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Abreviaturas

ABREVIATURAS

ADNmt — ADN mitocondrial

AINEs — Antiinflamatorios no esteroideos

AJCC — American Joint Committee on Cancer (Comité colectivo americano del cancer)
ARNi — ARN de interferencia

ARNmM — ARN mensajero

ARNr — ARN ribosomal

ARNt — ARN de transferencia

ATX — Autotaxina fosfodiesterasa

AU — Aspirado uterino

BCL2L11 — B-cell lymphoma 2 like 11 (Proteina 11 similar a la proteina 2 de células B de
linfoma)

BHLHE40 — Basic helix-loop-helix family member e40 (Miembro e40 de la familia de hélix-loop-
hélix basico)

BMPs — Bone morphogenetic proteins (Proteinas morfogenéticas de los huesos)

CA125 — Cancer antigen 125 (Antigeno de cancer 125 o Antigeno carbohidrato 125)

cADN — ADN complementario

CIE — Carcinoma intraepitelial del endometrio

CO — Céncer de ovario

CSCs — Cancer stem cells (Células madre cancerosas)

dMVBs — Multivesicular bodies for degradation (Cuerpos multivesiculares destinados a la
degradacion)

dNTPs — Desoxirribonucleotidos
EBV — Virus Epstein-Barr
ECM - Extracellular matrix (Matriz extracelular)

ESCRT — Endosomal sorting complex required for transport (Complejo de clasificacion
endosomal requerido para el transporte)

EUROCARE-5 — European cancer registry study of survival and care of cancer patients 5
EVs — Exosome-like vesicles (Vesiculas semejantes a los exosomas)

FABP4 — Fatty acid binding protein 4 (Proteina de unién de acidos grasos 4)

FABPs — Fatty acid binding proteins (Proteinas de unién a acidos grasos)

FC - Fold change (Cambio de expresion)

FDA — Food and Drug Administration (Administracion de alimentacion y medicamentos)

FIGO - International Federation of Gynecology and Obstetrics (Federacidn Internacional de
Ginecologia y Obstetricia)

FR — Receptor folato
FS — Fraccion Soluble
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Abreviaturas

FSH — Hormona foliculoestimulante

GnRH — Hormona liberadora de gonadotropina

GREM1 — Gremlin 1, DAN family BMP antagonist (Gremlin 1)
HGSOC - High-grade serous ovarian carcinoma (Cancer de ovario seroso de alto grado)
HRP — Horseadish peroxidase (Peroxidasa de rabano picante)
HSPs — Heat shock proteins (Proteinas de choque térmico)
IHQ — Inmunohistoquimica

IL-6 — Interleucina-6

IL-8 — Interleucina-8

ILVs — Intraluminal vesicles (Vesiculas intraluminales)

IMC — indice de masa corporal

INHBA — Inhibin beta A (Subunidad beta A de inhibina)

IPA — Ingenuity Pathway Analysis

ISEV - International Society for Extracellular Vesicles (Sociedad Internacional para las
Vesiculas Extracelulares)

KO — Knockout (Knockout)

LBPA — Acido lisobisfosfatidico

LH — Hormona luteinizante

LPA — Acido lisofosfatidico

M — Metastasis de cancer de ovario

mMiARN — microARN

MMPs — Matrix metallopeptidases (Metaloproteinasas de matriz)
MMP11 — Matrix metallopeptidase 11 (Metaloproteinasa de matriz 11)
MVBs — Multivesicular bodies (Cuerpos multivesiculares)

MVEs — Multivesicular endosomes (Endosomas multivesiculares)
MVs — Microvesiculas

MXRAS5 — Matrix-remodelling associated 5 (Proteina asociada a la remodelacién de matriz 5)
NK — Natural Killer

NTA — Nanoparticle Tracking Analysis (Analisis de seguimiento de nanoparticulas)
o/n — overnight (durante la noche)

OMS - Organizacion Mundial de la Salud

PARP — Poli (ADP-ribosa) polimerasa

PBS — Phosphate buffered saline (Tampdn fosfato salino)

PCR — Reaccién en cadena de la polimerasa

PEG - Polietilenglicol

PGR — Receptor de progesterona
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Abreviaturas

PI3K — Fosfatidilinositol-3-cinasa
PLPs — Proteinas proteolipidicas

PLVAP - Plasmalemma vesicle associated protein (Proteina asociada a vesiculas del
plasmalema)

PXDN — Peroxidasin (Peroxidasina)

RIN — RNA Integrity Number (indice de integridad del ARN)

RMA — Robust Multi-array Average

RNF152 — Ring finger protein 152 (Proteina de dedo de anillo 152)

ROMA — Risk of ovarian malignancy algorithm (Algoritmo de riesgo de malignidad ovarica)
ROS - Reactive oxygen species (Especies reactivas de oxigeno)

RT-qPCR - Real time quantitative PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa a
tiempo real)

SDS-PAGE - Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (Electroforesis en gel
de poliacrilamida con dodecilsulfato s6dico)

sMVBs — Multivesicular bodies for secretion (Cuerpos multivesiculares destinados a la
secrecion)

SN — Sobrenadante

SNARE - Soluble NSF attachment protein receptor (Receptor de la proteina de unién al NSF
soluble)

SPSS - Statistical Package for Social Science

STIC — Serous tubal intraepithelial carcinoma

T — Tumor primario de ovario

TA — Temperatura ambiente

TEM — Transicién epitelio-mesénquima

TF — Factor de tejido

TfR — Receptor de la transferrina

TGF-B — Transforming growth factor beta (Factor de crecimiento transformante )
TME — Transicion mesénquima-epitelio

TNM — Tumor, Nodulo linfatico, Metéstasis

TRPS — Tunable Resistive Pulse Sensing (Sensor de pulso resistivo sintonizable)

UICC - Union Internationale Contre le Cancer (Unién Internacional contra el Cancer)
VEGF — Vascular endotelial growth factor (Factor de crecimiento endotelial vascular)

VEGFR - Vascular endotelial growth factor receptor (Receptor del factor de crecimiento
endotelial vascular)

Vs — Versus
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1. INTRODUCCION

1.1. Elovario
1.1.1. El ovario, 6rgano sexual femenino

Los ovarios (génadas femeninas) son los 6rganos sexuales femeninos. Los ovarios de una
mujer sexualmente madura miden de 2,5 a 5 cm de largo, de 1,5 a 3 cm de ancho y de 0,7 a
1,5 cm de espesor, con un peso aproximado de 4 a 8 g. Los ovarios quedan situados cerca de
la pared peritoneal, a lado y lado del Utero en la pelvis menor, y se encuentran suspendidos por
el mesovario, el ligamento suspensorio del ovario (ligamento infundibulopélvico) y los
ligamentos ovaricos (Figura 1) (1,2).
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Figura 1. Aparato reproductor femenino. A. Localizacion de los ovarios. B. Esquema del aparato
reproductor femenino. Imagen adaptada de Ref. (1).

El ovario estd formado por el epitelio ovarico, la tinica albuginea, la corteza y la médula. El
epitelio ovarico (mesovario o superficie epitelial ovarica) es una capa de células cuboides que
recubren el ovario. La tlnica albuginea es una capa de tejido conjuntivo fibroso y denso con
células fusiformes. La corteza esta compuesta por el estroma, con multiples vasos y foliculos
ovaricos, dentro de los cuales se encuentran los oocitos en distintas etapas de maduracion. Por
tltimo, la médula es la zona mas interna del ovario; esta formada por tejido conectivo
fibroelastico laxo y contiene mdltiples vasos sanguineos, vasos linfaticos y nervios (1,2). En el
ovario se encuentran los siguientes tipos celulares: las células epiteliales (recubren el ovario);
las células estromales (dan soporte estructural al ovario y producen hormonas sexuales
femeninas); y las células germinales (células que se desarrollaran hasta oocitos maduros).
Cada foliculo ovérico estd compuesto por un Unico oocito rodeado de células somaticas
(células de la granulosa y células de la teca) (Figura 2) (1,3).

Figura 2. Histologia del ovario. Se visualizan la médula, el estroma y los foliculos ovaricos. A. Seccién
del ovario (10X). B. Seccion del ovario (40X). Imagen adaptada de Ref. (1,3).
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Los ovarios producen los gametos femeninos (6vulos) para la reproduccion y son la fuente
principal de producciéon de hormonas: estrégenos y progesterona. Por un lado, los estrégenos
son producidos principalmente por las células de la granulosa, y su funcién es promover el
desarrollo y mantenimiento de las estructuras reproductoras, de los caracteres sexuales
secundarios de la mujer y de las glandulas mamarias. Por otro lado, la progesterona es
secretada principalmente por el cuerpo lateo y actla sinérgicamente con los estrodgenos para
promover cambios en el ciclo menstrual; preparar el endometrio para la implantacion de un
ovulo fecundado y preparar las glandulas mamarias para la produccion de leche (1,4).

1.1.2. Desarrollo embrionario, ciclo ovarico y regulacién hormonal

Durante el desarrollo embrionario temprano, las células germinales primarias migran a los
ovarios para dividirse y dar lugar a los 6vulos. La produccién de nuevas oogonias (oocitos
primordiales) cesa en el quinto mes de embarazo, cuando los ovarios contienen
aproximadamente de 6 a 7 millones de oognias. Hacia el final de la gestacion, las oogonias
entran en meiosis (oocitos primarios) y son arrestados en la profase | de la primera divisién
meidtica. Estos oocitos son todavia diploides (presentan 46 cromosomas). Aunque el ovario de
una recién nacida contiene aproximadamente 2 millones de oocitos, este nimero declina en la
pubertad, de modo que sélo 400 oocitos ovulan a lo largo de la vida reproductiva femenina
(1,2,4).

En ausencia de gestacion, la mujer en edad reproductiva experimenta una serie de cambios
ciclicos en el utero y los ovarios. Cada ciclo ovarico dura aproximadamente 28 dias e implica la
oogénesis (formacion y desarrollo de nuevos gametos femeninos maduros) y la preparacion del
Utero para recibir el 6évulo fecundado. Las hormonas GnRH (hormona liberadora de
gonadotropina — secretada por el hipotalamo), FSH y LH (hormona foliculoestimulante y
hormona luteinizante, respectivamente — ambas secretadas por la glandula pituitaria) y, los
estrogenos y la progesterona (secretados por los ovarios) controlan los eventos principales del
ciclo ovarico. El ciclo ovarico esta dividido en tres fases: i) la fase folicular, ii) la fase ovulatoria
y iii) la fase luteal (1,2,4).

i) Fase folicular (10-14 dias del ciclo). Tiene lugar la formacion de foliculos en respuesta
a la estimulacibn de GnRH. Los oocitos primarios quedan retenidos en pequefios foliculos,
denominados foliculos primordiales. Eventualmente y bajo la accion de la FSH, estos foliculos
se desarrollan hasta foliculos primarios, secundarios, terciarios y finalmente, foliculos De Graaf.

i) Fase ovulatoria. Bajo la estimulacion hormonal de la LH, el foliculo se rompe y el oocito
liberado es recogido por las fimbrias de la trompa de Falopio. Si el oocito no es fecundado, se
desintegra al cabo de dos dias. Pero si el espermatozoide alcanza el citosol del oocito
secundario (fecundacion), éste completa la segunda divisién meibtica, y se convierte asi en un
Ovulo maduro.

iii) Fase luteal (12-15 dias del ciclo). Bajo la influencia de la LH, el foliculo vacio se
convierte en el cuerpo liateo. A diferencia de los foliculos ovaricos que secretan
Unicamente estrogenos, el cuerpo liteo produce estrégenos y progesterona. Hacia el final
del ciclo no fértil, este cuerpo regresa y se va reemplazando por tejido cicatricial,
transformandose en un corpus albicans no funcional.
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1.2. Céancer de ovario

1.2.1. Epidemiologia del cancer de ovario

El cancer es considerado la enfermedad genética humana méas comudn y la principal causa de
muerte a escala mundial segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (5). De acuerdo
con el estudio GLOBOCAN 2012, se estimaron 14,1 millones de nuevos casos de cancer y 8,2
millones de muertes a causa de esta enfermedad en todo el mundo en el afio 2012 (6). Se
calcula que una de cada tres personas puede ser afectada por cancer a lo largo de su vida, y la
probabilidad aumenta a medida que avanza la edad (7).

De acuerdo con el estudio GLOBOCAN 2012, el riesgo estimado de sufrir cancer de ovario
(CO) antes de los 75 afios de edad es del 0,7% a nivel mundial. Segun este estudio, el CO es
el séptimo cancer mas comun y la octava causa de muerte por cancer en mujeres, suponiendo
el 3,6% de los nuevos casos de cancer (con 238.719 casos) y el causante del 4,3% de los
fallecimientos (con 151.905 casos) en todo el mundo (6,7). Las tasas de incidencia y mortalidad
son mas altas si nos focalizamos en los paises desarrollados (América del Norte y Europa),
donde el CO es el quinto cancer mas incidente y el sexto mas mortal (Figura 3) (8). La mayoria
de los casos de CO se diagnostican en mujeres posmenopausicas entre los 45 y los 75 afios,
con un promedio de 60 afios de edad (9). El 40-45% de las pacientes con CO son mayores de
65 afios, con mayor incidencia a partir de los 75 afios (10).

Worldwide Developed Countries
Estimated New Cases Estimated Deaths Estimated New Cases Estimated Deaths
Female Female Female Female
Breast Breast Breast Lung, bronchus, & trachea
1,676,600 521,900 793,700 209,900
Colon & rectum Lung, bronchus, & trachea Colon & rectum Breast
614,300 491,200 38,000 197,600
Lung, bronchus, & trachea Colon & rectum Lung, bronchus, & trachea Colon & rectum
583,100 320,300 267,900 157,800
Cervix uteri Cervix uteri Corpus uteri Pancreas
527,600 265,700 167,900 91,300
Stomach Stomach Ovary Stomach
320,300 254,100 99,800 68,000
Corpus uteri Liver Stomach Qvary
319,600 224,500 99,400 65,900
Ovary Pancreas Thyroid Liver
238,700 156,600 93,100 42,700
Thyroid Ovary Pancreas Leukemia
229,900 151,900 92,800 40,300
Liver Esophagus Melanomna of skin Cervix uteri
228,100 119,000 91,700 35,500
Non-Hodgkin lymphoma Leukemia Non-Hodgkin lymphoma Corpus uteri
168,100 114,200 88,500 34,700
All sites* All sites* All sites* All sites*
6,663,000 3,548,200 2,832,400 1,287,000

Figura 3. Estimacion de los 10 tipos de cancer con mayor incidencia y mortalidad a nivel mundial
(izquierda) y en los paises desarrollados (derecha). Las estimaciones pueden no sumar la totalidad
debido al redondeo. Los casos de cancer de piel (no melanoma) han sido excluidos. Imagen adaptada de
Ref. (7).

En EE.UU., el riesgo estimado de sufrir CO a lo largo de la vida es del 1,4%, representando un
3% de los casos de cancer en mujeres. Se estima que en el 2016 aparecieron 22.280 nuevos
casos de CO. Des del 2003 hasta el 2012, la tasa de CO ha disminuido un 0.9% por afio, una
tendencia que se ha mantenido estable desde mediados de la década de 1980 (11). ElI CO es
la enfermedad ginecoldgica mas letal y la quinta causa de muerte por cancer en mujeres de
Norte América. Se estima que en el afio 2016, 14.240 muertes fueron debidas al CO, lo cual
representa un 5% de las muertes por cancer en mujeres (11,12).
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A nivel europeo, el riesgo de sufrir CO antes de los 75 afios de edad es del 1,1% segun
estimaciones del GLOBOCAN 2012. El CO ocupa el quinto lugar en términos de incidencia y
mortalidad en Europa (Figura 4). En el afio 2012 se registraron 65.538 casos y 42.716 muertes.
Estas tasas varian a lo largo de todo el continente, pero se aprecia mayor incidencia en los
paises del norte de Europa, principalmente en los paises ndrdicos, Reino Unido, Austria y
Alemania (8,13).

GLOBOCAN 2012 (IARC) Female
Numbers, all ages

Europe

Breast
Colorectum
Lung
Corpus uteri
Owvary
Cervix uteri
Stomach

Melanoma of skin

Pancreas
Kidney
600 400 200 0
M Incidence (thousands)
M Mortality

Figura 4. Incidencia y mortalidad de los 10 tipos de cancer con mayor incidencia y mortalidad en
Europa en el afio 2012. Imagen adaptada de Ref. (13).

En Espafia, el CO también es el quinto cancer mas incidente; representa el 5,1% de los casos
de cancer en mujeres. Concretamente, en el afio 2012, se registraron 3.236 casos nuevos
(8,14). Teniendo en cuenta la tasa mundial ajustada en el 2002 (9,9 casos/100.000
habitantes/afio), la incidencia del CO en Espafia se considera alta, con un ascenso lento pero
constante desde los afios 60 (8). En referencia a la mortalidad, el CO representa la sexta causa
de muerte por cancer en Espafia con 1.878 muertes en el afio 2012 (Figura 5).
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Figura 5. Incidencia y mortalidad estimada por tipo de tumor en mujeres de Espafia en el afio 2012.
Datos estimados proporcionados por IARC a través del proyecto EUCAN. Imagen adaptada de Ref. (14).
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El CO es el cancer ginecologico con la supervivencia mas baja. En general, las tasas de
supervivencia relativa a 5 y 10 afios de las pacientes con CO son 46% y 35%, respectivamente.
Sin embargo, la supervivencia varia sustancialmente segun la edad; la supervivencia global a
los 5 afios de las mujeres menores de 65 afios es el doble que la de mujeres mayores de esta
edad (58% frente a un 28%) (11). Dado que los sintomas no son especificos en estadios
iniciales de la enfermedad (estadios I-1l) y no existen pruebas diagnésticas eficaces, el CO es
detectado en el 85% de los casos (12) cuando el tumor ya ha metastatizado en la cavidad
abdominal (estadios IlI-1V), resultando en una supervivencia global a los 5 afios del 28%. En
cambio, la tasa de supervivencia a 5 afios aumenta hasta el 92% cuando el diagnoéstico tiene
lugar en estadios tempranos, cuando el tumor queda confinado en el ovario (s6lo un 15% de
los casos de CO son diagnosticados en esta fase) (Figura 6) (12).

A. Stage distribution B. Five-year survival rates
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Figura 6. A. Distribucion de los estadios de CO por raza humana en EE.UU. (2005-2011). Los
estadios no suman el 100% debido a la falta de informacion. B. Tasas de supervivencia a los 5 afios de
CO en EE.UU. (2005-2011), distribuidas segun la raza humana y el estadio de la enfermedad en el
momento del diagndstico. *El error estandar de la tasa de supervivencia es del 5-10%. Imagen adaptada
de Ref. (12).

En Europa, el estudio EUROCARE-5 (European Cancer Registry Study Of Survival and Care of
Cancer Patients 5) — andlisis de la supervivencia de CO en el periodo 2000-2007 — reporta una
supervivencia global a los 5 afios del 37,6%, porcentaje que decrece significativamente a
medida que avanza la edad. Esta tasa es variable a nivel geogréfico, oscilando des de un 30%
en el Reino Unido e Irlanda hasta un 41% en el norte de Europa. Concretamente a nivel
espafiol (sur de Europa), la supervivencia a los 5 afios es del 36,8% (15).

1.2.2. Carcinogénesis ovarica

El ovario normal es un tejido complejo con distintos componentes (ver apartado 1.1.1. El ovario,
6rgano sexual femenino). Aunque el CO puede desarrollarse a partir de células germinales o
células de la granulosa o de la teca, el 90% de los casos de CO son de histologia epitelial,
siendo el origen del tumor la monocapa de células epiteliales que recubre el ovario o bien la
capa sub-superficial de los quistes de inclusion. Aln asi, también se ha observado que algunos
carcinomas pueden originarse a partir de la capa interna de las trompas de Falopio, de
depositos de endometriosis o de la superficie de la cavidad peritoneal (16).

Los conceptos principales de la carcinogénesis ovarica aceptados globalmente son los
siguientes. En primer lugar, aunque existen distintos tipos histoldgicos, el CO mas comun es el
seroso de alto grado y en consecuencia, se trata el CO como una sola enfermedad. Este tipo
de cancer se origina a partir de la monocapa superficial de células epiteliales (el mesotelio) que
invagina en el estroma subyacente, resultando en un quiste de inclusion que sufre
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eventualmente una transformacion maligna. En segundo lugar, el CO se extiende des del
ovario hacia la pelvis, el abdomen y, en ocasiones, hacia otros 6rganos distantes (16).

La etiologia del CO epitelial es compleja y aiin no esta totalmente definida. A continuacion se
presentan las teorias actuales que se consideran al respecto.

1.2.2.1. Teorias tradicionales de la carcinogénesis ovérica

Teoria de la ovulacidn incesante

La hipétesis de la ovulacién incesante fue descrita por Fathallah en 1971. Segun Fathallah, la
ovulacién provoca microtraumas en la superficie del epitelio del ovario, y la acumulaciéon de
estas lesiones incrementa el riesgo de desencadenar una neoplasia, ya que favorece la
formacion de un quiste de inclusion por la internalizacion del epitelio superficial dentro del
estroma del ovario — el cistoadenocarcinoma. De acuerdo con esta hipotesis, la disrupcion y
reparacion mensual de la superficie epitelial del ovario estan asociadas al dafio estructural,
genético y/o inflamatorio, aumentando el riesgo de desarrollar CO (17). Ademas, los
estrogenos inducen la mitosis del epitelio, lo cual hace aumentar la probabilidad de
mutagénesis en oncogenes o0 genes de supresién tumoral (16). Asi, la ovulacién continuada y
los estrégenos son factores que pueden inducir la transformacion maligna de las células del
ovario y, por lo tanto, la edad de la mujer y el nimero total de ovulaciones son considerados
indices de riesgo individuales para desarrollar el CO. El papel causal de la ovulacion incesante
ha sido apoyado por el efecto protector de los anticonceptivos hormonales orales o el
embarazo, que suprimen la ovulacién (18).

El punto débil de esta teoria es que no puede explicar completamente la elevada incidencia del
CO epitelial en mujeres posmenopausicas (85-90% de los casos), que no contraen ciclos de
ovulacién. En este sentido, se piensa que la acumulacién prolongada de posibles alteraciones
genéticas tras la rotura y reparacion de cada foliculo resulta en lesiones pre-neoplasicas y
finalmente concluye en la transformaciéon maligna por “envejecimiento ovarico” (19).

Teoria del exceso de las gonadotropinas

Las gonadotropinas (FSH y LH) tienen funciones clave en la regulacion de las funciones de las
células ovéricas controlando su crecimiento normal, pero los niveles elevados pueden
proporcionar las condiciones adecuadas para la transformacion neoplésica. Concretamente, los
picos de gonadotropinas resultan en la produccién de esteroides por parte del estroma ovarico,
los cuales inducen a su vez la diferenciacién, mitosis y transformacién del epitelio enquistado.
Esta hipétesis esta soportada por la presencia de gonadotropinas en el fluido del tumor ovarico
y por la presencia de los receptores de estas hormonas en los carcinomas. Esta teoria también
explicaria la disminucién del riesgo de CO asociado al embarazo y el uso de anticonceptivos
orales, ya que se reduce la exposicion a las gonadotropinas debido a la retroalimentacién de
esteroides en la hipofisis (20). Por otro lado, la hip6tesis concuerda con el aumento en la
incidencia del riesgo de CO tras 10-20 afios des del inicio de la menopausia, cuando ya no hay
ovulacidn pero los niveles de gonadotropinas en suero son elevados (21).

Teoria de la inflamacion

La inflamacion crénica parece jugar un papel importante en la carcinogénesis ovarica. Durante
la ovulacion, las gonadotropinas estimulan una reaccion inflamatoria mediada por las
prostaglandinas. Las citocinas y los enzimas proteoliticos desencadenan la rotura de la
superficie epitelial del ovario y la liberacion del 6vulo. En este punto, las células inflamatorias
atraidas por el estigma ovulatorio generan especies reactivas de oxigeno que pueden dafiar el
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ADN vy, en consecuencia, favorecen la transformacion maligna. Por lo tanto, los altos niveles de
gonadotropinas en mujeres posmenopausicas fomentan un ambiente inflamatorio que puede
contribuir a desarrollar CO. La hipotesis de la inflamacion se sustenta por la incidencia
aumentada del CO en mujeres con enfermedad inflamatoria pélvica, endometriosis y sindrome
de ovario poliquistico, patologias en las que la inflamacién crénica es un factor clave para su
desarrollo (22).

Teoria de la exposicidon a carcindgenos exdégenos o contaminantes en la pelvis

Esta teoria postula que la exposicidn a contaminantes y carcindgenos en el area genital y
perineal podrian desencadenar la patogénesis del CO por su migracién hacia la vagina, y
desde aqui a la cavidad abdominal y los ovarios. Existen evidencias de que la exposicion a
irradiacion pélvica (23), talcos (24), asbestos (25) y alcohol (26) en el area genital esta
asociada a la neoplasia ovarica. Sin embargo, son necesarias mas investigaciones al respecto
para confirmar el papel de estos compuestos en la patogénesis del CO (24).

1.2.2.2. Teoriadualista

Esta tradicionalmente aceptado que los tumores epiteliales de ovario proceden de la monocapa
epitelial de superficie y que posteriormente, la transformacién maligna evoluciona hacia
diferentes tipos celulares (seroso, endometrioide, célula clara, mucinoso y transicional),
similares al epitelio de las trompas de Falopio, endometrio, gastrointestinal, endocérvix y vejiga
urinaria, respectivamente (27). La teoria dualista (28) contrasta la creencia convencional de
que el CO se origina en el ovario. Concretamente, esta hipétesis postula que los tumores
primarios de ovario se originan en otros 6rganos pélvicos e implican el ovario de manera
secundaria. Se trata de un modelo dualista que distingue entre dos grandes tipos de tumores
de ovario en funcion de sus caracteristicas morfologicas y moleculares.

Por un lado, el grupo de tumores de tipo | estd compuesto por el carcinoma seroso de bajo
grado, el endometrioide de bajo grado, el mucinoso, el de células claras y el de transicidon
(Brenner). Generalmente, estos tumores quedan confinados en el ovario y son relativamente
estables a nivel genético. Normalmente, los tumores de tipo | se diagnostican en estadios
iniciales y suelen pasar por un estado intermedio de neoplasia quistica benigna, un tumor
borderline, o un tumor de bajo potencial maligno. En cuanto al origen de los tumores de tipo I,
se considera la endometriosis una lesion precursora de los tumores endometrioides y los
tumores de células claras, ya que esta generalmente aceptado que la endometriosis se
desarrolla a partir de tejido endometrial por la menstruaciéon retrograda. Por otro lado, hay
estudios preliminares que sugieren que los tumores mucinosos y de transicién (Brenner)
surgen de nidos epiteliales transitorios en el cruce de trompas-mesovario mediante un proceso
de metaplasia (28).

En contraposicién, el grupo de tumores de tipo Il incluye los carcinomas altamente agresivos,
que evolucionan rapidamente, y que casi siempre son detectados en estadios avanzados de la
enfermedad. Los tumores de tipo Il incluyen el carcinoma seroso de alto grado convencional, el
indiferenciado y tumores mesodérmicos mixtos malignos (carcinosarcomas), presentando un
patron papilar, glandular o sélido. Estos tumores representan el 75% de los carcinomas
ovaricos epiteliales. Es un grupo homogéneo a nivel morfolégico y molecular. En cuanto al
origen, se postula que la lesién precursora del CO seroso de alto grado (High-grade serous
ovarian carcinoma, HGSOC) es el carcinoma intraepitelial tubarico seroso (Serous tubal
intraepithelial carcinoma, STIC). Concretamente, se cree que el HGSOC surge de la
implantacion del epitelio de la trompa de Falopio en el ovario (28), ya que las lesiones
precursoras en las trompas presentan caracteristicas morfolégicas y moleculares similares a
las del HGSOC (18,29). El fluido folicular liberado en el proceso de la ovulacion bafa la
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superficie del ovario y el extremo de las fimbrias de la trompa de Falopio, permitiendo de este
modo que las células de la lesién intraepitelial tubarica entren en contacto con el ovario, y
desarrollen aqui el tumor (Figura 7). De acuerdo con esta hipétesis, la salpinguectomia
(extraccion de las trompas de Falopio) electiva seria una estrategia de intervencién con gran
potencial (18).

Tubal intraepithelial and
invasive carcinoma
* Escape from cell
cycle arrest
* BRCA mutations/LOH

* Exfoliation \

AK, .

‘p53 signatures’
* DNA damage
* TP53 mutations

Ruptured follicle Transformation of
¢ Inflammatory mediators OSE-derived CICs
* Hormone-rich milieu « Metaplasia to
Miillerian epithelium
¢ Borderline tumors
* Low-grade carcinomas

Figura 7. Modelo de la carcinogénesis serosa de alto grado. El modelo integra el desarrollo del
carcinoma seroso en las fimbrias de la trompa de Falopio (“Serous Tubal Intraepithelial Carcinoma”, STIC)
y en la superficie epitelial ovarica — como consecuencia de los quistes de inclusion (“Cortical Inclusion
Cyst”, CIC). Se cree que la estimulaciéon hormonal y los mediadores de la inflamacién tienen un efecto
carcinogénico sobre ambas vias. Imagen adaptada de Ref. (29).

En conjunto, ninguna de las teorias explica todos los aspectos de la carcinogénesis ovérica.
Cada una de ellas aporta un aspecto que explica parcialmente el origen del tumor en el ovario,
pero ninguna es totalmente definitiva.

1.2.3. Factores de riesgo y factores de proteccion asociados al
cancer de ovario

El principal factor de riesgo asociado al CO es una fuerte historial familiar de cancer de mama o
de ovario. Entre un 5 y un 10% de los casos de CO son de caracter hereditario, el 89% de los
cuales es del tipo histoldgico seroso papilar (30). Las mujeres que han sufrido cancer de mama
0 que son portadoras de mutaciones hereditarias en los genes supresores tumorales BRCA1
(cromosoma 17, locus 17g12-21) o BRCA2 (cromosoma 13, locus 13g12-13) presentan mayor
riesgo de contraer la enfermedad (11,30); con un riesgo del 18-56% y del 14-27%, en el caso
de las portadoras de BRCAl1 y BRCA2, respectivamente - dependiendo de la
presencia/ausencia de la enfermedad en la historia familiar. De hecho, las mutaciones
germinales en BRCA1/2 son responsables de un 10% de los casos de CO (30). A partir de un
meta-analisis que integra multiples estudios internacionales de penetracién de las mutaciones
en BRCAL/2, se ha determinado que el riesgo acumulado de CO a los 70 afios es del 40% para
las portadoras de BRCALl vy, del 18% para las portadoras de BRCA2 (31), con peor
supervivencia para las portadoras de BRCA1l en estadios iniciales (32). Por todo ello,
actualmente se realizan pruebas genéticas en distintos paises para identificar las familias que
presentan este tipo de mutaciones. La ooferectomia (extraccion de los ovarios) y
salpinguectomia profilcticas en estas mujeres reduce el riesgo de desarrollar CO, aunque el
riesgo de cancer peritoneal permanece remanente (33).
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Otras condiciones médicas asociadas a un mayor riesgo de CO incluyen la enfermedad pélvica
inflamatoria y el sindrome de Lynch (cancer colorrectal hereditario no polipdsico) (11). Este se
desarrolla como consecuencia de mutaciones en genes reparadores del ADN, como MSH2,
MLH1 o MSHS6. Las familias con estas alteraciones genéticas tienen mayor riesgo de CO (9-
12%) (34). El cancer de colon hereditario no poliploideo supone el 1% de todos los casos de
CO (9).

Aparte del riesgo genético asociado al CO, se han descrito otros factores de riesgo y de

proteccion relacionados con esta enfermedad — Tabla 1.

Tabla 1. Factores de riesgo y factores de proteccion asociados al CO.

Factores de riesgo

Factores de proteccion

Céncer hereditario familiar (30,32)

Nulipartidad e infertilidad (37—-39)

Terapia hormonal sustitutiva para la
menopausia (estrégenos) (43,44)

Dieta (carne, grasas saturadas, alimentos ricos
en almidén, lactosa, calcio) (47,48), tabaco (26),
alcohol (49) y cafeina (50)

IMC elevado - sobrepeso y obesidad (52,53)
Edad avanzada (10)

Otros: Endometriosis (en el carcinoma
endometrioide y el de célula clara) (55,56)

Anexectomia bilateral profilactica (35), ligadura
tubérica e histerectomia (29,36)

Embarazo, paridad y lactancia materna (40-42)

Anticoncepcion hormonal (interrupcion de
ovulacion) (45) y progesterona (41,46)

Dieta (aceite de oliva, grasas mono o
poliinsaturadas, isoflavonas, vegetales, licopeno,
vitaminas A y E, B-carotenos, fibra y té verde (51)

Actividad fisica (54)
Edad joven (10)

Otros: Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
(67)

1.2.4. Factores prondstico del cancer de ovario

A continuacién se describen los principales factores asociados al pronéstico del CO:

Factores clinicos

El estadio de la enfermedad es el predictor pronéstico de CO mas potente y clinicamente
aceptado. En la Tabla 2 se muestra la supervivencia a los 2 y 5 afios en funcion del estadio
concreto segun la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia, FIGO (International
Federation of Gynecology and Obstetrics) (58).

Tabla 2. Supervivencia global de pacientes con CO en funciéon del estadio de la FIGO. Tabla
adaptada de Ref. (58).

Supervivencia global a Supervivencia global a

Estadio los 2 afios (%) los 5 afios (%)
1A 96,2 89,6
B 93,9 86,1
IC 91,4 83,4
A 87,2 70,7
1B 84,5 65,5
Ic 85,6 71,4
1A 72,6 46,7
B 70,6 41,5
Inc 64,5 32,5
v 48,4 18,6
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Los factores clinico-histolégicos que se han asociado a supervivencia baja son: los estadios
avanzados (llI-1V), la edad superior a los 65 afios, el grado histolégico indiferenciado, el tipo
histologico célula clara, el gran tamafio del tumor inicial, la enfermedad residual (tamafio
tumoral tras la cirugia superior a 0 cm), la presencia de ascitis preoperatoria y la falta de
respuesta serologica al marcador tumoral CA125 — Cancer antigen 125 (Antigeno de cancer
125 o Antigeno carbohidrato 125) — tras el tercer ciclo de quimioterapia. De estos factores, los
gue afectan a la supervivencia de manera mas intensa son el estadio, la edad, el grado tumoral
y el tumor residual (59).

Por otro lado, los factores que parecen mejorar el pronéstico de las pacientes con CO son: los
estadios iniciales (I-1l), la edad joven, el buen estado vital, el grado tumoral bien diferenciado,
los tipos histolégicos no mucinoso ni célula clara, el pequefio tamafio tumoral antes de la
cirugia, el tumor residual nulo o muy pequefio tras la cirugia primaria (tamafio tumoral post-
quirargico inferior o igual a 1 cm), y la ausencia de ascitis (59).

La cirugia citorreductora es uno de los factores prondstico con mayor impacto en la
supervivencia a los 5 afios de las pacientes en estadios avanzados, pues se ha demostrado
que cuanto menor es la enfermedad residual, mayor es la supervivencia (59).

Factores moleculares

A continuacién se describen los principales factores moleculares que afectan al prondstico de
las pacientes con CO.

El marcador CA125 se encuentra elevado (limite establecido: inferior a 35 U/mL) en el suero
del 80% de las pacientes con CO. Su valor como marcador pronéstico ha sido estudiado
ampliamente. Si los niveles de CA125 son superiores a 35 U/mL, al terminar el tratamiento
quimioterapico, la probabilidad de que la enfermedad progrese en los 4 meses siguientes es
del 60%. En cambio, si los niveles no superan los 35 U/mL tras la quimioterapia, la probabilidad
de progresion cae hasta el 5%. Por otra parte, si los niveles de CA125 disminuyen bajo el limite
establecido tras 3 meses de quimioterapia, todas las pacientes alcanzan la respuesta clinica y
el 66% de ellas alcanza la respuesta patolégica completa en la segunda laparotomia (60).

La ploidia del ADN aporta informacion referente al contenido de ADN. Algunos investigadores
proponen la aneuploidia de ADN vy la alta fraccién de ADN en la fase S del ciclo celular como
factores prondstico en pacientes con CO en estadios iniciales. Por otro lado, los tumores
diploides y la baja fraccion de ADN en la fase S se han asociado a carcinomas en estadios
avanzados, tumores de alto grado, alta frecuencia de tumor residual tras la cirugia y
supervivencia mas baja. También hay estudios que apuntan que los carcinomas de ovario
diploides en estadio Il estan asociados a buen prondéstico y que los estadios IV tienen muy mal
prondstico, independientemente de la ploidia (61).

Las alteraciones cromosémicas también estdn asociadas al pronéstico del CO.
Concretamente, se ha descrito la trisomia 12 en tumores borderline, fiboromas y tumores de las
células granulosa, mientras que en carcinomas malignos, se ha identificado la pérdida del
cromosoma X, 8, 13, 17 y 22. También se han observado alteraciones estructurales
relacionadas con el estadio y el grado tumoral en los cromosomas 1, 3, 6, 11, 12, 13, 17, 18 y
19 (62).

Los factores pronostico moleculares mas estudiados son el gen supresor de tumores TP53,
y los oncogenes HER2 y EGFR. Un metaanalisis reciente indica que la tincion
inmunohistoquimica (IHQ) de TP53, HER2 y EGFR no tiene una relacion directa con la
supervivencia, pero las vias moleculares implicadas si que influencian el pronéstico de las
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pacientes. En condiciones normales, el gen supresor tumoral TP53 se activa en respuesta al
dafio en ADN e induce la apoptosis celular. El 96% de los carcinomas serosos de alto grado
presentan mutaciones en TP53 (62). La disfuncion de TP53 se ha relacionado sobre todo con
el CO seroso recurrente, con los estadios avanzados y con la quimiorresistencia. Es conocido
que las pacientes con TP53 mutado responden mejor al paclitaxel combinado con carboplatino
en comparacion con el paclitaxel combinado con ciclofosfamida. Por otro lado, se ha visto que
las pacientes con mutaciones en BRCA1/2 tienen mejor prondstico; el curso clinico es menos
agresivo en comparacion con los carcinomas esporadicos sin estas alteraciones genéticas (32).
El oncogén HER2 se encuentra sobre-expresado en un 35% de los tumores ovaricos, mientras
gue EGFR lo esta en el 62%. La sobre-expresion de HER2 esta asociada a mayor mortalidad;
sin embargo los estudios en diferentes tipos histoldgicos no son concluyentes, por lo que no
esta totalmente definido si HER2 podria ser utilizado como factor pronéstico del CO (63,64).

La proliferacion celular se determina mediante el recuento de células en mitosis. Los
marcadores de actividad proliferativa KI67 o el PCNA — proteinas nucleares — se han asociado
a estadios avanzados y baja supervivencia del CO (65).

La angiogénesis es primordial para la proliferacion y expansion del tumor, por lo que se utiliza
como estrategia terapéutica y factor prondstico en el CO. El factor de crecimiento endotelial
vascular (Vascular endotelial growth factor, VEGF) es el principal inductor de la angiogénesis y
se ha visto que su alta expresion en CO esta asociada a baja supervivencia de manera
significativa (66).

Finalmente, los componentes de la matriz extracelular (Extracellular matrix, ECM) también
se han relacionado con el prondstico del CO. Con el objetivo de expandirse, las células
tumorales ovaricas activan la invasion, destruyendo a su paso la ECM. Para ello, se induce la
expresién o activacion de metaloproteinasas de matriz (MMPs), como MMP7 y MMP9, cuyos
niveles en plasma se han visto aumentados en pacientes con CO recurrente. Esto sugiere que
estas proteinas podrian ser utilizadas como factores predictivos de recidiva (67).

En la Tabla 3 se muestra un resumen de los principales marcadores moleculares asociados al
prondstico del CO epitelial y su funcion (68,69).
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Tabla 3. Marcadores con valor pronostico del CO epitelial a nivel de proteina. Tabla adaptada de

Ref. (68,69).

Oncogenes y
supresores tumorales

Marcadores de
proliferaciéon

Reguladores de ciclo
celular

Apoptosis

Enzimas reparadores de
ADN

Marcadores de
angiogénesis

Factores inmunoldgicos

Receptores tirosina
quinasa (TKR)

Cadherina epitelial/
B-catenina

TP53
WT1
K167
PCNA
Topoisomerasa |l
Ciclinas E, D1, D3y A
Inhibidores de ciclinas: p21, p27, p57 y p16
Via apoptética extrinseca
TRAIL y receptores
TRAIL-R1/DR-4 y TRAIL-R2/DR-5
TRAIL-R3/DcR1, TRAIL-R4/DcR2 y TRAIL-R5
FAS y FAS-L
Via apoptética intrinseca
Miembros de la familia BCL-2 (BAX y BCL-2)
Caspasas
Iniciadora: caspasa-8
Efectora: caspasa-3/CPP32
Inhibidores de apoptosis: Survivina y XIAP

BRCAL, BRCA2, PARP-1y ERCC1

Marcadores de microdensidad vascular: CD31 y CD34
Proteinas implicadas en angiogénesis: VEGF, HIF, COX-2, MMP7 y MMP9
Células T, citocinas, moléculas co-estimuladoras e inhibidoras (expresadas
por las células inmunes o tumorales)
EGFR, HER2, ERBB3 y ERBB4
Receptores de efrina B y otros TKR
EPHB4
HGF/MET y su ligando c-MET
Via de sefalizacion de los receptores TKR: ERK, PI3CA, AKT y NF-kB1

1.2.5. Clasificacién del cancer de ovario

El CO es un grupo heterogéneo de neoplasias con distinta biologia y comportamiento clinico,
celular y molecular. En la actualidad, los patélogos utilizan el sistema de clasificacién basado
en la morfologia para diferenciar los principales subgrupos de CO de acuerdo con el tipo de
diferenciacion (tipo histoldgico) y el grado de diferenciacién (grado tumoral) (3,58,70).

1.2.5.1. Clasificacion de los tumores de ovario

Los tumores ovaricos pueden ser clasificados en distintos subtipos en funcién del origen celular

(3,58,70):
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e Tumores epiteliales. El 90% de los casos de CO derivan del epitelio que recubre la
superficie del ovario — aunque todavia existe discusién al respecto (ver apartado 1.2.2.
Carcinogénesis ovarica). Tienen lugar principalmente en mujeres posmenopausicas.

e Tumores de células germinales. Aproximadamente el 5% de los casos proceden de las
células pluripotenciales que migran des del saco vitelino hasta el ovario. Pueden presentarse a
cualquier edad, pero la mayoria afectan a mujeres premenopausicas.

e Tumores estromales 0 de los cordones sexuales. El 5% restante lo componen los
tumores procedentes de las células estromales. Se desarrollan en el tejido conectivo que
mantiene la estructura del ovario. Los dos tipos de tumores estromales mas comunes son los
tumores de las células de la granulosa y los tumores de las células Sertoli-Leydig. A diferencia
del CO epitelial, el 70% de estos tumores se diagnostican en estadio |.

1.2.5.2. El cancer de ovario epitelial

El CO epitelial puede ser clasificado en distintos subgrupos en funcion de la malignidad, el
grado de diferenciacion, la histologia y el estadio (3,58,70).

Clasificacion del cancer de ovario epitelial en base a la malignidad

De acuerdo con el grado de proliferacion celular y de la presencia/ausencia de invasion
estromal, los tumores epiteliales se clasifican en los subtipos morfoldgicos benigno, de bajo
potencial maligno o maligno (3,58,70).

e Tumores benignos. Representan el 60% de los tumores ovaricos epiteliales. No tienen
la capacidad de invadir otros tejidos. Pueden ser extraidos sin dificultad y rara vez crecen
nuevamente. El crecimiento del epitelio no es estratificado y no presentan atipias citolégicas.
Existen distintos tipos de tumores epiteliales benignos: los adenomas serosos, los adenomas
mucinosos y los tumores de Brenner. Estos tumores pueden presentarse a cualquier edad,
pero el 60% aparece en edades menores de los 40 afios.

e Tumores de bajo potencial maligno o borderline. Representan el 10% de los casos de
CO epitelial. Son tumores intermedios entre los benignos y los malignos, crecen lentamente y
eventualmente (10% de los casos) pueden expandirse e invadir otros tejidos. A nivel
histolégico, son tumores epiteliales que no parecen ser cancerosos. No crecen en el estroma
del ovario, sino que proliferan formando estratos y nudos; tienen una actividad mitética variable
y presentan nucleos atipicos. Cuando se propagan fuera del ovario, crecen sobre la superficie
de la cavidad abdominal, sin penetrar en ella. Normalmente afectan a mujeres de edad
temprana, con un promedio de edad de 45 afios.

e Tumores malignos. Representan el 30% de los tumores epiteliales y el 80-85% de
todos los casos de CO. Son tumores que tienen la capacidad de metastatizar otros tejidos,
invadir y dafiar organos. Los tumores malignos son los denominados carcinomas. Estos
tumores proliferan en el estroma del ovario y presentan ndcleos atipicos. Aparecen
mayoritariamente en mujeres posmenopausicas; el promedio de edad es de 60 afios.

Clasificacion del cancer de ovario epitelial en base al grado de diferenciacidon

El grado clasifica el tumor en base a la similitud del carcinoma con el tejido normal de origen en
una escala con magnitudes 1 (grado bajo), 2 (grado moderado) y 3 (grado alto). EI CO de
grado 1 es el que mas se parece al tejido normal — contiene muchas células de aspecto sano;
esta bien diferenciado — y suele tener buen pronéstico. El grado 2 hace referencia a una
diferenciacion del tejido moderada — la cantidad de células de aspecto anormal es mayor que la
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cantidad de células de aspecto sano —; y, el grado 3 indica baja similitud con el tejido normal —
todas las células o la mayoria de ellas tienen aspecto anormal; se trata de un tumor poco
diferenciado o indiferenciado — y suele tener el peor pronéstico (70). Las pacientes con tumores
ovaricos de grado 1 tienen una supervivencia global a los 5 afios del 57,2%; en las pacientes
que presentan tumores de grado 2, la tasa es del 31%; v, en las pacientes con carcinomas de
grado 3, la tasa es del 28,5% (58).

Clasificacion del cancer de ovario epitelial en base a la histologia

La clasificacion del CO epitelial en relacién a la histologia se refiere al tipo concreto de
diferenciacion del tumor. Esta clasificacién fue originariamente descrita en base a la teoria
tradicional de la carcinogénesis ovarica, segun la cual, a diferencia de muchos canceres que
estan poco diferenciados en las primeras fases de la transformacién, el CO epitelial se
desarrolla a partir de la monocapa epitelial que recubre el ovario y evoluciona hasta 4 tipos
distintos que asemejan células epiteliales normales bien diferenciadas de otros tejidos — el
nombre de cada subtipo deriva del tejido al que mas se asemeja: el epitelio de la trompa de
Falopio en el caso del seroso; el epitelio del endometrio, en el caso del endometrioide; el
epitelio del endocérvix o del intestino, en el caso del mucinoso; o el epitelio que forma nidos en
la vagina, en el caso de células claras (Figura 8) (71,72). Aproximadamente el 75% de los
carcinomas ovaricos de estirpe epitelial son serosos; el 10%, endometrioides; el 3%,
mucinosos; el 5-10%, de células claras; y el 2-7%, indiferenciados u otros (tumores de Brenner
o0 transicionales, tumores escamosos y tumores mixtos) (70,71).
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Figura 8. Los origenes del CO epitelial y la tincion con hematoxilina de los distintos tipos
histolégicos — se representa el seroso de alto grado, puesto que es mas comun que el de bajo grado.
Imagen adaptada de Ref. (71,72).

e Carcinoma seroso. Representan el 80-90% de todos los casos de CO (73,74). La
morfologia celular es similar a la del carcinoma de las trompas de Falopio y el carcinoma
peritoneal seroso. Actualmente esta aceptado que este tipo de tumor proviene de la superficie
epitelial ovérica (teoria tradicional) y/o de lesiones precursoras en el epitelio de las trompas
(teoria dualista). El carcinoma seroso se caracteriza por tener tumoraciones quisticas sélidas
con papilas en el interior. En el 50% de los casos es bilateral (el tumor afecta a los dos
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ovarios). Este tumor va frecuentemente asociado a la presencia de metastasis peritoneales y
presenta valores muy elevados del marcador tumoral CA125 (superiores a 65 U/mL) (73). En
base al estadio de la enfermedad en el momento del diagnéstico, la supervivencia a 5 afios es
del 76%, en estadio |; 56%, en estadio II; 25%, en estadio lll; y 9%, en estadio IV (75).

Teniendo en cuenta las diferencias morfoldgicas, moleculares, de presentacion clinica y de
prondstico, se diferencian claramente dos tipos de carcinomas serosos:

i) HGSOC (85-90% de los carcinomas serosos) (70,71). El tumor es bilateral en el 60%
de las pacientes y se detecta en estadio avanzado en el 80% de los casos. Este carcinoma
suele ser solido y quistico con areas de hemorragia y necrosis. Las células forman papilas y
masas solidas con atipia nuclear y suelen observarse mas de 12 mitosis en un campo de 10
aumentos.

ii) CO seroso de bajo grado (10-15% de los carcinomas serosos) (70,71). Esta compuesto
por papilas o micropapilas sin atipia nuclear, y se observa menos proliferacién que en el
HGSOC (menos de 12 mitosis en un campo de 10 aumentos) (70,74).

e Carcinoma endometrioide. Presentan areas sélidas y quisticas, con patrones
glandulares que asemejan las glandulas del endometrio (73). El 42% esta asociado a la
presencia de endometriosis en el mismo ovario (76) y el 15-30% esta asociado al cancer de
endometrio (73). El 15-20% de estos carcinomas son bilaterales. En el 80% de los casos se
detectan niveles de CA125 superiores a 35 U/mL. El 31% de los casos se detectan en estadio
I; el 20%, en estadio IlI; el 38%, en estadio Ill; y el 11%, en estadio IV (77). La supervivencia
global a 5 afios de las pacientes con tumores endometrioides es del 78% en estadio I; 63%, en
estadio II; 24%, en estadio Ill; y 6%, en estadio IV (75,77).

e Carcinoma mucinoso. Muestran alto contenido de mucina en el citosol de las células
epiteliales. Estos tumores se asemejan al epitelio de los carcinomas de endocérvix, estbmago o
intestino, y suelen ser mas diferenciados que los serosos. En el 80-90% de los casos, son
unilaterales y pueden llegar a grandes tamarfios. A diferencia de los otros carcinomas, no
suelen presentar niveles altos del marcador CA125. El 80% de los carcinomas mucinosos se
detectan en estadio |. La respuesta al tratamiento quimioterapico con platino de un tumor
mucinoso en estadio avanzado es peor que la de otros tipos histologicos (78). La supervivencia
también se ve reducida en comparacién con el resto de tumores; la supervivencia global a los 5
afios es del 83% en estadio |; 55%, en estadio Il; 21%, en estadio Ill; y 9% en estadio IV (79).

e Carcinoma de células claras. Tienen un gran componente fiboromatoso. Las células
epiteliales presentan un alto contenido en glicégeno (77). Este tipo histoldgico esta asociado a
la endometriosis en el 67% de los casos. Los tumores son principalmente sélidos o quisticos. El
15-20% de estos carcinomas son bilaterales (79). En el 50% de los casos, el marcador CA125
presenta valores superiores a 35 U/mL (73). El 33% de los casos se detectan en estadio I; el
19%, en estadio Il; el 29%, en estadio lll; y el 9%, en estadio V. La supervivencia a 5 afios es
del 69% en las pacientes con estadio I; 55%, en estadio Il; 14%, en estadio lll; y 4%, en estadio
IV (77).

En la Tabla 4 se resumen las caracteristicas mas importantes de los principales tipos
histoldgicos del CO epitelial (70,71,73).
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Tabla 4. Clasificacién fenotipica y genotipica de los principales tipos histolégicos de CO epitelial.
Recientemente, el CO seroso de alto grado (HGSOC) y el CO seroso de bajo grado se consideran
entidades distintas por presentar caracteristicas significativamente dispares. Tabla adaptada de Ref.
(70,71,73).

CO seroso de

e CO seroso de Cco . CO células
Clasificacion alto grado baio arado endometrioide CO mucinoso claras
(HGSOC) 109
Incidencia 70% <5% 10% 3% 5-10%
Edad media (afios) 64 43 40-50 45-50 55
Factores de riesgo BRCA1/2 Slndiemeids Sindromelde
= Lynch = Lynch
Lesiones Lesiones en la Tumor seroso Endometriosis Cistoadenoma/ Endometriosis
precursoras trompa.de borderline tumor borderline
Falopio
Alteraciones HNF1b,
enéticas TP53/BRCA BRAF, KRAS  PTEN, ARID1A KRAS, HER2 ARID1A,
9 PI3CA, MET
Patrén de Transcelémica Transcelémica Nor_malmente Normalmente Normalmente
diseminacion muy temprana conflnadg enla conﬁnado al conflnad(? en
pelvis ovario la pelvis
Quimiosensibilidad Alta Intermedia Alta Baja Baja
Pronéstico
(Supervivencia Malo Intermedio Favorable Favorable Intermedio
global a5 afios) (15-30%) (40-45%) (40-60%) (50-65%) (35-50%)

Clasificacion del cancer de ovario epitelial en base al estadio

El estadio tumoral aporta informacién referente al nivel de diseminacion que ha experimentado
el tumor ovérico. El estadiaje es el indicador prondstico mas importante y determina el
tratamiento de las pacientes. Por ello, es indispensable la rigurosidad con la que se lleva a
cabo por parte de los patélogos especialistas (80).

De manera tradicional, el estadiaje del CO se realiza de acuerdo con el sistema de la FIGO,
segun el cual se distinguen 4 estadios en base a la expansién del tumor ovérico (80). El
sistema TNM (Tumor, NAdulo linfatico, Metéstasis) (81) es un tipo de clasificacidon reciente que
aporta informacién acerca del estadio del tumor (T), de la afectacién positiva o negativa de
nodulos linfaticos (N) y de la presencia/ausencia de metastasis distantes (M). Este sistema fue
desarrollado por el Comité colectivo americano del cancer, AJCC (American Joint Committee
on Cancer), en colaboracién con la Union Internacional contra el Cancer, UICC (Union
Internationale Contre le Cancer). En la Tabla 5 se muestra la ultima clasificacion del CO de la
FIGO (2013) y la nomenclatura TNM de la AJCC/UICC (80,81).
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Tabla 5. Sistema de estadiaje de cancer de ovario, de trompa de Falopio y de peritoneo segun la
FIGO 2013y la correspondiente clasificacion TNM. Tabla adaptada de Ref. (80,81).

