Universidad San Pablo-CEU
CEU Escuela Internacional de Doctorado
(CEINDO)

PROGRAMA DE DOCTORADO en MEDICINA TRASLACIONAL

v
b <
- ] ° &= CEU
4 INLIVBEEI;I:I_I"I‘\'SI'E C)Q) Escuela Internacional
P de Doctorado

£481.0

Caracterizacion del contenido
proteico exosomal en pacientes
con cancer de ovario para su
utilizacion como biomarcadores
predictivos y pronésticos

TESIS DOCTORAL
Presentada por:
Miguel Quiralte Pulido
Dirigida por: Dr. Jesus Garcia-Donas Jiménez,
Dr. Sergio Ruiz Llorente

MADRID
2024






TESIS DOCTORAL
MIGUEL QUIRALTE PULIDO

ANO 2024






D. Jesus Garcia-Donas Jiménez y D. Sergio Ruiz Llorente,
profesor del departamento de Ciencias Médicas Clinicas
perteneciente a la Facultad de Medicina de la Universidad San Pablo
CEU vy profesor del departamento de Biomedicina y Biotecnologia

perteneciente a la Universidad de Alcala, respectivamente,
HACEN CONSTAR:

Que D. Miguel Quiralte Pulido ha realizado en el Laboratorio de
Innovacién en Oncologia del CIOCC (Hospital HM Sanchinarro) y en
el Instituto de Medicina Molecular Aplicada (IMMA) bajo su direccion
el trabajo titulado “Caracterizacion del contenido proteico exosomal
en pacientes con cancer de ovario para su utilizacion como
biomarcadores predictivos y pronosticos” con objeto de obtener el
Grado de Doctor, y que dicho trabajo reune todos los requisitos

necesarios y constituye una aportacion original al tema.

MADRID, 15 de abril de 2024

—

Dr. Jesus Garcia-Donas Jiménez Dr. Sergio Ruiz Llorente






“Para mi, no hay emocion comparable a la que produce la actividad
creadora, tanto en ciencia como en arte, literatura u otras ocupaciones
del intelecto humano. Mi mensaje, dirigido sobre todo a la juventud, es

que si sienten inclinacion por la ciencia, la sigan, pues no dejara de
proporcionarles satisfacciones inigualables. Cierto es que abundan los

momentos de desaliento y frustracion, pero estos se olvidan pronto,

mientras que las satisfacciones no se olvidan jamas”.

Severo Ochoa



Vi



A mis padres, José Miguel y Tere, sois todo para mi,

A mi gran hermano Victor,

A mi gran apoyo, Marta,

A toda mi familia y amigos,

A mis abuelos Aida y Lorenzo,

A mi abuela Tere y a mi tia Mari que desde el cielo siempre me han guiado en

este camino.

Os quiero.

VIl



VI



AGRADECIMIENTOS



AGRADECIMIENTOS




AGRADECIMIENTOS

Por fin puedo decir que esta etapa llega a su fin. Parece increible, especialmente
si retrocedo a la época de la pandemia, donde todo eran incertidumbres, y si la
ciencia vive de ello, esa época no fue diferente. Cuando parecia que mi camino
se iba a separar de la investigacion para siempre, hubo algo en mi, que hizo que
no me rindiera. Quizas fue por una de las mejores y peores cualidades que me
definen, la cabezoneria, esa perseverancia que me caracteriza, o tal vez fue un
impulso inexplicable lo que hizo que mi camino se uniera de manera definitiva
con la investigacion contra el cancer. Aun recuerdo esas decisiones y momentos
que me impulsaron a seguir adelante y me decantara por hacer la tesis doctoral.

Sin todo ello, nunca podria decir que he conseguido llegar hasta aqui.

En primer lugar, quiero expresar mi mas profundo agradecimiento a mis

directores de tesis.

A Jesus, por acogerme en su laboratorio, darme esta oportunidad y depositar
su confianza en mi para realizar este proyecto. Su enfoque riguroso me ha
ensefado la importancia de cuestionar cada resultado y profundizar aun mas en

ello.

A Sergio, a quien considero en gran medida un mentor en mi trayectoria cientifica
y como un padre en la ciencia para mi. Sin sus ensefanzas, sus animos
constantes y su apoyo cada vez que me he caido y me he levantado, todo

hubiera sido mucho mas dificil si cabe.

Gracias a todo el grupo de los basicos y los clinicos. A los que estan, Alejandra,
Arantxa, Paloma, Juanfran, Elena y Tati; y a los que han pasado, Monica, Maria
y Sandra. Gracias a todos por haberme apoyado y, sobre todo, gracias por
haberme soportado y haber escuchado mis desahogos. La vida diaria en el

laboratorio es mucho mejor a vuestro lado.

Gracias a todos mis companeros del CEU, siempre habéis estado dispuestos a

ayudarme en esos momentos de apuro.

Xl



AGRADECIMIENTOS

Gracias a todos mis amigos por haber estado siempre ahi y haberme ayudado a
pasar todos los malos tragos que he vivido de la manera mas liviana posible.
Se dice que los amigos de verdad se cuentan con los dedos de una mano, y creo
que soy la excepcion que confirma esa regla.

Gracias a toda mi familia, tios, tias, primos, primas, abuelo y abuela. Sé que
siempre os voy a tener ahi, para lo bueno y lo malo. Os quiero.

Gracias a mi hermano Victor. Gracias por estar ahi, en lo malo y en lo peor, sé
que igual no nos vemos tanto como deseariamos, pero ambos sabemos que
siempre podremos contar el uno con el otro. Si tienes decision, disciplina y
confianza en ti mismo, podras alcanzar todo lo que te propongas. Te quiero.

Gracias a mi papa. Has sido siempre un padre ejemplar conmigo y siempre te
has portado mejor de lo que a veces incluso me hubiera merecido. Aunque no
hemos estado tan cerca como hubiéramos querido, siempre te he sentido muy
cerquita de mi. Te quiero.

Gracias a mi mama también, por haberme apoyado siempre, aconsejarme mejor
que nadie, y haber dado cada dia un pedacito de ti para que pudiera seguir
adelante. Gracias por estar ahi siempre, incluso cuando no eras capaz ni de
poder estar para ti. Solo conozco a una superheroina en este mundo y eres sin

duda tu. Te quiero.

Quiero terminar dandole las gracias a mi gran apoyo, Marta, mi otra familia, el
rincoén donde siempre puedo refugiarme. Gracias por sostenerme cuando ya no
tenia mas fuerzas para seguir adelante, por ser la que me ha guiado incluso en

los momentos mas oscuros. Esto no habria sido posible sin ti. Te quiero.

No tengo palabras suficientes que quepan en esta tesis para agradeceros todo

lo que habéis hecho por mi. Simplemente volver a decir...

iMuchas gracias!

Xl



RESUMEN

Xl



RESUMEN

XIv



RESUMEN

El cancer de ovario (CO) es la quinta causa de mortalidad entre las mujeres y la principal
causa de muerte atribuida a los canceres ginecolégicos en los paises desarrollados.
Esta malignidad se caracteriza por diseminarse a través de la cavidad abdominal en
lugar de hacerlo a través de los sistemas linfatico o vascular. Las pacientes con CO a
menudo se diagnostican en estadios avanzados, lo que resulta en altas tasas de
mortalidad. Ademas, las herramientas de deteccion actuales tienen una sensibilidad
y especificidad limitadas, especialmente en etapas tempranas. Por lo tanto, la
identificacion de biomarcadores especificos es crucial para un diagndstico temprano y
un tratamiento eficaz. Las vesiculas extracelulares tumorales de pequefo tamafio, y
entre ellas los exosomas, son capaces de modificar el microambiente tumoral y
promover la progresion tumoral. Estas vesiculas son secretadas a partir de cualquier
tipo celular al espacio extracelular y acumulan una amplia variedad de biomoléculas que
pueden modificar la fisiologia de las células huésped que las internalizan. Por lo tanto,
la secrecion de tales vesiculas en el fluido peritoneal podria ser un factor determinante
en la diseminacion y comportamiento de esta enfermedad. La presente tesis doctoral se
desarrollé a partir de un estudio observacional prospectivo que evalua el impacto de los
exosomas derivados del fluido peritoneal (Exo-DFP) en aspectos clinicos del CO. Para
ello, se recolectaron muestras de fluidos peritoneales de un total de 94 pacientes, que
incluyeron 65 pacientes con CO, divididas en dos cohortes, que se sometieron a una
cirugia diagnostica o citorreductora, y 29 pacientes no oncolégicas, como controles,
que se sometieron a cirugia abdominal por condiciones ginecologicas benignas. La
extraccion sistematica de los Exo-DFP a partir de muestras quirurgicas permitio
observar diferencias cuantitativas y cualitativas significativas asociadas con el
diagnostico del CO, histologia, etapa de la enfermedad y quimiosensibilidad al platino.
El analisis del perfil protedmico de estos Exo-DFP condujo a la identificacion de vias
moleculares y proteinas de interés y a la validacion biolégica de S100A4 y STX5.
Ademas, el andlisis no supervisado de los perfiles protedmicos de los Exo-DFP en casos
con CO seroso de alto grado revelo dos clusteres con diferentes resultados en términos
de supervivencia global. En resumen, la caracterizacion exhaustiva del contenido de los
Exo-DFP proporciona informacion pronéstica valiosa con posibles implicaciones para el

manejo clinico del CO.

Palabras clave: Cancer de ovario, exosomas, fluidos peritoneales, exosomas derivados de
fluidos peritoneales (Exo-DFP), protedmica, espectrometria de masas, biomarcadores.
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ABSTRACT

Ovarian cancer (OC) is the fifth leading cause of mortality among women and the leading
cause of death attributed to gynecologic cancers in developed countries. This
malignancy is characterized by spread through the abdominal cavity rather than through
the lymphatic or vascular systems. Patients with OC are often diagnosed at advanced
stages, resulting in high mortality rates. In addition, current screening tools have limited
sensitivity and specificity, especially in early stages. Therefore, the identification of
specific biomarkers is crucial for early diagnosis and effective treatment. Tumoral small
extracellular vesicles, including exosomes, are capable of modifying the tumor
microenvironment and promoting tumor progression. These vesicles are secreted from
any cell type into the extracellular space and accumulate a wide variety of biomolecules
that can modify the physiology of the host cells that internalize them. Therefore, the
secretion of such vesicles into the peritoneal fluid could be a determining factor in the
dissemination and behavior of this disease. The present doctoral thesis was developed
from a prospective observational study evaluating the impact of peritoneal fluid-derived
exosomes (PFD-Exo) on clinical aspects of OC. For this purpose, peritoneal fluid
samples were collected from a total of 94 patients, including 65 CO patients, divided into
two cohorts, who underwent diagnostic or cytoreductive surgery, and 29 non-oncologic
patients, as controls, who underwent abdominal surgery for benign gynecologic
conditions. Systematic extraction of PFD-Exo from surgical specimens allowed us to
observe significant quantitative and qualitative differences associated with OC diagnosis,
histology, disease stage, and platinum chemosensitivity. Proteomic profiling analysis of
these PFD-Exo led to the identification of molecular pathways and proteins of interest
and biological validation of S100A4 and STX5. Furthermore, unsupervised analysis of
the proteomic profiles of PFD-Exo in high-grade serous OC cases revealed two clusters
with different outcomes in terms of overall survival. In summary, comprehensive
characterization of PFD-Exo content provides valuable prognostic information with

potential implications for the clinical management of OC.
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1.1. Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por un crecimiento
celular incontrolado y anormal. Puede desarrollarse en casi cualquier zona del
cuerpo y tiene el potencial de invadir los tejidos cercanos y propagarse a otras

localizaciones del cuerpo a traveés del torrente sanguineo y el sistema linfatico.

La aparicion de esta enfermedad esta causada por mutaciones genéticas que
alteran la regulacion normal de la division y la muerte celular. Estas mutaciones
pueden desencadenarse por diversos factores, como la predisposicidn genética,
la exposicion a carcinogenos (como el humo del tabaco, la radiacion y
determinadas sustancias quimicas), infecciones viricas y factores relacionados

con el estilo de vida, como la dieta.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer es una de las
enfermedades que mas muertes causa al afo, siendo el responsable de casi
10 millones de defunciones en el afio 2020 (1). Los tumores mas frecuentemente
diagnosticados en el mundo en el aio 2020 fueron los de mama, pulmon, colon

y recto, prostata y estomago (1,2) (Figura 1).

En Espafia, el cancer también figura como una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad. Se estimdé que el numero de casos de cancer
diagnosticados en el pais en el afio 2023 alcanzaria una cifra aproximada
de 279.260 (3), siendo los tipos de cancer mas comunmente diagnosticados
en hombres en Espafa en 2023, al igual que en 2022, el de prostata (29.002
casos), colon y recto (26.357 casos) y pulmon (22.266 casos); mientras que
en mujeres fueron los de mama (35.001 casos), los de colon y de recto (16.364
casos) (3,4).
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Mama
2261419 (11.7%)

Pulmén
2206771 (11.4%)

Colon
1931590 (10%)
Préstata
1414 259 (7.3%)
Estémago
1089 103 (5.6%)

Cuello uterino Higado
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total : 19 292 789

Otros
8 879 843 (46%)

Figura 1. Numero estimado de nuevos casos de cancer diagnosticados en 2020, a nivel mundial, en
ambos sexos y para todas las edades. Fuente: GLOBOCAN 2020 (http://gco.iarc.fr/).

1.2. Cancer de ovario

1.2.1. Generalidades y epidemiologia del cancer de ovario

El cancer de ovario (CO) es un tipo de cancer que se origina en el epitelio ovarico,
una fina capa de células que recubre el ovario, o en el epitelio de las trompas de
Falopio. Segun la Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO, del inglés
European Society for Medical Oncology), el CO es la segunda neoplasia
ginecologica mas letal en todo el mundo, tras el cancer de cuello uterino, y ocupa
el primer lugar en los paises desarrollados, llegando a diagnosticarse mas de
300.000 nuevos casos en 2020 (1) (Figura 2) y representando entre el 4 y el 5%
de todos los tumores femeninos (5). Cada afio se diagnostican en Espaina cerca
de 3.300 nuevos casos (6). El riesgo de que una mujer desarrolle CO a lo largo
de su vida es de aproximadamente 1 entre 78, y la probabilidad de que una
mujer fallezca a causa de CO a lo largo de su vida es aproximadamente de 1
entre 108 (7).
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Numero de nuevos casos en 2020, ambos sexos, todas las edades

Mama [ — 2 261 419
Puimon | 2 206 771

Colorrectal [ 1 931 590

Prostata [ 1 414 259
Estomago [N 1 089 103

Higado NN 905 677
Cérvix uterino [N 604 127
Esofago [N 604 100
Tiroides [N 586 202
Vejiga NN 573 278
Linfoma no Hodgkin [N 544 352
Pancreas [ 495 773
Leucemia [N 474 519
Rifion [N 431 288
Cuerpo uterino [N 417 367
Labio, cavidad oral [N 377 713
Melanoma de piel [N 324 635
Ovario 313959
Cerebro, sistema nervioso central [ 308 102
Laringe - 184615
Mieloma muiltiple [ 176 404
Nasofaringe [ 133 354
Vesicula biliar [Jll 115 949
Orofaringe [l 98 412
Hipofaringe [l 84 254
Linfoma de Hodgkin i 83 087
Testiculos - 74 458
Glandulas salivales . 53583
vulva [l 45 240
Pene l 36 068
Sarcoma de Kaposi l 34 270
Mesotelioma I 30870
Vagina I 17 908
I

T T T T
0 500 000 1000 000 1500 000 2000 000

Figura 2. Incidencia mundial del CO en diciembre 2020. Fuente: GLOBOCAN 2020 (http://gco.iarc.fr/).

La tasa de supervivencia en los casos con CO ha experimentado un aumento
del 22% a lo largo de las ultimas tres décadas, gracias al progreso significativo
en el conocimiento en campos como la biologia molecular, la mejora de las
técnicas quirurgicas y la quimioterapia (QT). Ademas, el empleo de farmacos
antiangiogénicos e inhibidores de la poli(ADP-ribosa)-polimerasa (PARP) como
terapia de mantenimiento después de una respuesta a la QT basada en platino
es cada vez mayor y ha supuesto un cambio en la trayectoria de la enfermedad,

al mismo tiempo que ha reducido la mortalidad (6).

1.2.2. Factores de riesgo y protectores del CO

La causa del CO sigue siendo desconocida. Al igual que en otros tumores
malignos, el CO surge debido a una acumulacion de cambios genéticos que

resulta en un crecimiento y proliferacion descontrolados de las células epiteliales.
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Sin embargo, aun no se comprenden los mecanismos especificos que

desencadenan dichas alteraciones.

Entre los factores que podrian aumentar el riesgo de la enfermedad se

encuentran:

a)

b)

Edad: El riesgo de desarrollar CO aumenta con la edad, especialmente

después de la menopausia. El CO es poco comun en mujeres menores de

40 afnos y la gran mayoria de los casos se presentan en mujeres mayores

de 65 afnos, situandose la edad promedio de diagndstico entre los 50-79

anos (8).

Factores genéticos:

Mutaciones en los genes BRCA: es uno de los factores de riesgo mas
importantes. El riesgo de presentar CO en aquellas personas que
presentan mutaciones en los genes BRCA71 y BRCAZ2 aumenta
considerablemente, aunque es importante senalar que no todas las
mujeres con mutaciones en BRCA desarrollaran CO. Entre el 65% vy el
85% de los tumores de ovario hereditarios resultan de mutaciones en los
genes BRCA en la linea germinal (9). Aunque el riesgo de desarrollar CO
en las portadoras de mutaciones BRCA1y BRCAZ2 es menor al 3% a los
40 anos, este riesgo aumenta al 10% a los 50 afios (10). Ademas de
estas alteraciones, otros factores de riesgo ampliamente estudiados en
los ultimos afos son las alteraciones en genes involucrados en el
sistema de reparacién del acido desoxirribonucleico (ADN) por la via de
la recombinacion homdloga (RH) o el presentar un sistema de RH
deficiente (RHd).

Sindrome de Lynch: Suele estar también asociado al desarrollo de otros
tipos de tumores, como el colorrectal o el de endometrio. La aparicion de
CO en mujeres con este sindrome se encuentra entre el 10-15% y las
histologias mas frecuentemente asociadas son la endometrioide y de

células claras (8).
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c) Terapia hormonal sustitutiva (THS): Diversos estudios han estudiado la
asociacion de la THS con el riesgo de padecer CO (11-14). Aunque dicha
relacion no estd muy bien definida, hay un mayor incremento en el
desarrollo del CO con el uso de estrégenos de forma individual (14), que en
combinacion con progesterona tras la menopausia (11).

d) Endometriosis: existe una relacion entre la endometriosis y el CO a través
de diversos factores, como la produccion elevada de estrégenos, mutaciones
en el gen ARID1A y el desplazamiento de células endometriales a la pelvis
a través del flujo menstrual (15,16). La endometriosis esta mas asociada a
los subtipos histolégicos endometrioide y células claras y en edades mas
tempranas y estadios (E.) tumorales mas bajos (16,17).

Entre los factores que podrian disminuir el riesgo de la enfermedad se
encuentran la multiparidad, la lactancia y la toma de anticonceptivos. Estos
factores estan relacionados con la teoria de la ovulacion incesante, puesto que
se cree que la rotura de la capsula ovarica es un factor de riesgo (18). Por tanto,
los momentos de reposo ovarico, en los que se interrumpe el proceso de
microtraumatismo repetido en el ovario podria proporcionar proteccion contra el
desarrollo del CO (19,20).

1.2.3. Técnicas diagnoésticas en CO

La mayoria de las pacientes diagnosticadas con CO exhiben sintomas poco
especificos tales como malestar, dolor en la zona lumbar, fatiga y molestias
durante las relaciones sexuales (21). En etapas mas avanzadas de la
enfermedad, es posible que se manifiesten sintomas como distensidn

abdominal, debido a la acumulacion de liquido en el abdomen (ascitis).

El diagndstico del CO se basa en los resultados de los siguientes examenes y

pruebas (22):

- Examen clinico mediante la exploracion del abdomen y de los ganglios
linfaticos por parte del médico.
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- Estudio de los niveles de CA125 mediante analisis de sangre. Este marcador
se eleva en alrededor del 50% de las mujeres con un cancer epitelial de
ovario en E. inicial y aproximadamente en el 85% de las mujeres con cancer
en E. avanzado (22).

- Ecografia pélvica: se puede realizar mediante dos modalidades, la
abdominal o la transvaginal, a través de la introduccion de una sonda de
ultrasonido por la vagina, lo que permite la visualizacion de los ovarios.

- Tomografia computarizada (TC): es una técnica de imagen tridimensional
que evalua con eficacia el alcance del cancer y que permite planificar la
cirugia cuando ésta resulte apropiada.

- Resonancia magnética nuclear: esta técnica utiliza potentes campos
magnéticos y ondas de radio para producir imagenes detalladas del interior
del cuerpo.

- Radiografia de torax: es una técnica de diagndstico que hace uso de rayos
X'y que determina si el CO se ha propagado, por ejemplo a los pulmones, al
detectar acumulacion de liquido alrededor de ellos (derrame pleural).

1.2.4. Clasificacién histopatolégica y molecular del CO

Aunque existen 3 tipos de CO, el tipo mas comun es el cancer epitelial de ovario,
que representa aproximadamente el 90% de todas las mujeres diagnosticadas
(22). El'inicio de este tipo de cancer tiene lugar en el epitelio ovarico, una delgada
capa de células que recubre el ovario, o bien en el epitelio de la trompa de
Falopio. Ademas también se encuentran los tumores de células germinales y del

estroma, muy infrecuentes (23).

La evaluacién histologica del tejido resecado puede ser compleja y requiere la
intervencion de especialistas. Diversos estudios han dado lugar al desarrollo de
una nueva forma de clasificacion del CO basado en un modelo dualista. Este
modelo divide el CO en dos categorias principales: Tipo | y Tipo Il, que a su vez

se subdividen en cinco subtipos histologicos primarios (23-25).

10
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Los tumores de tipo | tienen su origen en superficie epitelial ovarica. Se
caracterizan por ser tumores de bajo grado, de crecimiento lento vy
genéticamente estables, presentando algunas mutaciones en BRAF, PTEN o
KRAS. Se pueden producir por causas tales como la interrupcién de los ciclos
de ovulacion, la inflamacion y la endometriosis. En este grupo se incluyen los
carcinomas serosos de bajo grado, endometrioides, mucinosos y de células

claras (Figura 3).

Los tumores de tipo Il tienen su origen en las trompas de Falopio. Se caracterizan
por su pobre diferenciacion, son de afectacion difusa y de rapido crecimiento, lo
que conlleva su diagnostico tardio y resulta en una supervivencia menor que los
de tipo I. Son genéticamente inestables y con frecuencia contienen mutaciones
en TP53, BRCA1y BRCAZ2. En este grupo se incluyen los tumores serosos de
alto grado (Figura 3).

Carcinoma seroso de alto grado (CSAG): es el subtipo histolégico mas
comunmente diagnosticado, representando el 70-80% de los casos de CO, y el
que presenta peor prondstico. Casi la totalidad de este subtipo tienen mutacién
en el gen TP53 (26) y un alto porcentaje en BRCA1/2, ademas de caracterizarse
por la inestabilidad gendmica y una RHd. EI CSAG se correlaciona con un
pronostico mas desfavorable que los otros subtipos debido a que mas del 85%
de las mujeres diagnosticadas con este subtipo suelen presentar E. avanzados

de la enfermedad.

Carcinoma seroso de bajo grado (CSBG): es un subtipo poco comun vy
representa <5% de todos los casos CO. Como el CSAG, se suele diagnosticar
en una etapa tardia y por tanto su pronostico a largo plazo es desfavorable. En
cambio, se diferencian de estos anteriores en que son tumores de crecimiento
lento, con una pobre respuesta a la QT basada en platino, y suelen presentar
mutaciones en los genes BRAF y KRAS en lugar de en p53 0 BRCA1/2 (27).

11
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Carcinoma endometrioide (CE): el CE representa alrededor del 10% de los CO.
Esta relacionado con procesos de endometriosis (hasta el 42% de pacientes
tienen endometriosis ovarica o pélvica) y suele presentarse en mujeres en estado
peri- 0 posmenopausico. También se divide en tumores de bajo grado, que por
lo general son menos agresivos y bastante quimiosensibles, lo que contribuye a
un mejor pronostico; y en tumores de alto grado, que a diferencia de los
anteriores, se caracterizan por ser de rapido crecimiento, de diagnostico en E.
avanzados y de baja supervivencia, ademas de ser muy similares
morfolégicamente a los CSAG. Suelen presentar alteraciones en los genes
PTEN, ARID1A, PIBKCA y TP53 en formas de alto grado (28-30) ademas de
presentar deficiencia en la reparacién de emparejamientos erroneos (MMRd, del
inglés MisMatch Repair deficiency) e inestabilidad de microsatélites (IMS) (22).

Carcinoma de células claras (CCC): los CCC representan el 10% de los CO.
Se caracteriza por la presencia de células con citoplasma transparente. Al igual
que con los CE, los CCC tienen un prondstico favorable ya que se suelen
diagnosticar en etapas tempranas de la enfermedad, aunque es el tumor con
mayor resistencia a la QT. Las complicaciones principales derivadas de este
subtipo tumoral son el desarrollo de coagulos de sangre e hipercalcemia
paraneoplasica (31). Al igual que el CE, presenta alteraciones en ARID1A,
dMMR e IMS (22), ademas de presentar una alta positividad para HNF1-8 (32).

Carcinoma mucinoso (CM): los CM son frecuentemente tumores localizados y
se caracterizan por asemejarse a la mucosa intestinal o al epitelio endocervical,
siendo dificil distinguirlos de tumores metastasicos del tracto gastrointestinal.
Son los tumores que alcanzan un mayor tamafo. Representan el 3-4% de los
CO, siendo aproximadamente el 80% cistoadenomas mucinosos benignos (33).
Suele presentar mutaciones en los genes KRAS y HERZ2 (34).

12
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Cancer de ovario

Epitelial (90%) No epitelial

Seroso de Seroso de .. Células . Células Células
. Endometrioide Mucinoso .
alto grado bajo grado claras estromales germinales

TP53 KRAS ARID1A ARID1A KRAS
BRCA 1/2 BRAF PTEN HNF1-8 HER2
RHd TP53 (alto grado) MMRd
MMRd IMS

IMS

Figura 3. Clasificacion histolégica y molecular del CO.

1.2.5. Estadificacién y diferenciacion

La determinacion del E. resulta clave para establecer la extension anatéomica del
tumor y, por ende, para definir la estrategia terapéutica apropiada. En el CO se
recurre a la exploracién quirurgica con el fin de llevar a cabo la estadificacion de
la enfermedad conforme a la clasificacion de la Federacidén Internacional de
Ginecologia y Obstetricia (FIGO) del afio 2014 (35) (Tabla 1).

El grado de diferenciacion celular del tumor es un criterio crucial para determinar
su nivel de agresividad. Este criterio se evalua mediante la observacion
microscopica de una muestra de biopsia tumoral por parte de un histopatologo,
quien asignara un grado numerico en funcion del nivel de diferenciacion celular.
Las células tumorales se pueden clasificar como "bien diferenciadas" si se
parecen mucho a las células normales, o como "poco diferenciadas" o
"indiferenciadas" si muestran caracteristicas menos convencionales. Los
tumores de grado 1 son aquellos de apariencia mas similar a las células
normales y mejor pronodstico, mientras que los de grado 3 son poco
diferenciados, mas agresivos y con peor pronostico. Los tumores de grado 2 se

encuentran entre estos extremos, siendo moderadamente diferenciados.

13
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| Tumor confinado en ovarios o trompa(s) de Falopio

Tumor limitado a 1 ovario (capsula intacta) o a la trompa de Falopio; sin tumor en la
1A superficie ovarica o de la trompa de Falopio; sin células malignas en la ascitis o en
los lavados peritoneales

Tumor limitado a ambos ovarios (capsulas intactas) o a las trompas de Falopio;
1B ausencia de tumor en la superficie de los ovarios o las trompas de Falopio; ausencia
de células malignas en la ascitis o los lavados peritoneales

Tumor limitado a 1 o ambos ovarios o trompas de Falopio, con cualquiera de los

siguientes sintomas:

- IC1: Derrame quirurgico

- 1C2: Ruptura de la capsula antes de la cirugia o tumor en la superficie del ovario
o de la trompa de Falopio

- |IC3: Células malignas en la ascitis o en los lavados peritoneales

El tumor afecta a uno o ambos ovarios o trompas de Falopio con extensién
pélvica o cancer peritoneal primario

A Extensién y/o implantes en utero y/o trompas de Falopio y/u ovarios

1B Extension a otros tejidos intraperitoneales pélvicos

El tumor afecta a 1 o ambos ovarios o trompas de Falopio, o cancer
peritoneal primario, con diseminacién confirmada citolégica o
histologicamente al peritoneo fuera de la pelvis y/o metastasis a los
ganglios linfaticos retroperitoneales

Soélo ganglios linfaticos retroperitoneales positivos (comprobado citolégica o

AT histolégicamente):
- 1lIA1(i) Metastasis de hasta 10 mm en su mayor dimensién

- 1lIA1(ii) Metastasis de mas de 10 mm en su mayor dimensién

Afectacion peritoneal extrapélvica microscopica (por encima del borde pélvico) con o

I1A2 . C . o
sin ganglios linfaticos retroperitoneales positivos

Metastasis peritoneales macroscépicas mas alla del borde pélvico de hasta 2 cm en

1B ; . . . . o )
su mayor dimension, con o sin metastasis a los ganglios linfaticos retroperitoneales

Metastasis peritoneales macroscépicas mas alla del borde pélvico mayores de 2 cm

lnc . s . . . . .
en su mayor dimension, con o sin metastasis en los ganglios retroperitoneales.

v Metastasis a distancia, excluidas las metastasis peritoneales

IVA Derrame pleural con citologia positiva

Metastasis parenquimatosas y metastasis en 6rganos extraabdominales (incluidos
IVB los ganglios linfaticos inguinales y los ganglios linfaticos fuera de la cavidad
abdominal)

Tabla 1. Estadificacion del cancer de ovario (CO) (FIGO 2014).
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1.2.6. Estudio molecular en el CO

El estudio de las alteraciones moleculares en el CO es fundamental para el
manejo del paciente en la practica clinica. Ciertas alteraciones moleculares,
como las mutaciones en BRCA1/2 o la RHd, son utiles para predecir la magnitud
de los beneficios de la terapia dirigida con inhibidores de PARP en tumores de
alto grado (22,36). La reparacion del ADN a través de la via de la RH es el
proceso mediante el cual se corrigen los dafios en el ADN utilizando secuencias
homologas a la hebra de ADN dafiada y en el que intervienen una serie de
proteinas especificas (37). Cuando este mecanismo no es capaz de arreglar el
dafo producido en el ADN se habla de una deficiencia en la RH.

El estado de RHd se puede determinar a través de varios test disponibles en la
practica clinica (SOPHIA GENETICS, Myriad MyChoice y FoundationOne CDx®)
que miden, mediante la secuenciacion del ADN, el estado mutacional de los
genes BRCA1/2 y evaluan la inestabilidad genomica (GIS, del inglés Genomic
Inestability Status). Si se confirma una mutacion en BRCA1 o BRCA2 o sila GIS
esta por encima de un determinado valor, se considera positivo para la RHd.
Aquellas pacientes que tengan un tumor con un estado de RHd se podran
beneficiar de terapias con inhibidores de PARP, son mas sensibles ala QT y, por

lo tanto, tendran una mayor supervivencia.

1.2.7. Tratamiento del carcinoma epitelial de ovario

a) Cirugia: el tratamiento estandar en primera linea es la cirugia asociada a QT.
La cirugia de citorreduccion completa, en la que se consigue eliminar todo el
tumor, esta asociada con un incremento en la supervivencia de las pacientes
(38). Es crucial el proceso de estadificacion, sobre todo en los E. iniciales,
ya que determinara la necesidad o no de tratamiento adyuvante.
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b) Quimioterapia: es el tratamiento que suele administrarse en conjunto con la

cirugia. Normalmente se basa la administracién de ciclos de paclitaxel (175
mg/m?)—carboplatino por via intravenosa (i.v.) cada 3 semanas (22). Este
régimen se suele seguir para aquellas pacientes con tumores en E. iniciales
de alto riesgo (IA y IB Grado 3, tumores de células claras y cualquier grado
de E. IC y lIA), para los cuales el riesgo de recaida a los 5 afios esta en torno
al 20-40% (39) y en aquellas con E. avanzados. Solo aquellas pacientes con
bajo riesgo (E. IA/B y Grado 1) que hayan recibido una estadificacion
quirurgica completa requeriran unicamente de observacion continua. Se
debe considerar también la QT neoadyuvante en aquellas que no son aptas
para someterse a una cirugia de citorreduccion completa o para aquellos en
quienes la citorreduccion éptima no es factible. Este proceso consiste en tres
ciclos de QT neoadyuvante basada en platino y taxol, seguida de cirugia,
denominada cirugia de intervalo, y de otros tres ciclos mas de QT adyuvante
basada en platino y taxol.

Tratamiento de mantenimiento: esta considerado para aquellas pacientes

con CO avanzado y enfermedad macroscopica residual tras la cirugia. Segun

la Guia ESMO 2023 (22), el tratamiento de mantenimiento viene marcado
por la caracterizacion molecular:

- Bevacizumab: es un anticuerpo monoclonal que se dirige al factor de
crecimiento endotelial vascular y actua como antiangiogénico. Se suele
administrar al inicio de la QT adyuvante en pacientes adultas con CO en
E. avanzados, que son sensibles al platino después de su primera
recaida, asi como en pacientes adultas con CO recurrente resistente a
platino que no hayan recibido mas de dos regimenes de QT previos o
tratamiento previo con bevacizumab. Ademas se suele mantener en
monoterapia hasta progresion de la enfermedad o hasta un maximo de
15 meses o toxicidad inaceptable (22).

