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Resumen

Las vesiculas son nanovesiculas que se originan de diversas células y tienen la capacidad de

transportar acidos nucleicos, proteinas y lipidos facilitando la comunicacién entre células. En



el cancer, estas vesiculas participan en el crecimiento y metastasis de tumores al inhibir la
respuesta inmune, promover la angiogénesis y alterar el microambiente tumoral. Ademas,

estan implicadas en la quimiorresistencia.

Ante la necesidad de encontrar nuevas alternativas para el diagndstico y tratamiento de este
tipo de cancer tan letal, se ha intensificado la investigacion de las vesiculas extracelulares, lo
que ha dado lugar a diversas aplicaciones terapéuticas. Este trabajo se centra en explorar el
papel de las vesiculas extracelulares en el cancer de ovario, subrayando su potencial como

biomarcadores para el diagndstico temprano, monitoreo de la enfermedad y tratamiento.

Palabras clave: vesiculas extracelulares, exosoma, cancer de ovario, terapia basada en

exosomas, diagnodstico de cancer, metastasis, quimiorresistencia, biomarcadores.

1. INTRODUCCION

El cancer de ovario (CO) afecta a mas de 240.000 mujeres anualmente en todo el mundo, y
presenta un alto indice de mortalidad, en gran parte debido a que el 50% de las pacientes no
sobreviven mas de cinco afios. Esto se debe principalmente a un diagndstico tardio, cuando la
enfermedad ya ha alcanzado etapas avanzadas y ha dado lugar a metastasis, acompanadas de
una diseminacion peritoneal extensa con ascitis masiva y quimiorresistencia adquirida

durante el tratamiento (1). La elevada mortalidad de este cancer se atribuye a que, en sus

10



primeras etapas, generalmente es asintomatico. Cuando los sintomas finalmente aparecen,
suelen ser inespecificos, como dolor lumbar, fatiga y distension abdominal, los cuales, en la

mayoria de los casos, se manifiestan s6lo unos tres meses antes del diagnostico (2).

Ademas, los métodos diagnodsticos actuales, como el biomarcador CAI125, presentan
limitaciones significativas, ya que su elevacion no es exclusiva del CO. Este marcador
también puede aumentar en una variedad de condiciones fisioldgicas y patoldgicas, como la
menstruacion, el embarazo, la endometriosis y otros tipos de cancer, lo que reduce su

fiabilidad y precision como herramienta de diagnostico (3).

Las vesiculas extracelulares (EVs) son liberadas por multiples células, estas vesiculas varian
de tamafio, propiedades y vias de secrecion. Los exosomas, que son un subgrupo de EVs de
aproximadamente 100 nm, se secretan en el microambiente extracelular para facilitar la
comunicacion celular mediante la transferencia de RNA mensajero, miRNA, DNA y
proteinas a sus células objetivo. Las EVs han demostrado desempefiar un papel fundamental
en el desarrollo y progresion del cancer. Actian como vehiculos para la transferencia de
biomoléculas que promueven la proliferacion tumoral, la metastasis y la resistencia a
medicamentos. Ademas, modulan la respuesta inmune en el microambiente tumoral,

favoreciendo el avance de la enfermedad (2,4).

Debido a su papel clave en la progresion y metéstasis del cancer, las EVs han captado el
interés de la comunidad cientifica. Su implicacidon en la patogénesis tumoral las posiciona
como elementos prometedores para el diagnostico, pronodstico y desarrollo de estrategias
terapéuticas innovadoras. Esta revision sistematica tiene como objetivo analizar la evidencia
existente sobre las EVs en el CO, evaluando su relevancia tanto en el diagnostico temprano
como en su posible utilizaciéon como opciones de tratamiento dirigido como la inmunoterapia,

esto es de gran importancia en la actualidad por la innovacion de la medicina personalizada.
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2. ANTECEDENTES

A nivel mundial, el CO tiene una incidencia de 10 casos por cada 100.000 mujeres entre 20 y
74 anos. Esta enfermedad presenta una tasa de mortalidad del 8,4%, lo que se traduce en
aproximadamente 168.752 muertes anuales a nivel global. En Latinoamérica, la incidencia es
de 9,2 casos y la tasa de mortalidad de 7,3 por cada 100.000 mujeres, mientras que, en

Estados Unidos, la incidencia asciende a 12.6 casos, con una tasa de la mortalidad de 8,8 (5).

En el contexto de Colombia, se reportan alrededor de 2.092 casos nuevos de CO cada afio,
con un total de 1.154 mujeres fallecidas entre los 30 y 84 afios. Actualmente, la incidencia en
Colombia es de 12,6 casos por cada 100.000 mujeres, con una tasa de mortalidad de 8.3 por
cada 100.000 mujeres (6). Un estudio realizado en 2019, que analiz6 la prevalencia del CO
en el pais durante el periodo comprendido entre el 2009 y el 2016, reveld que, en promedio,
se diagnosticaron 4.600 nuevos casos anuales, lo que equivale a una prevalencia de 31,98 por
cada 100.000 mujeres. Durante este mismo periodo, la tasa de mortalidad asociada a esta
enfermedad fue de 3,9 por cada 100,000 mujeres, resultando en un promedio de 925

fallecimientos anuales (7).

El CO se caracteriza por su deteccion tardia y su prondstico desfavorable. Aproximadamente
el 70% de los casos se diagnostican en etapas avanzadas, cuando el tumor se ha diseminado
mas alld de los ovarios, afectando otros organos en la cavidad pélvica y el abdomen. Esta
deteccion tardia, junto con la limitada efectividad de las opciones de tratamiento, contribuye
a una tasa de supervivencia relativamente baja, con un promedio de cinco afios o menos.
Ademas, el cuadro clinico inespecifico del CO, que incluye sintomas como dolor abdominal,
distension y fatiga, a menudo conduce a un diagndstico en etapas avanzadas, cuando ya

existen metastasis en el area peritoneal (8).
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Los métodos de diagnostico actuales del CO carecen de la especificidad y sensibilidad
necesarias para su deteccion temprana. Estos métodos suelen basarse en la historia clinica de
la paciente y el anélisis de biomarcadores como CA125. Sin embargo, el CA125 no es un
marcador especifico para el CO, ya que su elevacion puede darse por procesos fisiologicos
como el embarazo o el ciclo menstrual, asi como en patologias como la endometriosis o en
otros tipos de cancer, como los de cuello uterino, mama, colon, pulmoén, lo que limita su

utilidad para un diagndstico preciso (3).

En la literatura cientifica, se ha descrito que las EVs, incluidos los exosomas y otros
subtipos, desempefian un papel importante en la comunicacion intercelular y en la progresion
tumoral. Estas pequefias vesiculas secretadas por las células tumorales contienen proteinas,

acidos nucleicos y otros componentes bioactivos que pueden ser transferidos a células
vecinas e incluso a sitios distantes del cuerpo (9). Se ha demostrado que las EVs estan

involucradas en la promocioén de la angiogénesis, la evasion del sistema inmunologico, la
formacion de metéstasis en varios tipos de cancer, incluido el CO y en el desarrollo de la
quimiorresitencia. En 2018, a través de estudios in vitro e in vivo se demostrd que los
exosomas promueven la angiogénesis cuando contienen E-cadherina soluble (sE-cad), una
proteina que actiia como un potente activador de la formacién de nuevos vasos sanguineos.
Esta interaccion facilita la permeabilidad vascular, lo que permite que las células tumorales
migren y contribuyan a la formacion del nicho metastasico (10,11). En relacién con la
evasion del sistema inmune mediada por los exosomas, una investigacion del 2018 demostrd
que el gangliésido GD3, presente en la superficie exosomal, inhibe la actividad de los
linfocitos T (LT) al interactuar con el receptor de LT (TCR). Esta interaccion genera
inmunosupresion bloqueando la respuesta defensiva de las células T (12).

A pesar de los avances en la comprension de los mecanismos moleculares y las terapias

dirigidas en el céncer, el tratamiento del CO sigue siendo un desafio. La quimioterapia, con
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agentes como el cisplatino y el paclitaxel, sigue siendo el tratamiento principal, pero muchos
tumores desarrollan resistencia a estos medicamentos, lo que limita su eficacia a largo plazo.
La literatura cientifica ha demostrado una relaciéon entre las EVs y la quimiorresistencia, a
través de diversos mecanismos descritos en estudios previos.

La quimiorresistencia es un fenomeno complejo y multifactorial que reduce la efectividad de
los tratamientos convencionales utilizados en el CO. Las EVs han emergido como actores
clave en este proceso, debido a su capacidad para facilitar la comunicacion intercelular. Se ha
sugerido que la glicoproteina P estd involucrada en la quimiorresistencia en pacientes con
CO, siendo transportada de célula en célula a través de exosomas, lo que incrementa hasta
cinco veces la resistencia al paclitaxel (4). Ademas, los microRNA (miRNA) contenidos en
las EVs también juegan un papel crucial en el desarrollo de la quimiorresistencia. Se ha
evidenciado que las células tumorales desarrollan insensibilidad al paclitaxel a través de la
transferencia exosomal del miR-21, proveniente de fibroblastos asociados al cancer (CAF) y
adipocitos asociados al cancer (CAA). Este microRNA reduce la expresion del factor

APAF-1 en las células tumorales de ovario, contribuyendo a la resistencia terapéutica (4)

3. MARCO TEORICO

3.1. Definicion del cancer

El cancer es una neoplasia caracterizada por la proliferacion descontrolada de células
humanas, lo que conduce a la formacion de tumores malignos. En condiciones normales, las
células del cuerpo humano se reproducen para reemplazar las células envejecidas o danadas.
Sin embargo, en el cancer, este proceso regulado se ve alterado, y las células dafiadas

contintlan multiplicandose de manera descontrolada, formando tumores malignos.