Clasificacién T//N/M

Estadio  Descripcién (Tumor/N6dulo
linfatico/Metastasis)
| Tumor confinado a los ovarios o las trompas de Falopio T1-NO-MO
Tumor limitado a un ovario (capsula intacta) o a la trompa de Falopio;
ausencia de tumor en la superficie del ovario o de la trompa de Falopio;
1A . . . P . T1la-NO-MO
ausencia de células malignas en el liquido ascitico o en los lavados
peritoneales
Tumor limitado a ambos ovarios (capsulas intactas) o a las trompas de
B Falopio; ausencia de tumor en la superficie de los ovarios o de la T1b-NO-MO
trompas de Falopio; ausencia de células malignas en el liquido ascitico
o0 en los lavados peritoneales
Ic Tumor, limitado a uno o ambos ovarios o a las trompas de Falopio, T16-NO-MO
ademas de
IC1 Derrame quirtrgico T1c1-NO-MO
IC2  Rotura de la capsula previamente a la cirugia o bien, presencia de T162-NO-MO
tumor en la superficie del ovario o la trompa de Falopio
IC3  Presenci élulas malign n el liqui iti n los lav
e.se cia de células malignas en el liquido ascitico o en los lavados T163-NO-MO
peritoneales
I Tumor limitado a uno o ambos ovarios, o bien, las trompas de T2-NO-MO
Falopio con extension pélvica o carcinoma peritoneal primario
A Extepsnon y/o implantes en el Gtero y/o las trompas de Falopio y/o los T22-NO-MO
ovarios
1B Extension a otros tejidos pélvicos intraperitoneales T2b-NO-MO
Tumor limitado a uno o ambos ovarios, o bien, las trompas de
Il Fal.oplo,'o.carcmoma pe.rltoneal prlmarlq, con ext?nsm,n citolégica T1/T2-N1-MO
e histol6gicamente confirmada en el peritoneo mas alla de la
pelvis y/o metastasis en los nédulos linfaticos retroperitoneales
AL diulf); linfaticos retroperitoneales positivos (citolégica o T321-NO/N1-MO
histol6gicamente comprobado):
A1 (i) Metéstasis de 10 mm de dimensién méxima
IIAL (ii) Metastasis de méas de 10 mm de dimension
A2 Met'a.stasm perltoheal extrapelv_lfza microscopica con o sin nédulos T322-NO/N1-MO
linfaticos retroperitoneales positivos
Metastasis peritoneal macroscopica mas alla de la pelvis, de 2 cm de
1B dimension maxima, con o sin metastasis en los nodulos linfaticos T3b-NO/N1-MO
retroperitoneales
Metéstasis peritoneal macroscépica mas alla de la pelvis, de més de 2
m imension, con o sin meta is en los nédulos linfati
e cm de d. ensio ’FO 0s etast§§se 0s oduos’ aticos ) T3c-NO/N1-MO
retroperitoneales (incluye la extension del tumor a la capsula del higado
y el bazo sin implicacion del parénquima)
Cualquier T-
IV Metastasis distante excluyendo las metastasis peritoneales Cualquier N-
M1
IVA Derrame pleural con citologia positiva
Metastasis en el parénquima y metastasis en érganos extra-
IVB abdominales (incluye los nddulos linfaticos inguinales y los

externos a la cavidad abdominal)
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1.2.6. Presentacion clinica del cancer de ovario

Mas del 80% de las pacientes tienen sintomas poco especificos, que no pueden ser utilizados
para el diagnéstico, ya que aparecen habitualmente en desoérdenes gastrointestinales,
genitourinarios y ginecoldgicos (82). A diferencia de otros canceres ginecoldgicos, como el
cancer cervical o el uterino, el sangrado vaginal anormal no suele ser un sintoma de CO.
Algunas mujeres experimentan sintomas muy inespecificos de manera persistente, tales como
hinchazon, plenitud géstrica, dispepsia, saciedad precoz, dolor pélvico o abdominal, o bien
urgencia o frecuencia urinaria. El signo mas comun de CO es la hinchazon del abdomen,
causada por la acumulacion de liquido ascitico (11). El 68% de las pacientes consultan esta
serie de sintomas al médico de cabecera en lugar de al ginecélogo y aproximadamente el 85%
se acaban diagnosticando en estadios avanzados (11,82). El tiempo promedio que transcurre
desde el inicio de la sintomatologia hasta el diagnéstico es de 3 a 4 meses aproximadamente.
El 10-15% de las pacientes en estadios avanzados no presenta sintomas en el momento del
diagndstico, de modo que el cancer se detecta en las revisiones ginecoldgicas rutinarias (82).

1.2.7. Diagnéstico del cancer de ovario

A pesar del esfuerzo invertido en las Ultimas décadas para desarrollar nuevos tests de cribado,
todavia no existe una técnica eficaz, sensible y precisa que permita detectar el CO en estadios
iniciales. En pacientes que no presentan sintomas claros, se aplican distintas pruebas clinicas
gue permiten detectar una masa inusual e indican lo extendido que puede estar el tumor (11):

Examen pélvico abdominal

Este examen forma parte del control ginecol6gico rutinario. El examen pélvico abdominal es
una evaluacion fisica que proporciona informacion de la parte baja del abdomen, los genitales
externos, el ano, el recto, la vagina, el cérvix, el Gtero y los ovarios. La sensibilidad y
especificidad de esta técnica para detectar una masa pélvica es del 40% y 90%,
respectivamente. El examen pélvico abdominal no permite diferenciar entre masas anexiales
benignas y malignas (83).

Ecografia transvaginal

La ecografia transvaginal se utiliza en el cribado inicial o como prueba secundaria en mujeres
con niveles séricos de CA125 superiores a 35 U/mL. La técnica permite detectar cambios en la
morfologia y el volumen de los ovarios que no se aprecian con el examen clinico. Los criterios
que definen la anormalidad incluyen el volumen y la morfologia (un volumen mayor de 20 cm?
en mujeres premenopausicas y, mayor de 10 cm?® en mujeres posmenopausicas) (84). A pesar
de que la ecografia transvaginal es segura y eficiente, no puede diferenciar entre masas
anexiales benignas y malignas. Carece de sensibilidad y especificidad cuando es utilizada sin
otras pruebas complementarias (85).

Resonancia magnética nuclear vy tomografia computarizada

La resonancia magnética nuclear y la tomografia computarizada son técnicas de imagen no
invasivas mas sensibles y precisas que la ecografia; las tasas de sensibilidad y especificidad
alcanzan el 97 - 84% y el 100 - 40%, respectivamente (85). La capacidad de diagnéstico de CO
de la resonancia magnética es elevada, llega al 93% (86). Por ello, las mujeres con bajo riesgo
de desarrollar CO que presentan una imagen de ecografia compleja, son sometidas a la
resonancia, ya que es mas Util para determinar el diagnéstico (85).
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Marcador tumoral CA125

La glicoproteina CA125 — codificada por el gen MUC16 — juega un papel importante en la
carcinogénesis del ovario y la metastasis, mediando la unién de las células tumorales a las
células mesoteliales (87). La utilidad del CA125 como marcador tumoral del CO epitelial data
de 1981 (88).

Aunque el test no es (til para el cribado de CO a gran escala, en la practica clinica, los niveles
de CA125 superiores a 35 U/mL en una mujer posmenopausica son indicativos de que
deberian aplicarse mas pruebas diagnoésticas; los niveles superiores a 65 U/mL en mujeres con
presencia de masa pélvica tienen una sensibilidad del 98% en la prediccién de malignidad en el
ovario (89). En mujeres premenopausicas, el test es menos fiable porque los niveles de CA125
pueden aumentar por causas distintas al cancer — menstruacion, gestacion o enfermedad
pélvica inflamatoria, entre otras. En cuanto a la sensibilidad, aunque el marcador se encuentra
elevado en el 80% de las pacientes con CO epitelial, sélo el 50% de ellas se encuentran en
estadios iniciales de la enfermedad — menos del 50% de las células tumorales expresan CA125
(90). Por otro lado, la especificidad es limitada (50-60%), ya que los niveles de CA125
aumentan en otros canceres ginecolégicos (cancer de endometrio y de trompas de Falopio), en
canceres no ginecoldgicos (cancer de pancreas, de mama, de colon y de pulmén), asi como en
varias condiciones benignas como la endometriosis, los quistes ovaricos, los fibroides uterinos,
las disfunciones renales y las enfermedades hepaticas (91).

Actualmente, la mejor aplicacién clinica del CA125 es la monitorizacién del CO, ya que la
disminucién del CA125 durante la quimioterapia es considerada un factor prondéstico
independiente. Ademas, la combinacién de los niveles de CA125 con un examen ginecolégico
aumenta la capacidad de deteccion de recidiva en un 92% (92). Por otro lado, el CA125
también ayuda en la prediccién de una cirugia citorreductora optima. Niveles inferiores a 500
U/mL estan asociados a mayor resecabilidad; en cambio, niveles superiores se asocian a la
dificultad de conseguir la cirugia 6ptima y a mayor agresividad del carcinoma (93).

En resumen, actualmente no existe una prueba clinica suficientemente precisa para la
deteccion temprana del CO, pues la combinacion del examen pélvico, la ecografia transvaginal
y el CA125 diagnostican el CO mayoritariamente cuando éste ya se encuentra en estadios
avanzados, resultando en una mortalidad elevada (11). Cabe destacar que a diferencia de
otros canceres, no es posible obtener una biopsia del CO sin la cirugia, ya que una toma de
muestra de la masa ovarica implicaria la ruptura de la capsula del mismo, provocando la
diseminacién de las células tumorales por el peritoneo. Este hecho dificulta todavia mas el
diagndstico y complica la decisién terapéutica que debe tomar el especialista. Hoy en dia, el
diagnéstico definitivo del CO — tipo histolégico, grado y estadio — sélo se consigue con la
cirugia citorreductora. Uno de los objetivos principales de la intervencién quirargica es obtener
biopsias para definir el diagndstico y, posteriormente determinar el tratamiento. Durante la
cirugia se extraen y examinan a nivel histopatoldgico biopsias de distintas zonas del abdomen
y la pelvis, como el omento, la pared peritoneal, los ganglios linféaticos, los ganglios para-
aodrticos, el mesenterio, el higado y el diafragma, entre otros. Los resultados de este andlisis,
junto con el estudio de la presencia de células malignas en el liquido ascitico (si esta presente
y accesible), son imprescindibles para determinar el diagndstico (94).

1.2.7.1. Mejora del diagnéstico del cancer de ovario

El bajo porcentaje de deteccion del CO en estadios iniciales (15%) pone en evidencia la
necesidad de mejorar la deteccidon precoz, pues el diagndstico en estadios avanzados va
estrechamente ligado a la elevada mortalidad de esta neoplasia (95). A lo largo de las dos
Ultimas décadas ha evolucionado la légica de los estudios de descubrimiento de nuevos
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biomarcadores y a dia de hoy se considera poco probable que un solo biomarcador permita
detectar el CO (83). La sensibilidad y especificidad de un marcador, o la combinacion de varios
marcadores, para detectar la enfermedad en estadios iniciales deberian ser mucho mas altas
que las del CA125. En concreto, se requiere una sensibilidad de un 75% y una especificidad de
un 99,6% para conseguir como minimo un valor predictivo positivo del 10% (83).

Recientemente, se esta introduciendo en la clinica el marcador HE4 (96), que junto con el
CA125 y el algoritmo de riesgo de malignidad ovarica ROMA (Risk of ovarian malignancy
algorithm — que incluye los valores de CA125 y HE4, la edad de la mujer y el estatus
menstrual), mejora la sensibilidad en el diagnéstico de las masas sugestivas de malignidad. Si
la sensibilidad de deteccién es de un 79,3% para el HE4 y un 82,9% para el CA125, aumenta
hasta un 90,1% cuando se incluyen los dos marcadores y los criterios ROMA (97).
Actualmente, el algoritmo ROMA se encuentra aprobado por la FDA (Food and Drug
Administration; Administracion de alimentacién y medicamentos) de los EE.UU. para estimar el
riesgo de CO en pacientes que presentan una masa pélvica (98). El inconveniente es que HE4
se encuentra sobre-expresado en otras condiciones benignas y malignas aparte del CO, por lo
que limita la especificidad (96).

Por otro lado, el test OVAL1 — también aprobado por la FDA — se utiliza para predecir el riesgo
de CO en las pacientes que presentan una masa pélvica sospechosa de malignidad. Este test
consiste en el analisis de un panel de marcadores (CA125, transtiretina, apolipoproteina Al,
microglobulina B2 y transferrina) y ha demostrado mejorar parcialmente la sensibilidad en la
prediccion de malignidad en pacientes con masas ovaricas (98).

Sin embargo, a pesar del esfuerzo invertido en las Ultimas tres décadas, la deteccién del CO en
estadio temprano todavia es un desafio, por lo que se requieren nuevas estrategias que
permitan detectar el CO cuando todavia se encuentra confinado en el ovario.

1.2.7.2. Exosomas del aspirado uterino como fuente de
biomarcadores de cancer de ovario

La busqueda de nuevos biomarcadores para mejorar el diagnéstico precoz del CO esta
focalizada en muestras biolégicas de facil acceso y poco invasivas, que puedan ser tomadas y
analizadas sin la necesidad de intervenir quirdrgicamente. El plasma es la muestra principal
gue se utiliza para identificar nuevas moléculas asociadas al CO, ya que las proteinas
asociadas a las células cancerosas pueden ser secretadas y detectadas en la circulacion. Sin
embargo, presenta inconvenientes relevantes como es el elevado rango dinamico y la dilucién
de los marcadores tumorales por la presencia de moléculas mayoritarias que circulan a nivel
sistémico (99).

Una muestra biolégica que emerge con gran potencial para detectar patologias del tracto
genital femenino es el aspirado uterino (AU). ElI AU es una biopsia endometrial que se obtiene
por aspiracion, y es considerada una muestra biolégica compleja que refleja el medio de la
cavidad uterina. El AU esta formado por los componentes del fluido uterino (secreciones del
epitelio y de las glandulas endometriales, moléculas transudadas selectivamente de la sangre,
y componentes del fluido de las trompas de Falopio) y la fracciébn celular (células
endometriales, células ovaricas, células de las trompas y células sanguineas) (100). Gracias a
su localizacién y composicion, el AU refleja las alteraciones citoldgicas y moleculares presentes
en los tejidos del tracto genital femenino (101,102). En la practica clinica, tras la ecografia
transvaginal, esta muestra se examina histopatolégicamente de manera rutinaria para definir el
diagnéstico de desordenes endometriales (103). En concreto, se ha descrito el uso del AU
como herramienta diagnéstica en el cancer de endometrio (101,102,104).

42



Introduccion

Existen estudios que apoyan el uso de distintas muestras de la cavidad uterina para detectar
lesiones extra-uterinas como el CO. Por un lado, se ha podido detectar la presencia de células
tumorales procedentes del ovario y las trompas de Falopio en el Utero. Por otro lado, el estudio
del ADN contenido en citologias cervicales también ha demostrado tener un valor predictivo del
CO (105-107). Asimismo, dado que recientemente se cree que el origen del CO seroso podria
encontrarse en el Gtero, el estudio de la cavidad uterina emerge como una nueva aproximacion
para detectar el CO (108). Aunque actualmente el AU no se extrae en la practica clinica para
diagnosticar el CO, podria ser considerado como una muestra poco invasiva representativa de
la enfermedad debido a la proximidad de los ovarios con la cavidad uterina y el contenido de
las trompas de Falopio — el cual esta asociado al CO seroso segun la teoria dualista. Por
consiguiente, el AU surge como una nueva muestra poco invasiva con potencial para la
busqueda de nuevos biomarcadores de diagnéstico del CO.

De la misma manera que sucede con otros fluidos bioldgicos (sangre, liquido ascitico y orina,
entre otros), el AU presenta proteinas con un elevado rango dinamico, proteinas de alta
abundancia procedentes de la sangre — como la albuimina, las gamma globulinas y la
hemoglobina. Estas proteinas pueden enmascarar la deteccion y el andlisis de proteinas
menos abundantes, que son normalmente los candidatos mas prometedores en el
descubrimiento de biomarcadores (109). Para superar esta limitacion y a la vez expandir la
investigacién de nuevos marcadores, los exosomas presentes en el AU emergen como una
alternativa muy util por diversos motivos: reducen la cantidad de proteinas altamente
abundantes; enriquecen la muestra en proteinas de baja abundancia con significancia
fisiopatolégica y otros componentes moleculares (ADN, ARNm y miARN); y presentan
estabilidad debido a la membrana lipidica. De hecho, a dia de hoy ya hay algunos estudios que
han detectado marcadores genéticos y protedmicos de patologias ginecolégicas en exosomas
derivados del tracto genital femenino (110). Por consiguiente, dado que los exosomas
presentes en la fraccion fluidica de los AUs representan las células de origen (111), pueden ser
considerados una nueva fuente de biomarcadores con gran potencial para mejorar el
diagndstico, prondstico y tratamiento de alteraciones ginecoldgicas como el CO.

En el siguiente apartado se describen brevemente los exosomas, su biogénesis, contenido y
métodos de aislamiento, asi como sus funciones y aplicaciones clinicas.

1.2.7.2.1. Exosomas

1.2.7.2.1.1. Tipos de vesiculas extracelulares y definicién
actual de exosoma

La comunicacién intercelular es esencial para el desarrollo celular y el mantenimiento de la
homeostasis en los organismos pluricelulares. Dicha comunicacién puede tener lugar, entre
otras vias, mediante el transporte de moléculas de sefializacion en vesiculas extracelulares.
Las vesiculas extracelulares estan formadas por una bicapa lipidica y se originan en
compartimentos intracelulares o en la membrana plasmética. Las células pueden secretar al
medio extracelular distintos tipos de vesiculas membranosas, que han recibido multiples
nombres a lo largo de la bibliografia debido a la variedad en tamafio, origen, naturaleza y
caracteristicas. Concretamente, en base a: i) su tamafo, se han denominado: microparticulas,
microvesiculas, nanovesiculas o0 nanoparticulas; ii) su origen: prostasomas u oncosomas; iii)
sus funciones: vesiculas de matriz calcificantes, argosomas o tolerosomas; y finalmente, en
base a iv) su presencia dentro o fuera de las células: ectosomas, exosomas, exovesiculas o0
vesiculas semejantes a exosomas (112). En consecuencia, para unificar la diversidad en la
nomenclatura, la Sociedad Internacional para las Vesiculas Extracelulares (International
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Society for Extracellular Vesicles, ISEV) denomina de manera colectiva vesiculas
extracelulares a todas estas vesiculas membranosas secretadas al medio extracelular (113).

El tamafio, contenido y composicién de la membrana de las vesiculas extracelulares son
heterogéneos y dinamicos, pues varia en funcién de la célula de origen, su estado y las
condiciones concretas del medio extracelular donde se encuentra (114). Las vesiculas
extracelulares se clasifican en dos categorias distintas en base a su origen subcelular: los
cuerpos multivesiculares (Multivesicular bodies, MVBSs) o bien, la membrana plasmatica (Figura
9) (115,116).
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Figura 9. Formacion de vesiculas extracelulares y liberacién al medio extracelular. a) Las vesiculas
gue se originan por endocitosis en la membrana plasmatica y las que se generan a partir del aparato de
Golgi se fusionan con la membrana de los compartimentos endosomales. Estos compartimentos
invaginan hacia el lumen endosomal y forman los cuerpos multivesiculares (“Multivesicular bodies”, MVBs)
con vesiculas intraluminales (“Intraluminal vesicles”, ILVs) en su interior. Los MVBs pueden seguir la via
de degradacion (dMVBs) o la via secretora (sMVBs). El contenido de los dMVBs es degradado tras
fusionarse con los lisosomas. En cambio, los sSMVBs son la fuente celular de los exosomas; se fusionan
con la membrana plasmatica y se liberan al medio las ILVs, que son entonces denominadas exosomas.
En contraposicion con los exosomas, las microvesiculas (MVs) se forman por gemacion de la membrana
plasmatica. b) Una célula que sufre apoptosis da lugar a cuerpos apoptoticos que emergen de la
membrana plasmatica. Imagen adaptada de Ref. (116).

Existen tres tipos de vesiculas extracelulares en base a su biogénesis 0 mecanismo de
liberacién al medio extracelular: exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptoticos.

Los exosomas fueron descritos inicialmente en 1983 como vesiculas membranosas
secretadas durante el proceso de maduraciéon de los reticulocitos hacia eritrocitos. En un
principio se creia que la funcion de los exosomas consistia en la eliminacion de moléculas poco
Utiles para las células maduras (117), lo que llevé a la interrupcion de su estudio en los afios
siguientes. En 1987 se introdujo el término “exosoma” por primera vez, cuando las vesiculas
secretadas por los reticulocitos fueron aisladas por centrifugacién a 100.000 g y se describieron
otras proteinas diferentes al TfR en su interior (118). Posteriormente, a partir de 1996, la
investigacion de los exosomas crecid de manera exponencial tras los descubrimientos de
Raposo et al., quienes los describieron como importantes mediadores de la comunicacién
intercelular en la respuesta inmune adaptativa (119). Actualmente, se consideran “exosomas”
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las vesiculas membranosas esféricas de 20-200 nm (120) que se forman en los
compartimentos endosomales y son liberadas al medio tras la fusién de los MVBs con la
membrana plasmatica (112).

Las microvesiculas (MVs) son vesiculas membranosas de 100-1.000 nm que se liberan
directamente de la membrana plasmatica por procesos similares a la gemacién (112). Las MVs
se forman normalmente en los microdominios de las balsas lipidicas presentes en la membrana
plasmatica. Las MVs presentan en la membrana un nudcleo denso en electrones y exponen
fosfatidilserina en la cara externa, permitiendo la uniéon a Anexina V. Su contenido depende en
gran medida del origen celular, aunque se ha visto que contienen habitualmente: glicoproteinas
(GPIb, GPllb y GPIlla), P-selectina e integrinas. A diferencia de los exosomas, estdn menos
enriquecidas en tetraspaninas (121). Las MVs transportan proteinas y lipidos especificos, y los
liberan a las células diana, desencadenando asi una respuesta celular determinada (114).

Los cuerpos apoptdticos son vesiculas heterogéneas de tamafio variable entre 50 y 5.000 nm
gue comparten ciertas caracteristicas con las MVs (122). La apoptosis y la consiguiente
fagocitosis de la célula apoptotica son procesos esenciales durante el desarrollo embrionario, el
crecimiento y el mantenimiento de organismos multicelulares. Ademas, la apoptosis asegura la
retirada selectiva de células aberrantes, dafiadas o infectadas presentes en tejidos sanos
(121). Durante la apoptosis, las células liberan al medio extracelular este tipo de vesiculas a
partir de la membrana plasmatica, que exponen fosfatidilserina en su superficie, y que
contienen principalmente ADN, ARN e histonas. Estas vesiculas no tienen una funcién en la
comunicacion celular, sino que son presentadas a los macréfagos para inducir su fagocitosis y
la consecuente retirada del medio (122).

En la Tabla 6 se resumen las caracteristicas de las principales vesiculas extracelulares —
exosomas, MVs y cuerpos apoptéticos (123).

Tabla 6. Caracteristicas fisico-quimicas y moleculares de las principales vesiculas extracelulares —
exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptéticos. Se describe su tamafo, morfologia, densidad,
velocidad de sedimentacion, biogénesis, marcadores moleculares y contenido. ND: No determinado.
Tabla adaptada de Ref. (123).

Tipo de vesicula

extracelular Exosoma Microvesicula Cuerpo apoptotico
Tamafio 20-200 nm 100-1.000 nm 50-5.000 nm
Morfologia Esférica Irregular Heterogénea
Densidad 1,13-1,19 g/mL ND 1,16-1,28 g/mL
secmontaci 100.000¢ 10.000 g 1.200-100.000 g

sedimentacion

Membrana plasmatica;
evaginaciones esféricas de la
membrana que ocurren

Membrana

Via endolisosomal; Py
plasmatica;

gemacion intraluminal de

Biogénesis Iy . gemacion/fision de la : o et
MVBs y fusion de éstos con membrana hacia el previamente a la cariolisis y la
la membrana plasmatica . separacion de fragmentos

exterior .
celulares durante la apoptosis
Tetraspaninas (CD9, CD63,
Marcadores CD8L1, CD82), ALIX, Integrinas, selectinas  Grandes cantidades de

TSG101, Flotilina-1,
componentes ESCRT,
MFGES8, LAMP1y LAMP2

moleculares y ligando CD40 fosfatidilserina

ARNmM, miARN, ARN

ARNmM, miARN, ARN no no codificante,
codificante, proteinas proteinas citosélicas  Citoplasma con organulos
Contenido citosolicas y transmembrana y proteinas empaguetados, ARN, ADN e
(incluyendo receptores y transmembrana histonas
MHC) (incluyendo
receptores)
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En la actualidad, no existe consenso en la nomenclatura de las vesiculas extracelulares ni en la
definicién exacta de cada tipo de vesicula debido a que se utilizan distintos métodos de
purificacion y caracterizacion a escala mundial (124). En consecuencia, uno de los retos
actuales de la ISEV es establecer una serie de directrices que se apliquen internacionalmente
para la nomenclatura, la definicién y el método de purificacion de cada tipo de vesicula. Esto
permitirda describir de forma precisa el tipo de vesicula en el cual esta enriquecida cada
preparacion y la funcion que pueda tener en condiciones fisioldgicas.

De ahora en adelante, se describen los exosomas con mas profundidad, ya que son las
vesiculas extracelulares con mayor especificidad en términos de composiciéon y de funciones
bioldgicas (122).

1.2.7.2.1.2. Biogénesis de los exosomas

El origen de los exosomas es intracelular; se forman durante la maduracion de los endosomas
tempranos hacia endosomas tardios (115). La gemacion de la membrana de los endosomas
tempranos hacia su lumen da lugar a las vesiculas intraluminales (Intraluminal vesicles, ILVS).
Durante las invaginaciones endosomales, se engloban moléculas especificas citosélicas
(lipidos, proteinas, acidos nucleicos, glacidos y metabolitos) de manera controlada y dirigida,
para posteriormente desempefiar una funcién determinada en las células receptoras. En este
punto, los endosomas son denominados endosomas multivesiculares (Multivesicular
Endosomes, MVEs) o MVBs. El principal destino de los MVBs es la degradacion tras la fusion
con los lisosomas — compartimentos acidos que contienen hidrolasas. Pero en otros casos, los
MVBs se fusionan con la membrana plasmatica; el contenido de estos compartimentos es
liberado al medio extracelular, y las ILVs que estaban contenidas se secretan y son
denominadas exosomas (112,125). Por lo tanto, las células contienen distintas subpoblaciones
de MVBs, algunos destinados a la via de degradacion (dMVBs) y otros destinados a la de
secrecion (sSMVBSs) y la subsiguiente comunicacion intercelular. La biogénesis de los exosomas
resulta en una topologia especifica de estas vesiculas; la orientacion de la membrana de los
exosomas es idéntica a la de la membrana plasmatica y engloba una fracciéon del citoplasma de
la célula de origen (125).

Las ILVs y los MVBs pueden ser formados mediante mecanismos dependientes o
independientes del complejo de clasificacién endosomal requerido para el transporte ESCRT
(Endosomal Sorting Complex Required for Transport) (125).

Mecanismos dependientes de la maquinaria ESCRT

El mecanismo mas conocido de formacion de las ILVs y los MVBs esta dirigido por la
magquinaria ESCRT, que esta compuesta por 30 proteinas aproximadamente, que forman 4
tipos distintos de complejos ESCRT (ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-Il y ESCRT-III) con proteinas
asociadas a dichos complejos (VPS4, VTAL y ALIX, también llamado PDCD6IP). La maquinaria
ESCRT se encarga de la unién, seleccibn y agrupaciébn de receptores y proteinas
ubicuitinizadas. Mas concretamente, el complejo ESCRT-0 reconoce y secuestra proteinas
transmembrana ubicuitinizadas en la membrana endosomal, mientras que los complejos
ESCRT-I y ESCRT-Il son responsables de la deformacion de la membrana y la formacion de
invaginaciones con carga especifica. Finalmente, el complejo ESCRT-Ill permite el cierre y
escision de las ILVs de la membrana endosomal (126). Este mecanismo de formacion de ILVs
esta conservado desde levaduras hasta mamiferos (125).

Aunque todavia no son bien conocidos los mecanismos de incorporacion de proteinas
citosdlicas en las ILVs, se ha visto que HSC70 tiene un papel importante en este proceso (125).
Por otro lado, se ha observado que el complejo mayor de histocompatibilidad I (MHCII)
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presenta una secuencia de ubicuitinacion que permite la incorporacién en las ILVs, aunque
esta proteina también se engloba en los exosomas aun careciendo de este sitio de
ubicuitinacién (127). En cuanto a la inclusién de moléculas de ARN en las ILVs, ESCRT-Il es
un complejo de unién a ARN (128), por lo que puede actuar como punto de anclaje en la
incorporacion selectiva de este tipo de moléculas.

Mecanismos independientes de la maquinaria ESCRT

Existen evidencias de que las ILVs y los MVBs pueden ser formados en ausencia de la funciéon
ESCRT, pues se ha visto que la inactivacion o deplecion concomitante de 4 proteinas
pertenecientes a los 4 complejos ESCRT no suprime la formacion de MVBs (129). Las
tetraspaninas, las glicoproteinas y los lipidos estan implicados en la formacion de ILVs al
margen de la funcion de ESCRT. Concretamente, se han descrito diferentes procesos que
actlan independientemente de la maquinaria ESCRT y que tienen un papel en la biogénesis de
los exosomas: i) La oligomerizacién de complejos de tetraspaninas permite la formacion de
vesiculas intracelulares. Se ha demostrado que CD63 es esencial para la formacién de ILVs de
pequefio tamafio (<40 nm), independientemente de HRS en MVBs (130,131). ii) La implicacién
de microdominios de glicoproteinas como las balsas lipidicas participan en la formacion de ILVs
(121). iii) La conversién de esfingomielina en ceramida por parte de las esfingomielinasas en la
membrana endosomal es clave para la formacion de ILVs (130). iv) La formacién de acido
fosfatidico tras la hidrélisis de fosfatidilcolina que realiza la fosfolipasa D2 también induce la
formacion de MVBs (132). v) La ceramida es clave para dirigir los MVBs hacia la ruta secretora
en lugar de la via de degradacion lisosomal (130).

Existen varios estudios que reafirman la biogénesis de exosomas mediante mecanismos
independientes de ESCRT. Concretamente, la inhibicién de esfingomielinasas con inhibidores
sintéticos disminuye la secrecion de exosomas que contienen proteinas proteolipidicas (PLPs),
proteinas exosomales clasicas (CD63, CD81 o TSG101) y miARNSs (129). Por otra parte, se ha
descrito que la sobre-expresién de CD9 o CD82 (pero no CD63) induce la secrecion de
exosomas con [-catenina, generados a través de un mecanismo dependiente de ceramida
(133). Finalmente, los dominios de membrana enriquecidos en CD81 funcionan como
plataformas para proteinas exosomales y facilitan la internalizacion de moléculas celulares
especificas al margen de la funcién ESCRT (134).

1.2.7.2.1.3. Secrecion de Ilos exosomas al medio
extracelular

Para la movilizacion de los MVBs secretores hacia la periferia celular, la unién y fusién con la
membrana plasmatica, se requiere la actuacion de mudltiples componentes celulares: el
citoesqueleto (actina y microtubulos), motores moleculares asociados (quinesinas y miosinas),
pequefias GTPasas y la maquinaria de fusion SNARE (Soluble NSF attachment
protein receptor) (135).

Las tetraspaninas y las GTPasas RAB estan implicadas tanto en la biogénesis como en la
secrecion de exosomas (125). Por un lado, se ha visto que los dominios transmembrana de las
tetraspaninas CD63 y CD81 son claves en la seleccion de la carga de los exosomas para su
secrecion, independientemente de la maquinaria ESCRT (134,136). Por otro lado, las proteinas
RAB son esenciales en la regulacion del transporte de vesiculas intracelulares. Concretamente,
RAB11, RAB27, RAB35 y RAB7 estan implicadas en la gemacién de vesiculas, su movilidad
mediante interacciébn con el citoesqueleto y la uniéon de las vesiculas a las membranas
celulares (112); contribuyen a dirigir los MVBs hacia la membrana plasmética (137-139), o bien
hacia los lisosomas para su degradacién (116) (Figura 10).
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Figura 10. Mecanismos moleculares de secrecion de exosomas y otras vesiculas extracelulares.
Se han descrito multiples maquinarias de secrecion. RAB11, RAB27, RAB35 y RAB7 actuan a lo largo de
la via endocitica uniéndose a los MVBs y promueven su unién con la membrana plasmética, permitiendo
asi la secrecion de exosomas. En el caso de las vesiculas derivadas de la membrana plasmética, ARF6
(factor 6 ADP-ribosilacién) y componentes de la maquinaria ESCRT (incluyendo ALIX y TSG101, pero
ningn componente de ESCRT-0), regulan su liberacion hacia el medio extracelular. Imagen adaptada de
Ref. (112).

En la actualidad, todavia no esta descrito el mecanismo mediante el cual se fusionan los MVBs
con la membrana plasmatica para liberar los exosomas. Se cree que la maquinaria que dirige
esta fusion es el complejo SNARE (formado por VAMP7 y sinaptotagmina VII de union a Ca2+),
el cual estd asociado a la exocitosis convencional de los lisosomas regulada por calcio (135).
La secrecién de exosomas puede ser espontanea o bien, inducida por distintos cambios del
entorno celular, como es la presencia de ligandos especificos o condiciones de estrés (112).

1.2.7.2.1.4. Recepcién de los exosomas en la célula
receptora

Los exosomas se adhieren a las células diana con alta especificidad via moléculas de adhesién
y receptores especificos, y entran principalmente por fusiéon con la membrana plasmética o por
endocitosis (119,140). Las células dendriticas y los macréfagos son los principales tipos de
células receptoras de exosomas, probablemente debido a su elevada capacidad fagocitica. De
hecho, la fosfatidilserina presente en la superficie exosomal es un punto de anclaje para los
fagocitos (141). Otras células que pueden capturar vesiculas extracelulares son los linfocitos T
activados, que internalizan vesiculas procedentes de células dendriticas mediante LFA-1 (142).

En general, las principales moléculas implicadas en la recepcion de exosomas son las
tetraspaninas, las integrinas, los proteoglicanos y las lectinas (140). Se conoce que la
expresion diferencial de tetraspaninas en la superficie de los exosomas pueden influenciar en
la selectividad de las células diana, pues estas proteinas estan implicadas en la adhesion
celular y en la fusiéon de los MVBs con la membrana plasmatica (143). Por otra parte, los
heparan sulfato proteoglicanos presentes en la superficie celular también tienen un papel
importante en la captacion de exosomas, ya que las células con capacidad reducida de
producir estas moléculas presentan una tasa baja de internalizacion de exosomas (144).
Finalmente, se ha visto que los receptores de lectinas de superficie celular se unen a MUC1 —
presente en la superficie exosomal —, mediando asi la entrada de exosomas en las células
receptoras (140).

La internalizacibn de exosomas es un proceso especifico que depende del estatus de
sefializacion de las células receptoras, asi como de las proteinas transmembrana que éstas

48



Introduccion

presentan y de las proteinas de superficie exosomales. En algunos casos, la union de las
vesiculas a la membrana plasmatica de las células receptoras no es suficiente, y el contenido
debe ser transferido al interior de las células. Dependiendo del tipo de célula diana, la
internalizacion de las vesiculas puede ocurrir mediante distintos procesos: i) fagocitosis
dependiente de dinamina, PI3K o polimerizacién de actina, en el caso de macréfagos; ii)
endocitosis mediada por receptor; iii) fagocitosis en compartimentos acidos en células
dendriticas; iv) macropinocitosis dependiente de dinamina (pero independiente de receptor) en
células microgliales; v) fagocitosis dependiente de dinamina y polimerizacion de actina, y
endocitosis dependiente de clatrina en el caso de neuronas; vi) endocitosis independiente de
clatrina, pero dependiente de colesterol y balsas lipidicas en células endoteliales y tumorales; o
bien, vii) endocitosis dependiente de caveolas en células epiteliales. Cabe destacar que la
entrada de las vesiculas en las células receptoras es diferente en funcién del tamafio de las
particulas; las vesiculas extracelulares de gran tamafio o los agregados de vesiculas pequefas
probablemente inducen la fagocitosis, mientras que las vesiculas pequefias o individuales
pueden ser internalizadas mediante fusibn de membranas o endocitosis. En la recepcion de las
vesiculas endocitadas participan el citoesqueleto de actina, la actividad PI3KA vy la funcién de
dinamina-2. Una vez las vesiculas extracelulares entran en la célula diana, las moléculas sefial
que se transportan desencadenan una respuesta celular y luego, las vesiculas pueden ser
degradadas via lisosomas, o bien se reutilizan los componentes para la fisiologia celular (140).

Habitualmente, la liberacion del contenido exosomal desencadena cambios en la expresion
génica, asi como la activacién y supresidon de vias moleculares especificas. Los mensajes
transmitidos estan asociados a proliferacion, division, supervivencia, diferenciacion, respuesta
a estrés y apoptosis, entre otros procesos celulares (114). Alternativamente, en ciertos casos
se ha observado que simplemente el contacto superficial de los exosomas con las células
receptoras puede ser suficiente para desencadenar una respuesta fisiolégica (140).

1.2.7.2.1.5. Composicion de los exosomas

Debido a la heterogeneidad asociada a los métodos de aislamiento, el origen celular y las
condiciones fisiolégicas, todavia hoy no se conoce con exactitud la composicion molecular de
los exosomas y el resto de vesiculas extracelulares. La informacion acerca del contenido de los
exosomas esta recogida en una base de datos de acceso libre denominada “ExoCarta” (145),
la cual se ha incorporado recientemente a una base de datos mas extensa que incluye datos
de otras vesiculas extracelulares, “Vesiclepedia” (146). Dichas bases de datos se encuentran
en constante actualizacion y ofrecen informacion béasica de la composicion comun de los
exosomas a nivel de proteinas, acidos nucleicos, lipidos y glicidos, que se describe a
continuacion.

Proteinas

De acuerdo con ExoCarta, en la actualidad se han registrado aproximadamente 9.970
proteinas en los exosomas (145). Los estudios protedmicos iniciales han demostrado que los
exosomas contienen un grupo especifico de proteinas que se encuentran en la mayoria de este
tipo de vesiculas independientemente de la célula de origen. La composicion basica de los
exosomas a nivel de proteinas es similar a la de los endosomas. Concretamente, los exosomas
estan enriquecidos en tetraspaninas, principalmente CD9, CD63 y CD81 vy, de manera
secundaria, también contienen CD82, CD55 y CD59 (114). Las tetraspaninas funcionan como
punto de anclaje para otras proteinas en la membrana exosomal. Los exosomas también
contienen proteinas asociadas a la biogénesis de los MVBs, como ALIX y TSG101, y proteinas
RABs (RAB2, RAB5c, RAB10 y RAB7), que estan implicadas en el transporte y la fusiéon de
membranas intracelulares juntamente con las anexinas (anexina I, I, IV, V, VI, VIl y XI).
Ademads, también contienen proteinas de choque térmico (Heat shock proteins, HSPs)
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implicadas en la presentacion de antigenos (HSP70 y HSP90), enzimas metabolicos (GAPDH,
endolasa-1, peroxidasas, piruvato y lipido quinasas), proteinas ribosomales, proteinas del
citoesqueleto (tubulina, actina y proteinas de union a actina), proteinas ARF (ARF3, ARF5 y
ARF6), MHCI, MHCII, proteinas relacionadas con la transduccién de sefiales (proteina
quinasas, ATPasas y GTPasas), SNARESs, integrinas (a3, a4, aM, aL, B1 y B2), lactadherina,
ubicuitina, trombospondina, otras proteinas de membrana plasmatica y otras proteinas
citosélicas (114,147,148).

Existen estudios que han encontrado algunas de las proteinas anteriormente descritas en otros
tipos de vesiculas extracelulares. En este sentido, parece que TSG101, CHMP2A y RAB11B
son proteinas mas especificas de exosomas que ALIX, CHMP4B, RAB11A y RABS, las cuales
estan presentes en varias subpoblaciones de vesiculas extracelulares. Otros estudios también
indican que la tetraspanina CD63 es mucho mas especifica de exosomas que CD9 (149).

Acidos nucleicos

El ARN de los exosomas es de tamafio inferior a las 700 bases. En el lumen de los exosomas
se ha observado ARNm intacto, fragmentos de ARNm, ARN no codificante largo, fragmentos
de ARN de transferencia (ARNt), ARN asociado a Piwi, microARN (miARN) y ARN ribosomal
(ARNr). La mayoria de estudios reportan ausencia o pequefias cantidades de ARNr 18S y 28S
en los exosomas, aunque estudios recientes han detectado cantidades altas mediante
secuenciacion de nueva generacion (114,150).

Se ha visto que ciertas moléculas de ARNm son preferencialmente secretadas via exosomas y
en cambio, otras son retenidas en el interior de las células de origen. Es decir, sélo viajan
aguellas cadenas de ARNm que sefializaran de manera especifica las células diana. De hecho,
varios estudios han descrito que los ARNm que transportan los exosomas son totalmente
funcionales, pues pueden ser traducidos a proteina cuando llegan a las células receptoras
(150). De manera similar, los miARNs son incorporados selectivamente en los exosomas para
modificar de manera controlada la expresion génica de las células receptoras. Se ha descrito
gue ciertas familias de miARNs — miR-320 y miR-150 — son preferencialmente cargadas en los
exosomas (151). También se ha observado que los diferentes tipos de vesiculas extracelulares
transportan distintos grupos de miARNS, lo cual sugiere que existen diversos sistemas de
seleccion de miARNs. Aunque no se conoce el mecanismo concreto de incorporacion de
miARNSs en los exosomas, recientemente se ha observado que algunas secuencias especificas
pueden actuar como elementos cis para ser dirigidos a las ILVs. Por otro lado, se ha descrito
que en los MVBs se acumula el complejo RISC cargado con miARNS, y que en muchos casos
los exosomas se encuentran enriquecidos en GW182 y AGO2, por lo que se postula que estas
proteinas podrian estar implicadas en la seleccion e incorporacion selectiva de miARNs en los
exosomas. Por ahora se cree que los miARNs son cargados en las ILVs mediante la
esfingomielinasa neural 2, ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas sumoiladas y el
complejo RISC (128).

A diferencia del ARN exosomal, el ADN ha sido menos estudiado. AUn asi, en los exosomas se
ha reportado la existencia de ADN de cadena sencilla, ADN mitocondrial (ADNmt) y ADN de
doble cadena, representando el ADN gendmico. La migracion del ADNmt mediante exosomas
representa una via de difusién de distintas patologias (114).

Lipidos

Existen pocos estudios en los que se haya analizado la composicion lipidica de los exosomas
(130,152,153). Los exosomas se encuentran enriquecidos en lipidos presentes en los
endosomas y en la membrana de las células de origen: colesterol, glicofosfolipidos,
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fosfoglicéridos, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol, acidos grasos saturados
(y monoinsaturados, minoritariamente) (114,147,154). Los exosomas estan enriquecidos en
ceramida y sus derivados (130,152), asi como también en el gangliésido GM3 y la
esfingomielina, que son responsables del grado de rigidez de la membrana exosomal
(152,153). En cambio, el acido lisobisfosfatidico (LBPA) se encuentra a niveles bajos o casi
nulos (153), aunque curiosamente este lipido estd presente en las ILVs y es esencial para la
formacion de las vesiculas junto con ALIX (155). La fosfatidilserina se encuentra de manera
natural en la parte citosélica de la membrana plasmatica y también se expresa en la superficie
de los exosomas, donde permite la unién de proteinas externas, la sefializacion y la unién de
las vesiculas a la membrana plasmatica de las células receptoras (130). De manera similar a la
membrana plasmatica, los exosomas también contienen balsas lipidicas, que contienen
proteinas como las flotilinas (121). Aparte de esta composicién basal, se ha visto que en
funcion del estado de la célula de origen, se internalizan distintos lipidos de manera selectiva.
En los ultimos afios ha habido un interés creciente en la metabolémica de lipidos exosomales,
ya que desempefian distintas funciones a nivel celular y fisiolégico (114); de acuerdo con
ExoCarta, se han registrado 1.115 lipidos en los exosomas (145).

Glucidos

En la uUltima década se han realizado algunos estudios dirigidos a conocer la composicion
glucidica y el papel de los glicanos y las proteinas de union en la biogénesis y recepcion de los
exosomas (156); no obstante, existen pocos estudios en este campo. Los exosomas contienen
distintas glicoproteinas y glicolipidos gque normalmente se encuentran presentes en los
endosomas. Las modificaciones que presentan en los oligosacéridos también reflejan las
células de origen y sus funciones. Se ha descrito que el glicocélix esta especializado en funcion
de las condiciones fisioloégicas en que se generan los exosomas y el entorno de las células
diana (156). Los oligosacaridos de los exosomas son las moléculas que interaccionan de
manera directa con los receptores de las células diana. Y a su vez, se ha visto que los
carbohidratos de superficie de las células receptoras pueden regular la entrada de las vesiculas
(144). Algunas de las proteinas celulares glicosiladas que se encuentran en el interior y en la
superficie de los exosomas son las tetraspaninas y las proteinas ligadas a grupos glicofosfatidil
inositol (156). En el terreno del cancer, se ha visto que la invasion de las células tumorales
inducida por exosomas es dependiente de la glicosilacion de CD147 (EMMPRIN) — una
glicoproteina presente en la superficie exosomal que activa la sintesis de MMPs. EMMPRIN
presenta multiples puntos susceptibles a la N-glicosilacion a lo largo de su secuencia, y se ha
observado que la glicosilacion aumentada de la proteina induce la interacciéon con elementos
de superficie de las células tumorales, desencadenando su internalizacion y el subsiguiente
desarrollo del fenotipo pro-invasivo (156).

En la Figura 11, se representa el exosoma de manera esquematica con los componentes
principales (112).
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Figura 11. Composicion global de las vesiculas extracelulares, principalmente exosomas.
Representacién esquematica de la composicion (familias de proteinas, lipidos y acidos nucleicos) y la
orientacion de la membrana. Algunas de las proteinas que se representan no se encuentran en
exosomas, sino en vesiculas derivadas de membrana plasmatica y/o cuerpos apoptéticos principalmente
(histonas, componentes del proteasoma y de los ribosomas). Imagen adaptada de Ref. (112).

1.2.7.2.1.6. Aislamiento de los exosomas

A dia de hoy, todavia no existe un consenso por parte de la comunidad cientifica en referencia
a la metodologia de aislamiento de exosomas. De modo que la estandarizacion de los métodos
de aislamiento y caracterizacién posterior se considera un reto por conseguir en este campo
(157). A continuacion se describen los principales métodos de aislamiento que pueden ser
utilizados para aislar exosomas a partir de biofluidos o medio de cultivo celular. Diferenciamos
dos grandes bloques metodolégicos: i) métodos basados en la ultracentrifugacion y ii) métodos
basados en procedimientos diferentes a la ultracentrifugacion.

i) Métodos basados en la ultracentrifugacion

Ultracentrifugacion estandar

La ultracentrifugacion es el método mediante el cual se aislaron por primera vez los exosomas
procedentes de reticulocitos (118). En este método, la fuerza centrifuga se utiliza para
sedimentar las vesiculas en solucion. La separacién de distintos tipos de vesiculas presentes
en la muestra se basa en la diferencia de tamafio y de densidad; las particulas mas grandes y
densas migran hacia la parte inferior del eje de la centrifuga, mientras que las mas pequefias y
menos densas migran hacia la parte superior. Las vesiculas mas pequefias — incluyendo los
exosomas — sedimentan por ultracentrifugacion a 100.000 g. Para evitar la fragmentacion y
precipitacion de las vesiculas de tamafio superior a los exosomas con la ultracentrifugacion
directa, es esencial aplicar previamente centrifugaciones sucesivas a velocidad creciente.
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Normalmente, se realiza una primera centrifugacion a 300 g para eliminar células, otra
centrifugacién a 2.500 g para descartar restos celulares, y una centrifugacion a 10.000 g para
descartar las MVs. Los parametros de ultracentrifugacién deben ser definidos para cada tipo de
muestra de partida, ya que en este tipo de aislamiento afecta el volumen inicial, el volumen de
la fraccion de vesiculas, la viscosidad, la temperatura del fluido, el tiempo de centrifugacién y el
tipo de rotor utilizado (126,158). Los métodos basados en la ultracentrifugacién estandar
permiten el enriquecimiento de la muestra en exosomas en base al tamafio, pero hay que tener
en cuenta que otras vesiculas de tamafio similar y agregados proteicos pueden co-sedimentar
(157). Asimismo, los procedimientos basados en la ultracentrifugacién no permiten conseguir
una separaciéon absoluta de las vesiculas extracelulares en base al tamafio porque su
sedimentacién también depende de su densidad individual y de la carga que transportan. Por
otro lado, la agregacién de exosomas puede interferir en la separacién de las vesiculas (158).

La separacion de los exosomas y las MVs se considera un gran desafio, pues su tamafio
solapa (de 100 a 200 nm aproximadamente), especialmente cuando la muestra de partida es
un fluido corporal (122,159). Por ello es necesario caracterizar posteriormente las
preparaciones obtenidas con varias técnicas para afirmar que la poblacion de vesiculas esta
compuesta por exosomas en su gran mayoria.

Filtracion sequida de ultracentrifugacion

La filtracion del fluido a través de filtros de 0,2 um tras la precipitacion de MVs a 10.000 g
permite eliminar vesiculas de gran tamafo (> 200 nm) antes de iniciar la ultracentrifugacioén. La
filtraciéon reduce la contaminaciéon de otras vesiculas, aunque con este paso adicional, los
exosomas de gran tamafio no quedan incluidos en el pellet final (158).

Ultracentrifugacion en colchén de sacarosay en gradiente de sacarosa

La ultracentrifugacion en colchdon de sacarosa al 30% con agua pesada (éxido de deuterio,
D,0) permite aislar los exosomas en base al tamafio y a la densidad caracteristica de este tipo
de vesiculas (1,13-1,19 g/mL). Dicho procedimiento se aplica en estudios que requieren una
pureza elevada (114,119,127).

En la mayoria de estudios, las vesiculas recogidas en el rango de 1,13-1,19 g/mL del colchén
de sacarosa se analizan de manera conjunta. Sin embargo, se ha visto que el contenido de
esta fraccion todavia presenta heterogeneidad, pues contiene cuerpos apoptoticos, fragmentos
membranosos y agregados solubles de proteina y de proteina-ARN. Asi, en caso de requerir
un grado de pureza muy elevado, se puede realizar la ultracentrifugacién en un gradiente de
sacarosa, con distintos rangos de densidad, en cada uno de los cuales se separan distintos
componentes. Se ha visto que los exosomas se encuentran enriquecidos en la fraccion de
densidad 1,08-1,22 g/mL (157). Cabe destacar que este procedimiento presenta varios
inconvenientes: consume mucho tiempo (16 h, y hasta 62-90 h), es tedioso y requiere una gran
cantidad de material de partida para obtener un rendimiento minimo (121,157).

En la Tabla 7, se resumen las principales caracteristicas de los distintos procedimientos
basados en la ultracentrifugacion para el aislamiento de exosomas.
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Tabla 7. Caracteristicas principales de los procedimientos basados en la ultracentrifugaciéon para
el aislamiento de exosomas: ultracentrifugacion estandar; filtracion + ultracentrifugacion estandar;
y, ultracentrifugacion estandar + sacarosa. Se describe el principio de separacion, la composicion de
la preparacion obtenida, la reproducibilidad, el rendimiento y los inconvenientes de cada procedimiento.
Tabla adaptada de Ref. (113,157-162).

Ultracentrifugacion
estandar

Filtracion +
Ultracentrifugacion
estandar

Ultracentrifugacion
estandar + Sacarosa

Principio de la
separacion de
los exosomas

Vesiculas
contenidas en la
preparacion

Presencia de
contaminantes

Eliminacion de

contaminantes

Reproducibilidad

Rendimiento de
extraccion

Inconvenientes

Diferencia de
tamafio y densidad -
Precipitacion a
100.000 g

Exosomas
principalmente (y
otras vesiculas, en
menor proporcidn)

MVs, agregados
proteicos, cuerpos
apoptéticos,
fragmentos del
secretoma celular y
fragmentos
nucleosomales

No se descartan
vesiculas/moléculas
contaminantes

Alta

Alto

No permite
conseguir una
separacion absoluta
de los exosomas

i) Diferencia de tamafio y
densidad - Precipitacion a
100.000 g

ii) Descarte de las
vesiculas extracelulares
de tamafio > 200 nm

Exosomas principalmente
(y otras vesiculas, en
menor proporcion)

MVs de tamafio pequefio
(~200 nm), agregados
proteicos, cuerpos
apoptéticos, fragmentos
del secretoma celular y
fragmentos nucleosomales

Se descartan vesiculas
de tamafio > 200 nm

Intermedia
Intermedio

i) No permite conseguir
una separacion absoluta
de los exosomas

i) Los poros del filtro
pueden quedar
blogueados y la presion
positiva puede lisar las
vesiculas

iii) Los exosomas de gran
tamafio (~200 nm) y los
agregados pueden quedar
retenidos en el filtro

iv) Consume mas tiempo
que la ultracentrifugacion
estandar

i) Diferencia de tamafio y
densidad especifica de los
exosomas (1,13-1,19 g/mL) -
Precipitacion a 100.000 g

ii) Descarte de las vesiculas
extracelulares de densidad #
1,13-1,19 g/mL

Exosomas principalmente (y
otras vesiculas, en menor
proporcion)

Agregados proteicos, cuerpos
apoptéticos, fragmentos
membranosos, lipoproteinas
de alta densidad y vesiculas
gue solapan la densidad de
los exosomas

Se descartan moléculas de
alto peso molecular y
fragmentos membranosos del
reticulo endoplasmatico y del
aparato de Golgi

Baja
Bajo

i) No permite conseguir una
separacion absoluta de los
exosomas

i) La alteracion de la
membrana exosomal por
parte de la sacarosa induce
el desprendimiento de
proteinas asociadas a la
superficie exosomal — pérdida
de de funcionalidad biolégica
y de biomarcadores en
potencia

iii) Tedioso y consume mas
tiempo que los otros dos
procedimientos
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i) Métodos basados en procedimientos diferentes a la ultracentrifugacién

Precipitacion basada en polimeros de exclusiéon por volumen

La precipitacion basada en polimeros de exclusién por volumen, como el polietilenglicol (PEG),
consiste en la separacion de las particulas en base al volumen que ocupan. El PEG tiene la
habilidad de precipitar las vesiculas en pH neutro y concentraciones ionicas elevadas. El
precipitado puede ser obtenido mediante centrifugacién a velocidad baja, o bien filtracion. No
obstante, hay que tener en cuenta que con este procedimiento también precipitan
macromoléculas no vesiculares y que el polimero utilizado queda remanente en el precipitado
(163).

Cromatoqgrafia de exclusidon por tamafo

En la cromatografia de exclusién por tamafio se utilizan columnas de esferas heteroporosas
formadas por un soporte polimérico neutral entrecruzado y empaquetado. Las vesiculas
atraviesan los poros de las esferas en base a su diametro hidrodinamico. Un inconveniente de
este método es que los componentes de la muestra sélo pueden ser separados si presentan al
menos un 10% de diferencia en la masa molecular. Por otro lado, esta técnica consume mucho
tiempo, ya que la separacién tiene lugar bajo presion reducida, o por gravedad natural (160).