- También hay que mencionar el uso de los inhibidores de PARP. Las
enzimas PARP actuan en el mecanismo de reparacion del ADN por
escision de bases reparando las roturas de una sola cadena. El uso de
inhibidores de PARP en aquellas pacientes portadoras de mutaciones
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en los genes BRCA1 y/o BRCAZ o RHd provoca una acumulacion de
dafo en el ADN induciendo lo que se denomina “letalidad sintética” en
las células tumorales. Hasta el 50% de las pacientes con CSAG se
diagnostican como positivos para la RHd con las pruebas genéticas
actuales (40). Entre ellas se encuentran un 15-20% con mutaciones en
BRCA1/2 (22). El olaparib esta autorizado para el tratamiento de
pacientes con CO portadoras de mutaciones en BRCA171/2, en
monoterapia, (estudio SOLO1) (41) o en combinacidn con bevacizumab
en aquellas pacientes con la RHd (estudio PAOLA 1) (42), durante 2
afnos. Por otro lado, el tratamiento con niraparib esta autorizado para el
tratamiento de aquellas pacientes con CO independientemente del
estado mutacional de BRCA (estudio PRIMA) (43).

d) Tratamiento en recaida: en casos de recurrencia de la enfermedad, la cirugia
no es una opcion de tratamiento estandar aunque puede ser contemplada
en pacientes que cumplan los criterios del estudio DESKTOP lll (44), que
incluyen un periodo libre de enfermedad de mas de 6 meses, que no
presentasen enfermedad residual tras la primera intervencion quirurgica y
tengan un buen estado de salud. La QT es el tratamiento mas habitual,
estableciéndose categorias en funcién del grado de respuesta de las
pacientes en recaida a agentes de platino. Para la toma de decisiones
clinicas en este contexto hay que fijarse en el intervalo libre de platino (ILP),
histologia, estado mutacional de los genes BRCA17/2, numero de lineas
previas, exposicion y toxicidad de tratamientos previos, condicion y
preferencias de las pacientes. El régimen estandar es la combinacion de
platino con otro agente quimioterapico en aquellas pacientes que recaen tras
mas de 6 meses desde su ultimo ciclo de platino (pacientes platino sensibles)
con la consideracion de incorporar bevacizumab o algun inhibidor de PARP,
en caso de presentar mutacion en BRCA1/2. A aquellas pacientes que
recaen tras menos de 6 meses después de su ultimo ciclo de platino
(pacientes platino resistentes) se les suelen aplicar otros regimenes de QT
en monoterapia basada en taxol semanal, doxorubicina liposomal pegilada,
topotecan o gemcitabina.
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1.3. Vesiculas Extracelulares

1.3.1. Descripcidn, caracteristicas generales y clasificaciéon

Segun la Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV, del inglés
International Society for Extracellular Vesicles), se acufio el término genérico de
vesicula extracelular (EV, del inglés Extracellular Vesicle) para describir a las
particulas que son liberadas por cualquier tipo de célula de forma natural, que
estan delimitadas por una bicapa lipidica y que no tienen la capacidad de
replicarse, ya que carecen de un nucleo funcional (45). Estas son utilizadas por
las células como vehiculos para intercambiar diferentes tipos de biomoléculas,
actuando como herramientas importantes en la comunicacion intercelular y el
contacto célula-célula (46) y desempefiando un papel esencial en la regulacién
de diversos procesos fisioldgicos normales asi como patolégicos (47,48).

Las EVs comprenden una poblacién heterogénea de vesiculas de membrana
originadas en diferentes tipos celulares. Esta diversidad conlleva que su
contenido molecular, tamafio y funcion varien segun el tipo celular del que se
originen (45,47). Segun estas caracteristicas, las EVs se dividen generalmente
en dos grupos: las EVs grandes (LEVs, del inglés Large Extracellular Vesicles),
que tienen un tamano de diametro mayor a 200 nanémetros (nm) y se generan
a partir de la membrana plasmatica (MP) (45,49,50). Este grupo incluye
microvesiculas o microparticulas, cuerpos desprendidos, ectosomas y los
oncosomas grandes (50-53). También existe otro subgrupo de EVs con un
tamano superior a 1 micrometro (um) de tamafio, conocidas comunmente como
"cuerpos apoptoéticos" (54-56). Por otro lado, estan las EVs pequefias (SEVs, del
inglés Small Extracellular Vesicles), que tienen un tamafo de diametro menor a
200 nm y se caracterizan por su origen endosomal y la presencia de marcadores
de proteinas en su superficie (50). Dentro de este grupo se encuentran los
exosomas, que son los mas representativos y han sido objeto de numerosos
estudios debido a sus funciones ampliamente descritas en diversas condiciones

fisiologicas y patologicas (57) (Figura 4).
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EVs grandes EVs pequenas
Origen Membrana plasmatica Endosoma
Tamafo >1000-200 nm <200 nm
Sub-poblaciones Microvesiculas/microparticulas Exosomas

Cuerpos desprendidos
Ectosomas
Oncosomas grandes

Cuerpos apoptéticos

Figura 4. Diferentes subpoblaciones de vesiculas extracelulares. Figura adaptada de Malkin and
Bratman. Cell Death and Disease (2020). Creada con BioRender.com

1.4. Exosomas

Los exosomas son un subtipo de SEVs de entre 30-150 nm de diametro. Estas
vesiculas estan constituidas por una bicapa lipidica y contienen una carga
diversa de moléculas, como proteinas, lipidos y varios tipos de acidos nucleicos,
tales como el ADN, &cido ribonucleico (ARN) o microARNs (miARNSs). Estas se
forman durante la maduracion de los endosomas multivesiculares (MVEs, del
inglés Multivesicular Endosomes) (53) y se liberan al exterior celular a través de

la fusion de estos MVEs con la MP.

A principios de la década de los 80 dos articulos publicados casi al mismo tiempo
en las revistas Journal of Cell Biology (58) y Cell (59) describieron como los
receptores de transferrina (RTF) localizados en la membrana celular de
reticulocitos interactuaban con vesiculas activas de aproximadamente 50 nm de
diametro que se originaban en éstos y que eran secretadas al entorno

extracelular (60,61). Aunque estos representaron los primeros estudios

19



INTRODUCCION

centrados en este tipo de vesiculas, pasarian algunos afios antes de que se
acufara por primera vez el término "exosomas" gracias al estudio de Rose M.
Johnstone (62).

A partir de los 2000, los exosomas empezaron a adquirir mayor relevancia en los
campos de la inmunologia (63—65), la comunicacion intercelular (46) y el cancer
(66-68), en gran parte, gracias a los avances tecnoldgicos en la microscopia
electrénica y la protedmica, que permitieron una mejor visualizacién vy

caracterizacion de los exosomas.

1.4.1. Biogénesis, secrecion al espacio extracelular y captaciéon

Los exosomas se originan como vesiculas intraluminales (ILV, del inglés
Intraluminal Vesicles) en el interior de los endosomas tempranos durante el
proceso de su maduracion hacia cuerpos multivesiculares (MVB, del inglés
Multivesicular Bodies) en la que se clasifican y se introducen determinadas
moléculas en su interior, dentro de un proceso que implica diferentes vias
(563,69,70).

Los mecanismos de biogénesis de los exosomas mas ampliamente descritos
incluyen la via dependiente del complejo ESCRT (del inglés Endosomal Sorting
Complexes Required for Transport) y la independiente de este mismo
complejo (Figura 5). La formacion de vesiculas intraluminales (ILVs) y cuerpos
multivesiculares (MVBs) esta predominantemente mediada por la maquinaria
ESCRT, que consta de cuatro complejos (humerados de ESCRT-0 a -lll) que se
ensamblan junto con proteinas asociadas como la proteina VPS4, del inglés
Vacuolar protein sorting 4 (VPS4), la proteina codificada por el gen VTAT1, del
inglés Vesicle trafficking 1 (VTA1) y la proteina ALIX, del inglés ALG-2 interacting
protein X (ALIX) (69,71).
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Figura 5. Biogénesis de los exosomas. (A) Biogénesis dependiente de ESCRT. (B) Biogénesis
independiente de ESCRT. Figura adaptada de Krylova, S.V. et al. Int. J. Mol. Sci. (2023).

El proceso de biogénesis dependiente del complejo ESCRT comienza con la
activacion del complejo ESCRT-0 por parte del fosfatidilinositol 3-fosfato. Tras
ello, el complejo ESCRT-0 reconoce y se une a proteinas transmembrana
ubiquitinadas presentes en el exterior de la membrana endosomal, promoviendo
su concentracion en la membrana endosomal tardia. A continuacion, ESCRT-0
recluta a ESCRT-I gracias a la interacciéon entre sustrato Hrs, del inglés
hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate (Hrs), con la
subunidad de la proteina codificada por el gen TSG101, del inglés Tumor
susceptibility 101 (TSG101) del complejo ESCRT-Il. Este complejo desempefia
una funcién esencial participando en la clasificacion de la carga en el MVB vy
en la deformacion de la membrana, lo que resulta en la formacién de
invaginaciones. Después, ESCRT-| recluta a ESCRT-II, que a su vez se une a
proteinas ubiquitinadas que se incorporaran al contenido de las vesiculas.
Finalmente, la subunidad ESCRT-Il se ensamblara a ESCRT-III, facilitando la
clasificacion y concentracion del contenido de los MVBs, asi como la formacién
de las ILVs, utilizando para ello adenosin trifosfato (ATP) catalizado por la
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proteina VPS4 (72-75). Por otra parte, se ha observado en mamiferos que el
complejo ESCRT-IIl puede ser reclutado de manera independiente del proceso
anterior mediante la interaccion con ALIX en presencia de acido lisofosfatidico
(73) facilitando la clasificacién de la carga en el MVB y la formacion de ILV (76).

Los exosomas también pueden formarse de manera independiente de ESCRT.
El primer mecanismo descrito tiene que ver con una enzima, la esfingomielinasa,
que se encarga de hidrolizar la esfingomielina en ceramida, que se ha visto
que juega un papel fundamental en la clasificacién del contenido en las ILV
destinadas a la liberacion de exosomas (77). Otro mecanismo ampliamente
investigado implica a proteinas de la familia de las tetraspaninas, como CDG3,
CD81, CD82 y CD9, entre otras. Numerosos estudios han demostrado el papel
que tienen estas proteinas en la formacién y secrecidn de los exosomas, asi

como en la clasificacion de diversas cargas en su interior (78-80).

Una vez formados los MVBs, éstos suelen seguir la via de la degradacion al
fusionarse con los lisosomas, aunque también pueden dirigirse hacia la MP y
liberar los exosomas al fusionarse con ella (Figura 6). En el proceso de liberacion
de los exosomas influyen diferentes proteinas como la actina, la miosina,
proteinas de la familia de las guanosina trifosfatasas (GTPasas) y de la familia
de los receptores SNARE, del inglés Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor —
NSF- Attachment protein Receptor entre otras (46,61). De igual forma, hay
estudios que han descrito el papel importante de algunas proteinas de la familia
de las GTPasas, como las proteinas Rab27a y Rab27b, del inglés Ras-
associated binding (Rab), para la secrecidn de exosomas, regulando la
movilizacion y acoplamiento de los MVBs a la MP y promoviendo asi su fusion y
la liberacion de los exosomas (53,61,81). Por otro lado, las proteinas de los
receptores SNARE son las encargadas de impulsar la fusion con la MP. Este
proceso comienza con la interaccion entre la proteina sinaptotagmina, que actua
como sensor de calcio y se encuentra localizada en los MVBs, y otras proteinas
de la MP pertenecientes a la familia de las sintaxinas. Posteriormente, los
MVBs se iran acumulando en la MP gracias al complejo SNARE, y esta
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secuencia de eventos culminara en la liberacion de los exosomas al entorno
extracelular (73,82,83).

Una vez liberados en el espacio extracelular, las células receptoras tienen la
capacidad de reconocer a los exosomas e incorporar su contenido. Los efectos
que los exosomas puedan inducir al estado fisiolégico y fisiopatoldgico
dependeran de su habilidad para interactuar con estas células y del contenido
que transporten (46). Este proceso puede tener lugar de distintas maneras:
fusionandose directamente con la MP de la células huésped, mediante su
internalizacién a través de distintas vias endociticas (fagocitosis, macro y
micropinocitosis, endocitosis mediada por clatrina, caveolina o balsas lipidicas)
(73,84,85). Aunque la base molecular que determina la orientacion especifica
hacia las células receptoras todavia no se comprende al detalle, se han podido
identificar diversos mediadores de estas interacciones, como las tetraspaninas,
integrinas, lipidos, lectinas, proteoglicanos de heparan sulfato y componentes de
la matriz extracelular (53) (Figura 6).
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Figura 6. Representacion esquematica de la biogénesis y liberacion de los exosomas desde la célula
secretora y su posterior union a la célula receptora. Figura adaptada de Mashouri L, et al. Mol Cancer.
(2019).
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1.4.2. Composiciéon molecular

Los exosomas presentan una variedad de biomoléculas distintas tanto en su
interior como en su superficie, incluyendo receptores, factores de transcripcion
(FTs), enzimas, complejos mayores de histocompatibilidad (CMH) de clase | y II,
diversos tipos de proteinas, lipidos y acidos nucleicos (ADN, ARN, miARN), en
funcién del tipo de célula de la que provengan (Figura 7). Sin embargo, gracias
a los avances “Omicos” (protedmica, transcriptomica y metabolomica) en el
estudio de estas vesiculas se ha evidenciado que existen ciertas moléculas que
son compartidas por todos los exosomas, con independencia de su origen y que
estan recogidas en diferentes bases de datos: Exocarta, Vesiclepedia y EVpedia
(86-88). Las principales biomoléculas que son comunes en todos los exosomas

son:

Lipidos: la composicion lipidica se ha estudiado ampliamente en diversos
contextos gracias a los estudios metabolomicos realizados en vesiculas. Aunque
la composicidn lipidica de la MP de los exosomas es muy similar a la de la célula
de origen, varios estudios han demostrado que algunos lipidos pueden
asociarse especificamente a diferentes tipos de vesiculas (70). Algunos de los
lipidos enriquecidos en estas vesiculas son la esfingomielina, el colesterol, el
acido fosfatidico, la fosfatidilserina o la ceramida (89-91). Esta composicion
caracteristica de la bicapa lipidica no solo desempeiia un papel fundamental en
la biogénesis y liberacion de la célula (69,92), sino que también contribuye a esa
estabilidad que muestran en diferentes entornos extracelulares (48).

Acidos nucleicos: los exosomas también estan enriquecidos en diferentes tipos
de acidos nucleicos como ADN gendmico y mitocondrial (93-95) en menor
medida, pero sobre todo, los exosomas estan enriquecidos en ARN pequefos,
que se transfieren de forma natural de una célula a otra a través de estas
vesiculas (96,97). Mediante diferentes técnicas de secuenciacion se han podido
caracterizar un gran numero de ARN pequefios como el ARN mensajero (ARNm)
(97), miARN (98,99), ARN no codificante largo (ARNnNcl) y corto (ARNncc)
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(100,101). La mayoria del ARN exosomal tiene un tamafio menor a 200
nucleotidos, por tanto, los ARN de gran tamafio o largo seguramente aparezcan
fragmentados dentro de los exosomas. El miARN, que representa el ARN mas
estudiado en SEVs, son moléculas de ARN no codificantes, de unos 22
nucledtidos de longitud, que se expresan de forma endogena y regulan la
expresion génica en procesos bioldgicos como la comunicacion intercelular (47),
crecimiento celular, la diferenciacion, apoptosis (102) y en el cancer. Ademas, se
cree que el encapsulamiento del ARN dentro de la bicapa lipidica de la
membrana protege al ARN de la degradacion por la ribonucleasa una vez

que se libera en el entorno extracelular (70).

Proteina: son numerosos los estudios protedmicos en los exosomas derivados
de distintos tipos celulares los que han revelado que algunas de estas proteinas
proceden especificamente de la célula y el tejido de origen, mientras que otras
son comunes a todos los exosomas (103). Gran parte del contenido proteico de
los exosomas son consecuencia de su origen y esta asociado a los mecanismos
responsables de la biogénesis (70), como por ejemplo proteinas del complejo
ESCRT (ALIXy TSG101), proteinas relacionadas con el proceso de transporte y
fusidn de membrana (proteinas de la familia de las GTPasas [Rab5a, Rab27A 'y
Rab27B]), el factor 6 de ribosilacion del ADP (ARFG6) y proteinas de las familia
de las anexinas A (ANXAs), ademas de proteinas de adhesién como integrinas
y tetraspaninas (CD82, CD81, CD63, CD53 y CD9). También se han descrito
otras proteinas como las proteinas de choque térmico (HSP, del inglés Heat
Shock Protein, como HSP70 y 90), proteinas del citoesqueleto (actina, miosina
y tubulina), proteinas implicadas en la transduccion de sefiales como el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, del inglés Epidermal Growth Factor
Receptor), la presentacion de antigenos (CMH-I y CMH-Il) y otras proteinas
transmembrana como la proteina LAMP1, del inglés Lysosomal associated
membrane protein 1 o el RTF (48,61,70,104-106). Dado que algunas de estas
proteinas se encuentran exclusivamente en los exosomas, éstas podrian

utilizarse como biomarcadores especificos para su identificacion.
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Figura 7. Composicion molecular de los exosomas. Creada con BioRender.com
1.4.3. Funciones de los exosomas

Los exosomas pueden ser liberados por cualquier tipo celular. Esto sugiere que
desempefian un papel importante en la comunicacion intercelular y tienen la
capacidad de transferir carga molecular a las células cercanas, regulando
diversos procesos fisiologicos y patolégicos. Los exosomas actuan como
vehiculos de comunicacion entre células al transportar biomoléculas a células
receptoras, lo que puede influir en su comportamiento, funcién e incluso fenotipo
(48,107,108).

Por otra parte, se ha demostrado que las SEVs y los exosomas desempefian un
papel activo tanto en la promocién de procesos trombdéticos (109) como en la
regulacion de la anticoagulacion (110). Ademas, en otro estudio llevado a cabo
en pacientes con CO donde se analizé el contenido proteico de los exosomas
derivados del plasma de estas pacientes, se encontraron diversas proteinas
relacionadas con procesos de coagulacion (111).
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Se ha observado también que los exosomas intervienen en la reparacion y
regeneracion de los tejidos. Estos pueden transportar factores de crecimiento,
proteinas solubles, lipidos bioactivos y material genético, como miARN y ARNm
(112-114) a los tejidos dafiados o lesionados, favoreciendo asi los procesos de

cicatrizacion.

También se ha estudiado su participacion en la regulacién inmunitaria al
transportar moléculas de sefializacién y antigenos entre las distintas células
inmunitarias. Los efectos funcionales de estos exosomas dependeran de la
carga molecular que porten y del tipo de célula receptora que los reciba. Por
ejemplo, se ha descrito que las vesiculas liberadas por macréfagos y células
dendriticas contienen en su superficie CMH-II lo que favorece el proceso de
presentacion de antigenos (55,115,116). En otros estudios, se ha observado que
las HSP pueden activar células NK (del inglés, Natural Killer) (117,118), del
mismo modo que se ha descrito el papel de los miARNSs, contenidos en estas
vesiculas, en procesos de respuesta inmunitaria antitumoral (119-122).

Por ultimo, destacar que una de las claves para el éxito del embarazo es la
continua comunicacién entre el feto y la madre. Esta comunicacion involucra
interacciones célula-célula, mediadores solubles y EVs. Estas vesiculas estan
presentes en la sangre materna a lo largo de todo el embarazo y tienen un
impacto en el sistema inmunologico materno. Ademas, desempefian funciones

en la modulacién inmunoldgica y la proteccion del feto (48).

1.4.4. Papel de los exosomas en el desarrollo del cancer

Por otro lado, hay que destacar el papel que pueden desempefiar estas vesiculas
en diferentes patologias. En la ultima década, se ha descrito el papel de éstas
en diversas patologias (123—-127). En el contexto del cancer, se sabe que el
microambiente tumoral (MT) es muy heterogéneo, incluyendo células tumorales,
fibroblastos, células estromales e infiltrado inmune en constante interaccion. En

este entorno, los exosomas, por medio de su contenido, tienen la capacidad de
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producir cambios en las células receptoras a través de mecanismos de

sefializacion autocrina y paracrina (128).

Un componente principal del MT son los fibroblastos asociados al cancer (FACs).
Estos juegan un papel muy importante en el desarrollo del cancer
favoreciendo el proceso de proliferacion tumoral, invasién angiogénesis o
resistencia a terapias (129,130). Varias investigaciones han demostrado este
papel a través de la secrecion de exosomas y su contenido, que influye en el
comportamiento de las células cancerosas y en la sefalizacion de diversas

vias protumorales (131,132).

Asimismo, los exosomas derivados de las células tumorales (Exo-DCT)
desempefian un papel significativo en los procesos de formacion del nicho
premetastasico y metastasis. Estos inducen la movilizacién y el reclutamiento de
varias poblaciones celulares en zonas de los 6rganos secundarios, creando un
entorno propicio para la metastasis tumoral a través de la interaccion entre las
células tumorales reclutadas y el estroma local (133). También se ha descrito
que en el entorno tumoral los Exo-DCT promueven, en distintos tipos
tumorales, una respuesta angiogénica aumentada, sobre todo en condiciones
hipdxicas, los que es necesario para el crecimiento del tumor y la metastasis. A
través de su contenido, los Exo-DCT promueven la respuesta angiogénica
mediante la reprogramacién y modulacion de las células endoteliales (134,135),
incrementando la densidad de los vasos (136) o regulando vias de sefalizacion
que favorecen la angiogénesis (137-139).

Los exosomas desempefian un papel dual en los procesos de supresion tumoral
y progresion de la enfermedad. Mientras que en general participan en la
modulacion de la respuesta inmune mediante la presentacion de antigenos
(133), los Exo-DCT tienen un papel activo en la supresion de la respuesta inmune
promoviendo asi la progresion tumoral. Los Exo-DCT pueden regular la
carcinogeénesis regulando la interaccion con diversas células inmunes como

macréfagos, células B, linfocitos T o células NK. Por ejemplo, multitud de
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estudios han descrito como los Exo-DCT desempefian un papel en la
polarizacion de los macrofagos, promoviendo su cambio del subtipo M1 al
subtipo M2 protumoral, promovido por diversos miARNs que regulan el MT en
varios tipos de tumores (140-142). Por otra parte, se ha visto que los exosomas
que contienen el ligando Fas pueden provocar inmunosupresion al inducir la
apoptosis en células T CD8+ (143,144). De igual forma, se ha descrito
ampliamente la actividad que tienen los Exo-DCT en la activacion de las células
T reguladoras para influir en la inmunosupresion (145,146).

Por otro lado, los exosomas pueden inducir resistencia a los medicamentos en
varios tipos de tumores a través de diversos mecanismos (61). Los exosomas,
mediante su contenido en miARNSs, tienen la capacidad de inducir resistencia
a distintos tratamientos, activando o inhibiendo diversas rutas metabdlicas
(147-150) o regulando genes y proteinas (147,151-153). Ademas, la carga
protebmica exosomal juega un papel muy importante en la resistencia a

farmacos anticancerigenos (148,154—156).

A pesar de la relevancia de todos estos estudios, la mayoria de ellos han sido
desarrollados en lineas celulares o en modelos animales con el fin de
caracterizar el contenido exosomal y buscar una justificacion biolégica que
explique la posible implicacién de la carga exosomal en el cancer. Sin embargo,
en la practica clinica, son limitadas las aproximaciones experimentales que
favorezcan el desarrollo de estos estudios. Por lo tanto, es fundamental aplicar
este conocimiento al paciente y adoptar un enfoque traslacional para avanzar en
este campo. Destacar ademas que la secrecion extracelular de los exosomas es
continua, no solo al torrente sanguineo, sino también a otros fluidos corporales
como la orina, linfa, semen o el liquido ascitico (157-159), lo que posibilitaria el
estudio dinamico y no invasivo de la evolucion biolégica del tumor y el desarrollo

de la resistencia a farmacos.
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1.4.5. Implicacién de los exosomas en el CO

En el CO, la ruta transceldmica es la via mas comun de diseminacion
metastasica. Esta via se caracteriza por la propagacion de las células
cancerosas dentro de la cavidad abdominal, lo que conduce a la diseminacién
peritoneal y a la formacién de ascitis maligna (160). Por ello, el liquido peritoneal
puede servir como reservorio que contiene diversos componentes celulares y
factores solubles que constituyen un microambiente unico en este tumor (161).
Ademas, la acumulacion de ascitis maligna suele ser mas frecuente en las fases
avanzadas de la enfermedad, por lo que la obtencidn de muestras para un
analisis exhaustivo en la fase de diagnostico inicial sigue constituyendo un

reto en la actualidad (162).

Principalmente, los estudios sobre los exosomas en el CO se han realizado
utilizando modelos in vitro que difieren considerablemente de lo que ocurre en
los tumores desarrollados por las pacientes. En este sentido, algunos autores
han descrito asociacién entre determinadas moléculas contenidas en los
exosomas (principalmente miARNSs) y la aparicion de resistencia a terapias o la
promocion de fenotipos invasivos en modelos de cultivo celular (150,163,164).
Sin embargo, no se han podido demostrar dichas asociaciones entre el contenido
de los exosomas y el grado de respuesta a las nuevas terapias usadas para el
CO (inhibidores de PARP o antiangiogénicos). Por tanto, es dificil justificar el

mecanismo por el que estas resistencias pueden desarrollarse.

Desde una perspectiva clinica, la caracterizacion de la carga de las SEVs y
exosomas secretados por el tumor podria ser relevante para la identificacion de
marcadores diagnosticos, predictivos y pronosticos (127). A pesar de ello, son
escasos los estudios previos que han aislado exosomas de sangre periférica y
fluidos peritoneales de pacientes con CO para identificar firmas de miARNs

capaces de diagnosticar tumores en E. tempranos (161,165-167).
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Ademas, el contenido proteico de los exosomas derivados del CO se ha
evaluado en menor medida y se ha limitado al cribado de proteinas especificas
o al uso de paneles personalizados de bajo rango con fines diagndsticos
(166,168,169), lo que puede representar un sesgo muy importante al ignorar el
complejo perfil protebmico que los exosomas podrian presentar y limitando el
estudiar mas a fondo las funciones atribuidas a éstos. Consideramos por lo tanto
que un analisis protebmico exhaustivo podria ayudar a determinar y comprender
el papel de los exosomas y su carga proteica en el prondstico de las pacientes
con CO.
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La hipotesis principal del trabajo sostiene que el contenido de los exosomas
presentes en la cavidad peritoneal desempefia un papel activo en la progresion
del CO y en la resistencia terapéutica a los tratamientos actuales. Este estudio
sugiere que este enfoque podria ser una forma novedosa, menos invasiva y mas

especifica, de poder pronosticar el curso de la enfermedad.

Por tanto, se plantean los siguientes objetivos:

Objetivo primario: correlacionar los perfiles proteémicos, estudiados mediante
espectrometria de masas, del contenido de los exosomas aislados del fluido
peritoneal (Exo-DFP) de pacientes con CO avanzado con su evolucion clinica

real.

Objetivos secundarios:

e Caracterizar los perfiles protedmicos del contenido de los Exo-DFP en
funcion del:

- Subtipo histolégico (seroso de alto o bajo grado, endometrioide, células
claras y mucinoso).

-  Momento de la toma de muestra (cirugia primaria, de intervalo o
recurrencia).

- Tumores platino-sensibles frente a platino-resistentes.

¢ Determinar, mediante la comparacion con bases de datos publicas, las rutas
moleculares de interés sobre o infra representadas entre los perfiles clinicos
descritos anteriormente.

e Considerando la informacion molecular y genética disponible, establecer
posibles asociaciones con la informacion proteica obtenida del estudio de los
exosomas.

e Estudiar la naturaleza dinamica del CO mediante la caracterizacion de
muestras seriadas obtenidas de distintas pacientes.
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3.1. Diseno y poblacién del estudio

Para llevar a cabo este trabajo se disefid un estudio observacional prospectivo
en pacientes mayores de 18 afios con CO avanzado que se sometieron a
laparoscopia diagnostica o cirugia citorreductora en cuatro de los centros del
grupo hospitalario HM (HM Sanchinarro, HM Puerta del Sur, HM Monteprincipe
y HM Madrid) entre junio de 2018 y septiembre de 2022. Ademas, se establecio
una cohorte control que incluy6 pacientes sometidas a cirugias no oncologicas
de las cuales se recogieron igualmente lavados abdominales. Todas las
pacientes dieron su consentimiento por escrito (version 2.0 de fecha 21 de
diciembre de 2020 y version 1.0 de fecha 21 de diciembre de 2020). Anterior a
esto, se obtuvo la aprobacion del estudio por parte del Comité de Etica de la
Investigacion con Medicamentos (CEIm) del grupo HM Hospitales (Anexo 1). El
estudio se ha realizado de acuerdo con los principios éticos de la Declaracion de
Helsinki y las guias de Buenas Practicas Clinicas (BPC), que incluyen: la Orden
Ministerial SAS/3470/2009; Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de
Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos digitales; el
Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento Europeo; y la Ley 14/2007, de 3 de
julio, de Investigacion Biomédica. En relacion a las pacientes fallecidas, se aplicé
lo estipulado en la Ley de Investigacién Biomédica 14/2007 de 3 de julio y las

consideraciones del CEIm.

3.2. Recogida de datos clinico-patolégicos y moleculares

Todas las variables, tanto las clinico-patologicas como las moleculares, se fueron
recopilando en paralelo a la recogida de los fluidos peritoneales. Todos los datos
de las pacientes con y sin enfermedad oncoldgica se fueron almacenando en un
archivo Excel. A continuacién se exponen las variables recogidas durante el

estudio.
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Variables relacionadas con el paciente oncoldégico:

- Cddigo de identificacion del paciente.

- Edad al diagnéstico.

- Tratamiento neoadyuvante recibido (SI/NO).

- Tratamiento adyuvante recibido (SI/NO).

- Lineas de tratamiento recibidas.

- Esquema del tratamiento y numero de ciclos recibidos.

- Progresion al tratamiento (SI/NO).

- Fecha de progresién al tratamiento.

- Progresion platino sensible o resistente: las pacientes sensibles al platino se
definieron como aquellas con un ILP (tiempo transcurrido desde la ultima QT
hasta la recaida tumoral) superior a 6 meses, mientras que las pacientes
resistentes al platino se consideraron aquellas con un ILP inferior a 6 meses.

- Exitus (SI/NO).

- Fecha de exitus.

- Fecha de ultimo seguimiento.

Variables relacionadas con la muestra tumoral:

- Cddigo de identificacidon de la muestra.

- Histologia del tumor.

- E. del tumor segun los criterios FIGO.

- Tipo de cirugia de la cual se obtuvo la muestra (laparoscopia diagndstica o
citorreduccion primaria (citadas en el texto como cirugia primaria), cirugia de
intervalo post QT neoadyuvante y cirugia de salvamento tras recaida (citada
en el texto como cirugia de recaida).

- Fecha de la cirugia.

- Resultado quirurgico de la operacion: RO se asigna al resultado quirurgico
en el que no hay evidencia de enfermedad micro o macroscopica y R1 se
atribuye al resultado de la cirugia en el que persiste la enfermedad

microscopica.
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Variables relacionadas con el paciente no oncolégico:

- Cddigo de identificacion del paciente.
- Edad al diagnéstico de la patologia de la cual se opero.
- Diagnostico de la patologia por la cual se opero.

- Cddigo de identificacion de la muestra.

Variables moleculares:

- Estatus molecular BRCA (mutado/no mutado).

- Clasificacion de la mutacion BRCA (patogénica/variante de significado
incierto).

- Mutacion en otros genes relacionados con la RH y asociados previamente al
desarrollo del CO y/o estatus de activacion de la RH. En este sentido, RHe,
se refiere a aquellos tumores que presentan el sistema de reparacion del
ADN por RH eficiente, mientras que RHd, hace alusién a aquellos con
sistema de reparacidon del ADN por RH deficiente.

3.3. Aislamiento de exosomas de fluidos peritoneales

Las muestras de fluidos peritoneales se recolectaron en el momento de la
operacion en Tubos Falcon™ de 50 mililitros (ml), obteniendo entre 30-50 ml de
muestra. Tras la recoleccion, se realizé un primer procesamiento mediante una
centrifugacion a 1500 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos a
temperatura ambiente para eliminar restos de tejido de gran tamafo que se
hubieran arrastrado durante la recogida de la muestra. Posteriormente, las

muestras se almacenaron a -80°C hasta el momento de su uso.

El procesamiento de los fluidos peritoneales se realizdO mediante
centrifugaciones seriadas de los sobrenadantes. En primer lugar, las muestras
se centrifugaron a una velocidad de 3.000 x g durante 20 minutos para eliminar

contaminantes celulares. Luego, el sobrenadante resultante se centrifugd a
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12.000 x g durante 20 minutos en la ultracentrifuga Beckman Optima L-90K
(Beckman Coulter, Fullterton, CA, EEUU) utilizando el rotor Tipo 55.2 con el fin
de eliminar restos celulares. A continuacion, el sobrenadante se sometioé a una
nueva centrifugacién a 100.000 x g durante 70 minutos para concentrar los
exosomas. El pellet resultante se lavo en 5 ml de tampon fosfato salino (PBS,
del inglés Phosphate Buffered Saline) y se recogio mediante una segunda
ultracentrifugacion a 100.000 x g durante 70 minutos utilizando el rotor SW55.