3.2. Patogénesis del cancer
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Las células sanas en el cuerpo humano estan reguladas por un sistema de sefializacion celular
que controla su ciclo de vida, asegurando que no se dividan de manera descontrolada. Estas
sefiales, que pueden originarse en otras células, en factores de crecimiento o el entorno
celular, activan vias de sefalizacion especificas que indican cuando dividirse, detenerse o
someterse a la muerte programada, conocida como apoptosis (13). Sin embargo, las células
tumorales adquieren varias caracteristicas conocidas como Hallmarks del cancer, lo que les
permite evadir este control. Generan sefiales de crecimiento anormales que fomentan una
proliferacion descontrolada, resisten las sefiales que inducen la apoptosis y alteran su

microambiente para promover su propia supervivencia y expansion (Figura 1) (9).

Ademas, las células tumorales adquieren la capacidad de alterar la diferenciacion celular, un
fenomeno conocido como plasticidad celular, que incluye la desdiferenciacion de células
maduras a un estado progenitor, diferenciacion bloqueada en la que las células progenitoras
no se desarrollan completamente, y transdiferenciacion, donde las células cambian su

morfologia para adquirir caracteristicas de otro tipo de tejido (13).

Las células pueden evadir la vigilancia inmune debido a deficiencias funcionales en los
linfocitos T citotoxicos (CTL) CD8+, las células T auxiliares Th1 CD4+ y las células Natural
Killer (NK). Ademas, sobreexpresan proteinas de superficie antifagociticas, como PDL-1,
que interactian con las células inmunitarias y bloquean su actividad. Por otro lado, la
inestabilidad genomica de estas células les permite modificar continuamente su perfil
antigénico. Esto, sumado a la produccion de citocinas y quimiocinas inmunomoduladoras,
crea un microambiente tumoral favorable para su crecimiento. Estas moléculas no solo

promueven el reclutamiento de células inmunitarias, como monocitos y macrofagos, sino
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también de células inflamatorias, las cuales, paraddjicamente, contribuyen a suprimir la
respuesta inmune antitumoral (8).

El microambiente tumoral (TME) estd compuesto por diversos componentes celulares que
desempefian funciones clave en la progresion del cancer. Las células endoteliales protegen a
las células tumorales del sistema inmunologico, mientras que el macréfago asociado a
tumores (MAT) facilita su diseminacion hacia el sistema circulatorio, inhiben las respuestas
inmunitarias dirigidas contra el tumor y pueden antagonizar la actividad antitumoral de los
agentes citotoxicos. Por su parte, los CAF favorecen la migracion de las células tumorales
desde el tumor primario hacia los vasos sanguineos, contribuyendo asi a la formacion de
metastasis (14).

La metéstasis es un proceso complejo en que las células tumorales se desprenden del tumor
primario y se infiltran en los tejidos circundantes, formando asentamientos tumorales en
sitios distantes. Este fendmeno comienza con la invasion local, donde las células tumorales se
desprenden del tumor primerio e infiltran los tejidos vecinos. Posteriormente, estas células
penetran en los vasos sanguineos y linfaticos cercanos en un proceso conocido como
intravasacion.

Una vez en el torrente sanguineo, las células tumorales son transportadas a diferentes partes
del cuerpo. Para colonizar nuevos tejidos, deben salir de los vasos sanguineos o linfaticos
mediante el proceso denominado extravasacion. En los tejidos distantes, las células tumorales
pueden establecer micrometastasis, pequefas agrupaciones celulares. Con el tiempo, estas
micrometastasis pueden crecer y evolucionar en tumores macroscopicos, marcando una fase
avanzada del proceso metastésico (15,16).

La senescencia celular es un estado de detencion del ciclo celular, resultado de influencias
como el dano del DNA, el estrés oxidativo o el envejecimiento. Las células senescentes

secretan factores bioactivos que afectan su entorno, presentan dafio en macromoléculas y
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experimentan cambios en su metabolismo. Este mecanismo evoluciond para inactivar y
eliminar células dafiadas o innecesarias, contribuyendo a mantener la homeostasis tisular y
prevenir enfermedades (13,17). El fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP) puede
potenciar aspectos de la tumorigénesis, incluidos la proliferacion, la migracion, la
angiogénesis la invasion y la metastasis. Ademas, las células senescentes pueden
experimentar una senescencia transitoria eludiendo el ataque de los agentes
quimioterapéuticos y adquiriendo una resistencia a la terapia (18,19).

Las células senescentes, al ser incapaces de dividirse, no pueden generar clones de células
inmortales y, por lo tanto, no pueden contribuir al desarrollo de células tumorales, incluso si
tienen mutaciones genéticas preneoplésicas. La senescencia celular puede interpretarse como
un mecanismo protector contra el desarrollo de tumores, que se ha desarrollado para
salvaguardar a los organismos jovenes de sufrir una muerte temprana debido a enfermedades
malignas. La senescencia de las células tumorales puede ser inducida cuando se exponen a
niveles de radiacion ionizante o a multiples rondas de quimioterapia en dosis clinicamente
significativas (20).

En las lesiones proliferativas anormales, las células carecen inicialmente de la capacidad para
generar vasos sanguineos (angiogénica), lo que restringe su capacidad de crecimiento. Para
poder aumentar su tamafo, las neoplasias en desarrollo necesitan poder estimular la
formacion de vasos sanguineos (angiogénica). Las senales que desencadenan la angiogénesis
incluyen factores como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y los factores de
crecimiento de fibroblastos acido y basico (FGF1/2), cada uno se une a los receptores de
tirosina quinasa presentes membrana de las células endoteliales, activando vias de
sefializacion que promueven la formacion de nuevos vasos sanguineos (12,17).

La capacidad de iniciar y mantener la angiogénesis parece adquirirse en etapas especificas

durante la evolucion del tumor, a través de lo que se podria llamar un "interruptor
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angiogénico" inactivo en el entorno vascular. Los tumores parecen activar este interruptor
angiogénico al alterar el equilibrio entre las sefiales inductoras de la angiogénesis y los
factores inhibidores compensatorios (15,16).

La progresion tumoral se puede entender como una secuencia de expansiones clonales, donde
cada una de ellas es desencadenada por la casual adquisicion de un genotipo mutante que
facilita el proceso, por ejemplo, la inactivacion de supresores tumorales, y también la
capacidad de mutabilidad por sensibilizacion a los agentes mutagénicos en los componentes
de mantenimiento del DNA, un ejemplo, es el TP53 que tiene la funcion de detectar y reparar
dafios en el DNA y ademas de inactivar moléculas mutagénicas, sin embargo, esta actividad
puede perderse mediante mutaciones inactivadoras o mutaciones directamente de TP53
(13,16). También la inestabilidad gendmica se puede ver en la pérdida de DNA telomérico, en
numerosos tumores conlleva inestabilidad cromosémica, lo que a su vez provoca la
amplificacion y eliminacion de segmentos cromosomicos relacionados (21).
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Figura 1. Resumen de los Hallmarks del cancer. Imagen de elaboracion propia basada en las fuentes (13,15,16)

3.3 Cancer de Ovario y su clasificacion

El CO se posiciona como el tercer tipo de cancer ginecoldogico mas comun, y, se caracteriza

por tener un pronostico desfavorable debido a la deteccion tardia, ya que generalmente se
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diagnostica en etapas avanzadas (22). Entre los factores de riesgo asociados al desarrollo de
esta enfermedad se encuentran la menarquia temprana, el tabaquismo, la exposicion al
asbesto, la menopausia tardia, la nuliparidad, el uso de tratamientos hormonales como
anticonceptivos orales, tratamientos para la fertilidad en mas de una ocasion y antecedentes
familiares de céncer de ovario, mama o colon. Ademas, padecer endometriosis se ha
relacionado con un mayor riesgo de desarrollar ciertos subtipos de CO, en particular el cancer
de ovario endometriode, de células claras y seroso de bajo grado. También se han
identificado factores genéticos relacionados con mutaciones en los genes BRCAI, BRCA2,
BRIPI1, RAD51Cy RADS5 1D, los cuales estan asociados con funciones biologicas clave, como
la reparacion de dafios en el DNA (23-25).

El CO engloba un grupo heterogéneo de tumores malignos y benignos que exhiben notables

diferencias en cuanto a su etiologia, patogénesis, prondstico, caracteristicas patologicas y
aspectos moleculares, de la mano de la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia
(FIGO) se clasifico el CO histoloégicamente y segiin el estadio de evolucion (26). Con
relacion a la clasificacion histologica, se reportan 6 tipos: tumores serosos, tumores
mucinosos, tumores mixtos, tumores endometrioides, tumores de células claras, tumores de

Brenner, los cuales se detallan a continuacion (26).