Purificacion de inmunoafinidad

La purificacion de inmunoafinidad utiliza anticuerpos que reconocen de manera especifica
antigenos de superficie de los exosomas. Concretamente, se utilizan anticuerpos dirigidos
contra proteinas que se encuentran enriquecidas en este tipo de vesiculas: CD63, CD81,
CD82, CD9, TSG101, ALIX, Flotilina-1, EpCAM y RABS5, entre otras (164). Estos anticuerpos
pueden ser utilizados de manera individual, o bien de manera combinada, y pueden ser
inmovilizados en gran variedad de medios: esferas magnéticas, matrices de cromatografia,
filtros, placas o dispositivos microfluidicos (157). El inconveniente de esta técnica es que
gquedan excluidas todas las subpoblaciones que no presentan los marcadores utilizados (121).

Kits de aislamiento comerciales

Recientemente, han aparecido métodos comerciales que permiten obtener los exosomas a
partir de biofluidos o medio de cultivo celular de manera rapida y sencilla, sin aplicar la
ultracentrifugacion. Los Kkits estan basados principalmente en filtracién, precipitacion con
polimeros o bien, inmunoaislamiento magnético (121). La desventaja general de estos kits es
que juntamente con los exosomas, suelen precipitar otras vesiculas extracelulares y agregados
proteicos, y/o aislan Unicamente subpoblaciones de exosomas. Por lo tanto, es necesario
realizar una comparacion exhaustiva que valide estas nuevas herramientas para determinar las
vesiculas que precipitan y definir su funcionalidad. En la Tabla 8 se describen los kits mas
destacados.
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Tabla 8: Kits de aislamiento de exosomas comerciales. Se presenta su descripcion y sus

inconvenientes.

Descripcion

Inconvenientes

“ExomiR” de
Bioo Scientific

“ExoQuick” de
System
Biosciences

“ExoTest” de
HansaBioMed

“ELLSA” de
Aethlon Medical

“Total Exosome
Isolation
Reagent” de
ThermoFisher
Scientific

“Exo-spin” de
Cell Guidance
Systems

Permite eliminar células y restos celulares
con un microfiltro; captura vesiculas de
tamafio > 30 nm (exosomas) en un segundo
microfiltro mediante presién positiva (165)

Método basado en PEG, que precipita los
exosomas al ser afiadido a distintos fluidos
bioldgicos (suero, cultivo celular u orina)
(166)

Basado en la inmovilizacion de anticuerpos
anti-CD63, -CD81 6 -CD9 en placas ELISA
(167)

Basado en el aislamiento de afinidad
mediante lectinas (se unen de manera
especifica a residuos de sacaridos, como la
manosa, presentes en la superficie de los
exosomas) (168)

Aislamiento de exosomas para distintos
biofluidos o medio de cultivo celular mediante
la adicion de reactivos de precipitacion y
posterior centrifugacion (169)

Aislamiento de exosomas a partir de fluidos
bioldgicos o medio de cultivo celular
mediante la adicion de reactivos de
precipitacion y posterior centrifugacion (170)

Los exosomas recogidos en el
segundo filtro no se recuperan; son
lisados para la extraccién de ARN,
por lo que no permite analizar su
contenido a otros niveles

No es especifico en la precipitacion,
y el pellet obtenido es dificil de
resuspender

Se excluyen de la muestra final
aquellos exosomas que no
presentan dichas proteinas

No permite el aislamiento de los
exosomas que no presentan
manosa en su superficie

No es especifico para el tipo de
muestra

No es especifico para el tipo de
muestra

Actualmente, el método de aislamiento de exosomas aceptado a nivel global y que ha sido
aplicado en la mayoria de estudios (90%) es el de la ultracentrifugacion (171).
Alternativamente, si la aplicacion posterior requiere mayor pureza, se utiliza de manera
adicional el colchén de sacarosa o gradientes de sacarosa para separar otras particulas
membranosas (157,159,160). Ninguno de los métodos de aislamiento descritos en esta seccion
es perfecto y aunque en la actualidad se estan desarrollando nuevas tecnologias que intentan
mejorar los procedimientos actuales, todavia no se ha conseguido una mejora significativa.
Ademas, la seleccion del método de aislamiento debe ser determinada en base al objetivo de
estudio o la aplicacion posterior. Independientemente del método de purificaciéon de exosomas,
cada técnica debe ser validada para cada tipo celular o fluido biolégico, pues cada muestra de
partida es diferente y la naturaleza intrinseca puede afectar al rendimiento de extraccién y a la
pureza obtenida. Esto requiere el uso de varios métodos para determinar las propiedades
morfoldgicas, fisicas y bioquimicas. Aln asi, dado que no es posible afirmar con total fiabilidad
que las preparaciones de vesiculas que se obtienen de forma experimental contienen
Unicamente exosomas, por el momento se acepta el término “vesiculas semejantes a los
exosomas” (Exosome-like vesicles, EVs) para referirse a las vesiculas extracelulares que
presentan los sellos distintivos de los exosomas (112,113,115,124).

1.2.7.2.1.7. Caracterizacion de los exosomas

Tras el aislamiento de los exosomas es necesario realizar una caracterizacion exhaustiva de
las vesiculas proporcionando informacién acerca de los marcadores moleculares (mediante
inmunoblot), la morfologia (mediante microscopia electrénica o microscopia de fluorescencia) y
el tamafio (mediante andlisis de seguimiento de nanoparticulas o citometria de flujo) (114).
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1.2.7.2.1.7.1. Marcadores moleculares

Para poder asegurar que una preparacion de vesiculas extracelulares esta enriquecida en
exosomas, es necesario demostrar la composicidn que caracteriza este tipo de vesiculas.
Como se ha descrito en el apartado 1.2.7.2.1.5. Composicion de los exosomas, la composicién
basica a nivel de proteinas es similar a la de los endosomas; en cambio, las vesiculas
derivadas de la membrana plasmatica (MVs) presentan componentes de ésta mayoritariamente
(112). Actualmente, no existen marcadores proteicos que permitan diferenciar claramente los
exosomas de las MVs (124). Aln asi, marcadores de los MVBs como las tetraspaninas CD9,
CD63 y CD81,; proteinas del complejo ESCRT, como ALIX y TSG101; y otras moléculas que se
encuentran normalmente presentes en los endosomas tardios, como MHCII, son moléculas
utilizadas habitualmente para discriminar entre estas dos poblaciones de vesiculas
extracelulares (112,116). Se ha visto que las tetraspaninas — los marcadores mas extendidos
de los exosomas — también se encuentran en las MVs, aunque a niveles mas bajos
(134,143,172). Ademas, cabe destacar que el complejo ESCRT-IIl esta implicado tanto en la
formacion de exosomas como en la de MVs y, en consecuencia, algunas proteinas de este
complejo se encuentran en ambas poblaciones. Finalmente, hay que tener en cuenta que los
exosomas formados mediante mecanismos independientes de ESCRT no presentan los
marcadores tipicos asociados a esta maquinaria (129).

1.2.7.2.1.7.2. Morfologia

A continuacidn se describen las distintas metodologias que permiten observar la morfologia de
los exosomas.

Microscopia electrénica

Dado que los exosomas tienen un tamafo por debajo del limite de resolucién del microscopio
Optico, la microscopia electrénica de transmisién es la técnica de preferencia para la
observacion directa del tamafio y la morfologia (159). Tradicionalmente, en la microscopia
electrénica se utiliza la tincién negativa para visualizar las vesiculas extracelulares (119), donde
los exosomas aparentan tener forma de copa. Aunque esta morfologia se ha considerado una
caracteristica de los exosomas, hoy en dia se conoce que ésta es artefactual y que su
morfologia natural es esférica (154). No obstante, dicha apariencia todavia se utiliza como una
morfologia caracteristica para distinguir los exosomas de otras particulas de tamafio pequefio
cuando son visualizados mediante microscopia electronica (122,158). La observacion de
exosomas derivados de biofluidos con microscopia electronica demuestra una amplia
heterogeneidad en la apariencia de los mismos, en funcién del tipo de aislamiento y el origen
celular. En contraposicion, las preparaciones de exosomas procedentes de lineas celulares son
mas homogéneas y contienen principalmente vesiculas de 30-150 nm de diametro (126,136).

Microscopia de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia permite visualizar los exosomas directamente sobre
portaobjetos de vidrio o tras la internalizacién por parte de las células diana. Pero dado que el
limite de resolucion de la microscopia optica clasica es de 200 nm, con la microscopia de
fluorescencia se visualizan agregados de vesiculas, o bien agregados de anticuerpos utilizados
en el marcaje de las vesiculas (158).

1.2.7.2.1.7.3. Tamafio

El tamafio de los exosomas varia en funcion de la célula de origen y de la carga molecular que
transportan. Puesto que los exosomas son de naturaleza vesicular, el tamafio minimo esta
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determinado por la estructura de la bicapa lipidica. Esta tiene un grosor aproximado de 5 nm vy,
teniendo en cuenta su rigidez, la vesicula mas pequefia puede ser de 20 nm de diametro.
Normalmente, el tamafio es superior, pudiendo alcanzar los 200 nm, dependiendo de la carga —
se calcula que un exosoma puede llegar a contener alrededor de 100 proteinas y 10.000
nucleétidos (154). A continuacién se describen las técnicas principales que se utilizan para
analizar el tamafio de las vesiculas aisladas.

Nanoparticle Tracking Analysis, Nanosight

El andlisis de seguimiento de nanoparticulas (Nanoparticle tracking analysis, NTA — equipo
Nanosight desarrollado por Malvern) es el nombre comercial de un método de seguimiento
Optico de particulas. Este método se basa en el estudio del movimiento Browniano que
presentan los exosomas en solucion acuosa en condiciones fisiolégicas y permite determinar el
tamafio, la concentracién y la distribucion de las nanoparticulas (173) — la distribucién es la
relacion entre el rango de didmetro de las vesiculas y su concentraciéon (122). Las ventajas de
este método son la simplicidad, la rapidez y la capacidad de analizar simultaneamente un gran
namero de particulas. Los inconvenientes principales son la incapacidad de diferenciar las
vesiculas de los agregados de tamafio similar y la baja reproducibilidad entre laboratorios
(126,136). Esto es debido a que no existe uniformidad en el ajuste de parametros del equipo.
En este sentido, recientemente se ha publicado un protocolo detallado para el uso extendido de
esta técnica donde se indican todos los pardmetros que deben ser definidos en cada estudio
experimental (113). Algunas versiones mas avanzadas del equipo ya permiten la deteccion de
vesiculas marcadas con fluoréforos, lo cual permite estudiar la composicién bioquimica de las
vesiculas (174).

Tunable Resistive Pulse Sensing (gNano)

Recientemente, la casa comercial IZON Science ha desarrollado el equipo “gNano”, un sensor
de pulso resistivo sintonizable (Tunable Resistive Pulse Sensing, TRPS) que permite
determinar el tamafio, la concentracién y la distribucién de nanoparticulas, asi como también el
potencial Z. Esta técnica se basa en la medida del cambio de voltaje que provoca cada
particula cuando pasa a través de un nanoporo de diametro concreto. La concentracion de
vesiculas de la muestra se determina en base a particulas calibradoras de concentracién
conocida (175). Existen filtros de distintos diametros para abarcar los diferentes rangos de
particulas. Alun asi, esta técnica no permite detectar los exosomas de tamafio inferior a 50 nm
(154) y otra desventaja es que el canal puede ser obstruido por las particulas mas grandes
(176).

Citometria de flujo

La citometria de flujo determina el tamafio de los exosomas en base al angulo de dispersion del
haz de laser incidente y la fluorescencia que emiten las vesiculas marcadas con fluoréforos; la
dispersion de luz es proporcional al tamafio de las vesiculas. Aunque esta técnica proporciona
informacién cuantitativa y cualitativa, se utiliza normalmente para establecer el origen celular y
el fenotipo de las vesiculas, ya que permite detectar poblaciones de exosomas en base a
marcadores en los que se encuentran enriquecidos, asi como la presencia de ADN de doble
cadena. El inconveniente principal de los citdmetros de flujo convencionales es que no pueden
separar las particulas de tamafio inferior a 200 nm, de modo que no pueden caracterizar los
exosomas de tamafio mas pequefio. Actualmente se estan desarrollando citbmetros mas
sensibles que permiten el andlisis directo de vesiculas individuales pequefias, aunque todavia
requieren mas optimizacion para poder ser utilizados de manera extendida (177).
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1.2.7.2.1.8. Funciones de los exosomas

La funcién de los exosomas viene determinada por su composicion y su origen celular. A lo
largo de las tres Ultimas décadas, se han realizado multiples estudios al respecto y se han
asignado distintas funciones biolégicas (178).

Comunicacion intercelular

La funcién principal de los exosomas es la comunicacion intercelular mediante el transporte de
moléculas de sefializacion de manera especifica; transfieren proteinas, metabolitos, lipidos,
glicidos y material genético des de la célula de origen (célula donadora) a la célula diana
(célula receptora) para desencadenar una respuesta determinada (114,127). Tradicionalmente,
la comunicacion celular se ha clasificado en juxtacrina (dependiente de contacto), paracrina
(entre células vecinas), endocrina (entre células distantes) y exocrina o sinaptica (comunicacion
electroquimica entre células nerviosas). Los exosomas representan una nueva forma de
comunicacién entre células vecinas (paracrina) y distantes (endocrina) que permite transmitir
mensajes complejos mediante la liberacion de multiples moléculas (154).

Retirada de material celular

Otra de las funciones de los exosomas es la eliminacién de material indeseable para la célula
de origen, favoreciendo la homeostasis y el mantenimiento celular (114). Los exosomas son un
sistema de eliminacién alternativo a la degradacion en los lisosomas, una via de secrecion de
material innecesario hacia el medio extracelular (122).

Adhesion celular

Los exosomas pueden funcionar como mediadores de adhesion de las células a distintos
sustratos presentes en el entorno exterior. Por ejemplo, los exosomas de las células B inducen
el anclaje de las células endoteliales a la ECM. Esta funcion es llevada a cabo mediante la
expresion de receptores y moléculas de adhesién como las integrinas, cadherinas y proteinas
de adhesidn celular (CAM) en la superficie exosomal (179).

Respuesta a estrés

Los exosomas protegen a las células de sefiales de estrés extracelulares e intracelulares,
favoreciendo su supervivencia (122). De forma general, se considera que el fenotipo de los
exosomas representa una respuesta celular al estrés, ya que se ha observado que la
exposicion de células B al choque térmico resulta en un incremento marcado de las HSPs en
los exosomas derivados (180).

Coagulacién

Los exosomas también participan en la coagulacion. Concretamente, se ha detectado que los
exosomas derivados de distintos fluidos corporales (sangre, saliva y orina) de pacientes con
diversas patologias presentan el factor iniciador de la coagulacion TF en su superficie.
Posteriormente se ha demostrado que los exosomas portadores de TF dirigen la formacion del
trombo in vivo. Ademas, los exosomas derivados de monocitos son capaces de transferir este
factor a plaquetas activadas, contribuyendo asi al desarrollo de la coagulacién. En
contraposicion, los exosomas presentes en la corriente sanguinea de pacientes sanos no
exponen el factor TF y estan asociados a funciones anticoagulantes (122,127,178).
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Funcién e integridad vascular

Los exosomas que secretan las células endoteliales apoptéticas contribuyen a la reparacion
vascular dirigiendo el fenotipo anti-apoptético en las células de musculo liso de la vasculatura.
En contraste, las vesiculas derivadas de monocitos activados pueden dirigir la apoptosis de
células vasculares de tipo musculo liso de manera dependiente de caspasa-1 (122). Por lo
tanto, los exosomas pueden tener efectos beneficiosos y adversos en la integridad vascular.

Reparaciéon de tejido

Los exosomas participan en la reparacion o regeneracion tisular mediante factores de
crecimiento, proteinas, miARN, ARNm, ARN no codificante y lipidos. Se ha observado que en
el infarto de miocardio y el dafio renal, los exosomas derivados de células madre y células
progenitoras endoteliales inducen la regeneracién del tejido cardiaco y la neovascularizacion
(147).

Diferenciacidn celular y desarrollo embrionario

Los exosomas apoyan el mantenimiento de las células madre y participan en la diferenciacion
celular modulando su plasticidad. Ademas, también contribuyen a la creacion de polaridad
durante el desarrollo embrionario y favorecen el crecimiento normal (122). Durante la
gestacion, los exosomas derivados de la placenta actian evadiendo el sistema inmune
materno para permitir que el trofoblasto se desarrolle con normalidad (181).

Mantenimiento del sistema nervioso

Los exosomas dan soporte tréfico a los axones y proporcionan factores neuroprotectores.
Ademads, participan en la formacion de mielina asi como en el crecimiento de neuritas y la
supervivencia neuronal (116,127).

Por otro lado, ademas de tener una funcién importante en procesos biol6gicos naturales como
los descritos anteriormente, los exosomas también se han visto implicados en algunas
enfermedades tales como enfermedades neurolégicas, infecciones y cancer.

1.2.7.2.1.8.1. Funciones de los exosomas en el cancer

Existen estudios que han demostrado el papel de los exosomas como supresores tumorales,
pues éstos participan en la transferencia de antigenos tumorales hacia las células dendriticas
para desencadenar una respuesta anti-tumoral eficiente (148).

En contraposicion, otros estudios han demostrado el papel de los exosomas como oncogenes.
Los exosomas derivados de células tumorales pueden tener un efecto anti-inmune inhibiendo
los efectores o activando los inhibidores de las células inmunes, favoreciendo de este modo el
mantenimiento del tumor (182). Ademas, se ha demostrado que los exosomas contribuyen a la
transformacion maligna de células normales mediante la activacion de vias de sefializacion
asociadas a la proliferacién, migracion e invasién. Entre otras funciones, los exosomas pueden
inducir un microambiente pro-tumoral mediante la transferencia de oncogenes (MiARNs, ARNm
y proteinas, como KRAS y c-MET) a células vecinas o distantes, desencadenando en ellas el
crecimiento y la proliferacion. Asimismo, también pueden favorecer el potencial oncogénico
intrinseco de las células receptoras circundantes (148,183) y dirigir la formacién del nicho pre-
metastasico (183,184). Concretamente promueven la diseminacion metastasica educando las
células progenitoras de la médula ésea y promoviendo su migracion hacia nuevos nichos
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metastasicos — el contenido de los exosomas determina el destino de las células tumorales
(184). Por lo general, los exosomas favorecen la siembra de células tumorales en nédulos
linfaticos y a su vez, incrementan la motilidad local de las células neoplasicas y su interaccion
con los fibroblastos estromales para crear una via de migracion (183). Los exosomas tumorales
también tienen actividad pro-angiogénica, facilitando la interaccion con las células endoteliales.
Y finalmente, apoyando la supervivencia celular y la progresion tumoral, los exosomas
contribuyen a la quimiorresistencia expulsando los agentes quimioterapicos hacia el medio
extracelular (185,186).

Funciones de los exosomas en el cancer de ovario

Los exosomas juegan un papel importante en el CO. Se ha descrito que las células tumorales
del ovario secretan cantidades substanciales de exosomas que pueden ser captados por
células vecinas no tumorales, resultando en cambios en la expresién génica que
desencadenan la transformacion maligna. En las células receptoras, los exosomas inducen la
expresién de genes implicados en la adquisicién del fenotipo mesenquimal (187,188).

Los exosomas secretados por células de CO contienen proteinas implicadas en la proliferacion,
adhesién, motilidad, invasién y angiogénesis. El contenido de los exosomas implicado en vias
de sefalizacion asociadas al crecimiento tumoral consiste en: integrinas, EGF, FGF, Wnt, PI3K
y TP53. En la progresién tumoral, las moléculas exosomales que participan en la adhesién,
migracioén e invasion son: ErbB, PI3K y MAPK (189). En el marco de la angiogénesis tumoral,
los exosomas derivados de células de CO inducen la proliferacién y migracion de las células
endoteliales mediante el transporte de VEGF, ATF2, MTAL1 y ROCK1/2 (189,190).

Los exosomas derivados de las células de CO tienen la capacidad de modificar el
microambiente tumoral a favor del carcinoma. Se ha observado que las MMPs asociadas a los
exosomas pueden procesar y activar proteinas transmembrana o moléculas de adhesion,
favoreciendo asi la motilidad de las células tumorales, la invasion del peritoneo y el crecimiento
tumoral (189,191). También se ha descrito que los exosomas interaccionan con las células
estromales e inducen su conversion a miofibroblastos parar favorecer la invasion de las células
tumorales ovéricas (187,188).

Asimismo, los exosomas suponen un nuevo mecanismo de quimiorresistencia para las células
cancerosas del ovario. Se ha descrito que las células de CO utilizan los exosomas para
exportar el cisplatino, evadiendo asi la muerte celular. Esto indica que estas células tienen
sistemas de seleccion para desviar hacia los exosomas todas aquellas moléculas que
comprometan su supervivencia (186). También se ha observado que la expresién elevada de
ciertos miARNs (miR-205, miR-200, miR-221, miR-105 y let-7) y proteinas (Anexina A3) en
exosomas de células metastasicas de CO esta asociada a la quimiorresistencia (189). Ademas,
los exosomas derivados de células resistentes al cisplatino amplifican la quimiorresistencia,
induciéndola en las células receptoras mediante las moléculas sefial que transportan (186). Por
otro lado, los exosomas derivados de CO tienen actividad inmuno-supresora, pues inducen la
apoptosis en linfocitos, favoreciendo asi el escape de la respuesta inmunoldgica (192).

1.2.7.2.1.9. Aplicaciones clinicas de los exosomas

Puesto que los exosomas pueden ser aislados a partir de biofluidos y participan en la
comunicacién intercelular y en mecanismos fisiolégicos y patolégicos, existen numerosos
estudios que proponen su uso en el diagnéstico y el tratamiento de ciertas enfermedades.
Ademas, dado que las moléculas de ARN y proteina que transportan estan recubiertas por la
bicapa lipidica, el contenido queda protegido de nucleasas y proteasas, favoreciendo la
estabilidad en la circulacion sanguinea durante largos periodos de tiempo (150,154).
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A continuacion se describen las principales aplicaciones clinicas de los exosomas.

Diagndstico

Debido a su tamafio reducido, los exosomas tienen la capacidad de atravesar uniones
intercelulares y pueden llegar a alcanzar partes distantes en el cuerpo mediante la corriente
sanguinea y otros fluidos corporales. Se ha descrito la presencia de exosomas en
practicamente todos los fluidos bioldgicos: orina, saliva, fluido bronquioalveolar, fluido seminal,
fluido amniético, fluido ocular, leche materna, efusiones tumorales, fluido cerebroespinal, suero
y plasma (193). Los exosomas aislados a partir de biofluidos representan una muestra
no/minimamente invasiva, ya que se obtienen sin la necesidad de intervenir quirdrgicamente.
Ademas, la proteccién que ejerce la membrana lipidica impide la degradacion del material
molecular. Por lo tanto, en base a su ubicuidad y a la especificidad del contenido proteico,
lipidico y de ARN, los exosomas son considerados una fuente alternativa de marcadores de
diagnéstico con gran potencial para distintas enfermedades (111).

En patologias como el cancer, se ha visto que no todas las vesiculas secretadas por el tumor
son capturadas por las células circundantes o la ECM, sino que algunas pueden llegar a la
circulacién sanguinea y a otros biofluidos. Por consiguiente, los exosomas presentes en los
fluidos corporales pueden ser utilizados como una fuente estable de biomarcadores tumorales
(111,123). El transporte de ADN en exosomas podria ser utilizado para identificar mutaciones
presentes en las células tumorales parentales y mejorar asi el diagnostico (114). Asimismo,
puesto que los miIARNs y las proteinas de exosomas derivados de células cancerosas
representan el tumor de origen, estas moléculas también podrian ser utilizadas como
herramienta de cribado en el diagndstico de la enfermedad (111,123).

Existen kits de diagndstico basados en exosomas en fase de desarrollo y otros que ya han
llegado al mercado. Por ejemplo, Caris Life Sciences ha comercializado el test “Carisome
Prostate cMV 1.0” para la deteccion del cancer de prostata en base a proteinas especificas de
exosomas presentes en la circulacién sanguinea (194). En el terreno de la medicina
personalizada, Exosome diagnostics también ha desarrollado un test diagnéstico molecular
basado en exosomas de biofluidos — “ELLSA” —, que detecta la presencia de exosomas
asociados al VIH, la tuberculosis y varios tipos de cancer (168). Finalmente, HansaBioMed
también esta desarrollando herramientas de diagnostico basadas en exosomas de biofluidos
para detectar el cancer y enfermedades neurodegenerativas (167).

Inmunoterapia

En base a la capacidad de los exosomas de desencadenar de manera eficiente la respuesta
inmune activando los linfocitos T, se estd estudiando su uso en la inmunizacion de los
pacientes frente a infecciones y patologias determinadas. La inmunoterapia mediada por
exosomas es similar a la terapia celular, ya que son procesos biol6gicos que ocurren de
manera natural. La ventaja de los exosomas frente a la terapia celular es que al ser vesiculas
metabdlicamente inactivas, son mas estables y permiten ser almacenadas a -80°C sin perder
actividad biolégica, pudiendo ser utilizadas directamente como vacunas o0 en combinacién con
otros agentes farmacolégicos (122,195). Ademas, los exosomas mantienen la presentacion de
antigeno en los nodulos linfaticos durante largos periodos de tiempo, que doblan los de las
células presentadoras de antigenos, representando una estrategia mas potente para inducir la
respuesta inmune (196). La limitacidon actual de la inmunoterapia basada en exosomas es la
falta de definicion de equivalentes exosomales de alotipos inmunol6gicos, por lo que se
requieren mas estudios en relacion a los grupos de compatibilidad y al desarrollo de métodos
de generacion de exosomas sintéticos de novo.
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Entrega de farmacos

Actualmente, los sistemas de deliberaciéon de farmacos que se utilizan de manera extendida
son los liposomas y las nanoparticulas poliméricas. Sin embargo, presentan limitaciones
importantes: los liposomas estan asociados a baja estabilidad en sangre, reaccién del sistema
inmune y toxicidad (197); las nanoparticulas poliméricas son algo mas estables, pero presentan
problemas de biocompatibilidad (198). Los exosomas o los miméticos exosomales emergen
como una alternativa muy prometedora, ya que mejoran los sistemas de deliberacion
convencionales porque son estables en la circulacion sanguinea, tienen especificidad de tejido,
son biocompatibles, pueden ser derivados del mismo paciente en que seran administrados y
son inherentes en términos de toxicidad (147). Ademas, debido a la membrana lipidica que
presentan, pueden atravesar la mayoria de membranas bioldgicas, manteniendo el material
interno intacto y libre de degradacion (122). En la Ultima década, a modo de terapia génica se
ha probado la entrega de ARN de interferencia (ARNi) mediante exosomas en ratones y seres
humanos vy, los resultados han sido muy prometedores (147).

Terapias dirigidas contra exosomas patoldgicos

En base a la capacidad que tienen los exosomas de expandir moléculas toxicas y patolégicas
(199), y de eliminar determinados farmacos (185), se estdn investigando estrategias
terapéuticas dirigidas contra exosomas patolégicos para bloquear su biogénesis, secrecion e
internalizacion. Asimismo, también se estd estudiando la inhibicibn de componentes
especificos de estas vesiculas que contribuyen al desarrollo de las enfermedades (123).

En cuanto al blogueo de la biogénesis, la inhibicién de la formacién de ceramida, o bien la
inhibicién del reciclaje de vesiculas endociticas, son aproximaciones que han demostrado
reducir la cantidad de vesiculas secretadas (130). Por otro lado, la interrupcion de la interaccién
de ALIX con sintenina — esencial para la formaciéon de MVBs — también resulta en una
disminucién significativa de la biogénesis de exosomas (123).

Otro abordaje es inhibir la secrecion de vesiculas extracelulares. En este sentido, se ha
descrito que la inhibicion de RAB27A permite suprimir los neutréfilos que dan soporte al
crecimiento tumoral, reduciendo el tamafio tumoral y las metéastasis in vivo (184). Otra
alternativa es inhibir RAB11 y RAB35 para bloquear la unién y/o fusion de los MVBs con la
membrana plasmatica (137,138).

En cuanto a la inhibicién de la internalizacion de exosomas por parte de las células receptoras,
se ha visto que el bloqueo de la fosfatidilserina de la superficie exosomal es eficiente en el caso
de las células cancerosas (200). No obstante, esta aplicacion podria tener efectos secundarios
importantes teniendo en cuenta la funcion fisiolégica de la fosfatidilserina. Por otro lado, se ha
visto que la inhibicion de ICAM1 (que se encuentra frecuentemente en los exosomas)
disminuye la diseminacion del VIH-1 previniendo la unién a la integrina B2 de la superficie
celular (148).

En referencia al bloqueo especifico de moléculas de superficie exosomal, los anticuerpos
monoclonales dirigidos a FASL1 han demostrado ser eficientes en la reduccion del crecimiento
tumoral (201). El inconveniente de esta aproximacion es que carece de especificidad.

En el terreno del céancer, Aethlon Medical ha desarrollado un dispositivo médico,
“Hemopurifier’, que elimina de manera selectiva los exosomas presentes en la circulacion
sanguinea que son secretados por los tumores. La empresa postula que de esta manera se
restaura el sistema inmune de los pacientes con cancer y planea estudiar proximamente la
validez del dispositivo en ensayos clinicos de Fase | (168).
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Finalmente, en el marco de la diseminacién del CO, se esta evaluando en fase preclinica el uso
de un dispositivo basado en exosomas (“M-trap”), que promueve la adhesion de las células
tumorales presentes en el liquido ascitico, evitando asi la extensién de la enfermedad en el
peritoneo (202).

Las estrategias anteriormente descritas son atractivas y eficientes, pero hay que tener en
cuenta que los efectos colaterales inespecificos pueden afectar a procesos fisiolégicos
normales. Por ello son imprescindibles mas estudios encaminados al desarrollo de abordajes
altamente especificos, para evitar alteraciones indeseadas.

1.2.8. Bases moleculares del cancer de ovario

En referencia a los tumores de tipo | (ver apartado 1.2.2.2. Teoria dualista), dos tercios de los
carcinomas serosos de bajo grado se caracterizan por mutaciones en KRAS, BRAF y HER2,
mientras que la mayoria no suele tener mutaciones en TP53. Los carcinomas endometrioides
de bajo grado presentan aberraciones en la via de sefializacion de WNT que implican
mutaciones sométicas en CTNNB1, PTEN, ARID1A, MSI y PIK3CA. Los carcinomas mucinosos
tienen mutaciones en KRAS y HER2, y gran parte de los carcinomas de células claras tienen
mutaciones en PIK3CA, ARID1A y MSI.

En cuanto a los tumores de tipo Il — carcinoma seroso de alto grado convencional, el
indiferenciado y tumores mesodérmicos mixtos malignos (carcinosarcomas), ver apartado
1.2.2.2. Teoria dualista —, presentan mutaciones en TP53, amplificaciones en el gen CCNEL1 en
mas del 80% de los casos vy, rara vez albergan mutaciones que se encuentran en los tumores
de tipo 1.

Al margen de las mutaciones que caracterizan los distintos tipos histolégicos de CO, también
se han descrito otras alteraciones genéticas y epigenéticas implicadas en la carcinogénesis
ovarica. Algunos genes son activados mediante alteraciones como la amplificacion, la mutacién
o la hipometilacion; mientras que la inactivacion de genes tiene lugar por delecion de grandes
regiones cromosoémicas, pérdida de heterocigosidad en loci particulares y metilacion de
promotores (203). En la Tabla 9, se muestran las principales anomalias genéticas y
epigenéticas que tienen lugar en el CO epitelial.
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Tabla 9. Anomalias genéticas en el CO epitelial. ND: No Determinado. NA: No Aplicable. Tabla
adaptada de Ref. (203).

Evento Efecto Cromosoma Genes
122 RAB25
3026 PRKCI, EVI1 y PI3CA
5q31 FGF1
Amplificacion Activacion 8024 MYC
19q PIK3R1y AKT2
20p ND
20q13.2 AURKA

KRAS (15%), BRAF (12%),
CTNNB1 (12%), CDKN2A

Mutacié S
utacion Activacion NA (10%), APC (9%), PIK3CA
(8%), KIT (7%) y SMAD4 (7%)
Hipometilacion Activacion NA IGF2 y SAT2
17p13y 17921 (en mas del ARHI, PEG3, PLAGL1,
Pérdida de Inactivacion 50% de los casos) RPS6KA2, TP53, BRCAL,
heterocigosidad 1p, 3p, 59, 6, 7q 'y 8q (en BRCA2, PTEN, OPCML y
menos del 30% de los casos) WWOX
Delecion Inactivacion 4q, 5q, 169, 17p, 179, Xpy Xq ND
- o TP53 (62%), BRCA1 (5%),
Mutacion Inactivacion NA BRCA2 (<5%) y PTEN (3-8%)
ARHI, DAPK1, CDH13, MLH1,
ICAM1, PLAGL1, DNAJC15,
Metilacion del Inactivacion NA MUC2, OPCML, PCSK®,
promotor PEF3, CDKN2A, CDKN1A,
RASSF1, SOCS1, SOCS2,
PYCARD y SFN

En referencia a los genes supresores tumorales, la pérdida de funciéon de TP53 es una de las
alteraciones genéticas mas frecuentes en el CO, pues se ha observado en el 60-80% de los
casos de CO, llegando a un 96% en los casos de HGSOC. TP53 se encuentra mutado en el
10-20% de los tumores en estadios iniciales y, en el 40-60% de los carcinomas avanzados.
Ademas se ha visto que la pérdida de su funcién correlaciona con el potencial metastésico (62).
Los genes supresores tumorales BRCA1/2 se encuentran inactivados en el 5-10% de los casos
de CO (CO hereditario) (11,30). PTEN también es otro supresor tumoral que se encuentra
inactivado en el 3-8% de los casos de CO esporadico, habitualmente en los carcinomas
endometrioides de bajo grado (204). Aparte de TP53, BRCA1/2 y PTEN, se han descrito
alteraciones en otros genes, cuya pérdida de funcién esta asociada a la carcinogénesis ovarica
(Tabla 10) (203,205).
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Tabla 10. Genes supresores tumorales, cuya funcion se ve significativamente reducida en el CO
epitelial. Algunos de ellos ya son aceptados como genes supresores tumorales, y otros son supresores
tumorales potenciales. Tres de los 26 que se describen son inactivados por impronta genética (ARH1,
PLAGL y PEG). ND: No Determinado. Tabla adaptada de Ref. (203,205).

Gen

Cromosoma Mecanismo de infra-regulacién

Porcentaje de casos
de CO en los que esta
infra-regulado

Impronta genética; pérdida de

ARHI (DIRAS3) 1p31 heterocigosidad; metilacién del promotor; 60%
inhibicion de la transcripcion
RASSF1A 3p21 Hipermetilacién 60%
DLEC1 3p22.3 Hilperme.tlla(?l,on del promotor e 73%
hipoacetilacion de histonas
70-90% expresion
SPARC 5031 Transcripcion disminuida; 9%
expresion nula
DAB2 (DOC2) 5913 Transcripcion 58-85% expresion nula
Impronta genética; pérdida de
PLACL1 (LOT1) 6925 heterocigosidad; inhibicion de la 39%
transcripcion por parte de EGF y TPA
Expresion monoalélica en el ovario;
RPS6KAZ . o 64%
6q27 pérdida de heterocigosidad 0
Metilacion del promotor; pérdida de 3-8% mutado; expresion
PTEN o ] .
10q23 heterocigosidad; mutaciones perdida en el 27%
OPCML 11425 Metllam_on dgl promotor.; pérdida de 56-83%
heterocigosidad; mutaciones
BRCA2 13g12-13 Mutaciones; pérdida de heterocigosidad 3-6%
ARL11 13914 Metilacién del promotor 62%
30-49%; particularmente
. . . I i
WWOX 16923 Pérdida de heterocigosidad; mutaciones en e' carcinoma .
mucinoso y de célula
clara
TP53 17p13.1 Mutaciones 50-70%
DPH1 17p13.3 Pérdida de heterocigosidad 37%
BRCA1 17921 Mutaciones; pérdida de heterocigosidad 6-8%
Impronta genética; pérdida de
PEG3 19913 heterocigosidad; metilacion del promotor;  75%
inhibicion de la transcripcion
CDKN2A (p16) 9p21 Metilacién del promotor 30%
CDKN1A (p21) 6p21.2 Hipoacetilacion de histonas 25-40%
MLH1 3p21.3 Metilacién del promotor 30%
DAK1 11g12.2 Metilacién del promotor ND
CDH1
S 0o
(E-cadherina) 16g22.1 Metilacién del promotor 90-100%
FBX0O32 8024.13 Metilacién del promotor ND
CTGF 6023.1 Metilacién del promotor ND
ANGPTL2 9g33.3 Metilacién del promotor ND
TES 7931.2 Pérdida de heterocigosidad; metilacién ND
del promotor
MYO18B 22q12.1 Mutaciones; metilacién del promotor ND
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A diferencia de la pérdida de funcion de los genes supresores de tumores, que generalmente
requiere la inactivacion en ambos alelos, los oncogenes suelen ser activados por alteraciones
en un Unico alelo. Por este motivo, es mas frecuente la activaciéon de oncogenes durante la
tumorogénesis ovarica. En los Ultimos afios se han identificado 22 oncogenes claramente
activos en CO (203), asi como también alteraciones en el nimero de copias de ADN en loci
que contienen miARNs no codificantes (206). El oncogén KRAS se encuentra mutado en mas
del 20% de los carcinomas de tipo | y las mutaciones en PI3CA son muy comunes en los
carcinomas endometrioide y de células claras (204). El oncogén RAB25 también se encuentra
amplificado en la mayoria de casos de CO, promoviendo la motilidad y agresividad, e
impidiendo la apoptosis y la autofagia. En la Tabla 11 se presenta un resumen de los
principales oncogenes descritos en el CO epitelial (204,205).

Tabla 11. Oncogenes asociados al CO epitelial. Once de los 22 oncogenes son activados por
amplificacion (203). ND: No Determinado. Tabla adaptada de Ref. (203,205).

Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de

Gen Cromosoma canceres en que esta canceres en que esta canceres en que
amplificado sobre-expresado esta mutado

RAB25 1q22 54% 80—-89% ND

EVI1 3026 ND ND ND

EIF5A2 3026 ND ND ND

PRKCI 3926 44% 78% ND

PIK3CA 3026 9-11% 32% 8-12%

FGF1 5031 ND 51% ND

MYC 8924 20% 41-66% ND

EGFR 7912 11-20% 9-28% <1%

NOTCHS3 9p13 20-21% 62% ND

KRAS 12pl11-12 5% 30-52% 2-24%

HER2 17q12-21 6-11% 4-12% ND

PIK3R1 19q ND ND ND

CCNE1 19q12 12-36% 42-63% ND

AKT2 19913.2 12-27% 12% ND

AURKA 20913 10-15% 48% ND

HRAS 11p15.5 ND ND ND

HMGA2 1215 ND ND ND

BCL2 18921.3 ND ND ND

BCL3 322_123'1 ND ND ND

BMI1 10p11.23 ND ND ND

NF-KB 4924 ND ND ND

FOLR1 11913.4 ND ND ND

En referencia a las vias moleculares alteradas en CO, se conoce que 7 de ellas estan
activadas en mas del 50% de los casos de CO, y las mutaciones implicadas afectan a la
proliferacion celular, la apoptosis y la autofagia (Tabla 12) (204).
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Tabla 12. Vias moleculares activadas en CO. Tabla adaptada de Ref. (204).

Porcentaje de canceres en que

Via molecular . L
se observa activacion

IL-6, IL-6R; Jak — STAT3 70%
LPA 90%
MEKK3 — IKK — NF-KB >50%
nibidoras Maerianas 5%
PKCi 78%
PI3K 70%
Src >50%

<50% (activada en la mayoria de

Ras-Mek-Mapk . )
carcinomas de tipo I)

La via de fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) esta activada en el 70% de los casos de CO
aproximadamente, y dicha activacién est4d asociada a la quimiorresistencia tumoral. La
activacion de esta via deriva de la amplificacion de los genes PI3CA y AKT2, aunque en
algunos cénceres la via se activa por sefializacién autocrina o paracrina a través de receptores
tirosina quinasa de factores de crecimiento. Actualmente, se estan desarrollando inhibidores de
la via AKT y se estan realizando ensayos clinicos con otros inhibidores especificos de la via
PI3K (207).

La interleucina-6 (IL-6) estd sobre-expresada en la mayoria de los casos de CO. La sobre-
expresion resulta en la estimulacion autocrina de su receptor, que activa la quinasa JAK2,
facilitando la fosforilacion y translocacién nuclear de STAT3, que finalmente activa la expresion
de genes inductores de proliferaciéon y angiogénesis, y otros genes que inhiben la apoptosis. La
forma fosforilada nuclear de STAT3 esta presente en mas del 70% de los casos de CO y esta
asociada a una disminucién de la supervivencia global (208). Teniendo en cuenta estas
alteraciones moleculares, se ha comenzado a probar el efecto de anticuerpos bloqueantes de
IL-6 e inhibidores de JAK2 (209) y STAT3 (210).

El acido lisofosfatidico (LPA) es producido por la autotaxina fosfodiesterasa (ATX). Los
receptores de LPA (LPAr2 y LPAr3) se encuentran sobre-expresados durante la transformacion
maligna de las células epiteliales del ovario. El receptor LPAr3 responde a los LPA ligados a
acidos grasos insaturados que produce el tumor. Dado que el LPA ciclico bloquea la ATX,
reduce a su vez los niveles de LPA y la subsiguiente metastasis, aunque no reduce el
crecimiento de los tumores primarios (211). En base a estos hechos, se han desarrollado
anticuerpos neutralizantes de LPA, y también se estdn probando inhibidores de sus receptores
para intentar bloquear la proliferacién de las células cancerosas (212).

Los factores de transcripcion NF-kB se encuentran constitutivamente activos en mas del 50%
de los casos de CO a través de la sefializacién de distintas citocinas (IL-1 y TNF-a) y factores
de crecimiento (EGF). TNF-a es activado normalmente por la quinasa IKK, que a su vez es
activada por MEKKS3, entre otras quinasas. Se ha descrito que la quinasa MEKK3 se encuentra
sobre-expresada en mas del 50% de los casos de CO. De modo que la sobre-expresion de
MEKK3 induce la activacion aumentada de TNF-a y NF-kB, resultando asi en la sobre-
expresion de genes antiapoptéticos, proteinas antioxidantes, citocinas reguladoras del
crecimiento y factores angiogénicos (213). Actualmente, la inhibicion de NF-kB a través de IKK
0 MEKKS3 se considera una buena aproximacion terapéutica para tratar el CO (214).
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1.2.9. Tratamiento del cancer de ovario

El tratamiento del CO esta basado en la cirugia y la quimioterapia. Concretamente, la terapia
estandar consiste en una cirugia citorreductora y una quimioterapia sistémica basada en platino
y taxano (215).

Cirugia

El objetivo principal de la cirugia primaria es extraer la mayor parte posible de masa tumoral
antes de iniciar el tratamiento quimioterdpico, ya que la maxima extirpacion mejora la
efectividad de la quimioterapia y prolonga la supervivencia de las pacientes. Actualmente,
segun el consenso de Vancouver del 2010, la cirugia 6ptima es aquella en la que se consigue
la extraccion absoluta de las masas tumorales (tumor residual o enfermedad residual 0) (216).

En ocasiones, si se determina que la invasién esta tan extendida que el tumor no sera
resecable, se decide posponer la cirugia. Se aplican entonces tres ciclos de quimioterapia para
reducir el tamafio tumoral y tras esta primera fase de tratamiento neoadyuvante, se realiza la
cirugia de intervalo. Posteriormente a esta cirugia se reanuda la quimioterapia hasta completar
todo el tratamiento quimioterapico (217).

Por otro lado, la citorreduccion secundaria se refiere a la cirugia que se realiza en los casos de
recidiva o persistencia, pues un 70% de las pacientes de CO que han sido tratadas con la
cirugia y la quimioterapia primarias recaen en la enfermedad a lo largo del transcurso de su
vida (215).

Quimioterapia

La quimioterapia convencional utilizada en el tratamiento del CO es habitualmente intravenosa
y estd compuesta por platino (carboplatino o cisplatino) y taxano (paclitaxel — Taxol —, o
docetaxel — Taxotere). Dado que el carboplatino y el cisplatino presentan la misma eficacia, se
utiliza carboplatino en la mayoria de los casos porque tiene menos efectos adversos. En el CO
epitelial, la quimioterapia se administra normalmente en 6 ciclos, cada uno de los cuales va
seguido de un periodo de descanso. La quimioterapia adyuvante consiste en 6 ciclos de
tratamiento tras la cirugia primaria, sea cual fuera la citorreduccién conseguida. En cambio, la
quimioterapia neoadyuvante se aplica como primera opcién de tratamiento cuando no se puede
realizar una reseccion completa (tumor residual 0) con la cirugia primaria (217).

El CO es uno de los tumores solidos mas quimiosensibles, pues el 80% de las pacientes
responden a la quimioterapia primaria (218). Pero a pesar de la respuesta inicial, s6lo el 10-
15% adquiere y mantiene una respuesta completa (219), pues la mayoria de tumores
desarrollan quimiorresistencia (resistencia de novo o resistencia adquirida) (215,220). Las
pacientes con carcinomas que recaen tras el tratamiento primario de un Unico agente
quimioterapico analogo al platino desarrollan menos resistencia que las que han sido tratadas
con varios agentes (220).

Las pacientes pueden ser clasificadas en tres grupos en funcién del periodo libre de
enfermedad (el periodo de tiempo que pasa entre el Ultimo ciclo de quimioterapia y la recaida):
las pacientes son platino-sensibles si la recaida tiene lugar posteriormente a los 6 meses des
del dltimo ciclo de quimioterapia; son platino-resistentes si recaen en menos de 6 meses; y son
platino-refractorias si la enfermedad progresa durante la quimioterapia o no se puede completar
el tratamiento. El periodo libre de enfermedad es el indicador mas comun de quimiorresistencia:
cuanto mayor es el periodo, mejor se responde a la quimioterapia de rescate. En términos
generales, si las pacientes tardan 6-12 meses en recaer, el 25% responde bien al tratamiento
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de rescate; si tardan 12-24 meses, responde el 33%; y si tardan mas de 24 meses, responde el
60% (220).

En la quimioterapia de rescate, las pacientes pueden ser tratadas con ciclos adicionales de la
misma quimioterapia utilizada en la primera fase (220) o bien, pueden usarse farmacos
diferentes al platino, como son: topotecan, antraciclinas como la doxorrubicina (Adriamicina) y
la doxorrubicina liposomal (Doxil), gemcitabina (Gemzar), ciclofosfamida (Cytoxan), vinorelbina
(Navelbine), hexametilmelamina, ifosfamida y etop6sido (VP-16). La eleccion del farmaco viene
determinada habitualmente por el perfil de toxicidad (221,222).

Para algunas mujeres con enfermedad avanzada, se ha visto que la administracién de
cisplatino o paclitaxel directamente en el abdomen (quimioterapia intraperitoneal) mejora la
supervivencia, pues la ventaja principal respecto a la quimioterapia sistémica es que se alcanza
la concentracidn maxima en las células cancerosas presentes en la cavidad abdominal y el
efecto es mas prolongado. Pero dado que los efectos adversos son muy severos (mayor dolor
abdominal, nauseas, voémitos, peritonitis, riesgo de abscesos de la pared abdominal y
perforacién intestinal, etc.) en comparacion con la administracion convencional, se aplica en
menos del 50% de las pacientes de CO (11).

Nuevas terapias dirigidas para el cancer de ovario epitelial

Actualmente, los estudios centrados en el desarrollo de nuevas terapias mas eficaces para el
CO van dirigidos a aumentar la supervivencia global y el periodo libre de enfermedad para
mejorar la calidad de vida de las pacientes, ya que la mayor parte de ellas recae en la
enfermedad y la posibilidad de curacion tras la recidiva es menor al 5% (222).

El estudio de la etiologia y la quimiorresistencia del CO ha llevado al desarrollo de terapias
moleculares dirigidas. En las Ultimas décadas se han desarrollado distintos inhibidores vy
anticuerpos monoclonales que van dirigidos a atacar las células cancerosas por diferentes vias,
como la angiogénesis, la supervivencia y el crecimiento celular (223). Debido a la
heterogeneidad en la biologia del CO, no existe una via predominante que se encuentre
desregulada en la mayoria de las pacientes. De modo que, igual que en otros canceres, seria
esencial la seleccion individualizada de pacientes para la aplicacion de terapias especificas
(medicina personalizada). A continuacion se describen los principales agentes novedosos para
el tratamiento del CO (Tabla 13) (95).

e Agentes contra la angiogénesis.

La angiogénesis es un componente clave en la metastasis del CO y el desarrollo de liquido
ascitico. VEGF es el principal regulador de la angiogénesis y se ha visto implicado en distintos
aspectos de la carcinogénesis ovarica (224). De hecho, la expresién aumentada de VEGF esta
asociada al mal prondstico y a la disminucion de la supervivencia (95). La terapia anti-
angiogénica ha demostrado tener efecto en el CO. Concretamente, Bevacizumab, un
anticuerpo monoclonal dirigido contra VEGF-A, ha demostrado provocar una respuesta del 16-
21% en pacientes participantes de ensayos clinicos en Fase Il y una mejora de la
supervivencia global de 6 meses al ser combinado con la quimioterapia convencional (225).
Otros agentes anti-angiogénicos en Fase | y Il son: Sunitinib (inhibidor de los receptores PDGF
y VEGF), Vatalanib (inhibidor del receptor VEGF), Cedarinib (inhibidor del receptor VEGF que
consigue una respuesta del 17%), Motesanib (inhibidor multiquinasa de PDGF, VEGF y c-KIT)
y Aflibercept (proteina de fusion de alta afinidad que actia como blogueante del receptor de
VEGF, consiguiendo una respuesta del 11%) (95).
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e Agentes contra la via PISK/AKT.

La desregulacién de la via PI3K/AKT es comun en el CO y esta asociada a mal prondstico
(62,226). Las alteraciones mas habituales son la pérdida de PTEN o la amplificacién de PI3K o
AKT. La activacion aumentada de esta via desencadena un incremento en la proliferacion, el
crecimiento, el metabolismo, la adhesién celular, asi como también induce la transformacién
maligna (62). Aunque los inhibidores de PI3K y AKT (Temsirolimus, Everolimus vy
Ridaforolimus) han entrado recientemente en Fases | y Il de ensayos clinicos (95), la utilidad de
estas vias para el tratamiento del cancer queda evidenciada con los estudios de Rapamicina y
Deforolimus — inhibidores de mTOR (proteina activada bajo el control de PI3K y AKT) —, pues
son agentes que han mostrado ya su eficacia clinica en mdaltiples tumores (95,207).

e Agentes contra HER2.

La via de HER2 tiene un papel importante en el crecimiento celular y la supervivencia, por lo
que su desregulaciéon se ha visto implicada en la patogénesis de mudltiples malignidades,
especialmente en el cancer de mama (95). Debido a la variabilidad de expresiéon de HER2 en
CO, su papel aln no esta totalmente determinado en esta enfermedad. Trastuzumab es un
anticuerpo monoclonal que se une al receptor HER2 y bloquea su funcién, pero en estudios
clinicos en Fase Il no se ha observado una relacion significativa entre la expresion del receptor
con la supervivencia o la respuesta de las pacientes a este anticuerpo. La actividad de
Trastuzumab en CO se considera limitada (95,227,228). Por otro lado, en ensayos clinicos en
Fase Il se ha visto que Pertuzumab (otro anticuerpo monoclonal contra HER2) tiene una
actividad alta en pacientes con CO que sobre-expresan HER2, aunque el beneficio adicional es
limitado, tanto siendo utilizado como agente individual como combinado con la terapia de
platino (95,228).

e Agentes contra EGFR.

El receptor tirosina quinasa EGFR, de manera similar a HER2, favorece la proliferacion, la
supervivencia celular y la angiogénesis. Tras la activacion de EGFR, se inducen las vias de
PIBK/AKT y MAPK, favoreciendo asi el desarrollo y el mantenimiento del tumor. En CO, se ha
detectado la sobre-expresion de EGFR y se ha asociado a mal prondstico. En base a ello, se
estan evaluando inhibidores de este receptor en ensayos clinicos — Cetuximab, Erlotinib y
Lapatinib (229,230) —, pero hasta la fecha, la inhibicion de EGFR no ha sido fructifera. La
actividad de Cetuximab y Lapatinib es limitada y el estudio en Fase lll de Erlotinib no ha
demostrado un beneficio adicional en pacientes con alto riesgo de CO tras el tratamiento
primario convencional (95).

e Agentes contra PARP.

Los enzimas PARP (Poli (ADP-ribosa) polimerasa) juegan un papel vital en la reparacién del
ADN, coordinando las vias de reparacion de escision de bases. Los inhibidores de PARP
bloquean esta reparacion del ADN, provocando la acumulacion de roturas de doble cadena
durante la replicacion. Estos defectos son habitualmente reparados por la recombinacion
homdloga mediada por BRCA, lo cual permite a la célula continuar con la division celular. Pero
en los tumores que carecen de BRCA1/2 funcional debido a mutaciones, la reparacion del ADN
no es posible. En consecuencia, la inhibicion de PARP en estos casos incrementa la
selectividad anti-tumoral y mejora la sensibilidad a la quimioterapia (231). En la actualidad, hay
dos inhibidores de PARP en ensayos clinicos en Fase Il (Olaparib e Iniparib) que muestran
actividad en CO recurrente sensible al platino. Notablemente, Olaparib ha demostrado un
beneficio clinico del 57% respecto a la terapia convencional. Por otra parte, también se esta
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probando el efecto de Veliparib en combinacion con la ciclofosfamida en pacientes con CO
portadoras de mutaciones en BRCA (95).

e Agentes epigenéticos.

Ademas de mutaciones hereditarias o0 esporadicas, algunos casos de CO son debidos a
alteraciones epigenéticas en el genoma. La hipoacetilacion de histonas y la metilacién anormal
del ADN también contribuyen a la tumorogénesis ovarica y a la quimiorresistencia. Se ha
demostrado que la Decitabina, un agente hipometilante de ADN, muestra una respuesta
aumentada en CO resistente al platino cuando es aplicada a dosis bajas. También hay otros
inhibidores de las deacetilasas de histonas, como Belinostat e inhibidores del proteasoma,
como Carfilzomib, que estan siendo evaluados en ensayos clinicos en Fase Il (95).

e Agentes contra MAPK/BRAF/MEK.

Una de las principales vias que regulan el crecimiento celular es la via de la quinasa ERK, que
dirige una cascada de sefializacion donde estan implicadas las quinasas RAS, RAF y MEK. Las
mutaciones en BRAF resultan en una activacion constitutiva de las vias MAP/MEK, que
desencadenan un aumento en la proliferacion de las células cancerosas y una reduccion en la
supervivencia de las pacientes. La tirosina quinasa MET esta implicada en las vias de
activacion de RAF y MAP, y se ha demostrado que la inhibicién por parte de Cabozantinib tiene
actividad en el CO avanzado independientemente de la sensibilidad al platino (95).

e Agentes contra receptores alfa-folato.