Finalmente, el pellet enriquecido en exosomas, se resuspendioé en 100 microlitros
(ul) de PBS y se almacend6 a -80°C (Figura 8). La concentracién proteica de todas
las muestras a estudio se cuantifico mediante un analisis colorimétrico utilizando
el método del acido bicinconinico (BCA, del inglés, BiCinchoninic Acid)
empleando el kit de ensayo de proteinas Pierce™ BCA Protein Assay Kit,
Thermofisher Scientific, EEUU.
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Figura 8. Protocolo de aislamiento de los exosomas de fluidos peritoneales. Creada con
BioRender.com
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3.4. Caracterizacion de los exosomas

3.4.1. NanoSight

La distribucion del tamafio y el numero de las particulas aisladas se midi6 a partir
de una alicuota de 1-2 yl de exosomas diluida en 1 ml de PBS utilizando el
sistema de analisis de rastreo de nanoparticulas (NTA, del inglés Nanoparticle
Tracking Analysis). EI NTA permite medir la concentracion y el tamafo de
particulas en suspension en el rango de 1-1000 nm segun el movimiento
browniano que éstas realizan en el medio en el que estan suspendidas gracias
al analisis de una secuencia de video. En nuestro caso, se hizo uso de un equipo
NanoSight (Malwern). Las particulas de la muestra se visualizan mediante la
iluminacion con un haz laser. La luz dispersa de las particulas se graba con una
camara y, mediante la ecuacion de Stokes-Einstein, se calcula el diametro de

cada particula y la concentracion de las particulas de la muestra (particulas/ml
[p/mil]).

3.4.2. Microscopia electronica

La morfologia y el tamafno de los exosomas también se analizd mediante
Microscopia Electronica de Transmision (MET) en el Servicio interdepartamental
de investigacion de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de
Madrid. Para la tincién negativa, se depositaron 5 pl de las fracciones purificadas
de los exosomas resuspendidas en paraformaldehido al 2% a una concentracién
de 1x10"" p/ml cada una sobre una capa de parafilm. Se coloco una rejilla
recubierta de formvar/carbono sobre cada gota y se dej6é que los exosomas se
adsorbieran durante 20 min. A continuacion, las rejillas se lavaron sobre 5 gotas
de 100 pyl de PBS (1 minuto cada lavado), y se fijaron durante 5 minutos al
colocarlas sobre una gota de 50 ul de Glutaraldehido al 1% en PBS. Después de
esto, las rejillas se lavaron sobre 8 gotas de 100 ul de agua destilada (2 minutos
cada lavado) y se contrastaron durante 5 minutos al disponerlas sobre una gota
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de 50 pl de Uranil-Oxalato, y se dejaron secar. Por ultimo, las rejillas se
colocaron sobre una gota de 50 yl de Metil-Celulosa-Uranil-Acetato durante 10
minutos en hielo y se dejaron secar a temperatura ambiente. La visualizacion de
las rejillas se realizd6 en un microscopio electronico de transmision JEOL
JEM1010 (100 kilovoltios). Las imagenes se grabaron con una camara digital
Gatan Orius 200 SC.

3.4.3. Inmunotransferencia

La pureza de los exosomas aislados de los fluidos peritoneales de las pacientes
con CO y de las pacientes no oncoldgicas se comprobé mediante el analisis de
los marcadores proteicos exosomales, ALIX, TSG101 y CD9, y de los
marcadores de contaminacion, APOB y Albumina, (Tabla 2), mediante la técnica
de Western Blot (WB). Lo primero que se realizo fue determinar la concentracion
proteica mediante el analisis BCA (apartado 3.3). Posteriormente, se prepararon
e incubaron alicuotas de 10 yg de proteinas totales en tampon Laemmli a 96°C
durante 5 minutos para desnaturalizar las proteinas y los extractos proteicos se
resolvieron mediante SDS-PAGE. Dichos extractos proteicos se corrieron en un
gel de gradiente de poliacrilamida-SDS del 4-20 % y se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa. A continuacion, la union no especifica del anticuerpo
se incubd con una solucion de bloqueo (leche desnatada en polvo disuelta en
PBS Tween-20 al 5%) durante 1 hora.

Seguidamente, se procedid a la incubacion de las membranas con los
anticuerpos primarios (Tabla 2) disueltos en solucion de bloqueo durante toda
la noche a 4°C. Los anticuerpos se eligieron de acuerdo con las directrices
del estudio Minimal Information for Studies of Extracellular Vesicles
(MISEV2023) (45). Al dia siguiente, se procedio al lavado de las membranas en
tres pasos de 10 minutos con PBS-Tween-20 para proceder a la incubacion
con el anticuerpo secundario unido a peroxidasa durante 1 hora a
temperatura ambiente en solucién de bloqueo a una dilucion 1:2000. Se
utilizé el sustrato Clarity ECL Western Blotting Substrate (Biorad, Hercules,
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CA, EE.UU.) para visualizar las bandas y se reveld6 en el sistema de
imagenes ChemiDoc (Biorad, Hercules, CA, EE.UU.). La intensidad de las
bandas inmunorreactivas se cuantificO mediante densitometria utilizando

Imaged (National Institutes of Health).

Para la validacion biolégica de los resultados protedmicos en la cohorte de
validacion, se emplearon anticuerpos especificos dirigidos contra las proteinas
de interés, la proteina sintaxina 5, del inglés Syntaxin 5 (STX5) y la proteina
S100A4, del inglés S7100 calcium binding protein A4 (S100A4) (Tabla 2).

ANTICUERPO ESPECIE CASA COMERCIAL REFERENCIA | DILUCION
Anti-ALIX Ratén Abcam ab88743 1:500
Anti-TSG101 Conejo Abcam ab125011 1:500
Anti-CD9 Ratén Abcam ab58989 1:500
Anti-ALBUMINA Raton Santa Cruz Biotechnology sc-271605 1:1000
Anti-APOB Conejo Abcam ab139401 1:1000
Anti-S100A4 Ratén Abcam ab93283 1:500
Anti-STX5 Raton Sigma-Aldrich HPA001358 1:500
Anti-Ratén - Thermo Fisher A21146 1:2000
Anti-Conejo - Thermo Fisher A301-591A 1:2000

Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios.

3.5. Analisis proteémico

El analisis del contenido proteico de los exosomas aislados de los fluidos
peritoneales de las pacientes con CO y controles se llevé a cabo mediante la
técnica de espectrometria de masas (MS, del inglés Mass Spectrometry) a través
del Servicio de Protedbmica del Centro Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC).

La MS es una técnica analitica que se basa en la obtencidon de iones en fase

gaseosa provenientes de compuestos organicos o inorganicos y que permite
obtener informacion de su masa-carga (m/z) a partir de los espectros resultantes.
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Es una técnica ampliamente utilizada en el analisis a gran escala de péptidos y
proteinas presentes en muestras. Uno de los métodos mas comunes es la
cromatografia liquida acoplada a MS en tandem (LC-MS/MS, del inglés Liquid
Chromatography with Tandem Mass Spectrometry), que combina la separacion
fisica mediante cromatografia liquida con el analisis a través de MS. El equipo
consta de varios médulos (170): el primero es un sistema de introduccion vy
separacion de la muestra que se realiza mediante la cromatografia liquida.
Luego, le sigue una fuente de ionizacion, que es un mecanismo mediante el cual
los componentes de la muestra se convierten en iones. Después, hay un
analizador de masas donde los iones se separan en funcion de su relacion m/z
y, finalmente, se encuentra el detector en el que los iones analizados se
transforman en una sefal interpretada para identificar los péptidos y proteinas

presentes en la muestra.

3.5.1. Analisis de cuantificacién relativa mediante marcaje quimico

isobarico TMT18-plex de las muestras de aislados exosomales

Para el analisis protedmico se utilizé un sistema de nano cromatografia liquida
Ultimate 3000 nano HPLC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
acoplado a un espectrometro de masas Orbitrap Exploris 240 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Una vez aisladas las EVs, se concentraron en
columnas Nanosep (Omega, 10 kilodaltons) usando un volumen inicial superior
a 50 pl. A continuacion, se lisaron con SDS al 4%, seguido de la reduccién
y alquilacion de cisteinas utilizando Tris(2-carboxietil)fosfina y metil
metanosulfonato, como reactivo reductor y alquilante, respectivamente.
Posteriormente, se realizé una digestion triptica en las columnas comerciales
S-Trap de Protifi y se cuantificaron los péptidos finalmente obtenidos (QuBit). Por
ultimo, se realiz6 un marcaje isobarico con 20 microgramos (ug) de mezcla
peptidica por condicion. En esta estrategia, cada muestra se etiqueta con una
version isotopica diferente del reactivo y se combina en una sola muestra

(TMT18-plex) para el analisis por espectrometria de masas.
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Los péptidos tripticos generados se separan por cromatografia liquida, se
desolvatan y se ionizan antes de incorporarse en el espectrometro de masas de
alta resolucién Exploris 240 (con analizador Orbitrap), donde se detectan primero
como iones m/z en el intervalo 375-1200 m/z, y luego se toman los 20 mas
intensos de los que se obtienen espectros de fragmentacion MS/MS para su
identificacion. Para ello, se aplica un gradiente de gran longitud (120 minutos) en
una columna C18 de 75 ym de ID y 50 centimetros de longitud. Las distintas
versiones isotopicas del reactivo son quimicamente idénticas, de modo que el
mismo péptido marcado isotdépicamente generara el mismo ion precursor en el
espectro MS1, diferenciandose unicamente en los valores m/z de los iones
control caracteristicos de cada una de ellas. La relacion entre las intensidades
de estos iones de control en los espectros de fragmentacion proporciona
informacion cuantitativa a nivel de péptido, que a su vez esta relacionada con los

niveles de expresion diferencial a nivel de proteina entre las muestras.

3.5.2. Analisis LC-MS/MS y extraccién de datos

Los péptidos se identificaron por comparacion de sus correspondientes
espectros de masas con aquellos resultantes de la digestion tedrica de las
proteinas contenidas en la base de datos, con lo que se obtiene una puntuacién
de correlacion o similitud entre ambos (score) que permite la identificacion a nivel
de péptido. El sistema asigno dichos péptidos a proteinas, pero la identificacion
es a nivel de péptido.

Las proteinas se identificaron en los archivos sin procesar utilizando el algoritmo
SEQUEST HT integrado en Proteome Discoverer 2.5 (Thermo Finnigan, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) (171). Los resultados obtenidos gracias
a la MS/MS se cotejaron con la base de datos del proteoma humano UniProtKB
(2022_06 Release) concatenada con la base de datos de “sefiuelos invertidos”
obtenida del programa DecoyPYrat (James Christopher Wright, Wellcome Trust
Sanger Institute).
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Los parametros seleccionados para la busqueda en la base de datos fueron
los siguientes: digestion con tripsina con dos escisiones perdidas maximas
permitidas, tolerancia de masa del precursor de 2 Dalton y una tolerancia de
masa del fragmento de 0,02 Dalton (172). Las modificaciones N-terminal y de
lisina TMT18-plex, y la carbamidometilacion de cisteina se eligieron como
modificaciones fijas, mientras que la acetilacion N-terminal, la oxidacion de
metionina y GIn->pyro-Glu (N-term Q) se eligieron como modificacion variable.
La tasa de falsos descubrimientos (FDR, del inglés False Discovery Rate) se
calculo utilizando el método refinado (173) a partir de los resultados obtenidos
mediante la busqueda en bases de datos. La informacién cuantitativa se extrajo
de la intensidad de los iones control del TMT18-plex en los espectros MS/MS.

En el proceso de identificacion de proteinas, se utiliza un grupo de proteinas
redundantes que identifican un péptido. Se selecciona la proteina mas probable
teniendo en cuenta el numero total de “correspondencias de secuencias de
péptidos” y el numero total de péptidos asignados a esa proteina. En caso de
empate, se elige la proteina en orden alfanumérico. De esta manera, se obtiene
un numero total de proteinas que pasarian al proceso de cuantificacion después
de cumplir con el filtro de FDR<1%.

3.6. Analisis bioinformatico

Para el analisis comparativo de los cambios en la abundancia de estas proteinas,
se utilizé el modelo estadistico Weighted Spectrum, Peptide, and Protein (174)
en el paquete de software SanXoT (175). El modelo proporciona una descripcion
detallada del comportamiento de la varianza técnica, y al analizarla de forma
independiente a nivel de espectro, péptido y proteina, el modelo es capaz de
capturar por separado las fuentes de error especificas del método de MS.
Ademas, este modelo proporciona una variable estandarizada (valores z),
definido como el logaritmo en base 2 de la proporcion entre dos valores, que ha
sido ajustada en relacién a la media, lo que proporciona una medida de cuantas

veces un valor es mayor o menor que otro en una escala logaritmica.
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3.7. Sistemas biolégicos

Para realizar el analisis bioldgico de las rutas de enriquecimiento asociadas a las
proteinas identificadas en nuestro estudio se utilizé la herramienta Enrichr (176).
Para este analisis se incluyeron aquellas proteinas diferencialmente contenidas
(PDCs) con un p-valor<0,05 para cada comparacion de interés, incluyendo las
categorias funcionales Hallmarks, Reactome y diversas categorias de Gene
Ontology (GO) (Biological Process 'y Cellular Component).

3.8. Analisis estadistico

Se utilizé GraphPad Prism (version 8.1.1, San Diego, CA, EE.UU.) para realizar
todos los analisis estadisticos. Dichos analisis, incluida la evaluacion de todas
las particulas y la concentracion de los Exo-DFP, el analisis cuantitativo del
contenido proteico por particula por 10° en Exo-DFP, la medicion de los
ratios normalizados (PAX8/CD9, STX5/CD9 y S100A4/CD9) mediante
inmunotransferencia en muestras control y en pacientes con CO, y las
comparaciones de la carga protedbmica entre controles y casos, se realizaron
mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Para las comparaciones
multiples, los p-valores se ajustaron mediante el método de Benjamini-Hochberg.
Para los analisis que implicaban a mas de dos grupos, se empleo la prueba de
Kruskal-Wallis, seguida de la comparacion multiple post hoc de Dunn con ajuste
del p-valor de Bonferroni. Los resultados se muestran utilizando la mediana y el
rango intercuartilico. Los analisis de la concentracion de los Exo-DFP y del
contenido proteico por particula por 10° en los Exo-DFP entre las muestras
pareadas se realizaron mediante la prueba paramétrica t-test pareada. Para los
analisis de supervivencia se utilizaron el estimador de Kaplan-Meiery el método
de Cox. Las diferentes curvas de supervivencia se compararon mediante la
prueba de rangos logaritmicos. Ademas, se utilizé el paquete LIMMA para
determinar las PDCs en las variables clinicas de interés del CO y de los
controles. Para la significacion estadistica, se consideraron p-valores<0,05.
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4.1. Caracteristicas clinicas y moleculares de la poblacién a estudio

Para este estudio se incluyeron un total de 94 pacientes (65 pacientes con CO y
29 pacientes sin enfermedad oncoldgica) de las cuales se recogieron muestras
de fluidos peritoneales (liquidos asciticos o lavados abdominales), desde junio
de 2018 hasta septiembre de 2022, en cualquiera de los cuatro centros de Madrid

del grupo HM.

Las pacientes con CO incluidas en el estudio se dividieron en 2 cohortes: una
primera, formada por 40 pacientes de las que se obtuvieron un total de 45
muestras (n=5 con muestras seriadas de distintas cirugias), que constituye la
‘cohorte discovery”, y una segunda cohorte, conocida como "cohorte de
validacién", conformada por 26 pacientes, una de ellas incluida también en la
anterior cohorte, de las que se obtuvieron un total de 29 muestras (n=4 con

muestras seriadas de distintas cirugias) (Figura 9).

Ademas, se recopil6 la informacién clinico-patolégica mas relevante de las
pacientes con CO (de ahora en adelante citadas en el texto como casos con CO).
Nuestro estudio abarco principalmente CO de histologia serosa de alto grado
(SAG) (54 casos [83%]), seguida de la endometrioide (6, [9,2%]), y en menor
medida, de células claras (2, [3,1%]), serosa de bajo grado (2, [3,1%]) ¥
mucinosa (1, [1.5%]) (Tabla 3 y Figura 9). Los E. patoldgicos reportados en el
momento de la cirugia se distribuyeron de la siguiente manera: E: |-l en 7 casos
[10,8%], E. lll en 38 casos [58,4%] y E. IV en 20 casos [30,8%]. También se
obtuvo informacion sobre la sensibilidad a los tratamientos con platino. Como
parte de la practica asistencial, se recopil6 informacion relacionada con las
alteraciones genomicas del tumor mediante las técnicas de Secuenciacion de

Nueva Generacion: FoundationOne®CDx, IdBRCA® ylo SOPHIA GENETICS

test. Estos estudios genéticos revelaron mutaciones en BRCA1/2 en 16 de los
54 casos con CO (30%) de los cuales se obtuvo informacion molecular. De estos,
7 mostraron mutacion germinal (43.8%), 6 presentaron mutacion somatica

(37.5%), y el origen de la mutacién no pudo ser confirmado en 3 casos.
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Figura 9. Descripcion grafica de la Informacién clinico-patologica de la cohorte de casos con CO. La
informacioén adicional que se detalla en las tablas corresponde a la histologia del tumor (A, carcinomas
serosos de alto grado; B, carcinomas serosos de bajo grado; C, carcinomas de células claras; M,
carcinomas mucinosos; E, carcinomas endometrioides) y al momento quirurgico del cual se obtuvo la
muestra (D, cirugia diagnéstica; P, cirugia primaria; |, cirugia de intervalo; R, cirugia de recaida). N/A, no
aplica, se afiadi6 en aquellas casillas en las cuales no se pudo obtener la informacién correspondiente a
dicha variable en ese paciente. Los casos marcados con * corresponden a aquellos utilizados en la
protedmica mientras que los que se marcan con " se utilizaron para los experimentos de validacion.
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Asimismo, durante el periodo de enero a mayo de 2021, se recogieron muestras
de lavado abdominal de una cohorte de 29 pacientes sin enfermedad oncologica.
Estas muestras, recopiladas durante la cirugia no oncoldgica (de ahora en
adelante citada en el texto como controles), dieron lugar a la cohorte control
(Figura 10).

Ademas de esto, se recopilaron datos sobre la patologia que motivo la decision
de realizar dicha cirugia en las pacientes control (Tabla 3). Los diagndsticos
patologicos de la cohorte control incluian: cistoadenomas ovaricos serosos
(n=7, [24,1%)]), cistoadenomas ovaricos mucinosos (n=3, [10,35%]), miomas
uterinos (n=7, [24,1%]), teratomas quisticos ovaricos (n=2, [6. 9%]),
endometriosis (n=4, [13,8%]), tejido normal (cirugias profilacticas debido a
mutaciones germinales en los loci BRCA) (n=2, [6,9%]), prolapso uterino (n=3,
[10,35%]) e hiperplasia endometrial (n=1, [3,5%)]).

CTRL #4
CTRL #7

CONTROLES

CTRL #1
CTRL #16 *
CTRL #17 *

CTRL #21
CTRL #23*
CTRL #24 *
CTRL #29 *

CTRL#8*

CTRL #10 |
CTRL #25*
CTRL#5*
CTRL #6 *

CTRL #11
CTRL#13~

CTRL#18 "~
CTRL#3"
CTRL #26

CTRL #9

CTRL#14 "
CTRL #19
CTRL #27

CTRL #2

CTRL#15"
CTRL #12 |
CTRL #20
CTRL #28

CTRL #22 *

, Cistoadenoma seroso de ovario Endometriosis Prolapso uterino
DIAGNOSTICO

Teratoma quistico de ovario Endometrio atréfico

Figura 10. Descripcion grafica de la informacion del diagnostico patolégico que motivé la cirugia de
las pacientes control. Los controles marcados con * corresponden a aquellos utilizados en la proteémica
mientras que los que se marcan con " se utilizaron para los experimentos de validacion.
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Parametro Casos con Controles
CO (n=65) (n=29)
Edad Media; rango 61; 26-83 43; 25-79
Estadio FIGO -1l 7
1] 38 NA
v 20
Histologia SAG 54
(Casos) Endometrioide 6
SBG 2 NA
Células claras 2
Mucinoso 1
Diagnéstico Cistoadenoma ovarico seroso 7
(Controles) Cistoadenoma ovarico mucinoso 3
Mioma uterino 7
Teratoma quistico ovarico 2
Endometriosis 4
Tejido normal 2
Prolapso uterino 3
Hiperplasia endometrial 1
Cirugia Principal 35
Intervalo 25 NA
Recaida 14
Resultado quirurgico RO 54
R1 10 NA
NA 10
Estados mutacionales Mutado 16 )
de BRCA1/2 No mutado 38 M;tzd(‘;;)z)'
NA 1
Sensibilidad al platino Sensible 43
Resistente 16 NA
NA 15

Tabla 3. Informacion clinico-patolégica y molecular de los casos con CO y controles.

4.2. Caracterizacidn y anadlisis de los exosomas aislados de los

fluidos peritoneales en casos y controles

Una vez realizado el aislamiento de los exosomas por ultracentrifugacion, se

llevd a cabo la caracterizacion de su naturaleza en todas las muestras de los

casos con CO (n=74 muestras de 65 casos) y los controles (n=29) mediante el

analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA) (Figura 11A y anexo 2).
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El analisis del tamafo de las vesiculas mediante NTA demostré una recogida
eficiente y homogénea de particulas en el rango de tamafos de los exosomas,
con un tamafo medio del pico primario similar para ambos conjuntos de
muestras (casos: 132,5 nm versus [vs.] controles: 139,8 nm) (Figura 11B). En
concordancia, el analisis mediante MET mostré la presencia de estas vesiculas
en el rango de tamarfo de los exosomas tanto en las muestras de los casos con
CO como en las de los controles, lo que confirma un enriquecimiento de
exosomas en el pellet extraido del fluido peritoneal (Figura 11C). El perfil NTA
mostré ademas que no habia diferencias significativas entre el numero de
particulas derivadas del fluido peritoneal obtenidas de los casos en
comparacién con los controles (Figura 11D). Sin embargo, se observd un
aumento significativo en la concentracion de particulas en los casos con CO
cuando el rango de tamafio se restringié al asociado a los exosomas (Exo-DFP)
(mediana de tamaiio en los casos, 2,81x10'" vs. controles, 1,41x10'" p/ml,
p=0,0014) (Figura 11E).
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Figura 11. Caracterizacion de las particulas y los Exo-DFP en controles y casos con CO. (A) Imagen
representativa de la distribucién del tamafio de particulas determinada por NTA en muestras de controles
(n=29) y casos con CO (n=74). (B) Morfologia de las vesiculas extracelulares observada por MET. Escala
200 nm. (C) Grafica que muestra el tamafio medio de exosomas observado en cada muestra y el tamafio
medio del pico primario de particulas en cada grupo de interés medido por NTA. (D) Analisis de la
concentracién de las particulas en muestras de controles (n=29) y casos con CO (n=74). (E) Analisis de la
concentracion de los exosomas derivados de los fluidos peritoneales (Exo-DFP) en muestras de controles
(n=29) y casos con CO (n=74). Valores de significancia (**, p-valor<0,01, prueba de Mann-Whitney). Todos
los datos se muestran utilizando la mediana junto con el rango intercuartilico.

4.3. Analisis de los Exo-DFP en funcion de las distintas variables

clinico-patolégicas y moleculares

Tras confirmarse que el pellet aislado de las muestras de fluidos peritoneales
estaba enriquecido en exosomas, el siguiente objetivo fue evaluar si la
cantidad de estos Exo-DFP podria ser un factor determinante en relacion a las

caracteristicas clinico-patolégicas y/o moleculares recopiladas previamente.

Al realizar la separacion de los casos con CO segun el E. tumoral se vio que las
diferencias entre casos y controles estaban determinadas principalmente por el
mayor numero de Exo-DFP detectados en los casos que desarrollaron tumores
en E. lll-IV (mediana de tamario en los casos con E. Ill-IV, 2,95x10"" vs.
controles, 1,41x10"" p/ml, p=0,0033) (Figura 12A). Es importante resaltar que el
subtipo SAG y el de células claras fueron las unicas histologias que mostraron

diferencias estadisticamente significativas en comparacion con los controles
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(mediana de tamario en los casos con CSAG, 2,67x10"" vs. controles, 1,41x10"
p/ml, p=0,031). Sin embargo, el limitado tamafo muestral de las patologias no-
SAG impidi6 llegar a conclusiones definitivas en relacion al numero de Exo-DFP
en estos subtipos histolégicos (Figura 12B). Por esto, y debido a la clara
heterogeneidad en cuanto al subtipo histologico observada en los E. I-l, los
analisis posteriores de los datos con respecto al NTA, se llevaron a cabo
unicamente teniendo en cuenta las histologias SAG, el subtipo histolégico mas
frecuentemente diagnosticado en la practica clinica y en nuestro estudio.

En este sentido, el analisis de la concentracion de los Exo-DFP segun el origen
quirurgico de la muestra mostré que la cantidad exosomal era significativamente
mayor en las recidivas. Estas muestras se recolectaron de aquellos casos con
un curso clinico prolongado y que fueron sometidas a multiples lineas de QT, o
en los tumores tratados con neoadyuvancia, en comparacion con las muestras
de aquellos casos que nunca habian sido sometidos a QT (Figura 12C). Cabe
destacar que en aquellos casos para los que se disponia de muestras seriadas
(n=8), la concentracién de particulas fue sistematicamente mayor en la cirugia
de intervalo, realizada tras la QT neoadyuvante, en comparacién con los

procedimientos quirurgicos sin QT aplicada (Figura 12D).

Al clasificar a los casos con CO segun su respuesta a la QT basada en platino,
se observo un aumento significativo de los Exo-DFP en los casos quimio-
resistentes (definidos como aquellos con un ILP inferior a 6 meses) (mediana de
tamario en los casos platino-resistentes, 3,93x10" vs. casos platino-sensibles,
2.19x10"" p/ml, p=0,0187) (Figura 12E). Por otro lado, no se mostraron
diferencias significativas cuando se consideraron las mutaciones en BRCA1/2 o
el estado de RHd, que son eventos oncogénicos principales asociados con el
desarrollo del CO (Figura 12F).
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Figura 12. Caracterizacion de los Exo-DFP en controles y casos con CO en funcién de la informacién
clinico-patolégica y molecular recogida. (A) Concentracion de los Exo-DFP en controles (CT, n=29) y
casos con CO separados segun el E. tumoral (E. I-ll [n=7] y E. lll-IV [n=67]). Se proporciona informacion
adicional sobre la histologia (CSAG, carcinoma seroso de alto grado; CE, carcinoma endometrioide; CSBG,
carcinoma seroso de bajo grado; CCC, carcinoma de células claras; CM, carcinoma mucinoso). (B)
Concentracién de los Exo-DFP en controles (CT, n=29) y casos con CO segun la histologia del CO. Las
muestras analizadas incluyeron controles (CT, n=29), carcinomas serosos de alto grado (CSAG, n=63),
carcinomas endometrioides (CE, n=6), carcinomas serosos de bajo grado (CSBG, n=2), carcinomas de
células claras (CCC, n=2) y carcinoma mucinoso (CM, n=1). Se proporciona informacion adicional sobre el
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E. de la enfermedad. (C) Concentracion de los Exo-DFP en muestras de controles (CT, n=29) y casos con
CSAG separados segun el origen quirdrgico de la muestra. En el grupo “PRIM” se incluyen las muestras
obtenidas de cirugias primarias y diagnosticas (n=25), “INT” incluye las muestras obtenidas de cirugias de
intervalo (n=24) y “REC” incluye aquellas muestras obtenidas de cirugias de recaida (n=14). (D)
Concentracién de los Exo-DFP en los diferentes momentos quirdrgicos de los casos con CSAG con
muestras seriadas (n=8) (PRIM, primaria/diagnostica; INT, intervalo; REC, recaida). (E) Concentracion de
los Exo-DFP en muestras de casos con CSAG segun la sensibilidad a la terapia con platino (sensib.,
sensible [n=35]; resist., resistente [n=16]). (F) Concentracion de los Exo-DFP en muestras de casos con
CSAG segun el estado mutacional de BRCA1/2 (WT, tipo salvaje [n=36] o MUT, mutado [n=17]) o el estado
del sistema de reparacion del ADN por RH (RHe, RH eficiente [n=23] o RHd, RH deficiente [n=30]). Valores
de significancia (*, p-valor<0,05; ** y p-valor<0,01, prueba de Mann-Whitney [E y F] o prueba de Kruskal-
Wallis con la prueba de comparaciones multiples de Dunn y p-valores ajustados usando el método de
Bonferroni [A-C]). Todos los datos se muestran utilizando la mediana junto con el rango intercuartilico.

4.4. Andlisis de la carga protedmica de los Exo-DFP en los casos

con CO y controles

De forma paralela al NTA, se cuantifico la cantidad total de proteina exosomal
mediante BCA en todos los casos y controles y se analizd su correlacion con las
distintas variables clinicas (Anexo 2). Al igual que ocurrié en el analisis de
la cantidad de los Exo-DFP, la cantidad total de proteina exosomal total fue
significativamente mayor en los casos con CO frente a los controles (mediana de
la cantidad de proteinas por particula (p/p) en los casos, 1,85 ug x10° particulas
vs. controles, 1,15 ug x10° particulas, p=0,0086) (Figura 13A).

Por otro lado, el analisis cuantitativo de las concentraciones de proteinas en los
Exo-DFP también mostré asociaciones significativas con ciertos perfiles clinicos.
En este sentido, se observé un aumento de 2 a 3 veces en la concentracion
de proteinas en los casos diagnosticados en E. tumorales IlI-IV (2,1 ug por
1x10° particulas) en comparacion con los controles (1,15 ug por 1x10°
particulas) y con los tumores detectados en E. tempranos (0,75 ug por 1x10°
particulas), observando significacion estadistica en ambas comparaciones (p-
valores: <0,01 y <0,05, respectivamente) (Figura 13B).

También se detectaron diferencias significativas en la concentracion de

proteinas al comparar los casos con CSAG con los controles, pero no para los
subtipos histologicos restantes (Figura 13 C). Teniendo en cuenta esto, y que la
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histologia SAG es la mas frecuentemente diagnosticada en la practica clinica y
en nuestro propio estudio, los analisis subsecuentes se realizaron considerando
unicamente a los casos con CSAG, de forma similar a la cuantificacion realizada
con el NTA.

Llama la atencidn que cuando se analiz6 la concentracion de proteinas totales
de los Exo-DFP en los casos con CSAG en funcion del origen quirurgico de la
muestra, se observo que aquellas muestras obtenidas de cirugias primarias
exhibian un mayor contenido de proteinas que las adquiridas de cirugias de
intervalo o recaida (Figura 13D). Esta tendencia también se confirmo6 cuando se
compararon los niveles de proteinas totales entre muestras seriadas de
diferentes casos, especialmente entre las muestras diagnosticas y las de cirugia
de intervalo (realizadas después de la QT neoadyuvante) (p-valor<0,01) (Figura
13E). Por otro lado, cuando se analiz6 la cantidad de proteinas en funcion de la
sensibilidad al platino (Figura 13F) o segun el perfil molecular del CO de los
casos (estado mutacional de BRCA1/2 y estado RH) no se observaron
diferencias significativas (Figura 13G).
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Figura 13. Analisis cuantitativo del contenido proteico exosomal por particula en los Exo-DFP. (A)
Proporcion de p/p en controles y casos con CO. (B) Proporcién de p/p en controles (n=29) y casos con CO
separadas segun el E. tumoral (E. |-l [n=7] y E. lll-IV [n=67]). Se proporciona informacion adicional sobre
la histologia (CSAG, carcinoma seroso de alto grado; CE, carcinoma endometrioide; CSBG, carcinoma
seroso de bajo grado [n=2]; CCC, carcinoma de células claras; CM, carcinoma mucinoso). (C) Proporcion
de p/p en muestras de controles (n=29) y casos con CO separadas en funcion de la histologia SAG (n=63)
0 no-SAG (n=11), compuesta por los subtipos endometrioide (n=6), seroso de bajo grado (n=2), de células
claras (n=2) y mucinoso (n=1). (D) Proporcién de p/p en muestras de controles y casos con CSAG
separadas segun el origen quirdrgico de la muestra, en el grupo “PRIM” se incluyen tanto las muestras
obtenidas de cirugias primarias como aquellas obtenidas de cirugias diagnésticas (n=25), “INT” hace
referencia al conjunto de muestras obtenidas de cirugias de intervalo (n=24) y “REC” hace referencia al
conjunto de muestras obtenidas de cirugias de recaida (n=14). (E) Evolucién de los niveles de proteinas
normalizadas en relacion con la concentracion de los Exo-DFP en diferentes muestras seriadas de casos
con CSAG (n=8) (PRIM, primaria/diagnostica; INT, intervalo; REC, recaida) (Prueba t-student pareada, **,
p-valor<0,01). (F) Proporcion de p/p en muestras de casos con CSAG segun la sensibilidad a la terapia con
platino (sensib., sensible [n=35]; resist., resistente [n=16]). (G) Proporcién de p/p en muestras de casos con
CSAG segun el estado mutacional de BRCA1/2 (WT, tipo salvaje [n=36] o MUT, mutado [n=17]) o el estado
del sistema de reparacion del ADN por RH (RHe, RH eficiente [n=23] o RHd, RH deficiente [n=30]). Valores
de significancia (*, p-valor<0,05; **, p-valor<0,01, y ****, p-valor<0,0001, prueba de Mann-Whitney [A,F y G]
o prueba de Kruskal-Wallis con la prueba de comparaciones multiples de Dunn y p-valores ajustados
usando el método de Bonferroni [B, C y D] o la prueba t-test pareada [E]). Todos los datos se muestran
utilizando la mediana junto con el rango intercuartilico.
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De acuerdo con las guias MISEV (45), la pureza de los Exo-DFP aislados
mediante ultracentrifugacion se confirmé mediante el analisis de los marcadores
exosomales, ALIX, TSG101, CD9, y marcadores de contaminacién, APOB vy
Albumina, en un subconjunto representativo de muestras de Exo-DFP obtenidas
de casos con CO o controles (Figura 14A y anexo 3). Ademas, los perfiles de
inmunotransferencia de los diferentes sobrenadantes o fracciones recogidos
durante la extraccion realizada por ultracentrifugacién mostraron una expresion
sélida de marcadores asociados con la biogénesis de exosomas (ALIX) o su
dinamica y morfologia de membrana (tetraspanina CD9) exclusivamente en el
pellet de los Exo-DFP (Figura 14B). Por el contrario, los sobrenadantes
obtenidos en pasos previos al aislamiento de los Exo-DFP (fluido peritoneal
total o sobrenadante) mostraron una ausencia absoluta de expresién para
estos marcadores (Figura 14B), indicando una extraccion selectiva y un

enriquecimiento en exosomas.