3.3.1 Tumores serosos

El cancer seroso se subdivide en dos, seroso de alto grado y seroso de bajo grado; el
carcinoma de ovario seroso de alto grado (HGSOC) se caracteriza por mutaciones de 7P53 y
anomalias en BRCA. Por otro lado, el carcinoma seroso de bajo grado (LGSOC) se
caracteriza por mutaciones del gen KRAS y BRAF, en menor grado con alteraciones de 7P53

ni con anomalias de BRCA (27).
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Microscopicamente, en HGSOC se visualizan “patrones papilares complejos y atipia
citologica: patrones en forma de laberinto con espacios como hendiduras, glandular,
cribiforme (colador), se identifican células pleomorfas con atipia celular marcada (variacion
> 3:1 tamafio y forma nuclear) y recuento mitotico elevado” (27,28) como se observa en la
Figura 2a (Ver Anexo B). En el caso de LGSOC, se observan al microscopio “pequenas
papilas de células tumorales que exhiben ntcleos uniformes dentro de cantidades variables de
estroma hialinizado, que a menudo contiene cuerpos de psammoma (Calcificaciones
distroficas).” (27) (Figura 2b) (Anexo A).

Molecularmente, el HGSOC exhibe mutaciones genéticas en la linea germinal y somatica de
los genes BRCAl y BRCA2 (21), se ha identificado que BRCA! es esencial en la reparacion

del DNA, la supervision de los puntos de control en el ciclo celular, el proceso de mitosis, la
modificacion de la estructura de la cromatina y la regulacion de la transcripcion (29). Por otro

lado, BRCA? tiene una funcion crucial en la recombinacion homoéloga y en la restauracion del
DNA. La alteracion de estos genes facilita el crecimiento y la division descontrolada de las
células, lo que propicia la formacion de tumores (29-31).

La mutacion de 7P53 (gen que codifica la proteina p53, un supresor de tumores) que puede
ser mutacion sin sentido dando como resultado la produccion de la proteina p53
hiperestabilizado no funcional detectado por inmunohistoquimica y también la produccion de
la proteina p53 con caracteristicas oncogénicas confiere la capacidad de actuar como un
factor facilitador en la progresion y desarrollo del OC (29,32-34).

El LGSOC se caracteriza por la activacion de la via de sefializacion MAPK, la cual se ha
observado en el 80% de los casos de este tipo de cancer. Ademas, se ha identificado otras
alteraciones genéticas en NRAS, USP9X y EIFIAX. En menor proporcion, también se ha
detectado la mutaciéon en 7P53 en aproximadamente el 8% de los casos de LGSOC, en

contraste con el HGSOC, donde la mutacion en 7P53 se presenta en el 96% (27,35).
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3.3.2 Tumores mucinosos

El carcinoma mucinoso constituye aproximadamente el 10-15% de todos los tumores
primarios del CO; no obstante, el 80% de estos casos resultan ser benignos. Esta
caracteristica presenta un desafio en la practica clinica, ya que el carcinoma mucinoso
ovarico a menudo se confunde con metéstasis de otros tipos de cancer. Diferenciar con
certeza entre un cancer de ovario mucinoso primario y un cancer metastasico en esta area
anatomica puede ser un proceso complicado y requiere un enfoque cuidadoso y exhaustivo en
términos de diagnostico y evaluacion clinica (27).

Histologicamente el cancer de ovario epitelial mucinoso (mEOC) se observa al microscopio
con un patron papilar complejo, una superficie externa lisa y areas dentro del tumor que
presentan caracteristicas benignas o limite. También se pueden identificar glandulas quisticas
y restos luminales necréticos” (36) (Fig. 2¢, Anexo A). Molecularmente, el mEOC presenta
mutaciones el 7P53 en menor frecuencia en relacion que el HGSOC, se han reportado el
40-50% de mutaciones en el gen KRAS (37,38), esta mutacion promueve la proliferacion y el
crecimiento celular debido a la activacion de la via EGFR (39). También se ha reportado que
el 20-30% del cancer de ovario mucinoso tiene la mutacion HER?2 (40), en menor frecuencia
se ha reportado mutacion en BRAF, NRAS, RNF43, ELF3, ERBB3, KLF5, APC, PTEN y
PI3KC (39,41,42).

3.3.3 Carcinoma de células claras

El carcinoma de células claras se relaciona con antecedentes de endometriosis y presenta un
pronostico menos favorable en comparacion con el EOVC (cancer endometroide de ovario) y
el HGSOC (carcinoma seroso de alto grado), principalmente debido a su menor respuesta al
tratamiento con cisplatino (22,43). En la histologia se observa tres tipos papilar,

tubuloquistico y solido, los espacios quisticos estan recubiertos por células ctbicas a planas
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con citoplasma claro que es rico en glucdgeno, células rodeadas de secreciones eosinofilicas,
el estroma puede presentar zonas edematosas, hialinizada y demuestra inflamacion (44,45)
(Fig. 2d, Anexo A). Las mutaciones en este tipo de cancer son PI3KCA y pérdida de la
expresion de BAF-250a estas mutaciones se observan morfologicamente en la endometriosis
tanto tipica como atipica que se asocia con el carcinoma, lo que sugiere que se producen en
las etapas tempranas de la carcinogénesis (43). La mutacion ARIDIA coexiste con otras
mutaciones, como la PI3KCA, lo que promueve la carcinogénesis de manera sinérgica y de
igual manera, estas dos mutaciones se encuentran presentes en el inicio del evento de la
tumorigénesis en el desarrollo del tumor. (46,47). Se han encontrado otras mutaciones: 7P53,

BRAF, BRCA2, CTNNBI, ARID2, BCL1B, entre otros (48,49).

3.3.4 Carcinoma endometroide

El cancer endometroide de ovario (EOVC) es una variante sumamente inusual del cancer de
ovario epitelial, y estd estrechamente relacionado con la endometriosis atipica, ya que es
responsable de la lesion precursora de este tipo de cancer (27,43,50).

Histologicamente, se visualiza “patron de crecimiento infiltrativo con glandulas anguladas
con espacios irregulares dentados a menudo asociadas con edema o inflamacion,” (28,51)
(Fig. 2e, Anexo A). Este tipo de cancer de ovario se caracteriza por tener mutaciones en
CTNNBI, PTEN y una mayor frecuencia en inestabilidad de microsatélites, PIK3CA,

ARIDIA, PPP2RIA, TP53, y deficiencia en la reparacion de desajustes del DNA (52—54).

3.3.5 Tumores de Brenner

Los tumores de Brenner se caracterizan por estar formados por agrupaciones de células de
transicion rodeadas de un tejido fibroso denso que contiene calcificaciones en forma de
espiculas, una luz central de tamafo reducido y quistes revestidos por un epitelio plano

atenuado, este tejido se asemeja al carcinoma urotelial (55,56) (Fig. 2f, Anexo A). Ademas,
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es importante destacar que estos tumores pueden presentar distintos grados de malignidad,
pudiendo ser benignos, de limite o malignos, lo cual estd relacionado con su capacidad de
proliferacion e invasion (57,58).

En la tabla 1 (Ver Anexo B) se describen los perfiles inmunohistoquimicos y mutaciones

genéticas mas comunes en subtipos histoldgicos de cancer de ovario.

3.4 Clasificacion FIGO (Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia)

La clasificacion FIGO se fundamenta en los hallazgos obtenidos a través de la exploracion
quirargica. En la tabla 2 (Anexo C) se presenta la clasificacion FIGO 2014 para el cancer que

afecta los ovarios, las trompas de Falopio y el peritoneo (22,59).

3.5 Diagnostico

En el proceso de diagndstico del CO, se comienza por considerar la sintomatologia, la cual,
es inespecifica o incluso inexistente. Los sintomas que con mayor frecuencia se presentan
incluyen dolor abdominal, distension abdominal, alteraciones en el ciclo menstrual,
dispareunia (dolor durante las relaciones sexuales), pérdida de apetito, molestias en la zona
lumbar y episodios de nauseas. Incluso en etapas avanzadas de la enfermedad, es posible que
aparezcan complicaciones como ascitis (acumulacion de liquido en la cavidad abdominal) y
derrame pleural (acumulacion de liquido en la cavidad que rodea los pulmones) (60).

Ademas, durante el examen fisico, el profesional de la salud puede identificar la presencia de
una masa pélvica al palpar la region abdominal, lo que constituye un signo de alarma. Ante
este hallazgo, se requieren pruebas diagnodsticas mas especificas para confirmar la existencia
de la enfermedad. Entre las pruebas diagndsticas que se emplean en la deteccion de esta
patologia se incluyen la ecografia ginecologica transvaginal y la tomografia computarizada
en busqueda de masas pélvicas (61). En la Figura 3 (Anexo D) y Figura 4 (Anexo E) se

observan los algoritmos del manejo de la masa pélvica sospechosa durante el diagnostico de

23



cancer de ovario y la clasificacion del CO una vez estudiada por imagenologia y marcadores

tumorales.

En cuanto a los analisis de laboratorio, se realiza la medicion del marcador tumoral CA125,
un resultado elevado puede generar sospechas sobre la presencia del CO. Por otro lado, en el
caso del carcinoma mucinoso, se observa un aumento en el marcador tumoral CA 19.9, y
también incremento en los niveles del antigeno carcinoembrionario (CEA) (59,60). El cancer
de ovario seroso y endometroides se sobreexpresa la proteina epididimal humana 4 (HE4)
(59).

Para la identificacion del CO, se realiza una estadificacion por medio de visualizacion
microscopica de histerectomia, biopsias, lavados intraperitoneales, anexectomia bilateral vy,
analisis retroperitoneales, de esta manera, se realiza la clasificacion segun su tipo histoldgico,
estadio segun clasificacion FIGO (Tabla 2, Anexo C) y, basado en estudios moleculares e

inmunohistoquimicos (Tabla 1, anexo B).