Los receptores folato (FRs), especialmente FR-a (FOLR1), se encuentran sobre-expresados en
mas del 80% de los casos de CO no mucinosos. FR-a es clave para el transporte de folato en
las células tumorales, facilita la quimiorresistencia y estad asociado a mal prondstico.
Farletuzumab es un anticuerpo monoclonal que bloquea este receptor y en un primer ensayo
clinico se ha observado que la respuesta de las pacientes alcanza el 75% y que el CA125
sérico disminuye en el 80% de las pacientes participantes del estudio. Actualmente, este
anticuerpo se estd evaluando en un ensayo clinico en Fase Ill en combinaciéon con
carboplatino-paclitaxel (95,232).

e Agentes contra WEE-1.

La quinasa WEEZ1 participa en la regulacion de la division celular. El inhibidor de WEE1 — MK-
1775 — bloquea los procesos de reparacion del ADN en células tumorales que presentan
mutaciones en TP53 (principalmente en el HGSOC), resultando en la muerte celular.
Actualmente, se estd evaluando el efecto de MK-1775 en ensayos clinicos en Fase I, en
combinacion con la quimioterapia convencional (233).
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Tabla 13. Agentes inhibidores principales en fases clinicas dirigidos a moléculas alteradas en CO.
Tabla adaptada de Ref. (95).

Dianas Inhibidores
VEGF Bevacizumab, Nintedanib
Sunitinib, Vatalanib, Sorafenib, Motesanib,
Angiogénesis VEGF TK1 Vandetanib, Cediranib, Pazopanib, Vargatef,
AMG706
VEGF TRAP Aflibercept
Apoptosi "
pop O.SIS y. Via PI3K-PTEN- Temsirolimus, Everolimus, Ridaforolimus
supervivencia celular AKT-mTOR
Receptores de factores HER2 Trastuzumab, Pertuzumab, Lapatinib
de crecimiento EGFR Cetuximab, Erlotinib, Lapatinib

Respuesta al dafio en

ADN PARP Olaparib, Iniparib, Veliparib, Rucaparib , Niraparib
Transcripcion génica Epigenéticos Decitabina, Belinostat

Transduccién de senal, Vi .
a Cabozantinib

Proliferacién celular MAPK/RAF/MEK
Transporte de folato FOLR1 Farletuzumab
Division celular WEE-1 MK-1775

Aungque en las dos Ultimas décadas se han dedicado esfuerzos para proporcionar un
tratamiento efectivo para el CO utilizando distintas clases de agentes quimioterapicos en
distintas dosis y combinaciones, las respuestas clinicas siguen siendo de corta duracion y
Unicamente han conducido a pequefias mejoras en la supervivencia de las pacientes
resistentes al platino (95,216). Ademas, tampoco existe un acuerdo global en la terapia de
mantenimiento tras el tratamiento primario convencional. En algunos casos, las terapias
dirigidas tras la quimioterapia estdndar se aplican para reducir el tamafio tumoral o ralentizar el
crecimiento de los CO avanzados (11,95). Por todo ello, es evidente la necesidad de una
mayor evolucion en las terapias dirigidas contra el CO, tanto en el desarrollo de nuevos
agentes activos como en la incorporacion de nuevas dianas terapéuticas robustas.

1.2.10. Diseminacién del cancer de ovario

La diseminacién del CO tiene un comportamiento biol6gico Unico, claramente diferente al
patrén clasico de metastasis que tienen los tumores de otros origenes (234). La metastasis del
CO puede tener lugar a través de la via transcelémica, la via hematdégena o la via linfatica. A
diferencia de la mayoria de carcinomas, la difusiéon del CO a través de la vasculatura no es
habitual (235). Sin embargo, la alta frecuencia de afectacién de ganglios linfaticos pélvicos y
para-aérticos (especialmente en estadios avanzados de la enfermedad), y la correlacién de
afectacion ganglionar con la extension intraperitoneal, indican que la extension linfatica de CO
podria ser mas comun de lo que generalmente se supone (236).

Tras la extension directa del tumor, la metastasis transcelémica es la ruta de diseminacién mas
comun del CO. De hecho, es la responsable de la alta morbilidad y mortalidad, ya que tiene la
capacidad de afectar mdltiples 6rganos vitales en el abdomen, incluyendo el sistema
gastrointestinal y el genitourinario. Aproximadamente el 70% de las pacientes presentan
metastasis en la cavidad peritoneal en el momento del diagnéstico, afectando particularmente,
las trompas de Falopio, el Utero, el anejo contralateral, el omento y el peritoneo (237). En
ocasiones, también se ven afectados el recto, la vejiga y la pared pélvica (235,238).
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En la diseminacién transcelomica, las células tumorales exfoliadas del ovario escapan del
epitelio de origen y se distribuyen en la cavidad peritoneal formando agregados multicelulares
(239), también llamados esferoides. Estos grupos de células tienen la capacidad de crecer en
condiciones independientes de anclaje y pueden ser transportadas de forma pasiva por la
cavidad abdominal a través del fluido peritoneal (liquido ascitico), el cual aumenta en volumen
en presencia de masas anexiales. Se cree que el incremento de ascitis es debido a la
obstruccion linfatica y la produccion aumentada de liquido por parte de las células mesoteliales
(240). De hecho, la ascitis es considerada un reservorio de células cancerosas y estd asociada
a la elevada mortalidad del CO, pues sus factores solubles contribuyen al crecimiento de las
células tumorales y a su implantacion en el peritoneo. Finalmente, en condiciones favorables,
las células cancerosas exfoliadas consiguen adherirse a la cavidad abdominal modificando sus
capacidades adhesivas, e invaden el tejido formando nuevos focos tumorales (Figura 12) (238).
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Figura 12. Mecanismos de metastasis transceldmica en CO. Fase 1: las células cancerosas del ovario
(verde) se desprenden del 6rgano tras alterar su expresion génica. Fase 2: el fluido peritoneal o ascitico
(flechas azules) facilita la metastasis peritoneal, linfatica y hematégena. Fase 3: evasién inmune por
inhibicion del complemento y secrecién del ligando FAS. Fase 4: formacion de esferoides. Fase 5: los
componentes solubles de la ascitis estimulan la progresion de la metastasis. Fase 6: activacion e
implantacion peritoneal. B7-H4: proteina coestimuladora inmune B7-H4. CXCL12: ligando de quimiocina
(motivo CXC) receptor 4 (CXCR4). FHL1: factor H como la proteina 1. LPA: acido lisofosfatidico. MMP:
metaloproteinasa de matriz. VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular. Imagen adaptada de Ref.
(238).
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Un apecto caracteristico de la diseminacion del CO es la ausencia de penetracién por parte de
las células tumorales tras su implantaciéon en nichos secundarios. Es decir, a diferencia de
otros carcinomas que suelen crecer en el parénquima de los 6rganos que colonizan, las células
cancerosas del ovario se extienden y crecen sobre el mesotelio que recubre los érganos de la
cavidad peritoneal, sin penetrar en las capas profundas de los tejidos (241).

Implantacién de las células del tumor ovarico en la cavidad peritoneal

Las células tumorales del ovario realizan una adhesion selectiva; se implantan y crecen en
sitios especificos de la cavidad peritoneal (242). La implantacién inicial tiene lugar en la trompa
de Falopio y el ovario contralateral. Luego, la invasion se extiende en el peritoneo y
preferentemente en el omento (243).

En el peritoneo, las zonas frecuentemente colonizadas son el peritoneo situado bajo el
diafragma derecho y el mesenterio del intestino delgado, ya que son areas bien vascularizadas
(237,242,244). El peritoneo esta compuesto por el mesotelio — la monocapa celular que recubre
la cavidad peritoneal y funciona como barrera protectora de superficies serosas y 6rganos
internos — y tejido conectivo, formado por fibroblastos, adipocitos, células del sistema inmune y
vasos sanguineos (242). Gracias a la contiglidad anatémica de la superficie ovarica con el
peritoneo, las células tumorales se extienden a través del mesotelio creando nuevos focos
tumorales. Durante la diseminacion de las células cancerosas sobre el mesotelio, las células
mesoteliales experimentan la transicion mesotelio-mesénquima para convertirse en células
mesenquimales (fibroblastos) que secretan moléculas de adhesién, TGF-B (Transforming
growth factor B; Factor de crecimiento transformante ) y VEGF — factores que favorecen la
implantacion e invasion de las células tumorales en la capa submesotelial y la posterior
angiogénesis (245-247).

En conjunto, la interaccion de las células tumorales del ovario con los componentes del
microambiente tumoral (células mesoteliales, fibroblastos, adipocitos, macréfagos y células
endoteliales) son claves para la expansion del tumor en la cavidad peritoneal. Concretamente,
las células mesoteliales facilitan la colonizacion inicial permitiendo el paso hacia el
submesotelio; los fibroblastos asociados al tumor secretan enzimas y factores que alteran la
ECM, promoviendo la invasién; los adipocitos proporcionan energia en forma de lipidos,
favoreciendo el crecimiento; los macréfagos participan en la destruccion de la ECM e inducen
la angiogénesis; y las células endoteliales promueven el crecimiento a través de la formacion
de redes capilares (Figura 13) (248).

El omento o epiplon es la zona principal del peritoneo que invaden las células tumorales
ovaricas. De hecho, el 80% de los casos de CO metastatizan en el omento (241,242,249-251).
Este es una estructura intraperitoneal con unas caracteristicas anatémicas y patoldgicas
Unicas. Consiste principalmente en tejido adiposo, acompafiado de otros componentes como
vasos sanguineos, vasos linfaticos y células del sistema inmune. Histol6gicamente, el omento
estd compuesto por una doble capa de peritoneo que cubre el estdbmago, el colon transversal y
se extiende retroperitonealmente hasta el pancreas (242).

El omento representa un soporte adecuado para el crecimiento, la supervivencia y la dispersion
de las células cancerosas (241). De manera interesante, los adipocitos que lo componen atraen
las células tumorales ovaricas con mayor intensidad que los adipocitos de otros origenes. Los
adipocitos del omento secretan citocinas, como la interleucina-8 (IL-8), que funcionan como
agentes quimioatrayentes para las células cancerosas. En respuesta a estas moléculas, las
células tumorales diseminan en la cavidad peritoneal en direccién al omento invadiendo a su
paso el mesotelio (252). Cuando las células metastasicas entran en contacto con los
adipocitos, éstos les transfieren acidos grasos y glutamina para favorecer su crecimiento. Por lo
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tanto, el tejido adiposo del omento funciona como un gran reservorio de lipidos para el
desarrollo de los nuevos focos tumorales (252,253). La proliferacién de las células cancerosas
necesita lipidos de forma masiva para suplir las necesidades aumentadas de proliferacion, ya
que estas moléculas son componentes de la membrana celular y ademdas proporcionan
energia. La obtencién de lipidos exteriores es la manera mas rapida, econémica y eficiente de
obtener energia (253).

Metastatic tumor site - omentum

Primary tumor site - ovary
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Figura 13. Comunicacion celular y sefalizacion en el proceso de diseminacién del CO. La
progresion y metéstasis del CO des del tumor primario hasta el tumor metastisico en el omento es
facilitado por la interaccion de las células cancerosas con varios componentes estromales. En el tumor
primario ovérico (izquierda), la motilidad de las células tumorales es aumentada por las proteinas que
secretan los fibroblastos asociados al cancer (Cancer associated fibroblasts, CAFs) — VCAN, MFAPS5,
CXCL12, FGF1y FGF18. Asimismo, los CAFs secretan factores pro-angiogénicos que, junto con el VEGF
que producen las células tumorales, promueven el establecimiento de microvasos tumorales para
aumentar el crecimiento a través del aporte de nutrientes. En el omento (derecha), los factores que
secretan los adipocitos y los macréfagos contribuyen a la creacion de un microambiente apropiado para el
desarrollo tumoral. Las interacciones entre los adipocitos del omento y las células tumorales
desencadenan la progresion tumoral; los adipocitos secretan citocinas (TNF-a, /L-6 e IL-8) que actlan
sobre las células tumorales acelerando la invasion y también les transfieren acidos grasos para mantener
el crecimiento tumoral. Los macréfagos del omento secretan TNF-a y VEGF, que favorecen la invasion y
la angiogénesis tumoral. Imagen adaptada de Ref. (248).
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Las células metastasicas del ovario suelen invadir de forma preferente los agregados inmunes
que se encuentran en el omento, ya que representan una fuente directa de nutrientes y
oxigeno; el microambiente de estas areas favorece intensamente su proliferacion y
supervivencia. Estos agregados son estructuras que contienen adipocitos, células mesoteliales,
células del sistema inmune y una red de capilares sanguineos (249,250). Las células tumorales
se apropian de la vasculatura densa de los agregados y dado que la angiogénesis ya esta
inducida, la formacion de nuevos vasos es rapida y, tiene lugar un crecimiento tumoral agresivo
(244). Se ha visto que al menos el 25% de las células mesoteliales que se encuentran en estos
agregados son hipoxicas (244) y, tras la activacion de TGF- (254), secretan VEGF, el cual
induce mayor vascularizacion. Asimismo, las células mesoteliales también expresan moléculas
de adhesion que permiten la unién de las células tumorales, promoviendo la metéstasis (255).
El numero elevado de plaquetas de este microambiente tumoral también resulta en un
incremento de la produccién de TGF-B, que juntamente con TP53 mutado favorece la invasién
de las células cancerosas activando la transicidon epitelio-mesénquima (TEM) (Figura 14)
(244,256).
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Figura 14. Colonizacién de los agregados inmunes del omento por parte de las células tumorales
del ovario. Los agregados inmunes del omento contienen células mesoteliales, algunas de las cuales son
hipdxicas (en rojo), por lo que secretan VEGF-A (asteriscos negros). En la parte superior se representa
el estado fisiolégico normal, en el que la produccion de VEGF-A estimula los vasos sanguineos para
producir brotes vasculares (verde delineado en rojo), resultando en la induccién de angiogénesis y el
recubrimiento de células mesoteliales. El incremento de vasos aporta mas células inmunes, junto con
oxigeno y nutrientes adicionales para soportar la entrada de células. En la parte inferior se representa el
modelo de metéstasis, en el que las células tumorales procedentes del ovario invaden los agregados y se
apropian de la vasculatura densa. Dado que la angiogénesis ya esta inducida, la formacion de nuevos
vasos sanguineos es rapida, resultando en un crecimiento tumoral agresivo. Imagen adaptada de
Ref.(244).

Moléculas de adhesion implicadas en la diseminacién del cancer de ovario

El mesovario normal es un mesotelio estacionario que comparte histogénesis y continuidad
anatomica con el mesotelio peritoneal, y que ademas conserva la capacidad de alterar su
estado de diferenciacion hacia fenotipos epiteliales o estromales en respuesta a determinadas
sefiales ambientales (257). Concretamente, el mesovario expresa un conjunto de
citoqueratinas caracteristico de las células epiteliales (las citoqueratinas 7, 8, 18, y 19),
moléculas tipicas de las células mesoteliales (el antigeno MUC1 y la 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa), y expresa de manera constitutiva marcadores mesenquimales (vimentina, N-
cadherina, y a-actina de musculo liso). Las células epiteliales del ovario también producen
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enzimas proteoliticas (el activador del plasminégeno uroquinasa, MMP2 y MMP9), y colageno
de tipo Il — caracteristico de células mesenquimales (258). En conjunto, estas moléculas
contribuyen tanto a la rotura y cicatrizacion del epitelio ovarico durante la ovulacién, como a la
remodelacion de las capacidades adhesivas durante la invasion del carcinoma.

Cabe tener en cuenta que la migracién es una propiedad natural del epitelio ovarico, pues éste
se rompe y repara cada vez que libera un oocito (259). Por lo tanto, las células cancerosas del
ovario difieren mucho de las células tumorales de otros 6rganos, ya que tienen una alta
capacidad de movilidad intrinseca, que debe de provenir del potencial migratorio de su célula
precursora (234).

e La transicion epitelio-mesénquima vy la transicion mesénquima-epitelio en el
cancer de ovario.

La conversidn de una célula epitelial en una célula mesenquimal, proceso denominado TEM,
tiene un papel clave en la metastasis. En general, durante la TEM, las células epiteliales
pierden su organizacion compacta, adquieren una morfologia en forma de huso y se
transforman en células mas moviles e invasoras, adquiriendo un comportamiento migratorio
(260). En gran parte de los carcinomas humanos, las células tumorales que experimentan la
TEM disminuyen la expresion de E-cadherina y aumentan la expresion de N-cadherina para
promover la interaccién con las células de la ECM (260,261). En contraposicién con la mayoria
de canceres, en los que E-cadherina es un gen supresor tumoral — la reversién de su expresion
revierte el fenotipo mesenquimal invasivo hacia el fenotipo epitelial benigno (260)—, en CO, E-
cadherina juega el papel opuesto (262). La expresién de esta proteina en células epiteliales de
ovario esta asociada a la tumorogénesis y a la metastasis, asi como también se ha relacionado
con el alto grado tumoral y la baja supervivencia global de las pacientes con CO (263).

Los niveles de E-cadherina varian a lo largo de la progresion del CO y su expresion es
necesaria tanto para el crecimiento del tumor primario como para el crecimiento del tumor
secundario (261). En el modelo de progresién tumoral del CO, la TEM proporciona un
mecanismo de escape hacia un nuevo nicho menos adverso, evadiendo la apoptosis y
garantizando la supervivencia celular en condiciones de estrés (257). Inicialmente, en el tumor
primario, las células cancerosas experimentan una TEM parcial, que les confiere una
capacidad mdévil adicional para la posterior invasién. Cuando estas células consiguen
desprenderse del tumor, experimentan la TEM total, para poder crecer y sobrevivir formando
esferoides compactos en el liquido ascitico. Luego, estos agregados multicelulares pasan por
el proceso inverso de transicibn mesénquima-epitelio (TME), para implantarse y formar
metastasis sélidas (264). Esta transicion permite responder a factores de crecimiento
paracrinos y sustentar el crecimiento. Finalmente, tras la colonizacién de nuevos nichos, los
implantes metastasicos atraen vasos sanguineos para continuar proliferando (241).

En resumen, la diseminacion del CO no sigue el modelo clasico de TEM de otros tumores, sino
que tiene lugar una TEM parcial para el desprendimiento del tumor primario, seguida de una
TEM total para sobrevivir en el fluido peritoneal, y el proceso inverso de TME para la
implantacion en la cavidad peritoneal.
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2. OBJETIVOS

2.1. SECCION |- Optimizacién del procedimiento de aislamiento de
exosomas presentes en el aspirado uterino para la futura
identificacion de nuevos marcadores asociados al cancer de ovario

2.1.1. Antecedentes

El cancer de ovario es el cancer ginecoldgico mas letal y la quinta causa de muerte por cancer
en mujeres del mundo occidental. Debido a la inespecificidad de los sintomas y a la falta de un
diagndstico eficaz, el cancer de ovario es detectado en el 85% de los casos en estadios
avanzados, resultando en una tasa de supervivencia a 5 afios del 28%. En contraste, la tasa de
supervivencia a 5 aflos aumenta hasta el 92% si el diagnéstico tiene lugar en estadios iniciales
de la enfermedad. Por lo tanto, existe una necesidad clinica evidente de identificar nuevos
marcadores de diagnoéstico que solos, o en combinacion con las técnicas diagnosticas actuales,
permitan detectar el cancer de ovario en estadios tempranos, mejorando asi la supervivencia
global y la calidad de vida de las pacientes.

2.1.2. Objetivo general

El uso de biofluidos para el diagnéstico precoz del cancer de ovario representa un enfoque
ampliamente estudiado. Sin embargo, el uso del aspirado uterino y, en concreto, de los
exosomas presentes en la fraccion fluida del aspirado uterino, representa un abordaje
novedoso como nueva fuente de marcadores asociados al cancer de ovario. El aspirado uterino
es una muestra poco invasiva del tracto genital femenino que no requiere la intervencién
quirdrgica para su extraccion. Los exosomas contenidos en el aspirado uterino son portadores
de moléculas especificas de las células de origen, de modo que enriquecen la muestra en
moléculas con significancia fisiopatologica. Puesto que actualmente no existe un consenso en
los métodos de aislamiento de exosomas a partir de biofluidos complejos, el primer objetivo
de esta tesis doctoral es establecer las bases del aislamiento de exosomas a partir del
aspirado uterino para la futura identificacion de marcadores asociados al cancer de ovario
(objetivo no contemplado en el desarrollo de este trabajo).

2.1.2.1. Objetivos especificos

1) Confirmar la presencia de exosomas en la fraccion fluida del aspirado uterino y
caracterizar las vesiculas aisladas en relacion a su morfologia, tamafio, concentracion y
marcadores exosomales.

2) Determinar cual es el procedimiento basado en la ultracentrifugacion més adecuado
para aislar exosomas a partir del aspirado uterino, que permita la futura identificacion de
marcadores asociados al cancer de ovario.

3) Determinar cuél es el procedimiento mas adecuado para la extraccion de ARN
procedente de exosomas de aspirado uterino, que permita la futura identificacion de
marcadores de ARN asociados al cancer de ovario.

4) Determinar la presencia de ARNm y miARNs especificos en las preparaciones
exosomales de aspirado uterino que se encuentran relacionados con patologias del tracto
genital femenino.
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2.2. SECCION lI: Busqueda de nuevas dianas terapéuticas para bloguear
la diseminacién del cancer de ovario

2.2.1. Antecedentes

El cancer de ovario metastatiza por extension directa des del tumor ovarico hacia 6rganos
vecinos o por desprendimiento de las células cancerosas del ovario, y la subsiguiente
dispersion e implantacién en el peritoneo. La enfermedad avanzada, caracterizada por el
proceso de diseminacién metastasica, es la principal causa del fracaso del tratamiento.
Actualmente el tratamiento del cancer de ovario consiste en una cirugia citorreductora radical
combinada con quimioterapia basada en platino y taxano. No obstante, aunque inicialmente el
80% de las pacientes de cancer de ovario responden al tratamiento y el 40-60% adquiere una
respuesta completa, el 90% de ellas recaen con un periodo libre de enfermedad de 18 meses.
Por consiguiente, es claramente necesario identificar las moléculas que juegan un papel
importante en el proceso de metastatizacion del cancer de ovario para desarrollar nuevas
terapias dirigidas que permitan detener dicho proceso, propiciando asi una mejora en la
supervivencia global y en la calidad de vida de las pacientes.

2.2.2. Objetivo general

Dado que el proceso de diseminacién metastasica del cancer de ovario es la principal causa
del fracaso del tratamiento actual de la enfermedad, la identificaciéon de moléculas clave en
dicho proceso podria llevar al desarrollo de nuevas terapias dirigidas contra la diseminacion.
Para ello, proponemos la caracterizacion de la expresion génica del tumor primario de ovario y
de la metastasis abdominal como el primer paso para determinar las claves del proceso
metastasico. Por consiguiente, el segundo objetivo de esta tesis doctoral es identificar
nuevas moléculas asociadas al proceso de diseminacion del cancer de ovario seroso de
alto grado, para poder ser utilizados en un futuro como dianas terapéuticas en el bloqueo de la
metéstasis.

2.2.2.1. Objetivos especificos

1) Determinar el perfil de expresion génica de muestras pareadas de tumor primario de
ovario y metastasis abdominal procedentes de pacientes de cancer de ovario seroso de alto
grado mediante la tecnologia del microarray.

2) Determinar cudles son las vias moleculares alteradas entre el tumor primario de ovario
y la metastasis abdominal mediante el software Ingenuity Pathway Analysis.

3) Determinar cudles son los candidatos que juegan un papel relevante en la
supervivencia de pacientes de cancer de ovario mediante estudios in silico.

4) Validar la sobre-expresion de los candidatos identificados en el objetivo 3 en cohortes
independientes de muestras de tumor primario y metastasis abdominal de pacientes de cancer
de ovario, a nivel de ARN, mediante la técnica de PCR cuantitativa, y a nivel de proteina,
mediante la técnica de inmunohistoquimica.

5) Determinar la expresion de los candidatos mas prometedores (objetivo 4) en muestras
de plasma procedentes de una cohorte independiente de pacientes de cancer de ovario, a nivel
de proteina, mediante la técnica de inmunoblot; y validar posteriormente la potencial aplicacién
de dichas moléculas para la mejora del diagnéstico del cancer de ovario, comparando su
expresion en muestras de plasma de una cohorte independiente de pacientes de cancer de
ovario con la expresién en muestras de plasma de una cohorte de pacientes control, a nivel de

proteina, mediante la técnica de inmunoblot.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. SECCION [: Optimizacién del procedimiento de aislamiento de
exosomas presentes en el aspirado uterino para la futura
identificacion de nuevos marcadores asociados al cancer de ovario

3.1.1. Pacientes incluidas en el estudio

En este estudio participaron un total de 39 mujeres premenopausicas; la mayoria de ellas
padecian una patologia ginecolégica benigna, y otras eran mujeres sanas sin ninguna
afectacion. Las pacientes fueron atendidas en el Hospital Universitario Vall Hebron siguiendo el
protocolo de estudio de investigacion aprobado por el comité ético (cdédigo de aprobacion:
PR_AMI_50-2012) y habiendo firmado el consentimiento informado correspondiente. En la
Tabla 14 se resumen las caracteristicas clinico-patolégicas de las pacientes. El principal criterio
de inclusion era la premenopausia. Por el contrario, fueron excluidas del estudio aquellas
mujeres que habian sufrido previamente algin céancer del tracto genital femenino, y las
pacientes con VIH o el virus de la hepatitis.

Tabla 14. Caracteristicas clinico-patolégicas de las pacientes incluidas en el estudio. Se detalla la
edad, el diagnéstico y el volumen de partida de la fraccién fluida de los AUs. Las muestras 1-27 fueron
utilizadas para comparar distintos procedimientos de aislamiento de EVs; las muestras 28-33 se
analizaron de manera individual para la caracterizacion de EVs mediante NTA e inmunoblot; y las
muestras 34-39 se utilizaron para el analisis de ARN.

Volumen fraccién

Paciente Edad Diagndstico fluida AU Sub-estudio
1 22 Cistoadenoma mucinoso 600 uL Optimizacion
2 30 Endometrioma 760 pL Optimizacion
3 24 Quiste folicular 550 pL Optimizacion
4 36 Cistoadenoma seroso papilar 1000 pL Optimizacion
5 39 Endometrioma 1000 pL Optimizacion
6 40 Endometrioma 650 uL Optimizacion
7 23 Endometrioma 300 pL Optimizacion
8 38 Cistoadenoma mucinoso 500 pL Optimizacion
9 29 Fibroma ovarico 600 uL Optimizacion
10 37 Endometrioma 450 pL Optimizacion
11 37 Endpmetrioma + leiomioma 250 L. Optimizacién
uterino
12 33 Absceso tgbo-ovanco " 120 pL Optimizacion
Endometrioma
13 44 Cistoadenoma seroso 600 pL Optimizacion
14 40 Endometrioma 400 pL Optimizacion
15 21 Cistoadenoma seroso 400 L Optimizacion
16 38 Cistoadenoma mucinoso 600 pL Optimizacion
17 31 Cistoadenoma mucinoso 100 pL Optimizacion
18 51 Endometrio proliferativo 500 pL Optimizacion
19 28 Endometrio semi-secretor 500 yL Optimizacion
20 47 Pélipo endometridsico 1000 pL Optimizacion
21 45 Leiomioma uterino 500 pL Optimizacion
22 38 Leiomioma uterino 300 L Optimizacion
23 46 Tejido endocervical normal 600 pL Optimizacion
24 50 Endometrio atréfico 350 uL Optimizacion
25 42 Pélipo endometridsico 160 uL Optimizacion
26 36 Pdlipo endometriésico 400 pL Optimizacion
27 45 Endometrioma 500 pL Optimizacion
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28 30 Endometrioma 904 L Analisis proteina
29 36 Cistoadenoma seroso papilar 1240 pL Andlisis proteina
30 53 Leiomioma uterino submucoso 434 uL Analisis proteina
31 28 Tejido endocervical normal 330 pL Analisis proteina
32 47 Pélipo endometridsico 678 L Analisis proteina
33 51 Endometrio secretor 1000 pL Andlisis proteina
34 30 Lelomioma uterino + 730 L Analisis ARN
adenomiosis
35 39 Hidrosalpinx unilateral 880 L Andlisis ARN
36 24 Cistoadenoma seroso 760 pL Andlisis ARN
37 33 Endometrio secretor 750 pL Analisis ARN
38 40 Leiomioma uterino 790 pL Analisis ARN
39 40 Leiomioma uterino 750 pL Andlisis ARN

3.1.2. Recogiday procesamiento de aspirado uterino

El AU fue obtenido mediante aspiracion con una canula de biopsia endometrial, “Pipelle de
Cornier” (Gynetics Medical Products) en la consulta ginecoldgica del Hospital Universitario Vall
Hebron. Las muestras fueron colocadas en tubos de 1,5 mL y se mantuvieron en hielo (0°C)
hasta su procesamiento en el laboratorio. El procedimiento consiste en la adicién de tampén
fosfato salino (Phosphate buffered saline, PBS) a una relacion 1:1 (v/v), mezcla de la muestra
mediante pipeteo y centrifugacion a 2.500 g (4°C) durante 20 min en un rotor F45-30-11
(Eppendorf Microcentrifuge, 5417R; Eppendorf) para retirar la fraccién celular. La fraccion fluida
del AU, de ahora en adelante denominada sobrenadante (SN), fue alicuotada y congelada a -
80°C hasta su uso. Para optimizar el protocolo de aislamiento de EVs, se utilizé un grupo de 27
SNs (muestras 1 a 27, ver apartado 3.1.1. Pacientes incluidas en el estudio,
Tabla 14), que fueron mezclados de manera homogénea y divididos posteriormente en 20
alicuotas, cada una de las cuales con 445 pL de volumen.

3.1.3. Aislamiento de exosomas

Para optimizar el aislamiento de EVs, se realizaron por cuadriplicado los protocolos Estandar
(); Filtracién (I) y colchén de Sacarosa (lll), descritos a continuaciéon (Figura 15). Para la
optimizacién de la extraccibn de mMIARN/ARNm, se testaron distintas modificaciones del
protocolo Estandar por duplicado — seccion “IV” (23).

|. Protocolo Estandar

Las EVs fueron aisladas del SN del AU mediante centrifugaciéon diferencial, siguiendo una
modificacion del protocolo de aislamiento descrito previamente por Théry et al. (157). ElI SN se
descongeld sobre hielo (0°C) y se diluyd con PBS 1X hasta un volumen final de 25 mL. A
continuacion se realizé una centrifugacion a 10.000 g (4°C) durante 30 min en la centrifuga
Heraeus MultifugeX3R, rotor FiberLite F15-8x-50c (Thermo Fisher Scientific), para retirar restos
celulares, macroparticulas y cuerpos apoptoticos. El pellet resultante enriquecido en MVs se
resuspendio en 50 uL de PBS 1X y se congel6 a -80°C. El sobrenadante se transfirié a un tubo
de ultracentrifugacion (Beckman Coulter) y se afiadi6 PBS 1X hasta alcanzar 30 mL de
volumen final, para proceder a la primera ultracentrifugacién de 2 h a 100.000 g (4°C) en la
centrifuga Sorvall WX UltraSeries, rotor AH-629 (Thermo Fisher Scientific). El sobrenadante de
esta ultracentrifugacion es la denominada Fraccién Soluble (FS), que se congel6 a -80°C. El
pellet resultante contenia EVs y otros contaminantes, de manera que se resuspendi6é en PBS
1X y se centrifugd de nuevo durante 1 h a 100.000 g (4°C), a modo de lavado. El pellet final,
que se encuentra enriquecido en EVs (probablemente junto con algunas MVs y cuerpos
apoptoticos remanentes), se resuspendié en 50 puL de PBS 1X. Tras la resuspension, se
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reservaron 5 pL del pellet de MVs y del pellet de EVs a -80°C para el andlisis del tamafio y la
concentracién de las EVs, mientras que el resto de las muestras se congelaron a -80°C para el
analisis proteico.

Il. Protocolo de Filtracion

El protocolo de Filtracion consistia en la deplecion de estructuras mayores de 200 nm del
sobrenadante obtenido tras la primera centrifugaciéon a 10.000 g del protocolo Estandar. El
fluido se hizo pasar a través de un filtro estéril (Corning) que presentaba 0,2 nm de diametro de
poro. El resto del protocolo es igual que el protocolo Estandar.

lll. Protocolo de Colchén de Sacarosa

Tras la primera ultracentrifugacion del protocolo Estandar, se realiz6 una segunda
ultracentrifugacion a 100.000 g durante 1 h (4°C) en un colch6n de Sacarosa al 30% (20 mM
Tris-HCI, pH 7,4 en D,0), de densidad 1,13-1,19 g/mL. Las EVs se recogieron punzando el
tubo por la parte inferior con una aguja, y se lavaron afiadiendo PBS 1X y centrifugando
nuevamente 1 h a 100.000 g (4°C). El pellet final se resuspendié en 50 pL de PBS 1X y se
congelaron las mismas fracciones recogidas en el protocolo Estdndar a -80°C.

V. Condiciones experimentales para la extraccion de ARN

Se testaron 4 condiciones experimentales (“A”, “B”, “C” y “D”), que incluian la sonicacion
(aplicacion de ultrasonido para agitar las particulas de la muestra y romper las estructuras
membranosas) y el tratamiento con ARNasa A (nucleasa que cataliza la hidrélisis de ARN en
fragmentos pequefios) en diferentes puntos del protocolo Estandar (Figura 23). En el protocolo
“A”, el pellet final de EVs obtenido con el protocolo de ultracentrifugacién se sonicé, se aplicé la
ARNasa A y se procedi6 a la extracciéon de ARN. En el protocolo “B”, inicamente se aplico la
sonicacién en el pellet final. En el protocolo “C”, se realiz el tratamiento de ARNasa A tras la
primera ultracentrifugacion de 2 h. Y finalmente, en el protocolo “D”, no se aplicé ni sonicacion
ni ARNasa A — era el protocolo Estandar sin modificaciones. La sonicacion consistia en 5 ciclos
de 5 s a una amplitud de 100 (Labsonic M, Sartorius Stedim Biotech). Para el tratamiento de
ARNasa A, las EVs se incubaron en 500 pL de ARNasa A (0,1 mg/mL, Qiagen) durante 1 h a
37°C.

3.1.4. Analisis del tamafio y de la concentracion de exosomas

El analisis de seguimiento de nanoparticulas se realizé mediante el equipo de Nanosight LM10
(Malvern Instruments) — equipado con un laser de 405 nm y una camara C11440 ORCA-
Flash2.8 (Hamamatsu). Los datos fueron analizados mediante el software NTA v.2.3. El
tamafio y la concentracion de las particulas fueron determinados bajo los siguientes
pardmetros: el nivel de camara y el limite de deteccién se fijaron a un maximo de 15 6 16, y un
minimo de 3 a 5, respectivamente; la ganancia de cAmara se establecié a 512; finalmente, el
desenfoque, la longitud minima de pista y el tamafio minimo esperado se definieron con el
modo automético. Las lecturas se realizaron en triplicados, registrando videos de 60 s a 18,87
fotogramas por segundo, a temperatura ambiente (TA, 23-25°C).

3.1.5. Microscopia electrénica

Las MVs y EVs aisladas se analizaron por duplicado mediante microscopia electrénica de
transmision. Las vesiculas se fijaron en 50 pL de paraformaldehido al 4%. Las muestras se
depositaron sobre rejillas de oro y se incubaron durante 1 min. Tras retirar el exceso de
muestra, se realizé la tincién negativa mediante la incubacion de 1 min con acetato de uranilo.

Seguidamente, se hizo un lavado con agua y se dejaron secar las rejillas durante toda la noche
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(overnight, o/n) a TA. Las muestras se observaron con el microscopio electronico de
transmision JEOL 1010 acoplado a una camara Orius CCD (Gatan, Inc.), que trabajaba con un
filamento de tungsteno a 80 kV.

3.1.6. Extraccién de proteina

La extraccién de proteina de las MVs y EVs se realiz6 afiadiendo tampén RIPA 1X (40 mM Tris
pH 8, 300 mM NacCl, 10 mM EDTA, Triton X-100 al 2%, con inhibidores de proteasas 1:100 —
P8340, Sigma-Aldrich) a una relacién 1:1 (v/v), y se incubaron o/n a -20°C. Los lisados se
descongelaron en hielo (0°C) y se sonicaron durante 5 ciclos de 5 s a una amplitud de 100
(Labsonic M, Sartorius Stedim Biotech), para asegurar la disrupcion de la membrana. La
extraccion de proteina de la FS recogida tras las 2 h de ultracentrifugacion se precipito
mediante la adicién de acetonitrilo 100% a una relacién 1:5 (v/v). Tras la incubacion a -20°C
o/n, se realizd una centrifugacion a 14.000 g de 30 min (4°C) para sedimentar la proteina.
Seguidamente, se realiz6é un lavado con acetonitrilo, centrifugando a 14.000 g durante 15 min
(4°C). Finalmente, el pellet se dejé secar a TA y se resuspendié en 500 pL de RIPA 1X. La
concentracion de proteina se determiné mediante el kit “Bio-Rad DC Protein Assay” (Bio-Rad
Laboratories) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

3.1.7. Inmunoblot

En este estudio, se separ6 una cantidad de 4 ug de proteinas mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE) al 10% y se transfirieron a membranas PVDF. Para el bloqueo,
las membranas se incubaron con leche en polvo sin grasa al 5% de PBS 1X con Tween 20 al
0,01%. Las proteinas fueron detectadas mediante el uso de anticuerpos inmunolégicos
primarios: anti-CD9 de ratén (dilucién 1:250; 555370, BD Biosciences), anti-CD63 de ratén
(dilucion 1:1000; OP171, Calbiochem), anti-CD81 de ratén (dilucion 1:1000; sc-166028, Santa
Cruz), anti-TSG101 de raton (dilucion 1:500; ab83, Abcam), anti-Flotilina-1 de ratén (dilucién
1:250; 610821, BD Biosciences), anti-Anexina V de conejo (diluciéon 1:1000; ab108321, Abcam)
y anti-Haptoglobina de ratén (dilucion 1:1000; ab13429, Abcam). Tras la incubacion de las
membranas con los anticuerpos primarios o/n a 4°C en rotacion, se lavaron, y se incubaron
durante 1 h a TA con el correspondiente anticuerpo secundario acoplado a HRP (Horseadish
peroxidase): inmunoglobulinas/HRP anti-IgG de ratén producido en conejo (dilucién 1:2000;
P0260, Dako) o inmunoglobulinas/HRP anti-lgG de conejo producido en cabra (dilucién 1:2000;
P0448, Dako). Finalmente, se revel6 la sefial HRP utilizando el reactivo “Immobilon Western
Chemiluminiscent HRP Substrate” (WBKLS0100; Merck Millipore). La intensidad de las bandas
se cuantificd de manera densitométrica con el software “Image J v.1.45s”.

3.1.8. Extraccion de ARN total

El ARN total, que incluye miARNs y otros ARNSs, se aisld con el kit “Qiazol and miRNeasy
MiniKit” (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En este protocolo de
extraccion de ARN, las muestras fueron inicialmente lisadas y homogeneizadas en presencia
de Qiazol, un tampén altamente desnaturalizante que inactiva inmediatamente las ARNasas
para asegurar el aislamiento del ARN intacto. Durante la extraccion de ARN también se aplico
un tratamiento con ADNasa para eliminar las moléculas de ADN con el kit “RNase-free DNase
set” (Qiagen), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Previamente a la extraccion de ARN, a cada lisado de Qiazol se afiadieron 25 nanomoles de un
miARN  sintético de la especie Caenorhabditis elegans (cel-mirR-39, 5'-
UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG-3’), como control interno para la normalizacién de los datos
de la RT-gPCR (Real Time quantitative PCR; Reaccion en Cadena de la Polimerasa
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cuantitativa a tiempo real) (265). El ARN de las MVs y EVs se eluy6 con 20 uL de agua libre de
nucleasas (“Nuclease-free water”, Ambion) y se guard6 a -80°C hasta andlisis posteriores. La
concentracion e integridad del ARN se determind mediante electroforesis capilar utilizando el
sistema “Agilent RNA6000PicoKit” en el equipo Agilent2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies).

3.1.9. Transcripcion reversa, pre-amplificacion y RT-gPCR

En este estudio, el ARN se convirti6 a cADN utilizando la transcriptasa reversa comercial
“SuperScript Il Reverse Transcriptase” (Invitrogen), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Para el analisis de miARN, el ARN se retrotranscribié mediante “TagMan MicroRNA
Reverse Transcription Kit” y cebadores de las estructuras de horquilla (tallo-bucle) de miARNs
especificos. Previamente a la RT-gPCR, el cADN se pre-amplificé por medio de “TagMan
Preamp Master Mix Kit” (Applied Biosystems), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para la RT-gPCR se utilizaron “TagMan Universal MasterMix Il with UNG” (Applied Biosystems)
y sondas TagMan dirigidas a transcritos y miARNs especificos. Concretamente, las sondas
fueron: 18S (4319413E), TSG101 (Hs00173072), PDCD6IP - ALIX (Hs00183813_m1), GAPDH
(Hs99999905_m1), pB-Actina (4333762T), CD24 (Hs02379687), MUC16 - CA-125
(Hs01065189), miR-200b (002251), miR-200c (002300), miR-223 (002295), miR-141 (000463),
miR-205 (000509), miR-17 (002308), miR-106a (002169), RNU6B (001093), RNU48 (001006),
RNU44 (001094), U75 (001219) y miR-39 (000200).

La RT-gPCR tuvo lugar en el equipo ABI7900 Real-Time PCR Systems (Thermo Fisher
Scientific). Las reacciones se hicieron en triplicado, y sélo se aceptaron los resultados con un
valor de desviacion estandar inferior a 0,37. El andlisis se ejecuté con el software “Expression
Suite v1.0”; el umbral de ruido de fondo se establecié en la fase exponencial de la RT-gPCR. El
cel-miR-39 sintético se utilizé para la normalizaciéon de los datos, ya que se afiadié la misma
cantidad de oligonucleoétido a todas las muestras previamente a la extraccion de ARN.

3.1.10. Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software “GraphPad Prism 5”. Para comparar los
promedios de la concentracién de EVs, la distribucion del tamafio de las particulas, y la
expresion de tetraspaninas y miARNS, se aplico el test de la T de Student (T-test). El test de
Pearson se utiliz6 para los andlisis de correlacion. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas cuando la probabilidad era inferior a 0,05 (p-valor < 0,05).
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3.2. SECCION lI: Busqueda de nuevas dianas terapéuticas para bloguear
la diseminacién del cancer de ovario

3.2.1. Pacientes incluidas en el estudio

Para este estudio fueron reclutadas un total de 86 mujeres con HGSOC en estadio avanzado
(l-1V) — pacientes 1 a 86 — y 5 mujeres que presentaban masas anexiales benignas (pacientes
87 a 91) en el Hospital Universitario Vall Hebron, siguiendo el protocolo aprobado por el comité
ético (cédigo PR_AMI_50-2012) y habiendo firmado el consentimiento informado
correspondiente. Las pacientes con HGSOC (todas ellas mujeres posmenopausicas) fueron
tratadas principalmente con la combinacion de cirugia citorreductora y quimioterapia estandar
adyuvante o neoadyuvante — 6 ciclos de carboplatino y taxol. La citorreduccién se consider6
Optima cuando no habia tumor residual a nivel macroscépico. De manera adicional, algunas
pacientes fueron tratadas con nuevos farmacos como bevacizumab, pazopanib, velaparib o
AMG386. El estadio tumoral fue determinado de acuerdo con la clasificacién de la FIGO y el
grado tumoral fue definido siguiendo los criterios descritos en (58,70). Las mujeres que habian
desarrollado anteriormente otros tipos de carcinomas fueron excluidas del estudio, asi como
también aquellas que eran positivas para el VIH o el virus de la hepatitis. Las caracteristicas
clinico-patologicas de las pacientes se describen en la Tabla 15.
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Tabla 15. Caracteristicas clinico-patolégicas de las pacientes incluidas en el estudio. Se detalla el estadio FIGO, el grado tumoral, el tumor residual tras la cirugia, el
tratamiento quimioterapico especifico y los niveles séricos pre-operativos de CA125. También se registraron los casos de recaida y la supervivencia libre de enfermedad
(intervalo de tiempo comprendido entre el momento de diagnéstico y el primer sintoma de recurrencia). Se describen el tumor primario y los implantes metastasicos, asi como
el experimento en el que fueron incluidos. ND: No disponible.

Niveles Supervivencia
Tumor séricos de libre de Tumor
Paciente  Tipo Estadio Grado residual Tratamiento (quimioterapia) Recaida . . Metéastasis Experimento
(cm) CA125 enfermedad primario
(U/mL) (meses)
1 SR el llic 3 <0,1 Adyuvante, 6 x CP-TX + bevacizumab 2,765 Si ND Ovario Pt’erl'Foneo Microarray
Seroso pélvico
2 gg;r:;carcmoma lllc 3 >1 Adyuvante, 6 x CP-TX + pazopanib 4,365 Si 60 Ovario Epiplén Microarray
A i . . . . .
3 S:s)r;c;carcmoma lllc 3 <1 Adyuvante, 6 x CP-TX + bevacizumab 233 Si 25 Ovario Peritoneo Microarray
4 s:;zzcam'”oma lla 3 0 Adyuvante, 3 x CP-TX 174 No 39 Ovario  Peritoneo RT-GPCR
5 Qggzzcam'”oma llic 3 0 Adyuvante, 6 x CP-TX 223 si 26 Ovario  Peritoneo RT-gPCR
6 ?:sjzzcarc'”oma liic 3 0 Adyuvante, 6 x CP-TX 121 Si 20 Ovario  Omento RT-gPCR
7 AOEIREIENENE 3 0 Adyuvante, 6 x CP-TX 1,984 No 31 ovaip  Nodulorenal oo pep
SEeroso adenopéatico
8 ggsjr;zcarcmoma v 3 0 Adyuvante, 6 x CP-TX 706 si 18 Ovario  Peritoneo RT-qPCR
Adenocarcinom . . P - . No6dul ra-
9 EEEEE I llic 3 0 No quimioterapia (Sélo cirugia) 72 Si 15 Ovario ?d.u 0 para RT-gPCR
Seroso aortico
10 ggs;;zcam'"oma liib 3 0 Adyuvante, 6 x CP-TX 2,671 si 12 Ovario  Epiplén RT-GPCR
1 Qgs)r;zcarc'”oma B 3 0 Adyuvante, 6 x CP-TX 18 No 14 Ovario  Peritoneo RT-gPCR
12 ?:Zr;c;carcmoma llic 3 <1 Adyuvante, 6 x CP-TX + bevacizumab 570 Si 16 Ovario Peritoneo RT-gPCR
13 ,:\;Jreor;(;carcmoma lllc 3 0,2 Adyuvante, 6 x CP-TX + bevacizumab 443 Si 9 Ovario Epiplon RT-gPCR
14 Adenocarcinoma llic 3 0,2 NeoaQyuvante, 6 x CP-TX + 2,181 Si 19 Ovario Peritoneo RT-gPCR
Seroso bevacizumab
i -TX +
15 RSO 3 0 NN (O (SRR 19,007 si 11 Ovario  Epiplén RT-qPCR
Seroso bevacizumab
16 sg;r;zcarc'noma Y% 3 <01 Neoadyuvante, 7 x CP-TX (4+3) 914 Si 4 Ovario  Omento RT-gPCR
17 Adenocarcinoma  llic 3 0,5 Neoadyuvante, 6 x CP-TX (3+3) 1,344 Si 0 Ovario Epiplon RT-qPCR
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Seroso

18 ?gzzzcam'”oma liic 0 Neoadyuvante, 6 x CP-TX (3+3) 1,245 si 8 Ovario  Epiplon RT-GPCR

i - +3) +

19 Adenocarcinoma i <1 Neoadyuvante, 6 x CP-TX (3+3) 311 NoO 9 Ovario Epiplén RT-gPCR
Seroso bevacizumab

20 Adenocarcinoma - 0 Neoadyuvante, 6 x CP-TX (3+3) 1,026 No 9 Ovario ~ Mesocolon o ipcR
Seroso SlngIde

21 Adenocarcinoma - 0 Neoadyuvante, 6 x CP-TX (3+3) + 3,418 No 26 Ovario  Peritoneo RT-gPCR
Seroso bevacizumab

22 ?g:)r;zcarc'noma liic 0,5 Neoadyuvante, 6 x CP-TX (3+3) 8,233 No 14 Ovaric  Omento RT-GPCR

23 Adenocarcinoma. - 0 Neoadyuvante, 6 x CP-TX (3+3) 53 No 14 Ovario  1omPade  orpcR
Seroso Falopio
Adenocarcinoma . N6dulo

24 liic 0 Adyuvante, 6 x CP-TX 1,383 No 98 Ovario IHQ
Seroso Douglas

25 AOIEIREEIEnE 0 Adyuvante, 6 x CP-TX 96,4 si 21 Ovarip  Mesocolon 0
Seroso SIQmOIde

26 gg;r:;carcmoma llic 0 Adyuvante, 6 x CP-TX + pazopanib 612 Si 18 Ovario Epiplén IHQ

27 ,:gsjr;c;carcmoma lllc <0,1 Adyuvante, 6 x CP-TX + bevacizumab 2,77 Si ND Ovario Peritoneo IHQ

28 ,:éj:)r:;carcmoma llic >1 Adyuvante, 6 x CP-TX + pazopanib 4,365 Si 61 Ovario Epiplén IHQ

29 ,:grtzr;c;carcmoma liic >1 Adyuvante, 6 x CP-TX 476 si 76 Ovario  Epiplén IHQ

30 Adenocarcinoma - 0 Adyuvante, 6 x CP/TX + bevacizumab 332 si 74 Ovarip  >lgmoide - IHQ
Seroso recto
Adenocarcinoma LEEIMETED

31 Seroso llic 0 Adyuvante, 6 x CP/TX 3,417 Si 9 Ovario infundibulo- IHQ

pélvico

32 Adenocarcinoma - <05 Adyuvante, 6 x CP/TX 155 si 12 Ovario ~ Dlagragma
Seroso pélvico

33 Adenocarcinoma. - ND ND ND s ND Ovario  Mesotelio IHQ
Seroso

34 ?:ngzcarc'”"ma lic 0,3 Adyuvante, 6 x CP/TX 1,329 No 87 Ovario  Epiplon IHQ

35 AOEMESEEENE gy <05 Adyuvante, 6 x CP/TX 1,181 si i G ool IHQ
Seroso SIQmOIde

36 ggg;zcam'noma vV >1 Adyuvante, 11 x CP/TX 332,9 si 0 Ovario  Epiplén IHQ

37 GUIEEIEIRIEN >2 Adyuvante, 11 x CP/TX 10,49 si 0 Ovarip  Ndulo IHQ
Seroso Douglas
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38 Adenocarcinoma - 0 Adyuvante, 6 x CP/TX 1,028 Si 22 ovario WP 0
Seroso diafragméatica
39 Adenocarcinoma - <2 Neoadyuvante, 12 x CP/TX (9+3) 430 Si 0 Ovarip  odulocolon
SEeroso sigmoide
40 Adenocarcinoma - 0,5 ND 673 si ND Ovario  Epiplon IHQ
Seroso
41 GRSy >1 Adyuvante, 8 x CP/TX (5+3) 3,162 No 144 G Ll IHQ
Seroso Douglas
Adenocarcinoma Nodulo
42 llic ND ND ND Si ND Ovario peritoneo IHQ
Seroso )
parietal
43 Adenocarcinoma. - 0 Adyuvante, 6 x CP/TX 191 Si 12 Ovarip ' ertoneo IHQ
SEeroso parietocdlico
44 Adenocarcinoma - 0 Adyuvante, 6 x CP/TX 138 Si 51 Ovario ~ Nodulo IHQ
Seroso mesentérico
45 AOIEIREEIEnE 0,1 ND 2232 ND ND Ovario  Mesotelio IHQ
SEeroso
46 Adenocarcinoma - 0 Adyuvante, 6 x CP/TX 246 No 108 Ovario  Mesocolon
Seroso sigmoide
47 gggzzcam'”oma lilc 0 Adyuvante, 6 x CP/TX 123 Si 15 Ovario  Abdominal Inmunoblot - Plasma
48 ,:::Jr:;carcmoma llic - Neoadyuvante 8 x CP/TX (No cirugia) 6,049 Si 0 Ovario Abdominal Inmunoblot - Plasma
49 ,:\gs)r;c;carcmoma lllc 0,1 Neoadyuvante 8 x CP/TX 1,708 Si 12 Ovario Abdominal Inmunoblot - Plasma
50 Adenocarcinoma llic - Neoagyuyante multiples ciclos CP/TX 198 Si 0 Ovario Abdominal Inmunoblot - Plasma
Seroso (No cirugia)
51 s llic - NeoafdyU\'/ante PSP 274 Si 12 Ovario Abdominal Inmunoblot - Plasma
Seroso (No cirugia)
52 ggsjr;c;carcmoma IVa 0 Adyuvante 6 x CP/TX 212 Si 3 Ovario Abdominal Inmunoblot - Plasma
A i . .
53 s:s)r;c:)carcmoma IVa 0 Neoadyuvante 6 x CP/TX 90 Si 12 Ovario Abdominal Inmunoblot - Plasma
54 Adenocarcinoma llic - NeanJyuyante multiples ciclos CP/TX 285 Si 12 Ovario Abdominal Inmunoblot - Plasma
Seroso (No cirugia)
55 ,:greor;(;carcmoma IVb 0 Neoadyuvante 6 x CP/TX 2,368 Si 13 Ovario Abdominal Inmunoblot - Plasma
56 ?:Zr;zcarcmoma llic 0 Neoadyuvante 6 x CP/TX + AMG386 2,181 Si 14 Ovario Abdominal Inmunoblot - Plasma
57 ﬁ\grir;c;carcmoma llic - Neoadyuvante 6 x CP/TX (No cirugia) 8,833 No - Ovario Abdominal Inmunoblot - Plasma
58 Adenocarcinoma llic 0 Adyuvante 6 x CP/TX 112 Si 2 Ovario Abdominal Inmunoblot - Plasma
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59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

7

78
79

Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma

llic

llic

llic

lllc

llic

Ilb

lllc

llic

lllc

Ilb

llic

lllc

lllc

llic

lllc

llic

llic

llic

llic

llic

llic

Neoadyuvante 6 x CP/TX

Neoadyuvante 6 x CP/TX

Neoadyuvante 6 x CP/TX (No cirugia)

Neoadyuvante 6 x CP/TX (No cirugia)

Neoadyuvante 6 x CP/TX +
bevacizumab

Adyuvante 6 x CP/TX
Neoadyuvante 6 x CP/TX
Adyuvante 6 x CP/TX
Neoadyuvante 6 x CP/TX
Adyuvante 6 x CP/TX
Adyuvante 6 x CP/TX
Adyuvante 6 x CP/TX
Neoadyuvante 6 x CP/TX
Neoadyuvante 6 x CP/TX

Neoadyuvante 6 x CP/TX

Neoadyuvante 6 x CP/TX +
bevacizumab

Neoadyuvante 6 x CP/TX

No guimioterapia (Sélo cirugia)

Neoadyuvante 6 x CP/TX +
bevacizumab

No guimioterapia (Sélo cirugia)

Adyuvante 6 x CP/TX

1,245

1,026

7,02

8,85

311

57

2,711

ND

238

2,671

8,233

53

1,344

1,255

1,035

320

42,956

560

315

570
19,9

Si

No

Si

No

Si

No

Si

Si

No

No

No

No

Si

Si

No

No

ND

Si

ND
No

11

14

14

11

ND

11

ND

Ovario

Ovario

Ovario

Ovario

Ovario

Ovario

QOvario

Ovario

QOvario

Ovario

Ovario

Ovario

Ovario

Ovario

Ovario

Ovario

Ovario

Ovario

Ovario

Ovario

Ovario

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma
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80

81

82

83

84

85

86
87
88

89

90

91

Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
Seroso

Torsién ovarica
Cistoadenoma
Seroso
Cistoadenoma
Seroso
paraovarico
Cistoadenoma
Seroso
Cistoadenoma
Seroso

lllc

llic

lla

llic

Ilb

llic

lllc

Adyuvante 6 x CP/TX + velaparib
Adyuvante 6 x CP/TX

Adyuvante 6 x CP/TX + velaparib
Adyuvante 6 x CP/TX
Neoadyuvante 6 x CP/TX
Adyuvante 6 x CP/TX

Adyuvante 6 x CP/TX

3,353

510

1,189

ND

245

2,685

8,245

No

No

No

Si

No

No

No

Ovario

Ovario

Ovario

Ovario

Ovario

Ovario

Ovario
Ovario

Ovario

QOvario

Ovario

QOvario

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Abdominal

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma
Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma

Inmunoblot - Plasma
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3.2.2. Recogiday procesamiento de tejido

Durante la cirugia citorreductora se recogieron muestras pareadas de tejido del tumor primario
de ovario (T) y la metéastasis abdominal (M) de un total de 46 pacientes con HGSOC en el
Departamento de Ginecologia Oncolégica del Hospital Universitario Vall Hebron. Por un lado,
de las pacientes 1 a 23 (ver apartado 3.2.1. Pacientes incluidas en el estudio, Tabla 15), se
recogio una porcion de tejido de T y M (con porcentaje de células tumorales superior al 90%),
qgue fue etiquetada y congelada a -80°C para la posterior extraccion de ARN. La muestra
restante fue fijada en formaldehido al 10% para generar bloques de tejido incluido en parafina
para el estudio histopatolégico rutinario. Por otro lado, de las pacientes 24 a 46 (ver apartado
3.2.1. Pacientes incluidas en el estudio, Tabla 15), se recogié una porcién de tejido de Ty M,
que fueron directamente fijadas en formaldehido al 10% y posteriormente, se realizaron
secciones seriadas de cada bloque de parafina para el estudio histopatoldgico rutinario y para
los analisis de IHQ especificos.