Para determinar si la fraccidén de los Exo-DFP aislada de los casos oncolégicos
contenia vesiculas secretadas especificamente por el tumor ovarico, se evalué
mediante inmunotransferencia la expresion de la proteina codificada por el gen
PAX8, del inglés Paired box 8 (PAX8), en un subconjunto de casos y controles.
Aunque PAX8 es conocido principalmente por codificar un FT esencial en la
fisiologia de las células foliculares tiroideas, su sobreexpresion ha sido
ampliamente descrita en el contexto del CO representando un marcador
diagnodstico fiable y ampliamente utilizado para patologias ginecologicas
derivadas de las células epiteliales secretoras de las trompas de Falopio (177).

El analisis de la expresion de PAX8 mediante WB demostro positividad en todas
las fracciones de los Exo-DFP recolectadas a partir de casos con CO (n=13) en
comparacion con solo uno de los 7 controles evaluados (ratio normalizado
PAX8/CD9, p-valor<0,0001) (Figura 14, C y D). Ademas, estos hallazgos
confirman que las vesiculas purificadas a partir de lavados peritoneales de los
casos con CO son secretadas, en gran medida, por el tumor ovarico. Esto nos
garantizaba la idoneidad de realizar una caracterizacion mediante MS del
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contenido vesicular, cuyo principal objeto seria identificar potenciales
biomarcadores predictivos y pronésticos en CO e, identificar vias especificas
moduladas por los Exo-DFP, pudiendo clasificar mejor los CSAG en funcién de
sus patrones protedémicos de Exo-DFP.
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Figura 14. Caracterizacion del contenido proteico de los Exo-DFP mediante inmunotransferencia en
muestras de casos con CO y controles. (A) Imagen representativa del analisis por inmunotransferencias
de la expresion de los marcadores exosomales (ALIX, TSG101 y CD9) y marcadores de contaminacion
(APOB y Albumina) en un panel de muestras de Exo-DFP de casos con CO (n=6) y controles (n=2). (B)
Analisis mediante inmunotransferencia de los marcadores exosomales ALIX y CD9 en muestras de casos
con CO (n=2) en diferentes etapas del proceso de aislamiento de los exosomas. Se recogi6 el fluido
peritoneal total (FP total) antes de comenzar el proceso de aislamiento, muestra del sobrenadante (SB)
inmediatamente después del primer paso de ultracentrifugacion y muestra del pellet obtenido tras la
ultracentrifugacion (Exo-DFP). (C) Imagenes representativas de geles de WB que evallan la expresion de
PAX8 en un panel de muestras de Exo-DFP de casos con CO (n=13) y controles (n=7). (D) Cuantificacién
de la proporcion de PAX8/CD9 obtenidas mediante inmunotransferencia en casos con CO (n=13) vs.
controles (n=7). Las bandas de inmunotransferencia correspondientes a los factores mencionados
anteriormente se cuantificaron utilizando el software Image J. Valores de significancia (****, p-valor<0,0001,
prueba de Mann-Whitney). Todos los datos se muestran utilizando la mediana junto con el rango
intercuartilico.

4.5. Andlisis proteémico del contenido de los Exo-DFP en casos y

controles

Para realizar el analisis proteémico del contenido exosomal se procedi6 a
seleccionar una serie de casos de la cohorte “discovery”y controles teniendo en
cuenta la cantidad minima de proteina total requerida para la caracterizaciéon
protedmica (220 ug). Finalmente, el analisis de la carga proteica de los Exo-DFP
mediante LC-MS/MS se llevo a cabo en 29 casos y 10 controles, manteniendo
tamafo muestral lo suficientemente grande como para establecer ciertas
comparaciones de interés (casos con CO vs. controles; casos con CSAG vs.
controles; platino-sensibles vs. platino-resistentes; citorreduccion primaria
[cirugia inicial] vs. cirugia de intervalo [después de la neoadyuvancia] o
citorreduccion de recaida [cirugia de salvamento en caso de recaida] y casos
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con mutacion en BRCA (BRCA mut.) vs. casos sin ninguna alteracion [BRCA wt,

del inglés Wild Type]).

La caracterizacién protedmica de la carga proteica de los Exo-DFP mediante
LC-MS/MS nos permitio identificar 20899 péptidos (FDR <1%, calculado a nivel
de péptido) correspondientes a 1825 proteinas (Anexo 4). La lista de las
proteinas identificadas en estas dos cohortes, “discovery”y control, se comparé
con una lista de referencia de marcadores de exosomas y EVs obtenidos de
repositorios de referencia (Vesiclepedia y ExoCarta). Este analisis resultd en la
identificacion de mas del 90% de las 100 proteinas mas comunmente detectadas
en sEVs y exosomas segun las bases de datos de Vesiclepedia y ExoCarta,
incluyendo los reconocidos marcadores exosomales (CD9, CD63 y CD81, entre
otros) (Figura 15). Estos hallazgos, junto a aquellos relacionados con el analisis
cuantitativo del tamafio de las vesiculas mediante NTA y MET, demostraron que
los exosomas fueron aislados eficientemente mediante el enfoque experimental

utilizado en nuestro estudio.

Nuestro estudio
(n=1825)

18
(18%)

17
(17%)

Vesiclepedia
(n=100)

ExoCarta
(n=100)

Figura 15. Diagrama de Venn que muestra la superposicion entre las proteinas identificadas en los
Exo-DFP de nuestro estudio y las 100 proteinas principales de las bases de datos Vesiclepedia y
ExoCarta.
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Tras comparar nuestros datos protedmicos derivados de los Exo-DFP de casos
con CSAG con estudios previos centrados en la identificacion de proteinas
expresadas de manera diferencial entre los tejidos de CO y sus correspondientes
tejidos normales (178), se observaron que 7 de ellas (la proteina PEBP1, del
inglés Phosphatidylethanolamine binding protein 1 [PEBP1], la proteina
Galectina-3 [LGALS3], la proteina S100A8, del inglés S100 calcium binding
protein A8 [S100A8], la proteina codificada por el gen FTL, del inglés Ferritin light
chain [FTL], la Proteina PSMAG, del inglés Proteasome 20S subunit alpha 6
[PSMAG], la proteina COL3A1, del inglés Collagen type Ill alpha 1 chain
[COL3A1] y la proteina Afamina, del inglés Alpha-fetoprotein-like [AFM])
mostraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a su expresion
entre casos y controles (p-valor<0,05) y una tendencia de expresion similar en
nuestros datos protedmicos en comparacion con dicho estudio. Ademas, otra
proteina tuvo un p-valor cercano al umbral de significacion (p-valor=0,056) (la
proteina codificada por el gen FGB, del inglés Fibrinogen beta chain [FGB])
(Figura 16A y anexo 5). Asimismo, los restantes biomarcadores mencionados en
dicho estudio (178) presentaron una tendencia similar en cuanto a su carga en
los Exo-DFP, pero no mostraron diferencias estadisticamente significativas
(Figura 16B y anexo 5).

Considerando ademas los resultados recientemente obtenidos por Lai et al., que
se centraron en la caracterizacion de proteinas en exosomas derivados de
sangre periférica de pacientes con CO, nuestros datos protedbmicos
confirmaron el valor diagnostico de la proteina de la cadena gamma de
fibrinogeno (FGG) y de la apolipoproteina A-IV (APOA4), pero no para la
mucina 16 (MUC16, también conocida por CA125). Este ultimo marcador
presento una relacion de expresion opuesta a la esperada en nuestros hallazgos

en comparacion con los datos de dicho estudio (166) (Figura 16C).
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Figura 16. Comparacion del contenido proteico de los Exo-DFP de aquellos casos con CSAG con
estudios previos de CO. (A) Grafico que representa los datos de cuantificacion proteémica normalizada,
con diferencias estadisticamente significativas, entre casos con CSAG (SAG, n=23) y controles (CT, n=10)
de 7 proteinas (PEBP1, LGALS3, S100A8, FTL, PSMA6, COL3A1 y AFM) previamente descritas como
biomarcadores proteicos de CO y que siguen la misma tendencia de contenido exosomal que dichos
estudios (178). P-valores de significancia ajustados de Benjamini-Hochberg (*, p-valor<0,05; **,
p-valor<0,01 y ***, p-valor<0,001, prueba de Mann-Whitney). Todos los datos se muestran utilizando la
mediana junto con el rango intercuartilico. Las lineas verticales oscuras separan los marcadores
previamente descritos por 4 estudios independientes. (B) Grafico que representa los datos de cuantificacién
protedmica normalizada de 7 proteinas (ANXA5, proteina de union a retinol 1 [RBP1], ANXA1, la proteina
de la cadena alfa de fibrindgeno [FGA], la proteina codificada por el gen FGB, del inglés Fibrinogen beta
chain [FGB], la proteina miembro 1 de la Familia D de las proteinas de choque térmico [HSPD1] y la
Prohibitina 1 JPHB1]) que no mostraron diferencias estadisticamente significativas pero que siguen la misma
tendencia de contenido en exosomas que dichos estudios (178). La comparacion se establece entre
controles (CT, n=10) y casos con CO con histologia SAG (SAG, n=23). Las lineas verticales oscuras
separan los marcadores previamente descritos por 4 estudios independientes (Anexo 5). (C) Grafico que
muestra los datos de cuantificacién protedmica normalizada de la proteinas FGG, APOA4 y MUC16,
estudiadas en EVs, comparando muestras de nuestra cohorte de casos con CSAG (SAG, n=23) vs.
controles (CT, n=10). Estos factores fueron descritos previamente como marcadores de diagndstico para
CO en EVs derivados del suero (166).
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4.6. Analisis no supervisado de la carga proteémica de los Exo-DFP

de casos y controles

El siguiente paso consistidé en realizar un analisis no supervisado que permitio
confeccionar un mapa de correlacion basado en las 1825 proteinas identificadas
en el analisis proteémico de todos los casos y controles (Figura 17). Este mapa
de correlacion mostré6 una separacion de las muestras no tumorales en 2
clusteres con perfiles de expresion diferentes (Cluster 1 y subcluster [subc.] 2A).
Este ultimo subc. incluyé de manera aislada una muestra de CO (C1133). Con
respecto a las muestras tumorales, los casos con CO se subdividieron en dos
clusteres bien diferenciados (Subc. 2B-C vs. 3A-B). En ambos clusteres, se
evidencio una distribucién indistinta de CSAG en dos subc. (Subc. 2By 3A) y la
acumulacion preferencial de muestras procedentes de histologia no SAG en
ramas especificas (Subc. 2C y 3B). Mencionar ademas que el cluster 2C incluyé
a un paciente control que en el momento del diagnostico presentaba un

cistoadenoma mucinoso (ctrl1351).
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Figura 17. Mapa de agrupamiento de correlaciones que representa el analisis no supervisado del
perfil de proteinas contenidas en los Exo-DFP en todos los casos y controles caracterizados por
espectrometria de masas. La barra de color a la izquierda indica el grado de correlacion entre dos
muestras en estudio, con un valor de 1 (rojo oscuro) que indica una muestra idéntica en cuanto al contenido
de proteinas y -1 (azul oscuro) que indica muestras con perfiles potencialmente opuestos. En el lado
derecho, se resaltan los principales clusteres (1, 2y 3) y subc. (2A-C y 3A-B) y las principales caracteristicas
clinicas de las muestras en comparacion (controles [CS: Cistoadenoma ovarico seroso; CM: cistoadenoma
ovarico mucinoso; MU: mioma uterino; HE: hiperplasia endometrial] vs. muestra tumoral de CO; SAG vs.
No SAG (E, Endometrioide; SBG, Seroso de bajo grado; M, Mucinoso; y CC, de Células claras). Los
clusteres de muestras con los ratios de correlacion més altos estan etiquetados en cuadros verdes y azul.

Estos patrones de agrupacion también se observaron en el Analisis de
Componentes Principales (PCA, del inglés Principal Component Analysis)
basado en los datos protedmicos (Figura 18) que, a diferencia del analisis
anterior, considerd exclusivamente las proteinas detectadas en todas las
muestras incluidas a estudio. En esta figura se observa una clara separacion
entre las muestras pertenecientes a los clusteres 2 y 3, que fueron definidos
previamente mediante analisis de correlacion (Figura 17). Ademas, se puede
apreciar cierta separacion entre el subc. 2B, conformado unicamente por
muestras tumorales de histologia SAG, y los subc. 2A y 2C, donde se acumulan

muestras no tumorales y tumorales no SAG.
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Figura 18. PCA basado en los datos proteémicos obtenidos al comparar muestras de pacientes
control con todos los casos con CO estudiados.
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4.7. Analisis no supervisado de la carga proteémica de los Exo-DFP

en los casos con CSAG frente a los controles

Para minimizar el posible factor de confusion debido a la inclusion de subtipos
histolégicos no SAG, que como se menciond anteriormente, presentaban una
cantidad reducida de Exo-DFP y una carga proteica reducida en comparaciéon
con las histologias SAG (Figuras 12A y 13C), se realizd una correlacion no
supervisada similar comparando exclusivamente las patologias SAG con los
controles (Figura 19). El mapa de correlacién permitio distinguir claramente los
casos con CSAG de los controles, diferenciandose dos clusteres principales de
casos con CSAG, que se nombraron como cluster S-1 y cluster S-2.

El subc. principal S-1 agrupé predominantemente muestras obtenidas durante
cirugias de recaida (5 de 9 casos con CSAG, 55%). Estas muestras también se
agruparon en un reducido cluster que mostré una solida correlacion entre ellas
(C1128, C467, C1445 y C424 [Figura 19, cuadro en verde oscuro]; correlacion
promedio=0,76). Por otro lado, el subc. principal S-2 incluyé principalmente
muestras diagnosticas y muestras primarias (quimio-naive) (8 de 10, 80%). Este
subc. mostré ademas un subconjunto de muestras con la correlacion mas
alta de todo el analisis (C1083, C608 y C916 [Figura 19, cuadro en verde
oscuro]; correlacion promedio: 0,82), siendo estas muestras exclusivamente

diagnésticas.

En cuanto a las muestras obtenidas de cirugias de intervalo, aunque su
distribucion en el mapa de correlacién abarcé ambos clusteres, éstas tendieron
a agruparse cercanas unas a otras (C1067, C618 y C469 o C660 y C416).
Es igualmente importante destacar que las muestras seriadas incluidas en el
analisis proteémico (C618, intervalo y C516, diagndstica), a pesar de mostrar
una alta correlacion en el contenido de sus vesiculas (indice de
correlacion=0,72), se agruparon con otras muestras obtenidas en momentos

quirurgicos similares en lugar de hacerlo conjuntamente.
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Figura 19. Mapa de agrupamiento de correlaciones que representa el analisis no supervisado del
perfil de proteinas contenidas en los Exo-DFP en los casos con CSAG y controles caracterizados
por espectrometria de masas. La barra de colores a la izquierda indica el grado de correlacion entre dos
muestras en estudio, donde un valor de 1 (rojo oscuro) indica una muestra idéntica en términos de contenido
proteico y -1 (azul oscuro) indica muestras potencialmente opuestas. En el lado derecho, se resaltan los
principales clusteres (S-1, n=10 y S-2, n=13) y las caracteristicas clinicas mas relevantes de las muestras
en comparacion (controles [CS: cistoadenoma ovarico seroso; CM: cistoadenoma ovarico mucinoso; MU:
mioma uterino; HE: hiperplasia endometrial] vs. CSAG; procedimientos: cirugias primarias, de intervalo o
de recurrencia). Los subclUsteres de correlacion principales para S-1 y S-2 se representan en recuadros
morado y azul. Los recuadros verdes incluyen las muestras con la correlacion mas alta y estan asociados
exclusivamente con recurrencias (correlacion promedio=0,76) o con muestras diagnosticas (correlacion
promedio=0,82).

Estos resultados se confirmaron mediante PCA, ya que se observé una clara
separacion de los dos clusteres S-1 y S-2. Ademas, se pudo ver una mayor
agrupacion en las muestras obtenidas tras las cirugias de recaida dentro del
cluster S-1, asi como una mayor agrupacion de aquellas muestras obtenidas tras

cirugias primarias o diagnésticas en el cluster S-2 (Figura 20).
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Figura 20. PCA basado en los datos proteémicos obtenidos al comparar muestras de pacientes
control con todos los casos con CSAG estudiados.

La comparacién del perfil protedmico entre casos con CSAG y controles revelo
un total de 485 PDCs en los Exo-DFP entre ambos grupos, con un p-valor<0,05
(Figura 21), lo que representa mas del 25% del total de proteinas identificadas.
Entre ellas, 192 PDCs mostraron una presencia significativamente mayor en el
grupo de casos con CSAG (97/192) o en el grupo de los controles (95/192)
cuando se aplicaron umbrales mas rigurosos (Fold Change [FC] 22 o <-2) (Figura
21). De interés, mencionar algunas de las proteinas significativamente mas
sobre-contenidas en los casos de CSAG, tales como STXS, la proteina SETSIP,
del inglés SET like protein (SETSIP), las proteinas TMED, del inglés
Transmembrane p24 trafficking protein (TMED) 2 y 7, S100A4, FTL, la proteina
codificada por el gen HLA-DRBS, del inglés Major histocompatibility complex,
class Il, DR beta 5 (HLA-DRB5), COL3A1 o la proteina PDCL, del inglés
Phosducin-like protein (PDCL). Por otro lado, se vio un mayor contenido de
proteinas pertenecientes a la familia de las uroplaquinas (UPK), de la proteina
transferrina (TF) y de la proteina mesotelina (MSLN) en los Exo-DFP de los

controles.
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Figura 21. Gréafico tipo volcan en el que se representan las PDCs entre casos con CSAG vs. controles
(PDCs =192). En el grafico se muestran los valores z normalizados de cada proteina detectada frente a sus
correspondientes p-valores ajustados. Las lineas discontinuas representan los p-valores ajustados con
umbrales inferiores a 0,05 (eje x) o un FC 22 o <-2 (eje y). Las proteinas significativamente desreguladas
que se muestran en el cuadrante superior derecho (circulos rojos y verdes) denotan proteinas sobre-
contenidas en el clister de casos con CSAG, mientras que las proteinas etiquetadas como circulos azules
y naranjas representan proteinas sobre-contenidas en el cluster de control. Los hombres de las proteinas
de mayor interés bioldgico aparecen reflejadas con sus simbolos: STX5, SETSIP, TMED2, TMED7; FTL,
HLA-DRBS5, COL3A1 y S100A4 (proteinas reguladas al alza en los casos con CSAG). UPK1B, UPK3B, TF
y MSLN (proteinas reguladas a la baja en los casos con CSAG).

4.8. Analisis comparativo de la carga proteica en las distintas

variables clinicas

Como se menciond anteriormente, y teniendo en cuenta solo el grupo de los
casos con CSAG, se realiz6 un analisis de correlacion entre dichas muestras
segun el momento quirurgico en el cual se recogieron. Las distintas
comparaciones realizadas mostraron una clara correlacion entre los

especimenes en funcion de su origen quirurgico.

En la comparacion entre las muestras obtenidas de las cirugias primarias o
diagnosticas y las obtenidas de cirugias de intervalo, se pueden identificar tres
clusteres en el mapa de correlacidon (Figura 22A). Un primer cluster compuesto

mayoritariamente por muestras de cirugias primarias/diagnosticas (Cluster P+,
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8/9 [88,9%]), un segundo compuesto por cirugias de intervalo (Cluster |1, 3/3
[100%]) y un tercer cluster compuesto por muestras obtenidas de cualquiera de
los procedimientos quirargicos (Cluster M) (Figura 22A).

Al realizar la comparacién entre las muestras obtenidas de cirugias
primarias/diagnosticas frente a las de recaida se observaron igualmente 2
clusteres, el primero compuesto en su mayoria por muestras de cirugias
primarias/diagnésticas (Cluster P2, 8/9 [88,9%]) y un segundo cluster compuesto
mayoritariamente por muestras obtenidas en cirugias de recaidas (Cluster Ry,
5/7 [71,4%]) (Figura 22B).

Finalmente, tras comparar las muestras obtenidas de cirugias de intervalo frente
a las de recaida, éstas se volvieron a separar en 2 clusteres, uno de ellos que
agrupaba en su mayoria muestras de cirugias de intervalo (Cluster Iz, 5/6
[83,3%]) y un segundo cluster que incluia mayoritariamente muestras obtenidas
en cirugias de recaidas (Cluster Rz, 5/7 [71,4%]) (Figura 22C).
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Figura 22. Mapa de agrupamiento de correlaciones que representa el analisis no supervisado del
perfil de proteinas contenidas en los Exo-DFP, caracterizadas por espectrometria de masas, para
las muestras de los casos con CSAG segun el momento quirurgico. (A) Cirugia de intervalo vs.
primaria/diagnostica. (B) Cirugia de recaida vs. primaria/diagnostica. (C) Cirugia de recaida vs. de intervalo.
La barra de colores a la izquierda indica el grado de correlacion entre dos muestras en estudio, con un valor
de 1 (rojo oscuro) que indica una muestra idéntica en cuanto al contenido de proteinas y -1 (azul oscuro)
que indica posibles muestras con perfiles completamente opuestos. En el lado derecho de cada panel, se
muestran los principales grupos de correlaciéon y los procedimientos quirdrgicos (cirugias primarias/
diagnésticas [P], de intervalo [I] o de recaida [R]).

En cuanto al estado mutacional de los genes BRCA1/2 en el CSAG, se sabe que
alrededor del 20% de las pacientes presentan alteraciones patogénicas en
estos genes, ya bien sean germinales o somaticas. Sin embargo, es importante
destacar que este porcentaje se incrementa significativamente hasta el 50% de
las pacientes a estudio cuando se considera cualquier deficiencia de la RH
(22,40). Considerando el perfil genético de los casos con CSAG de nuestro
estudio, se observo que aquellas muestras de los casos que tenian algun tipo de
alteracion patogénica en los loci BRCA1/2 o en otros genes vinculados con el
sistema de reparacion del ADN por la via de la RH (como PALB2, BRIP1,
amplificacion de RAD21, CCNET1), o valores indicativos de RHd, se distribuyeron
de manera similar en el analisis de correlacién entre los clusteres proteémicos
S-2y S-1(7/12 [58%)] vs. 10/10 [80%], respectivamente) (Figura 23).
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Figura 23. Mapa de agrupamiento de correlaciones que representa el analisis no supervisado del
perfil de proteinas contenidas en los Exo-DFP, caracterizadas por espectrometria de masas, para
las muestras de los casos con CSAG teniendo en cuenta el estado mutacional de los genes BRCA1/2
y su estado RH. La barra de colores a la izquierda indica el grado de correlacién entre dos muestras en
estudio, con un valor de 1 (rojo oscuro) que indica una muestra idéntica en cuanto al contenido de proteinas
y -1 (azul oscuro) que indica posibles muestras con perfiles completamente opuestos. En el lado derecho
de la figura, se muestran los clisteres principales de los casos con CSAG (S-1 y S-2). También se
proporciona informacion sobre la presencia de alteraciones patogénicas en los loci de BRCA1/2 (amarillo
oscuro), en otros genes relacionados con la RHd (PALB2, BRIP1, CCNE1, MYC y RAD21) o la presencia
de otros eventos moleculares sugestivos de fenotipos deficientes en la RH (recuadros amarillos claros). Los
tumores sin alteracion patogénica y con RHe se representan con recuadros blancos.

Finalmente, el analisis no supervisado del perfil proteébmico entre los casos
con CSAG en funcién de la platino-sensibilidad revelé que los dos clusteres
contenian un porcentaje similar de muestras platino-sensibles y platino-

resistentes (30% y 38% para el cluster S-2 y S-1, respectivamente) (Figura 24).
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(30% Pt-R)

Cluster S-1
(38% Pt-R)
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Figura 24. Mapa de agrupamiento de correlaciones que representa el analisis no supervisado del
perfil de proteinas contenidas en los Exo-DFP, caracterizadas por espectrometria de masas, para
las muestras de los casos con CSAG segun el grado de respuesta al tratamiento con platino. La
barra de colores a la izquierda indica el grado de correlacion entre dos muestras en estudio, con un valor
de 1 (rojo oscuro) que indica una muestra idéntica en cuanto al contenido de proteinas y -1 (azul oscuro)
que indica posibles muestras con perfiles completamente opuestos. En el lado derecho de la figura, se
muestran los clisteres principales de los casos con CSAG (S-1y S-2). También se proporciona informacion
sobre el grado de respuesta al platino de cada paciente (platino-sensible, verde; platino-resistente, granate).
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4.9. Analisis comparativo de las PDCs de los Exo-DFP en las

distintas categorias clinicas

Ademas de lo anterior, se analizaron las PDCs en los Exo-DFP entre las
diferentes categorias clinicas estudiadas. En primer lugar, se estudiaron las
PDCs entre los casos con CSAG en funcion del momento quirurgico del cual se
obtuvo la muestra (intervencion diagndstica/primaria, cirugia de intervalo o
cirugia de rescate [recaidas]). La comparacion del contenido proteico de los Exo-
DFP obtenidos a partir de muestras de cirugias de intervalo frente a las
obtenidas de cirugias primarias/diagnosticas revel6 un total de 164 PDCs en los
Exo-DFP que mostraron diferencias significativas entre ambos grupos con un
p-valor<0,05. Cuando ademas se restringio el numero de PDCs aplicando un
umbral de un FC 22 o =<-2, se detectaron un total de 51 proteinas sobre-
contenidas en los Exo-DFP que se aislaron de muestras procedentes de cirugias
de intervalo frente a las de cirugias diagndsticas/ primarias y 42 proteinas infra-
contenidas. Cabe destacar, dada su funcion bioldgica, algunas de ellas tales
como STX5, S100A4, la proteina S100A6, del inglés S7100 calcium binding
protein A6 (S100A6), TMEDY o proteinas de la familia de las ANXAs, entre las
que presentaron un mayor contenido en muestras de cirugias de intervalo; y
FGG, FGB y la proteina codificada por el gen FGA, del inglés Fibrinogen alpha
chain (FGA), entre aquellas proteinas sobre-contenidas en muestras de cirugias
primarias/diagndsticas (Figura 25A).

Al comparar el contenido proteico de los Exo-DFP de las muestras de cirugias
de recaida frente a las obtenidas de cirugias primarias/diagnosticas, se
detectaron un total de 493 PDCs entre ambos grupos que mostraron diferencias
significativas con un p-valor<0,05. De ellas, 52 fueron PDCs con un mayor
contenido en recidivas (FC=2), incluyendo proteinas de la familia de las
anexinas, TMED2 y S100A4, y 69 PDCs mostraron mayor contenido en muestras
primarias/diagndsticas (FC<-2), como FGA, FGB, FGG y FTL (Figura 25B).
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Finalmente, al comparar el contenido proteico de los Exo-DFP entre las muestras
de cirugias de recaida frente a las de intervalo, se identificaron 81 PDCs entre
ambos grupos con diferencias significativas (p-valor<0,05). De ellas, 24 fueron
PDCs sobre-contenidas en muestras de recidivas (FC22), destacando PDCL, y
19 PDCs infra-contenidas, (FC<-2), en el grupo de muestras obtenidas de

cirugias de recaida, entre las que cabe destacar a FTL (Figura 25C).
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Figura 25. Grafico tipo volcan en el que se representan las PDCs para las muestras de los casos con
CSAG obtenidas segin el momento quirturgico. (A) Cirugia de intervalo vs. primaria/diagndstica
(PDCs=164). (B) Cirugia de recaida vs. primaria/ diagnéstica (PDCs=493). (C) Cirugia de recaida vs. de
intervalo (PDCs=81). En cada grafico se muestra los valores z normalizados de cada proteina detectada
frente a sus correspondientes p-valores ajustados. Las lineas discontinuas representan los p-valores
ajustados con umbrales inferiores a 0,05 (eje x) o un FC 22 0 <-2 (eje y). (A) En este grafico se representan
las PDCs que se muestran en el cuadrante superior derecho (circulos rojos) que indican proteinas sobre-
contenidas en el grupo de muestras pertenecientes a cirugias de intervalo, mientras que las proteinas
etiquetadas con circulos azules representan proteinas sobre-contenidas en el grupo de muestras obtenidas
de cirugias primarias/diagnosticas. (B) En el grafico se representan las PDCs que se muestran en el
cuadrante superior derecho (circulos rojos) indicando las proteinas sobre-contenidas en el grupo de
muestras pertenecientes a cirugias de recaida, mientras que las proteinas etiquetadas con circulos azules
representan proteinas sobre-contenidas en el grupo de muestras obtenidas de cirugias primarias/
diagnosticas. (C) En este grafico se representan las PDCs que se muestran en el cuadrante superior
derecho (circulos rojos) que indican aquellas proteinas sobre-contenidas en el grupo de muestras
pertenecientes a cirugias de recaida, mientras que las proteinas etiquetadas con circulos azules
representan proteinas sobre-contenidas en el grupo de muestras obtenidas de cirugias de intervalo. Los
nombres de las proteinas de mayor interés bioldgico aparecen reflejadas con sus simbolos: S100A4;
S100A6; ANXA1, 2, 4, 5, 7; STX5; TMED2; TMED7; FGA; FGB; FGG; FTL y PDCL.

Al comparar el perfil protedmico de los Exo-DFP entre los casos con CSAG
teniendo en cuenta unicamente el estado mutacional de los genes BRCA1/2, se
observaron un total de 48 PDCs que mostraron diferencias significativas entre
ambos grupos con un p-valor<0,05. Cuando ademas se restringio el numero de
PDCs aplicando un umbral de un FC 22 o <-2, se detectaron un total de 5 PDCs
que estaban sobre-contenidas en el grupo de los Exo-DFP aislados de muestras
de casos que tenian mutaciones en los genes BRCA1/2, pudiendo destacar a
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HLA-DRBS. Por el contrario, no se detectd ninguna PDC sobre-contenida en

aquellas muestras de casos sin mutaciones en los genes BRCA1/2 (Figura 26).
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Figura 26. Grafico tipo volcan en el que se representan las PDCs para las muestras de los casos con
CSAG teniendo en cuenta el estado mutacional de los genes BRCA1/2. En el grafico se muestra los
valores z normalizados de cada proteina detectada frente a sus correspondientes p-valores ajustados.
Las lineas discontinuas representan los p-valores ajustados con umbrales inferiores a 0,05 (eje x) o
un FC 22 o <-2 (eje y). En el cuadrante superior derecho (circulos rojos) se representan las proteinas
significativamente sobre-contenidas en el grupo de muestras de casos con mutaciones en los genes
BRCA1/2. Los nombres de las proteinas de mayor interés bioldgico aparecen reflejadas con sus simbolos:
HLA-DRBS.

Cuando se realiz6 la comparacién del perfil protedmico de los Exo-DFP entre los
casos con CSAG en funcion de la sensibilidad o resistencia al platino con
posterioridad a la recogida de la muestra, se detectaron un total de 22 PDCs que
mostraron diferencias significativas entre ambos grupos con un p-valor<0,05. Al
restringir el numero de PDCs aplicando un umbral de un FC 22 o <-2, se
detectaron un total de 8 PDCs que presentaban un mayor contenido en el
grupo de los Exo-DFP aislados de muestras de casos platino-resistentes,
destacando STX5 y la proteina RAD23A, del inglés RAD23 homolog A,
nucleotide excision repair protein (RAD23A). Por contra, se observaron 4 PDCs
sobre-contenidas en aquellas muestras de casos platino-sensibles, entre las que
destaco FGA (Figura 27).
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Figura 27. Grafico tipo volcan en el que se representan las PDCs para las muestras de los casos
con CSAG analizando el grado de respuesta al tratamiento con platino. En el grafico se muestran
los valores z normalizados para cada proteina detectada frente a sus correspondientes p-valores
ajustados. Las lineas discontinuas representan los p-valores ajustados con umbrales inferiores a 0,05
(eje x) oun FC >2 o0 <-2 (eje y). En el cuadrante superior (circulos rojos) se representan las proteinas
significativamente desreguladas y sobre-contenidas en el grupo de muestras de casos platino-
resistentes, mientras que las proteinas etiquetadas con circulos azules representan proteinas
sobrerrepresentadas en el grupo de muestras de casos platino-sensibles. Los nombres de las
proteinas de mayor interés bioldgico aparecen reflejadas con sus simbolos: STX5; RAD23A y FGA.