3.6 Tratamiento

Después de haber sido diagnosticada esta patologia, el tratamiento depende de la
estadificacion FIGO que se encuentre, en estadios iniciales, consiste en quimioterapia con
agentes de platino, como el cisplatino o el carboplatino, junto con un taxano, como el
paclitaxel o el docetaxel. La duracion y el nimero de ciclos de quimioterapia variaran y seran
determinados por el médico tratante, quien considerara factores individuales como la etapa de
la enfermedad, la respuesta del paciente al tratamiento y otros aspectos clinicos (3,62). Para
estadio avanzado se recomienda (3):
1. Cirugia citorreductora seguida de quimioterapia intravenosa con platino/taxano.

2. Cirugia citorreductora seguida de quimioterapia intraperitoneal e intravenosa.
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3. Cirugia citorreductora seguida de quimioterapia intravenosa con platino/taxano
combinado con bevacizumab.

4. Quimioterapia neoadyuvante con cirugia citorreductora de intervalo entre los ciclos 3
y 6, seguida de quimioterapia con consideracion de terapia regional dirigida
intraabdominalmente para pacientes con una citorreduccion Optima (quimioterapia
intraperitoneal calentada en tiempo de la cirugia o IP después de la cirugia).

5. Quimioterapia para pacientes que no puedan ser intervenidos quirdrgicamente o que

no progresan bajo la quimioterapia neoadyuvante (3).

3.7 Vesiculas extracelulares en condiciones fisiologicas normales.

Las EVs son particulas rodeadas por una membrana plasmatica y contienen diversas
biomoléculas. Investigaciones recientes han evidenciado que las EVs, como los exosomas,
tienen un papel fundamental en la regulacion de la homeostasis y se liberan mediante
procesos biologicos generalizados. Se pueden encontrar en diversos fluidos bioldgicos, como
la orina, la sangre, la leche materna, el liquido de lavado broncoalveolar, la saliva y el liquido
amnidtico, entre otros (63). Entre las EVs, los exosomas han sido objeto de un estudio mas
exhaustivo en términos de su funcion en la fisiologia normal y la homeostasis (64)

También se sabe que las EVs transportan una amplia gama de biomoléculas en su carga,
como RNA, proteinas, lipidos y otras sustancias, algunas de las cuales funcionan como
"etiquetas" para guiar a las vesiculas extracelulares a su destino especifico (64,65). Un
aspecto interesante es que las EVs promueven la diferenciacion de células madre, facilitan la
comunicacion entre células y contribuyen a la cicatrizacion de heridas (66).

Las EVs también se han visto involucradas en la evolucion de la enfermedad por ejemplo en

enfermedades neurodegenerativas, autoinmunes y en el cancer (67).

3.8 Vesiculas extracelulares en cancer
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Las EVs, como los exosomas, poseen la capacidad de influir en la progresion del cancer al
modificar el microambiente tumoral (TME) con el fin de facilitar el crecimiento y la
supervivencia del tumor, ademas de preparar sitios a distancia, conocidos como nichos
metastasicos, antes de la llegada de las células tumorales metastésicas (68).
En 2011, se evidenci6 que los exosomas secretados por macrofagos transportan miR-223, el
cual facilita la invasion de las células de cancer de mama, promoviendo asi su progresion
tumoral (69).
Se ha comprobado que los pacientes con cancer presentan niveles mas elevados de vesiculas
circulantes en su sistema, aproximadamente el doble en comparacién con individuos sanos
(70).

4. DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio y alcance

La investigacion propuesta se basé en una revision sistematica de la literatura basada en una
busqueda estructurada en base de datos, revistas cientificas, libros y articulos de revision,
seguido a esto, se realiz6 una aplicacion de criterios de seleccion de articulos y clasificacion
de la informacién para la construccion del producto; con el fin de obtener informacion

significativa que contribuyan al conocimiento, al avance cientifico y medicinal.

4.2 Universo y poblacion

Para este fin, se realizd una revision de la bibliografia en PubMed, revistas cientificas,
Elsevier y libros que brinden informacion sobre la implicacion de las vesiculas extracelulares
en cancer de ovario, avances terapéuticos con el uso de vesiculas extracelulares en cancer de
ovario metastasico. La informacion se obtuvo individualmente y se correlaciond sobre los

posibles efectos que puede ofrecer a favor de la medicina y el avance de la ciencia.

4.3 Muestra
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Esta investigacion se realiz6 haciendo uso de 315 articulos, de literatura cientifica publicados
entre los ultimos 10 afios antes del afio vigente que contuvieran informacion de cancer, cancer
de ovario, vesiculas extracelulares y la implicacién de vesiculas extracelulares en cancer de

ovario.
4.4. Criterios de elegibilidad

4.4.1. Criterios de inclusion

Literatura aplicable al motor de bisqueda propuesto; los articulos estén en idioma espaiol e
inglés, ademas del tiempo de vigencia de la literatura que es 10 afios antes del afio vigente
(2023-2013). Se pretendi¢ incluir informacién obtenida de las siguientes bases de datos

como PubMed, SpringerLink, SciELO, ScienceDirect.

4.4.2. Criterios de exclusion

No se incluyd en esta revision de la literatura, articulos con métodos aplicados en animales
tales como: perros, cerdos, caballos, ademdas de literatura que menciona temas tales como:
cancer colorrectal, cancer de pulmoén, céncer de seno o céncer gastrico, enfermedades
neurodegenerativas. Literatura gris tales como: cartas cientificas, notas al editor, documentos

comerciales y notas de congresos.

4.5. Instrumento de recoleccion de la informacion

Uso de “Rayyan” para identificar cada articulo seleccionado, la aplicabilidad de este en las
variables a tratar en el articulo. Seguido de una checklist en formato de busqueda sistematica
PRISMA

4.6. Diagrama PRISMA
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[ Identificacion de estudios a través de bases de datos y registros ]

—
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Figura 5. Diagrama de flujo PRISMA
Teniendo en cuenta los criterios establecidos, y solo la lectura de titulos, se consideraron 311
articulos (tras eliminar 4 articulos duplicados). Se procedi6 a leer titulos y, resimenes, a
partir de esa lectura, se descartaron 135 articulos principalmente por informacién respecto a
otros tipos de cancer como hepatico (n=62), pulmonar (n= 32), entre otros (n=86), por salirse
del rango de tiempo de busqueda a pesar de la discriminacion del tiempo (n=9) y otro que al
buscarlo aparecia como articulo retractado (n=1) por ende no era confiable para esta revision

sistematica.

Finalmente, se obtuvieron 131 articulos que cumplian los criterios y los cuales fueron
seleccionados para realizar esta revision sistematica. Todos ellos mencionaban informacion
enriquecedora respecto a estudios realizados con vesiculas extracelulares y fuentes que

apoyaban cada uno de estos hallazgos encontrados.
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Por ultimo, se realizé una busqueda en Google Scholar haciendo uso del motor de busqueda y

se encontraron 30 articulos nuevos que cumplian con los criterios de inclusion.

4.7. Motor de busqueda

De acuerdo a la base de datos de consulta se empled un motor de busqueda adaptado a los
requerimientos del portal web, sin embargo, como estrategia genérica de blisqueda de la
informacion se emple6: Falopian tube cancer OR Epithelial carcinoma OR Ovarian
neoplasms AND (Extracellular vesicles OR Exosomes OR Microvesicles OR Nanovesicles)
AND ((Biological markers OR Biomarkers OR Diagnosis) AND (Treatment OR
Therapeutics OR Chemoresistance) AND (metastatic niche OR Cancer metastasis OR

Pro-metastatic).

4.8. Cronograma de actividades
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4.9. Presupuesto y fuentes de financiacion

La fuente de financiacion para la propuesta de investigacion proviene de recursos propios del

investigador.

BIENES
M]g\]]ES]?EIﬁEESSY $2.000.000,00 PROPIA
COMPUTADORES $3.000.000,00 PROPIA
TOTAL BIENES $5.000.000,00
SERVICIOS $700.000,00
RED INTERNET 500.000,00 PROPIA
_ $ 6.200.000,00

S. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Analizar la importancia de las vesiculas extracelulares en el cancer de ovario, centrandose
en sus métodos de obtencion, deteccidon y aplicaciones clinicas.
5.2 Objetivos especificos
e Identificar las caracteristicas generales y los diferentes tipos de vesiculas
extracelulares involucradas en el cancer de ovario.
e Comparar los métodos utilizados para obtener, detectar y caracterizar las vesiculas
extracelulares en el contexto del cancer de ovario.
e Describir las aplicaciones clinicas de las vesiculas extracelulares en el

diagndstico, pronostico, tratamiento y quimiorresistencia del cdncer de ovario.

6. RESULTADOS

30



6.1. Vesiculas extracelulares y su clasificacion

El término "vesiculas extracelulares" se refiere a un conjunto diverso de particulas liberadas
de manera natural por las células. Las vesiculas estdn rodeadas por una membrana lipidica y
no pueden replicarse, no contienen nucleo funcional. Se usan otros términos para hacer
referencia a las vesiculas “exosomas”, “microvesiculas” y “cuerpos apoptéticos”, en la

siguiente tabla 4 se describen algunas diferencias entre ellas (Anexo F) (71).