3.2.3. Recogiday procesamiento de sangre

Previamente a la cirugia, se recogié una muestra de sangre de un total de 40 pacientes
(pacientes 47 a 91, ver apartado 3.2.1. Pacientes incluidas en el estudio, Tabla 15) en tubos
EDTA (10 mL, Pulmolab) y se afiadieron inhibidores de proteasa (P8340, Sigma-Aldrich) a una
relacion 1:200 (v/v). Tras la mezcla por inversion (10 veces), la muestra se centrifug6é a 1.300 g
durante 15 min a TA. El sobrenadante resultante se centrifugdé nuevamente a 3.000 g durante
15 min a 4°C y finalmente, este sobrenadante (plasma) se alicuotd y congel6 a -80°C hasta el
momento de su andlisis.

3.2.4. Aislamiento de ARN

Para la extraccion de ARN del tejido, se homogeneizaron 50 mg aproximadamente en
presencia de un reactivo de lisado (tampon RLT, Qiagen), mediante el equipo FastPrep®-24
(116004500, MP BIOMEDICALS) — 5 ciclos de 36 s a 6,5 m/s de velocidad. El ARN total se
extrajo mediante “RNeasy Mini kit” (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A
lo largo de la extraccion de ARN del tejido, también se aplicé el tratamiento de ADNasa en
columna con el kit “RNase-free DNase set” (Qiagen) para eliminar el ADN de la muestra,
siguiendo las recomendaciones del fabricante. La concentracion e integridad del ARN fue
determinada con el equipo NanoDrop (ND-2000c, Thermo Fisher Scientific). La integridad fue
definida con el equipo Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) en el sistema de
“Agilent RNA 6000 Pico kit". Sdlo aquellas muestras con valores de RIN — RNA Integrity
Number; indice de integridad del ARN — superiores a 6,5 fueron incluidas en el analisis.

3.2.5. Analisis de microarray

En este estudio, para determinar los perfiles de expresion génica se extrajo ARN de 3 muestras
pareadas de T y M procedentes de pacientes con HGSOC en estadio avanzado que no habian
recibido quimioterapia previamente a la cirugia (pacientes 1 a 3, ver apartado 3.2.1. Pacientes
incluidas en el estudio, Tabla 15). ElI microarray (Affymetrix) fue diseflado mediante el
algoritmo Tethys, utilizando la base de datos ENSEMBL. EI ARN fue amplificado y marcado
con los fluor6foros Cy3 y Cy5 mediante el sistema comercial “MessageAmp™ Il aRNA
Amplification Kit” (Ambion), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La hibridacion del
microarray tuvo lugar a 60°C durante 17 h. Los datos crudos fueron obtenidos con el equipo
Agilent DNA Microarray Scanner (G2505B, Agilent) y el software Agilent correspondiente
(“Feature Extraction Software Agilent”). Para eliminar las desviaciones técnicas, los arrays
fueron pre-procesados utilizando el método RMA (Robust Multi-array Average) (266). Con el
objetivo de descartar aquellos genes con sefial baja y los genes con variabilidad reducida, se
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aplicaron unos pasos de filtraciébn no especificos: se eliminaron las sondas que habia
proporcionado el fabricante como control de calidad; se descartaron los genes cuya sefial por
grupo era inferior al percentil 75 de todas las sefiales detectadas; y finalmente, se eliminaron
aquellos genes que presentaban una desviacién estandar por debajo del percentil 75 de todas
las desviaciones estandar. La seleccién de los genes diferencialmente expresados se realizd
con un modelo linear para cada gen, seguido de una regularizacién de la varianza basado en el
modelo empirico de Bayes (267). Aquellos genes con log FC (Fold change; cambio de
expresioén) < -1; >1 y p-valor < 0,05 fueron considerados diferencialmente expresados entre T y
M de manera estadisticamente significativa. Para mostrar los perfiles de expresion génica, se
generé un heatmap (gréafico con diferentes colores en base a la expresién de los genes, donde
el rojo representa sobre-expresion y el azul representa infra-expresion) que representaba la
agrupacion jerarquica de los genes con la distancia de correlacion (Figura 31).

3.2.6. Andlisis de vias de sefializaciéon

En este estudio se utilizé el software bioinformatico “IPA, v.9.0” (Ingenuity Pathways Analysis,
de Ingenuity Systems) (268) para analizar las vias moleculares de los genes alterados entre T y
M, profundizando asi en la biologia de estas muestras. Concretamente, esta herramienta
proporciond las redes génicas, las vias y los procesos biolégicos mas significativos asociados a
los genes diferencialmente expresados, obtenidos del analisis del microarray, con log FC <-1;
>1 y un p-valor < 0,05. La informacién asociada a cada gen fue determinada con la base de
datos interna de IPA.

3.2.7. Base de datos CSIOVDB

CSIOVDB (269) es una base de datos transcriptdmica que contiene informacion de 3.431
muestras de CO humano — incluyendo el carcinoma ovarico, el de trompas de Falopio y el de
peritoneo, y las metéstasis en el ovario —, correspondientes a 3.261 pacientes individuales. Las
muestras de CO representan el 91,49% del total y mas concretamente, el HGSOC representa
el 73,75% del total — porcentaje muy similar al de la realidad poblacional (28). Los estadios
avanzados lll y IV representan el 65,35% del total de la base de datos, que también es
comparable a la realidad clinica (12). El promedio de edad de las pacientes es de 58 afios.
Esta base de datos fue construida en base a estudios publicos de diferentes repositorios, por lo
que previamente se corrigié la variabilidad debida a reactivos, protocolos, procedimientos,
tiempo transcurrido desde la recogida de las muestras y régimen de terapia, entre otros
factores. Los pardmetros clinico-patolégicos disponibles incluyen el grado tumoral, el tumor
residual, la respuesta clinica y la edad. Esta base de datos presenta informacion acerca del
subtipo molecular y el estatus TEM para cada muestra de CO. De manera interesante, contiene
informacién de la tasa de supervivencia global de 1.868 pacientes, y de la tasa de
supervivencia libre de enfermedad de 1.516 pacientes (270).

Esta herramienta online y de acceso libre fue utilizada en este estudio para determinar la
relacién entre la expresion de genes especificos encontrados diferencialmente expresados
entre las muestras de T y M analizadas por microarray (en concreto para los genes INHBA,
GREM1, MMP11, PLVAP, MXRA5, PXDN, RNF152 y BCL2L11) y la supervivencia de las
pacientes. El tamafio muestral fue de 934 casos para todos los genes, a excepcion de RNF152,
para el cual habia informacién de 405 casos. Las pacientes segregaron en dos grupos distintos
en funcion de la expresién baja (Q1) o alta (Q4) de cada gen a nivel de ARNm. Los p-valores
fueron generados de manera automética con el test “log-rank”.
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3.2.8. Transcripcién reversay RT-qPCR

Para las muestras 4 a 23 (ver apartado 3.2.1. Pacientes incluidas en el estudio, Tabla 15), una
vez extraido y purificado el ARN de T y M con “RNeasy Mini kit” (Qiagen), se procedio a la
retrotranscripcion de 1 pg de ARN con la transcriptasa reversa “SuperScript Il Reverse
Transcriptase” (Invitrogen). El cADN resultante fue utilizado en triplicado para la RT-gPCR, la
cual se realizdé con “TagMan Universal MasterMix Il with UNG” (Applied Biosystems) y sondas
TagMan especificas contra los transcritos: FABP4 (Hs01086177_m1l), INHBA
(Hs01081598_m1), GREM1 (Hs00171951_m1l1), MMP11 (Hs00968295 m1), PLVAP
(Hs00229941 m1), MXRA5 (Hs01019147 m1l), PXDN (Hs00395488 ml) and GAPDH
(Hs99999905 m1). La RT-gPCR tuvo lugar en el equipo ABI7900 Real-Time PCR Systems y el
analisis de los datos se realizd con el software “Expression Suite v1.0” bajo los mismos criterios
descritos y parametros establecidos en el apartado 3.1.9. Transcripcion reversa, pre-
amplificacion y RT-qPCR. En este caso, se utilizd la expresion de GAPDH como control
enddgeno para la normalizacién de los datos, ya que su expresion era constante a lo largo de
las distintas muestras analizadas.

3.2.9. Inmunohistoquimica

En el Departamento de Anatomia Patoldégica del Hospital Universitario Vall Hebron se
realizaron secciones de 5 pum de grosor de las muestras de T y M incluidas en parafina,
procedentes de 23 pacientes con HGSOC en estadio avanzado (pacientes 24 a 46, ver
apartado 3.2.1. Pacientes incluidas en el estudio, Tabla 15). Las muestras se desparafinaron
mediante la incubacién en xileno y la rehidratacién con soluciones de etanol de concentracién
decreciente (100%, 90% y 70%), siguiendo un protocolo estandar para esta técnica. Para la
recuperacién antigénica, las secciones de tejido desparafinadas se sumergieron en tampon
citrato pH 6 (FABP4), pH 7 (MMP11) o pH 9 (INHBA, GREM1 y PLVAP) en un equipo de alta
presion a 110°C durante 4 min. A continuacion, se inhibié la actividad peroxidasa endégena con
H,O, al 3%. Para la tincién IHQ se incubaron las secciones a TA con anticuerpos secundarios
contra FABP4 (dilucion 1:200, 2 h; ab13979, Abcam), MMP11 (dilucién 1:200, 1 h; MS-1035-B,
Thermo Fisher Scientific), INHBA (dilucion 1:20, 2 h; MAB3381, R&D Systems), GREM1
(dilucion 1:100, 2 h; sc-18274, Santa Cruz Biotechnology) y PLVAP (dilucion 1:50, 1 h;
ab81719, Abcam). Seguidamente, las laminas se incubaron durante 30 min a TA con
anticuerpos conjugados a peroxidasa: anti-IgG de conejo (FABP4), anti-lgG de raton (MMP11,
INHBA y PLVAP) o anti-IgG de cabra (GREM1) — “Immunoglobulin EnVision Dual System”,
DAKO. Tras la unién a los anticuerpos secundarios, se lavaron las muestras y se completaron
las reacciones con diaminobencidina. Finalmente, se hizo una tincién con hematoxilina para
poder visualizar posteriormente los nucleos celulares. Las tinciones fueron examinadas por dos
patélogos expertos independientes, que no tenian informacién previa de los datos clinico-
patologicos de las muestras. De cada seccidn se analizaron de manera detallada tres areas
distintas a 20 aumentos. Los histoscores se calcularon como la suma de (1 x % células
positivas con tincién débil) + (2 x % células positivas con tincibn moderada) + (3 x % células
positivas con tincion fuerte), con un méaximo de 300. El porcentaje de células tefiidas se evalu6
semi-cuantitativamente en células cancerosas, estromales y endoteliales para cada candidato
en concreto.

3.2.10. Extraccidén de proteina

Para extraer la proteina de los tejidos (pacientes 47 a 91, ver apartado 3.2.1. Pacientes
incluidas en el estudio, Tabla 15), se afadieron a cada biopsia (50 mg) 200 pL de tampdn
RIPA 1X y se sonic6 durante 10 ciclos de 10 s a una amplitud de 100 (Labsonic M, Sartorius
Stedim Biotech). Seguidamente, los lisados se centrifugaron a 10.000 g durante 10 min a 4°C y
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el sobrenadante que contenia las proteinas solubles se transfirié a un nuevo tubo de 1,5 mL y
se congelo a -20°C hasta su analisis posterior. Para determinar la concentracion de proteina se
utilizé el kit comercial “Bio-Rad DC Protein Assay” (Bio-Rad Laboratories) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

3.2.11. Inmunoblot

En el caso de tejido (muestras de T: pacientes 5, 7 y 12; muestras de M: pacientes 4, 9y 13) —
ver apartado 3.2.1. Pacientes incluidas en el estudio, Tabla 15 —, se separ6 una cantidad de 10
Hg de proteinas mediante SDS-PAGE al 12%. En el caso de muestras de plasma (pacientes 47
a 91), se carg6 un volumen constante de 2 uL. El procedimiento es el mismo que el descrito
previamente en el apartado 3.1.7. Inmunoblot, pero en este caso, las proteinas de interés se
detectaron mediante los anticuerpos primarios anti-FABP4 (dilucién 1:200; ab13979, Abcam) y
anti-MMP11 (dilucién 1:200; MS-1035-B, Thermo Fisher Scientific) — incubacién en rotacion a
4°C durante la noche. Finalmente, la intensidad de las bandas fue determinada con el software
“Image J v.1.45s”.

3.2.12. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el programa “Statistical Package for Social Science v.17.0”
(SPSS, IBM). Con el fin de comparar las medias de los niveles de expresion de ARNm y
proteina entre T y M, se aplicé el test de la T de Student. El test de Spearman se utiliz6 para
analizar la correlacion entre genes. Finalmente, para estudiar la relacién entre los datos de RT-
gPCR / IHQ vy la informacién clinica (quimioterapia, tumor residual, supervivencia libre de
enfermedad y niveles pre-operativos de CA125) se emplearon tests no paramétricos. La
probabilidad de p-valor < 0,05 se consider6 estadisticamente significativa en todos los casos.
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4. RESULTADOS

4.1. SECCION I: Optimizacion del procedimiento de aislamiento de
exosomas presentes en el aspirado uterino para la futura
identificacion de nuevos marcadores asociados al cancer de ovario

4.1.1. Optimizacion del procedimiento de aislamiento de exosomas
a partir de aspirado uterino

Para optimizar el procedimiento de aislamiento de EVs a partir de AU, se utilizé un pool de la
fraccion fluida de 27 muestras de AU. Se compararon tres protocolos de aislamiento de EVs
basados en la ultracentrifugaciéon a 100.000 g — denominados protocolo Estandar, Filtracion y
Sacarosa. Concretamente, describimos como procedimiento Estandar aquel en el que se aislan
las EVs mediante la centrifugacion diferencial, que incluye la ultracentrifugacién convencional a
100.000 g. En el procedimiento de Filtracién, se filtra la muestra previamente a la primera
ultracentrifugacion, para prevenir la precipitacion de MVs. Y finalmente, en el procedimiento de
Sacarosa, los exosomas se ultracentrifugan en un colchén de sacarosa que iguala la densidad
de los exosomas (1,13-1,19 g/mL). La fraccién enriquecida en MVs y las proteinas de la FS
también fueron recogidas y analizadas para determinar la eventual pérdida de exosomas a lo
largo de los protocolos. En la Figura 15 se representa el trabajo experimental realizado de
manera esquematica.
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Figura 15. Representacion esquematica de los tres protocolos de aislamiento de EVs a partir de AU
— protocolo Estandar (St), Filtracion (F) y Sacarosa (S).
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Tal y como se observa mediante microscopia electronica de transmision (Figura 16), los tres
protocolos permiten aislar EVs y éstas tienen la forma de copa caracteristica artefactual que
resulta de la visualizacién de EVs mediante esta técnica (112). Tanto en el caso de las EVs
como en el de las MVs se podia observar la bicapa bien definida por la que estan formadas.
Aunqgue con la microscopia electrénica no se puede determinar el tamafio de las vesiculas
extracelulares con exactitud, es posible hacer una aproximacién. El tamafio de las EVs (100-
200 nm) era menor que el de las MVs (200-500 nm), especialmente en el caso del protocolo
Estandar. Los extractos de FS no fueron considerados para el andlisis de microscopia
electronica, ya que era muy poco probable encontrar vesiculas en dichas fracciones.
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Figura 16. Imagenes de microscopia electrénica de transmision de las vesiculas extracelulares
(MVs y EVs) aisladas siguiendo los procedimientos Estandar, Filtracion y Sacarosa.

b 200 nm 4 ‘

Para determinar de forma precisa el tamafio y la concentracion de las vesiculas en cada
preparacion, se realiz6 el andlisis mediante NTA. La distribucién del tamafio de las EVs (Figura
17A) seguia una distribucion normal, principalmente en los protocolos Estandar y Filtracion, con
un unico pico correspondiente a una moda de 1355 nm y 1153 nm, respectivamente. En el
caso del protocolo Sacarosa, la distribucion de las EVs no era uniforme; aunque presentaba un
pico principal con una moda de 135+42 nm, también se observaba un pico adicional alrededor
de 300 nm, y una desviacion estandar elevada — lo cual indica la baja reproducibilidad de este
procedimiento para aislar EVs. A diferencia de las EVs, las preparaciones de MVs (Figura 17B)
presentaban una distribucion heterogénea y una concentracion mas baja. Los extractos de FS
no fueron considerados para el andlisis de NTA, pues era muy poco probable encontrar
vesiculas en dichas fracciones.
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Figura 17. Distribucién del tamafio de las vesiculas extracelulares (A. EVs y B. MVs) obtenidas con
los protocolos Estandar, Filtracion y Sacarosa — Andlisis de seguimiento de nanoparticulas.

La concentracion de EVs disminuia a medida que se afiadian pasos al procedimiento Estandar.
Asi, la concentracion era significativamente mas alta en el caso del protocolo Estandar (7,693
E™ particulas/mL) en comparacién con el protocolo Sacarosa (3,524 E™ particulas/mL) — p-
valor = 0,029. En la comparativa del protocolo Estandar con el protocolo Filtracién (5,382 E™
particulas/mL) también se observaba esta tendencia, aunque los datos no alcanzaron la
significancia estadistica (p-valor = 0,218). De manera similar, la concentracion de EVs obtenida
con el protocolo Filtracién era superior a la del protocolo Sacarosa, pero la diferencia no era
estadisticamente significativa (p-valor = 0,244) — Figura 18.
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Figura 18. Concentracién de EVs aisladas con los protocolos Estandar, Filtracion y Sacarosa —
Analisis de seguimiento de nanoparticulas.

Para evaluar la pureza de las EVs aisladas con cada protocolo, se realizé un inmunoblot
cargando la misma cantidad de proteina (4 ug) de cada uno de los extractos obtenidos (EVs,
MVs y FS), y se estudio la expresion de marcadores caracteristicos de exosomas (Figura 19A).
Las tetraspaninas CD63, CD9 y CD81 - todas ellas relacionadas con los endosomas
originarios de los exosomas (134) — fueron detectadas principalmente en las preparaciones de
EVs. La expresion de las tetraspaninas en EVs fue significativamente mas alta en el caso del
protocolo Estandar que en el de Sacarosa (p-valor = 0,001) (Figura 19B). Esta tendencia
también se observo en el caso de TSG101, otro marcador que indica el origen endosomal de
los exosomas (112,125), y Flotilina-1, un elemento de las balsas lipidicas de la membrana
(271). Cabe destacar que estos dos marcadores eran practicamente indetectables en las
preparaciones de MVs. Anexina 5, un marcador comun de las MVs (272), se expresaba de
manera intensa en todas las preparaciones de MVs. Aln asi, esta proteina también fue
detectada en EVs del protocolo Estandar. En la FS no se detectdé ningin marcador de MVs o
EVs, sin embargo se detectd la expresién de Haptoglobina — una proteina muy abundante en
sangre.

105



Resultados SECCION |

A. St F s St F S st F s

h ---

rseron | o R | | Ry

MVs EVs SF

B.

5 *

< 157 1

c

kel

w

w

5]

a 1.04 —I—

x

3]

w

£

g 0.5

a U.07

8 [

i)

£ 0.0- Y ;
w Standard Filtration Sucrose

Figura 19. A. Deteccion de marcadores de EVs/MVs y Haptoglobina mediante inmunoblot de las
proteinas de MVs, EVs y FS — obtenidas con los protocolos Estandar, Filtracion y Sacarosa, por
triplicado. B. Expresion relativa de tetraspaninas (CD9, CD63 y CD81) por parte de las EVs aisladas
con cada procedimiento. El promedio de expresion en cada protocolo fue relativizado con la expresion
obtenida en el protocolo Estandar para tener una medida relativa de la pureza de las EVs.

En conclusién, aunque los tres protocolos son capaces de enriquecer la muestra en EVs,
finalmente seleccionamos el protocolo Estdndar para el futuro descubrimiento de
biomarcadores, ya que aun presentando contaminacion de MVs, dicho protocolo permite
obtener altas concentraciones de EVs manteniendo niveles altos de los marcadores asociados
a exosomas, y ademas es el procedimiento que presenta mayor reproducibilidad.

Para confirmar la robustez del protocolo seleccionado — protocolo Estandar — procedimos al
aislamiento de EVs a partir de la fraccion fluida de 6 AUs individuales (muestras 28 a 33,
apartado 3.1.1. Pacientes incluidas en el estudio, Tabla 14) y a su posterior caracterizacion.
Analogamente a la optimizacién, se recogieron las fracciones de EVs, MVs y FS. El analisis
NTA mostré nuevamente una distribuciéon del tamafio de las EVs con forma gaussiana (Figura
20A), presentando una moda de 120-160 nm (Figura 20B).
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Figura 20. A. Distribucién del tamafio de las EVs aisladas a partir de AUs individuales. B. Tamafio
(moda) de las EVs — Andlisis de seguimiento de nanoparticulas.

La concentracién de EVs era variable entre las distintas muestras (5,175 E* — 9,04 E*
particulas/mL) (Figura 21A). No obstante, el niumero total de EVs aisladas correlacionaba
significativamente con el volumen inicial de fraccion fluida de los AUs (r = 0,90, p-valor = 0,02)
(Figura 21B), pero no con la concentracion de proteina (Figura 21C). Por otro lado, no se
observo correlacién entre el nUmero de MVs y el volumen inicial de la fraccién fluida de AU
(Figura 21D). Nuevamente, no se consideré la FS para el andlisis de NTA.
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Figura 21. A. Concentracion de EVs aisladas de AUs individuales, determinada con el anélisis de
seguimiento de nanoparticulas. B. Grafico de correlacidon entre el nUmero total de EVs aisladas y el
volumen inicial de fraccion fluida de AU. C. Grafico de correlacion entre el niamero total de EVs
aisladas y la concentracion de proteina correspondiente. D. Grafico de correlacién entre el nimero
total de MVs aisladas y el volumen inicial de fraccién fluida de AU.
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Posteriormente, analizamos mediante inmunoblot la expresiébn de los marcadores
representativos de EVs, MVs y FS en las diferentes preparaciones de EVs, MVs y FS de las
muestras individuales de AUs (Figura 22). En la mayoria de muestras analizadas, la expresion
de las tetraspaninas, TSG101 y Flotilina-1 era mas alta en la fraccién de EVs que en la de MVs,
aunque en algunos casos, dichos marcadores también se expresaban en la fraccién de MVs.
Esto indica que el protocolo Estandar es apropiado para obtener vesiculas principalmente
enriquecidas en EVs a partir de AUs individuales; sin embargo, existe la posibilidad de que
dicha expresion se deba a la presencia de exosomas que pudieran haber precipitado en la
fraccién de MVs.
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Figura 22. A. Deteccion de marcadores de EVs/MVs y Haptoglobina mediante inmunoblot de las
proteinas de MVs, EVs y FS, a partir de AUs individuales. B. Expresion relativa de tetraspaninas
(CD9, CD63y CD81) por parte de las EVs aisladas de cada AU individual.

4.1.2. Optimizacién del procedimiento de aislamiento de exosomas
a partir de aspirado uterino para la posterior extraccion de
ARN

Con el objetivo de profundizar en la optimizacién del procedimiento Estandar para extraer el
ARN contenido en las EVs de la forma mas eficiente posible, se evalud en distintos puntos del
protocolo Estandar el efecto de la sonicacion — que favorece la disrupcion de la membrana
exosomal, promoviendo la liberacion de ARN —, y el efecto del tratamiento de ARNasa A — que
degrada el material de ARN. Para ello se us6 el mismo pool de fracciones fluidas de AUs que
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fue utilizada en la optimizacién inicial del método de aislamiento de EVs (ver apartado 4.1.1.
Optimizacion del procedimiento de aislamiento de exosomas a partir de aspirado uterino). En la
Figura 23 se muestra un esquema de los 4 protocolos que se testaron (“A”, “B”, “C” y “D”).
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Figura 23. Representacion esquematica de las cuatro condiciones que se testaron para obtener
ARN de EVs procedentes de los AUs. Los cuatro protocolos representan modificaciones del
procedimiento Estandar. Protocolo “A”: Las EVs aisladas se someten a sonicacion y posterior tratamiento
con ARNasa A. Protocolo “B”: Las EVs aisladas se someten tinicamente a la sonicacién. Protocolo “C”: Se
aplica el tratamiento de ARNasa A a las EVs aisladas. Protocolo “D”: no se incluye ninguna modificacion.

Por un lado, la concentraciéon y calidad del ARN extraido se determind con el equipo
Bioanalyzer (Figura 24). Ademas, se evalué mediante RT-gPCR la presencia de una serie de
miARNs (miR-200b, miR-200c, miR-223, miR-17 y miR-106a) (Figura 25), que fueron
seleccionados en base a su expresion en el tracto genital femenino y a su existencia
previamente descrita en EVs (145,273-276).

El protocolo “A” es el control negativo del estudio, ya que incluye la sonicacion de la
preparacion de EVs al finalizar el procedimiento Estandar (una vez aislada las EVSs), seguida
del tratamiento con ARNasa A. Esta condicion confirmo el efecto de la sonicacion (provocando
la rotura de la membrana) y la eficiencia de la ARNasa A (degradando el material de ARN),
pues el perfil de Bioanalyzer muestra la ausencia de ARN (21 pg/uL) (Figura 24) y la RT-gPCR
(Ct > 40) (Figura 25) indica que no hubo amplificacion de ninguno de los miARNSs testados.

En el protocolo “B”, una vez finalizado el procedimiento Estandar, las EVs aisladas se
sonicaron previamente a la extraccion de ARN. El protocolo “D” es el procedimiento Estandar
sin tratamientos adicionales. Dado que en los protocolos “B” y “D” no se aplico el tratamiento de
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ARNasa A, el ARN externo a las EVs no estaba degradado, sino que se encontraba adherido a
la superficie de las vesiculas. Con estos dos protocolos se detectaron perfiles de ARN de
cadena corta, y se obtuvo la cantidad mas alta de ARN total (protocolo “B”: 7,133 pg/uL;
protocolo D: 10,351 pg/uL) (Figura 24), asi como la expresion mas elevada de miARNSs (Figura
25). La introduccion de la sonicacion en el procedimiento Estandar (protocolo “B”) no ofrecia
ninguna ventaja adicional en la liberacién del contenido de ARN de las vesiculas. Por el
contrario, se observaron fragmentos de ARN mas cortos, indicando que el material genético
habia sido dafiado con la sonicacion.

En el protocolo “C” (3,488 pg/uL), el tratamiento con ARNasa A degradd un 52% y un 66% del
ARN total obtenido con los protocolos “B” y “D”, respectivamente (Figura 24). Dicha
degradacion se asoci6 a la degradacion del ARN libre y/o no contenido en las EVs, pero unido
a la membrana de las mismas. Esto sugiere que el tratamiento con ARNasa A es necesario
para limpiar la muestra de acidos nucleicos externos a las EVs. Como era de esperar, la
expresion de miARNSs en el protocolo C (Ct > 30) era inferior a la expresion de miARNs en los
protocolos “B” y “D”, pero superior al protocolo “A” (control negativo) (Figura 25).

Asi, el protocolo “C” (sin sonicacion, pero con tratamiento de ARNasa A antes de la segunda
ultracentrifugacion) fue finalmente seleccionado como el procedimiento mas apropiado para
obtener ARN de calidad, procedente del interior de las EVs de AU.
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Figura 24. Concentracion y calidad del ARN de EVs derivadas de cada condicion (“A”, “B”, “C” y
“D”) — Analisis mediante Bioanalyzer.
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Figura 25. Valores de Ct de miR-200b, miR-200c, miR-223, miR-17 y miR-106a obtenidos con cada
condicioén (“A”, “B”, “C” y “D”) — Analisis de RT-qPCR.

Una vez seleccionado el procedimiento de aislamiento de EVs para la extraccion del contenido
de ARN, se comprobd su robustez y validez mediante el analisis de 6 muestras individuales de
AU (muestras 34 a 39, apartado 3.1.1. Pacientes incluidas en el estudio, Tabla 14). Las EVs
aisladas fueron analizadas mediante NTA; en la Figura 26A se observa su distribucion
gaussiana y en la Figura 26B, su tamafio, el cual fue similar al descrito en los experimentos
anteriores (120-170 nm).
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Figura 26. A. Distribucién del tamafio de las EVs aisladas a partir de AUs individuales. B. Tamafio
(moda) de las EVs — Andlisis de seguimiento de nanoparticulas.

En la Figura 27 se muestra el perfil de Bioanalyzer del ARN total de cada muestra individual. La
concentraciéon de ARN variaba entre pacientes, estando comprendida entre 108 y 851 pg/uL —
suficiente para realizar analisis de expresion de ARN mediante RT-qPCR. De manera similar a
los resultados obtenidos en la optimizacién del protocolo, el ARN estaba compuesto
principalmente por cadenas cortas de 25-300 nucledtidos.
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Figura 27. Concentracion y calidad del ARN de EVs aisladas a partir de AUs individuales — Anélisis
mediante Bioanalyzer.
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Tal y como se observa en la Figura 28, el volumen inicial de fraccion fluida de AU, el nimero
total de EVs y la concentracién de ARN correlacionaban de manera significativa en la cohorte
de muestras analizadas.
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Figura 28. A. Gréfico de correlacidon entre el numero total de EVs aisladas y el volumen inicial de
fraccion fluida de AU. B. Gréafico de correlacion entre el nimero total de EVs aisladas y la
concentracion de ARN correspondiente. C. Grafico de correlacion entre la concentracion de ARN
de cada preparacion de EVs aisladas y el volumen inicial de fraccion fluida de AU.

Como prueba de concepto, se evalué mediante RT-gPCR la expresion de 1 ARNr como control
positivo (18S), 6 ARNm (ALIX, TSG101, GAPDH y B-actina — moléculas relacionadas con los
exosomas —, junto con MUC16 (277) y CD24 (278) — proteinas asociadas a alteraciones
ginecoldgicas) y 11 miARNs que habian sido descritos anteriormente en EVs (145,150). En
concreto, se analizaron los 5 miARNs que fueron testados en la fase de optimizacion del
protocolo (mMiR-200b, miR-200c, miR-223, miR-17 y miR-106a), y también se analizé la
expresion de 2 miARNs asociados al tracto genital femenino (273) — miR-141 y miR-205 —, asi
como 4 miARNs enddgenos de tejido (279) — RNU6B, RNU48, RNU44 y U75. A diferencia del
procedimiento utilizado durante el proceso de optimizacion del protocolo, se afiadié un paso de
pre-amplificacién del cADN previamente a la RT-qPCR para facilitar la deteccion de las
moléculas de ARNm, ya que los niveles de éstas en EVs son muy bajos.

Con la finalidad de monitorizar la eficiencia de extraccion de ARN y normalizar los datos de RT-
gPCR, previamente a la extraccion de ARN, se afiadio el oligonucle6tido cel-miR-39 a las
muestras de estudio. Como se observa en la Figura 29, la expresion del cel-miR-39 sintético no
variaba entre las muestras, lo cual indica que la eficiencia de extraccién de ARN era similar en
todos los casos y que los niveles de amplificacién detectados eran aptos para poder relativizar
la expresion de las moléculas de ARN de interés.
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Figura 29. Valores de Ct de cel-miR-39 en cada uno de los AUs — Analisis de RT-qPCR.

En la Figura 30 se representan los valores de delta Ct (ACt) de los ARNr, ARNm y miARNs
contenidos en EVs, relativizados con el valor de Ct del cel-miR-39 en cada muestra de AU.
Concretamente, observamos que el ARNr 18S presentaba los niveles mas altos de expresion.
Las moléculas de ARNm fueron detectadas de manera eficiente por RT-gPCR — valores
promedio de los ACts: ACt (Alix) = 13,24; ACt (TSG101) = 12,92; ACt (GAPDH) = 9,96; ACt (B-
actina) = 11,48; ACt (MUC16) = 13,22; ACt (CD24) = 12,10. En cuanto a la deteccién de
MIARNS, la expresion de miR-200b, miR-200c, miR-223, miR-17 y miR-106a resultd ser mas
alta (valores promedio de los ACts respectivos: ACt = 10,33; ACt = 9,04; ACt = 8,54; ACt = 8,53;
ACt = 8,45) que la de miR-141 y miR-205 (valores promedio de los ACts respectivos: ACt =
11,51; ACt = 13,88). De manera interesante, RNU6B, RNU48, RNU44 y U75 fueron detectados
a niveles muy bajos (valores promedio de los ACts respectivos: ACt =16,9; ACt = 14,99; ACt =
16,96; ACt = 18,42).

En conclusion, la deteccion de ARN asociado al tracto genital femenino en EVs apoya la idea
de que la carga de estas vesiculas refleja su origen y/o el estatus celular. Aln asi, el objetivo
de este estudio no era extraer conclusiones especificas en relacion a patologias ginecolégicas
benignas, sino confirmar la robustez del procedimiento en la extraccién de ARN contenido en
EVs de AUs individuales para futuros analisis con muestras procedentes de pacientes de CO.
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Figura 30. Representacion de la expresion (valores de ACt) de una serie de miARNs (izquierda),
ARNr y ARNm (derecha) en las preparaciones de EVs de AUs individuales. La expresion de cada
ARN especifico fue normalizada con el valor de Ct de cel-miR-39 en cada una de las muestras.

Estos resultados solapan parcialmente con los que aparecen en la tesis de la doctoranda Irene
Campoy, en particular lo que corresponde a la optimizacion inicial del aislamiento de EVs a
partir de AU. Este trabajo se ha realizado de forma conjunta y colaborativa, y ha dado lugar a
un articulo cientifico en el cual figuramos como primeras co-autoras: “Exosome-like vesicles in
uterine aspirates: a comparison of ultracentrifugation-based isolation protocols”, publicado
recientemente en la revista “Journal of Translational Medicine” (Factor de impacto: 3,694) —
Campoy I*, Lanau L* et al. J Transl Med (2016) 14:180 (*equally contribution) — ver Anexo.
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4.2. SECCION II: Busqueda de nuevas dianas terapéuticas para bloguear
la diseminacidn del cancer de ovario

4.2.1. Analisis de microarray

Con el objetivo de analizar el patrén diferencial de expresién génica de muestras de T y M, se
disefio un estudio de descubrimiento mediante la tecnologia del microarray, en el cual se
compararon muestras pareadas de T y M procedentes de tres pacientes con HGSOC en
estadio avanzado (pacientes 1 a 3, ver apartado 3.2.1. Pacientes incluidas en el estudio, Tabla
15).

Una vez obtenidos los perfiles de expresién de cada muestra, los genes diferencialmente
expresados se agruparon de manera jerarquica; en la Figura 31 se muestra un heatmap en
base a la distancia euclidea. Aquellos genes que se expresaban en M a niveles elevados se
dispusieron en las filas superiores del mapa, mientras que los genes con expresion baja se
unieron en las filas inferiores. La expresion génica de las muestras de T era mas heterogénea
que la de las muestras de M: dos de los tres T presentaban un patrén similar, y el tercero era
claramente diferente.
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Figura 31. Heatmap que representa la agrupacion de los genes en base a su expresién génica en
tres muestras pareadas de Ty M de pacientes con HGSOC en estadio avanzado.

Partiendo del andlisis de 28.869 genes, tras aplicar la normalizacion RMA y los filtros
inespecificos, 2.557 genes fueron detectados de manera eficiente para el analisis posterior. De
estos genes, 196 se encontraban diferencialmente expresados entre Ty M (log FC < -1; > 1y
p-valor < 0,05); 108 genes estaban sobre-expresados (log FC > 1) (Tabla 16) en M respecto a
T, y 88 genes estaban infra-expresados (log FC < -1) (Tabla 17).
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Tabla 16. Lista de genes sobre-expresados de manera significativa en M vs T, con log FC > 1 y p-valor < 0,05. Los genes estan ordenados de acuerdo con los

valores de log FC.

ID gen Simbolo Nombre del gen Log FC  p-valor
8151532 FABP4 Fatty acid binding protein 4 3,607 0,002
8103254 SFRP2 Secreted frizzled-related protein 2 3,198 0,011
7971077 POSTN Periostin, osteoblast specific factor 2,743 0,037
8106743 VCAN Versican 2,732 0,020
7936968 ADAM12 ADAM metallopeptidase domain 12 2,680 0,007
8171172 MXRA5 Matrix-remodelling associated 5 2,666 0,002
8075310 LIF Leukemia inhibitory factor 2,502 0,008
8130867 THBS2 Thrombospondin 2 2,458 0,026
7995681 MMP2 Matrix metallopeptidase 2 2,450 0,014
8071758 MMP11 Matrix metallopeptidase 11 2,433 0,004
8139207 INHBA Inhibin beta A 2,344 0,011
8050007 PXDN Peroxidasin 2,258 0,014
8135069 SERPINE1 Serpin peptidase inhibitor, clade E, member 1 2,227 0,031
8163637 TNC Tenascin C 2,200 0,027
8113709 LOX Lysyl oxidase 2,125 0,032
8056257 FAP Fibroblast activation protein alpha 2,062 0,044
7968351 C130rf33 Mesenteric estrogen-dependent adipogenesis 2,061 0,038
7997642 CRISPLD2 Cysteine rich secretory protein LCCL domain containing 2 2,053 0,020
8033674 MUC16 Mucin 16, cell surface associated 2,042 0,027
7982377 GREM1 Gremlin 1, DAN family BMP antagonist 2,042 0,002
8095744 AREG Amphiregulin 2,040 0,039
8043438 IGKC Immunoglobulin kappa constant 2,023 0,006
7937020 MKI167 Marker of proliferation Ki-67 2,020 0,021
7960340 FOXM1 Forkhead box M1 2,014 0,029
8043433 IGKC Immunoglobulin kappa constant 2,013 0,006
8088560 ADAMTS9 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 9 1,981 0,019
8023598 RNF152 Ring finger protein 152 1,959 0,010
8151816 GEM GTP binding protein overexpressed in skeletal muscle 1,906 0,026
7985873 C150rf42 TOPBP1 interacting checkpoint and replication regulator 1,905 0,041
8003298 SLC7A5 Solute carrier family 7 member 5 1,888 0,035
8077441 BHLHE40 Basic helix-loop-helix family member e40 1,883 0,015
8016646 COL1A1 Collagen type | alpha 1 1,879 0,022
8076757 CELSR1 Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 1 1,872 0,010
8061579 TPX2 TPX2, microtubule-associated 1,868 0,040
8025828 LDLR Low density lipoprotein receptor 1,864 0,009
8095736 AREG Amphiregulin 1,845 0,020
8041781 EPAS1 Endothelial PAS domain protein 1 1,809 0,010
8122265 TNFAIP3 TNF alpha induced protein 3 1,787 0,038
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8134263
7992692
8046922
8108370
7952601
7981601
8073775
8044499
7916282
8049512
7963786
8040113
7954090
8118734
7913357
8076046
7950067
7921344
8022674
7938485
7981737
7909708
7970162
8133326
8043909
7973336
8115814
8044375
8049530
7977046
8035297
8175947
7965040
7989501
7935058
8132860
8074647
8071392
8022531
7981720
7951140
7899220

COL1A2
SRRM2
COL3A1
EGR1
ETS1
IGHV4-31
FBLN1
SLC20A1
LRP8
LRRFIP1
ITGAS
ASAP2
EMP1
ITPR3
ECE1l
TMEM184B
DHCR7
ELL2
CDH2
MICAL2
IGHA1
CENPF
ATP11A
POM121
NPAS2
MMP14
SH3PXD2B
BCL2L11
LRRFIP1
TNFAIP2
PLVAP
HCFC1
PHLDA1
CA12
MYOF
EGFR
PI4KA
MED15
NPC1
IGHG1
LOC100131541
ARID1A

Collagen type | alpha 2

Serine/arginine repetitive matrix 2

Collagen type Il alpha 1

Early growth response 1

ETS proto-oncogene 1, transcription factor
Immunoglobulin heavy variable 4-31

Fibulin 1

Solute carrier family 20 member 1

LDL receptor related protein 8

Leucine rich repeat (in FLII) interacting protein 1
Integrin subunit alpha 5

ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH domain 2
Epithelial membrane protein 1

Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3
Endothelin converting enzyme 1
Transmembrane protein 184B
7-dehydrocholesterol reductase

Elongation factor RNA for polymerase Il 2
Cadherin 2

Microtubule associated monooxygenase, calponin and LIM domain containing 2
Immunoglobulin heavy constant alpha 1
Centromere protein F

ATPase phospholipid transporting 11A
POM121 transmembrane nucleoporin

Neuronal PAS domain protein 2

Matrix metallopeptidase 14

SH3 and PX domains 2B

BCL2 like 11

Leucine rich repeat (in FLII) interacting protein 1
TNF alpha induced protein 2

Plasmalemma vesicle associated protein

Host cell factor C1

Pleckstrin homology like domain family A member 1
Carbonic anhydrase XII

Myoferlin

Epidermal growth factor receptor
Phosphatidylinositol 4-kinase, catalytic, alpha
Mediator complex subunit 15

Niemann-Pick disease, type C1

Immunoglobulin heavy constant gamma 1 (G1m marker)
Unknown

AT-rich interaction domain 1A

1,777
1,763
1,738
1,725
1,722
1,721
1,714
1,706
1,700
1,679
1,679
1,652
1,651
1,648
1,639
1,633
1,632
1,624
1,615
1,603
1,600
1,597
1,580
1,578
1,566
1,563
1,558
1,555
1,542
1,524
1,508
1,498
1,482
1,480
1,461
1,459
1,424
1,420
1,407
1,388
1,384
1,371

0,033
0,021
0,046
0,045
0,025
0,028
0,026
0,020
0,019
0,017
0,043
0,034
0,018
0,028
0,028
0,025
0,026
0,030
0,047
0,033
0,041
0,049
0,018
0,041
0,038
0,019
0,022
0,012
0,042
0,038
0,003
0,036
0,035
0,035
0,049
0,018
0,019
0,039
0,014
0,047
0,038
0,050



Tabla 17. Lista de genes infra-expresados de manera

valores de log FC.

8164967
8119926
8037374
8086517
8088642
8133331
8055104
8126839
7949588
7986214
8032871
8129888
8152867
8010061
8040753
7985809
8073522
8055183
7952116
7912157
7928189
8043945
7993478
7999909
8131844
7984743
8175039
8095376

VAV2
TMEMG63B
PLAUR
CDCP1
LRIG1
POM121
SAP130
TNFRSF21
CD248
SLCO3A1
DPP9
NHSL1
ASAP1
SPHK1
TMEM214
ABHD2
SREBF2
SMPD4
BCLOL
ERRFI1
UNC5B
MAP4K4
ABCC1
GPRC5B
GPNMB
CD276
ELF4
MT2A

Vav guanine nucleotide exchange factor 2
Transmembrane protein 63B

Plasminogen activator, urokinase receptor

CUB domain containing protein 1

Leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains 1
POM121 transmembrane nucleoporin

Sin3A associated protein 130kDa

Tumor necrosis factor receptor superfamily member 21
CD248 molecule

Solute carrier organic anion transporter family member 3A1
Dipeptidyl peptidase 9

NHS like 1

ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH domain 1
Sphingosine kinase 1

Transmembrane protein 214

Abhydrolase domain containing 2

Sterol regulatory element binding transcription factor 2
Sphingomyelin phosphodiesterase 4

B-cell CLL/lymphoma 9-like

ERBB receptor feedback inhibitor 1

Unc-5 netrin receptor B

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 4
ATP binding cassette subfamily C member 1

G protein-coupled receptor class C group 5 member B
Glycoprotein nmb

CD276 molecule

E74 like ETS transcription factor 4

Metallothionein 2A

1,368
1,345
1,344
1,337
1,322
1,316
1,314
1,294
1,283
1,278
1,252
1,249
1,247
1,247
1,244
1,239
1,239
1,236
1,223
1,212
1,174
1,158
1,109
1,107
1,079
1,075
1,046
1,022

0,028
0,017
0,022
0,039
0,036
0,045
0,023
0,032
0,043
0,011
0,037
0,012
0,034
0,021
0,043
0,036
0,049
0,037
0,038
0,026
0,038
0,046
0,048
0,041
0,033
0,047
0,042
0,035

Resultados SECCION Il

significativa en M vs T, con log FC < -1 y p-valor < 0,05. Los genes estan ordenados de acuerdo con los

ID gen Simbolo Nombre del gen Log FC p-valor
7981947 SNORD109A Small nucleolar RNA, C/D box 109A -2,680 0,000
7982098 SNORD109A Small nucleolar RNA, C/D box 109A -2,680 0,000
7982006 SNORD116-29 Small nucleolar RNA, C/D box 116-29 -2,561 0,000
7982000 SNORD116-26 Small nucleolar RNA, C/D box 116-26 -2,549 0,003
7981998 SNORD116-25 Small nucleolar RNA, C/D box 116-25 -2,466 0,003
7902400 SNORD45B Small nucleolar RNA, C/D box 45B -2,363 0,000
7951030 SNORD6 Small nucleolar RNA, C/D box 6 -2,316 0,000
8062490 SNORAG0 Small nucleolar RNA, H/ACA box 60 -2,074 0,004
8081758 GRAMDI1C GRAM domain containing 1C -2,066 0,008
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7982002
7989013
7920875
8120826
7961540
8101489
8160295
8043276
8133688
8118207
8085081
7957467
7981955
7899392
8121031
8175432
8049299
7925182
8108627
8146448
8082012
8121632
8120378
8114653
8139482
7981960
7962185
8169049
8105647
8157021
8151436
7925691
8100145
8143433
8078300
7942592
7988414
7981994
7917954
7924388
8047356
8151561

SNORD116-27
RSL24D1
SCARNA4
IRAK1BP1
RERG
FAM175A
SCARNAS8
SNORD94
SNORA14A
SNORA38
CRBN
C12o0rf29
SNORD116-4
SCARNA1
SLC35A1
SNORD61
SCARNAG6
SNORA14B
VTRNA1-1
MRPL15
SLC15A2
KPNA5S
KIAA1586
TAF7
SNORASA
SNORD116-6
AMN1
TCEAL1
C5orf44
NIPSNAP3A
PEX2
ZNF124
COMMDS8
MRPS33
OXSM
SNORD15A
GATM
SNORD116-23
FRRS1
BPNT1
NIF3L1
ZFAND1

Small nucleolar RNA, C/D box 116-27
Ribosomal L24 domain containing 1
Small Cajal body-specific RNA 4

Interleukin 1 receptor associated kinase 1 binding protein 1
RAS-like, estrogen-regulated, growth inhibitor
Family with sequence similarity 175 member A

Small Cajal body-specific RNA 8

Small nucleolar RNA, C/D box 94
Small nucleolar RNA, H/ACA box 14A
Small nucleolar RNA, H/ACA box 38
Cereblon

Chromosome 12 open reading frame 29
Small nucleolar RNA, C/D box 116-4
Small Cajal body-specific RNA 1
Solute carrier family 35 member Al
Small nucleolar RNA, C/D box 61
Small Cajal body-specific RNA 6

Small nucleolar RNA, H/ACA box 14B
Vault RNA 1-1

Mitochondrial ribosomal protein L15
Solute carrier family 15 member 2
Karyopherin subunit alpha 5

KIAA1586

TATA-box binding protein associated factor 7
Small nucleolar RNA, H/ACA box 5A
Small nucleolar RNA, C/D box 116-6
Antagonist of mitotic exit network 1 homolog
Transcription elongation factor A like 1
Trafficking protein particle complex 13
Nipsnap homolog 3A (C, elegans)
Peroxisomal biogenesis factor 2

Zinc finger protein 124

COMM domain containing 8
Mitochondrial ribosomal protein S33
3-oxoacyl-ACP synthase, mitochondrial
Small nucleolar RNA, C/D box 15A
Glycine amidinotransferase

Small nucleolar RNA, C/D box 116-23
Ferric chelate reductase 1

3'(2"), 5'-bisphosphate nucleotidase 1
NGG1 interacting factor 3 like 1

Zinc finger AN1-type containing 1

2,047
-1,993
-1,991
-1,931
-1,918
-1,869
-1,867
-1,784
-1,768
-1,763
-1,758
-1,756
-1,752
-1,740
-1,736
-1,726
-1,714
-1,712
-1,683
-1,654
-1,651
-1,650
-1,622
-1,617
-1,613
-1,605
-1,600
-1,591
-1,583
-1,580
-1,563
-1,562
-1,545
-1,543
-1,531
-1,526
-1,499
-1,494
-1,494
-1,473
-1,463
-1,459

0,002
0,005
0,013
0,011
0,039
0,012
0,033
0,014
0,013
0,023
0,017
0,023
0,010
0,015
0,024
0,002
0,009
0,016
0,011
0,041
0,022
0,008
0,012
0,015
0,030
0,012
0,037
0,013
0,020
0,026
0,049
0,012
0,037
0,026
0,034
0,009
0,042
0,016
0,035
0,033
0,027
0,036



7998666
8146198
8066402
7940667
7998664
8041204
7981181
8023252
8130578
7981958
7981962
8059712
7902308
7957386
8092000
8139456
8078916
7901048
8142407
8083794
8097056
7971565
8121002
7981949
7962427
8177628
7942594
7922404
8141872
8090565
8180324
8093336
8112439
8160531
7960052
7948894
7951032

SNORAG64
POLB
C20orf111
SNORAS57
SNORA10
SNORA10
SCARNA13
RPL17
SNORA20
SNORD116-5
SNORD116-5
SNORDS82
FPGT
ACSS3
TERC
SNORA9
SNORAG
SNORDA46
TMEM168
MYNN
SNORA24
LPAR6
C6orfl162
SNORD116-1
PUS7L
CCDC125
SNORD15B
SNORDB80
NAPEPLD
SNORA7B
THAPS
ZNF141
CCDC125
C9orf72
SNORA49
RNU2-1
SNORA1

Small nucleolar RNA, H/ACA box 64
Polymerase (DNA directed), beta
Oxidative stress responsive serine-rich 1
Small nucleolar RNA, H/ACA box 57
Small nucleolar RNA, H/ACA box 10
Small nucleolar RNA, H/ACA box 10
Small Cajal body-specific RNA 13
Ribosomal protein L17

Small nucleolar RNA, H/ACA box 20
Small nucleolar RNA, C/D box 116-5
Small nucleolar RNA, C/D box 116-5
Small nucleolar RNA, C/D box 82
Fucose-1-phosphate guanylyltransferase
Acyl-CoA synthetase short-chain family member 3
Telomerase RNA component

Small nucleolar RNA, H/ACA box 9
Small nucleolar RNA, H/ACA box 6
Small nucleolar RNA, C/D box 46
Transmembrane protein 168

Myoneurin

Small nucleolar RNA, H/ACA box 24
Lysophosphatidic acid receptor 6

Small integral membrane protein 8
Small nucleolar RNA, C/D box 116-1
Pseudouridylate synthase 7-like
Coiled-coil domain containing 125

Small nucleolar RNA, C/D box 15B
Small nucleolar RNA, C/D box 80

N-acyl phosphatidylethanolamine phospholipase D
Small nucleolar RNA, H/ACA box 7B
THAP domain containing 5

Zinc finger protein 141

Coiled-coil domain containing 125
Chromosome 9 open reading frame 72
Small nucleolar RNA, H/ACA box 49
RNA, U2 small nuclear 1

Small nucleolar RNA, H/ACA box 1

-1,437
-1,434
-1,418
-1,414
-1,404
-1,404
-1,394
-1,368
-1,366
-1,364
-1,364
-1,337
-1,337
-1,326
-1,323
-1,306
-1,305
-1,284
-1,283
-1,280
-1,276
-1,257
-1,231
-1,219
-1,213
-1,205
-1,203
-1,202
-1,200
-1,197
-1,183
-1,177
-1,173
-1,155
-1,110
-1,040
-0,982

0,016
0,037
0,031
0,016
0,013
0,013
0,028
0,035
0,046
0,029
0,029
0,018
0,022
0,040
0,042
0,015
0,050
0,014
0,020
0,047
0,018
0,016
0,042
0,043
0,043
0,049
0,016
0,042
0,041
0,032
0,050
0,035
0,046
0,050
0,027
0,022
0,045
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Al representar la significancia estadistica frente al log FC se muestran de manera grafica los
genes desregulados significativamente entre T y M (Figura 32); los genes sobre-expresados
quedan en la parte derecha, y los infra-expresados, en la parte izquierda del grafico.

Log Odds

Log Fold Change

Figura 32. Gréafico que agrupa los genes en base al impacto biolégico del cambio de expresion
génica (log FC) y la significancia estadistica (log p-valor; log odds).

4.2.2. Andlisis de vias de sefalizacion

Mediante el uso del software IPA, se analizaron las vias moleculares y las funciones biologicas
alteradas, asi como las patologias asociadas a los genes desregulados entre T y M.