4.10. Analisis de enriquecimiento funcional de las PDCs en los

Exo-DFP en las distintas categorias de interés

El analisis realizado mediante la herramienta Enrichr tenia como objetivo
identificar procesos biologicos y categorias funcionales alteradas entre las PDCs
en los Exo-DFP, para lo que se considerd aquellas PDCs con un p-valor<0,05.
Teniendo en cuenta la comparacién de casos con CSAG vs. controles, dicho
analisis reveld un enriquecimiento en proteinas asociadas con componentes
extracelulares, tales como EVs, organulos y exosomas (Figura 28A y anexo 6),
confirmando la eficacia de nuestro enfoque experimental y la solidez de nuestros
hallazgos. Resultados similares fueron obtenidos para cualquiera de las

comparaciones realizadas en nuestro estudio (datos no mostrados).
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Al comparar los casos con CSAG frente a los controles, se observé que aquellas
PDCs sobre-contenidas en las muestras de los casos con CSAG estaban
involucradas en diversas rutas biolégicas como la regulacién del oncogén MYC,
la transicidn epitelio-mesénquima, las vias de sefalizacion de mTOR, rutas
metabdlicas como la fosforilacion oxidativa (FO) y rutas asociadas al sistema
inmune y al transporte de proteinas, entre otras. Mientras que, las proteinas
significativamente sobre-contenidas en los Exo-DFP de los controles, estaban
involucradas en procesos relacionados con la coagulacion y hemostasia y el
transporte de componentes celulares a la MP (Figura 28B y anexo 6).

Una vez analizadas las muestras en funcion del momento quirurgico en el cual
se recogieron, se identificaron diversas rutas biologicas asociadas a las
proteinas sobre-contenidas en aquellas muestras provenientes de las
biopsias diagnosticas o de las cirugias primarias que estaban asociadas con
la coagulacion, la cascada del complemento y eventos inmunitarios (Figura 28C
y anexo 6). Por otro lado, aquellas muestras que provenian de cirugias de
intervalo o de recaida, y que por tanto habian sido sometidas a una o varias
lineas de tratamiento y presentaban una mayor evolucion de la enfermedad,
mostraron un mayor contenido de proteinas implicadas en rutas biologicas
relacionadas con la via de mTOR y JAK/STAT, con procesos hipdxicos y
metabalicos, y especificamente, en aquellas muestras obtenidas de cirugias de
recaida, se observd un enriquecimiento en rutas asociadas al proceso de
transicion epitelio-mesénquima y a la regulacién del oncogén MYC (Figura 28, D

y E; y anexo 6).

Después de analizar las rutas biologicas asociadas a las PDCs sobre-
contenidas en los Exo-DFP de las muestras con diferentes estados mutacionales
en BRCA1/2, se vio un enriquecimiento significativo en vias implicadas en
procesos inmunolégicos (Figura 28F y anexo 6).
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Finalmente, se analizaron las muestras de los casos platino-sensibles vs. platino-
resistentes y se observd que las rutas biolégicas mas enriquecidas entre las
proteinas sobre-contenidas de las muestras de los casos platino-resistentes
estaban implicadas principalmente en procesos hipdxicos y metabdlicos y en

eventos inmunitarios (Figura 28G y anexo 6).

En base a todos estos resultados, se pudo concluir que las proteinas sobre-
contenidas en los Exo-DFP de aquellas muestras asociadas a un peor
prondstico estan preferentemente implicadas en multiples procesos

oncogeénicos, moleculares y metabdlicos que favorecen la progresion tumoral.
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Figura 28. Graficos de barras que representan procesos biologicos y categorias funcionales de
interés enriquecidas segun la herramienta Enrichr en ciertas comparaciones de interés. (A)
Categorias relacionadas con compartimentos celulares enriquecidas en muestras de casos con CSAG en
comparacién con los controles (p-valor ajustado<0,01). (B-G) Categorias incluidas para las diferentes
comparaciones (p-valor ajustado<0,05): de abajo a arriba Hallmarks, Reactome, GO Biological Process y
GO Cellular Component. En cada grafica se muestran el top 3 de las rutas biolégicas mas enriquecidas y
significativas para las diferentes categorias relevantes para cada una de las comparaciones. Dichas
categorias estan separadas una de otra por una linea de puntos en cada comparacion. Las graficas en rojo
o en azul se generan a partir del analisis de las PDCs en uno u otro de los grupos a estudio que se
comparan. (B) Casos con CSAG (en color rojo a la izquierda) vs. controles (en color azul a la derecha).
Comparacion entre las muestras recogidas en distintos momentos quirdrgicos: (C) muestras recogidas en
cirugias de intervalo (en color rojo a la izquierda) vs. diagnésticas/primarias (en color azul a la derecha); (D)
muestras de cirugias de recaida (en color rojo a la izquierda) vs. cirugias diagnésticas/ primarias (en color
azul a la derecha); (E) muestras de cirugias de recaida (en color rojo a la izquierda) vs. de intervalo (en
color azul a la derecha). (F) Muestras de casos con mutaciones en los genes BRCA71 o BRCAZ2 (en color
rojo a la izquierda) vs. muestras de casos sin mutaciones (en color azul a la derecha). (G) Muestras de
casos platino-resistentes (en color rojo a la izquierda) vs. platino-sensibles (en color azul a la derecha).
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4.11. Validacion

Como se muestra en la figura 29, 25 de las PDCs identificadas aparecieron
significativamente desreguladas (p-valor<0,05 y un FC =2 o <-2) para varias
comparaciones clinicas de interés. Dicha informacién se tuvo en cuenta para
la validacion de proteinas de potencial interés prondstico o predictivo,
estableciendo como criterio de seleccion aquellas proteinas con un papel
bioldgico plausible en el desarrollo o progresion del tumor ovarico y que ademas,
presentasen ratios de expresion con una tendencia consistente entre las
diferentes comparaciones del analisis. Considerando estas condiciones, nos
centramos en 2 de estas 25 proteinas, S100A4 y STX5.

SAG E.lNI-IV Pt-Resist. BRCA-alt. C.Intervalo C.Recaida
VSs. VSs. VSs. VSs. VS. VS.
Controles E.I-ll Pt-Sensib. BRCA-wt C.Primaria  C.Primaria

S100A4
HM13
PLOD3
TMED2
TMEM14C
EIF3I
LMNB1
RPL26
TMED7
STX5
CRP
DCDC1
FCER1G
H3C1
PLA2G6
SEC11A
TMBIM6
VSIG4
FTL
FGG
PDCL
SLC4A2
HAPLNZ2
RPL34
HLA-DRBS

I adjusted p-value<0,05; fold change=2

[ adjusted p-value<0,05; fold change<-2
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Figura 29. Tabla que muestra las 25 PDCs contenidas en diversas comparaciones de interés.
Las casillas rojas representan las proteinas con mayor contenido en los Exo-DFP de la condicion a
estudio o primera condicién, mientras que las casillas azules indican las proteinas con mayor
expresion en la condicién control o segunda condicion.

En este sentido, STX5 esta involucrado activamente tanto en eventos de
autofagia como en el transporte entre compartimentos celulares (del reticulo
endoplasmatico al aparato de Golgi). Nuestro conjunto de datos mostré que el
contenido en STX5 en los Exo-DFP era estadisticamente mas alto tanto en las
comparaciones de casos con CSAG frente a controles (ratio de expresion=4,55,
p-valor ajustado=0,008) (Figura 21), como en casos platino-resistentes frente a
platino-sensibles (ratio de expresion=2,27, p-valor ajustado=0,036) (Figura 27).
Estas diferencias significativas también se observaron cuando se consideraron

los valores z individuales para el contenido de STX5 (Figura 30A).

En cuanto al factor S100A4, los extensos datos de la literatura respaldan
su papel, y el de diferentes miembros de su familia de proteinas, en la
predisposicidn al desarrollo y adquisicidn de fenotipos agresivos en diferentes
carcinomas sélidos (179,180). De acuerdo con esto, nuestro perfil protedmico
mostré que el contenido en S100A4 de los Exo-DFP era significativamente
mayor en casos con CSAG frente a controles (ratio de expresion=2,00,
p-valor ajustado<0,001) (Figuras 21 y 30A) y en recaidas y cirugias de
intervalo frente a muestras de cirugias diagnosticas/primarias (ratio de
expresion=2,19 y p-valor ajustado<0,0001 y ratio de expresién=2,21 y p-valor
ajustado=0,016, respectivamente) (Figura 25, A y B). Otros datos adicionales
que respaldan el papel potencial de S100A4 en la patogénesis del CO fueron el
aumento progresivo de sus valores z a lo largo de la evolucién clinica de la

enfermedad (Figura 30B).
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Figura 30. Graficos relativos a los datos proteémicos de factores proteicos de potencial interés
pronéstico y predictivo: S100A4 y STX5. (A) Grafico de puntos que muestra los valores z individuales de
las proteinas S100A4 y STX5 de las muestras de Exo-DFP de los casos con CSAG (SAG) frente a los
controles. (B) Grafico de puntos con los valores z individuales de la proteina S100A4, categorizados segun
el momento quirurgico, incluyendo muestras no oncoldgicas (CT, n=10), muestras de Exo-DFP de los casos
con CSAG recogidas de cirugias primarias/diagnosticas (PRIM, n=10), de intervalo (INT, n=7) o de recaida
(REC, n=6). Valores de significancia (*, p-valor<0,05; **, p-valor<0,01 y ***, p-valor<0,001, prueba de Mann-
Whitney [A] o prueba de Kruskal-Wallis con la prueba de comparaciones multiples de Dunn y p-valores
ajustados usando el método de Bonferroni [B]). Todos los datos se muestran utilizando la mediana junto
con el rango intercuartilico.

Con estas premisas, se llevd a cabo una validacion biolégica mediante
inmunotransferencia en muestras pertenecientes a una cohorte independiente
de 22 casos con CSAG y 5 controles que no se incluyeron en el analisis de MS.
Con este analisis se pudo confirmar una expresion mayor y estadisticamente
significativa de las proteinas STX5 y S100A4 diferencialmente contenidas en
las muestras de los casos con CSAG en comparacion con los controles (STXS,
p-valor=0,0098; S100A4, p-valor=0,008) (Figura 31, Ay B; y anexo 7).
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Figura 31. Cuantificacion relativa mediante inmunotransferencia de las proteinas de interés en
muestras de la cohorte de validacion (n=5 controles y n=22 casos de CSAG). (A) Cuantificacién
normalizada del ratio de expresion de STX5/CD9. (B) Cuantificacion normalizada del ratio de expresién
S100A4/CD9. Las bandas de inmunotransferencia correspondientes a los factores mencionados
anteriormente se cuantificaron utilizando el software Image J y la proporcién normalizada correspondiente
se representa en este grafico como puntos individuales. Valores de significancia (**, p-valor< 0,01, prueba
de Mann-Whitney). Todos los datos se muestran utilizando la mediana junto con el rango intercuartilico.

A pesar de no haber encontrado una significacion estadistica que respaldara de
manera concluyente el valor predictivo de STX5, se observo cierta tendencia
entre un aumento en su expresion y la resistencia terapéutica al ultimo régimen
de platino que recibieron aquellos casos que experimentaron progresion clinica
tras la toma de la muestra (Figura 32A y anexo 7).

Ademas, la subclasificacidon de los casos con CSAG segun el origen quirurgico
de la muestra confirmoé una mayor relacion de S100A4/CD9 para cualquiera de
los procedimientos en comparacion con los controles, detectando una tendencia
consistente con las muestras de recaida y diferencias sélidas al comparar con
las muestras primarias (p-valor<0,01) (Figura 32B y anexo 7).
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Figura 32. Cuantificacion relativa mediante inmunotransferencia de las proteinas de interés en
muestras de la cohorte de validacion (n=5 controles y n=22 casos con CSAG) en funcion de la
respuesta a platino o del momento quirargico. (A) Cuantificacion normalizada del ratio de expresion de
STX5/CD9 en muestras de casos con CSAG en funcion de la respuesta a platino: no progresion (NP), n=3;
progresion platino-sensible (P-PS), n=8; progresion platino-resistente (P-PR), n=6. (B) Cuantificacién
normalizada del ratio de expresion de S100A4/CD9 en muestras de controles (n=5) y casos con CSAG
subclasificadas en funcién del tipo de muestra quirdrgica: primaria (PRIM), n=9; intervalo (INT), n=8; recaida
(REC), n=5. Las bandas de inmunotransferencia se cuantificaron utilizando el software Image J y la
proporcion normalizada correspondiente se representa en este grafico como puntos individuales. Valores
de significancia (*, p-valor< 0,05, prueba de Kruskal-Wallis con la prueba de comparaciones multiples de
Dunn y p-valores ajustados usando el método de Bonferroni [A-B]). Todos los datos se muestran utilizando
la mediana junto con el rango intercuartilico.

4.12. Relevancia clinica de los Exo-DFP en el CO

Al comparar los dos principales clusteres obtenidos del mapa de correlacion
derivados de los datos protedmicos de los 23 casos con CSAG (cluster S-1 vs.
S-2), se observaron diferencias significativas en términos de concentracion de
proteinas (p-valor<0,01, cluster S-2 contenido estadisticamente mayor que el
cluster S-1) y cierta tendencia a una reduccion en la cantidad de vesiculas en el
cluster S-2 vs. S-1 (Figura 33, A y B). Esto podria sugerir una variacién en el

comportamiento secretor en funcion del estado de la enfermedad.
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Figura 33. Correlacion de los principales clusteres definidos en el analisis proteémico en aquellos
casos con CSAG (S-1 vs. S-2) con variables cuantitativas de los Exo-DFP. (A) Asociacion de los
clusteres S-1 y S-2 con la concentracion total de proteinas o (B) con la concentracion de los Exo-DFP.
Valores de significancia (**, p-valor<0,01, prueba de Mann-Whitney). Todos los datos se muestran utilizando
la mediana junto con el rango intercuartilico.

En cuanto a los resultados de los casos con CSAG, aunque el cluster S-2 (n=13)
mostréo una tendencia a una supervivencia libre de progresion (SLP) mas
larga que en el cluster S-1 (n=10), no se vieron diferencias estadisticamente
significativas (Anexo 8). En términos de supervivencia global (SG), el cluster S-
1 mostré una tendencia hacia una mediana de SG mas corta (37,2 meses), en
comparacion con el cluster S-2 (mediana de SG no alcanzada). La mediana de
seguimiento general fue de 34,4 meses (27,7 meses para el cluster S-1 vs. 37,6
meses para el cluster S-2) (Figura 34A).

Cuando se limitd la comparacién a los casos con CSAG cuyas muestras se
obtuvieron en el momento de la intervencion terapéutica inicial (cirugias
diagnosticas/primarias e intervalo), esta diferencia resulto ser significativa (29,7
meses, cluster S-1 (n=5) vs. 38,7 meses, cluster S-2 (n=12); mediana de
seguimiento general: 37,2 meses, p-valor<0,05) (Figura 34B). Estos resultados
van en consonancia con la acumulacion preferencial de muestras recogidas de
cirugias de rescate en el subc. principal S-1 y sugieren que el contenido de los
exosomas no solo esta asociado con la histologia y el E. del CO, sino también

con el resultado clinico de los casos.
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Figura 34. Asociacion de los clusteres de los casos con CSAG descritos en el analisis proteémico
con la SG (meses). En la grafica A se incluyeron todas las muestras (S-1, n=10 vs. S-2, n=13), mientras
que en la B se excluyeron aquellos casos con enfermedad recurrente (panel derecho; S-1, n=5 vs.

S-2, n=12).

Ademas de esto, se realizé un PCA considerando las 25 proteinas sobre- o infra-

contenidas obtenidas de la comparacion entre los clusteres S-1y S-2 (Tabla 4).

Este analisis permitio distinguir claramente las muestras de los casos con CSAG
incluidas en cada cluster (Figura 35A), lo que sugiere que este panel de proteinas

podria representar una firma molecular de interés clinico para la identificacion de

pacientes con una mayor probabilidad de presentar una SG prolongada.
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Proteinas sobre-contenidas en el cluster S-1 Proteinas sobre-contenidas en el clister S-2

Proteina logFC t P-valor ajustado | Proteina logFC t P-valor ajustado
SELENBP1 -1,76 -5,66 4,10E-05 LRG1 1,66 5,20 6,34E-05
PRDX6 -1,73  -5,56 4,10E-05 IGKV3_20 1,66 5,23 5,88E-05
TUBB4B -1,73 -5,54 4,10E-05 IGHV3_30 1,67 5,30 5,53E-05
UPK1B -1,73  -5,53 4,10E-05 IGKV3D_7 1,67 5,30 5,53E-05
TUBA1B -1,73  -5,59 4,10E-05 IGHG2 1,68 5,31 5,53E-05
ACTB 1,71 -547 4,39E-05 TECTA 1,68 5,19 6,41E-05
SSR3 -1,68 -5,27 5,67E-05 IGLC2 1,68 5,28 5,67E-05
ANXA1 -1,68 -5,17 6,48E-05 IGKV1D_33 1,69 5,30 5,53E-05
RRAS -1,67 -5,24 5,88E-05 IGHA1 1,69 5,36 5,17E-05
CLIC3 -1,64 -523 5,88E-05 PMEL 1,70 5,36 5,17E-05
ANXA5 -1,64 -512 7,23E-05 CFH 1,70 5,39 4,99E-05
CLIC1 -1,64 -512 7,23E-05 C4BPA 1,70 543 4,72E-05
CDC42 -1,62 -513 7,10E-05 C4BPB 1,71 5,39 4,99E-05
EIF5A -1,62 -4,95 8,74E-05 c1s 1,72 5,48 4,39E-05
ANXA7 -1,62 -5,02 7,86E-05 IGHV3 72 1,73 5,52 4,10E-05
DDOST -1,62 -5,06 7,65E-05 IGLC7 1,73 5,55 4,10E-05
ANXA4 -1,62 -5,02 7,86E-05 PROS1 1,73 5,54 4,10E-05
GNB4 -1,61  -5,04 7,86E-05 ZNF317 1,74 5,58 4,10E-05
RDX -1,61  -4,94 8,96E-05 FCN3 1,76 5,65 4,10E-05
ADH1B -1,61  -5,02 7,86E-05 IGKC 1,76 5,69 4,10E-05
IPO5 -1,61 4,95 8,74E-05 C1R 1,78 5,75 4,10E-05
PRNP -1,61  -5,15 6,81E-05 C1QB 1,78 5,78 4,10E-05
S100A6 -1,60 -4,98 8,41E-05 C1QA 1,78 5,83 4,10E-05
MYL6 -1,60 -4,94 8,96E-05 IGHG1 1,79 5,85 4,10E-05
MYO1D 1,57 -4,95 8,74E-05 c1QcC 1,79 5,85 4,10E-05

Tabla 4. Listado de las 50 proteinas contenidas en los Exo-DFP con mayor poder discriminatorio
entre las muestras pertenecientes al clister S-1 (n=10) y al cluster S-2 (n=13). El panel izquierdo se
refiere a las 25 proteinas contenidas en menor medida en los Exo-DFP en la comparacion del cluster S-2
vs. S-1. En cambio, el panel derecho muestra las 25 proteinas con un mayor contenido en los Exo-DFP
pertenecientes al cluster S-2. logFC, logaritmo del FC; t, estadistica t; P-valor ajustado, p-valor ajustado del
algoritmo de Benjamini-Hochberg

El analisis de estas proteinas a través de Enrichr revel6 un enriquecimiento
significativo de categorias funcionales asociadas con la diferenciacion epitelial y
celular entre las proteinas con mayor contenido en los exosomas del cluster
S-1, en el que tendian a acumularse las muestras de cirugias de recaida (Figura
35B). Por otro lado, en el cluster S-2, donde se agrupaban sobre todo muestras
de cirugias primarias, se observé un enriquecimiento de proteinas relacionadas

con categorias vinculadas a procesos inmunolégicos (Figura 35C).
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Figura 35. Graficas que muestran resultados relacionados con los datos proteémicos derivados de
la comparacion del cluster S-1 vs. S-2. (A) PCA realizado para la comparacion del cluster S-1 vs. S-2
considerando los datos proteémicos de los Exo-DFP de las 25 proteinas sobre-contenidas o infra-
contenidas en dicho analisis protedmico (mostradas en la Tabla 4). (B-C) Categorias funcionales de
marcadores enriquecidos en el conjunto de 25 proteinas sobre-contenidas en el clister S-1 (B) o en el
cluster S-2 (C). El andlisis de enriquecimiento se realizé utilizando la herramienta in silico Enrich.
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En los ultimos afos, varios estudios han destacado el papel de las EVs en la
patogénesis de diversas enfermedades humanas (127,181). Entre ellas se
encuentran los exosomas, un subtipo de SEVs con un tamano de 30-150 nm,
que se originan a partir de endosomas multivesiculares en cualquier tipo celular.
Estos, que acumulan en su interior una amplia variedad de biomoléculas, como
acidos nucleicos, proteinas vy lipidos, son secretados al espacio extracelular y
pueden modificar la fisiologia de las células receptoras que los internalizan (46).

En el contexto del cancer, las biomoléculas contenidas en estas vesiculas
pueden inducir la angiogénesis, promover la comunicacion intercelular en el MT
y regular la respuesta inmunitaria, asi como remodelar la actividad metabdlica
(182). Consecuentemente, estos procesos influyen en la progresion del tumor,
facilitan la formacion de nichos premetastasicos y contribuyen al desarrollo de
resistencias terapéuticas (47,183). Desde esta perspectiva clinica, el estudio de
los exosomas podria ser de gran utilidad para la identificacion de marcadores
diagnosticos y predictivos e incluso podrian constituir, por si mismos, una
verdadera herramienta terapéutica (127). Ademas, dado que la secrecion
extracelular de los exosomas hacia varios fluidos corporales, como la sangre, la
orina o el liquido ascitico, es continua, seria posible estudiar mediante
aproximaciones no invasivas, como las variaciones en el contenido de los
exosomas derivados del tumor afectan a su evolucién y al desarrollo de

resistencias a los farmacos.

En el caso del CO, que sigue representando un problema grave en términos de
incidencia y pronostico, el estudio de los exosomas podria ser crucial por
multiples motivos. Entre ellos, destaca el hecho de que el perfil mutacional y
transcriptomico relativamente sencillo de los tumores ovaricos se traduce en una
escasez de verdaderas alteraciones “driver’ que puedan ser consideradas como
potenciales dianas terapéuticas (184). Esa tasa mutacional, baja en comparacion
con otros tumores sélidos (185), ha limitado el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas, siendo los inhibidores de PARP uno de los pocos avances notables
desde la incorporacién del bevacizumab a la QT convencional.
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Considerando estos antecedentes, resulta obvio que una mejor comprension del
papel de las EVs en la progresion del CO, especialmente en procesos como la
diseminacién metastasica o la resistencia a terapias, podria tener un impacto
terapéutico significativo. Sin embargo, son escasos los trabajos que han
estudiado desde un punto de vista clinico las EVs y los exosomas en el contexto
del CO. Recientemente, se han realizado esfuerzos considerables para dilucidar
qué factores exosomales modulan la patogénesis de esta enfermedad. En
este sentido, se han descrito varios hallazgos relacionados con miARNs
(165,186,161,187) y, en menor medida, con ciertos factores proteicos evaluados
de forma individual o en paneles de bajo rendimiento (166,188,189). Si bien,
estos resultados podrian potencialmente trasladarse a la practica diagnostica,
existe un sesgo muy importante al ignorar el complejo perfil protedmico que estas

vesiculas tienen.

La variabilidad en los disefios experimentales no solo surge de los posibles
marcadores bioldgicos a estudio, sino también del tipo de muestra empleada,
centrandose ésta mayormente en muestras de suero y en modelos in vitro
de CO (155,161,166,190). Aunque estas muestras ofrecen una recoleccién
no invasiva e ilimitada de EVs, presentan limitaciones, tales como una
reduccion en la proporcion de vesiculas tumorales y la ausencia de vesiculas
del MT, claves en el desarrollo del CO (191). Por el contrario, la ascitis esta
directamente en contacto con el tumor ovarico y su entorno, lo que resulta en
concentraciones significativamente mas elevadas de factores tumorales en el
liquido peritoneal en comparacion con el plasma. Ademas, la ascitis suele estar
presente en altos volumenes, permitiendo obtener mas cantidad de material de
entrada y detectar una mayor concentracion de EVs en la muestra (192-194).
Aunque la caracterizacion de muestras derivadas de ascitis peritoneales
solucionaria estos inconvenientes, la reducida prevalencia de este evento
clinico en el contexto del CO limitaria el numero de pacientes a incluir en este

tipo de estudios.
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En base a estos antecedentes, se disei6d un estudio observacional prospectivo,
que incluy6 pacientes con CO sometidas a laparoscopia diagndstica o cirugia
citorreductora, ademas de controles sanos que se sometieron a cirugias no
oncoldgicas. De todas ellas se recopilaron fluidos peritoneales con el objeto de
aislar exosomas y realizar un exhaustivo analisis protedbmico. Se decidio priorizar
el estudio de proteinas sobre el ARN, considerando su funcion como un sistema
paracrino esencial que conecta las células tumorales con su entorno (191). El
enfoque principal se centr6 en analizar patrones exosomales en diferentes
puntos temporales y examinar su evolucion en muestras seriadas. En este
sentido, nuestro estudio representa una aproximacion de gran utilidad para la
identificacion de potenciales marcadores prondsticos y predictivos en el contexto
del CO.

5.1. Diferencias en cuanto a las variables clinico-patolégicas y

moleculares de los casos con CO dentro del estudio

Para este estudio se consiguio incluir una cohorte de 65 casos con CO y 29
pacientes sin enfermedad oncolégica que habian sido sometidas a cirugias
oncoldgicas o no oncologicas en los distintos centros de HM Hospitales durante
el periodo de junio de 2018 a septiembre de 2022.

En nuestra serie de casos con CO, la mayoria fueron diagnosticados con
histologia SAG (83,1%), que esta en linea con lo que habitualmente se
diagnostica en la practica clinica general (22). Ademas, gran parte de los casos
fueron diagnosticados en un E. avanzado de la enfermedad (89,2%). Es
importante destacar que del total de los casos con CSAG que se sometieron a
pruebas genéticas, el 28% fueron portadores de alguna mutacion o alteraciéon en
los genes BCRA1 o BRCAZ2, asi como el 48% de éstos mostraron alteraciones
en genes relacionados con la reparacion del ADN por la RH, en consonancia con
lo comunmente reportado en las principales guias y estudios en CO (22,40,184).
En cuanto a la cohorte de pacientes no oncologicas, la heterogeneidad de esta
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cohorte, en la que se incluyen eventos clinicos no relacionados con procesos

tumorales, garantiza la idoneidad de esta poblacién control.

Con todo esto, se puede afirmar que la detallada informacion clinica y molecular
recopilada durante el estudio resulté fundamental para llevar a cabo los analisis
soélidos de correlacion. Es igualmente importante mencionar que nuestra serie
de casos se caracterizdo por su heterogeneidad histolégica y por la amplia
variabilidad entre las muestras, resaltando la representatividad de la cohorte
de casos con CSAG con lo que comunmente se observa en la practica

asistencial.

5.2. La cantidad de Exo-DFP presenta un comportamiento
diferencial en casos y controles y aumenta a medida que avanza
la enfermedad y que la paciente es sometida a mas lineas de

tratamiento

Tras aislar los exosomas por el método de la ultracentrifugacion se procedio a
confirmar que el pellet obtenido correspondia principalmente a la fraccidn
exosomal mediante NTA, ME y WB de acuerdo a las guias MISEV (45). Dado
que todos estos analisis corroboraron que el pellet obtenido a partir del fluido
peritoneal estaba enriquecido en exosomas, se pudo asegurar que la estrategia
experimental empleada resultaba adecuada para evaluar el contenido de los

exosomas y su potencial implicacidén con el proceso tumoral.

A través de los resultados obtenidos se pudo corroborar que la cantidad obtenida
de exosomas concuerda con observaciones previas en estudios que también
emplearon liquido ascitico o fluidos peritoneales (161,194,195). Ademas, es
importante destacar que la concentracion de particulas obtenida fue superior a
lo descrito en otros trabajos que aislan exosomas a partir del plasma de
pacientes con CO (111,165,166). Nuestros resultados sugieren, por tanto, que la
ruta mas eficaz y 6ptima para estudiar la evolucion del CO podria basarse en el
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analisis sistematico de muestras obtenidas de la cavidad peritoneal. Aunque esta
aproximacion es mas invasiva que la obtencion de muestras de plasma, el papel
clinico de las sEVs y los exosomas peritoneales podria impulsar nuevas lineas
de investigacion para desarrollar estrategias menos invasivas y perjudiciales con

las que obtener muestras directamente de la cavidad peritoneal.

Una vez confirmada la eficiente extraccion de vesiculas peritoneales se
procedié a comparar la cantidad de exosomas obtenida de los casos con CO y
de los controles. Se observé que los Exo-DFP de los casos con CO era
significativamente mayor en comparacion con la obtenida a partir de los
controles. Ademas, se observo una mayor cantidad de proteinas exosomales
totales, estadisticamente significativa, en los Exo-DFP de los casos con CO en
comparacion con los controles. Estos resultados coinciden con estudios
anteriores que llevaron a cabo analisis similares en muestras obtenidas del
plasma o ascitis de casos con CO (161,165,166,194).

Una vez que se identificé este comportamiento diferencial entre las cohortes
estudiadas, se procedio a evaluar si esto se reflejaba en la evolucion del proceso
tumoral en si mismo, confirmandose que el subtipo histoldgico, el E. tumoral, la
progresion clinica y el grado de exposicion a la QT condicionan fuertemente el
numero de Exo-DFP en CO. En este sentido, se ha descrito previamente una
asociacion significativa entre el E. y progresion tumoral y la cantidad de SEVs y
exosomas en diferentes tipos de tumores sélidos, como el melanoma, el cancer
de pulmon, cancer de mama y el CO (68,161,196). Sin embargo, son pocos los
articulos en los que se profundiza en este tipo de comparaciones,
fundamentalmente por la escasez y las dificultades en el acceso a material

bioldgico de pacientes y por el numero limitado de muestras humanas.

En el contexto del CO, se ha demostrado cémo diferentes tipos celulares
asociados al tumor (células tumorales, FACs, componente inmunitario, entre
otros) determinan un alto grado de heterogeneidad en el numero y la
composicion de las EVs en el entorno tumoral local y distal (191), promoviendo
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consecuentemente la transicion epitelial-mesenquimal en las células cancerosas
receptoras (197), la adquisicion de propiedades invasivas (189,198), la
resistencia al platino (199) y el tropismo preferencial hacia tejidos omentales
ricos en adipocitos (200). Sin embargo, estos estudios se basaban igualmente
en un numero limitado de muestras biologicas o partian de modelos in vitro

humanos o modelos murinos.

Si bien las modificaciones en el estado de BRCA o de la RHd no produjeron
cambios significativos en el perfil diferencial de los Exo-DFP, es importante
destacar que la histologia, el E. tumoral y la progresién en el CO son factores
clave de variabilidad en estas vesiculas. Por lo tanto, la concentracién de los
Exo-DFP podria ser un indicador valioso para monitorizar la progresion de la
enfermedad y podria tener implicaciones importantes en el desarrollo de
biomarcadores para el CO. Ademas, a diferencia de estudios previos, nuestro
trabajo de investigacién, basado en una cohorte con un tamafio muestral
considerable y una amplia recopilacion de informacidn clinica recogida de cada
paciente, nos ha permitido hacer un seguimiento exhaustivo de la evolucion de

la enfermedad y del paciente.

5.3. El contenido proteico exosomal total esta asociado con perfiles

clinicos de los casos con CO

Cuando el contenido proteico total de los Exo-DFP se cuantificé mediante BCA,
se observo que dicho contenido proteico por particula llegaba a ser 2-3 veces
mayor en los casos con CO diagnosticados en etapas tardias de la enfermedad
comparados con los controles y tumores en etapas tempranas. Vale la pena
mencionar que los valores correspondientes a los E. llI-IV son 10 veces mas
altos que los observados por otros autores en SEVs obtenidos del suero de
pacientes control (201), lo que puede estar relacionado con un comportamiento
secretor activo del CO y su MT en etapas avanzadas.
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De manera similar a los datos cuantitativos sobre el numero de Exo-DFP, se
detectaron diferencias significativas en la concentracion de proteinas totales al
comparar casos con CSAG y controles. Sin embargo, no se encontraron
diferencias entre los subtipos histolégicos restantes y la poblacién control.
Este hecho puede deberse a que las histologias no SAG estuvieron poco
representadas en nuestro estudio, lo que esta en concordancia con lo observado
frecuentemente en la practica clinica y en diferentes estudios moleculares de CO
(22,202). Ademas, la mayoria de estas histologias no SAG se diagnosticaron en
etapas tempranas, lo que podria ser un factor de confusion clave en el analisis e
interpretacion de resultados. Por todos estos motivos, se decidio realizar todos
los analisis subsecuentes teniendo solo en cuenta los resultados obtenidos a

partir de muestras de casos con CSAG.