5.1.1. Biogénesis

La formaciéon de exosomas comienza por la via endocitica en la superficie de la membrana
celular con la formaciéon de endosomas tempranos que maduran a endosomas tardios que
encapsulan proteinas especificas, acidos nucleicos y otras sustancias para formar multiples
vesiculas intraluminales (ILV), que son precursores de los exosomas. Los endosomas tardios
contienen multiples ILV y se desarrollan en cuerpos multivesiculares (MVB), estos son
impulsados por la maquinaria ESCRT (Complejo de Clasificacion Endosomica Requerido
para el Transporte) que permite la remodelacion de la membrana de la vesicula intraluminal,
lo que permite la gemacion y la clasificacion de carga en cuerpos multivesiculares,
posteriormente las vesiculas intraluminales se secretan tras la fusion de los MVB con la
membrana plasmatica, liberando las EV en el espacio extracelular. Estas vesiculas pueden ser
liberadas por diferentes células: epiteliales, células del sistema inmunitario, neuronas, células
tumorales, etc (72,73). Los ectosomas se forman por medio de gemacion de la membrana
plasmatica, este proceso involucra la formacion de una protuberancia que posteriormente se
escinde y se da la liberacion de estos ectosomas, de igual manera, se forman los oncosomas,

estos provenientes de células cancerosas (Figura 6, Anexo G).

5.1.2. Funciones fisiologicas
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Las EVs pueden comunicarse intercelulares al transportar informacion mediante proteinas,
acidos nucleicos y lipidos de una célula a otra. Ademas de desempenar funciones
inmunorreguladoras en relacion con la presentacion de antigenos y a la tolerancia inmune. En
la literatura, se ha descrito que los exosomas promueven la tumorigénesis, la metastasis y la
relacion a la adquisicion de resistencia al céancer, los cuales se denominan exosomas
derivados de tumores (TDE), tienen la capacidad de inducir la angiogénesis, promoviendo la
migracion e invasion de células cancerosas para el desarrollo de un nicho premetastasico y de
igual manera, favorecen la regulacion de este por medio de proteinas y miRNA (4,10,74).
Ademas, estos exosomas derivados de tumores, durante el tratamiento de quimioterapia,
encapsulan el agente quimico y lo eliminan como una sustancia perjudicial, protegiendo asi a
las células tumorales del ataque del medicamento. Otro mecanismo de resistencia implica el
intercambio de carga exosomal que contiene miRNA, RNAm y proteinas asociadas a la
resistencia a los farmacos tumorales. Asimismo, aprovechan esta ventaja al secuestrar este

mecanismo de resistencia para transferirlo a las células sensibles (75,76).

5.1.3. Composicion de las vesiculas extracelulares

Las vesiculas contienen una membrana fosfolipidica cuyo grosor depende de la cantidad de
proteinas. Ademas, comprenden una regidon intraluminal compuesta por agua, proteinas,
biomoléculas como DNA, RNA, iones y lipidos, entre los componentes lipidicos de los
exosomas estan: esfingomielina (SM), fosfatidilserina (PS), acido fosfatidico (PA),

fosfatidilinositol (PI), ceramida y colesterol (70). Las EVs contienen abundantes proteinas,

entre ellas proteinas citosdlicas como Alix (implicada en la biogénesis de las EV),

tetraspaninas como CD9, CD81 y CD63 (Biogénesis, seleccion de carga de los exosomas,
unidn y captacion de exosomas por células diana, presentacion de antigeno en una respuesta
inmune) proteinas de choque térmico como HSP70 y HSP90, proteinas de transporte como
RAB GTPasa, anexinas, ademas contienen pequefias moléculas como miRNA, RNAm,
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tRNA, circRNA, IncRNA, snRNA, snoRNA los cuales modulan la expresion génica y han

sido consideradas en estudios como biomarcadores (77,78).
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Figura 7. Representacion grafica de la estructura de los exosomas muestra una envoltura formada por una bicapa
lipidica, dentro de la cual se encuentran RNA, DNA, proteinas y metabolitos. Figura de elaboracion propia basada en
las fuentes (9,71,75,79)

5.2. Métodos de aislamiento y caracterizacion de las vesiculas extracelulares.

5.2.1. Métodos de aislamiento de vesiculas extracelulares.

La separacion de EVs se fundamenta en cuatro principios fisicos y quimicos: tamafo,
densidad, carga y composicion molecular. Actualmente, los métodos mas empleados para su
aislamiento incluyen la ultra centrifugacion diferencial (UC), la centrifugacion por gradiente
de densidad (DGC) y la cromatografia de exclusion de tamafo (SEC), los cuales también se
combinan entre si para optimizar los resultados (80). A continuacidn, se presenta una tabla

comparativa que resume las caracteristicas clave de estos métodos.

Como se refleja en la tabla 5 (Anexo H), la ultracentrifugacion diferencial, considerada el
estandar de oro, ofrece una alta recuperacion de vesiculas; sin embargo, presenta el desafio de
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co-aislar material no exosémico, lo que puede comprometer la pureza de la muestra. A pesar
de esta limitacion, sigue siendo la técnica mas utilizada por los investigadores para la
extraccion de EVs (81). En contraste, la centrifugacion por gradiente de densidad proporciona
mayor pureza al separar los contaminantes de la muestra, mejorando asi la calidad del analisis
de las EVs. Sin embargo, uno de los principales retos es la co-aislacion de lipoproteinas de
alta densidad (HDL) ya que tanto las HDL como las EVs comparten un rango de densidad

similar, lo que resulta en una contaminacion comun en las muestras aisladas (82).

La SEC se muestra efectiva para separar moléculas segin su tamafio, eliminando
lipoproteinas mas grandes como HDL, aunque persiste el riesgo de aislar lipoproteinas mas
pequenias, como los quilomicrones. Aunque la SEC mejora la pureza al reducir la presencia
de HDL, la co-aislacion de lipoproteinas mas pequenas sigue siendo un reto para la obtencion

de muestras altamente puras (82—84).

Por otro lado, la captura por inmunoadherencia se distingue por su alta especificidad,
permitiendo el aislamiento de subconjuntos especificos de exosomas, aunque su eficacia esta

condicionada por la presencia de antigenos en la superficie de las vesiculas (85,86).

Ultracentrifugacion
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Figura 8. Representacion grafica de los Métodos de extraccion de vesiculas extracelulares. Imagen de elaboracion propia
basada en las fuentes (81,86)
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En un estudio de ACS Publications en 2018, se compar6 tres métodos: la UC, la SEC y la
combinacion de ambos, que consistia en un ciclo de UC seguido de purificacion por SEC.
Utilizando suero humano, se evidencid que la UC presenta un bajo rendimiento en muestras
altamente viscosas, lo que requiere una reduccion de la viscosidad y un aumento en el tiempo
de UC para mejorar la recuperacion de exosomas (87). En este ensayo, se optimizo la técnica
de UC alcanzando recuperaciones de 1,5 x 10° exosomas/mL en el primer ciclo y 1,0 x 10°
exosomas/mL en el quinto ciclo. En comparacién, la metodologia de SEC y la combinacion
de técnicas obtuvieron 1,3 x 10° exosomas/mL y 1,2 x 10° exosomas/mL, respectivamente,
destacando que la SEC mostr6 mayor contaminacion por proteinas, mientras que la UC
optimizada evidencié menor contaminacion. La eleccion del método se debe considerar en
funcion del tipo de analisis, ya que la SEC es mas adecuada para el analisis de RNA, mientras

que la UC optimizada es preferible para estudios del protedmicos (84).

En 2015, el Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV) llevo a cabo un
cuestionario a 196 investigadores de diversos paises para identificar los métodos de
aislamiento y caracterizacion de vesiculas mas utilizados. Los resultados revelaron que la
ultracentrifugacion era el método primario de aislamiento para el 81% de los encuestados,
seguida de la combinacion de técnicas de aislamiento con un 59%, la centrifugacion en
gradiente de densidad (20%), la filtracion (18%), la cromatografia de exclusion de tamafio
(15%), precipitacion (14%) y con menor frecuencia el uso de perlas magnéticas (3%) (Figura)

(88).
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Figura 9. Métodos de aislamiento primario (% de encuestados). Adaptada de “Técnicas utilizadas para el aislamiento
y caracterizacion de vesiculas extracelulares: resultados de una encuesta mundial.” (88)

El documento MISEV2018 de la Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares sugiere
métodos basados en la recuperacion y especificidad. Se propone la ultracentrifugacion
prolongada para alta recuperacion y baja especificidad, la ultracentrifugacion diferencial para
recuperacion y especificidad intermedias, y métodos como la filtracion combinada con SEC
y el aislamiento por densidad mediante flotacion o gradientes de separacion para lograr alta

especificidad (86,89).

Para abordar los desafios en el aislamiento de vesiculas extracelulares, es fundamental
considerar las directrices establecidas por el ISEV en su documento MISEV2018, que
ofrecen un marco solido para la seleccion de métodos de aislamiento, enfatizando el
equilibrio entre la recuperacion y la especificidad. Aunque la UC es la técnica mas utilizada,
su aplicacion debe contextualizarse segun las recomendaciones del MISEV. Asimismo, la
combinacion de técnicas ha demostrado ser efectiva para mejorar la calidad de las vesiculas,
asegurando la ausencia de proteinas no vesiculares y evitando la agregacion de vesiculas, lo
que contribuye al aislamiento de vesiculas biofisicamente intactas (90). Al seguir las pautas
del MISEV2018, los investigadores pueden establecer enfoques madas rigurosos y

reproducibles, optimizando asi la aplicabilidad clinica de las vesiculas extracelulares.
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5.2.3 Métodos para la caracterizacion de las vesiculas extracelulares

La caracterizacion de EVs implica estimar la cantidad de vesiculas presentes, confirmar su
existencia y evaluar las contribuciones de componentes no vesiculares. Sin embargo, esta

caracterizacion se ve dificultada por el tamafio reducido de las vesiculas.