En primer lugar, se construyeron vias de sefalizacién en base a todos los genes que
aparecieron diferencialmente expresados de manera significativa en el microarray (sobre-
expresados e infra-expresados). La via biolégica mas relevante que representaba las
diferencias de expresion génica era la de “metaloproteinasas de matriz” (p-valor = 9,23 E®,
Figura 33), lo cual indica que una proporcion alta de genes desregulados entre T y M deben de
promover el comportamiento invasivo de las células de CO. Por otro lado, las funciones
biolégicas mas significativas relacionadas con los genes desregulados fueron el crecimiento y
la proliferacion celular (p-valor = 8,38 E® — 3,10 E™*"), el movimiento celular (p-valor = 8,64 E®
- 6,08 E™), la muerte celular y la supervivencia (p-valor = 7,95 E® - 7,72 E®). El regulador
activo asociado a los genes diferencialmente expresados resulté ser TGF- (p-valor = 6,58E'°9),
lo cual concuerda con el papel que tiene esta proteina en la promociéon del potencial
metastasico al inducir la TEM (280,281). En linea con lo anterior, la enfermedad mas
significativamente asociada a los genes analizados result6 ser el cancer (p-valor = 8,84 E®—
2,05 E®).
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Figura 33. Via de las metaloproteinasas de matriz construida mediante el software IPA a partir de la
lista de genes diferencialmente expresados entre T y M (genes infra-expresados y sobre-
expresados, con log FC < -1; > 1y p-valor < 0,05). La intensidad del color rojo indica el nivel de sobre-
expresion del gen. El color blanco indica que la molécula ha sido predicha por el software IPA y ha sido
incorporada por la base de datos interna del sistema. Las lineas indican la unién entre proteinas, las
flechas sefialan activacion y las lineas discontinuas apuntan una interaccion indirecta.

En segundo lugar, se estudiaron los mecanismos biolégicos asociados a los genes sobre-
expresados e infra-expresados en M respecto a T, por separado. Al analizar la lista de genes
sobre-expresados en M respecto a T con el software IPA, la via biolégica mas
significativamente alterada fue nuevamente la de “metaloproteinasas de matriz” (p-valor = 8,84
E® - 2,05 E®, Figura 34). Las funciones bioldgicas significativamente alteradas fueron: el
movimiento celular, la sefializacion e interaccién intercelular, y el crecimiento y la proliferacion
celular (p-valores respectivos: p-valor = 8,38 E® — 3,03 E®: p-valor = 8,38 E® - 6,83 E*; p-
valor = 1,67 E% - 2,85 E'°3). Por otro lado, el regulador que activa estos procesos resulto ser
VEGF-A (p-valor = 1,91 E™®), el cual esta asociado a la induccién de angiogénesis en varios

tipos de tumores, incluyendo el de ovario (66).
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Figura 34. Via de las metaloproteinasas de matriz construida mediante el software IPA, asociada a
los genes significativamente sobre-expresados en M respecto a T (log FC > 1y p-valor < 0,05). La
intensidad del color rojo indica el nivel de sobre-expresion del gen. El color blanco indica que la molécula
ha sido predicha por el software IPA y ha sido incorporada por la base de datos interna del sistema. Las
lineas indican la unién entre proteinas, las flechas sefialan activacion y las lineas discontinuas apuntan
una interaccion indirecta.

Finalmente, cuando se analizé la lista de genes infra-expresados en M versus (vs) T con el
software IPA, la via biolégica mas alterada fue la de “biosintesis de GDP-L-fucosa Il a partir de
L-fucosa” (p = 2,66 E'°3). Sin embargo, el sistema no pudo definir funciones bioldgicas,
interacciones o reguladores asociados a estos genes.

4.2.3. Seleccion de genes sobre-expresados en metastasis respecto
atumores primarios de ovario

En nuestro estudio, aquellos genes que se encontraban elevados de manera significativa (p-
valor < 0,05 en M vs T en todas las muestras analizadas en el microarray fueron
seleccionados para la subsiguiente fase de validacion. Inicialmente, se seleccionaron los genes
sobre-expresados con log FC >1 en dos de las tres M y un log FC > 0,9 en la tercera M. Sélo
10 genes cumplian estos criterios: FABP4 (Fatty acid binding protein 4; Proteina de unién de
acidos grasos 4), INHBA (Inhibin beta A; Subunidad beta A de inhibina), GREM1 (Gremlin 1,
DAN family BMP antagonist; Gremlin 1), MMP11 (Matrix metallopeptidase 11; Metaloproteinasa
de matriz 11), PLVAP (Plasmalemma vesicle associated protein; Proteina asociada a vesiculas
del plasmalema), MXRA5 (Matrix-remodelling associated 5; Proteina asociada a la
remodelacion de matriz 5), PXDN (Peroxidasin; Peroxidasina), RNF152 (Ring finger protein
152; Proteina de dedo de anillo 152), BCL2L11 (B-cell lymphoma 2 like 11; Proteina 11 similar
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a la proteina 2 de células B de linfoma) y BHLHE40 (Basic helix-loop-helix family member e40;
Miembro e40 de la familia de hélix-loop-hélix basico).

En este microarray, MUC16 — gen que codifica para CA125 —, también se encontraba sobre-
expresado de manera significativa en las muestras de M en comparacion con las de T. De
hecho ya es conocido que CA125 participa en las interacciones intercelulares que permiten a
las células tumorales de ovario invadir el mesotelio peritoneal (87). Por consiguiente, MUC16
no fue incluido en la fase de validacion.

Para aumentar la robustez de la seleccién de los candidatos, analizamos la asociacion de los
10 genes con la supervivencia global de pacientes con CO. Para ello utilizamos la base de
datos transcriptomica CSIOVDB, que incluye informacién de 3.431 muestras de CO, 73,75% de
las cuales son casos de HGSOC (270). Con esta herramienta determinamos el prondéstico de
934 pacientes en base a los niveles de expresion de los genes de interés; en el caso de
RNF152 sélo pudieron analizarse 405 casos de CO (Figura 35). Finalmente, seleccionamos
aquellos genes que se encontraban asociados a mal prondstico de manera significativa (log-
rank p-valor < 0,05), genes cuya expresidon a niveles elevados estaban ligados a una
supervivencia baja de las pacientes: FABP4, INHBA, GREM1, MMP11, PLVAP, MXRA5 y
PXDN. De manera que RNF152 y BCL2L11 fueron descartados porque no habia diferencias
significativas en el prondstico segun su expresion (log-rank p-valor > 0,05); y BHLHE40 fue
excluido porque no habia informacion acerca de este gen en la base de datos CSIOVDB.
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Figura 35. Analisis de supervivencia de pacientes con CO dependiendo de los niveles de expresion
de los genes FABP4, INHBA, GREM1, MMP11, PLVAP, MXRA5, PXDN, RNF152 y BCL2L11 — Estudio
con la base de datos CSIOVDB. Q1: Pacientes con expresion baja del gen en cuestion. Q4: Pacientes
con expresion alta del gen. En cada caso se muestra: log-rank p-valor, el promedio de supervivencia
global (meses) y el cociente Hazard. Se considera que hay diferencias significativas en la supervivencia
de las pacientes en funcién de la expresion de los candidatos cuando “log-rank p < 0,05” y “log-rank p =<”
(p-valor igual a 0).
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En la Tabla 18, se muestran los candidatos que pasaron finalmente a la fase de validacion,
especificando el log FC de la M respecto al T en cada paciente del microarray, asi como el
promedio del log FC y el p-valor correspondiente.

Tabla 18. Candidatos seleccionados. Genes sobre-expresados signficativamente en Mvs T (log FC > 1,
p-valor < 0,05) de manera consistente en todas las muestras analizadas por microarray. Los genes estan
ordenados de acuerdo con el promedio de log FC.

Log FC Log FC Log FC

ID gen Simbolo  Nombre del gen Mvs T)1 Mvs T)2 (Mvs T)3

Log FC p- valor

Fatty acid binding

8151532  FABP4 _ 3,999 5,165 1,658 3,607 0,002
protein 4

8171172  MxRAs  Matrx-remodeling 4,811 1,876 1,310 2,666 0,002
associated 5
Matrix

8071758  MMP11 _ 3.170 3.230 0.900 2.433 0.004
metallopeptidase 11

8139207  INHBA Inhibin beta A 4,074 1,840 1,119 2,344 0,011

8050007  PXDN  Peroxidasin 4,310 1,458 1,005 2,258 0,014

7982377  GREm1  Cremin L DANfamily ) oo 2,852 1,382 2,042 0,002

BMP antagonist

8035297  pLvAp |lasmalemmavesicle ., 1,848 1,244 1,508 0,003
associated proteln

El gen FABP4 codifica para un miembro de la familia de las FABPs (Fatty acid binding
proteins), unas proteinas citosoélicas que tienen la capacidad de unir acidos grasos de cadena
larga y otros ligandos hidrofébicos. Las funciones principales de FABP4 son la absorcién, el
transporte y el metabolismo de &cidos grasos (252,282).

El gen MXRADS codifica para un proteoglicano de adhesion extracelular que esta implicado en la
remodelacion de la ECM y la adhesion intercelular (283).

El gen MMP11 codifica para un miembro de las estromelisinas (estromelisina 3 — familia de las
MMPs), implicadas principalmente en la descomposicion de la ECM que tiene lugar en
procesos fisiologicos de manera natural (el desarrollo embrionario, la angiogénesis, la
cicatrizacion y la ovulacidn), y en procesos patolégicos (invasion y la metastasis) (284,285).

El gen INHBA codifica para un miembro de la familia TGF-B llamado subunidad beta A de
inhibina, la cual puede ejercer distintas funciones en base al dimero que conforma — inhibina o
activina. En general, las inhibinas y activinas regulan las gonadotropinas, la diferenciacion y la
proliferacion celular (286).

El gen PXDN codifica para una peroxidasa de superficie que se ha visto implicada en la
formacion de la ECM al ser secretada al medio extracelular (287).

El gen GREM1 codifica para un miembro de la familia antagonista de las BMPs (Bone
morphogenetic proteins; proteinas morfogenéticas de los huesos), factores de crecimiento que
regulan la morfogénesis y la homeostasis tisular (288,289).

El gen PLVAP codifica para un componente estructural de los diafragmas asociados a
fenestraciones endoteliales y el sistema caveolar de las membranas, mantiene la integridad de
los vasos, induce la permeabilidad vascular, el transporte endotelial y la angiogénesis
(290,291).

Para verificar los resultados del microarray, se analiz6 la expresion de los 7 candidatos
seleccionados mediante RT-gPCR en la serie de muestras pareadas iniciales (muestras
analizadas anteriormente mediante microarray). En esta fase de verificacion, pudimos confirmar
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la sobre-expresion de todos los genes en M vs T en al menos 2 de las 3 pacientes (Figura
36A), lo cual indica que la expresion génica detectada con la tecnologia del microarray se
corresponde con la expresion génica detectada mediante RT-qPCR.

A.
FABP4 INHBA GREM1

Fold change
Fold change
Fold change

Fold change
Fold change
Fold change

Pt1 ' Metastases
Pt2 Gene FABP4 | INHBA | GREM1 | MmP11 | PLVAP | MXRAS | PXDN
PL3 FABP4 1.00 092 0.96 0.86 091 090 096
3 INHBA 100 100 094 099 095 094
_':“ GREM1 1.00 0.94 0.98 0.96 0.96
; MMP11 1.00 092 100 098
£ PLVAP 100 097 091
MXRAS 1.00 097
PXDN 100

Figura 36. A. Analisis de expresion mediante RT-qPCR de los genes seleccionados (FABPA4,
INHBA, GREM1, MMP11, PLVAP, MXRA5 y PXDN) en las 3 muestras pareadas de Ty M evaluadas
inicialmente en el microarray. Los datos fueron normalizados en cada muestra con la expresion del gen
enddgeno GAPDH. Se representa la expresion relativa en Ty M como el promedio del valor de FC (Z'AACI)
— los niveles de expresion en el T fueron utilizados como referencia. B. Coeficientes de Spearman que
indican la correlaciéon entre los genes a nivel de ARNm (valores ACt) en M. Todos los andlisis
estadisticos se realizaron en base a los valores ACt.

Adicionalmente, se realizaron analisis de correlacion de la expresién de los 7 candidatos. De
manera interesante, la expresion de los candidatos correlacionaba en las muestras de M (p-
valor < 0,01), pero no en las de T; en la Figura 36B se muestran los coeficientes de correlacion
de Spearman en las muestras de M.

4.2.4. Fase de validacion a nivel de ARN mediante andlisis de RT-
gPCR

Para validar los 7 candidatos seleccionados, se procedié a la evaluacion de su expresion
mediante RT-gPCR en muestras de T y M pareadas de una nueva cohorte de 20 mujeres con
HGSOC en estadio avanzado (pacientes 4 a 23, ver apartado 3.2.1. Pacientes incluidas en el
estudio, Tabla 15). Diez de las 20 pacientes no habian recibido quimioterapia previamente a la
cirugia (quimioterapia adyuvante) y las otras 10, habian sido tratadas con tres ciclos de
carboplatino/paclitaxel antes de la citorreduccion (quimioterapia neoadyuvante).

Puesto que se desconocia si la aplicacién de quimioterapia previamente a la cirugia pudiera
afectar a la expresion de los candidatos, en primer lugar, se analiz6 la expresién de los 7 genes
en la cohorte de 10 muestras pareadas de T y M sin quimioterapia previa a la cirugia (Figura
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37A) y, de forma paralela, se analiz6 la expresion en la cohorte de las 10 muestras pareadas

de T y M con quimioterapia neoadyuvante (Figura 37B).
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Figura 37. Analisis de expresion mediante RT-qPCR de los genes seleccionados (FABP4, INHBA,
GREM1, MMP11, PLVAP, MXRAS5 y PXDN) en muestras pareadas de T y M. A. 10 pacientes con
HGSOC en estadio avanzado que no habian recibido quimioterapia antes de la cirugia (tratamiento
adyuvante) y B. 10 pacientes con HGSOC en estadio avanzado que habian sido tratadas con
guimioterapia antes de la cirugia (tratamiento neoadyuvante). Los datos fueron normalizados en cada
muestra con la expresion del gen endégeno GAPDH. Se representa la expresion relativa en Ty M como el
promedio del valor de FC (Z'AAC‘) — los niveles de expresion en el T fueron utilizados como referencia.
Todos los anélisis estadisticos se realizaron en base a los valores ACt.
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Tras realizar los analisis estadisticos correspondientes, determinamos que no habia diferencias
estadisticamente significativas entre la expresion de los candidatos en la cohorte de pacientes
sin quimioterapia previa a la cirugia y la cohorte de pacientes con quimioterapia neoadyuvante
(p-valor > 0,05). Es decir, la quimioterapia neoadyuvante no afectaba a la expresion de los
candidatos. Por consiguiente, se procedié al andlisis de las dos cohortes (sin quimioterapia y
con quimioterapia neoadyuvante) conjuntamente. En la Figura 38A se presenta el promedio de
expresion de cada candidato en T y M. Todos los genes se encontraban sobre-expresados en
M respecto a T, especialmente en el caso de FABP4, GREM1, PLVAP y MXRA5, donde la
diferencia de expresion entre T y M era estadisticamente significativa (p-valor < 0,05).
Nuevamente, los genes correlacionaban entre si a nivel de ARN en las M, pero no en los T. En
la Figura 38B se muestran los coeficientes de Spearman pertinentes.
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Figura 38. A. Analisis de expresion mediante RT-gPCR de los genes seleccionados (FABPA4,
INHBA, GREM1, MMP11, PLVAP, MXRA5 y PXDN) en muestras pareadas de Ty M de 20 pacientes
con HGSOC en estadio avanzado. Los datos fueron normalizados en cada muestra con la expresion del
en enddgeno GAPDH. Se representa la expresion relativa en Ty M como el promedio del valor de FC (2°
ACt) — los niveles de expresion en el T fueron utilizados como referencia. B. Coeficientes de Spearman
que indican la correlacién entre los genes a nivel de ARNm (valores ACt) en M. Todos los andlisis
estadisticos se realizaron en base a los valores ACt.

Cuando se analizé la relacién entre la expresion de los 7 candidatos y los datos clinico-
patoldgicos de las pacientes, segregando las pacientes en dos grupos en funcién del promedio
del valor de expresion de los candidatos en M, se observd que aquellas pacientes que
presentaban niveles altos de expresion del candidato también presentaban niveles séricos de
CA125 muy elevados, superiores a 500 U/mL — valor que indica diseminacién peritoneal
altamente agresiva (292). Es decir, la expresion elevada de los genes en las muestras de M se
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relaciona con niveles muy elevados de CA125 en suero (Figura 39). Sin embargo, no se
observaron asociaciones significativas de la expresién de los candidatos en M con el tumor
residual tras la cirugia o la supervivencia libre de enfermedad (p-valor > 0,05).
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PXDN MMP11 MXRAS GREM1 INHBA PLVAP FABP4

Figura 39. Distribucién de la expresion de los genes en M (valores Z'ACt) de acuerdo con los niveles

pre-operatorios altos o bajos del marcador sérico CA125 de cada paciente.

4.2.5. Fase de validacion a nivel de proteina mediante IHQ

Tras la validacion de los candidatos a nivel de ARN, se evalu6 su expresion a nivel de proteina
mediante tincién IHQ en una nueva serie de muestras pareadas de T y M procedentes de 23
pacientes con HGSOC en estadio avanzado (pacientes 24 a 46, ver apartado 3.2.1. Pacientes
incluidas en el estudio, Tabla 15). Concretamente, se analizé la expresién de GREM1, PLVAP,
INHBA, FABP4 y MMP11,; la presencia de PXDN y MXRA5 no pudo ser estudiada debido a la
falta de disponibilidad de anticuerpos especificos Utiles para esta técnica. En la Tabla 19 se
presentan los resultados de la evaluacion semicuantitativa de la tincién de cada candidato.
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Tabla 19. Expresion relativa de los candidatos GREM1, PLVAP, INHBA, FABP4 y MMP11, a nivel de
proteina, evaluada por IHQ en muestras pareadas de Ty M pareadas de una cohorte independiente
de 23 pacientes con HGSOC en estadio avanzado. Se muestra el valor promedio del nivel de tincion
(histoscore) de cada candidato, calculado a partir de la evaluacién del porcentaje de células tefiidas y la
intensidad de la tincion en 3 &reas distintas de cada seccion de tejido. NV: No Valorable.

GREM1 PLVAP INHBA FABP4 MMP11
Paciente | Tejido CeICuCI)as Ce(I:l:)Ias Ce(I:l:)Ias Ceéucl)as teﬁ\i/:zzs(% ) Ce(l:Lgas Fibroblastos
24 T 60 0 140 0 72,9 0 0
M 0 0 160 20 0 0 10
o5 T 30 0 90 10 0 0 10
M 30 0 100 10 83,3 0 120
2 T 60 0 160 0 83,3 0 40
M 140 0 300 30 23,5 80 0
27 T 90 0 100 0 23,1 0 0
M 0 0 0 0 86,4 0 0
o8 T 120 0 70 0 7,1 0 0
M 0 0 80 60 50,0 0 10
29 T 120 0 100 0 30,4 0 0
M 90 20 90 20 93,9 0 2
30 T 80 0 80 0 80,8 0 0
M 40 0 100 0 83,3 0 120
31 T 0 0 NV NV NV 0 0
M 0 0 0 0 40,0 0 60
32 T 240 80 300 10 63,6 0 0
M 90 0 200 0 76,7 0 120
33 T 240 0 200 0 37,5 0 0
M 140 0 100 0 0 0 60
34 T 0 0 100 90 36,7 0 80
M 0 0 100 80 43,5 0 10
35 T 0 0 0 0 76,9 0 0
M 0 0 0 100 82,5 0 0
36 T 0 0 0 0 50,0 0 0
M 0 0 100 90 59,3 0 0
37 T 20 0 100 60 62,8 0 10
M 10 80 140 0 64,7 0 40
38 T 0 0 0 0 61,4 0 0
M 0 0 0 0 77,6 0 0
39 T 60 40 50 0 62,5 0 0
M 20 0 160 80 82,1 0 10
0 T 20 0 80 90 63,6 0 60
M 40 30 80 40 61,5 0 100
a T 0 0 0 0 76,3 0 0
M 160 10 0 60 84,8 0 120
2 T 140 20 80 90 60,5 0 10
M 20 0 100 100 93,5 0 100
43 T 60 0 80 30 57,1 0 10
M 0 0 0 0 83,3 0 0
a4 T 240 0 100 0 52,0 0 0
M 210 5 80 80 68,2 90 0
45 T 140 0 0 0 66,7 0 0
M 270 0 0 60 58,8 0 10
16 T 80 0 50 0 72,7 0 0
M 120 0 80 30 75,0 0 0

En la Figura 40 se representa para cada candidato el porcentaje de casos en los que se
detecté mayor expresién en M, o en T, o bien una expresion semejante entre T y M.
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Figura 40. En base a los histoscores, se muestra el porcentaje de casos con niveles de expresion
de GREM1, PLVAP, INHBA, FABP4 y MMP11 elevados en T, iguales en Ty M, o elevados en M. En
el caso de FABP4, los datos hacen referencia a la expresion en células de CO; y en el caso de MMP11,
se presentan los datos referentes a la expresion en fibroblastos.

En contraste con los resultados obtenidos a nivel de ARN, GREM1 se encontré sobre-
expresada en el citosol de las células cancerosas de las muestras de T en el 52,17% de los
casos; la expresion era igual entre T y M en el 26,09% de los casos; y en el 21,74% restante,
habia mas expresién en las M que en los T (Figura 40 y Figura 41), resultando en una
expresion global més elevada en T que en M (no significativa, p-valor = 0,257).

Metastasis

GREM1
OC cells

B. GREM1, OC cells
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Figura 41. A. Imagen representativa de la tincion IHQ de GREM1 en una muestra pareada de Ty M.
GREML1 se detecta principalmente en el citosol de células tumorales. Aumento original: 20X. B.
Representacion del promedio de los histoscores de GREM1 en células de CO de las 23 muestras
pareadas de Ty M analizadas.
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En el caso de PLVAP, no se consiguié obtener una tincién clara pese a varios intentos de
optimizacién de las condiciones de IHQ. Una vez establecidas las condiciones de tincién,
Unicamente se detectd expresion en 10 de las 46 muestras analizadas. De manera interesante,
el patron de expresion de la proteina era variable, pudiendo ser observada en el citosol y en la
membrana (Figura 42A) o en el nlcleo celular (Figura 42B). En el 21,74% de los casos se
detectd mas expresion de PLVAP en las muestras de M, y en el 13,04% de los casos se
observé mas tincion en las muestras de T, resultando en una expresion global més elevada en
M que en T (no significativa, p-valor = 0,969). De todos modos, estos resultados no son
representativos, ya que la expresion era nula tanto en T como en M en el 65,22% de los casos
(Figura 40). Esto sugiere la necesidad de testar otros anticuerpos para extraer conclusiones
robustas acerca de la presencia de PLVAP en HGSOC.

Tumor Metastasis

PLVAP

OC cells
membrane T
and cytosol ' o

PLVAP
OC cells
nucleus

C. PLVAP, OC cells

p—— R
_Mp=0%9 1

Histoscore (a.u.)

T M
Figura 42. Imagen representativa de la tincion IHQ de PLVAP en una muestra pareada de Ty M.
PLVAP se detecta en la membrana y el citosol de las células tumorales de la M (A.) y en el nlcleo

de las células cancerosas del T (B.). Aumento original: 20X. C. Representacion del promedio de los
histoscores de PLVAP en células de CO de las 23 muestras pareadas de Ty M analizadas.
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En el caso de INHBA, se observo tincion en el citosol de las células tumorales de las muestras
de T y M (Figura 43). Concretamente, en un 43,45% de los casos, la expresién era mas alta en
las M que en los T; en un 27,27%, la expresion entre T y M era igual; y en el 27,27% restante,
la expresién era mas alta en los T que en las M (Figura 40), resultando en una expresion global
més elevada en M que en T (no significativa, p-valor = 0,762).
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Figura 43. A. Imagen representativa de la tincién IHQ de INHBA en una muestra pareadade Ty M.
INHBA se detecta con mayor intensidad y extension en las células tumorales de las M. Aumento

original: 20X. B. Representacion del promedio de los histoscores de INHBA en células de CO de las
23 muestras pareadas de Ty M analizadas.

Como se observa en la Figura 44, FABP4 se encontraba significativamente mas expresada en
el citosol de las células tumorales de las M que en el de las células de los T; p-valor = 0,031. El
54,55% de los casos presentaba una expresién més alta en las células tumorales de M que en
las células del T; en el 22,72%, la expresién era igual entre T y M; y en el 22,72% restante, la
expresién era mayor en los T que en las M (Figura 40). De manera interesante, el 50% de las M
mostraban una tincién del 75-100% de los vasos sanguineos, mientras que el 50% de los T
mostraban tincién en el 50-75% de los vasos (Figura 44). En global, la expresion de FABP4 era
mas elevada en los vasos de las M que en los vasos de los T en el 77,27% de los casos.
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Figura 44. Imagen representativa de la tincion IHQ de FABP4 en una muestra pareada de Ty M.
FABP4 se detecta principalmente en células tumorales de ovario (A.) y en vasos sanguineos (B.)
de las M. Aumento original: 20X. C. Representacion del promedio de los histoscores de FABP4 en
células de CO de las 23 muestras pareadas de T y M analizadas. D. Representacién del porcentaje
de casos en el que se encuentran teflidos el 0% / <25% / 25-50% / 50-75% / 75-100% de los vasos
observados en cada seccion de tejido.

De los 23 casos analizados por IHQ, se detectdé una expresion clara de MMP11 en el citosol de
células tumorales en 2 muestras de M (Figura 45A y C), resultando en una expresion global
superior en M respecto a T (no significativa, p-valor = 0,162). Sin embargo, MMP11 se
encontraba sobre-expresada de manera significativa en el citosol de las células estromales
(fibroblastos) de las muestras de M en comparacion con el estroma de las muestras de T (p-
valor = 0,013) (Figura 45B y D). El 69,57% de los casos presentaba mayor expresion de
MMP11 en las células estromales de M que en las células estromales de T; en el 21,74%, la
expresion entre Ty M era igual; y en el 8,7%, se detectaba mayor expresion en los T que en las
M (Figura 40).
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Figura 45. Imagen representativa de la tincion IHQ de MMP11 en una muestra pareada de Ty M.
MMP11 se detecta principalmente en células tumorales (A.) y en fibroblastos estromales (B.) de
las M. Aumento original: 20X. Representacion del promedio de los histoscores de MMP11 en

células tumorales (C.) y en células estromales (D.) de las 23 muestras pareadas de T y M
analizadas.

Tras los resultados positivos de los candidatos FABP4 y MMP11 a nivel de IHQ, y con la
finalidad de confirmar la sobre-expresion en M vs T, se llevd a cabo un inmunoblot de 3
muestras independientes de T y M procedentes de pacientes con HGSOC en estadio avanzado
(muestras de T: pacientes 5, 7 y 12; muestras de M: pacientes 4, 9 y 13. Ver apartado 3.2.1.
Pacientes incluidas en el estudio, Tabla 15). Como se observa en la Figura 46, ambas
proteinas se encontraban sobre-expresadas en M respecto a T de manera significativa; la
expresion en los T era nula o débil, mientras que la expresién en las M era elevada en todas las
muestras analizadas. Cabe destacar que la forma activa de MMP11 (47 kDa) se expresaba con
mayor intensidad que la forma latente (60 kDa).
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Figura 46. Confirmacion mediante inmunoblot de la expresién de FABP4 y MMP11 en 3 muestras
no pareadas de tejido de Ty M — muestras de T: pacientes 5, 7y 12; muestras de M: pacientes 4, 9
y 13 — (A.) y cuantificacion de los niveles de FABP4 y MMP11 relativizados a la expresion de f3-
actina (control de carga) — en el caso de MMP11 se representa la suma de la forma activay la forma
latente (B.).

4.2.6. Presencia de FABP4 y MMP11 en plasma de pacientes con
cancer de ovario

Para estudiar, ademas del papel en la diseminacién del CO, el potencial uso de FABP4 y
MMP11 en el diagnéstico del CO, se evalué mediante inmunoblot la presencia de dichos
candidatos en el plasma derivado de una nueva cohorte de 36 pacientes con HGSOC en
estadio avanzado (pacientes 47 a 82, ver apartado 3.2.1. Pacientes incluidas en el estudio,
Tabla 15). Como se observa en la Figura 47, FABP4 se detectd en 31 de los 36 casos
(86,11%), mientras que la forma activa de MMP11 (47 kDa) se observé en la totalidad de los
casos analizados (100%).

Advanced HGSOC
FABP4 [ 15 kDa (Pt 47-58)
Facrd R S = 02 (Pt 59-70)

MMP11 47 kDa - active form (Pt 47-58)

MMP11 w 47 kDa - active form (Pt 59-70)

MMP11 — 47 kDa - active form (Pt 71-82)

Figura 47: Andlisis de la presencia de FABP4 y MMP11 en plasma derivado de 36 pacientes con
HGSOC en estadio avanzado mediante inmunoblot.
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Tras confirmar que ambos candidatos, FABP4 y MMP11, se detectaban en el plasma de
pacientes de HGSOC en estadio avanzado, seguidamente se consideré comparar la expresién
con la de plasma de pacientes control. Concretamente, se compraré la expresién de los
candidatos en el plasma de 4 pacientes con HGSOC en estadio avanzado (pacientes 83 a 86,
ver apartado 3.2.1. Pacientes incluidas en el estudio, Tabla 15) con la expresion en plasma de
5 pacientes que presentaban masas ovaricas anexiales sospechosas de malignidad —
finalmente diagnosticadas como torsién ovarica o cistoadenomas benignos — (pacientes 87 a
91, ver apartado 3.2.1. Pacientes incluidas en el estudio, Tabla 15). Como se observa en la
Figura 48, tanto FABP4 como MMP11 se sobre-expresaban de manera significativa en el
plasma de pacientes con CO en comparacién con el plasma de las pacientes control (p-valor =
0,05 y p-valor = 0,0003, respectivamente).
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Figura 48. Analisis mediante inmunoblot de la expresién de FABP4 y MMP11 en plasma de 5
pacientes con masas anexiales benignas y plasma de 4 pacientes con HGSOC en estadio
avanzado (A.) y cuantificacion de los niveles de FABP4 y MMP11 relativizados a la carga de
proteina en el inmunoblot (B.).

En resumen, los resultados preliminares obtenidos en una cohorte limitada de pacientes con
HGSOC y pacientes control sugieren la utilidad de FABP4 y MMP11 en la practica clinica para
mejorar el diagnéstico de la enfermedad. Sin embargo, es necesario ampliar la cohorte de
pacientes analizadas para poder confirmar dichos resultados y ampliarlo a otro tipo de ensayos
(ver apartado 5. Discusién).

Los resultados de este estudio se han recogido en un manuscrito que serd sometido
préximamente a una revista cientifica para ser evaluado y aceptado para su publicacion.
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5. DISCUSION

5.1. SECCION |: Optimizacién del procedimiento de aislamiento de
exosomas presentes en el aspirado uterino para la futura
identificacion de nuevos marcadores asociados al cancer de ovario

Actualmente, el diagndstico precoz del CO todavia representa un reto debido a la
inespecificidad de los sintomas de esta enfermedad y a la falta de técnicas de cribado
sensibles y especificas (293). Unicamente el 15% de los casos de CO son detectados en
estadios iniciales, cuando el tumor se encuentra confinado en el ovario (12); el sistema de
diagndstico actual detecta la enfermedad mayoritariamente en estadios avanzados, resultando
en una supervivencia a 5 afios del 28% que sitia el CO en la quinta causa de muerte por
cancer en mujeres del mundo occidental (11,12,95). Por consiguiente, existe la necesidad
clinica de encontrar e incorporar nuevos biomarcadores que solos, o en combinacién con las
técnicas de diagnostico actuales, permitan detectar el CO cuando ésta todavia no ha
diseminado en el peritoneo, ya que el CA125 so6lo se encuentra elevado en el 50% de los casos
de CO en estadios iniciales (90). El diagnéstico precoz del CO resultaria en un incremento
substancial de la resecabilidad del tumor y procedimientos quirdrgicos menos radicales. En
Gltima instancia, esto permitiria mejorar el prondstico de la enfermedad, mejorando la
supervivencia a 5 afios hasta un 92% (12).

Actualmente, la sangre es la plataforma mas utilizada para la identificacion y el desarrollo de
marcadores tumorales de manera rutinaria, ya que es una muestra bioldgica poco invasiva. En
las dltimas tres décadas, se han desarrollado una gran multitud de estudios que han detectado
potenciales biomarcadores de CO en la sangre, pero la gran mayoria de ellos no han sido
trasladados a la practica clinica debido a que no son suficientemente sensibles ni especificos
(294,295). La bisqueda de biomarcadores en sangre representa un gran desafio debido al
elevado rango dinamico asociado a la concentracién de proteinas. El plasma presenta una
pequefia proporcion de proteinas liberadas especificamente por el tejido tumoral, proteinas
resultantes de cambios estructurales en el microambiente tumoral y/o marcadores de la
respuesta inmunoldgica, asi como células tumorales en circulacion. Estas moléculas y/o células
asociadas al tumor quedan diluidas en la corriente sanguinea en comparacién con la gran
mayoria de moléculas plasmaticas, que no derivan directamente del tumor, sino que son
moléculas que representan el estado del organismo a nivel sistémico (99,294,295).

Recientemente, los biofluidos proximales al érgano afectado son considerados muestras con
potencial para el descubrimiento de nuevos biomarcadores. En el caso del CO, el liquido
ascitico representa una fuente atractiva de biomarcadores para la mejora del diagnéstico del
CO en estadio avanzado, ya que se desarrolla y acumula en pacientes con diseminacién
peritoneal, bafia células cancerosas no adherentes y células mesoteliales adyacentes, asi
como también contiene factores de crecimiento y factores de supervivencia (296). En las
Gltimas dos décadas se han realizado estudios a partir de liquido ascitico que evidencian las
diferencias moleculares entre pacientes con CO y pacientes sanas, sugiriendo el potencial del
uso de la ascitis para predecir la presencia de CO (297). Sin embargo, de manera similar a la
sangre, el liquido ascitico también presenta proteinas que difieren mucho en términos de rango
dindmico, por lo requiere la aplicacion de técnicas de fraccionamiento para poder detectar las
proteinas de baja abundancia (298). Otro inconveniente asociado al liquido ascitico es que no
podria ser utilizado en el diagndstico precoz del CO — la ascitis maligna se desarrolla
principalmente en estadio avanzado —, o en la monitorizaciéon de la enfermedad — la extraccion
de ascitis es invasiva, requiere habitualmente la puncion o la intervencion quirdrgica (299).
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Como alternativa a la sangre y el liquido ascitico, en este estudio proponemos el AU. El AU,
biopsia endometrial que refleja el tracto genital femenino, representa una fuente de
biomarcadores proxima al tumor ovarico. Debido a su localizacion, el AU probablemente
contiene moléculas mas especificas en comparacion con la sangre, directamente relacionadas
con el carcinoma (101,104). En el AU, se encontrarian ausentes la gran mayoria de moléculas
presentes en el flujo sanguineo que derivan del estado general del organismo — no
representativas del tumor (100). A diferencia del liquido ascitico, la obtencion del AU es menos
invasiva y podria representar estados iniciales del desarrollo de la enfermedad. Por
consiguiente, el AU emerge como una nueva muestra biolégica més dirigida y poco invasiva
para la deteccion del CO. Asimismo, el hecho de que sea una muestra poco estudiada
anteriormente representa un reto y riesgo cientifico, pero por otro lado, supone una ventaja
competitiva frente a la proteccién inventiva de biomarcadores para ser trasladados a la practica
clinica.

Existen estudios que apoyan el analisis de la cavidad uterina para detectar lesiones malignas
extra-uterinas, ya que demuestran que las células cancerosas procedentes del ovario y las
trompas de Falopio pueden ser recogidas en el Utero. Esto es debido a que la superficie
ovarica, las trompas de Falopio y la cavidad uterina conforman un espacio comun (300). En el
marco del CO seroso, la forma de desarrollo de las papilas puede impulsar a las células
tumorales a descamarse del ovario y extenderse hacia la cavidad uterina (106). Seguidamente,
el movimiento peristéltico de las trompas de Falopio y la presion negativa de la cavidad uterina
hace posible el transporte de las células malignas exfoliadas del ovario (o de la lesién pre-
maligna STIC, presente en los oviductos segln la teoria dualista) hasta la cavidad uterina
(107,301). Por otra parte, teniendo en cuenta la similitud del carcinoma seroso papilar uterino
con el CO seroso, recientemente se postula que este Ultimo podria provenir de la lesion
precursora del carcinoma intraepitelial del endometrio (CIE). Esto indicaria que el origen del CO
no se encuentra en la superficie epitelial ovarica, sino en la cavidad uterina (108). En caso de
que esta teoria fuera cierta, el estudio de la cavidad uterina y por consiguiente, el uso del AU,
estaria mas que justificado para detectar el CO.

A dia de hoy se han realizado diferentes estudios que acreditan la presencia de células
malignas de CO en la cavidad uterina (302). En general, la presencia de células de CO en
citologias cervico-vaginales se ha detectado en aproximadamente el 20-30% de los casos de
CO analizados (303,304). En cuanto a las citologias endometriales obtenidas con el dispositivo
japonés de Masubuchi, la presencia de células de CO se ha observado en el 15-53% de los
casos — 15,8%, Fujimoto et al. (303); 23,7%, Saji et al. (106); 26,2%, Jobo et al. (107); 27,7%,
Kato et al. (305); 41,9%, Takashina et al. (306); 53,1%, Ohno et al. (304). Estos estudios
presentan un poder predictor bajo del CO, ya que sélo se basan en la deteccidon de células
malignas del ovario para afirmar la presencia de la enfermedad. Pero de manera interesante, el
CO se pudo detectar incluso en ausencia de invasion endometrial (107,303,306), asi como en
pacientes que no presentaban sintomatologia aparente (106). En algunos casos también se
observo que el valor positivo de la citologia endometrial era mayor en estadios avanzados y en
presencia de ascitis maligna (107).

Por otro lado, las investigaciones de Kinde et al. (105) y Maritschnegg et al. (300) se basan en
el estudio molecular del ADN contenido en especimenes endometriales para detectar el CO.

En el estudio de Kinde et al., se realiz6 un analisis mutacional del ADN contenido en muestras
cervicales de pacientes con CO obtenidas con el test Papanicolaou (105). Los resultados del
estudio demostraban que las células o fragmentos celulares procedentes del CO pueden ser
detectados en el cérvix y que el estudio del perfil molecular a nivel genomico puede
proporcionar informacion de interés para mejorar el diagnostico del CO. En base a las
mutaciones detectadas en este tipo de muestra, se pudieron detectar el 41% de los casos de
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CO. Kinde et. sugeria que el uso de una canula pequefia que se pudiera introducir en la
cavidad uterina — un instrumento como la Pipelle de Cornier que utilizamos en nuestro estudio
— permitirfia recoger una biopsia endometrial que podria aumentar en gran medida la
sensibilidad (105), pues la muestra se enriqueceria en células procedentes del ovario (307).

De manera similar, el estudio de Maritschnegg et al. apoya el hecho de que es posible detectar
los carcinomas derivados de los conductos de Miller — CO y cancer de endometrio — a través
del estudio molecular de la cavidad uterina (300). En este caso se estudi6 mediante
secuenciacion masiva la presencia de determinadas mutaciones (AKT1, APC, BRAF, CDKN2A,
CTNNB1, EGFR, FBXW7, FGFR2, KRAS, NRAS, PIK3CA, PIK3R1, POLE, PPP2R1A, PTEN y
TP53) en el ADN contenido en lavados de la cavidad uterina de pacientes con CO. Con este
método se detecto la presencia de CO en el 80% de las pacientes reclutadas en el estudio,
incluso se identific6 un caso que no habia sido detectado con las técnicas de diagnéstico
tradicionales (CA125 y ecografia transvaginal) (300).

De manera importante, tanto con el test de Papanicolaou (Kinde et al.) como con el de lavado
uterino (Maritschnegg et al.) se han podido detectar estadios iniciales del CO, lo cual indica que
esta estrategia es apta para el diagnostico precoz de la enfermedad. Probablemente, el
incremento en la sensibilidad del lavado uterino en comparacién con el test de Papanicolaou es
debido a que la cavidad uterina contiene mayor nimero de células malignas procedentes del
ovario en comparacién con el cérvix (105). El inconveniente del lavado uterino es que la
muestra se encuentra diluida por la solucién salina que se aplica en el Gtero con esta técnica.
Asi, el AU — biopsia endometrial que se obtiene por aspiracién y que gracias a su localizacion,
contiene componentes de las trompas de Falopio y del ovario (100) — podria representar las
alteraciones moleculares que tienen lugar en el tejido ovarico. Teniendo en cuenta que el perfil
de expresion génica del AU correlaciona con el del tejido del cancer de endometrio (101),
creemos que el estudio de los cambios genéticos y proteémicos del CO también podrian verse
reflejados en el AU.

Un inconveniente del AU es su complejidad, pues contiene moléculas de alta abundancia
procedentes de la sangre y otros componentes que podrian enmascarar potencialmente la
deteccion de moléculas menos abundantes (101,104). Como solucién a esta complejidad, en
este trabajo proponemos los exosomas presentes en el AU como una nueva fuente de
biomarcadores de enfermedades del tracto genital femenino como el CO, ya que enriquecen la
muestra en proteinas de baja abundancia con significancia fisiopatoldgica.

Los exosomas son vesiculas extracelulares que son secretadas al medio tras la fusién de los
MVBs con la membrana plasmatica (112), llegando a los biofluidos proximales. Los exosomas
presentan patrones moleculares especificos que reflejan las células de origen (111). Asi, los
exosomas presentes en fluidos proximales al ovario, como el AU, podrian representar un
reservorio de biomarcadores del CO. Los exosomas tienen un gran potencial en el diagndstico
no invasivo del CO por distintos motivos: i) son portadores de informacion especifica derivada
de las células tumorales de origen; ii) su produccion se encuentra aumentada en pacientes con
CO; iii) su contenido puede correlacionar con el estadio tumoral y el prondstico; vy, iv) el
contenido exosomal es altamente estable por la bicapa lipidica que los constituye (189,308).

En comparacién con los biomarcadores de fluidos biolégicos, los biomarcadores procedentes
de exosomas presentan mayor estabilidad — debido a la proteccidon de la membrana exosomal
—, lo cual se traduciria en una mayor especificidad y sensibilidad (309). Ademas, se ha descrito
que los exosomas procedentes de pacientes de CO presentan una composicién molecular
(proteina, miARNSs y glicanos) diferencial cuando se compara con la de exosomas de pacientes
sin enfermedad (195,273). Otros estudios han demostrado la presencia de una gran cantidad
de exosomas en liquido ascitico y plasma en comparacion con pacientes sanas, y dicha
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abundancia se ha asociado a la presencia de metastasis en la cavidad peritoneal (174,273).
Asimismo, se ha observado que unos meses antes del aumento de los niveles séricos de
CA125, tiene lugar un incremento importante en la produccién de exosomas, lo cual sugiere
que estas vesiculas podrian ser una estrategia apropiada para la deteccién precoz del CO
(310). Inicialmente, los exosomas secretados se encuentran localizados alrededor del tumor
ovarico; luego, se extienden progresivamente con el fluido peritoneal, y de aqui pasan al flujo
sanguineo atravesando las barreras endoteliales (311).

Por consiguiente, debido a la proximidad de la cavidad uterina con el ovario, hipotetizamos que
el AU puede representar una muestra préxima al tumor ovarico en la cual se pueden detectar
exosomas derivados del mismo. Ademas, teniendo en cuenta que las células malignas del
ovario pueden ser recogidas por las trompas de Falopio y llegar hasta la cavidad uterina, los
exosomas derivados de las células tumorales también podrian ser transportados hasta este
punto. De manera similar a otras superficies mucosas, puesto que la superficie endometrial se
encuentra recubierta por un glicocalix que atrae y une células, factores secretados y moléculas
bioactivas (301), es probable que vesiculas extracelulares como los exosomas también se
adhieran con facilidad.

En el marco del CO, no existen estudios donde se analice la composicibn molecular de
exosomas derivados de muestras de la cavidad uterina para la deteccion de la enfermedad. Sin
embargo, Liu et al. demuestra la utilidad de los exosomas en la identificaciéon de marcadores de
patologias del tracto genital femenino (312). En este estudio se observd un incremento
significativo del miARN-21 y el miARN-146a en exosomas del lavado cervicovaginal de
pacientes con cancer de cérvix en comparacion con exosomas de pacientes sanas.

Aunque la investigacion en EVs ha aumentado de manera significativa en la Ultima década, aun
no existe un consenso en los métodos de aislamiento de EVs por parte de la comunidad
cientifica. Por otro lado, el rendimiento de extraccién y la pureza obtenida pueden variar en
funcion de la muestra de partida; concretamente hay variabilidad dependiendo del origen
celular, la composiciéon proteica/lipidica, el contenido intraluminar y el grado de agregacion de
componentes (149). Por todo ello es necesario adaptar el procedimiento de aislamiento de EVs
a cada fluido bioldgico.

El objetivo del estudio presente era establecer las bases del aislamiento de las EVs a
partir del AU para favorecer el descubrimiento de nuevos marcadores moleculares asociados
al CO. Concretamente, comparamos tres procedimientos basados en la ultracentrifugacion (los
protocolos Estandar, Filtracién y Sacarosa), y realizamos una caracterizacién extensiva de las
EVs describiendo su morfologia, tamafio y enriquecimiento en marcadores comunes de
exosomas para confirmar la utilidad y viabilidad del procedimiento.

El protocolo Estandar de ultracentrifugacion permite obtener preparaciones de EVs
relativamente puras y ha sido ampliamente utilizado para aislar EVs a partir de multiples fluidos
corporales, con modificaciones especificas segun la muestra de partida (113,313). El tipo, la
cantidad y la calidad de vesiculas aisladas con la ultracentrifugacion son sensibles a distintos
factores que incluyen: la fuerza g, el tipo de rotor (de &ngulo fijo o basculante), el 4ngulo de
sedimentacion del rotor, el radio de la fuerza centrifuga, la eficiencia en la precipitaciéon (factor
de compensacion, o factor k del rotor) y la viscosidad (158,159). La viscosidad del biofluido es
uno de los factores que introduce mas variabilidad en el rendimiento de extraccion de EVs,
pues se ha visto que a mayor viscosidad del fluido de partida, mayor friccion interna de las EVs
(314) y, en consecuencia, mayor dificultad de sedimentacion y menor es la eficiencia (159,314).
Por lo general, la viscosidad de los fluidos bioldgicos es superior a la del medio de cultivo
celular. La fraccién fluida del AU presenta viscosidad variable dependiendo del estado del
endometrio, el fluido tubarico, las secreciones de la cavidad uterina y la presencia/ausencia de
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lesiones en el tracto genital en el momento de recogida de la muestra. Por consiguiente,
previamente a la ultracentrifugacion, diluimos la fraccion fluida de los AUs con PBS 1X hasta un
volumen total de 25 mL para corregir las diferencias de viscosidad y obtener una fluidez similar
en todos los casos, tal y como recomienda la ISEV (158).

Con la ultracentrifugacion precipitan complejos/agregados proteicos, particulas lipoproteicas y
otros residuos membranosos, juntamente con las EVs (315). Para retirar parte de estos
contaminantes, es necesario resuspender las EVs en PBS tras la ultracentrifugacién a 100.000
g y repetir la centrifugacién (lavado) (158,315). El inconveniente es que la repeticion multiple de
la ultracentrifugacién puede llegar a dafiar las vesiculas aisladas, reduciendo su calidad, y
también puede reducir el rendimiento de extraccion y la reproducibilidad (158,162). Por este
motivo, Unicamente realizamos un lavado; no aplicamos mas de dos ultracentrifugaciones en
todo el procedimiento.

El segundo protocolo que evaluamos en este estudio fue el de Filtracion, que permite
descartar directamente todas aquellas vesiculas de tamafio superior a 200 nm. Por ultimo, el
tercer protocolo que estudiamos fue el de Sacarosa, donde las EVs precipitadas en la
ultracentrifugacion fueron posteriormente aisladas en base a su densidad caracteristica (1,13-
1,19 g/mL) con una solucion de sacarosa de dicha densidad (315).

Con la finalidad de confirmar la presencia de EVs, la ISEV recomienda caracterizar las
preparaciones de EVs de manera individual mediante al menos dos técnicas analiticas
distintas. Para ello, en este estudio utilizamos la microscopia electrénica y el analisis de
seguimiento de nanoparticulas (113,158).

Estd establecido que la microscopia electrénica de transmision proporciona evidencia
directa de la presencia de estructuras vesiculares y permite definir su morfologia y su tamafio
(119). En nuestro estudio podia observarse claramente la bicapa lipidica caracteristica que
forma las EVs y la morfologia esférica esperada. Ademas, se podia intuir muy levemente una
forma de copa — artefacto caracteristico de esta técnica (154,316). En este estudio,
observamos claramente que el tamafio de las EVs era inferior al de las MVs. El material que se
encontraba alrededor de las EVs podrian ser complejos proteicos, ya que comparten
parametros biofisicos con las EVs — el tamafio y las propiedades de sedimentacion (317) — y
sus niveles suelen ser elevados en fluidos corporales (158). De hecho, es conocido que las
preparaciones de EVs derivadas de fluidos biolégicos presentan mayor cantidad de agregados
proteicos en comparacién con otras muestras de partida como el cultivo celular (318). Acorde
con la bibliografia (159), las preparaciones de EVs de AU obtenidas con el protocolo Estandar
contenian agregados proteicos mas densos que las EVs aisladas con protocolos mas refinados
como el de Filtracién o el de Sacarosa.

En referencia a la determinacion del tamafio, el analisis de seguimiento de nanoparticulas
(NTA) ofrece ventajas frente a la microscopia electronica: permite tener una vision global de la
preparacion de EVs porque proporciona la distribucion de las vesiculas segin su tamafio
haciendo un analisis multiple en pocos minutos; y ademas, puede determinar la concentracion
de las nanoparticulas en la muestra. En el caso del protocolo Estandar, la moda de las EVs era
ligeramente superior que en los protocolos Filtracion y Sacarosa. En el protocolo Filtracién, la
moda de las vesiculas era inferior probablemente por el descarte de MVs pequefias (~ 200
nm), y porque los agregados de EVs y las EVs de gran tamafio (~ 200 nm) quedaban retenidas
en el filtro y/o se lisaban al aplicar presién positiva para atravesarlo (316). En el protocolo
Sacarosa, la moda de las EVs debia de ser menor porque las vesiculas con densidad superior
a 1,13-1,19 g/mL — de tamafio mayor al tamafio medio de las EVs — quedaban excluidas de la
solucién. Por otra parte, la distribucion de las EVs en base al tamafio era uniforme en el caso
de los protocolos Estandar y Filtracion, pero heterogénea en el caso del protocolo Sacarosa.

145



Discusion SECCION |

Esto podria ser explicado por la densidad aumentada de la solucion de sacarosa (1,13-1,19
g/mL) utilizada en este procedimiento.

En cuanto a la concentracion de vesiculas, dado que los procedimientos sencillos proporcionan
rendimientos mas altos que los protocolos mas laboriosos (incluyen mas pasos en el protocolo)
(162), la concentracién de EVs mas alta se consiguidé con el protocolo Estandar, seguida del
protocolo Filtracion y del protocolo Sacarosa.

Ademas de la caracterizacion de las EVs a nivel de morfologia y tamafio, la ISEV también
recomienda realizar una caracterizacion molecular, mostrando la presencia de al menos tres
marcadores que se encuentren altamente enriquecidos en exosomas a nivel de proteina,
como son CD9, CD63, CD81 o TSG101 (113). Para ello, se evalué6 mediante inmunoblot la
presencia de estos marcadores. Referente a las tetraspaninas (CD9, CD63 y CD81), aunque
son unos de los marcadores exosomales mas comunmente aceptados porque indican el origen
endosomal (136) y en nuestro estudio las detectamos principalmente en EVs, también
observamos su presencia en MVs. Si bien este hecho podria ser debido a la co-precipitacion de
exosomas de tamafio reducido a 10.000 g, también podria indicar que no todas las
tetraspaninas son especificas de EVs — lo cual es apoyado por algunos estudios recientes
(149,316). En este estudio, la tetraspanina mas inespecifica fue CD81, seguido de CD9. Por el
contrario, de acuerdo con la bibliografia (149), CD63 fue la tetraspanina que presentaba mayor
especificidad, ya que la deteccion en EVs era muy intensa y, en MVs, muy leve.

Para tener una idea de la pureza de las preparaciones de EVs obtenidas con cada protocolo,
determinamos el promedio de expresién de las tetraspaninas. Aunque teéricamente el
aislamiento de EVs en sacarosa permite eliminar algunos contaminantes y, por lo tanto, se
esperaria que la pureza de las preparaciones fuera mas alta que la obtenida con la
ultracentrifugacion convencional (162,316), en este estudio, con el colchén de sacarosa
detectamos niveles bajos de marcadores tipicos de exosomas. Este hecho concuerda con otros
estudios que defienden que el procedimiento de sacarosa es (til para obtener preparaciones de
EVs puras a partir de cultivos celulares, pero no es apropiado para fluidos biol6gicos como el
plasma (162). En nuestro estudio, la pureza mas alta referente a la expresion de tetraspaninas
fue conseguida con el protocolo Estandar, seguido del de Filtracién y el de Sacarosa.

La expresion de TSG101 y Flotilina-1 refleja las distintas vias de biogénesis de MVs y EVs. De
acuerdo con el origen endosomal al que se ha asociado TSG101 (126,133,158), esta proteina
se observé Unicamente en EVs. Esto permite confirmar de manera contundente que las
preparaciones de EVs aisladas de AU con la ultracentrifugacién se encuentran principalmente
enriquecidas en exosomas. De manera similar, Flotilina-1 era practicamente indetectable en
MVs, apoyando la presencia especifica en EVs descrita previamente (319).

Anexina V, un marcador asociado a las MVs (272), también fue detectado en EVs del protocolo
Estandar. Aunque este hecho podria apoyar la presencia de Anexina V en EVs que han
descrito otros grupos (115), también sugiere que las MVs de menor tamafo pudieron precipitar
a 100.000 g. Esto explicaria la ausencia de Anexina V en EVs del protocolo de Filtracién, pues
las MVs mas pequefias (~ 200 nm) habrian quedado retenidas en el filtro. Y por otro lado, su
ausencia en EVs aisladas con el protocolo Sacarosa podria ser explicada por la alteracién de la
membrana exosomal que provoca la misma sacarosa, pues se ha visto que esta solucion
puede resultar en la disociacion de proteinas que se unen normalmente a componentes de
superficie exosomal (320). De ser asi, la sacarosa podria impedir la interaccion de la Anexina V
con la fosfatidilserina presente en la membrana de los exosomas y por ello, no observamos
Anexina V en EVs aisladas con este protocolo.