Contrariamente a la tendencia observada en relacion al numero de Exo-DFP, el
contenido proteico exosomal total de los casos con CSAG decrecia a medida
que la enfermedad avanzaba. Aunque algunos estudios han analizado la
evolucion del numero de EVs a lo largo de la enfermedad en el CO y otros tipos
de tumores (161,196), la falta de estudios previos que profundicen en este tema,
especialmente en el CO, y lo relacionen con el contenido vesicular, hace
necesaria la validacion de este comportamiento dual en series independientes.
Un hecho que podria explicar los resultados obtenidos es el posible efecto
citotéxico que la QT desencadena sobre las distintas poblaciones del MT, lo que
genera variaciones en las frecuencias de los distintos clones tumorales a lo largo
del tiempo (203) e indirectamente induce cambios en el numero de determinadas
poblaciones inmunes o células estromales, que no necesariamente han de
presentar los mismos ratios de secrecion que las EVs y el mismo contenido
proteico (204). En definitiva, es posible que los Exo-DFP aislados de los fluidos
peritoneales y la ascitis de nuestra serie de casos provengan de diversos
origenes celulares, y que su perfil protedmico sea el reflejo de la heterogeneidad
tumoral provocada por la progresion de la propia enfermedad o por los efectos

de la QT en el MT (205). Con todo esto, nuestros datos refuerzan el posible valor
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pronostico de la cuantificacion del contenido proteico de los exosomas que se

encuentran en los fluidos peritoneales de casos con CO.

En relacion con el analisis del contenido proteico total de los Exo-DFP de los
casos en funcion del perfil mutacional del gen BRCA1/2 o del estado del sistema
de reparacion del ADN por la RH, se observd una tendencia, no significativa,
hacia un mayor contenido proteico exosomal en aquellas muestras de casos sin
alteraciones en estas vias. De esta manera, cabe destacar que los test
moleculares que se utilizan en la practica asistencial se centran o en un panel
limitado de genes o en algoritmos que calculan indirectamente las alteraciones
derivadas (pérdida de heterocigosidad, desbalances alélicos, o transiciones de
gran tamafno) de defectos en la RH (36,206). Sin embargo, una de las
limitaciones de estas aproximaciones moleculares es el asumir inequivocamente
la presencia de mutaciones deletéreas en homocigosis. En segundo lugar,
independientemente del tipo de cancer, los valores definidos para considerar
HRD se situan en un score de 42 (207), lo que abre la pregunta de si estos limites
son validos para seleccionar tumores con la via de la RHd en el contexto del
CSAG.

Ademas, tal y como se ha visto en analisis anteriores, es razonable suponer que
tanto el momento de la enfermedad y el tratamiento con QT son las principales
fuentes de variabilidad en el contenido proteico de los Exo-DFP. Por otra parte,
se han documentado mutaciones de reversion en genes relacionados con la via
de la RH, como en BRCA1/2, asi como modificaciones epigenéticas y otros
factores (208) que podrian estar afectando igualmente a los resultados
observados. Aun con estas premisas, consideramos que el numero de casos
estudiados es limitado y que se requiere de confirmacidn en estudios
independientes para validar esta falta de asociacion.
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5.4. Los Exo-DFP extraidos de los casos con CO contenian

biomarcadores relacionados con el CO

Mediante la caracterizacion protedmica de los Exo-DFP a través de la LC-
MS/MS, se identificaron un total de 1825 proteinas, de las cuales un alto
porcentaje de estas tenian un origen exosomal. Estos hallazgos son
complementarios con las mediciones del tamano de particula realizadas por
NTA y coinciden con resultados de estudios previos que muestran un alto
porcentaje de proteinas de origen exosomal (95,166,209). Conjuntamente, estos
datos denotan la eficiencia de nuestro enfoque experimental en la obtencion,
tras el final del proceso de aislamiento mediante la ultracentrifugacién, de un

pellet enriquecido en exosomas.

Por otro lado, se quiso estudiar si el contenido proteico de los Exo-DFP podria
ser diferente en las muestras de los casos con CO y controles. Para ello, se
recurrid a un analisis de correlacion no supervisado basado en el perfil proteico
de cada muestra incluida. Este analisis mostré una separacion robusta entre las
muestras de los casos con CO y los controles. Hay que mencionar que la unica
muestra tumoral que se clasificé en el cluster de los controles correspondia a
una muestra de una paciente que desarrollé un tumor endometrioide, de bajo
grado y con un E. bajo, que luego exhibioé una respuesta completa sin necesidad
de administrarle QT, siendo por tanto un tumor muy poco agresivo. Estos
hallazgos sugieren que los procesos tumorales pueden alterar significativamente
los patrones del contenido exosomal y respaldan la eleccién de la poblacion
control para la identificacion de marcadores diagnésticos. De manera paralela,
la presencia de diferentes clusteres entre los casos de CO no puede explicarse
unicamente por la inclusion de histologias no SAG, sino también por otras
variables clinicas que son capaces de diferenciar distintos clusteres de casos
con CSAG.
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Cuando se eliminaron aquellos casos con histologia no SAG para tener una
muestra mas homogénea, se volviéo a recurrir al analisis de correlacidn no
supervisado. En esta ocasion volvieron a surgir notables diferencias entre los
casos con CSAG y los controles. Ademas, se identificaron dos clusteres bien
diferenciados entre los casos con CSAG en funcion del origen de la muestra: uno
en el que se agrupaban muestras procedentes de cirugias diagnodsticas/
primarias (Cluster S-2) y otro en el que predominaban y se agrupaban las
muestras de cirugias de recaida (Cluster S-1). Este patron, confirmado mediante
un analisis de PCA, se alinea con el trabajo recientemente publicado por Cunnea
et al. (210), en el que se describe como el momento de desarrollo de la
enfermedad determina una heterogeneidad tumoral espacial y temporal. En este
sentido, se puede considerar que dicha heterogeneidad tisular podria traducirse
en un distinto comportamiento de secrecidn y en un contenido vesicular variable
(195,211,212).

Otro aspecto relevante de nuestra investigacion fue confirmar el origen maligno
de los Exo-DFP obtenidos de los casos con CO. En este sentido, se identifico la
presencia de la proteina PAX8 en todos los casos con CO analizados. PAX8
representa un marcador de células tumorales derivadas de las células secretoras
de la trompa de Falopio (CO serosos, endometrioides y de células claras), cuya
expresion se ha demostrado esencial para la proliferacion del CO (213). Aunque
es cierto que ciertas patologias ovaricas benignas pueden mostrar positividad
para esta proteina (214,215), estos mismos estudios han demostrado que la
frecuencia de expresion de PAX8 en tumores ovaricos benignos es
significativamente menor (0,40 y 0,16, respectivamente) en comparacion con
neoplasias malignas ovaricas (0,74 y 0,79, respectivamente), proporciones que
aumentan cuando el analisis se restringe a tumores malignos de origen seroso
(0,93). Estas frecuencias son también similares a las encontradas en nuestro
propio trabajo, ya que se detectd positividad en 1 control (quiste mucinoso) de
los 7 analizados (que también incluyeron 2 miomas uterinos, un cistoadenoma

mucinoso, una endometriosis, un endometrio atréfico y un quiste seroso) y
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positividad en los 13 casos con CO, implicando frecuencias de 14,3% vs. 100%

en controles vs. casos con CO, respectivamente.

De igual manera, nuestro estudio valida hallazgos previos de investigaciones
protedmicas, donde se identificaron proteinas diferencialmente expresadas en
muestras pareadas de casos con CO (tejido tumoral vs. tejido normal) y al
comparar muestras de CO y controles (en orina y suero) (178). Se confirmo la
sobreexpresion de 7 de los marcadores proteicos encontrados en estos estudios,
con diferencias estadisticamente significativas. La falta de asociacién para los
restantes marcadores podria atribuirse no solo al origen diferente de las
muestras, sino también a la contribucion del MT al perfil protedmico de los Exo-
DFP derivados del CO, pudiéndose diluir tal efecto en muestras no derivadas de
la cavidad peritoneal.

En este sentido, Lai et al. establecieron recientemente una posible firma
diagnostica en el CO basada en la determinacion de tres proteinas (FGG,
APOA4 y MUC16 [también conocida como CA125]) en la fraccion exosomal de
muestras de sangre (166). Si bien nuestros resultados respaldan el potencial
papel diagnéstico para FGG y APOA4 en Exo-DFP, no se confirmoé lo mismo
para MUC16 (CA125). Ademas, este ultimo resultado esta en linea con la
mayoria de los estudios clinicos previos que han intentado validar extensamente
CA125 como marcador del CO. También cabe destacar que a pesar de la
inclusion de un gran numero de pacientes en estos estudios, la especificidad de
este enfoque aun es limitada y debe considerarse en conjunto con otros
procedimientos diagndsticos adicionales (216,217). Una explicacion alternativa
implicaria que MUC16 ejerce su papel como biomarcador en forma soluble y
gue su incorporacion en vesiculas representa un evento minoritario, siendo
consistente con procesos de selectividad en la inclusién de biomoléculas en los

exosomas y las SEVs (218).
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5.5. El perfil del contenido proteico de los Exo-DFP revel6 factores

asociados a variables clinicas especificas del CO

La correlacién de los perfiles protedmicos con los distintos momentos quirurgicos
demostré una capacidad significativa de discriminacion de los distintos
procedimientos en funcién del contenido vesicular. Sin embargo, los analisis de
correlacion no supervisados realizados para otras variables clinicas de interés
mostraron que el perfil protedmico no logra discriminar correctamente entre los

grupos a estudio.

Mas concretamente, en la comparacion de las muestras basadas en el perfil
mutacional, se observé un cluster con el 80% de muestras con mutaciones en
genes relacionados con la via de la RH, mientras que en el otro cluster solo el
58% de las muestras mostraban algun tipo de mutacién en estos genes
relacionados con la via de la RH. En la actualidad, hasta un 50% de los casos
de CSAG portan mutaciones causales en genes relacionados con la via de la
RH (22,40). Como se ha mencionado anteriormente, las pruebas moleculares
usadas en la actualidad en la practica asistencial para caracterizar defectos en
los genes de la via de la RH utilizan paneles que incluyen genes de alta
penetrancia para el desarrollo del CO, con lo que caracterizando una gran
mayoria de las potenciales alteraciones causales se aporta una gran eficiencia
diagndstica. Sin embargo, cabe la posibilidad de que existan otros genes de baja
penetrancia no incluidos a estudio en los paneles gendmicos o que algunos de
los casos inicialmente asignados como portadoras de defectos en genes de
la RH representen en realidad pacientes con alteraciones en heterocigosis vy,
por lo tanto, clasificables como individuos wt, o que alteraria considerablemente
las conclusiones obtenidas a partir del agrupamiento. Ademas, la via de la RH
no es canodnica ya que se han reportado mutaciones de reversion en genes
asociados a esta via (208,219). En este sentido, determinar qué otros factores
intervienen en la génesis del CO podria arrojar luz a estos resultados.
Alternativamente, estos hallazgos sugeririan que la base molecular del CO, a
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diferencia del momento de la enfermedad, no son determinantes del contenido

vesicular.

En cuanto al analisis de las muestras de casos platino-sensibles y resistentes, la
obtencion de resultados significativos en funcién del perfil protebmico no tiene
cabida dado lo reducido del tamafio muestral y la baja representatividad de
muestras provenientes de casos platino-resistentes. Otro potencial factor a
considerar seria el gran numero de proteinas incluidas en los analisis; en este
sentido, restringir el numero de proteinas mediante un analisis bioinformatico
basado en permutaciones podria identificar una firma capaz de discriminar con

precision las muestras a estudio en funcion de la respuesta a agentes de platino.

Acotando el numero de PDCs asociadas a cada variable clinica de interés, se
observaron determinadas proteinas que aparecian desreguladas de forma
significativa en varias de las comparaciones de interés. Entre ellas, cabe
destacar proteinas asociadas a la vascularizacion endotelial (SETSIP),
involucradas en los procesos de captacion celular de hierro y de la coagulacion
(FTL, TF, FGA, FGB, FGG), proteinas vinculadas al trafico de vesiculas (tales
como STX5 y TMED2 y TMED 7), proteinas relacionadas con el proceso de
transporte y fusion de membrana de las EVs (familia de las ANXASs) o proteinas
implicadas en diversos procesos celulares como la progresion del ciclo celular y
la diferenciacion (S100A4 o COL3A1, respectivamente). Algunas de estas
proteinas han sido descritas como factores de mal prondstico en diversos tipos
tumorales (220-224), lo que sugiere que igualmente podrian representar
biomarcadores de interés clinico en el CO.

El analisis detallado de aquellos procesos bioldégicos en los que estaban
implicadas aquellas proteinas descubiertas en los analisis proteémicos a través
de las distintas comparaciones (SAG vs. controles, comparaciones de las
muestras recogidas en distintos momentos quirurgicos, muestras de casos
platino-sensibles frente a muestras de casos platino-resistentes, muestras de
casos con mutaciones en BRCA1/2 frente a casos sin mutaciones patogénicas)
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revelaron una asociacion recurrente con categorias funcionales relacionadas con
la cascada de complemento/coagulacién, con la respuesta inmune, la via
PIBK/AKT/mTOR, la transicidn epitelio-mesénquima, diferentes procesos

metabalicos e hipoxia.

El mayor contenido de factores del complemento en los Exo-DFP de las
muestras propias de estados avanzados de la enfermedad podria estar
relacionada con hallazgos previos que sugieren que la activacion extracelular de
esta cascada por los macrofagos asociados a tumores representa un mecanismo
innato de inmunosupresion que mantiene un estado inflamatorio crénico
promoviendo la progresion tumoral (225,226). Ademas, vale la pena sefalar la
estrecha relacion entre la inflamacion peritoneal y el inicio y progresion del
CSAG (227).

Por otro lado, la FO y el procesamiento de acidos grasos se incluian entre los
cambios metabdlicos desregulados en nuestro estudio. La participacion de estos
procesos es coherente con la reprogramacion metabdlica que pueden
experimentar los tumores ovaricos, permitiéndoles priorizar la FO sobre la
glucdlisis para alimentar las células tumorales en condiciones de hipoxia (228).
Notablemente, la dependencia del CSAG en la FO se ha asociado no solo con
un aumento de la supervivencia (229) y la proliferacion de células madre
iniciadoras de cancer, sino también con una mayor quimiosensibilidad de

poblaciones tumorales con altas tasas de FO (229).

Otra via destacable es aquella relacionada con genes y FTs regulados por el
oncogén MYC. Se sabe que MYC codifica una serie de proteinas que son las
mas comunmente activadas en las neoplasias humanas (230,231). Mas
concretamente, se ha descrito el papel de MYC en el CO fomentando la evasién
de la respuesta inmune, la progresién y la adquisicion de fenotipos agresivos,
correlacionandose con una menor SG (232—-234). También se ha descrito que su

papel oncogénico puede ir ligado a los exosomas (235-237).
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Todos estos hallazgos indican que aquellas proteinas que estaban sobre-
contenidas en los Exo-DFP de muestras de peor prondstico estan involucradas
en multiples procesos oncogénicos, lo que podria ser un reflejo fiel de la
progresion tumoral y de su heterogeneidad celular intrinseca.

5.6. Los estudios de validacion respaldan un papel protumorigénico
de S100A4 y STX5 derivados de Exo-DFP en los casos con CO

Considerando los datos previamente publicados sobre nuestro conjunto de
PDCs, se procedié a la validacion biologica de ciertas proteinas de interés
mediante técnicas alternativas a la MS (inmunotransferencia). La seleccion de
STX5y S100A4 como potenciales marcadores prondsticos y predictivos a validar
en una serie independiente se sustentd igualmente en las funciones

protumorales descritas hasta aquel momento para ambos factores.

En este sentido, STX5 es un miembro de la familia de las proteinas sintaxinas,
que funcionan como proteinas integrales de membrana, desempefiando un
papel crucial en la exocitosis y la fusion de vesiculas. También se han descrito
ampliamente multiples propiedades oncogénicas asociadas a esta familia, tales
como la adquisicion de fenotipos tumorales, la promocion de capacidades
invasivas , la autofagia, la muerte celular programada, la activacién de quinasas
necesarias para el origen de las células cancerosas y la resistencia a la QT
(238,239). Ademas, STX5, ha sido asociada a procesos de adhesion celular, y
modula la actividad de la via PI3BK/m-TOR, restringiendo la adhesion celular y
favoreciendo asi la metastasis en el carcinoma hepatocelular (223). Aunque los
mecanismos pro-tumorales mediados por STX5 en el CO aun deben ser
dilucidados, nuestros resultados demuestran que su inclusién en los Exo-DFP
esta asociada con la progresion del CO y, en menor medida, con el grado de
respuesta ala QT. Estos resultados estan ademas en consonancia con funciones
analogas observadas en otros miembros de su familia proteica que median su
efecto a través de su incorporacion en SEVs, como es el caso de STX6
(240,241).
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Por otro lado, estudios previos han asociado la sobreexpresion tanto de S100A4
como de otros miembros de su familia con el desarrollo de metastasis a través
de funciones intra- y extracelulares. Varios componentes tumorales (células
cancerosas, FACs o células inmunes) son capaces de secretar S100A4 al medio
extracelular, resaltando que su potencial protumorigénico puede estar en parte
mediado por su inclusion en SEVs (242,243). Aludiendo a su participacion en el
desarrollo del CO, varios estudios han descrito su papel en la induccion de
metastasis y quimioresistencia (179,221,244), y su uso potencial como marcador
prondstico liquido para estos tumores (245). En consonancia con estas
afirmaciones, nuestros resultados demuestran que el papel oncogénico de
S100A4 en el CO esta mediado, en cierto grado, por su secrecion a través de
los Exo-DFP y que podria servir como un biomarcador de gran interés pronostico
para el CO.

5.7. La carga proteémica de los Exo-DFP se correlaciona con la SG
y revela la presencia de vias biolégicas que podrian influir en

aspectos clinicos de las pacientes

Es necesario destacar los resultados que unifican los aspectos moleculares con
los clinicos. En este sentido, este estudio representa un paso adelante en la
comprension de dicha relacion. Al diferenciar dos clusteres dentro del grupo de
casos con CSAG en base a su perfil protedbmico, se buscd explorar si estas
distinciones se manifestaban también en aspectos clinicos. A pesar del tamafio
reducido de la muestra, se observaron variaciones significativas en la SG,
especialmente al centrar nuestra atencion en muestras recolectadas en los
momentos iniciales de la enfermedad. Esto sugiere que el contenido vesicular
podria ser un prometedor marcador para predecir el comportamiento clinico de
los casos con CO en etapas iniciales de la enfermedad. Esta hipodtesis se alinea
por tanto con otros trabajos que han relacionado el contenido vesicular con la
SGenel CO (161,186,193).
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En base a nuestros resultados, se pretendié determinar si pequefios paneles de
proteinas podrian presentar suficiente capacidad para distinguir eficazmente
entre las muestras de los clusteres a estudio. En este sentido, limitando nuestro
analisis a aquellas 25 proteinas mas sobre o infracontenidas en los Exo-DFP de
la comparacién de los clusteres S-1 y S-2, se observo una discriminacion total
entre las muestras de los casos con CSAG incluidos en cada cluster. Este
resultado sugiere que dicho panel de proteinas podria representar una firma
molecular para la identificacion de pacientes con probabilidad de presentar una
mayor SG. Vale la pena mencionar que la correlacion entre nuestra firma
prondstica y otras firmas bien validadas basadas en tejido de CSAG (246)
demostraron que, a pesar de basarse en herramientas “Omicas” diferentes y en
materiales biologicos distintos, existia cierto grado de correlacion entre ambos
estudios. En este sentido, de los 126 genes pertenecientes a la firma de
Yoshihara et al., nuestro estudio detectd la expresiéon de 8 (6,3%) de sus
correspondientes proteinas en todas las muestras de nuestra cohorte de casos
con CSAG. Curiosamente, 6 de estas 8 proteinas mostraron un contenido
diferencial significativo en nuestras muestras de Exo-DFP y un sentido de la

expresion acorde con el descrito en dicho estudio previo (246).

Cabe destacar que el analisis mediante Enrichr de las proteinas incluidas en
nuestra firma prondstica revel6 un enriquecimiento de categorias funcionales
relacionadas con la diferenciacion epitelial en proteinas sobre-contenidas en el
cluster S-1, donde tendian a acumularse las muestras procedentes de cirugias
de rescate tras recaida. Por otro lado, y en consonancia con lo descrito por
Yoshihara et al. (246), varias categorias relacionadas con procesos inmunes
estaban enriquecidas entre las proteinas sobre-contenidas en el cluster S-2,
donde tendian a agruparse las muestras primarias. Estos hallazgos, que
concuerdan con los observados en comparaciones anteriores (casos con CSAG
vs. controles y recidivas vs. muestras primarias/diagnosticas o Figura 28),
apoyan un papel clave de los procesos inmunitarios en la tumorigénesis del
CSAG y concuerdan con comunicaciones anteriores que asocian la actividad del

sistema inmunitario a un mejor curso clinico (247).
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En consonancia con estos hallazgos, varios estudios sobre el CO han
demostrado cémo las SEV derivados de ascitis inducen, in vitro, la
inactivacion de linfocitos CD3 y CD8, (248,249) y la activacion de macréfagos
M2 (250), lo que conduce a la progresion de la enfermedad. Globalmente,
nuestros resultados no solo confirman el papel de estas vesiculas relacionadas
con el tumor en la modulacion del microambiente inmunitario, sino que también
demuestran por primera vez su asociacioén con el desenlace de la enfermedad.
Esto podria tener un impacto en el estudio y desarrollo de nuevos tratamientos
con inmunoterapia en el cancer en general, pero también en el CO
especificamente. Si bien, a dia de hoy, existen dos agentes inhibidores de los
puntos de control que tienen indicacion agndstica para el CO (pembrolizumab y
dostarlimab) (251,252), estos tratamientos estan limitados a un grupo muy
especifico dentro de esta poblacion (253). Sin embargo, este potencial debera

determinarse con mas detalle en futuros estudios.

En conclusién, consideramos que el estudio de los cambios dinamicos que se
producen en el contenido de los Exo-DFP puede contribuir a la identificacién de
una firma pronostica, como demuestra la correlacion significativa de su perfil
protedmico con la SG en nuestra cohorte de casos con CSAG. Aunque nuestro
estudio y el trabajo previo de Yoshihara et al. (246) se basan en diferentes
enfoques moleculares (transcriptomica vs. protedmica) y en diferentes muestras
biolégicas (tejido tumoral vs. Exo-DFP), la correlacion observada entre ambas
firmas corrobora el potencial prondstico de la caracterizacion del contenido de
los Exo-DFP en el CSAG.

5.8. Aspectos destacables y principales limitaciones de nuestro

estudio

Hasta donde sabemos, nuestro estudio prospectivo es pionero en realizar un
extenso analisis protedmico en muestras de CO derivadas del peritoneo e
integrar datos de supervivencia y otras variables clinicas recogidas de forma
habitual en la practica asistencial de esta enfermedad. Este enfoque nos ha
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permitido evaluar de manera longitudinal la progresion clinica de la enfermedad,
demostrando el potencial del estudio del contenido de los Exo-DFP en la
identificacion de factores y firmas prondsticas. En particular, se ha podido
identificar en los Exo-DFP proteinas protumorales y vias moleculares especificas

que podrian desempenfar un papel clave en la comunicacion intercelular del MT.

A pesar de contar con un amplio numero de muestras de la cavidad peritoneal
provenientes de casos con diversas histologias de CO, es importante destacar
la necesidad de disponer tanto de una cohorte adecuada de pacientes que
actuen como poblacion control como de una cohorte amplia de validacion.
Aunque esto nos ha permitido confirmar el papel protumoral de ciertas proteinas
tales como S100A4 y STXS, seria conveniente realizar una validacion bioldgica
mas detallada mediante algun método proteémico alternativo.

En cuanto a la homogeneidad de las muestras, no habria que dejar de insistir en
la obtencion de un numero mayor de muestras con histologias no SAG. En este
sentido, seria recomendable realizar un estudio multicéntrico que involucre a
diversos centros hospitalarios. Esto permitiria obtener una cantidad de muestras
representativa y también incorporar muestras ginecologicas no oncoldgicas mas

homogéneas, lo que contribuiria a obtener resultados mas claros.

Aun precisando de estudios independientes que comprendan cohortes mas
grandes de casos y controles para corroborar los hallazgos obtenidos, nuestro
trabajo representa un solido punto de partida en el estudio del papel de los
exosomas en el desarrollo y progresion del CO y, en particular, del CSAG.
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La aproximacion experimental empleada posibilitd6 una extraccion
sistematica, eficaz y longitudinal de los exosomas a partir de los fluidos
peritoneales de casos con CO. Por tanto, estas muestras podrian resultar de
interés en la identificacion de factores prondsticos y predictivos.

El analisis de las variables cuantitativas, numero de Exo-DFP y cantidad de
proteina exosomal total, mostré correlaciones significativas con el tipo de
muestra (caso con CO vs. control), el momento clinico de la enfermedad
(cirugias primarias, de intervalo o de recaida) y el grado de exposicion a la
QT. Esto refleja un dinamismo en la frecuencia de secrecion y en el
contenido de dichos Exo-DFP.

La presencia de PAX8 y de otros marcadores proteicos previamente
asociados al diagnostico y progresion del CO confirmé el origen tumoral de
los Exo-DFP extraidos y avalo la posterior consecucion de los estudios
protedmicos.

Basandonos en los estudios de correlaciéon, los perfiles proteémicos de
los Exo-DFP varian significativamente durante la oncogénesis ovarica y
demuestran que el principal factor que influye en la variabilidad del CSAG
es el momento clinico de la enfermedad y, en menor medida, el tratamiento
quimioterapéutico.

Las PDCs entre las distintas comparaciones estudiadas han permitido definir
factores y categorias funcionales potencialmente implicadas en el origen,
progresion y grado de respuesta a farmacos.

Los resultados protedmicos que sugerian un papel protumoral de los
factores S100A4 y STX5 han sido confirmados en una cohorte
independiente de validacion mediante técnicas moleculares alternativas.
Esto sugiere que estas proteinas podrian ser potenciales biomarcadores
diagnosticos en el CSAG.

El contenido proteico de los Exo-DFP aislados a partir de lavados
peritoneales de cirugias diagnosticas/primarias se correlacioné con la tasa
de SG. Ademas, permitié generar una firma proteica prondstica, avalando
estudios transcripcionales de grupos independientes llevados a cabo en
tejidos tumorales.
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8. Conforme a nuestros hallazgos, el analisis de los Exo-DFP procedentes de
lavados peritoneales representa una herramienta clinica de gran interés,
dado que recapitula la heterogeneidad fenotipica inherente no solo al tumor
primario sino también a las lesiones secundarias desarrolladas dentro de la

cavidad peritoneal.
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Anexo 1. Dictamen favorable del Comité de Etica e Investigacion con Medicamentos.

KM

hm hospitales
INFORME DEL CEIm HM Hospitales

La Dra. Almudena Lage, Secretaria del Comité Etico de Investigaciéon con medicamentos de HM
Hospitales

CERTIFICA

Que el Comité de HM Hospitales, ha evaluado en su reunién del 28 de enero de 2021, Acta N.°
212, la propuesta de Fundacién Investigacion HM Hospitales, para que se realice la enmienda
del proyecto de investigacion titulado:

Estudio de biomarcadores predictivos y prondsticos en sangre, lavado peritoneal y tejido
sobrante de biopsia en tumores ginecoldgicos

Cédigo CEIm HM Hospitales: 21.01.1289E1-GHM Cadigo del Promotor: GYN-JGD

Protocolo TEJIDO SOBRANTE GYN-JGD version 2.0 de fecha 21 de diciembre de 2020
Hoja de Informacion al Paciente y Consentimiento Informado version 2 de fecha 21 de
diciembre de 20202_GINE GENERAL - HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE.
Tumores Ginecoldgicos.

Hoja de Informacion al Paciente y Consentimiento Informado-Casos controles version 1.0
de fecha 21 de diciembre de 2020_ HIP Y CI - GINEGENERAL LAVADOS PERITONEALES

Y habiendo valorado el proyecto desde un punto de vista ético y metodolégico, emite un
DICTAMEN FAVORABLE, para que se realice la enmienda del estudio, en el servicio de
Oncologia del Hospital Universitario HM Sanchinarro, siendo el Investigador principal el Dr. Jesus
Garcia-Donas.

Que el CEIm de HM Hospitales, tanto en su composicion como en sus procedimientos, cumple
con las normas de BPC (CPMP/ICH/135/95) y con la legislacion vigente que regula su
funcionamiento.

Miembros que pertenecen al Comité:

Dr. Alfonso Moreno Gonzalez, especialista en Farmacologia Clinica
Dr. Santiago Ruiz de Aguiar, especialista en Farmacologia Clinica
Dra. Almudena Lage Moreda, Licenciada en Medicina y Cirugia

DAa. Raquel Alcantara Partido, Licenciada en Farmacia

Dra. Maria José Ferreiro, especialista en Neumologia

Dr. José Felipe Varona, especialista en Medicina Interna

Dra. Maria Teresa Curiel Garcia especialista en Oncologia

Don Juan Carpio, Diplomado en Enfermeria

Dr. César G. Mufioz Sanchez-Miguel, especialista en Oncologia

Dr. Marcial Garcia Murillo, especialista en Oncologia
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DAa. Maria Teresa Espina Castrillo, Licenciada en Derecho, Dpto. Juridico de HM
Hospitales y vicepresidenta del CEAS de HM Hospitales

Don Ignacio Garcia Gomez. Licenciado en Derecho

DAa. Ofelia de Lorenzo, Licenciada en Derecho

Dna. Gema Jiménez. Licenciada en Derecho. HM Hospitales

Dia. Noelia Pérez Dominguez, Farmacéutica de Atencion Primaria

DAa. Estrella Blanco Patifio, Licenciada en Derecho, Delegado de Proteccion de Datos

Que en dicha reunién del Comité Etico de Investigacion Clinica se cumplié el quérum preceptivo
legalmente.

Que en caso de evaluar algun proyecto en el que un miembro es investigador/colaborador, éste
se ausenta de la reunion durante la discusién del mismo.

Lo que firmo en Madrid, a 2 de febrero de 2021.

= “_] LAGE MOREDA  Firmado digitaimente por
| MOREDA ALMUDENA -
ALMUDENA - oseisz

i Fecha: 2021.02. :28:06
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Imentos Fdo. Dra. Almudena Lage Secretaria
L CEIm HM Hospitales
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Anexo 2. Valores obtenidos de la cuantificacion del numero total de particulas medidas por NTA
y de proteinas exosomales totales por particulas x10° medidas por BCA en todas las muestras
de los casos con CO (n=74) y de los controles (n=29).

Concentracion total de particulas (casos) Concentracion de pr |
Muestra | Particulas(10211)/ml | Muestra [ Particulas(10211)/ml Muestra | pg/particulas (x1079) | Muestra | pg/particulas (x109)
413 4.81 1083 4.17 413 0.75 1083 2.99
416 4.82 1086 4.67 416 1.03 1086 0.45
424 15.82 1093 14.81 424 0.33 1093 119
434 3.11 1096 2.03 434 5.99 1096 1.12
467 7.21 1120 5.41 467 1.72 1120 1.07
469 11.49 1128 41.59 469 293 1128 0.61
516 2.33 1133 4.35 516 557 1133 0.75
533 23.06 1136 2.82 533 0.73 1136 1.32
586 3.21 1141 2.38 586 5.44 1141 3.1
608 2.04 1314 1.02 608 6.54 1314 3.61
618 273 1323 8.81 618 2.60 1323 0.71
631 1.74 1325 3.30 631 10.10 1325 0.71
644 2.44 1363 6.97 644 8.22 1363 2.90
660 6.35 1401 6.75 660 213 1401 0.43
663 19.12 1420 1.06 663 0.41 1420 1.80
673 0.96 1426 2.16 673 0.55 1426 5.20
704 217 1442 8.85 704 0.53 1442 2.05
753 2.55 1445 9.59 753 1.72 1445 1.43
771 6.25 1479 7.67 771 0.53 1479 1.75
781 417 1487 10.03 781 1.04 1487 2.23
794 2.32 1527 4.43 794 1.13 1527 4.67
813 6.19 1623 5.95 813 0.51 1623 5.12
867 1.08 1763 9.18 867 13.19 1763 1.90
899 9.05 1804 1.73 899 0.41 1804 10.45
904 2.52 1857 3.25 904 3.94 1857 2.44
916 3.37 1862 4.65 916 3.04 1862 3.50
926 2.83 1874 2.54 926 1.50 1874 3.97
929 5.35 1884 1.15 929 224 1884 3.16
951 1.41 1900 1.93 951 14.01 1900 1.69
957 4.27 1921 10.14 957 0.52 1921 1.38
964 4.30 1927 2.02 964 1.63 1927 4.20
973 1.85 1941 8.54 973 1.25 1941 218
983 1.55 1964 297 983 1.65 1964 10.73
985 7.72 1969 15.99 985 1.10 1969 3.00
992 17.53 1988 4.95 992 6.86 1988 2.98
1067 3.24 2036 11.21 1067 5.47 2036 1.99
1077 10.37 2063 0.89 1077 0.72 2063 0.75
Concetracion total de particulas (casos)
Muestra Particulas(10711)/ml Muestra Hg/particulas (x1079)

1340 2.03 1340 0.13

1341 1.81 1341 0.12

1342 2.89 1342 1.97

1343 1.13 1343 0.20

1344 15.56 1344 4.09

1345 7.93 1345 3.44

1347 0.82 1347 1.66

1351 2.14 1351 8.14

1352 6.28 1352 1.15

1353 3.65 1353 0.79

1359 3.88 1359 0.71

1360 0.97 1360 0.22

1368 3.20 1368 1.25

1369 7.00 1369 1.38

1407 11.37 1407 0.68

1408 12.00 1408 2.32

1413 3.74 1413 2.15

1414 2.01 1414 3.02

1415 4.34 1415 0.49

1416 1.12 1416 0.21

1425 1.54 1425 0.41

1431 20.45 1431 4.81

1432 6.87 1432 1.87

1433 17.75 1433 0.45

1434 4.00 1434 1.55

1436 3.43 1436 0.66

1437 8.26 1437 0.88

1439 0.72 1439 0.33

1440 8.01 1440 2.54
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Anexo 3. Imagenes que muestran el analisis por inmunotransferencias de la expresion de los
marcadores exosomales (ALIX, TSG101 y CD9) y marcadores de contaminacion (APOB y
Albumina) en muestras de Exo-DFP de casos con CO (n=13) y controles (n=2).