Posterior al aislamiento de las vesiculas, se realiza un anélisis de las particulas obtenidas, lo
que se realiza es un andlisis fisico o composicional. El andlisis fisico proporciona
informacion respecto al tamafio y la concentracion de las particulas, este procedimiento se
realiza por medio del andlisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA), dispersion dinamica
de la luz (DLS), microscopia electronica y deteccion de pulso resistivo sintonizable (tRPS)
(63,85). En la Tabla 6 (anexo I) se evidencia el principio de algunas técnicas, las ventajas y

desventajas de su uso.

Con relaciéon al andlisis composicional generalmente se realiza mediante tincion,
inmunotransferencia o andlisis protedmico y este procedimiento se realiza para brindar

informacioén sobre el contenido de las vesiculas aisladas.

A raiz del reconocimiento de la diversidad de subgrupos de vesiculas, con distintos tamafos y
origenes celulares, hace crucial analizar los resultados de los métodos de separacion y
determinar la posibilidad de que los biomarcadores o funciones estén vinculados con los
vehiculos extracelulares en lugar de otros materiales coaislados. En respuesta a esta
necesidad, el MISEV2018 establece una clasificacion de proteinas para ser evaluadas en
muestras de EVs: 1) marcadores proteicos positivos asociados tanto a la membrana como al
citosol de las vesiculas, 2) marcadores proteicos negativos como referencia de pureza, 3)
marcadores especificos de subtipos particulares de vesiculas extracelulares, y 4) proteinas
extracelulares solubles con funciones activas (Tabla 7, Anexo J). Y al igual, se recomienda
realizar una cuantificacion de vesiculas recolectadas durante el aislamiento, de esta manera
comprobar la pureza de lo extraido.
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En la caracterizacion de vesiculas individuales, se emplean diversas técnicas que
proporcionan una imagen detallada, como la microscopia electronica y técnicas relacionadas
con la microscopia de barrido por sonda. Ademas, se utiliza el analisis de particulas
individuales para estimar caracteristicas biofisicas, como el tamafio, mediante sensores de
fuerza resistiva o dispersion de luz. También se examinan las propiedades de fluorescencia
mediante citometria de flujo de alta resolucion. Sin embargo, estas técnicas tienen
limitaciones, ya que las vesiculas extracelulares varian en tamafio y las mas pequefias pueden
no ser detectadas mediante citometria de flujo. Ademas de las limitaciones de tamafio,
pueden surgir otras limitaciones, como la presencia de agregados de proteinas que pueden
confundirse con vesiculas durante el analisis. Para abordar estas limitaciones, se ha
desarrollado la protedmica, que utiliza proteinas marcadoras para detectar vesiculas
extracelulares. Varios autores han propuesto el uso de tetraspaninas, como CD63, CDS81 y
CD9, asi como proteinas como Alix y HSP70. Se ha demostrado que, al marcar estas
proteinas con fluorescencia, se puede determinar la heterogeneidad de las vesiculas

extracelulares y los exosomas (63,89)

En 2015, el ISEV realizd6 un cuestionario a 196 investigadores de diversos paises para
identificar los métodos de aislamiento y caracterizaciéon de vesiculas mas utilizados. En
cuanto a las técnicas empleadas para la caracterizacion, los resultados arrojaron que el
Western Blot fue utilizado por el 74%, el seguimiento de particulas individuales (SPT) por el
72%, y la microscopia electronica por el 60%. Entre aquellos que emplearon SPT, el 80%
utilizé el seguimiento de nanoparticulas (NTA), el 18% empled deteccion de pulsos resistivos
sintonizables (TRPS) y el 12% optd por dispersion de luz dindmica (DLS). Ademas, el 41%
de los investigadores reportd el uso de citometria de flujo, de los cuales el 61% aplicd

citometria directa para analizar EVs mayores de 200 nm de didmetro y EVs mas pequenas
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segun el citometro que se use. Asimismo, el 49% utilizé citometria de flujo después de la

captura con microesferas, y solo el 10% empleé ambas técnicas (88).

Meétodos de caracterizacion primario de
vesiculas extracelulares
FCM directa + FCM captura =00
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itometria directa
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Figura 10. Métodos de caracterizacion primario (% de encuestados). Adaptada de “Técnicas utilizadas para el
aislamiento y caracterizacion de vesiculas extracelulares: resultados de una encuesta mundial.” (88)

Ademas, se destacé que la mayoria de los encuestados utilizaban 2 o mds métodos para la

caracterizacion de EVs, como recomienda MISEV.
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Figura 11. Numero de métodos usados para la caracterizacion. Adaptada de “Técnicas utilizadas para el aislamiento
y caracterizacion de vesiculas extracelulares: resultados de una encuesta mundial.” (88). En este grafico se describe el
% de los encuestados que usan 1 0 mas métodos para la caracterizacion de vesiculas extracelulares.
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6.1 Aplicaciones de vesiculas extracelulares en el diagnodstico, prondstico, tratamiento y

quimiorresistencia del cancer de ovario.

6.1.1 Vesiculas Extracelulares: Herramientas Potenciales en el Diagnostico Temprano
del Cancer de Ovario

Los primeros intentos para identificar biomarcadores en los exosomas involucraron el
recuento de EVs en el suero como indicadores diagnosticos del CO. Esto se basé en la
observacion de que las células cancerosas secretaban una cantidad significativamente mayor
de EVs en comparacion con las células sanas. Esta estrategia también permitia determinar la
etapa de la enfermedad, ya que el aumento en la cantidad de vesiculas circulantes

correlacionaba con la progresion de la enfermedad (97).

Tras diversos estudios, se ha establecido que la firma de miRNA puede distinguir entre
pacientes con CO y mujeres sanas debido a la sobreexpresion y subexpresion de ciertos
miARN. Estos niveles séricos se correlacionan positivamente con la etapa del tumor
(95,98-100). En 2016 establecio que miR-200a/b/c, miR21 y miR373 estan elevados en
pacientes con CO en comparacion con controles sanos (99). En 2018, se observo un aumento
significativo del miR-200b en pacientes con CO que en los exosomas de mujeres sanas.
Ademas, se descubrio que este miR-200b desempena un papel dual, actuando como promotor
de la apoptosis de las células de CO. Sin embargo, cuando el miR-200 esta disminuido, se

correlaciona a la recurrencia del cancer y a una menor supervivencia a esta enfermedad (101).

Las proteinas presentes en las EVs se consideran una fuente prometedora de biomarcadores
para el diagnostico de CO. En un estudio realizado en 2020, se investigo la viabilidad de un
nuevo biomarcador al buscar el antigeno CA125 dentro de estas vesiculas. Los resultados

revelaron que los niveles de CA125 en las EVs eran superiores a los niveles séricos de
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CA125. Este hallazgo sugiere que el CA125 contenido en las EVs podria ser un biomarcador
prometedor para el diagnostico temprano del CO; en este estudio, se destacd que los niveles
de HE4 en suero y los niveles exosomales de CA125 podria mejorar la eficacia del
diagnostico temprano de CO (102,103). En 2014, se demostro el potencial de la proteina de
choque térmico 27 (HSP27) como biomarcador para identificar cancer de ovario, en este
estudio, se describe que los niveles séricos de esta proteina estan elevados en pacientes con
metastasis peritoneal (5.475 ng/mL) en comparacion con pacientes sin metastasis peritoneal

(3.276 ng/ml) y mujeres sanas (2.46 ng/mL) (104).

En 2019, se demostrd6 que la molécula de adhesion de células epiteliales (EpCAM) es un
biomarcador prometedor para el diagnoéstico de CO debido a que esta sobreexpresada en
presencia de esta enfermedad junto con otras proteinas como claudina 3, 4cido graso sintasa

(FASN), cadena beta-3 de tubulina (TUBB3) (105).

5.3.2 Analisis de prondstico del Cancer de Ovario mediante vesiculas extracelulares.

En enero de 2024, se llevo a cabo una investigacion para evaluar la prediccion del prondstico
en el CO mediante proteinas asociados a vesiculas. Los resultados revelaron que el Claudin-4
(CLDN4) una proteina cuya sobreexpresion se asocia con un mal prondstico en esta
enfermedad, desempefia un papel clave en la angiogénesis y la resistencia a la quimioterapia
(10 8). Otro biomarcador considerado para determinar el prondstico es la metaloproteinasa de
matriz 1 (MMP1), que se transporta en forma de RNAm dentro de las EVs. La MMPI
desempefia un papel crucial en la diseminacidn peritoneal del CO. Su deteccidn se asocia con
un pronodstico desfavorable, ya que indica la progresion del cancer hacia el peritoneo,
favoreciendo asi la metastasis (109). En 2019, se identificaron biomarcadores de pronostico
desfavorable en la ascitis maligna, como EpCAM, CD171 y metaloproteinasas MMP-1, 2 y
9, que estan relacionados con la invasion, migracion y diseminacion metastasica (110). Por

otro lado, MALATI1, un RNA Ilargo no codificante, estimula la angiogénesis y la
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diseminacion metastéasica en el cancer de ovario epitelial. Los niveles de MALAT1 derivados
de EVs en suero, son indicativos de etapas avanzadas y metastasicas de la enfermedad.
Ademas, los exosomas derivados de ascitis maligna CO muestran una carga de proteinas
relacionadas con la progresion tumoral, como L1ICAM, CD24, ADAMI10 y EMMPRIN,

correlacionadas con un peor pronoéstico (100,111).