Haptoglobina es una proteina soluble altamente abundante en sangre que suele formar
complejos proteicos con otras proteinas sanguineas (321). Tal y como se esperaba,
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observamos su presencia en la FS del AU, pues éste presenta contaminacién de sangre.
También detectamos Haptoglobina en la fraccion de MVs, porque probablemente debia de
formar agregados de gran tamafio que sedimentaban a 10.000 g. Este hecho confirma que las
preparaciones de este tipo de vesiculas extracelulares contiene mudltiples moléculas
contaminantes como complejos proteicos de gran tamafio (> 200 nm) (115,317). En el caso de
la fraccion de EVs, Haptoglobina fue detectada solamente en el protocolo Estandar, mientras
que no se detectd expresion ni en el protocolo de Filtracidon (probablemente los complejos
debian de quedar retenidos en el filtro), ni en el protocolo de Sacarosa (posiblemente los
agregados debian de tener una densidad diferente y quedaban al margen del colchén de
sacarosa).

En relacion a la reproducibilidad de los protocolos de aislamiento testados, el procedimiento
Estandar fue el mas reproducible, pues la concentracion de EVs, y mas especialmente la
expresion de tetraspaninas, mostraban poca variabilidad en comparacion con los otros
protocolos. El procedimiento menos reproducible resulté ser el de Filtraciéon, pues éste
presentaba la mayor desviaciéon estandar en cuanto a concentracion de EVs y expresion de
tetraspaninas. Finalmente, el protocolo Sacarosa presentaba la menor variabilidad en términos
de concentracién de EVs y una variabilidad intermedia en cuanto a expresién de marcadores
exosomales. Por otra parte, el protocolo Estdndar fue el protocolo con el que se obtuvo mayor
rendimiento de extraccion de EVs, seguido del protocolo Filtracion y Sacarosa. En conjunto,
estos resultados indican que la reproducibilidad y el rendimiento se encuentran
estrechamente ligados al nUmero de pasos de cada protocolo, pues el protocolo Estandar es el
que presentaba menor nimero de pasos, Yy es el que resulté ser mas reproducible y productivo.

A pesar de las propiedades que caracterizan los exosomas, cada vez hay mas evidencias de
que existen distintos tipos de vesiculas en los fluidos corporales que comparten algunas de
estas caracteristicas (149), lo cual hace mucho mas compleja la separacién de los exosomas
del resto de componentes de la muestra. A dia de hoy, no se ha conseguido obtener una
preparacion de vesiculas que contenga una sola poblacién de vesiculas extracelulares; no es
posible separar empiricamente de manera absoluta las EVs de otras poblaciones de vesiculas
extracelulares como las MVs (149,154). Esto es debido al solapamiento parcial de la
morfologia, el tamafio y la densidad de los exosomas con otras particulas vesiculares, y a que
tampoco se conocen marcadores totalmente especificos de cada tipo de poblacién
(114,149,158).

Cabe destacar que la eleccién del método de aislamiento de EVs debe ser determinada en
funcion de la meta experimental establecida (113). Nuestro objetivo principal era determinar el
método mas apropiado de aislamiento de EVs para el futuro descubrimiento de nuevos
biomarcadores asociados al CO. En base a lo anterior, aunque los tres procedimientos de
aislamiento de EVs evaluados en este estudio permiten extraer EVs a partir de AU,
seleccionamos el protocolo Estdndar como aquel més adecuado porque la expresion de
marcadores asociados a exosomas, el rendimiento de extraccién de EVs y la reproducibilidad
del procedimiento eran mas elevados en comparacion con los protocolos Filtracion y Sacarosa.
Ademas, como ventaja adicional, el coste y el tiempo empleados en el procedimiento Estandar
eran menores, lo que permite plantear estudios de descubrimiento de biomarcadores con un
namero de muestras elevado. No obstante, somos conscientes de que las preparaciones de
EVs obtenidas con el protocolo Estandar también puedan contener MVs de tamafio pequefio (~
200 nm) y/u otros contaminantes — agregados proteicos. Aunque su presencia podria afectar a
la busqueda de biomarcadores en etapas de descubrimiento, dichas contaminaciones podrian
ser descartadas mediante el uso de controles adecuados o la validacién posterior, pues este
tipo de estudios permite cierta flexibilidad en la pureza y la calidad de las preparaciones de EVs
porque tienen como obijetivo final la distincién entre distintos grupos de pacientes a partir del
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perfil global de las muestras (322). En este sentido, la pureza de las preparaciones de EVs
obtenida con el procedimiento Estandar era apropiada, ya que se detectaron los niveles mas
elevados de marcadores exosomales, asi como la morfologia esférica caracteristica y el
tamafio esperado (20-170 nm).

Tras seleccionar el procedimiento de aislamiento mas apropiado para aislar EVs a partir de AU,
confirmamos la robustez del protocolo con 6 muestras de AUs individuales. El tamafio de
las EVs aisladas result6 estar comprendido entre 120 y 160 nm. La concentracién de EVs era
variable entre las muestras, aunque el niamero total de EVs aisladas correlacionaba con el
volumen inicial de fracciéon fluida del AU de la que procedian. Curiosamente, esta
proporcionalidad no sucedia en el caso de las MVs. Esto puede ser debido al alto contenido de
otras moléculas contaminantes de tamafio similar entre 100 y 1.000 nm, lo cual provocaria la
deteccion de falsos positivos en el NTA. Por otro lado, la concentracion de proteina de las
preparaciones de EVs no correlacionaba con el numero total de EVs. Esto puede ser debido a
la presencia de agregados proteicos que co-precipitan de manera heterogénea durante la
ultracentrifugacion de cada muestra. En caso de que el objetivo final de la extraccion de EVs a
partir de AU fuera analizar Unicamente las proteinas contenidas en el interior de las EVs, se
podrian deplecionar las proteinas adheridas a la superficie aplicando un tratamiento de tripsina
(813) o proteinasa K (323) — enzimas que se utlizan habitualmente para romper las
interacciones inter-proteicas. Pero en el marco del descubrimiento de biomarcadores proteicos,
puesto que parte de los marcadores en potencia no se encuentran en el interior de las
vesiculas, sino unidos a proteinas presentes en la superficie de las EVs — tetraspaninas y otras
proteinas de anclaje (134,313,323-325) —, descartariamos esta aproximacion porque
perderiamos proteinas que podrian ser de interés patoldgico.

En cuanto al andlisis de la presencia de marcadores asociados a exosomas, cabe destacar que
se observo variabilidad entre las distintas muestras de AU. Las EVs se encontraban
enriquecidas en las tetraspaninas CD9, CD63 y CD81 en comparacion con las MVs. El
promedio de expresibn de las tres tetraspaninas era similar en todas las muestras,
exceptuando el caso de la paciente 28. En base a lo anterior y de acuerdo con estudios
recientes, confirmamos que existen distintas sub-poblaciones de EVs que presentan distintos
niveles de tetraspaninas (149). Por otro lado, las proteinas TSG101 y Flotilina-1 se
encontraban presentes en EVs a niveles mas altos que en las MVs, apoyando la conocida
asociacion con la biogénesis endosomal de los exosomas (112,121,123). De acuerdo con otros
estudios (115,272), Anexina V se detecté con mayor intensidad en MVs que en EVs.
Finalmente, Haptoglobina se expresaba en la FS a niveles notablemente més altos que en las
EVs, hecho que confirma que las EVs representan una fraccién de la muestra con una
proporcién reducida de proteinas de alta abundancia en sangre, facilitando la deteccion de
proteinas de baja abundancia, que son habitualmente las moléculas de importancia clinica.

Respecto al analisis del ARN exosomal, es indispensable aplicar un procedimiento de
aislamiento de EVs y un método de extraccion de ARN altamente eficaces, ya que la
concentracién de ARN en EVs es frecuentemente baja y en consecuencia, limita los andlisis
posteriores (112). En linea con lo anterior, con el objetivo de determinar el procedimiento
mas adecuado para obtener ARN exosomal de AU, estudiamos el efecto de la sonicacién y
el tratamiento con ARNasa A en distintos puntos del protocolo Estandar. La eleccién de la
estrategia se hizo en base al perfil de Bioanalyzer y a la deteccién de una serie de miARNs que
se expresan en el tracto genital femenino y que han sido detectados anteriormente en EVs —
miR-200b, miR-200c, miR-223, miR-17 y miR-106a (145,273-276). La sonicacion de las EVs
una vez aisladas mediante ultracentrifugacion tiene como objetivo disrupcionar la membrana
exosomal y mejorar asi el rendimiento de extraccion del contenido molecular (326). Sin
embargo, nuestros resultados demuestran que para el analisis de ARN, la sonicacién de las
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EVs contribuye a una mayor fragmentacion y degradacion del material. Por lo tanto, la
sonicacién de las EVs no es apropiada para estudios de ARN; el reactivo de lisis es suficiente
para romper la membrana exosomal. Existen varios estudios transcriptbmicos que no
consideran si el ARN de las preparaciones exosomales se encuentra en el interior de las
vesiculas, o si bien el ARN se encuentra unido a la superficie de las mismas (327). El AU total
contiene acidos nucleicos libres y acidos nucleicos derivados de las células presentes en la
cavidad uterina. En nuestro estudio, una alta proporcion del ARN aislado se encontraba unido a
la superficie de las EVs (mas del 50%). Nuestros resultados sugieren que el material genético
externo de las EVs del AU es muy abundante en comparacion con el de EVs de cultivo celular
(328) u otros biofluidos (329). Dado que nuestro objetivo final es el aislamiento de EVs de AU y
el andlisis de su contenido para la busqueda de biomarcadores del CO, consideramos que el
ARN circulante y externo a las EVs no deberia estar presente. Las moléculas de ARN
contenidas en el interior de las EVs son las que se incorporan selectivamente en dichos
compartimentos y representan las células de origen. La contaminacién de la muestra con ARN
externo conllevaria la obtencién de resultados artefactuales y por consiguiente, consideramos
que es preciso deplecionar el ARN externo contaminante de las EVs aplicando un tratamiento
con ARNasa A y analizar tnicamente el ARN contenido en el interior de las EVs.

En conclusién, determinamos que el tratamiento de las EVs con ARNasa A sin aplicar
sonicacion era la mejor aproximacion para obtener el ARN exosomal preservando su
integridad. De acuerdo con la conocida estabilidad y resistencia natural que presentan los
exosomas frente a condiciones adversas (147), las EVs aisladas permanecieron intactas tras la
digestion con ARNasa A. A diferencia del ARN celular, el ARN contenido en las EVs presenta
un perfil diferente, compuesto principalmente por fragmentos cortos (327). En este estudio, las
moléculas de ARN de las EVs consistian en secuencias cortas de 25-300 nucledtidos y la
concentracion era de 3.490 pg/uL aproximadamente — cantidad suficiente para detectar la
presencia de ARNm y miARNs mediante RT-qPCR.

Posteriormente, se confirmé la robsutez de este procedimiento con 6 muestras de AU
independientes. El perfil de Bioanalyzer fue similar al que observamos en la optimizacion
(moléculas de 25-300 nucledtidos), pero la concentracién de ARN obtenida era inferior en todos
los casos (108-851 pg/uL). Dado que las vesiculas no contenian ARN externo adicional, la
concentracion de ARN correlacionaba significativamente con el nimero total de EVs, y a su vez
correlacionaba con el volumen inicial de fraccién fluida de AU.

Mediante RT-gPCR analizamos la presencia de 1 ARNr, 6 ARNm y 11 miARNSs que habian sido
detectados anteriormente en EVs (145,150). Actualmente no se conoce ninguna molécula de
ARN enddgena que presente niveles de expresién constantes en EVs. Existen distintas
estrategias para normalizar los datos de RT-gPCR: relativizando la expresion con el nimero
total de vesiculas que contiene cada preparacion (330); seleccionando una molécula de ARN
especifica de la muestra que presenta poca variabilidad (331); normalizando los datos con el
promedio del nivel de expresion de todas las moléculas de ARN analizadas (332); o bien,
mediante el uso de una molécula de ARN artificial que, afiadida a la muestra previamente a la
extraccion de ARN, permite normalizar los datos de RT-qPCR (333). En este estudio decidimos
utilizar el oligonucledétido sintético cel-miR-39 como control interno, ya que afiadido justo antes
del aislamiento de ARN, permite corregir la variabilidad experimental asociada a la extraccion
de ARN, la eficiencia de la transcripcion reversa y la variabilidad técnica de la RT-qPCR con
mayor precision que los métodos anteriormente descritos (265). Con este sistema
cuantificamos la expresion relativa de las moléculas de interés respecto a la expresion basal
del ARN sintético.

El ARNr 18S fue la especie de ARN con mayor expresion que se detecté en este estudio,
aunque permitia la deteccion eficiente del resto de especies de ARN - resultados que
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concuerdan con otros estudios que han descrito niveles altos del ARNr 18S
(114,145,149,150,327). De hecho, en algunos casos el contenido de ARNr era tan alto que era
necesario deplecionarlo para poder analizar de manera eficiente el resto de ARN (328). Si bien
es conocido que el ARN exosomal esta formado basicamente por secuencias cortas (< 200
nucleétidos), en este estudio los fragmentos de ARN pudieron hibridar con las sondas
especificas, permitiendo la observacion de expresion. TSG101 y ALIX — asociados al origen
endosomal (123) — fueron detectados de manera eficiente. Aunque estas moléculas solo se
han observado en EVs a nivel de proteina (145), el estudio presente indica que el ARNm
correspondiente también viaja en este tipo de vesiculas. Puesto que otros estudios han
demostrado que el ARNm exosomal puede ser funcional en las células diana (150),
hipotetizamos que tras la entrada del ARNm de TSG101 y ALIX en células receptoras, estas
moléculas podrian ser traducidas a proteina fomentando la sintesis de MVBs y su transporte
intracelular. GAPDH (un enzima metabdlico) y B-actina (un componente del citoesqueleto) —
previamente descritos en exosomas a nivel de proteina (145) y ARN en biofluidos y medio de
cultivo celular (327) — también fueron detectados en las EVs de AU. Por otro lado, la deteccion
de la expresion de MUC16 y CD24 indica el potencial de las EVs derivadas del AU como una
nueva fuente de biomarcadores de patologias ginecoldgicas, pues ambas proteinas se han
asociado al CO (334), cancer de endometrio (335,336) y endometriosis (277,278). De manera
interesante, CD24 también se ha relacionado con leiomiomas (337), y aunque este estudio no
pretendia extraer conclusiones acerca del vinculo entre el contenido de ARN de las EVs de
AUs vy las patologias benignas de las pacientes, pudimos observar que justamente dos de las
tres pacientes diagnosticadas con leiomioma presentaban niveles mas elevados de CD24 en
EVs de AU que las otras muestras analizadas.

Por otra parte, detectamos la expresion de varios miARNs en EVs de AU previamente
relacionados con patologias del tracto genital femenino. Concretamente, miR-200b ha sido
asociado a la endometriosis (275), y juntamente con miR-200c, se ha visto sobre-expresado en
cancer de endometrio (338), asi como también en tejido y suero de pacientes con CO
(273,339). Ademas, ambos se han encontrado sobre-expresados en EVs de suero de
pacientes con CO avanzado (273), y miR-200c también se ha detectado en EVs/MVs derivadas
de una linea celular de endometrio (274,340). miR-223 se ha asociado a la endometriosis (275)
y se ha encontrado sobre-expresado en suero de pacientes con sindrome de ovarios
poliquisticos (341); también se ha visto elevado en suero de pacientes con cancer de
endometrio (342), asi como en el tejido tumoral (340), y en el tejido de CO recurrentes (343).
miR-141 se ha detectado en el tejido endometrial ectdpico en condiciones de endometriosis
(275) y también se ha visto elevado en suero de pacientes con esta patologia (344); ademas,
se ha encontrado sobre-expresado en cancer de endometrio (338,340) y en suero de pacientes
con CO (339). De manera interesante, también se han detectado altos niveles de miR-141 en
EVs de pacientes con CO (273). miR-205 se ha visto sobre-expresado en tejido y suero de
pacientes con cancer de endometrio (276,340), y CO (345), y se ha encontrado sobre-
expresado en EVs de suero de pacientes con CO (273). miR-17 se ha detectado sobre-
expresado en cancer de endometrio (340) e infra-expresado en plasma de mujeres con
endometriosis (346); ademés se ha observado en EVs/MVs derivadas de una linea celular de
endometrio (274). miR-106a se ha encontrado sobre-expresado en CO (347) y cancer de
endometrio (340), y también se ha detectado en EVs/MVs derivadas de una linea celular de
endometrio, junto con miR-200c y miR-17 (274).

En conjunto, la deteccion de expresién de miR-200b, miR-200c, miR-223, miR-141, miR-205,
miR-17 y miR-106a en EVs de AU, y la relacién de estas moléculas con alteraciones del tracto
genital femenino, soportan el hecho de que las EVs representan las células de origen (111). En
cierto modo, es coherente que detectemos estos mIARNS en estas pacientes, ya que es
conocido que algunas de las moléculas que se sobre-expresan en condiciones malignas ya se
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encuentran levemente aumentadas en lesiones benignas del aparato genital femenino (348).
De todos modos, puesto que el objetivo de este estudio no era comparar la expresion de estas
moléculas de ARN en distintas condiciones patolégicas, no podemos extraer conclusiones
acerca de la relacion de estos miARNs con la presencia de las patologias pertinentes. Estos
resultados Unicamente permiten afirmar la presencia de estos ARNs en EVs de AU, y por ello
consideramos la fraccion exosomal del AU como una nueva plataforma prometedora para la
deteccion de este tipo de patologias a nivel de ARN.

Paralelamente, evaluamos la expresion de RNU48, U75 y RNU44, que se expresan de manera
estable en tejido endometrial y son considerados miARNs enddgenos para normalizar los
niveles de otras especies de ARN en RT-gPCR (279). También analizamos RNU6EB, que ha
sido utilizado en muchos casos como control endégeno en la RT-gPCR (333) — aunque
recientemente algunos grupos han descrito su variabilidad en tejidos normales y tumorales
(279). En este estudio pudimos observar que la expresion de estos miARNs presentes en las
EVs era variable entre los diferentes AUs; incluso en algun caso la expresién era nula. Esto
concuerda con la conocida incorporacion selectiva de determinadas moléculas de ARN en las
EVs (114,128,151), ya que aunque los niveles de los miARNs enddgenos sean altos y
constantes en las células endometriales, en algunos casos las EVs derivadas presentan una
expresion diferente.

La alta estabilidad del ARN en los exosomas y la sensibilidad de la RT-gPCR hacen que el
analisis de ARN exosomal sea una aproximacion atractiva para el descubrimiento de
biomarcadores para el CO (150). De todas las especies existentes de ARN, se utilizan
mayoritariamente los mMiARNs por su alta estabilidad y porque su presencia es informativa de
los perfiles de ARNm. Ademas, dado que la desregulacion en la expresion de miARNs es un
evento precoz en la tumorogénesis ovarica, la medida de los niveles de miARNs exosomales
podria mejorar la deteccion precoz del CO (349). A dia de hoy es conocido que las células de
CO seleccionan y enriguecen los exosomas en ciertos grupos de miARNs que reflejan las
células tumorales (128), indicando su potencial como fuente de nuevas moléculas asociadas a
la enfermedad (111,273).

Nuestro estudio abre las puertas al descubrimiento de nuevos biomarcadores para la mejora
del diagnostico del CO — entre otras enfermedades de afectacion uterina y tubo-ovarica — a
partir del analisis de las EVs presentes en el AU, una muestra poco invasiva pero
representativa de la patologia, y que ademas no presenta las dificultades asociadas al analisis
de muestras como la sangre.

Para realizar estudios de descubrimiento de biomarcadores del CO a partir de EVs procedentes
especificamente de los tumores ovaricos, lo mas conveniente seria seleccionar y trabajar
Unicamente con las EVs que sobre-expresan CA125, EpCAM y CD24 (350) — proteinas
caracteristicas que se encuentran elevadas en el tejido tumoral del ovario y que también se han
visto altamente expresadas en los exosomas de pacientes de CO (273,350,351). De manera
interesante, el CA125 se ha detectado con mayor sensibilidad en las EVs derivadas de liquido
ascitico y plasma que en los fluidos directos de pacientes con CO (192,273), lo cual sugiere
que la cuantificacion del CA125 contenido en los exosomas, en combinacién con los
biomarcadores potenciales derivados del AU, podria mejorar la deteccion precoz del CO.

Tras el establecimiento de las bases para el aislamiento de EVs a partir del AU que se ha
realizado en este estudio, nos planteamos proceder con la comparacion de la expresion génica
de EVs de pacientes con HGSOC (en estadios iniciales y avanzados) con la de EVs de AUs
derivados de pacientes con patologia benigna y/o pacientes sanas. Concretamente nos
proponemos la identificacién de miARNs diferencialmente expresados entre EVs de AU de
pacientes con CO y EVs de pacientes control, mediante el uso de plataformas transcriptémicas.
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Una vez se hayan identificado las diferencias moleculares mas significativas, sera importante
confirmar la procedencia de las EVs. Para ello se validara la expresién de los biomarcadores
candidatos en muestras de tumores de CO. Ademas, dado que el procedimiento de aislamiento
seleccionado (procedimiento Estandar) podria arrastrar un cierto grado de contaminacion de
MVs, se verificara la ausencia de los candidatos en MVs para confirmar el origen exosomal.

Una vez seleccionados los biomarcadores candidatos, se debera proceder a su validacion,
evaluando un gran numero de muestras de pacientes con CO y muestras control, lo que
permitird determinar su potencial sensibilidad y especificidad. También sera interesante
determinar la sensibilidad y especificidad en combinacion con los niveles séricos de CA125y la
ecografia transvaginal, esperando poder aumentar la tasa de deteccién precoz respecto a las
técnicas tradicionales.

Idealmente, para que un test pueda ser utilizado en el cribado poblacional del CO, debe ser
sencillo, poco invasivo, fiable, econémico y viable para ser utilizado a gran escala. Asi, la
identificaciéon de un biomarcador o panel de biomarcadores en EVs del AU, solos o en
combinacion con los métodos diagnésticos actuales, podria ser de utilidad como método de
cribado poblacional para diagnosticar precozmente el CO, permitiendo derivar a las pacientes a
un ginecoélogo-oncoélogo en caso de presentar un riesgo elevado de CO segun el resultado del
test. Asimismo, en base a los resultados obtenidos y en funcion de las muestras analizadas,
podrian plantearse nuevos abordajes que permitieran validar el uso de biomarcadores en
diferentes estadios de la enfermedad, o en diferentes puntos de la estrategia terapéutica.

Recientemente se han lanzado al mercado kits comerciales de aislamiento de EVs a partir de
multiples muestras biolégicas, pero no ofrecen resultados totalmente fiables (154,322). No
obstante, en un futuro, una vez se haya mejorado y estandarizado el aislamiento de EVs
mediante kits comerciales, sera posible trasladar facilmente dichos resultados a la practica
clinica.

En conclusién, nuestro estudio ha permitido determinar el procedimiento mas apropiado para
aislar EVs a partir del AU para el analisis posterior de su contenido a nivel de proteina y ARN.
Ademas, ha permitido caracterizar las EVs a nivel de tamafio, concentracion, morfologia y
composicién bioquimica. Esta investigacion representa una estrategia experimental que
impulsa el aislamiento de las EVs del AU y su uso en la blsqueda de biomarcadores con
potencial diagnéstico para la mejora de la deteccion precoz del CO.

152



Discusién SECCION I

5.2. SECCION lI: Busqueda de nuevas dianas terapéuticas para bloguear
la diseminacién del cancer de ovario

La sintomatologia inespecifica del CO junto con la inexistencia de un cribado de diagnéstico
eficaz se traduce en una deteccion tardia del tumor, cuando éste ya ha metastatizado (85% de
los casos), resultando en una tasa de supervivencia a 5 afios del 28% (12). La diseminacion
metastasica del CO es altamente agresiva (238) y por ello esta directamente relacionada con el
mal pronésitco de la enfermedad (352).

Durante los ultimos 40 afios se han realizado multiples pruebas para establecer una terapia
estandar contra el CO. Sin embargo, el avance mas significativo ha sido la introduccion del
paclitaxel en combinacién con el cisplatino (353). En consecuencia, a dia de hoy el tratamiento
del CO consiste en una cirugia citorreductora radical combinada con quimioterapia sistémica o
intraperitoneal basada en platino-paclitaxel (1,354). Aunque inicialmente el 80% de las
pacientes responde al tratamiento y el 40-60% de ellas adquiere una respuesta completa, el
90% recae antes de los 18 meses (12). A pesar de que hay distintos agentes terapéuticos que
tienen efecto en la enfermedad recurrente — gemcitabina, doxorrubicina y topotecan —, su
adicién al tratamiento estandar primario no prolonga la supervivencia (355). Ademas, la
introduccién de nuevas terapias anti-VEGF o terapias de inhibicién de reparacion de dafios en
el ADN mediante inhibidores del PARP, no han demostrado mejoras significativas en la
supervivencia de las pacientes (356), pues en ambos casos las terapias son efectivas en
nichos de pacientes muy concretos (66,357). Por todo ello, se considera que los avances en el
tratamiento del CO y por consiguiente, la mejora de la mortalidad, son practicamente
insignificantes en comparacién con los progresos que se han alcanzado en otras malignidades
(11,72,356). Asi, existe claramente la necesidad clinica de desarrollar nuevas terapias dirigidas
al bloqueo del proceso de diseminacién metastasica del tumor, lo que deberia repercutir en una
mejora de la supervivencia global de las pacientes.

Nosotros hipotetizamos que la identificacion de genes y vias moleculares desreguladas en el
proceso de diseminacion metastasica es el primer paso para mejorar el tratamiento del CO.
Dado que el cambio genético es un sello distintivo de la progresién tumoral, el conocimiento de
las diferencias entre T y M proporciona las claves del proceso metastasico. Por consiguiente, el
objetivo principal de este estudio era identificar nuevas moléculas asociadas a la
diseminacion del CO, para poder ser utilizados en un futuro como dianas terapéuticas en el
blogueo de la diseminacion de la enfermedad.

Para profundizar en la carcinogénesis ovarica, en los ultimos afios se han realizado multiples
estudios basados en la tecnologia del microarray que comparan el perfil génico de tumores
ovaricos con el de ovarios sanos y ovarios con lesiones benignas (358,359). Estos hallazgos
han generado un nUumero sustancial de marcadores potenciales para el diagndstico y el
prondstico. En otros estudios, los microarrays han permitido identificar genes asociados a los
diferentes subtipos histologicos (360), asi como patrones de expresion génica asociados a
supervivencia, recaida (361,362) y respuesta a la quimioterapia (363). A dia de hoy, también se
han realizado algunos estudios donde se compara la expresion génica de T y M para conocer
su biologia y los mecanismos moleculares subyacentes (364—366).

En nuestro estudio, comparamos la expresiéon génica de T y M de pacientes con HGSOC en
estadio avanzado mediante microarray para determinar las diferencias genéticas que
explicarian la progresién tumoral del CO — fase de descubrimiento. La agrupacion jerarquica
de los genes permitié diferenciar claramente la expresion génica entre T y M; el perfil de
expresion génica de las M diferia notoriamente del de los T. Los genes se separaron en dos
grandes grupos en base a su expresion alta o baja. El tumor de la paciente 2 era claramente
diferente a los otros dos tumores; su perfil de expresion génica era similar al de las metastasis.
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La presencia de un perfil de expresion génica asociado a metastasis ya en el T es indicativo o
predictivo de una metastasis de caracter muy agresivo, pues en otros casos se ha relacionado
también con el mal pronéstico de la enfermedad (367). Tras el analisis estadistico de los
resultados experimentales, se determind que 108 genes se encontraban significativamente
sobre-expresados y 88 se encontraban infra-expresados en M vs T.

A continuacion, utilizamos el software IPA (268) para analizar las vias moleculares alteradas
y dar sentido biolégico a los resultados. En primer lugar, analizamos con IPA la significancia
biolégica de la lista de genes diferencialmente expresados entre T y M. Las redes bioldgicas
mas representativas de estos genes — crecimiento y proliferacion celular, movimiento celular,
muerte celular y supervivencia — coincidian de manera ldgica con la enfermedad que se
asociaba, el cancer (223). Teniendo en cuenta que al comparar los genes diferencialmente
expresados entre T y M se estaban analizando implicitamente los genes implicados en la
progresién del CO, es coherente que la via de sefializacion de las MMPs fuera la via mas
afectada, ya que una de sus funciones mas caracteristicas es degradar la ECM para permitir
que las células cancerosas invadan el peritoneo. La actividad de estas proteinas es clave para
que las células del T puedan metastatizar otros tejidos (368). Ademas, el regulador global de
esta lista de genes era TGF-f3, un factor de transcripcién que regula el crecimiento celular y
promueve la progresion tumoral y la metastasis, actuando directamente sobre las células
cancerosas y alterando el microambiente tumoral (281). Es conocido que en CO, el TGF-B
producido por las células tumorales induce la TEM para permitir el desprendimiento de las
células del tumor primario (280,369); contribuye a su motilidad e invasion induciendo la
expresion y secrecion de las MMPs por parte de los fibroblastos asociados al tumor (369,370);
y, promueve la angiogénesis induciendo la expresion de VEGF (281). En el omento, TGF-3
permite la adaptacién de las células tumorales del ovario al ambiente peritoneal. De manera
interesante, un estudio reciente sefiala que TGF-B y su receptor se encuentran sobre-
expresados en muestras de M en comparacién con el T de pacientes con CO (371), lo cual
explica que algunos de los genes que se encuentran sobre-expresados en nuestro estudio
sean miembros de la familia TGF-B o estén regulados por este factor.

En segundo lugar, analizamos con IPA las vias moleculares alteradas asociadas a la lista de
genes sobre-expresados en M vs T. La red biolégica mas representativa resulté ser la de
movimiento celular, sefializacion e interaccion inter-celular — procesos claves que permiten a
las células metastasicas migrar, invadir y colonizar el mesotelio peritoneal. Por otro lado, la via
molecular asociada a estos genes era de nuevo la de las MMPs, lo cual concuerda con el sello
distintivo de las M, la invasién (223). De manera interesante, el analisis predijo que la molécula
que regulaba de forma positiva los genes sobre-expresados en M era VEGF-A, el inductor mas
potente de la angiogénesis. De hecho, es conocido que la produccion elevada de este factor de
crecimiento correlaciona con la diseminacion metastésica y el mal pronéstico de las pacientes
con CO (372). Por lo tanto, el ambiente hipéxico del peritoneo promueve la produccién de
VEGF (373) y los focos metastasicos dirigen su crecimiento y expansion a través de este factor,
que impulsa el suministro de nutrientes a través de la circulacién sanguinea (223).

Previamente a nuestro estudio, otros investigadores han descrito genes sobre-expresados en
muestras de M respecto a T de cohortes independientes de pacientes con CO (Brodsky,
Bignotti y Lancaster, et al.) (364-366). Si comparamos nuestra lista de genes sobre-
expresados en M con los genes que han identificado estos estudios: los genes comunes entre
nuestro analisis y el de Brodsky et al. (364) son 17; los genes compartidos con el de Bignotti et
al. (365) son 10; y finalmente, el Gnico gen comudn con el estudio de Lancaster et al. (366) es
FABP4. La deteccion de algunos de nuestros genes en otros estudios refuerza el sentido de
nuestros resultados. Aunque el nimero de genes que encontramos sobre-expresados en M vs
T con log FC > 1 y p-valor < 0,05 es limitado (108), nuestro estudio es el que ha detectado el
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mayor namero de genes elevados en M: Brodsky et al. identific6 61; Bignotti et al., 88; v,
Lancaster et al., 21. Una posible causa que explica el bajo nimero de genes que se identifican
en este tipo de estudios es la variabilidad entre pacientes de CO, la heterogeneidad
intratumoral y/o la sensibilidad relativamente baja de los microarrays (364).

Uno de los motivos por el cual diferentes estudios resultan en conclusiones dispares es el
tamafio muestral. Uno podria considerar que el nimero de sujetos incluidos en nuestro estudio
es pequefio (n = 3), sin embargo, el tamafio muestral es comparable con el de otros estudios
similares. En nuestro estudio, los criterios de inclusion fueron muy restrictivos: las muestras de
T y M debian ser pareadas y obtenidas en la misma cirugia; las pacientes debian ser
posmenopausicas, Yya que en la realidad clinica, la mayoria de pacientes con CO han
superado la menopausia (374); la histologia del tumor debia ser HGSOC, ya que es el subtipo
de CO mas prevalente (70,74); y, las pacientes no debian haber sido tratadas con tratamiento
guimioterapico previamente a la cirugia, ya que no se conocia el efecto que podia tener el
tratamiento en la expresion génica. Por otro lado, aparte de estos requerimientos, se afiadia la
baja incidencia del CO (6,11) y los casos no resecables, de los cuales no se extraia el T y solo
se obtenia una biopsia de M. No obstante, el tamafio muestral de esta investigacion es
comparable al de otros estudios. En el estudio de Brodsky et al., se compararon 9 muestras
pareadas de T y M, aunque Unicamente 5 casos eran HGSOC originados en el propio ovario
(364). Por lo tanto, probablemente la inclusién de las otras muestras afecté a los resultados
obtenidos. Bignotti et al. compar6 la expresién génica de 14 T y 17 M, pero a diferencia de
nuestro estudio, las muestras no eran pareadas (365). Esto probablemente introdujo mas
variabilidad inter-paciente en los resultados. Finalmente, el tamafio muestral en el estudio de
Lancaster et al. fue mayor; se analizé la expresion de 18 muestras pareadas de T y M. No
obstante, cabe resaltar que el nimero de T se veia descompensado frente al de M, pues se
incluyeron 11 T adicionales (366).

La biologia de las metastasis es otro aspecto a tener en cuenta. Mientras que en los estudios
de Brodsky, Bignotti y Lancaster et al., todas las M analizadas se encontraban en el omento
(364—-366), en nuestro estudio procedian de la cavidad peritoneal y el epiplén, lo cual
representa mas ampliamente la realidad clinica (237,241).

En referencia al procesamiento de las muestras, en nuestro estudio la proporcién de células
tumorales era superior al 90%; en cambio, en los estudios de Brodsky, Bignotti y Lancaster et
al., las células tumorales representaban menos del 70% (364—366).

Finalmente, de manera similar a Brodsky, Bignotti y Lancaster et al., en nuestro estudio se
aplicé una plataforma de microarray fiable y bien establecida (Affymetrix), pero el modelo
utilizado en cada caso era diferente y el procedimiento experimental también era distinto. En
este estudio se realiz6 un analisis estdndar de los resultados del microarray parecido al que
aplicaron Brodsky y Bignotti et al. (364,365). Sin embargo, Lancaster et al., construyé un
modelo predictivo diferente (366).

En conjunto, todos estos factores pudieron afectar en mayor o menor medida, y esto explica las
diferencias en los resultados obtenidos.

En referencia a la seleccidon de candidatos implicados en la metastasis del CO, inicialmente
seleccionamos aquellos genes que se encontraban sobre-expresados de manera
estadisticamente significativa en M vs T en las 3 muestras analizadas; concretamente, los
genes debian encontrarse sobre-expresados en dos de las tres M con log FC > 1 y un log FC >
0,9 en la tercera M (p-valor < 0,05). Luego, de estos genes seleccionamos finalmente aquellos
genes relacionados con un mal pronéstico a través del estudio con la base de datos CSIOVDB,
la herramienta transcriptémica del CO més completa hasta la fecha actual, tanto a nivel de
muestras de CO incluidas como a nivel de informacion proporcionada (270). Los genes que
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resultaron estar significativamente asociados a una supervivencia baja cuando se expresaban
a niveles elevados fueron: FABP4, INHBA, GREM1, MMP11, PLVAP, MXRA5 y PXDN (log-
rank p-valor < 0,05). El resto de genes, RNF152 y BCL2L11, se descartaron porque no habia
diferencias significativas en la supervivencia de las pacientes en base a su expresion; y por
otro lado, BHLHE40 se excluyé porque no habia sido estudiado anteriormente y, en
consecuencia, no habia informacién en CSIOVDB. Por lo tanto, en base al andlisis inicial del
microarray y a los datos de supervivencia global proporcionados por CSIOVDB, determinamos
gue los candidatos finalmente seleccionados para las subsiguiente fase de validacion eran 7:
FABP4, INHBA, GREM1, MMP11, PLVAP, MXRAS5 y PXDN. Cabe destacar que estos genes se
encontraban sobre-expresados en las M de nuestro estudio con un nivel de significancia
estadistica inferior o igual a 0,01.

CSIOVDB también proporciona informacién sobre la expresion de los candidatos en muestras
de ovarios sanos, tumores primarios y metastasis de CO; en los diferentes estadios de la
enfermedad; y el subtipo molecular asociado (270). Segun CSIOVDB (269), todos los genes
finalmente seleccionados se encuentran significativamente mas expresados en la M que en el
T, lo cual concuerda con nuestros resultados del microarray. Asimismo, todos los candidatos —
exceptuando FABP4 — tienen una expresion mas baja en el mesovario normal en comparacién
con el T. Esto indica que los niveles de los candidatos aumentan durante la progresiéon tumoral,
desde la carcinogénesis ovarica hasta la metastasis peritoneal. En referencia a FABP4, parece
expresarse con niveles mas altos en el mesovario que en el T, aunque es en la M donde se
observa la expresion més alta. Una posible explicacién es que en el mesovario, los niveles
basales de FABP4 deben de ser elevados para aumentar la incorporacion de acidos grasos y
favorecer el crecimiento fisiol6gico y la reparacion de la herida que se genera tras la ovulacién
periddica (375). Luego, tras la transformacion neoplasica, parece que la expresion de esta
proteina disminuye y se debe de activar la sintesis de novo de acidos grasos, pues las células
cancerosas siguen habitualmente esta via metabdlica para obtener energia a partir de lipidos
(376). Finalmente, en las células de la metastasis peritoneal, los niveles de FABP4
probablemente son elevados debido a que los adipocitos del omento inducen su expresion con
el fin de incrementar el transporte y la absorcion de acidos grasos para favorecer el crecimiento
tumoral con la energia derivada (252).

Por otro lado, CSIOVDB indica que la expresion de los candidatos también aumenta
progresivamente a lo largo de los estadios del CO. Es decir, en estadios avanzados de la
enfermedad, la expresion de los candidatos es mas elevada en comparacion con los estadios
iniciales. Ademas, la base de datos sefiala que niveles elevados de los candidatos estan
relacionados de manera significativa con un fenotipo mesenquimal Cl1 (362,377,378) y
I6gicamente, con la TEM. Todo esto sugiere que los candidatos elegidos estan asociados al
CO invasivo.

Asimismo, el estudio de Tothill et al. confirma que nuestros candidatos se encuentran elevados
en el subtipo molecular C1 de CO (362). Esto concuerda con caracteristicas bioldgicas y
clinicas del HGSOC en estadio avanzado, ya que se ha visto que esta estrechamente ligado a:
una reaccion estromal desmoplastica; niveles séricos de CA125 elevados (valores superiores a
65 U/mL); recidiva y supervivencia corta de las pacientes (62,362,377). Ademas, acorde con
los resultados del andlisis IPA, se ha descrito que los genes altamente expresados en el
subtipo molecular C1 del CO estan relacionados con la alteracion de vias moleculares como la
remodelacion de la ECM, la adhesion celular, la sefializacion celular y la angiogénesis (362).

Por otro lado, en un estudio computacional de multiples carcinomas (379), se ha determinado
gue la sobre-expresion de algunos de nuestros candidatos esta asociada a una reaccion
estromal desmopléstica (380), segin la cual los fibroblastos del estroma tumoral se
transforman en miofibroblastos altamente proliferativos que secretan grandes cantidades de
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colageno, fibronectina, proteoglicanos y proteasas como las MMPs, para aumentar la
protedlisis de la ECM, promoviendo la invasion y la metastasis. Segun este estudio, COL11A1
se encuentra notoriamente presente en multiples carcinomas en estadio avanzado, por lo que
es considerado un gen crucial en el proceso de diseminacién metastasica. Y de manera
interesante, algunos de los genes validados por los repositorios “TCGA Ovarian Cancer” y
“CCR Ovarian Cancer” que resultaron estar asociados consistentemente a COL11A1, y a la
subsiguiente metastasis (379), aparecen sobre-expresados en las muestras de M de nuestro
estudio (MMP11, INHBA, GREM1, MMP2, POSTN, VCAN, ADAM12, THBS2, LOX, FAP,
CRISPLD2, COL1Al, COL1A2 y COL3A1).

Todo lo anterior aporta robustez biolégica a nuestro andlisis inicial de descubrimiento para
proseguir con la fase de validacion de los 7 candidatos. En primer lugar, confirmamos la
expresién de los candidatos en las muestras originales de T y M analizadas en el microarray
mediante una técnica transcriptomica diferente, la RT-gPCR (fase de verificacién). Las
diferencias entre el andlisis de microarray y el de RT-gPCR pueden venir dadas por las sondas
utilizadas en cada técnica y por el procedimiento experimental (381). En general, pudimos
observar que en todos los casos se observaba sobre-expresion de los candidatos en al menos
dos de las tres muestras estudiadas.

Tras confirmar los resultados de la fase de descubrimiento, procedimos a la fase de validacion
a nivel de ARN mediante RT-gPCR en muestras de T y M de una nueva cohorte de 20
pacientes con HGSOC en estadio avanzado — 10 pacientes que no habian sido tratadas con
quimioterapia previamente a la cirugia y 10 pacientes tratadas con quimioterapia
neoadyuvante. Con este estudio pudimos determinar que la quimioterapia no afectaba a la
expresion de los candidatos. Probablemente esto es debido a que no se alteran las vias de
sefializacion correspondientes, pues el tratamiento quimioterapico estandar del CO
(platino/paclitaxel) no va dirigido a una diana terapéutica concreta, sino que introduce dafios en
el ADN vy altera la dinamica de los microtibulos, para inducir la muerte celular en ultima
instancia (382,383).

En esta fase de validacion pudimos ver que los 7 candidatos se expresaban a niveles méas
elevados en las muestras de M que en las de T, sin embargo, solamente alcanzaron la
significancia estadistica FABP4, GREM1, PLVAP y MXRAS5. De manera interesante, tanto en
las muestras de la fase de descubrimiento como en las de la fase de validacion, se observo
que los candidatos correlacionaban de manera significativa en las M. Este hecho sugiere un
mecanismo subyacente que debe de resultar en la activacion concomitante de las
correspondientes vias de sefalizaciéon durante el proceso de metastasis. Es conocido que los
genes situados en regiones cromosomicas que se encuentran amplificadas en CO presentan
una expresion elevada (62). En linea con lo anterior, la correlacién que observamos entre los
candidatos podria ser debida a la amplificacion de una regiéon cromosémica concreta si los loci
de los genes de interés estuvieran situados en la misma. Pero puesto que el locus de cada
candidato se encuentra en un cromosoma diferente (384), una hipdtesis que explicaria la
correlacién observada seria la regulacién conjunta de la expresion de estos genes a través de
promotores y/o elementos reguladores comunes (385).

La herramienta DIRE permite determinar los promotores, los elementos reguladores y los
factores de transcripcién que podrian tener en comun los candidatos (385). Una vez introducida
la lista de los 7 candidatos que co-expresan en la herramienta (386), y utilizando como material
base (background) los 2.557 genes que fueron detectados de manera eficiente en el
microarray, se obtienen una serie de elementos reguladores y factores de transcripcion que
podrian activar potencialmente la expresion de estos genes de manera conjunta. De manera
interesante, FABP4 y MMP11 tienen en comun varios sitios de unién a factores de
transcripcion: NFY, ARNT, STRA13, ATF4, MAF y BACH2. Des de un punto de vista global,
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DIiRE indica que los 10 factores de transcripcion que podrian regular los 7 candidatos de forma
simultanea son: PAX9, MYOGENIN, BACH2, EGR3, ATF4, MIF1, HFH1, STRA13, SMEF2,
GEN_INI3. Estos resultados permiten plantear futuros estudios para determinar
experimentalmente si existe una regulacién comudn de los candidatos a través de estos factores
de transcripcion.

Puesto que la unidad funcional de la biologia es la proteina, tras estudiar los candidatos a nivel
de ARN, procedimos a la fase de validacion a nivel de proteina, analizando la expresion
mediante IHQ en muestras pareadas de T y M de una cohorte independiente de 23 pacientes
con HGSOC en estadio avanzado. Lamentablemente, no pudimos analizar la expresién de
PXDN ni MXRAS a nivel de proteina por la falta de anticuerpos especificos para esta técnica.
Aun asi, se continuara con su validacion cuando haya anticuerpos disponibles, ya que son
candidatos interesantes. Por un lado, se ha descrito que la sobre-expresion de PXDN aumenta
la plasticidad y la motilidad de células tumorales, y algunos estudios han detectado una
expresion aumentada de PXDN en varios carcinomas, incluyendo el CO, el melanoma, el
glioma metastasico, el cancer de mama, de colon y de pancreas (387). PXDN también se ha
visto sobre-expresada en metastasis de tumores cerebrales (glioblastoma) en comparacién con
los tumores primarios. Ademas, junto a PLVAP, se ha observado una expresion elevada en las
células endoteliales que forman la microvasculatura de tumores y metastasis del glioblastoma.
PXDN también se ha detectado en estructuras vasculares del carcinoma renal, por lo que esta
proteina podria ser potencialmente utilizada como una nueva diana para futuras terapias anti-
angiogénicas (388). Por otro lado, la expresién de MXRAS5 — junto con la de GREM1 e INHBA —
se ha visto asociada a la reaccion desmoplastica estromal, y a la subsiguiente invasion y
metastasis de distintos carcinomas, incluyendo el CO (283,379,389). MXRA5 también se ha
visto sobre-expresada en otras neoplasias (389,390), y se han identificado mutaciones
somaticas en tumores ovaricos, pulmonares y cerebrales (391). Cabe destacar que en cancer
de colon y de pulmén, su sobre-expresion correlaciona significativamente con la progresién
tumoral, la presencia de metastasis y la corta supervivencia de las pacientes (283,390).
Asimismo, en el caso del cancer de colon, la mayor expresion de MXRAS5 se ha correlacionado
con mayor estadio y mayor tamafio de las metastasis en el omento (283); en cancer de mama,
la sobre-expresion de esta proteina se ha visto implicada en la TEM (392). Ademéas, MXRA5
presenta actividad del receptor VEGF y se ha observado que TGF-, molécula clave en la
progresion del CO (280), induce activamente su expresién (393). Todo ello en conjunto apunta
a que MXRAS debe de tener un papel importante en la progresion del cancer, participando en
la adhesion celular, la remodelacién de la ECM y la vasculatura tumoral, por lo que podria ser
una nueva diana terapéutica con potencial.

A diferencia de PXDN y MXRAS5, los deméas candidatos si que presentaban anticuerpos
disponibles y se pudo proceder a su validacién a nivel de proteina. En cuanto a GREML1, en
contraste con los resultados de la validacion a nivel de ARN, los resultados de IHQ indicaban
que en el 50% de los casos aproximadamente se observaba mas expresion en las muestras de
T que en las de M. Por lo tanto, en este caso parece que los niveles de expresién a nivel de
ARNmM no correlacionan con los de proteina. Recientemente, mediante un andlisis in silico de
datos publicados de expresion génica asociados a T y M desapareadas de pacientes con CO,
se ha descrito la sobre-expresion de GREM1 a nivel de ARN en M peritoneales vs T (374). A
diferencia de nuestro estudio, cuando después Haiming Xu et al. analiz6 la presencia de
GREM1 en muestras pareadas de T y M mediante IHQ, se observé una sobre-expresion
estadisticamente significativa en M respecto a T — aunque en la publicacién no se especifican
ni los detalles de la tincion ni de la significancia de los datos. Este grupo de investigacién utilizé
un anticuerpo distinto al que hemos usado en nuestro estudio, lo cual podria explicar las
diferencias que se observan en los resultados obtenidos. Por consiguiente, creemos que es
necesario analizar mediante IHQ la expresiéon de GREML1 con el mismo anticuerpo que utilizo
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Haiming Xu et al.. De este modo podriamos extraer conclusiones acerca de la expresion de
este candidato a nivel de proteina en muestras pareadas de T-M de pacientes con HGSOC en
estadio avanzado. En el caso de confirmarse la sobre-expresion en M vs T, seria interesante
proceder con su validacion funcional. GREM1 es un miembro de la via de sefializacién de TGF-
B (394). Actualmente no se conoce el papel de GREM1 en la diseminacion del CO, pero se
cree que esta proteina podria antagonizar la sefializaciéon de las BMPs en el frente invasivo
tumoral para mantener el nicho mesenquimal (395). Ademas, la expresion de GREM1 también
se ha relacionado directamente con la de COL11Al en CO y otros carcinomas en estadio
avanzado, lo cual sugiere su implicaciébn en la reaccion desmoplastica estromal, y la
subsiguiente invasién y metéastasis (379,395,396). En algunos carcinomas como el de colon,
GREML1 facilita la progresion tumoral induciendo la TEM (397). Asimismo, en cancer de pulmén
se ha observado que la sobre-expresion de GREML in vitro induce un fenotipo mesenquimal y
un aumento en la proliferacion, migracion e invasion; y, la sobre-expresion in vivo resulta en un
aumento del crecimiento tumoral (398). Aunque todavia no se ha definido el papel de GREM1
en la carcinogénesis ovarica, se ha descrito su sobre-expresién en tumores ovaricos en
comparacién con ovarios benignos (399), asi como también en otros carcinomas respecto a los
tejidos normales respectivos (395-400). Curiosamente, la sobre-expresion de GREM1 por
parte de las células tumorales requiere de la interaccion con las células estromales (396). En
algunos carcinomas, se ha observado que GREM1 puede ser secretada por células estromales
asociadas al tumor, para promover el crecimiento y la expansion de las células tumorales
(395,397). Esto pone de manifiesto la importancia del estroma tumoral. Asimismo, en el
glioblastoma y el cancer de cérvix se ha descrito que las células madre cancerosas (Cancer
stem cells, CSCs) secretan GREM1 para inhibir la diferenciacién que inducen de manera
natural las BMPs, por lo que GREML1 favorece el mantenimiento de las CSCs y la subsiguiente
desdiferenciacion del tejido tumoral (400). Finalmente, cabe resaltar que GREML1 es capaz de
unirse a VEGFR2 en las células endoteliales y activar la neovascularizacion tumoral (401-403).
Todo ello sugiere que GREM1 puede tener un papel relevante tanto en la carcinogénesis como
en la progresion tumoral, favoreciendo la renovacion de las células tumorales y la metéstasis
(397,399). Por lo tanto, GREM1 podria ser una buena diana terapéutica para bloquear la
diseminacion del CO.

En referencia al andlisis IHQ de PLVAP, también se requieren mas estudios con otros
anticuerpos para determinar su expresidon en muestras pareadas de T y M de HGSOC en
estadio avanzado, ya que la expresién era nula en la gran mayoria de los casos y, en los casos
en los que se observaba tincidn, ésta era leve y localizada en las células cancerosas, siguiendo
un patréon nuclear o citosélico. Anteriormente, Strickland et al. analizé la expresion de PLVAP
mediante IHQ en ovarios benignos y ovarios tumorales y, a diferencia de nuestro estudio,
Unicamente observo expresién en los vasos sanguineos de las muestras tumorales, mientras
que la expresion en las células tumorales era nula (404). Por lo tanto, creemos necesario
analizar la expresién de PLVAP con otros anticuerpos, entre ellos, el de Strickland et al., para
determinar la presencia de esta proteina en T y M de CO. PLVAP se expresa a niveles
elevados en las células endoteliales del tejido normal (290) y también se ha detectado en
pequefios capilares de diferentes tumores (404). De hecho, se ha visto implicada en la
angiogénesis tumoral, ya que su expresion es inducida tras la union de VEGF a su receptor,
VEGFR2, resultando en un incremento de la permeabilidad vascular y la angiogénesis (388).
Relacionado con la funcidn estructural de PLVAP en los diafragmas asociados a fenestraciones
endoteliales, VEGF se encuentra altamente expresado a nivel de ARN en los vasos
fenestrados y parece que también esta implicado en la formacion y mantenimiento de estas
estructuras (404). Por otro lado, la expresion de PLVAP también es inducida por las vias de
sefializacion de PI3K y MAPK p38, ya que se ha observado que los inhibidores de estas vias
moleculares disminuyen su expresion a nivel de ARN y proteina (290,404). Puesto que PLVAP
facilita el crecimiento vascular — la expresién elevada esta asociada a mayor angiogénesis —,

159



Discusién SECCION I

esta proteina representa una nueva diana para terapias anti-angiogénicas. Y aunque su
prevalencia en el endotelio de tejidos normales podria limitar su explotacion (404), se ha visto
que la inhibicion de PLVAP suprime el crecimiento del carcinoma hepatocelular con efectos
téxicos minimos (405). Por consiguiente, PLVAP tiene potencial como diana para tratamientos
anti-angiogénicos y/o como biomarcador de fenestraciones endoteliales para predecir la
respuesta a este tipo de terapias (406).

En cuanto a INHBA, tras el analisis IHQ, pudimos ver que practicamente en el 50% de los
casos la expresion era mas alta en las muestras de M en comparacioén con las de T, hecho que
confirma los resultados de la validacion a nivel de ARN. Anteriormente, en otros estudios se
habia analizado la expresion de INHBA en T de ovario (407-410), pero este es el primer
estudio en el que se evalla la expresion de INHBA en M de CO. Cabe resaltar que INHBA
puede formar dos tipos de complejos: la inhibina A (al unirse con la subunidad a) y la activina A
(al unirse con otro monémero INHBA). Puesto que en mujeres premenopausicas, la inhibina es
secretada al medio extracelular y circula por la corriente sanguinea con fluctuaciones a lo largo
del ciclo menstrual, se han realizado diferentes estudios que examinan su utilidad en el
diagndstico del CO. Concretamente, se ha analizado su expresion sérica y se ha relacionado
con la presencia de CO porque en condiciones normales, las mujeres posmenopausicas
presentan niveles plasmaticos muy bajos o indetectables (411). En estos estudios se ha
observado que INHBA es expresada y secretada principalmente por los tumores de la
granulosa y en menor medida, por los tumores mucinosos, mientras que los tumores serosos
expresan y secretan niveles muy bajos o nulos (408,410,412,413). De modo que en
combinacion con el CA125, el uso de inhibina en el diagnéstico del CO solo mejora la deteccidn
de los carcinomas de la granulosa y los carcinomas mucinosos (413). A diferencia de la
inhibina, los pocos estudios que analizan la expresion de la activina en suero han detectado
niveles mas elevados en pacientes con CO epitelial respecto a pacientes con tumores ovaricos
benignos o borderline (414,415).