CONTROLES CASOS

APOB (515kDa)

ALBUMINA (50kDa)

PROTEICOS
NEGATIVOS

MARCADORES

ALIX (97kDa)

TSG101 (50kDa)

MARCADORES
EXOSOMALES

CD9 (25kDa)

CASOS
oo
a2
g% | ALBUMINA(50kDa)
23
g azZ
20 ALIX(97kDa)
oY
o=
23 TSG101(50kDa)
S @
3
=ul CD9(25kDa)
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Anexo 4. Listado de las 1825 proteinas exosomales encontradas por MS en las 29 muestras de

casos con CO y en las 10 muestras de controles sanos.

A1BG A2M ABCA2 ABCAS8 ABCB6 ABCB9 ABHD12B ABHD16A ABI1
ACADVL ACBD3 ACE ACHE ACLY ACO2 ACP1 ACP4 ACSL1
ACTB ACTC1 ACTN1 ACTN4 ACTR1A ACTR2 ACTR3 ADAM10 ADD1
ADD2 ADD3 ADGRES ADGRL3 ADH1B ADH5 ADIPOQ AFM AGPAT1
AGT AGTRAP AHCY AHCYL1 AHNAK AHNAK2 AHSG AIDA AIFM1
AK1 AKAP12 AKAP13 AKNA AKR1C3 AKR7A2 ALAD ALB ALDH16A1
ALDH1A1 ALDH1A2 ALDH1A3 ALDH2 ALDH3A2 ALDH3B1 ALDHO9A1 ALDOA ALDOC
ALG5 ALOX15 ALOX5AP ALPL ALPP AMBP ANK1 ANKFY1 ANKRD11
ANKRD2 ANO1 ANO6 ANP32C ANPEP ANXA1 ANXA11 ANXA13 ANXA2
ANXA3 ANXA4 ANXAS5 ANXAG ANXA7 ANXA8 ANXAS8L1 AOC3 AOX1
AP1B1 AP1G1 AP2A1 AP2B1 AP2M1 AP2S1 AP3D1 APCS APEH
APMAP APOA1 APOA2 APOA4 APOB APOCA1 APOC3 APOD APOE
APOH APOL1 APOM APRT AQP1 AQP9 ARAP1 ARF3 ARF4
ARF5 ARF6 ARG1 ARHGAP1 ARHGAP17 ARHGAP18 ARHGDIA ARHGDIB ARHGEF2
ARHGEF7 ARL3 ARLG6IP1 ARLG6IP5 ARLSA ARPC1B ARPC2 ARPC4 ARPC5
ARR3 ARRDC1 ASAP2 ASPH ASPN ASS1 ATL3 ATM ATP11A
ATP1A1 ATP1B1 ATP1B3 ATP2A1 ATP2A2 ATP2A3 ATP2B1 ATP2B2 ATP2B4
ATP5F1A ATP5F1B ATP5F1C ATPSF1E ATP5MC1 ATP5MF ATP5MG ATP5PB ATP5PD
ATP5PO ATP6AP1 ATP6VOA1 ATP6VOD1 ATP6V1A ATRN AZGP1 AZU1 B2M
B4GALT1 BAG2 BAIAP2 BASP1 BBS7 BCAM BCAP29 BCAP31 BCHE
BDH2 BGN BLMH BLVRA BLVRB BPGM BPI BPIFA1 BPIFB1
BPNT2 BRI3BP BRINP2 BROX BSG BST1 BST2 BTD BTN3A3
C1orf52 C1QA C1QB C1QBP ciQcC C1R C1RL C18 C2
C3 C4A C4B C4BPA C4BPB C5 C6 C6orf132 Cc7
C8A C8B C8G C9 CA1 CA12 CA2 CA3 CA4
CAB39 CACNA2D1 CAD CADM3 CALB2 CALD1 CALHM2 CALM3 CALMLS
CALR CALU CAMK2D CAMP CAND1 CANX CAP1 CAPG CAPN1
CAPN2 CAPNS1 CAPS CAPZA1 CAPZA2 CAPZB CASP14 CAsSQ1 CAST
CAT CAV1 CAV2 CAVIN1 CAVIN2 CAVIN3 CAVIN4 CBR1 CBY2
ccDc47 CCDC73 CCDC88A CCM2 CCNB3 CCNY CCT2 CCT3 CCT4
CCT5 CCT6A CCT7 CCT8 CD109 CD14 CD151 CD163 CD200
CD248 CD276 CD34 CD36 CD38 CD4 CD44 CD47 CD53
CD55 CD58 CD59 CD5L CD63 CD74 CD81 CD82 CD9
CD99 CD99L2 CDC16 CDC42 CDH7 CDHRS3 CDIPT CDK13 CDS2
CEACAM6 CEACAM7 CEACAMS CEMIP CEP295 CES1 CFB CFD CFH
CFHR2 CFHR5 CFl CFL1 CFP CHCHD3 CHMP1A CHMP1B CHMP2A
CHMP4B CHMP5 CHN1 CHP1 CIB1 CISD2 CKAP4 CKB CKM
CLDN1 CLDN10 CLDN3 CLDNG6 CLEC16A CLEC2A CLEC3B CLEC4M CLIC1
CLIC2 CLIC3 CLIC4 CLIC5 CLN6 CLTA CLTC CLU CLuUL1
CMBL CMTM3 CMTM7 CNDP2 CNNM4 CNP COL12A1 COL14A1 COL18A1
COL19A1 COL1A1 COL1A2 COL23A1 COL27A1 COL3A1 COL4A2 COL6A1 COL6A2
COL6A3 COL6A3 COLEC12 COMP COMT COPA COPB1 COPB2 COPE
COPG1 CORO1A CORO1C COoTL1 COX4l1 COX5B COX6C COX7B COX7C
CP CPA3 CPB2 CPM CPN1 CPN2 CPNE1 CPNE3 CPT1A
CRABP2 CRB2 CRIP1 CRIP2 CRISP3 CRK CRKL CRP CRYAB
CRYZ CSNK1A1 CSNK2A1 CSNK2B CSRP1 CST3 CSTA CSTB CTDSP1
CTNNA1 CTNNA2 CTNNB1 CTNND1 CTSB CTSD CTSG CTSS CUL3
Ccwce22 CXCR1 CYB5A CYB5B CYB5R3 CYBA CYBB CYBC1 CYBRD1
CYFIP1 CYP2R1 CYP4F2 CYRIB CYSTM1 DAD1 DAPK1 DARS1 DBN1
DBNL DCAF6 DCD DCDC1 DCN DCTN1 DCTN2 DDAH2 DDB1
DDI2 DDOST DDX11L8 DDX3X DENND5B DERA DHCR?7 DHRS7 DHX9
DLAT DLST DMBT1 DMD DMTN DNA2 DNAH2 DNAJB11 DNAJC5
DNM2 DNMBP DNPEP DNPH1 DOCK11 DOCK2 DPAGT1 DPP3 DPP4
DPYSL2 DPYSL3 DSC1 DSC2 DSG2 DSG3 DSP DST DSTN
DYNC1H1 DYNC1I2 DYNC1LI2 DYNLL1 DYNLRB1 DZIP1 ECM1 EEA1 EEF1A1
EEF1B2 EEF1G EEF2 EFEMP1 EFR3A EGFR EHD1 EHD2 EHD3
EHD4 EIF3A EIF3B EIF3CL EIF3E EIF3F EIF3H EIF3I EIF3K
EIF3M EIF4A2 EIF4B EIF5A ELANE ELMOD2 EMILIN1 EMILIN2 EMP2
EMP3 ENDOD1 ENG ENO1 EPB41 EPB41L2 EPB41L3 EPB42 EPCAM
EPHX1 EPPK1 EPRS1 EPS8 EPS8L1 EPS8L2 ERAP1 ERBIN ERGIC1
ERGIC3 ERICH3 ERLIN1 ERLIN2 ERMAP ERMP1 ERP29 ERP44 ESD
ESYT1 ESYT2 ETFA EXOC3 EXOSC9 EZR F10 F11 F11R
F12 F13A1 F2 F5 F8 F9 FAAH FABP4 FABP5
FAM162A FAM186B FAM3C FAM98A FAP FAS FASN FAT4 FBLN1
FBN1 FBXO7 FCER1G FCGBP FCGR2B FCGR3A FCGRT FCN1 FCN2
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FCN3 FDPS FEM1A FERMT3 FETUB FGA FGB FGG FGL2
FHL1 FIS1 FKBP11 FKBP1A FKBP2 FLG FLG2 FLNA FLNB
FLNC FLOT1 FLOT2 FN1 FN3K FN3KRP FOLR1 FRMD3 FSCN1
FSIP2 FTH1 FTL FXYD1 G6PD GAK GALNT1 GALNT2 GALNT7
GANAB GAPDH GAPVD1 GAS1 GATB GC GCA GCLM GCSAM
GDE1 GDI1 GDI2 GET3 GGT1 GGT5 GHDC GJA1 GLG1
GLIPR2 GLO1 GLOD4 GLRX GLUD1 GLUL GMPPA GMPR GNA11
GNA13 GNA14 GNAI1 GNAI2 GNAI3 GNAQ GNAS GNB1 GNB2
GNB4 GNG12 GNG2 GNG5 GOLIM4 GOLM1 GOLPH3 GOLT1B GORASP2
GP1BB GP9 GPC4 GPD2 GPI GPM6A GPNMB GPR107 GPR4
GPRC5A GPRC5B GPRC5C GPS1 GPX1 GPX3 GPX4 GSAP GSN
GSR GSS GSTM1 GSTM3 GSTO1 GSTP1 GTSE1 GYG1 GYPA
GYPC GYS1 H2AC21 H2AC4 H2AX H2BC11 H2BC13 H3C1 H4C1
H6PD HABP2 HACD3 HADHA HADHB HAPLN2 HAPLN4 HAS1 HBA1
HBB HBD HBG1 HBG2 HEBP1 HECTD3 HEG1 HGFAC HGS
HINT1 HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DMB HLA-DPA1 HLA-DPB1 HLA-DRA HLA-DRB1
HLA-DRB3 HLA-DRB5 HLA-E HLA-H HM13 HNRNPD HNRNPH1 HNRNPK HNRNPM
HNRNPU HNRNPUL2 HP HPCAL1 HPR HPX HRG HRNR HSD17B10
HSD17B11 HSD17B12 HSD17B4 HSD17B6 HSDL2 HSP90AA1 HSP90AB1 HSP90B1 HSPA1B
HSPA4 HSPA5 HSPA8 HSPA9 HSPB1 HSPB6 HSPD1 HSPE1 HSPG2
HTRA1 HYDIN HYOU1 IARS1 ICAM1 ICAM3 IDH1 IFITM3 IFT172
IFT22 IFT27 IFT80 IGF2R IGFALS IGHA1 IGHA2 IGHD IGHG1
IGHG2 IGHG3 IGHG4 IGHM IGHV1-18 IGHV1-2 IGHV1-24 IGHV1-3 IGHV1-38-4
IGHV1-45 IGHV1-46 IGHV1-58 IGHV1-69 IGHV1-69D IGHV1-8 IGHV2-26 IGHV2-5 IGHV2-70D
IGHV3-15 IGHV3-21 IGHV3-23 IGHV3-30 IGHV3-33 IGHV3-35 IGHV3-38 IGHV3-49 IGHV3-53
IGHV3-64D IGHV3-7 IGHV3-72 IGHV3-74 IGHV4-28 IGHV4-30-2 IGHV4-34 IGHV4-4 IGHV5-10-1
IGHV5-51 IGHV6-1 IGHV7-81 IGKC IGKJ1 IGKV1-16 IGKV1-17 IGKV1-27 IGKV1-5
IGKV1D-13 IGKV1D-16 IGKV1D-33 IGKV1D-39 IGKV2-30 IGKV2D-24 IGKV2D-29 IGKV2D-30 IGKV3-20
IGKV3D-11 IGKV3D-15 IGKV3D-20 IGKV3D-7 IGKV4-1 IGKV6-21 IGKV6D-21 IGLC2 IGLC7
IGLL1 IGLL5 IGLV1-40 IGLV1-47 IGLV1-51 IGLV10-54 IGLV2-11 IGLV2-14 IGLV2-18
IGLV2-23 IGLV2-8 IGLV3-10 IGLV3-16 IGLV3-9 IGLV4-60 IGLV4-69 IGLV5-39 IGLV6-57
IGLV7-43 IGLV7-46 IGLV8-61 IGLV9-49 IGSF1 IL1RAP IL6ST ILK ILVBL
IMMT IMPDH2 INPP5A IPO5 IQGAP1 IRS4 ISG15 IST1 ITGA2B
ITGA3 ITGAS ITGA6 ITGAM ITGAV ITGB1 ITGB2 ITGB3 ITGB5
ITIH1 ITIH2 ITIH3 ITIH4 ITLN1 ITM2B ITPA JAGN1 JAK1
JCHAIN JUP KCNAB2 KCNT1 KCTD12 KDELR1 KDM3A KDM4C KEL
KIF22 KIF3B KIF4A KIRREL1 KLKB1 KNG1 KPNB1 KRAS KRT1
KRT10 KRT13 KRT14 KRT16 KRT17 KRT18 KRT19 KRT2 KRT36
KRT5 KRT6A KRT6B KRT6C KRT7 KRT72 KRT77 KRT78 KRT8
KRT82 KRT9 LAMB1 LAMC1 LAMP1 LAMTOR2 LAMTOR3 LAP3 LASP1
LBP LBR LCN2 LCP1 LDHA LDHB LGALS1 LGALS3 LGALS3BP
LGALS8 LGALS9 LILRB3 LIMA1 LIMS1 LIN7C LIPE LITAF LMAN1
LMAN2 LMAN2L LMNA LMNB1 LNPEP LNPK LPA LPCAT2 LPCAT3
LRG1 LRP1 LRPAP1 LRRC31 LRRC57 LRRK1 LRRN4 LSAMP LTA4H
LTF LUM LXN LYN LYVE1 LYz LZTFL1 M6PR MACF1
MACROH2A1 MAGT1 MAN1A1 MANF MAOA MAOB MARCKS MARCKSL1 MASP1
MASP1 1ISO2 MASP2 MATN2 MATR3 MB MBL2 MBOAT7 MBP MCAM
MCEMP1 MCMé6 MCM7 MDH1 MDH2 MDM2 MDN1 MEI1 MELTF
METTL7A MFAP4 MFAP5 MFF MFGES8 MFSD10 MGA MGAM MGST1
MGST2 MGST3 MIF MLEC MMP9 MNDA MOB1B MOCS3 MOGS
MPIG6B MPO MPP1 MRC1 MRGPRF MSH4 MSLN MSN MT-ATP6
MT-CO2 MTHFD1 MTOR MUC1 MUC16 MUC19 MUC5B MVP MX1
MXD4 MYADM MYCBP2 MYCBPAP MYCL MYDGF MYH1 MYH10 MYH11
MYH14 MYH4 MYH7 MYH9 MYL12B MYL6 MYLK MYO18A MYO1B
MYO1C MYO1D MYO1G MYOF N4BP2 NAMPT NAP1L1 NAPA NAXE
NCKAP1 NCL NCOA2 NCSTN NDRG1 NDUFA10 NDUFB3 NDUFB5 NEBL
NEBL NECAB2 NECTIN2 NEDD8 NEGR1 NIBAN1 NIBAN2 NID2 NIPSNAP3B
NME1 NME2 NME2P1 NMT2 NNMT NNT NOA1 NOMO3 NOTCH2
NPC1L1 NPEPPS NPM1 NPR1 NPTN NQO1 NSDHL NSFL1C NT5E
NTRK1 NUCB1 NUCB2 NUP188 OGN OLFM4 OLFML2B OPA1 OR1M1
ORC3 ORM1 ORM2 OTUB1 OVGP1 OXSR1 P4HB PABPC1 PABPC4
PACSIN2 PACSIN3 PAFAH1B3 PAICS PAKG6 PALM PALS1 PARK?7 PARP4
PARVB PATJ PBRM1 PCBP1 PCDHGC5 PCGF5 PCMT1 PCNX1 PCOLCE
PCYOX1 PDCD10 PDCD6 PDCD6IP PDCL PDESA PDGFRB PDIA3 PDIA4
PDIA6 PDLIM1 PEBP1 PECAM1 PEF1 PF4 PFKL PFKM PFKP
PFN1 PFN2 PGAM1 PGD PGK1 PGK2 PGLS PGLYRP2 PGM1
PGRMCH1 PGRMC2 PHB1 PHB2 PHGDH PHKA2 PHPT1 PI16 PI4K2A
PI4KA PIGR PIK3CB PIP PIP4K2A PITPNB PKHD1L1 PKLR PKM
PKP2 PLA2G4A PLA2G6 PLCB1 PLCB3 PLCD1 PLCHA1 PLEC PLEK
PLG PLIN1 PLIN4 PLLP PLOD3 PLP2 PLPP1 PLS3 PLSCR1
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PLSCR3 PLSCR4 PLTP PLXNB2 PMEL PNCK PNP PNPLA8 PODXL
PON1 POR POSTN PPA1 PPIA PPIB PPL PPP1CA PPP1CB
PPP2CB PPP2R1A PPP2R2A PPP3CB PRDM2 PRDX1 PRDX2 PRDX3 PRDX4
PRDX5 PRDX6 PRELP PRG4 PRKACA PRKAR1A PRKAR2A PRKCA PRKCB
PRKCQ PRKCSH PRKDC PRNP PROCR PROM1 PROS1 PRPF8 PRPS1
PRXL2A PSMA1 PSMA2 PSMA3 PSMA4 PSMA5 PSMA6 PSMA7 PSMB1
PSMB2 PSMB3 PSMB4 PSMB5 PSMB6 PSMB7 PSMB8 PSMB9 PSMC2
PSMC3 PSMC5 PSMC6 PSMD10 PSMD11 PSMD13 PSMD14 PSMD2 PSMD3
PSMD6 PSMD7 PSMD8 PSME1 PSME2 PTBP1 PTGDS PTGES3 PTGFRN
PTGIS PTGR1 PTGS1 PTK7 PTPN1 PTPRC PTPRF PTPRG PTPRJ
PTTG1IP PTX3 PURA PVR PYGL PYGM PYROXD2 PZP QSOxX1
QSOX2 RAB10 RAB11A RAB13 RAB14 RAB18 RAB1A RAB1B RAB23
RAB27A RAB2A RAB31 RAB35 RAB3D RAB5SA RAB5B RAB5C RABGA
RAB7A RABBA RABSB RAC1 RAC2 RACK1 RAD23A RAD23B RAI14
RALA RALB RAN RAP1A RAP1B RAP2B RARS1 RBM12B RBP1
RBP4 RCN1 RDX RECK REEP5 RELA RENBP RER1 RETN
RETREG3 RETSAT RFTN1 RFX3 RHAG RHCE RHEB RHOA RHOB
RHOC RHOG RIOK1 RNF123 RNF213 RNH1 RNPEP ROCK2 ROR2
RP2 RPL10 RPL10A RPL11 RPL13 RPL13A RPL14 RPL15 RPL17
RPL18 RPL18A RPL19 RPL21 RPL22 RPL23 RPL24 RPL26 RPL27
RPL27A RPL28 RPL29 RPL3 RPL32 RPL34 RPL35 RPL35A RPL36
RPL36A RPL4 RPL5 RPL6 RPL7 RPL7A RPL8 RPL9 RPLPO
RPN1 RPN2 RPS11 RPS12 RPS13 RPS14 RPS15 RPS15A RPS16
RPS18 RPS2 RPS23 RPS24 RPS26 RPS3 RPS3A RPS4X RPS5
RPS6 RPS6KA3 RPS8 RPS9 RPSA RPUSD2 RRAS RRAS2 RRBP1
RRM2B RSAD2 RSU1 RTN2 RTN3 RTN4 RUVBLA1 RUVBL2 S100A2
S100A4 S100A6 S100A7 S100A8 S100A9 S100A10 S100A11 S100A16 SAA1
SAA2 SAA4 SACM1L SAR1A SASH1 SCAMP1 SCAMP2 SCAMP3 SCAMP4
SCARB2 SCCPDH SCEL SCGN SCP2 SDCBP SDHA SDHB SDHC
SEC11A SEC13 SEC22B SEC23A SEC61A1 SEC61B SEC63 SELENBP1 SELENOP
SEMA3D SEMG1 SEPTIN10 SEPTIN11 SEPTIN2 SEPTIN7 SEPTINS SEPTINS SERINC1
SERINC3 SERINC5 SERP1 SERPINA1 SERPINA3 SERPINA4 SERPINAS SERPINAG SERPINA7
SERPINB1 SERPINB3 SERPINB6 SERPINC1 SERPIND1 SERPINF1 SERPINF2 SERPING1 SERPINH1
SETSIP SFRP1 SFT2D2 SH3BGRL SH3BGRL3 SH3BP4 SHBG SHF SHISAL2B
SHROOM3 SIGLEC5 SIGLEC9 SIRPA SKIvV2L SKP1 SLC14A1 SLC15A2 SLC16A1
SLC16A2 SLC1A5 SLC25A1 SLC25A11 SLC25A24 SLC25A3 SLC25A4 SLC25A5 SLC25A6
SLC26A2 SLC28A3 SLC29A1 SLC2A1 SLC2A3 SLC30A7 SLC34A2 SLC35B2 SLC39A11
SLC39A7 SLC39A8 SLC3A2 SLC40A1 SLC43A2 SLC43A3 SLC44A2 SLC44A4 SLC4A1
SLC4A2 SLCY9A3R1 SLC9A3R2 SLIT1 SLK SLMAP SMIM1 SMPD3 SMPDL3B
SNAP23 SNAP91 SNCA SNRNP200 SNRPA SNX2 SNX6 SOD1 SOD2
SOD3 SORD SOX15 SPATA1 SPCS1 SPCS2 SPCS3 SPN SPP1
SPP2 SPPL2A SPTA1 SPTAN1 SPTB SPTBN1 SPTLC1 SQOR SRI
SRL SRP68 SRPRA SRPRB SRSF1 SRSF3 SRSF4 SSR1 SSR3
SSR4 SSRP1 ST13 STAB1 STEAP1 STEAP2 STEAP4 STING1 STIP1
STK24 STOM STOML2 STT3A STT3B STX3 STX4 STX5 STX7
STXBP1 STXBP2 STXBP3 SUB1 SULT1A3 SULT2B1 SUMF2 SUN2 SUN3
SUPT16H SURF4 SusD2 SYK SYNGR2 SYPL1 TAGLN TAGLN2 TALDO1
TAP1 TAP2 TAPBP TBC1D10A TBC1D2 TBXAS1 TCN1 TCP1 TECR
TECTA TF TFG TFRC TGFBI TGM1 TGM2 TGM3 TGOLN2
THAP4 THBS1 THEM6 THY1 TIMM50 TKT TLN1 TLR2 TM4SF1
TMOSF2 TMOSF3 TMOSF4 TMBIM1 TMBIM6 TMED10 TMED2 TMED4 TMED5
TMED7 TMED9 TMEM109 TMEM115 TMEM119 TMEM14C TMEM165 TMEM192 TMEM205
TMEMB30A TMEM33 TMEM43 TMEM64 TMEM97 TMF1 TMOD1 TMSB4X TMTC4
TMX1 TMX3 TMX4 TNFAIP2 TNKS1BP1 TNPO2 TNXB TOLLIP TOR1AIP1
TPBG TP TPM1 TPM2 TPM3 TPM4 TPM4 TPP1 TPPP3
TPT1 TRAF3IP1 TRAM1 TRIM56 TRIP12 TRMT1 TRMT1L TSG101 TSPAN15
TSPAN3 TSPAN4 TSPAN6 TSPO TTC26 TTC9B TTF1 TTN TTR
TUBA1B TUBA4A TUBAL3 TUBB TUBB4B TUBB6 TUFM TVP23C TXN
TXNDC12 TXNDC5 UBA1 UBAP1 UBB UBE2F UBE2L3 UBE2N UBE20
UBE2V1 UBR4 UCHLA1 UGDH UGGT1 UGP2 UPK1B UPK3B UQCR10
UQCRB UQCRC1 UQCRC2 UQCRFS1 UQCRQ uso1 USP15 USP5 USP9X
VAMP3 VAMP8 VAPA VARS1 VASP VAT1 VCAM1 VCAN VCL
VCP VDAC1 VDAC2 VDAC3 VIM VKORC1 VKORC1L1 VNN1 VNN2
VPS11 VPS26A VPS29 VSIG4 VSIR VTA1 VTCNA1 VTN VWASA
VWF WARS1 WBP2 WDR1 WDR11 WDR35 WNK1 WWwWC2 XK
XKR3 XPNPEP1 XPO1 XPO7 XRCC5 XRCC6 YARS1 YBX1 YES1
YIF1A YIPF5 YWHAB YWHAE YWHAG YWHAH YWHAQ YWHAZ ZG16B
ZMPSTE24 ZMYM1 ZNF225 ZNF317 ZNF672 ZNF804B ZZEF1
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Anexo 5. Tabla que muestra datos previos del estudio de Toss et al. (178) relacionados con la

6n protedmica en

de marcadores pronosticos determinados mediante perfilaci
diferentes especimenes de casos con CO y su correlacion con nuestros datos proteémicos de

los Exo-DFP.
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ANEXOS

Anexo 6. Listado de las 10 rutas bioldgicas mas enriquecidas y significativas en las diferentes
categorias relevantes (Hallmarks, Reactome, GO Biological Process y GO Cellular Component)
para cada una de las comparaciones de interés.

PACIENTES CON CSAG VS. CONTROLES

REACTOME HALLMARKS
Proceso biolégico p-valor ajustado Proceso biolégico p-valor ajustado
Sistema inmunitario innato R-HSA-168249 5.49E-17 Myc Targets V1 1.12E-07
Sistema inmunitario R-HSA-168256 6.66E-16 Fosforilacién Oxidativa 4.28E:07
Enfermedades infecciosas R-HSA-5663205 1.04E-11 Complemento 1.01E-05
Respuestas celulares al estrés R-HSA-2262752 1.04E-11 Transicién Epitelial-Mesenquimal 1.01E-05
Metabolismo de las proteinas R-HSA-392499 1.10E-11 Seftalizacién mTORC1 4.90E-05
Respuestas celulares a estimulos R-HSA-8953897 1.25E-11 Respuesta a Proteinas Mal Plegadas 6.57E-05
Regulacién de la expresion de SLIT y ROBO R-HSA-9010553 1.356-11 Metabolismo de Acidos Grasos 3.98E-03
Orientacién cotranslacional de proteinas a la membrana dependiente de SRP R-HSA-1799339 1.65E-11 Rechazo de Injerto Alogénico 3.98E-03
Procesamiento de antigenos - Presentacion cruzada R-HSA-1236975 127610 Secrecién de Proteinas 5.20E-03
Seftalizacién por receptores ROBO R-HSA-376176 5.38E-10 Coagulacién 6.30E-03
GO (BIOLOGICAL PROCESS) GO (CELULAR COMPONENTS)
Proceso biolégico p-valor ajustado Proceso biolégico p-valor ajustado
Traduccion citoplasmética (G0:0002181) 8.17E-09 Membrana del reticulo endoplésmico (GO:0005789) 4.88E-16
Expresion génica (G0:0010467) 358E-07 Membrana de vesicula endocitica (GO:0030666) 7HEA1T
Proceso biosintético peptidico (GO:0043043) 3.58E-07 Vesicula de transporte de ER a Golgi recubierta de COPII (GO:0030134) 3.91E-10
Ensamblaje del antigeno peptidico con el complejo proteico del CMH (G0:0002501) 3.58E-07 Lumen de organulo intracelular (GO:0070013) 5.19E-10
P y 6n del antigeno peptidico exdgeno (GO:0002478) 7.25E-07 Lado lumen de la membrana del reticulo endoplésmico (G0:0098553) 6.91E-10
Proceso de biosintesis de macromoléculas (G0:0009059) 1.48E-06 Unidn célula-sustrato (GO:0030055) 2.49E-09
Procesamiento y presentacién de antigeno peptidico exégeno via MHC clase If (GO:0019886) 3.90E-06 Lumen del reticulo endoplésmico (G0:0005788) 6.75E-09
Procesamiento del antigeno y presentacion del antigeno peptidico a través del CMH de clase Il (G0:0002495)  6.02E-06 Adhesion focal (GO:0005925) 7.34E-00
Traduccion (GO:0006412) 263605 Subunidad Ribosémica Citosslica Grande (G0:0022625) 1.04E-08
Transporte de proteinas (GO:0015031) 375E-05 Gran subunidad ribosdmica (GO:0015934) 1.04E-08

CONTROLES VS. PACIENTES CON CSAG

REACTOME HALLMARKS
Proceso biolégico p-valor ajustado Proceso biolégico p-valor ajustado
, sefializacion y R-HSA-76002 3.78E-18 Coagulacién 6.64E-10
Hemostasia R-HSA-109582 3.78E-18 Complemento 8.50E-08
Degranulacién de neutrofilos R-HSA-6798695 3.40E-16 Union apical 2.86E-06
Respuesta al Ca2+ citosélico plaquetario elevado R-HSA-76005 2.84E-14 Sefializacién PI3K/AKT/mTOR 3.44E-03
Degranulacion plaquetaria R-HSA-114608 1.67E-13 Miogénesis 5.29E-03
Sistema inmunitario innato R-HSA-168249 6.25E-11 Seializacion mTORC1 5.29E-03
Regulacion del transporte y la captacion de IGF por las IGFBP R-HSA-381426 4.00E-08 Glucolisis 5.29E-03
Metabolismo R-HSA-1430728 1.01E-07 Metabolismo xenobidtico 1.84E-02
Amplificacion de sefiales R-HSA-392518 4.12E-07 Hipoxia 4.16E-02
Fosforilacién postraduccional de proteinas R-HSA-8957275 5.48E-07 Respuesta temprana al estrégeno 4.16E-02
GO (BIOLOGICAL PROCESS) GO (CELULAR COMPONENTS)
Proceso biolégico p-valor ajustado Proceso biolégico p-valor ajustado
Localizacion de proteinas en la periferia celular (GO:1990778) 2.93E-06 Adhesién focal (GO:0005925) 4.18E-23
Organizacién de filamentos de actina (GO:0007015) 2.93E-06 Union célula-sustrato (GO:0030055) 4.56E-23
Ensamblaje de la proyeccion celular limitada por la membrana plasmatica (GO:0120031) 6.37E-06 Vesicula (GO:0031982) 4.48E-20
Localizacién de proteinas en la membrana (GO:0072657) 8.03E-06 Citoesqueleto de actina (GO:0015629) 3.48E-14
Ensamblaje de componentes celulares (G0:0022607) 8.83E-06 Lumen de granulos secretorios (GO:0034774) 9.94E-14
Transduccion de sefales de la proteina Ras (GO:0007265) 8.83E-06 Proyeccion celular basada en actina (GO:0098858) 5.70E-11
Establecimiento De La Barrera Endotelial (GO:0061028) 1.02E-05 Citoesqueleto (GO:0005856) 8.11E-11
Regulacion negativa de la actividad endopeptidasa (GO:0010951) 2.69E-05 Lumen de vesiculas citoplasméticas (GO:0060205) 2.71E-10
Localizacion de proteinas en la membrana plasmatica (GO:0072659) 2.83E-05 Granulo Rico en Ficolina-1 (G0O:0101002) 2.92E-10
Regulacion Del Tamario Celular (GO:0008361) 7.82E-05 Unién célula-célula (GO:0005911) 4.06E-10

MUESTRAS RECOGIDAS DE C. INTERVALO VS. PRIMARIAS/DIAGNOSTICAS

REACTOME HALLMARKS
Proceso biolégico p-valor ajustado Proceso biolégico p-valor ajustado
Hemostasia R-HSA-109582 6.20E-08 Sefializacion mTORC1 3.84E-06
Expresion de genes y proteinas mediante la sef JAK-STAT tras la con interl 12 R-HSA-8950505 5.50E-06 Hipoxia 2.08E-05
La 6n de CDK5 vias en modelos de la enfermedad de Alzheimer R-HSA-8862803  9.36E-06 Uni6n apical 851E-04
Activacion, sefializacion y agregacion plaquetaria R-HSA-76002 9.36E-06 Glucolisis 8.51E-04
Sefializacion de la interleucina-12 R-HSA-9020591 9.36E-06 Via de las especies reactivas del oxigeno 9.63E-04
Via intrinseca defectuosa para la apoptosis R-HSA-9734009 1.02E-05 Respuesta tardia al estrogeno 357603
Seializacion de la familia de la interleucina-12 R-HSA-447115 2.34E-05 Fosforilacion oxidativa 3.57E-03
Enfermedad R-HSA-1643685 3.93E-05 Metabolismo de los &cidos grasos 7.026-03
Degranulacién de neutréfilos R-HSA-6798695 3.05E-04 Huso mitético 1.56E-02
Interacciones entre basiginas R-HSA-210991 3.58E-04 Complemento 1.56E-02
GO (BIOLOGICAL PROCESS) GO (CELULAR COMPONENTS)
Proceso biologico p-valor ajustado Proceso biolégico p-valor ajustado
Proceso glucolitico (GO:0006096) 8.35E-06 Adhesion focal (G0:0005925) 9.44E-14
Gluconeogénesis (GO:0006094) 8.35E-06 Unisn célula-sustrato (G0:0030055) 9.44E-14
Proceso Biosintético de la Hexosa (GO:0019319) 9.84E-06 Vesicula (GO:0031982) 464E-12
Proceso catabdlico de carbohidratos (GO:0016052) 1.99E-05 Microvellosidad (GO:0005902) 6.52E-10
Establecimiento de la polaridad apicalibasal de las células epiteliales (G0:0045198) 3.34E-05 Proyeccion celular basada en actina (G0:0098858) 1.61E-08
Citocinesis dependiente del citoesqueleto (GO:0061640) 3.88E-05 Citoesqueleto de septina (G0:0032156) 9.15E-08
Proceso metabdlico del piruvato (GO:0006090) 3.88E-05 Anillo de septina (GO:0005940) 9.15E-08
Establecimiento de la barrera endotelial (GO:0061028) 459E-05 Balsa de membrana (GO:0045121) 4.73E-06
Proceso metabdlico de la glucosa (GO:0006006) 6.53E-05 Filopodio (G0:0030175) 1.14E-05
Diferenciacion de células epiteliales polarizadas (GO:0030859) 6.53E-05 Citoesqueleto de actina (GO:0015629) 1.70E-05
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MUESTRAS RECOGIDAS DE C. PRIMARIAS/DIAGNOSTICAS VS. INTERVALO