Otro biomarcador potencial es el CD24, ya que se ha observado que su presencia estd
asociada con un mal prondstico. Ademas, cuando se combina con EpCAM, puede ayudar a
distinguir si un paciente responderd o no a la terapia. El liquido peritoneal es el sitio donde se
espera encontrar una mayor concentracion de EVs que contienen CD24, por ende, se

recomienda realizar medicion por medio de biopsia liquida (106,107).

5.3.3 Aplicaciones Terapéuticas de las Vesiculas Extracelulares en el Cancer de Ovario.

En los ultimos afos, las EVs han emergido como elementos clave tanto en la progresion del
CO como en el desarrollo de enfoques terapéuticos innovadores. Al ser componentes
endogenos del organismo, presentan propiedades Unicas, como la estabilidad en el medio
extracelular y baja inmunogenicidad, lo que los posiciona como herramientas prometedoras
para el disefio de terapias dirigidas. Ademads, su capacidad para interactuar especificamente
con células tumorales mediante receptores como las tetraspaninas permite su uso como
vehiculos naturales para la administracion de agentes terapéuticos. Diversos enfoques
terapéuticos han sido explorados, incluyendo el uso de exosomas como vehiculos de entrega
de farmacos, la inhibiciéon de la biogénesis de los exosomas, inmunoterapia basada en

exosomas, con esta ultima destacando la posibilidad de desarrollar vacunas tumorales.

El objetivo es la encapsulacion de agentes terapéuticos, como el paclitaxel, en estas vesiculas
para atacar las células tumorales e inhibir el crecimiento tumoral (94,100). Esta estrategia

mejora la terapéutica al dirigirse especificamente a las células tumorales y al reducir efectos
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secundarios no deseados. Ademas, se ha evidenciado una mayor citotoxicidad en células
tumorales in vivo, asi como el aumento de citotoxicidad en células resistentes a los farmacos
(112). Lo cual sugiere que esta terapéutica puede servir como una alternativa novedosa y

prometedora para el tratamiento del CO resistente a la quimioterapia estandar.

Dado que los exosomas estan involucrados en la progresion del cancer, se ha investigado la
inhibicion de su biogénesis y secrecion de exosomas como una estrategia terapéutica,
enfocandose en los exosomas como diana. En un estudio del 2018, se identificaron cinco
potentes inhibidores de exosomas: tipifarnib, neticonazol, climbingazol, ketoconazol y
triadimenol. Se describié que estos inhibidores actiian bloqueando las vias de biogénesis
exosomal, especificamente las vias dependientes de ESCRT, y ademads inhiben la actividad de
proteinas clave de los exosomas, como Alix y Rab27a; sin embargo, requiere mas estudios
para comprobar su efectividad de manera in vivo (113,114). Por otro lado, en otro estudio del
2017, se identifico el GW4869, como un inhibidor de la biogénesis de los exosomas, reduce

la secrecion de exosomas derivados del cancer de ovario y limita su invasion (115).

Otra alternativa evaluada es la inmunoterapia basada en exosomas derivados de tumores y de
células dendriticas. En 2018, se demostrd que estos exosomas tienen una importante funcion
en la inmunidad antitumoral. Por un lado, los exosomas derivados de células dendriticas,
pueden activar a las NK a través del ligando NKG2D y citocinas como IL-15, facilitando asi
actividad antitumoral. Ademas, estos exosomas expresan el factor de necrosis tumoral (TNF),
que induce la produccién de interferon gamma mediante células dendriticas, lo que potencia
la capacidad de las NK para lisar células tumorales. También, se observo que los exosomas
expresan la proteina BAGO, la cual incrementa la actividad citotoxica de las NK (116,117).
Por otro lado, los exosomas derivados de tumores tienen la capacidad de evadir la vigilancia
inmunologica, promover la metastasis y aumentar la invasividad de las células tumorales, lo
que los convierte en un objetivo para bloquear su actividad. A partir de estas evidencias, estos
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exosomas tanto los derivados de las células dendriticas como los de tumores representan
objetivos prometedores para la inmunoterapia, tanto en el desarrollo de vacunas como en su
uso como puntos diana para estrategias terapéuticas enfocadas en la eliminacion del cancer

(117).

5.3.4. EV 's en quimiorresistencia al tratamiento de cancer de ovario

La adquision de quimiorresistencia en el CO es un fendmeno complejo que compromete la
eficacia del tratamiento y contribuye al progreso de la enfermedad. Recientemente, se ha
demostrado que los exosomas desempefian un papel clave en este proceso al actuar como
vehiculos de transferencia de proteinas oncogénicas y material genético entre células

sensibles al agente terapéutico.

Se ha descrito que los exosomas secretados por las células tumorales pueden trasferir
proteinas y miRNA que favorecen la resistencia a multiples firmacos. Por ejemplo, el
miR-433 se ha identificado como un factor clave en la resistencia al paclitaxel, ya que induce
la senescencia en las células tumorales mediante la inactivacion funcional de la proteina Rb y
la interrupcion del ciclo celular. Estas células senescentes adquieren un fenotipo resistente, lo

que dificulta la eficacia del tratamiento (95).

Adicionalmente, otros miRNA transportados en exosomas, como miR-574-3p, miR-30a-5p,
hsa-miR-183-5p, miR-760 y miR-162, estan asociados con la resistencia en el cancer de
ovario, tanto a través de su transporte en vesiculas exosomales como en forma no exosomal.
Estos miRNA regulan genes especificos relacionados con la proliferacion celular, como

CUL2, MECP2 y TEAD3 (96).

Otro mecanismo relevante es la induccion de la transicion epitelio-mesénquima (EMT)
mediada por los exosomas. Las células de CO resistentes al cisplatino liberan exosomas que

transfieren su fenotipo de resistencia a células sensibles. Este proceso se asocia con una
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mayor induccion de la EMT y con mutaciones en el gen SMAD4, esencial para la
transcripcion de genes relacionados con la EMT a través de la via de sefalizacion
SMAD4/SMAD3. La EMT no solo confiere resistencia, sino que también favorece a

caracteristicas invasivas y metastasicas (79).

7. DISCUSION

Las EVs han ganado atencion como herramientas prometedoras para el diagnostico,
pronostico y tratamiento de diferentes tipos de canceres, incluido el CO, que fue el enfoque
en este estudio. Es crucial establecer y estandarizar los protocolos de aislamiento y
caracterizacion de las EVs, ya que hasta la fecha no existe un método considerado como
“g0ld standard” debido a que ninguna técnica logra un aislamiento completamente libre de
contaminantes. Aunque la UC es el método mas utilizado por la comunidad investigadora,
presenta varias limitaciones como el consumo de tiempo, debido a que los multiples pasos
centrifugacion requieren horas. Ademas, la fuerza centrifuga es un factor critico, ya que, si es
demasiado alta y prolongada, puede causar la agregacion de las vesiculas, lo que interfiere en
la caracterizacion y analisis de las EVs (86,118). Otra limitacién, es la contaminacidén con
lipoproteinas como el HDL, que tienen un tamafio similar a las vesiculas y al sedimentarse, se

aislaran conjuntamente (82).

Por otro lado, la SEC, que separa particulas seglin su tamaio, se considera una técnica eficaz
para el aislamiento de EVs, ya que reduce significativamente la contaminacion por
lipoproteinas en comparacion con otros métodos. Al comparar el rendimiento de UC y SEC,
se ha demostrado que su combinacidén optimiza la pureza de EVs, superando el uso de las
técnicas por separado. Un factor clave para seleccionar la técnica de aislamiento es el tipo de

analisis que se va a hacer ya sea protedmico o andlisis de RNA. La UC es preferida para
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analisis protedmicos, mientras que la SEC se recomienda para el analisis de RNA. Ademas,
se ha investigado un protocolo de UC optimizado que mejora la pureza de EVs,

especialmente en muestras de alta complejidad como el suero humano (90,119).

En la literatura revisada, se observo que el método mas comun para la extraccion de EVs es la
UC, acompaiiada de un paso adicional de filtracion o de SEC, con el objetivo de obtener una
mayor purificacion del pellet obtenido y realizar los respectivos estudios segin sus objetivos

(80,114-116,120).

La caracterizacion de EVs implica estimar su cantidad, confirmar presencia y evaluar
contaminantes no vesiculares, lo cual es todo un reto debido a su reducido tamafio y a la
similitud con otras particulas como lipoproteinas, agregados de proteinas y desechos (121).
Posterior a al aislamiento, el analisis de las vesiculas puede ser fisico, evaluando su tamafio y
concentracion mediante técnicas como NTA, DLS, microscopia electronica y tRPS, o
composicional, por medio de métodos como la inmunotransferencia, tinciéon y analisis

protedmico para examinar su contenido.

En la evaluacion de las EVs, un buen aislamiento es crucial para el éxito del analisis. Un
estudio realizado en 2018 demostrd que, al utilizar DGC y SEC, se lograron reducir los
contaminantes de manera efectiva. Esto permitié la identificacion de EVs mediante
microscopia electronica y Western Blot, obteniendo un buen niimero de vesiculas bien
caracterizadas. Ademas, las directrices del MISEV recomiendan utilizar multiples técnicas
para caracterizar EV individuales. Inicialmente, se debe emplear alguna técnica de
microscopia, ya sea electronica de transmision (EM de transmision) o de fuerza atdmica
(AFM), seguida de la medicion de distribucion de tamafio mediante la dispersion de la luz
dinamica (DLS), seguimiento de nanoparticulas (NTA) o la deteccion de pulsos resistivos

(tRPS). Esto permite obtener los didametros de las vesiculas, los cuales deben ser comparados
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con los resultados microscopicos. La correlacion de ambos resultados ayuda a distinguir las

vesiculas de otras particulas no membranosas co-aisladas de tamafio similar (86).