Existe un debate considerable acerca del papel de las inhibinas, las activinas y las
gonadotropinas en la tumorogénesis ovarica (416). Se ha observado que las inhibinas
antagonizan la accion de las activinas, ya que por su homologia estructural se unen a ligandos
de las activinas y bloquean su efecto — lo cual se ha asociado a la tumorogénesis ovarica (411).
De hecho, se cree que la activina debe de promover el crecimiento de los tumores epiteliales
de ovario mediante un bucle autocrino: la pérdida de inhibina en combinacién con la sobre-
produccion de activina lleva a la proliferacién celular descontrolada y a la subsiguiente
formacién del tumor (414). Respecto al estudio del papel de la activina A en la carcinogénesis
ovarica, se ha observado que activa la secrecion de FSH para incrementar la sintesis de ADN y
estimula la proliferacion de las células neoplasicas regulando la via Akt/GSK (417). Todavia no
existen estudios acerca del papel de activina A en la progresion del CO, pero muy
recientemente Basu et al. ha determinado que la sobre-expresion dirigida de INHBA en células
de CO resulta en un aumento significativo de la migracion y la invasion, lo cual concuerda con
la naturaleza de esta hormona — miembro de la familia de TGF-B. Segun este estudio, la
activina A induce la TEM, la plasticidad celular, y la subsiguiente invasion (280). En relacién a
lo anterior, se ha descrito que INHBA — junto a COL11Al1 y THBS2 - esta directamente
asociada a la reaccion estromal desmoplastica, la invasién y metastasis del CO (379). Todo
ello en conjunto indica que activina A podria ser una buena diana terapéutica para detener el
CO metastéasico. Ademas, se ha observado que este complejo tiene induce la expresion de
VEGF vy la subsiguiente neovascularizacién en procesos biolégicos como la formacion del
trofoblasto o la inflamacién de la cornea (418). De acuerdo con el efecto pro- angiogénico de la
familia de TGF-B en CO, seria interesante estudiar si activina A también activa la via de VEGF
en el marco del CO, ya que si fuera asi, su inhibicion podria bloquear la angiogénesis tumoral.
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Respecto a FABP4, confirmando los resultados de la fase de validacion a nivel de ARN, en el
analisis de IHQ de FABP4 observamos una sobre-expresion estadisticamente significativa en
las células tumorales de las muestras de M en comparacién con las de T, confirmando asi los
resultados de la fase de validacion a nivel de ARN. Ademas, también detectamos una tincién
mas extendida en los vasos de nueva formacién de las muestras de M que en las de T.
Relacionado con nuestros resultados, Nieman et al. detecté que FABP4 se encontraba sobre-
expresada en las M de omento en comparacion con los T de pacientes con HGSOC en estadio
avanzado (252). Posteriormente, confirmaron esta sobre-expresion mediante inmunoblot e IHQ
y, a diferencia de nuestro estudio — donde observamos una sobre-expresion homogénea en
células tumorales de las M en comparacion con las del T —, detectaron que Unicamente
expresaban FABP4 las células cancerosas que se encontraban en contacto directo con los
adipocitos del omento de las muestras de M.

El tejido adiposo del omento funciona como una fuente directa de energia para las células
tumorales, y puesto que los adipocitos son las células que sobre-expresan FABP4 de forma
natural, utilizan esta proteina transportadora para transferir los acidos grasos a las células
tumorales, favoreciendo su crecimiento. Por otro lado, Nieman et al. observé que las ratonas
knockout (Knock Out, KO) de FABP4 a las que se les inducia la formacion de tumores ovéricos
presentaban menor nimero de metastasis abdominales en comparacién con ratonas que
expresaban FABP4. Este hecho fue atribuido a la falta de expresion de FABP4 en adipocitos y
a la subsiguiente reduccién en el metabolismo de &cidos grasos en las células cancerosas
adyacentes (252). Otra explicacion a la reduccion de focos tumorales que se observé
deplecionando FABP4 podria ser que dicha proteina también favorece la migracién e invasion
de las células metastédsicas. Aunque todavia no se conoce en detalle el mecanismo de
transferencia de &cidos grasos mediante FABP4, se cree que esta proteina unida a &cidos
grasos es secretada por los adipocitos, penetra en las células metastasicas y libera los lipidos,
que seran oxidados aqui para la obtencion de energia (252). Ademas, también se ha sugerido
que las células cancerosas podrian incrementar la expresion génica de FABP4 tras el contacto
directo con los adipocitos. Teniendo en cuenta que TP53 se encuentra frecuentemente mutado
en el HGSOC (253), se cree que una vez las células tumorales se han implantado en el
omento, el mutante TP53 junto con la IL-8 derivada de adipocitos inducen la sobre-expresion
de FABP4. El aumento de expresion de FABP4 en las células metastésicas funcionaria como
un mecanismo de adaptacion al nuevo microambiente, ya que permitiria aumentar la absorcion
de &cidos grasos para mantener el crecimiento tumoral (252,419). De hecho, se ha observado
que la expresiéon de FABP4 es proporcional a los niveles de lipidos a los que estan expuestas
las células (375). La expresion de FABP4 que inducen los adipocitos del omento en las células
metastasicas refleja la importancia del microambiente tumoral en el proceso de diseminacion y
metastasis del CO. Cabe destacar que gran parte de las pacientes con CO presentan
sobrepeso (420), de modo que la interaccién entre las células tumorales y los adipocitos de la
cavidad abdominal se ve aumentada y esto contribuye a una mayor diseminacion y progresion
tumoral (419). Este hecho explica la relacién entre la carcinogénesis y la obesidad (421), pues
se ha visto que las pacientes que padecen obesidad tienen un riesgo aumentado de desarrollar
céncer (422), sobre todo carcinomas ligados a un microambiente tumoral rico en adipocitos,
como es el omento en el caso del CO. De hecho, se ha descrito que la obesidad esta asociada
a una reduccion en la supervivencia de las pacientes con CO (423).

Volviendo al andlisis IHQ de nuestro estudio, la extensa expresion de FABP4 que detectamos
en los vasos sanguineos de las muestras de M indica que esta proteina podria ser un buen
marcador de angiogénesis, asociada al crecimiento metastasico. Curiosamente, Nieman et al.
no detecté FABP4 en los vasos sanguineos tumorales, pero si observé una disminucién en la
densidad vascular en los tumores ovaricos de ratonas KO de FABP4 (252). Por otro lado, muy
recientemente se ha publicado un estudio en el si se ha detectado tincion de FABP4 en vasos
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sanguineos de CO y se hace mencion del papel de esta proteina en la angiogénesis (424). De
acuerdo con las observaciones preliminares de Nieman et al. (252), los resultados de Harjes et
al. indican que el silenciamiento de FABP4 en los vasos tumorales lleva a una pérdida
substancial de capilares, y a una reduccién en el crecimiento tumoral y en el nimero de
nodulos tumorales (424). Ademas, este estudio remarca que la expresion de FABP4 en las
células endoteliales es necesaria para que tenga lugar la angiogénesis, y para prevenir la
produccion de especies reactivas de oxigeno (Reactive oxygen species, ROS), pues se ha
observado que la pérdida de FABP4 genera ROS por el incremento en los niveles de acidos
grasos libres en el citosol. El aumento de ROS reduce la habilidad de las células endoteliales
de proliferar, migrar y formar redes de vasos sanguineos. Por lo tanto, FABP4 juega un papel
importante en el trafico de acidos grasos en ambientes ricos en lipidos — como es el omento —,
en la formaciéon de nuevos vasos sanguineos y en el control de la formacion de ROS (424).
Asimismo, es conocido que FABP4 favorece la proliferacién, la supervivencia, la migracién y la
invasion de las células endoteliales, por lo que es considerado un factor pro-angiogénico (425).
La sefalizacion de VEGF-A esta implicada en la progresion de la angiogénesis de tumores
ovaricos (426) y, de manera interesante, VEGF-A activa la expresion de FABP4 mediante
distintas vias de sefalizacion: la de mTORCL1 (425) y la de DLL4/NOTCH1 (427). Por un lado,
la union de VEGF-A a VEGFR2 activa a mTORC1, que a su vez activa la expresion de FABP4
(425). Por otra parte, VEGF-A induce la expresion de DLL4, el cual activa NOTCH1, que
culmina en la activacion de la expresion de FABP4 (427). Cabe destacar que el aumento de la
sefializacion de DLL4-NOTCH1, a la cual va ligada la sobre-expresion de FABP4, puede
contribuir a la resistencia a las terapias anti-VEGF-A, pues el aumento de activaciéon de DLL4-
NOTCH1 contrarresta la inhibicion de VEGF-A en el tejido tumoral (428). Por lo tanto, una
terapia combinada contra VEGF-A y FABP4 ofreceria efectos terapéuticos adicionales frente a
la terapia anti-VEGF-A convencional.

En conjunto, FABP4 parece ser un elemento clave en la interaccién entre adipocitos y células
tumorales que actia aumentando la disponibilidad de lipidos, favoreciendo la proliferacion
tumoral y la angiogénesis. Pero aunque se ha descrito el papel de FABP4 en la angiogénesis
de tumores ovaricos (424), todavia queda pendiente determinar si la sobre-expresién de
FABP4 en células de CO incrementa su capacidad migratoria e invasiva. De ser asi, ademas
de la reduccion en la angiogénesis, la inhibicion de FABP4 bloquearia la diseminacién
peritoneal.

En referencia a MMP11, los resultados del andlisis de IHQ validaron la sobre-expresion de
MMP11 en la M respecto al T que habiamos observado en la fase de validacién a nivel de
ARN. Concretamente observamos una sobre-expresion estadisticamente significativa en M vs
T (tanto a nivel de intensidad como a nivel de porcentaje de células tefidas) en los fibroblastos
de las muestras de M en comparacion con las de T. En contraste con nuestro estudio, Mueller
et al. observd el mismo porcentaje de casos tefiidos de T y de M de CO (83%) (429); en
nuestro estudio, la gran mayoria de tumores analizados no expresaban MMP11. Por otro lado,
Périgny et al. detecto tincion en un 33% de los T y en un 60% de las M de CO (430). No
obstante, nuestro estudio es aquel con el que se ha detectado mayor intensidad de sobre-
expresion de MMP11 en M respecto a T, por lo que nuestros resultados confirman algunas
observaciones previas e indican que la sobre-expresion de MMP11 en M vs T de CO debe de
tener un papel importante en la diseminacién metastésica del HGSOC. En concordancia con
nuestros resultados, se ha descrito que la expresion de MMP11 tiene lugar primordialmente en
el citosol de los fibroblastos adyacentes a las células tumorales invasivas (429,430). Esto
sugiere que las células cancerosas deben de secretar moléulas que inducen la sintesis de
proteasas por parte de los fibroblastos anexos para favorecer la implantaciéon en el peritoneo.
De hecho, se ha observado que cuando las células tumorales interaccionan con adipocitos
peritumorales, inducen la expresion y secrecion de MMPs (284). En linea con lo anterior,
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probablemente las células tumorales del ovario inducen la expresion de MMP11 por parte de
los adipocitos del omento, para favorecer su infiltracién. Aparte de tener un papel importante en
la implantacién tumoral en el peritoneo, MMP11 modifica la ECM para permitir la invasion y
diseminacién de las células tumorales mediante la remodelacion de la ECM (431).
Concretamente, aumenta la biodisponibilidad de moléculas de superficie, y activa otras
proteasas, factores de crecimiento y citocinas que se encuentran latentes en la ECM (432). La
importante produccion de MMP11 por parte de los fibroblastos tumorales pone de manifiesto
nuevamente la importancia del microambiente tumoral. Las células estromales del tumor tienen
un papel vital para el establecimiento y crecimiento de nuevos focos metastasicos (223);
participan en la evolucion y la progresion tumoral (419). Concretamente, se ha visto que los
fibroblastos asociados al tumor secretan factores de crecimiento y citocinas que llevan a un
incremento en la angiogénesis, la proliferacion, la TEM, la invasion y la metéastasis,
contribuyendo al mal pronéstico de las pacientes con cancer (396). Aunque todavia no se
conoce el mecanismo de accion de MMP11 en CO, recientemente se ha descrito que la co-
expresién de MMP11 con la de COL11A1 en CO y otros carcinomas en estadio avanzado esta
asociada a la reaccion desmoplastica, la invasion y la metastasis agresiva (379). De manera
interesante, el clivaje del colageno VI que realiza MMP11 es clave para desencadenar la
reaccion desmopléstica del estroma peritumoral (433).

MMP11 presenta multiples diferencias respecto al resto de MMPs: i) no degrada los sustratos
extracelulares clasicos (gelatina, caseina, coldgeno, laminina, fibronectina y elastina) (434),
sino que procesa substratos Unicos (alfal-antitripsina, inhibidor de proteinasa alfa-1, IGF-1,
IGFBP-1, macroglobulina alfa-2 y colageno VI) (433,434); ii) puede ser activada
intracelularmente y ser secretada como proteasa madura, mientras que el resto de MMPs son
siempre secretadas como zimdgenos inactivos (435); iii) la regulacion de su expresion (436), la
actividad proteolitica y sus propiedades enzimaticas son inusuales (434); vy, iv) el patron de
expresién se concentra en los fibroblastos asociados al tumor en lugar de las células tumorales
(437). Estas peculiaridades sugieren que MMP11 debe de tener un papel Unico entre el resto
de MMPs. Por ello, MMP11 emerge como una nueva diana terapéutica con gran potencial que
podria detener la invasién peritoneal asociada al CO.

En resumen, en este estudio hemos identificado y validado unas moléculas que se encuentran
sobre-expresadas en M y que apuntan ser prometedoras como nuevas dianas terapéuticas
para detener la diseminacién del CO. Concretamente, FABP4 y MMP11 han resultado ser los
candidatos mas robustos que se encuentran altamente expresados en M, y por ello
consideramos que es necesario continuar su investigacién. En este punto, para determinar la
funcionalidad de estos candidatos como dianas terapéuticas, en el laboratorio estamos
realizando una serie de ensayos funcionales. Concretamente estamos inhibiendo la expresion
de FABP4 y MMP11 a nivel de ARNm en lineas celulares de CO, esperando observar un
bloqueo en la migracién e invasion de las células tumorales. Posteriormente, si los resultados
son prometedores, procederemos a construir lineas celulares de CO que expresen de manera
estable las secuencias sh pertinentes para realizar ensayos in vivo. De este modo
determinaremos si la reduccion de la migracion e invasion que provoca la inhibicién de los
candidatos in vitro también tiene lugar y se mantiene en un modelo in vivo.

La inestabilidad genética del HGSOC (438) es el principal factor que contribuye al desarrollo de
la quimiorresistencia, la cual tiene lugar en el 75% de las pacientes de CO (439). En
consecuencia, puesto que los componentes del microambiente tumoral son homogéneos a
nivel genético y son esenciales para la progresion y la metastasis (440), las terapias dirigidas a
componentes estromales — como los fibroblastos y las células endoteliales — se consideran
nuevas estrategias terapéuticas muy atractivas y prometedoras (441). Actualmente esta
aceptado que las terapias futuras contra el cancer no irdn Unicamente dirigidas a las células
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malignas, sino también a las células estromales, ya que pueden ayudar a reducir la
quimiorresistencia (442). De hecho, puesto que los niveles elevados de VEGF favorecen el
crecimiento y el mantenimiento de los tumores ovaricos mediante la induccion de la
angiogénesis (241), y se ha visto que este factor pro-angiogénico juega un papel importante en
distintos estadios del desarrollo y la metastasis del CO, a dia de hoy la principal terapia dirigida
que se ha desarrollado y aprobado para tratar el CO en la practica clinica va dirigida a esta
molécula y a su via de sefializacion (66,352). No obstante, existe la necesidad de identificar
nuevas dianas anti-angiogénicas, ya que las terapias anti-VEGF no son especificas; inhiben
otras quinasas de manera inespecifica y desencadenan efectos adversos como la hipertensién
arterial, la toxicidad gastrointestinal, el hipotiroidismo, los desordenes en la coagulacién y la
neurotoxicidad (443). Ademas, las terapias anti-VEGF so6lo son efectivas en una pequefia
proporcién de pacientes, pues en la mayoria de los casos, se desarrolla la quimiorresistencia —
el tratamiento no es efectivo por la sobre-expresion de VEGF mediante vias alternativas (66).
En consecuencia, las terapias anti-VEGF s6lo han mejorado levemente la supervivencia de las
pacientes de CO (425).

Teniendo en cuenta que 5 de los 7 de los candidatos que seleccionamos inicialmente estan
asociados de una manera u otra a la angiogénesis — FABP4, PLVAP, GREM1, PXDN y MXRA5
—, éstos podrian ser utilizados como nuevas dianas para desarrollar futuras terapias anti-
angiogénicas contra el CO metastasico. Probablemente, la inhibicion de estos candidatos
serian estrategias mas selectivas que compensarian la quimiorresistencia a las terapias anti-
VEGF. En este sentido, MMP11 también emerge como una buena diana terapéutica, ya que
aunque no se ha descrito una asociacion directa con la angiogénesis, la remodelacion de la
ECM que ejerce MMPL11 es vital para la activacion y migracion de las células endoteliales
(432), por lo que MMP11 también podria contribuir a la angiogénesis de manera indirecta. En
cualquier caso, el bloqueo de MMP11 seria muy valioso para impedir la implantacién y
diseminacién de las células tumorales en el peritoneo.

Ademas, consideramos que la aplicacion directa en la cavidad abdominal de anticuerpos
neutralizantes o inhibidores sintéticos de nuestros candidatos (especialmente FABP4 y
MMP11) podria mejorar el curso clinico de las pacientes, ya que esto evitaria la proliferacion y
diseminacién de células tumorales que quedan remanentes a nivel microscépico tras la cirugia.
Esto ayudaria a impedir la recidiva y podria mejorar la supervivencia de las pacientes de CO.
Actualmente se conocen algunos inhibidores sintéticos que pueden bloguear de manera
efectiva la actividad de FABP4 (444,445). En cuanto a MMP11, aunque existen algunos
inhibidores sintéticos como el marimastato que neutralizan su actividad, no lo hacen de forma
especifica (446,447). Por ello, es necesario invertir esfuerzos en el disefio de moléculas que
compartan total homologia con sus substratos y/o desarrollar anticuerpos altamente especificos
para poder neutralizar su actividad biolégica de manera selectiva.

En el marco de la medicina personalizada, una estrategia que podria mejorar el
asesoramiento del tratamiento de las pacientes de CO seria analizar la expresion de los
candidatos en la biopsia peritoneal que se extrae en la laparoscopia exploradora y
posteriormente, administrar los inhibidores correspondientes a las moléculas alteradas. Dado
que nuestros candidatos estan asociados a la diseminacién agresiva, los niveles elevados
indicarian la necesidad de aplicar terapias dirigidas contra estas proteinas. De este modo, el
tratamiento se ajustaria a la biologia intrinseca del tumor. La combinacion de terapias dirigidas
a estas proteinas junto con la quimioterapia convencional podria mejorar la supervivencia de
las pacientes de CO. Teniendo en cuenta la informacion que nos proporciond la base de datos
CSIOVDB, nuestros candidatos estan asociados al mal pronéstico de la enfermedad a nivel de
ARN. Por consiguiente, este estudio anima a explorar en profundidad la utilidad de estos
marcadores en la prediccién de la supervivencia de las pacientes con HGSOC, pues los
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marcadores con valor prondstico pueden ayudar a identificar los grupos de pacientes que
podrian beneficiarse de tratamientos mas personalizados en lugar de ser tratados con la
quimioterapia estandar.

Cabe destacar que el hecho de haber detectado MUC16 sobre-expresado en nuestro andlisis
proporciona robustez a nuestros resultados, ya que la proteina CA125, para la cual codifica
este gen, es el principal marcador tumoral del CO y es conocido que permite a las células
tumorales del ovario expandirse sobre el peritoneo favoreciendo las interacciones con el
mesotelio. Ademas, en este estudio las pacientes con mayor expresion de los candidatos en
las M presentaban también los niveles séricos de CA125 mas elevados (superiores a 500
U/mL), los cuales estan asociados a la dificultad de conseguir la cirugia 6ptima (92,93). Esto
anima a explorar el potencial uso de nuestros candidatos, en combinacion con el CA125, como
indicadores de dificil resecabilidad, de metastasis peritoneal agresiva.

Respecto al diagndstico del CO, el marcador tumoral CA125 presenta una sensibilidad y
especificidad limitadas (89-91), por lo que es evidente la necesidad de incorporar nuevos
biomarcadores que permitan mejorar el diagnéstico de la enfermedad. De forma adicional, la
incorporacion de biomarcadores que permitieran ayudar a definir el abordaje terapéutico
(Companion diagnostics) seria de gran valor afiadido. Teniendo en cuenta que la expresion de
FABP4 y MMP11 en ovarios sanos es baja en comparacion con la de las metéstasis del CO
seroso (269) y que ambas proteinas se secretan al medio extracelular y son solubles en fluidos
biolégicos (448,449), seria probable detectarlas en el plasma de pacientes con HGSOC en
estadio avanzado, pero no en el de pacientes sanas. De ser asi, la potencial introduccién del
analisis plasmatico de FABP4 y MMP11 en la practica clinica podria ayudar a mejorar el
diagndstico del CO.

Para estudiar la utilidad de FABP4 y MMP11 como marcadores en el diagnéstico del CO,
evaluamos su expresion a nivel de proteina en plasma de 36 pacientes con HGSOC avanzado
mediante inmunoblot. Tras observar que su expresion era claramente intensa, comparamos la
expresion de los candidatos en plasma de 4 pacientes de HGSOC avanzado con la expresion
en plasma de 5 pacientes sanas que no presentaban patologia maligna — con masas anexiales
sospechosas de malignidad, pero finalmente diagnosticadas como benignas. Esta prueba
preliminar indicaba que los niveles de FABP4 y MMP11 eran mas elevados en condiciones de
CO; la expresién de los candidatos en el plasma de las pacientes control era muy baja o nula.
Para confirmar estos resultados, actualmente se esta realizando una comparativa a mayor
escala, con un mayor nimero de muestras de cada grupo de pacientes. En este caso, la
expresién a nivel de proteina se evallia mediante una técnica mas adecuada para el cribado
poblacional, la técnica de ELISA (450). Ademas, estamos evaluando la expresién de FABP4 y
MMP11 en plasma de pacientes de CO en estadios iniciales (I y Il) para poder determinar si los
niveles ya son detectables en fases tempranas de la enfermedad. La deteccion de FABP4 y
MMP11 ya en este nivel indicaria la presencia de enfermedad, lo cual permitiria mejorar el
diagndstico precoz, en combinacién con el CA125 — ya que este marcador sélo es capaz de
detectar el 50% de los estadios iniciales (90). Anadlogamente, también seria interesante estudiar
la utilidad de estas proteinas en la monitorizacion del CO, particularmente en aquellas
pacientes que no expresan el marcador CA125.

En conclusién, con este estudio hemos conseguido identificar moléculas que se encuentran
altamente expresadas en metastasis de pacientes con HGSOC, indicando un papel importante
en la diseminacion peritoneal y la angiogénesis. Por consiguiente, esta investigacion propone
FABP4 y MMP11 como nuevas dianas terapéuticas para bloquear la metastasis del CO y abre
las puertas a la mejora del tratamiento de esta enfermdad. De manera adicional, este proyecto
también inspira futuros estudios para evaluar el potencial uso de FABP4 y MMP11 en el
diagnéstico del CO.
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6. CONCLUSIONES

SECCION |

1.

En el marco del descubrimiento de marcadores del cancer de ovario a partir de muestras
poco invasivas, el procedimiento de ultracentrifugacion Estandar es el protocolo mas
apropiado para aislar exosomas de la fraccion fluida del aspirado uterino, pues permite
obtener la mayor concentracion de exosomas, la mayor expresién de los marcadores
caracteristicos de exosomas (CD63, CD81, CD9, TSG10l1 y Flotilina-1) y la mayor
reproducibilidad.

La estrategia mas apropiada para aislar exosomas del aspirado uterino para la posterior
extraccion del ARN exosomal es el procedimiento Estandar con la aplicacion de ARNasa A
tras la ultracentrifugacién, sin aplicar la sonicaciéon (procedimiento C).

Los exosomas del aspirado uterino presentan ARNm y miARNs especificos relacionados
con patologias del tracto genital femenino que pueden ser detectados y cuantificados
mediante RT-gPCR.

Los exosomas del aspirado uterino emergen como una estrategia prometedora en el
descubrimiento de nuevos marcadores a nivel de ARN para mejorar el diagndstico precoz
del cancer de ovario.

SECCION Il

5.

En el marco del descubrimiento de moléculas asociadas a la diseminacién del cancer de
ovario, los genes que se encuentran sobre-expresados en la metastasis respecto al tumor
primario de pacientes de cancer de ovario estan relacionados con el movimiento celular, la
sefializacion y la interaccién celular; la via molecular mas representativa es la de las MMPs.

En base a la herramienta CSIOVDB, la expresion elevada de 7 candidatos (FABP4, MMP11,
INHBA, GREM1, MXRA5, PLVAP y PXDN) esta asociada al fenotipo mesenquimal (reaccion
estromal desmoplastica), a estadios avanzados del cancer de ovario y a corta supervivencia
de las pacientes de cancer de ovario.

Los 7 candidatos se encuentran sobre-expresados a nivel de ARN en la metastasis respecto
al tumor primario de pacientes de cancer de ovario.

Las pacientes de cancer de ovario con los niveles séricos mas elevados de CA125
(superiores a 500 U/mL) presentan los niveles mas elevados de los candidatos a nivel de
ARN, lo cual sugiere su potencial uso como indicadores de dificil resecabilidad.

La expresion de los 7 candidatos correlaciona a nivel de ARN en las muestras de
metastasis, pero no en las muestras de tumor primario de pacientes de cancer de ovario,
indicando un mecanismo subyacente que debe de resultar en la activacién concomitante de
las correspondientes vias de sefializacion durante el proceso de metastasis.

10.FABP4 y MMP11 emergen como dianas terapéuticas prometedoras para bloquear la

metastasis del cancer de ovario, pues se encuentran sobre-expresados a nivel de proteina
en mas del 50% de las metastasis respecto al tumor primario de pacientes de cancer de
ovario.

11.FABP4 se encuentra sobre-expresada a nivel de proteina de manera homogénea en el

citosol de las células tumorales de las muestras de metastasis en comparaciéon con las
muestras de tumor primario de pacientes de cancer de ovario. Asimismo, se encuentra
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sobre-expresada en las células endoteliales de los vasos tumorales, y su presencia es mas
extendida en las muestras de metastasis que en las muestras de tumor primario de
pacientes de cancer de ovario.

12.MMP11 se encuentra sobre-expresada a nivel de proteina en el citosol de los fibroblastos
tumorales de las muestras de metastasis en comparacion con las muestras de tumor
primario de pacientes de cancer de ovario.

13.FABP4 y MMP11 son detectables de manera intensa a nivel de proteina en el plasma de
pacientes de cancer de ovario en comparacion con pacientes que presentan masas
anexiales benignas, lo cual sugiere su potencial uso en el diagndstico del cancer de ovario.
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7. ANEXO

A continuacion se presenta el articulo cientifico que recoge el trabajo realizado en la Seccion |
de esta tesis doctoral (Optimizacion del procedimiento de aislamiento de exosomas presentes
en el aspirado uterino para la futura identificacion de nuevos marcadores asociados al cancer
de ovario), que ha sido publicado en la revista “Journal of Translational Medicine” (Factor de
impacto: 3,694) con el titulo de “Exosome-like vesicles in uterine aspirates: a comparison of

ultracentrifugation-based isolation protocols” — Campoy, Lanau et al. J Transl Med (2016)
14:180.
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Exosome-like vesicles
in uterine aspirates: a comparison
of ultracentrifugation-based isolation protocols
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. Abstract

Background: Uterine aspirates are used in the diagnostic process of endometrial disorders, yet further applications
could ermerge if its complex milieu was simplified. Exosome-like vesicles isolated from uterine aspirates could become
an attractive source of biomarkers, but there is a need to standardize isolation protocols. The objective of the study
was to determine whether exosome-like vesicles exist in the fluid fraction of uterine aspirates and to compare proto-
cols for their isolation, characterization, and analysis.

Methods: We collected uterine aspirates from 39 pre-menopausal women suffering from benign gynecological dis-
eases. The fluid fraction of 27 of those aspirates were pooled and split into equal volumes to evaluate three differential
centrifugation-based procedures: (1) a standard protocol, (2) a filtration protocol, and (3) a sucrose cushion protocol.
Characterization of isolated vesicles was assessed by electron microscopy, nanoparticle tracking analysis and immu-
noblat. Specifically for RNA material, we evaluate the effect of sonication and RNase A treatment at different steps of
the protocal. We finally confirmed the efficiency of the selected methods in non-pooled samples.

Results: All protocols were useful to isolate exosome-like vesicles. However, the Standard procedure was the best
performing protocol to isolate exosome-like vesicles from uterine aspirates: nanoparticle tracking analysis revealed

a higher concentration of vesicles with a mode of 135 & 5 nm, and immunaoblot showed a higher expression of
exosome-related markers (CD9, CD63, and CD81) thus verifying an enrichment in this type of vesicles. RNA contained
in exosome-like vesicles was successfully extracted with no sonication treatment and exogenous nucleic acids diges-
tion with RNaseA, allowing the analysis of the specific inner cargo by Real-Time gPCR.

Conclusion: We confirmed the existence of exosome-like vesicles in the fluid fraction of uterine aspirates. They were
successfully isolated by differential centrifugation giving sufficient proteomic and transcriptomic material for further
analyses. The Standard protocol was the best performing procedure since the other two tested protocols did not
ameliorate neither yield nor purity of exosome-like vesicles. This study contributes to establishing the basis for future
comparative studies to foster the field of biomarker research in gynecology.

Keywords: Biomarker, Endometrial biopsy, Exosomes, Exosomes isolation protocols, Exosome-like vesicles,
Extracellular vesicles, Gynecological disorders, Microvesicles, RNA, Uterine aspirates
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Background

Uterine aspirates (UAs), which are endometrial biopsies
obtained by aspiration, are considered a very complex
biological sample that highly represents the uterine cav-
ity milieu. It combines the components of the uterine
fluid (secretions from the luminal epithelium and glands,
proteins selectively transferred from blood, and likely
contributors from tubal fluid) with a cellular fraction
(endometrial and blood cells) [1]. Thanks to its location
and composition, UAs reflect cytological and molecular
alterations present in tissues from the female genital tract
[2, 3]. Therefore, this sample is currently used for histo-
pathological examination, performed after the transvagi-
nal ultrasonography, to diagnose endometrial disorders
[4, 5]. Biomedical research on UAs is limited. However,
although few molecular studies have been performed,
those have significantly contributed to improving sensi-
tivity and negative predictive value of UAs as a diagnostic
tool for endometrial cancer [2, 3, 6]. To expand research
in the field of biomarker discovery for gynecological
pathologies using UAs, exosome-like vesicles (EVs) arise
as a promising source of biomarkers.

EVs are 20-200 nm round membrane vesicles [7-9]
released by multivesicular bodies fusing with the cell mem-
brane [10, 11]. These lipid bilayer entities bear well-pro-
tected proteins, lipids, and RNAs, mediating intercellular
communication between difterent cell types [12-15]. Spe-
cific sorted information is horizontally transferred from the
cells of origin to other cells, influencing the recipient cell
functions [16]. EVs are constantly released by cells in cir-
culation or proximal body fluids, and therefore, they have
been described in blood [17], urine [18], saliva, and breast
milk [19], among other body fluids. Differently, microvesi-
cles (MVs) are 1001000 nm vesicles originated by budding/
shedding of the plasma membrane [20]; their size range
overlaps partially with that of EVs, hence hindering a com-
plete size-discrimination between these two populations
of extracellular vesicles [21, 22]. The features of EVs have
fostered biomarker research in many diseases [16, 23-25].
However, a major bottleneck when performing EVs-based
studies is the lack of standardization for already challenging
techniques to isolate and characterize EVs. Since EVs reflect
the status of the originating cell [23], we propose the UAs'
fluid fraction as a promising source of EVs to find molecules
that could improve the diagnosis, prognosis, and treatment
of gynecological alterations. Here, we aim to determine
whether EVs exist in UAs and to compare protocols for their
isolation, characterization, and further RNA analysis.

Methods

Sample collection and processing

A total of 39 pre-menopausal patients with benign
gynecological diseases or healthy donors who came to
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the Unit of Gynecology at Vall Hebron University Hospi-
tal were recruited following the ethically approved proto-
col for this study (approval number: PR_AMI_50-2012).
All patients signed the informed consent. A descrip-
tion of the clinic-pathological features of all participat-
ing patients is detailed in Additional file 1: Table S1. An
inclusion criterion was pre-menopause. Women who had
been treated previously for gynecological pelvic cancer,
as well as patients positive for the human immunodefi-
ciency virus and/or the hepatitis virus were excluded.

UAs were obtained by aspiration with a Cornier Pipelle
(Gynetics Medical Products). Samples were placed in
1.5 mL tubes and kept on ice through all the processing
which included addition of phosphate buftered saline
(PBS) in a 1:1 ratio (v/v), gently pipetting of the sam-
ple and centrifugation at 2500g (4 °C) in a F45-30-11
rotor (Eppendorf Microcentrifuge 5417R) for 20 min to
remove the cellular fraction. The remaining fluid fraction
of the UA, from now on referred to as Supernatant (SN)
fraction, was then aliquoted and frozen at —80 °C until
needed. To compare isolation protocols, a pool of 27 SNs
(samples 1-27; Additional file 1: Table S1) were mixed
and divided into 20 aliquots containing 445 pL.

Isolation of EVs

Protocols described in sections “T’, “II", and “III" (Fig. 1a)
were performed in quadruplicates to optimize EVs
isolation. To optimize miRNA/mRNA extraction,
modifications of the Standard protocol were tested in
duplicates—section “IV” (Fig. 3a).

Standard protocol

EVs were obtained from the SNs of UAs by differential
centrifugation, following a modification of a previously
described EVs isolation protocol by Thery et al. [26].
Briefly, SNs were thawed and diluted in PBS to a final vol-
ume of 25 mL. A centrifugation step at 10,000g (4 °C) for
30 min was performed on a Thermo Scientific Heraeus
MultifugeX3R Centrifuge (FiberLite rotor F15-8x-50¢) to
remove cell debris, macroparticles and apoptotic bodies.
The resulting pellet enriched in MVs was resuspended in
50 pL of PBS and frozen at —80 °C. Then, the supernatant
was transferred to ultracentrifuge tubes (Beckman Coul-
ter) and filled with PBS to perform a first ultracentrifuga-
tion step at 100,000 (4 °C) for 2 h on a Thermo Scientific
Sorvall WX UltraSeries Centrifuge with an AH-629 rotor.
The supernatant of this second centrifugation was the
soluble fraction and was frozen at —80 °C. This first pel-
let was resuspended in PBS and again centrifuged at
100,000g (4 °C) for 1 h. The final pellet enriched in EVs
(possibly along with MVs and some remaining apoptotic
bodies) was resuspended in 50 pL of PBS. Five microliters
from MVs and EVs pellets were reserved at —80 °C for
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Fig. 1 Optimization of EVs isolation from uterine aspirates. a Schematic representation of the three protocols of EVs isolation, namely Standard
(St), Filtration (F), and Sucrose (S) protocols. b Electron microscopy images of negatively stained EVs and MVs. ¢ Size distribution of isolated EVs
measured by NTA. d EVs concentration measured by NTA. e Immunoblot of isolated MVs, EVs and SF proteins (done in triplicates) against EVs/MVs

markers and Haptoglobin. f Relative tetraspanins expression of EVs. The average of tetraspanins (CD9, CD63 and CD81) expression of each protocol
was normalized to the Standard in order to have a relative measurement of EVs purity
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particle size distribution and quantification by nanopar-
ticle tracking analysis (NTA) while the rest of the sample
was frozen at —80 °C for protein extraction.

Filtration protocol

The Filtration protocol consisted in depleting the super-
natant obtained after the 10,000¢ centrifugation of struc-
tures bigger than 200 nm using a sterile filter (Corning).
The rest of the protocol remains the same as for the
Standard.

Sucrose cushion protocol

A 30 % sucrose cushion (20 mM Tris-HCIl, pH 7.4
in D,O)—density from 1.13-1.19 g/mL—was introduced
to the Standard protocol following the first ultracentrifu-
gation at 100,000¢. The sucrose cushion was then centri-
fuged for 1 h at 100,000g (4 °C). EVs were recovered by
poling the tube with a needle and were then washed with
PBS for 1 h at 100,000g (4 °C). The final pellet was resus-
pended in 50 pL of PBS and the same fractions as in Sec-
tion “I" were stored at —80 °C.

Experimental conditions for RNA extraction

Four experimental conditions (“A’; “B’ “C” and “D”)
derived from the Standard protocol were tested, includ-
ing sonication and RNase A treatment at different points,
as shown in Fig. 3a. EVs were sonicated five cycles of 5 s
at 100 Amplitude (Sartorius). For RNase A treatment,
EVs were incubated with 500 pL of 0.1 mg/mL RNase A
(Qiagen) for 1 h at 37 °C.

Particle size distribution and quantification

NTA was performed using a NanoSight LM10 system
(Malvern Instruments) equipped with a 405 nm laser and
a Hamamatsu C11440 ORCA-Tlash2.8 camera (Hama-
matsu). Data was analyzed with the NTA software 2.3.
Size and concentration of particles were determined by
the following settings: camera level and detection thresh-
old were set to maximum (15 or 16) and minimum (3-5),
respectively; camera gain was set to 512; blur, mini-
mum track length, and minimum expected size were set
to “auto.” Readings were taken in triplicates during 60 s
at 18.87 frames/s, at room temperature ranging from
23-25°C.

Electron microscopy

Isolated MVs and EVs were analyzed per duplicate by
transmission electron microscopy (TEM). Vesicles were
fixed in 50 pL of 4 % paraformaldehyde. Gold grids were
incubated with samples for 1 min. After removing sam-
ple excess, negative staining was performed by incuba-
tion with uranyl acetate for 1 min. After washing, grids
were dried overnight at room temperature. Samples were
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observed with a transmission electron microscope JEOL
1010 coupled to an Orius CCD camera (Gatan, Inc.),
working at 80 kV with a tungsten filament.

Protein extraction

Protein extraction of EVs and MVs was performed by
adding RIPA buffer (40 mM Tris pH 8, 300 mM NacCl,
10 mM EDTA, 2 %Triton X-100, 1:100 protease inhibi-
tors (#P8340 Sigma-Aldrich) in 1:1 ratio (v/v) to isolated
vesicles and incubating at —20 °C overnight. Lysates were
thawed on ice and sonicated five cycles of 5 s at ampli-
tude 100 (Labsonic M, Sartorius Stedim Biotech) to
ensure membrane disruption. Protein extraction of the
soluble fraction collected after the 2 h ultracentrifugation
step was performed by precipitation with 100 % stock
solution of acetonitrile at a ratio of 1:5 (v/v) after incuba-
tion at —20 °C overnight, and sequential centrifugations
at 14,000x ¢ 4 °C for 30 and 15 min, respectively. Finally,
the pellet was dried and resuspended in 500 pL of RIPA.
Protein concentration was determined by Bio-Rad DC
Protein Assay (Bio-Rad Laboratories) following manufac-
turer’s recommendations.

Immunoblot
Proteins were separated by 10 % SDS-PAGE and trans-
ferred to PVDF membranes. For blocking, membranes
were soaked in 5 % non-fat dried milk in TBS-Tween20
(0.01 %). Proteins were immunodetected using primary
antibodies. Then the membranes were washed and incu-
bated with a secondary HRP-coupled antibody. Finally,
HRP signal was revealed using the Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate (ref. WBKLS0100;
Merck Millipore). The intensity of the bands was densito-
metrically quantified using the Image J software (v. 1.45s).
Primary antibodies: mouse anti-CD9 (1:250; ref.
555370, BD Biosciences), mouse anti-CD63 (1:1000; ref.
OP171, Calbiochem), mouse anti-CD81 (1:1000; ref.
sc-166028, Santa Cruz), mouse anti-TSG101 (1:500; ref.
Ab83, Abcam), mouse anti-Flotillin-1 (1:250; ref. 610821,
BD Biosciences), rabbit anti-Annexin V (1:1000; ref.
ab108321, Abcam) and mouse anti-Haptoglobin (1:1000;
ref. ab13429, Abcam). Secondary antibodies: rabbit anti-
mouse Immunoglobulins/HRP, 1:2000, ref. P0260, Dako;
and goat anti-rabbit Immunoglobulins/HRP, 1:2000, ref.
P0448, Dako. Bands’ intensity was quantified using the
Image ] software (v. 1.45s).

Total RNA extraction

Total RNA, including miRNAs and other RNAs, was
isolated using Qiazol and miRNeasy MiniKit (Qiagen)
according to manufacturers’ protocol. DNase I treatment
(Qiagen) was used. RNA from EVs and MVs was eluted
with 20 pL of Nuclease-free water (Ambion) and stored at
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—80 °C until further analysis. In all RNA extractions per-
formed, 25 nmol of synthetic nonhuman miRNA-39 from
Caenorhabditis elegans (cel-mir-39, 5-UCACCGGGUG
UAAAUCAGCUUG-3') was added to each Qiazol lysate
as a spike-in control for normalization in quantitative
Real-Time qPCR (RT-qPCR) analysis [27-29]. RNA con-
centration and integrity were determined by capillary
electrophoresis using the Agilent RNA6000PicoKit on an
Agilent2100 Bioanalyzer (AgilentTechnologies).

Reverse transcription, pre-amplification, and RT-qPCR

For mRNA analysis, RNA was converted to ¢cDNA
using SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitro-
gen). For miRNA analysis, RNA was reverse-transcribed
using TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit
and miRNA-specific stem-loop primers. All ¢cDNA
was pre-amplified with TagMan Preamp Master Mix
Kit (Applied Biosystems) according to manufacturer’s
instructions.

RT-qPCR was performed using TagMan Universal
MasterMix I, with UNG on an ABI7900 Real-Time PCR
Systems with TaqgMan probes against specific transcripts
and miRNAs. Reactions were performed in triplicate, and
only results with a standard deviation value <0.37 were
accepted. Data analysis was done with Expression Suite
Software v1.0; the same baseline and threshold were set
for each plate to generate threshold cycle (Ct) values for
all the targets in each sample. Threshold levels were set
into the exponential phase of the RT-qPCR. Synthetic
cel-mir-39 was used for data normalization since the
same amount of the oligonucleotide was added to each
sample before the addition of the lysis reagent for RNA
isolation.

Real-Time qPCR TagMan probes

All probes were purchased from LifeTechnologies. TSG101
(Hs00173072), PDCD6IP-ALIX (Hs00183813_m1), CD24
(Hs02379687), MUC16-CA-125 (Hs01065189), MUC1
(C102626759_m1), 18S (4319413E), f-Actin (4333762T),
GAPDH (Hs99999905_m1), miR-200b (002251), miR-
200¢ (002300), miR-223 (002295), miR-141 (000463),
miR-205 (000509), miR-17 (002308), miR-106a (002169),
RNU48 (001006), RNU6B (001093), RNU44 (001094), U75
(001219), and miR-39 (000200).

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad
Prism 5 software. The Student’s t test was applied to
compare means of EVs concentration, particle size dis-
tribution, and expression of tetraspanins and miRNAs.
The Pearsons’ Rho test was used to analyze correlation.
The probability of p < 0.05 was considered statistically
significant.
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Results

EVs are present in the fluid fraction of uterine aspirates
and can be isolated by differential centrifugation-based
protocols

A pool of 27 UAs’ fluid fractions was used to compare
three EVs isolation protocols based on difterential cen-
trifugation—Standard, Filtration and Sucrose. In addition
to EVs, we collected fractions corresponding to MVs and
proteins from the soluble fraction to monitor differences
in the enrichment in EVs. A schematic representation of
the experimental work is depicted in Fig. 1a.

All three protocols permitted the isolation of EVs of
the expected round cup shape [30], as observed by TEM
(Fig. 1b). Both EVs and MVs appeared as well-defined
bilayer vesicles but notably, the size of all EVs was smaller
than that for MVs, especially in the case of Standard pro-
tocol. To turther investigate EVs concentration and size
distribution, samples were analyzed by NTA (Fig. lc,
d). The population of EVs isolated by the Standard and
Filtration protocols followed a uniform size distribu-
tion with a unique peak corresponding to a mode of
135 4+ 5 and 115 4+ 3 nm, respectively. For the Sucrose
protocol, the distribution was not uniform; the mode was
135 &+ 42 nm but presented an additional peak around
300 nm, and a high standard deviation was observed
indicating less reproducibility of this isolation protocol.
Differently, all MVs preparations presented a heterogene-
ous distribution, and a lower concentration than that for
EVs (Additional file 2: Figure S1).

A reduction in EVs concentration was seen as more
steps were added to the isolation protocol; signifi-
cant differences were observed between Standard and
Sucrose protocols (p = 0.029), and the same tendency
was observed when comparing the Standard and Filtra-
tion protocols (Fig. 1d). To evaluate the purity of EVs
obtained from each isolation protocol, we performed
an immunoblot loading equal amounts of protein, and
demonstrated that the expression of the tetraspanins
CD63, CD9, and CD81—all considered late endosomal
markers enriched in EVs [22, 31, 32]—was significantly
higher in the Standard compared to the Sucrose protocol
(p = 0.001) (Fig. le, t). The same tendency was observed
for TSG101, a known endosomal origin marker [33],
and Flotillin-1, an element of the membrane lipid rafts
[34, 35]. These two markers were practically undetect-
able in MVs preparations, indicating a different biogen-
esis of these vesicles. As expected, Annexin V, a marker
of MVs [36], was highly expressed in all MVs prepara-
tions; however, it was also detected in EVs derived from
the Standard protocol suggesting that the smallest MVs
populations might have precipitated at 100,000g or that
specificity of this marker is arguably. None of the MVs
or EVs markers were detected in the soluble fraction, but
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haptoglobin—an abundant protein found in blood—was
highly expressed (Fig. le).

Altogether, we demonstrated that all protocols were
able to enrich the sample in EVs. Nevertheless, we
selected the Standard protocol for further applications
since it allowed to obtain a higher EVs concentration,
while maintained higher EVs-related markers and better
reproducibility than the other tested protocols.

To confirm that the enrichment in EVs following the
Standard protocol holds when analyzing individual sam-
ples, we recovered EVs, MVs and soluble proteins from
the fluid fraction of 6 non-pooled UAs (samples 28-33,
Additional file 1: Table S1). Concomitant to our previous
observations in the pooled analysis, we observed that all
EVs preparations from individual UAs had a similar size
distribution, presenting a mode of 120-160 nm (Fig. 2a).
The particles concentration differed clearly between
patients but a total number of isolated EVs significantly
correlated with the initial volume of UAs fluid fraction
(r =0.90, p = 0.02) (Fig. 2b, c), but not with protein con-
centration (Additional file 3: Figure S2). On the other
hand, no correlation was observed between a number
of MVs and sample volume (Additional file 4: Figure S3).
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EVs markers were expressed in both EVs and MVs prep-
arations from all patients (Fig. 2d, e). As seen previ-
ously, tetraspanins expression was higher in EVs than in
MVs, indicating that we isolated a population of vesicles
enriched in EVs. Altogether, these results indicate that
the Standard protocol is suitable to obtain EVs from indi-
vidual UAs.

Optimization of EVs isolation protocols for RNA analysis

To further optimize the Standard protocol to extract RNA
specifically contained in EVs, we evaluated the effect
of sonication and RNase treatment, which enhances
membrane disruption and promotes RNA release, and
degrades RNA material, respectively (Fig. 3a). Concen-
tration and quality of extracted RNA was determined by
Bioanalyzer and RT-qPCR amplification of a set of miR-
NAs (miR-200b, miR-200c, miR-223, miR-17 and miR-
106a), which were selected based on their expression in
the female genital tract and their reported existence in
EVs [22, 37-40]. Protocol “A”; which includes sonication
before RNase A treatment, was used as negative con-
trol. This condition confirmed the successful breakage
of EVs due to sonication and the successful degradation
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. (See figure on previous page.)

Fig.3 Optimization of EVs isolation from uterine aspirates for RNA analysis. a Schematic representation of the four conditions tested to isolate EVs
fram uterine aspirates in order to purify their RNA content. Modifications were introduced to the standard protocol of ultracentrifugation. Protocol
"A": Sonication prior to RNase A treatment was applied to isolated EVs. Protocol "B™: Sonication of isolated EVs. Protocol "C": RMase A treatment of

isolated EVs. Protocol "D No modifications were included. b Concentration and quality of RNA derived from each condition was analyzed with an

LP\g\'lent Bioanalyzer. ¢ Ct values of miR-200b, miR-200c, miR-223, miR-205, miR-17 and miR-106a are plotted for each Protocol

of RNA due to RNase A treatment, not obtaining RNA
content nor amplification of any of the tested miRNAs
(Fig. 3b, ¢). Protocols “B” and “D” did not deplete exter-
nal RNA since RNase A was not applied; both protocols
resulted in small size RNA profiles, yielding the highest
amount of total RNA (Fig. 3b) and the highest expression
of miRNAs (Fig. 3¢). Importantly, the introduction of a
sonication step did not report any advantage to enhance
the release of EVs RNA content; conversely, we observed
smaller RNA fragments, which are susceptible of RNA
damage. In protocol “C’, RNase A was able to degrade
52 and 66 % of total RNA from treatment “B” and “D”
respectively, suggesting that RNase A treatment is nec-
essary to clean up the external nucleic acids that bind to
EVs surface. This protocol (no sonication but RNase A
treatment) was selected as the most appropriate to ana-
lyze RNA specifically contained within EVs.

Next, we confirmed the efficiency of the selected proto-
col for RNA analysis in 6 additional non-pooled samples
(Samples 34-39; Additional file 1: Table S1). Isolated EVs
were similar in size, presenting a mode of 120-170 nm
and contained RNA fragments from 25-300 nucleotides
(Additional file 5: Figure S4). RNA concentration ranged
from 108-851 pg/uL (Fig. 4a), which was sufficient to per-
form expression analysis by RT-qPCR. Sample volume,
the total number of EVs and RNA concentration signifi-
cantly correlated (Additional file 6: Figure S5A-C). Before
RNA extraction, we added cel-miR-39 as a spike-in con-
trol for data normalization purposes. As seen in Fig. 4b,
its expression did not vary across different samples,
indicating similar RNA extraction efficiency. Afterward,
we tested the amplification of a set of 11 miRNAs and 8
mRNAs by RT-qPCR, all of them previously reported in
EVs [41, 42] (Fig. 4c). Delta Ct (dCt) values were relativ-
ized to the cel-miR-39 expression in each sample. We
observed that 18S RNA presented the highest expression.
Alix, TSG101, GAPDH and B-actin, EVs-related mark-
ers, along with MUCI16 [43] and CD24 [44—46], proteins
related to some gynecological alterations, were detected
at RNA level. In addition to those tested for the optimiza-
tion, we also analyzed the expression of other female geni-
tal tract-related miRNAs [38], miR-141 and miR-205, plus
a set of tissue endogenous miRNAs [47], RNU6B, RNU4S,
RNU44, and U75. Expression of miR-200b, miR-200c,
miR-223, miR-17, and miR-106a was higher compared

to miR-205 and miR-141. Interestingly, RNUAB, RNU48,
RNU44, and U75 were expressed at very low level in EVs.
Detection of female genital tract associated RNA in EVs
from UAs supported the idea that EVs cargo might reflect
the cell status and/or its origin. However, this study was
designed to confirm the appropriate extraction of RNA
material to pursue further RNA analysis on EVs isolated
from UAs, and is not intended to draw any disease-spe-
cific conclusion.

Discussion

Here, we demonstrated that EVs exist in the fluid fraction
of UAs by comparing three protocols of isolation, all of
them based on ultracentrifugation, as this has been the
method of choice for concentrating and isolating EVs
in several body fluids [48]. Moreover, we carried out an
extensive characterization describing their morphol-
ogy, size and enrichment in well-known EV markers.
When comparing the Standard, Filtration, and Sucrose
protocols, we observed that all of them were capable of
isolating EVs; but in particular, the Standard protocol
permitted not only a higher recovery of EVs, but also a
higher enrichment in tetraspanins. Furthermore, this
protocol was the simplest, most reproducible and less
costly protocol investigated here.

Many studies did not consider whether identified RNAs
were contained in EVs or adhered externally to their outer
membrane and, consequently, co-precipitated with EVs
during the isolation protocol [49-51]. Here, we also estab-
lished the optimal conditions to extract EVs RNA content
treating isolated vesicles with RNase A and not applying
sonication. Even though sonication was applied to suc-
cessfully disrupt EVs membrane to improve protein yield
[52], when this step was performed for RNA extraction,
far from obtaining higher RNA concentration, we detected
fragmentation and degradation. Thus, sonication of EVs is
not appropriate for RNA studies; lysis reagent is efficient
enough to break EVs membranes. Noteworthy, treatment
with RNAse A was critical to eliminate the exogenous
material while preserving the inner genomic content. We
found that more than half of the RNA isolated from EVs
preparations was exogenous. This abundant contamina-
tion should be considered, and if possible depleted when
conducting transcriptomic studies. In line with this, a treat-
ment to clean up EVs membranes from extraneous adhered
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proteins could have been tested. Trypsin is often used to
break protein interactions; this property could be applied to
analyze those proteins specifically contained in EVs. How-
ever, considering that the main EVs markers and possibly
other proteins of interest are transmembrane structures,
this digestion could affect the extracellular domains com-
promising protein structure, function and interaction with
other proteins.

A wide range of different uterine specimens collected by
various procedures is described in the literature [53-57].
Concomitant with our observation that female genital tract
RNAs are detected in EVs from UAs, Vilella et al. proved
that EVs isolated from endometrial fluids are certainly
secreted by the endometrial epithelium cells, and conse-
quently, their content may reflect the physiologic state of
the uterine cavity. Importantly, these findings promote the
use of EVs in UAs to search for those alterations that may
originate from anomalous cells in the female genital tract,
as the same rationale has been performed in other body
fluids, such as bronchoalveolar lavage fluid of asthmatic
patients [58] and urine of prostate cancer patients [59].

Conclusions

We confirmed the existence of exosome-like vesicles in the
fluid fraction of uterine aspirates. They were successfully
isolated by differential centrifugation giving sufficient pro-
teomic and transcriptomic material for further analyses.
The Standard protocol was the best performing procedure
since the other two tested protocols did not ameliorate
neither yield nor purity of exosome-like vesicles. Certainly,
our study contributes to standardize protocols and opens
the door to conduct reliable and reproducible comparative
studies using EVs isolated from UAs to foster the field of
biomarker research in gynecology shortly.

Additional files

Additional file 1: Table S1. Clinical and pathological features of patients.
Age, diagnosis and starting volume of uterine aspirates fluid fraction are
detailed. Samples 1-27 were pooled to compare EVs isolation protocols;
samples 28-33 were individually used for EVs characterization by NTA and
immunoblot; and samples 34-39, for the analysis of RNA content.

Additional file 2: Figure S1. Size distribution of isolated MVs, all of them
collected at the same point in each protocol.

Additional file 3: Figure S2. Correlation plot between total number of
isolated EVs and EVs protein concentration.

Additional file 4: Figure S3. Correlation plot between total number of
isolated MVs and starting volume of uterine aspirates'fluid fraction.

Additional file 5: Figure S4. (A) Correlation plot between total number
of EVs and sample volume. (B) Correlation plot between total number of
EVs and EVis RNA concentration. (€) Correlation plot between EVs RNA
concentration and sample volume

Additional file 6: Figure 55. Concentration and guality of RNA derived
from each individual uterine aspirate was analyzed with an Agilent
Bioanalyzer.
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