REACTOME

HALLMARKS

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Formacion del coagulo de fibrina (cascada de coagulacion) R-HSA-140877
Degranulacién Plaquetaria R-HSA-114608
Respuesta al Ca2+ citosélico plaquetario elevado R-HSA-76005
Cascada del complemento R-HSA-166658
Activacion, sefializacién y agregacion plaquetaria R-HSA-76002

de la cascada del R-HSA-977606

Sistema inmunitario innato R-HSA-168249
Via comun de formacién de coagulos de fibrina R-HSA-140875
Agregacion plaquetaria (formacién de tapones) R-HSA-76009
Vinculacién de p130Cas con la sefializacion MAPK de las integrinas R-HSA-372708

2.24E-09
8.62E-09
8.62E-09
1.06E-08
1.03E-07
1.03E-07
1.03E-07
1.03E-07
1.27E-06
1.36E-06

Coagulacion
Metabolismo xenobiético
Complemento
Metabolismo de los acidos grasos
Respuesta UV
Adipogénesis
Miogénesis
Pperoxisoma
Metabolismo de los 4cidos biliares

Respuesta UV Dn

5.81E-05
2.59E-02
1.28E-01
2.85E-01
2.85E-01
3.03E-01
3.03E-01
4.48E-01
4.48E-01
4.48E-01

GO (BIOLOGICAL PROCESS)

GO (CELULAR COMPONENTS)

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Cascada de activacion de proteinas (G0:0072376)
Coagulacién sanguinea, formacién de coagulos de fibrina (G0:0072378)
Activacion del Plasminégeno (GO:0031639)

Fibrindlisis (GO:0042730)

R positiva de la 6n (GO:0045907)

Regulacion positiva de la adhesion heterotipica célula-célula (GO:0034116)
Activacion de zimégenos (GO:0031638)
Respuesta humoral antibacteriana (GO:0019731)
Regulacién de la secrecién de hormonas peptidicas (GO:0090276)

Regulacion positiva de la secrecion hormonal (GO:0046887)

1.08E-05
1.08E-05
1.46E-04
3.41E-04
3.41E-04
4.30E-04
4.30E-04
5.31E-04
5.99E-04
7.40E-04

Lumen del granulo secretor (GO:0034774)
Lumen del granulo alfa plaquetario (G0:0031093)
Matriz extracelular que contiene coléageno (G0:0062023)
Granulo alfa plaquetario (GO:0031091)

Lumen de organulo intracelular (G0:0070013)
Lumen del granulo denso plaquetario (GO:0031089)
Granulo denso plaquetario (GO:0042827)

Lumen del granulo rico en ficolina-1 (GO:1904813)
Lumen granular terciario (GO:1904724)

Organulo con membrana extracelular (GO:0065010)

1.55E-06
1.55E-06
3.23E-06
4.70E-06
2.82E-03
8.39E-03
1.73E-02
5.53E-02
8.07E-02
8.07E-02

MUESTRAS RECOGIDAS DE C. RECAIDA VS. PRIM,

IARIAS/DIAGNOSTICAS

REACTOME

HALLMARKS

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Hemostasia R-HSA-109582 6.84E-15 Metabolismo del hemo 1.32E-10
Degranulacién de neutréfilos R-HSA-6798695 4.79E-14 Transicion epitelio-mesénquima 2.74E-07
Enfermedad R-HSA-1643685 3.12E-11 Hipoxia 4.73E-06
Activacion, sealizacion y agregacion plaquetaria R-HSA-76002 1.04E-10 Sefializacion mTORC1 4.73E-06
Enfermedades infecciosas R-HSA-5663205 6.10E-09 Fosforilacion oxidativa 4.73E-06
Infecciones por SARS-CoV R-HSA-9679506 2.09E-08 Miogénesis 2.31E-05
Orientacion cotranslacional de proteinas a la membrana dependiente de SRP R-HSA-1799339 2.09E-08 Metabolismo de los &cidos grasos 6.03E-05
Guia de axones R-HSA-422475 3.82E-08 Unién apical 7.51E-05
Desarrollo del sistema nervioso R-HSA-9675108 1.02E-07 Complemento 7.51E-05
Infeccion por SARS-CoV-2 R-HSA-9694516 1.21E-07 Glucdlisis 7.51E-05

GO (BIOLOGICAL PROCESS) GO (CELULAR COMPONENTS)

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Localizacién de proteinas en la periferia celular (GO:1990778)
Localizacion de proteinas en la membrana (GO:0072657)
Agregacion plaquetaria (GO:0070527)

Localizacién de proteinas en la membrana plasmética (GO:0072659)
Adhesion homotipica célula-célula (GO:0034109)
Establecimiento De Barrera Endotelial (GO:0061028)
Traduccin citoplasmatica (GO:0002181)

Transporte mediado por vesiculas (GO:0016192)
Organizacion de la balsa de membrana (GO:0031579)
Diferenciacion de células epiteliales polarizadas (G0:0030859)

1.23E-08
1.23E-08
1.36E-08
2.19E-08
1.60E-07
2.16E-05
1.31E-04
1.48E-04
1.48E-04
1.48E-04

Union célula-sustrato (GO:0030055)
Adhesion focal (GO:0005925)
Membrana de granulos secretorios (GO:0030667)
Vesicula (GO:0031982)
Balsa de membrana (GO:0045121)
Citoesqueleto (GO:0005856)
Citoesqueleto de actina (GO:0015629)
Organelo intracelular no limitado por membranas (GO:0043232)
Pequefia subunidad ribosomica citosdlica (GO:0022627)
Subunidad ribosémica pequefia (GO:0015935)

4.10E-40
1.57E-38
5.59E-14
5.63E-14
5.03E-11
1.70E-10
1.59E-08
5.99E-08
6.26E-08
7.09E-08

MUESTRAS RECOGIDAS DE C. PRIMARIAS/DIAGNOSTICAS VS. RECAIDA

REACTOME

HALLMARKS

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Cascada del complemento R-HSA-166658 7.83E-32 Coagulacion 1.32E-17
Regulacion de la cascada del complemento R-HSA-977606 4.62E-27 Complemento 2.39E-08
Sistema inmunitario innato R-HSA-168249 9.99E-22 Respuesta al interferon gamma 2.50E-04
Activacion inicial del complemento R-HSA-166663 5.95E-21 Metabolismo xenobiético 4.82E-03
Creacion de activadores C4 y C2 R-HSA-166786 3.13E-15 Transicioén epitelio-mesénquima 6.40E-02
Sistema inmunitario R-HSA-168256 3.07E-11 Respuesta del interferén alfa 1.34E-01
clasica del mediada por R-HSA-173623 1.60E-10 Sefializacion KRAS Up 1.34E-01
Degranulacion plaquetaria R-HSA-114608 1.11E-08 Sefializacion KRAS Dn 1.34E-01
Respuesta al Ca2+ citosdlico plaquetario elevado R-HSA-76005 1.67E-08 Adipogénesis 7.56E-01
Activacion de C3 y C5 R-HSA-174577 5.99E-08 Unién apical 7.56E-01

GO (BIOLOGICAL PROCESS) GO (CELULAR COMPONENTS)

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Activacion del complemento, via de las lectinas (GO:0001867)
Regulacion positiva de procesos del sistema inmunitario (GO:0002684)
Homeostasis de la retina (GO:0001895)

Coagulacion sanguinea, formacion de coagulos de fibrina (GO:0072378)
Cascada De Activacion De Proteinas (GO:0072376)
Regulacién Negativa De La Actividad De Las Peptidasas (GO:0010466)
Respuesta Inflamatoria Aguda (GO:0002526)

de células

positiva de la (G0:2000427)
Activacion del zimégeno (GO:0031638)

ion de (GO:0045109)

9.01E-06
9.01E-06
6.06E-05
6.06E-05
6.06E-05
6.06E-05
6.06E-05
7.66E-05
8.60E-05
1.12E-04

Matriz extracelular que contiene colageno (G0O:0062023)
Lumen de granulos secretorios (GO:0034774)
Complejo de ataque de membrana (GO:0005579)
Envoltura cornificada (GO:0001533)

Lumen del granulo alfa plaquetario (GO:0031093)
Filamento intermedio (GO:0005882)

Lumen de orgénulo intracelular (GO:0070013)
Filamento de queratina (GO:0045095)

Granulo alfa plaquetario (GO:0031091)

Granulo rico en ficolina-1 (GO:0101002)

6.87E-18
1.03E-10
1.03E-10
9.23E-10
1.73E-06
2.15E-06
3.25E-06
4.81E-06
1.32E-05
1.32E-04
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MUESTRAS RECOGIDAS DE C. DE RECAIDA VS. INTERVALO

REACTOME

HALLMARKS

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Degranulacion de neutrdfilos R-HSA-6798695
Hemostasia R-HSA-109582
Sistema inmunitario innato R-HSA-168249
Activacion, sefializacion y agregacion plaquetaria R-HSA-76002
GRB2:SOS proporciona enlace con la sefializacion MAPK de las integrinas R-HSA-354194
Vinculacién de p130Cas con la sefializacion MAPK de las integrinas R-HSA-372708
Degranulacién plaquetaria R-HSA-114608
Respuesta al Ca2+ citosdlico plaquetario elevado R-HSA-76005
Sefializacion de integrinas R-HSA-354192
Guia de axones R-HSA-422475

7.75E-08 Transicion epitelio-mesénquima
4.41E-05 Sefializacion IL-2/STATS
4.41E-05 Metabolismo del hemo
4.64E-04 Apoptosis

5.26E-04 Sefializacion IL-6/JAK/STAT3
5.26E-04 Myc Targets V1
1.15E-03 Secrecion de proteinas
1.21E-03 Angiogénesis
2.21E-03 Adipogénesis
2.50E-03 Fosforilacion oxidativa

4.47E-04
1.91E-03
1.91E-03
6.75E-03
9.34E-03
9.34E-03
9.34E-03
1.59E-02
4.96E-02
4.96E-02

GO (BIOLOGICAL PROCESS)

GO (CELULAR COMPONENTS)

Proceso biologico

p-valor ajustado|

Proceso biologico

p-valor ajustado|

Regulacion Negativa De La Formacién De Amiloide-Beta (G0:1902430)
Organizacién de la red tubular del reticulo endoplasmico (GO:0071786)
Organizacion del reticulo endoplasmico (GO:0007029)

Regulacion Negativa Del Proceso Catabdlico De La Proteina Precursora Amiloide (GO:1902992)
Sefializacién mediada por calcio utilizando una fuente de calcio intracelular (G0:0035584)
Regulacion de la formacion de beta-amiloide (GO:1902003)

Agregacion plaquetaria (GO:0070527)

positiva de la (G0:1902107)
Ensamblaje de snoRNP de caja C/D (GO:0000492)

Adhesion homotipica célula-célula (GO:0034109)

9l

2.64E-03 Membrana de granulos secretorios (GO:0030667)
2.64E-03 Adhesion focal (GO:0005925)

2.64E-03 Unién célula-sustrato (GO:0030055)
2.64E-03 Citoesqueleto asociado a espectrina (G0:0014731)
2.94E-03 Membrana de granulos azuréfilos (GO:0035577)
1.15E-02 Citoesqueleto cortical (GO:0030863)
1.17E-02 Granulo terciario (G0O:0070820)

1.36E-02 Balsa de membrana (GO:0045121)
1.61E-02 Membrana granular especifica (GO:0035579)
1.87E-02 Granulo rico en ficolina-1 (GO:0101002)

3.28E-11
2.75E-06
2.75E-06
1.71E-05
3.76E-04
4.35E-04
1.10E-03
1.18E-03
1.18E-03
1.40E-03

MUESTRAS RECOGIDAS DE C. DE I

INTERVALO VS. RECAIDA

REACTOME

HALLMARKS

Proceso biolégico p-valor ajustado

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Depuracion por receptores de clase A R-HSA-3000480 4.25E-04
Unién y captacion de ligandos por receptores carrofieros R-HSA-2173782 2.29E-03
Trafico de carga a la membrana periciiaria R-HSA-5620920 9.29E-02
Descomposicién De La Envoltura Nuclear R-HSA-2080766 9.29E-02
Biogénesis de vesiculas asociadas al Golgi R-HSA-432722 9.29E-02
Captacion y transporte de hierro R-HSA-917937 9.29E-02
Desprendimiento de vesiculas de la red trans-Golgi R-HSA-199992 1.11E-01
Reensamblaje de la envoltura nuciear (NE) R-HSA-2995410 1.11E-01
iminacion de R-HSA-896402 1.40E-01
Profase mitdtica R-HSA-68875 1.46E-01
GO (BIOLOGICAL PROCESS)

Proceso biolégico p-valor ajustado
Secuestro intracelular de iones de hierro (GO:0006880) 9.27€-03
Regulacién positiva de la actividad transferasa (GO:0051347) 8.50E-02
Regulacion positiva de la cascada ERK1 y ERK2 (GO:0070374) 8.50E-02
Homeostasis intracelular de iones de hierro (GO:0006879) 8.50E-02
Regulacion de la cascada ERK1 y ERK2 (GO:0070372) 8.50E-02
Citocinesis dependiente del citoesqueleto (GO:0061640) 8.50E-02
Deteccion De Virus (GO:0009597) 8.50E-02
Ensamblaje Del Aparato Central Axonemal (GO:1904158) 8.50E-02
Proceso metabdlico de lipoproteinas (GO:0042157) 8.50E-02
Regulacién positiva del desarrollo de la proyeccién neuronal (GO:0010976) 8.50E-02

Respuesta al interferon gamma 2.45E-01
Complemento 2.45E-01
Via de las especies reactivas del oxigeno 2.45E-01
Respuesta al interferdn alfa 2.45E-01
Coagulacion 2.45E-01
Reparacion del ADN 2.45E-01
Metabolismo de los cidos grasos 2.45E-01
Respuesta UV Arriba 2.45E-01
Huso mitético 2.45E-01
Metabolismo xenobiético 2.45E-01
GO (CELULAR COMPONENTS)

Proceso biolégico p-valor ajustado
Autolisosoma (GO:0044754) 4.60E-03
Lisosoma secundario (GO:0005767) 6.67E-03
Membrana de vesicula endocitica recubierta de clatrina (GO:0030669) 6.82E-02
Autofagosoma (GO:0005776) 6.82E-02
Lumen de organulo intracelular (GO:0070013) 6.82E-02
Vesicula endocitica recubierta de clatrina (GO:0045334) 6.82E-02
Membrana de vesicula recubierta de clatrina (GO:0030665) 6.82E-02
Particulas de lipoproteinas de baja densidad (GO:0034362) 7.12E-02
Complejo dihidrolipoil deshidrogenasa (G0O:0045240) 7.37E-02
Quilomicrén (GO:0042627) 7.58E-02

MUESTRAS DE PACIENTES CON MUTACION EN BRCA 1/2 VS. SIN MUTACION EN BRCA 1/2

REACTOME

HALLMARKS

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Proceso biolégico

p-valor ajustadol

Sefializacion del interferon gamma R-HSA-877300 1.52E-03 Sefializacion IL-2/STAT5 1.98E-01

Presentacion de antigenos MHC de clase Il R-HSA-2132295 1.52E-03 Glucotlisis 1.98€-01

Sefializacion del interferon R-HSA-913531 1.14E-02 Myc Targets V1 1.98€-01

Translocacion de ZAP-70 a la sinapsis inmunolégica R-HSA-202430 1.14E-02 Transicion epitelio-mesénquima 1.98E-01

Sistema inmunitario R-HSA-168256 1.14E-02 Sefializacion IL-6/JAK/STAT3 2.61E-01

Fosforilacion de las cadenas zeta de CD3 y TCR R-HSA-202427 1.14E-02 Secrecion de proteinas 2.61E-01

Sefializacion de PD-1 R-HSA-389948 1.14E-02 Respuesta al interferén alfa 2.61E-01

de la expresion de mediado por L13a R-HSA-156827 1.17E-02 Pperoxisoma 2.61E-01

Sistema inmunitario adaptativo R-HSA-1280218 1.17E-02 Respuesta a proteinas no plegadas 261E-01

Iniciacién de la traduccion dependiente de la capsula R-HSA-72737 1.17E-02 Apoptosis 261E-01
GO (BIOLOGICAL PROCESS) GO (CELULAR COMPONENTS)

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Proceso biolégico

p-valor ajustadof

Procesamiento del antigeno y presentacion del antigeno peptidico exogeno a través del CMH de clase II (G0:0019886)
Procesamiento y presentacién del antigeno peptidico a través del CMH de clase Il (G0:0002495)
Procesamiento y presentacion de antigenos peptidicos exégenos (G0:0002478)

Respuesta inmunitaria mediada por inmunoglobulinas (GO:0016064)

Regulacion positiva de la adhesion célula-célula leucocitaria (GO:1903039)

Ensamblaje del complejo proteico MHC de clase Il (G0:0002399)

Ensamblaje del antigeno peptidico con el complejo proteico MHC de clase If (GO:0002503)

Ensamblaje el antigeno peptidico con el complejo proteico MHC (G0:0002501)

Produccién de inmunoglobulinas implicada en la respuesta inmunitaria mediada por inmunoglobulinas (G0:0002381)

Endocitosis mediada por receptores (GO:0006898)

1.68E-05 Membrana de vesicula de transporte de ER a Golgi (G0:0012507)
1.68E-05 Membrana de vesicula recubierta (GO:0030662)

1.72E-05 Membrana de vesicula de transporte (GO:0030658)
1.23E-03 Complejo proteico MHC (GO:0042611)

3.17E-03 COPIl-coated ER To Golgi Transport Vesicle (G0:0030134)
1.15E-02 Lado lumen de la membrana del reticulo endoplésmico (GO:0098553)
1.15E-02 Unién célula-sustrato (GO:0030055)

1.67E-02 Membrana de vesicula endocitica (GO:0030666)

1.67E-02 Podosoma (G0:0002102)

327602 Complejo proteico MHC de clase Il (G0:0042613)

5.49E-05
5.49E-05
5.49E-05
8.52E-05
8.52E-05
1.26E-04
2.82E-04
9.76E-04
1.38E-03
1.88E-03
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MUESTRAS DE PACIENTES SIN MUTACION EN BRCA 1/2 VS. CON MUTACION EN BRCA 1/2

REACTOME

HALLMARKS

Proceso biolégico

pvalor ajustado Proceso biolégico

pvalor ajustado

Regulacion De La Remodelacion Del Citoesqueleto Y De La Propagacién Celular Por Componentes Del Complejo PP R-HSA-446388

Formacion de una reserva de subunidades 40S libres R-HSA-72689
Interacciones célula-matriz extracelular R-HSA-446353
Traduccion RHSA-72766
Silenciamiento translacional de la expresin de ceruloplasmina mediado por L13a R-HSA-156827
Orientacién cotranslacional de proteinas ala membrana dependiente de SRP R-HSA-1799339
Hidrdlisis de GTPy union de la subunidad ribosomal 603 R-HSA-72706
Iniciacion de a traduccion dependiente de la capsula R-HSA-72737
Formacion del complejo terario y, posteriormente, del complejo 435 R-HSA-72695

Exploracion ribosémica y reconocimiento del coddn de inicio R-HSA-72702

2.35E-03 Coagulacion
235E-03 Respuesta temprana a os estrogenos
235E-03 Respuesta tardia de los estrégenos
235E-03 Células beta del pancreas
235603 Respuesta androgénica
235E-03 Metabolismo de los cidos biares
235E-03 Respuesta a las proteinas no plegadas
248E-03 Huso mitstico

1.38E-02 Seftalizacion IL-2ISTATS
1.39E-02 Metabolismo de xenobidticos

7.77E-02
7.77E-02
7.77E-02
151E-01
1.66E-01
1.66E-01
1.66E-01
1.66E-01
1.66E-01
1.66E-01

GO (BIOLOGICAL PROCESS)

GO (CELULAR COMPONENTS)

Proceso bioldgico

p-valor ajustado Proceso bioldgico

p-valor ajustado

Regulacion positiva de la adhesion célula-sustrato (GO:0010811)

Regulacion positiva de la adhesin celular dependiente de sustrato (G0:1900026)
Regulacion de la propagacion celular dependiente de la adhesion a sustratos (GO:1900024)
Respuesta celular al estimulo del factor de crecimiento transformante beta (GO:0071560)
Regulacién positiva de la actividad hidrolasa (G0:0051345)

Respuesta al factor de crecimiento transformante beta (GO:0071559)
Regulacion de la adhesion célula-sustrato (G0:0010810)

Regulacion positiva de la adhesin celular (GO:0045785)

Traduccion citoplasmatica (G0:0002181)

Regulacion del ensamblaje de cilios no moviles (GO:1902855)

821E-05 Adhesidn focal (G0:0005925)
3T6E-04 Unién célula-sustrato (G0:0030055)

7.90E-04 Matriz extracelular que contiene colégeno (G0:0062023)
3.96E-03 Citoesqueleto de septinas (GO:0032156)
1.68E-02 Anillo de septina (G0:0005940)

1.68E-02 Vesicula (G0:0031962)

193602 Ribosoma polisdmico (G0:0042788)

6.62E-02 Lumen del reticulo endoplasmico (G0:0005788)
6.62E-02 Cilio no movil (G0:0097730)

6.84E-02 ‘Subunidad ribosomica citosolica pequefia (G0:0022627)

8.44E-03
6.44E-03
4.98E-02
8.15E-02
8.15E-02
1.04E-01
1.04E-01
1.04E-01
1.04E-01
1.18E-01

MUESTRAS DE PACIENTES RESISTENTES VS. SENSIBLES AL PLATINO

REACTOME

HALLMARKS

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Degranulacion de neutrdfilos R-HSA-6798695
Sistema inmunitario innato R-HSA-168249
Sistema inmunitario R-HSA-168256
Metabolismo de la vitamina G (ascorbato) R-HSA-196836
Plegamiento de actina por CCT/TriC R-HSA-390450
Reduccion de los niveles de Ca++ citoslico R-HSA-418359
DUB de dominio de josefina R-HSA-5689877
Sintesis de glucogeno R-HSA-3322077

D icion del glucégeno R-HSA-70221

Tréfico de membrana R-HSA-199991

2.47E-03

8.70E-02
8.70E-02
8.70E-02
8.70E-02
8.70E-02
8.70E-02
8.70E-02
8.70E-02

Adipogénesis

5.07E-02 Hipoxia

Metabolismo del hemo
Sefializacion mTORC1
Homeostasis del colesterol
Metabolismo de los 4cidos biiares
Respuesta UV Arriba
Sefializacion IL-2/STATS
Miogénesis

Sefializacion del TNF-alfa a través de NF-kB

5.01E-03
2.72E-02
2.72E-02
2.72E-02
1.15E-01
1.43E-01
1.49E-01
1.49E-01
1.49E-01
1.49E-01

GO (BIOLOGICAL PROCESS)

GO (CELULAR COMPONENTS)

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Regulacién positiva de la actividad dependiente de ATP (GO:0032781)
Proceso catabdlico de proteinas dependiente de la ubiquitina mediado por el proteasoma (G0:0043161)
Desmontaje del Golgi (G0:0090166)
Proceso metablico del 4cido L-ascérbico (GO:0019852)
Regulacion de la actividad de los canales de sodio dependientes de voltaje (GO:1905150)
Importacion de hexosa a través de la membrana plasmatica (G0:0140271)
Regulacion positiva de la contraccién del misculo estriado (G0:0045989)
Transporte Transmembrana De Fructosa (GO:0015755)
Via de sefializacion de SREBP (G0:0032933)

Regulacion del proceso de biosintesis de esteroles (GO:0106118)

2.63E-02
5.04E-02
5.04E-02
5.33E-02
5.33E-02
5.33E-02
5.33E-02
5.33E-02
5.33E-02
5.33E-02

Grénulo rico en ficolina-1 (G0:0101002)
Lumen del grénulo secretor (GO:0034774)
Lumen del granulo azuréfilo (GO:0035578)

Ficolin-1-Rich Granule Lumen (GO:1904813)
Gréanulo azurofilo (G0:0042582)
Granulo especifico (GO:0042581)
Lumen vacuolar (GO:0005775)
Grénulo terciario (G0:0070820)
Citoesqueleto de septina (GO:0032156)
Anillo de septina (GO:0005940)

5.49E-05
5.49E-05
5.49E-05
8.52E-05
8.52E-05
1.26E-04
2.82E-04
9.76E-04
1.38E-03
1.88E-03

MUESTRAS DE PACIENTES SENSIBLES VS. RESISTENTES AL PLATINO

REACTOME

HALLMARKS

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Degranulacion plaquetaria R-HSA-114608
Respuesta al Ca2+ citosdlico plaquetario elevado R-HSA-76005

Reaccion émica y union ovocitaria R-HSA-1300645

Captacion y funcién de la toxina diftérica R-HSA-5336415
Activacion, sefializacin y agregacion plaquetaria R-HSA-76002
Vinculacién de p130Cas con la sefializacion MAPK de las integrinas R-HSA-372708
GRB2:SOS proporciona enlace con la seffalizacion MAPK de las integrinas R-HSA-354194
Deficiencia de MyD88 (TLR2/4) R-HSA-5602498
Regulacion de TLR por ligando endégeno R-HSA-5686938
Deficiencia de IRAK4 (TLR2/4) R-HSA-5603041

1.18E-02
1.18E-02
1.79E-02
1.79E-02
1.79E-02
2.35E-02
2.35E-02
2.35E-02
2.35E-02
2.35E-02

Coagulacion
Homeostasis del colesterol
Sefializacion IL-6/JAK/STAT3
Sefalizacion mTORC1

Respuesta tardia a los estrégenos

2.33E-03
3.59E-02
3.59E-02
4.90E-02
4.90E-02

GO (BIOLOGICAL PROCESS)

GO (CELULAR COMPONENTS)

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Proceso biolégico

p-valor ajustado

Induccion De La Aglutinacién Bacteriana (GO:0043152)
Activacién del plasmindgeno (GO:0031639)
Regulacién negativa de la agregacion plaquetaria (GO:0090331)
Ensamblaje de la mielina (G0:0032288)

Regulacion negativa de la adhesion homotipica célula-célula (GO:0034111)
Regulacién positiva de la vasoconstriccion (GO:0045907)
Fibrinolisis (G0:0042730)

Regulacion positiva de la adhesion heterotipica célula-célula (G0:0034116)
Cascada de activacion de proteinas (GO:0072376)

Coagulacion sanguinea, formacion de coagulos de fibrina (G0:0072378)

1.98E-02
1.98E-02
1.98E-02
1.98E-02
1.98E-02
1.98E-02
1.98E-02
1.98E-02
1.98E-02
1.98E-02

Organelo de membrana extracelular (G0:0065010)
Vesicula extracelular (GO:1903561)
Grénulo alfa plaquetario (G0:0031091)
Vesicula (G0:0031982)

Membrana de granulo secretor (GO:0030667)
Membrana de vesicula citoplasmatica (GO:0030659)
Membrana del granulo alfa plaquetario (G0:0031092)

Membrana circundante de organulo (GO:0098588)
Lumen del grénulo alfa plaquetario (GO:0031093)

Membrana de vesicula endocitica recubierta de clatrina (GO:0030669)

8.80E-04
8.80E-04
1.29E-03
6.72E-03
7.54E-03
1.14E-02
1.14E-02
3.38E-02
3.38E-02
3.38E-02
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Anexo 7. Imagenes representativas del analisis por inmunotransferencia de la expresién de las
proteinas S100A4, STX5 y CD9 en muestras de la cohorte de validacion. El conjunto de muestras
analizadas mediante inmunotransferencia incluia 22 casos con CSAG y 5 controles.
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ANEXOS

Anexo 8. Asociacion de los dos clusteres de los casos con CSAG definidos en el analisis
protedmico con la SLP (meses).
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Anexo 9. Otras actividades y produccion cientifica realizadas durante la Tesis Doctoral.

Publicaciones relacionadas con la Tesis Doctoral:

Quiralte M, Barquin A, Yagle Fernandez M, Navarro P, Grazioso TP, Sevillano E, Rodriguez
Moreno JF, Balarezo-Saldivar A, Peinado H, Izquierdo E, Millan C, Lépez Carrasco |, Prieto
M, Madurga de Lacalle R, Fernandez-Miranda I, Ruiz-Llorente S, Garcia-Donas J. Proteomic
profiles of peritoneal-derived small extracellular vesicles correlate with outcome in ovarian
cancer patients. J Clin Invest. 2024 Apr 2:e176161. doi: 10.1172/JCI176161. Epub ahead of
print. PMID: 38564289.

Congresos relacionados con la Tesis Doctoral:

Miguel Quiralte, Arantzazu Barquin, Elena Sevillano, Paloma Navarro, Monica Yague, Maria
Barba, Juan F. Rodriguez-Moreno, Alejandra Balarezo, Héctor Peinado, Elena Izquierdo,
Jesus Garcia-Donas, Sergio Ruiz-Llorente. Abstract 3223: Prospective study for the
assessment of exosomes in ascitic fluid as prognostic markers in patients with advanced
ovarian cancer. Cancer Research. 2022 Jun 15;82(12_Supplement):3223-3223. Péster.

Miguel Quiralte, Arantzazu Barquin, Ménica Yagle, Paloma Navarro, Elena Sevillano, Juan
Francisco Rodriguez-Moreno, Alejandra Balarezo, Héctor Peinado, Elena Izquierdo, Carlos
Millan, Irene Lopez, Sergio Ruiz-Llorente, Jesus Garcia-Donas. Proteomic profiling of
peritoneal fluid-derived exosomes as a tool for the identification of prognostic markers in
advanced ovarian carcinomas. JCO. 2023 Jun 1;41(16_suppl):e17561-e17561. Abstract
online.

Publicaciones no relacionadas con la Tesis Doctoral:

Barquin Garcia A, Palacios-Zambrano S, Lozano Alarcén F, Paumard-Hernandez B, Quiralte
Pulido M, Navarro P, Rodriguez L, Salas Villar I, Garcia-Donas J. Impact of the Identification
of Nonhuman Genetic Signatures in the Diagnosis and Management of Carcinoma of
Unknown Primary. J Natl Compr Canc Netw. 2023 Dec 27;22(1D):e237079. doi:
10.6004/jnccn.2023.7079. PMID: 38150820.

Garcia-Donas J, Martinez-Urbistondo D, Velazquez Kennedy K, Villares P, Barquin A,
Dominguez A, Rodriguez-Moreno JF, Caro E, Suarez Del Villar R, Nistal-Villan E, Yagie M,
Ortiz M, Barba M, Ruiz-Llorente S, Quiralte M, Zanin M, Rodriguez C, Navarro P, Berraondo
P, Madurga R. Randomized phase Il clinical trial of ruxolitinib plus simvastatin in COVID19
clinical outcome and cytokine evolution. Front Immunol. 2023 Apr 18;14:1156603. doi:
10.3389/fimmu.2023.1156603. PMID: 37143685; PMCID: PMC10151807.

Sevillano Fernandez E, Madurga de Lacalle R, Rodriguez Moreno JF, Barquin Garcia A,
Yague Fernandez M, Navarro Alcaraz P, Barba Llacer M, Quiralte Pulido M, Garcia-Donas
Jiménez J. Prognostic Value and Clinical Significance of FGFR Genomic Alterations (GAs) in
Metastatic Urothelial Cancer Patients. J Clin Med. 2022 Aug 1;11(15):4483. doi:
10.3390/jcm11154483. PMID: 35956100; PMCID: PMC9369263.
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Congresos no relacionados con la Tesis Doctoral:

- Elena Sevillano, Rodrigo Madurga, Juan Francisco Rodriguez Moreno, Arantzazu Barquin,
Ménica Yague, Paloma Navarro, Maria Barba, Miguel Quiralte, Jesis Garcia-Donas.
Prognostic impact of fibroblast growth factor receptor (FGFR) genomic alterations and
outcomes in patients with metastatic urothelial. JCO. 2022 Feb 20;40(6_suppl):537-537.
Poster.

Otras actividades:
- Co-tutela de trabajo de fin de master: “Estudio retrospectivo para la comparacion de los

exosomas en lavados peritoneales de pacientes con cancer de ovario y pacientes control para
su utilizacién como posibles biomarcadores”.
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