El CO en la mayoria de los casos tiene un mal prondstico por su clinica asintomatica y alta
malignidad. De ahi la importancia de desarrollar nuevos biomarcadores para diagnosticarlo y
proporcionar nuevos objetivos para la terapéutica. Actualmente, los biomarcadores mas
usados en la clinica para el diagndstico de CO, son el CA125 y el HE4. Sin embargo, el
CA125 no es completamente especifico, ya que, aunque se eleva en etapas tempranas de la
enfermedad, también se puede elevar en otros procesos bioldgicos y patologicos. Por otro
lado, el HE4 ha demostrado mayor sensibilidad al distinguir pacientes con CO y aquellas con
enfermedad ginecoldgica benigna, aunque también puede encontrarse elevado en situaciones

como ¢l embarazo (103).

Con el fin de mejorar la deteccion en etapas tempranas, se estudid la presencia de CA125,
HE4 y C5a en EVs en suero. Los resultados indicaron que los niveles séricos de EVs con
estos biomarcadores eran significativamente mas altos en mujeres con CO en comparacion
con mujeres con enfermedad benigna. Este hallazgo propone un nuevo enfoque para el uso
de CA125 y HE4 en EVs, como enfoque mas efectivo para la identificacion del cancer de

ovario en etapas tempranas (103).

Se ha evidenciado que los exosomas derivados del cancer actian como mediadores de la
metastasis. Un mecanismo identificado es la transmision de exosomas cargados con CD44 a
las células mesoteliales peritoneales humanas (HPMC), las cuales son reprogramadas para

facilitar la invasion del CO al peritoneo (115).

Un estudio inmunohistoquimico demostré que la expresion de CD44 en tumores de ovario
tienen un fenotipo mas agresivo y tiene relacion con una mala supervivencia de la paciente.

Ademas, CD44 recluta MMP9 a la superficie celular y media la invasion de células
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tumorales. Dado su papel en la diseminacion del cancer, CD44 es considerado un objetivo
terapéutico. La inhibicion de los exosomas liberados por las células de CO mediante el uso de
GW4869 ha demostrado reducir la adquisicion de CD44 en HPMC, suprimiendo la invasion

del CO (115).

Por otro lado, se cre6 un modelo de prediccion del prondstico con 9 genes relacionados a los
exosomas derivados del cancer de ovario entre ellos CLDN4, AKT2, CSPG5, ALDOC,
LTA4H, PSMA2, TCIRGI1, ANO6, PSMAS. Estos genes estan implicados en el desarrollo y
progresion del CO. Por ejemplo, CLDN4 se ha asociado con la angiogénesis y resistencia a la
quimioterapia (122,123), mientras que el AKT2 involucrado en la regulacién inmunolégica y
se ha correlacionado con promover la migracion e invasion de células tumorales (123,124).
El ALDOC, por su parte, se ha vinculado con un prondstico clinico desfavorable (125), y los
otros genes han sido implicados en la progresion tumoral en distintos tipos de cancer que se
podrian relacionar también en el CO. Este modelo genético representa una herramienta

potencial para evaluar la progresion del CO (108).

Finalmente, se sugiere seguir las recomendaciones de MISEV para el estudio de EVs, asi
como continuar optimizando y estandarizando los protocolos de aislamiento y
caracterizacion, de esta manera, permitan mayor rendimiento, pureza y especificidad,
minimizando la contaminacién con otros componentes celulares. El desarrollo de métodos
reproducibles y aplicables en entornos clinicos es crucial, dado que las EVs han demostrado
un gran potencial como biomarcadores no invasivos en el diagnostico, prondstico y
tratamiento del CO. Ademas, es necesario llevar a cabo estudios clinicos que exploren mas a
fondo la aplicabilidad de estos biomarcadores, allanado el camino hacia la implementacion

efectiva de las vesiculas en la medicina personalizada.
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8. CONCLUSIONES

A partir de la evidencia bibliografica revisada, se concluye que las EVs juegan un papel
fundamental en la progresion, la metastasis y la quimiorresistencia del CO, lo que las
posiciona como biomarcadores prometedores. Estos pueden proporcionar informacion clave
para el diagnostico temprano del CO, asi como el seguimiento en tiempo real de su
progresion y eficacia del tratamiento. Su presencia en la mayoria de los liquidos corporales
demuestra una estabilidad a largo plazo, junto con su origen endégeno que minimiza el riesgo
de ser detectadas por el sistema inmune, las convierte en candidatos viables para futuras
aplicaciones clinicas. No obstante, la aplicabilidad en la préctica clinica sigue siendo un
desafio debido a las limitaciones actuales en las técnicas de aislamiento y caracterizacion de
las vesiculas. Aunque se han realizado avances significativos en los métodos, es imperativo
desarrollar técnicas mas precisas y reproducibles para evitar la pérdida de exosomas y la
contaminacion de otras particulas no vesiculares. Por lo tanto, se requiere realizar mas
investigaciones que se centren en resolver estos problemas y desarrollar las aplicaciones

clinicas mas efectivas, mediante estudios clinicos in vivo.
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10. ANEXOS

Anexo A. Figura 2. Ejemplos de la histologia de los 6 tipos de CO: a. Carcinoma seroso de alto grado; b. Carcinoma
seroso de bajo grado; c. Carcinoma mucinoso; d. Carcinoma de células claras; e. Carcinoma endometrioide; f. Tumor
de Brenner (27)
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CLASIFICACION

PERFIL INMUNOHISTOQUIMICA Dttt
HISTOLOGICA GENETICAS
Ck7(+), reactividad en células
tumorales: EMA, WT-1, BRCAL, p531, pl61, BRCALI
Carcinoma seroso de alto grado calretinina positividad citoplasmatica débil, BRCA2
(HGSC) BCL-2 + en 1/3 de los casos. TP53
Ki67 elevado
Ck20 negativo
WT-1+ EMA + Ck7 + CA125 + PAX8 + ER KRAS
1 EP S BRAF
Carcinoma SEE((;S; él)e bajo grado P55 il e ARIDIA
pl6 + patron parcheado HER2
Ki67 bajo BRCA 1/2
p53 wild type KRAS
Tumores mucinosos pl6 + patrén parcheado HER2
CK7+ CK20 —/+ focal PI3KCA
PAXS +/+ focal, lev
PTEN
TNNBI
Ck7 + EMA + receptores de estrogenos y CARID]A
Carcinoma progestagenos + PAXS +
e ! PIK3CA
endometrioide pl6 + patron parcheado KRAS
= Ll okt
Ck20-, WT-1-/ BRAF
Inestabilidad

microsatélite

Ck7+yCk20- ARIDIA
Receptores de estrogenos y progestagenos - PIK3CA
Células claras WT-1 -, Napsina + BRCA1/2
Factor nuclear hepatocitario 13 + HER2
ER - EP - KRAS
o Y Activacién
Ck7 +, reactividad WT-1, pl6 y p53, marcacion
Tumores . L PI3K/AKT
el estudio de EGFR, Ras y ciclina D1
de Brenner 63 + GATA3+ Ck 20 KRAS
- ) PIK3CA

Anexo B.Tabla 1. Perfiles inmunohistoquimicos y mutaciones genéticas mas comunes en subtipos histolégicos de CO.
reaccion fuerte y difusa para ser consideradas positivas (28,126). RE: Receptor de estrégenos. RP: Receptor de
progesterona. Adaptada de "Cancer de Ovario 2022, Revista Oficial de la Sociedad Espaiiola de Ginecologia y
Obstetricia” (61).
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FIGO Descripcion TNM

Estadio I Tumor confinado a los ovario o trompas de Falopio. T1-NO-MO
IA Tumor limitado a un ovario/tromp;éﬁg;l;rll)(?r en superficie, ni en ascitis o lavado T12-NO-M0

IB Tumor limitado a ambos ovarios/tromg::it(})\gc; ;ll;fnor en superficie, ni en ascitis o lavado T1b-N0-MO

IC Tumor limitado a uno o ambos ovarios/trompas y alguno de los siguientes: Tlc- NO-MO
IC1 Rotura quirdirgica de la capsula. T1cl-NO-MO
I Rotura preoperatoria de la capsula o implantes en superficie de ovario o trompa. T1c2-N0-M0
IC3 Celularidad maligna en ascitis o lavado peritoneal. T1¢3-N0-M0
Estadio IT El tumor afecta un?dea;}lclj?iZl ob‘(g?:'ii:;gl\l/';ls(})rglggﬁze%epl:ilt%gi;fon extension pélvica T2-NO-M0
ITA Afectacion y/o en implantes en utero, ovarios y/o trompas de Falopio (segiin primario). T2a-N0O-M0
1B Afectacion de otros organos intraperitoneales. T2b-N0-M0

Estadio III Afectacion mas alla de la pelvis con/sin metastasis ganglionares. Tll/_leflﬂ(fo_

A 1 Afectacion ganglionar (sin afectacién peritoneal). T1-T2/N1/M0O
IIIA 1 (i) Metastasis < 10 mm
ITIA 1 (ii) Metastasis > 10 mm
5 g . ey e . an - T3a2-No-
IITA 2 Afectacion peritoneal microscopica (independientemente de afectacion ganglionar). 1/MO
Afectacion peritoneal macroscopica, implantes de hasta 2 cm (independientemente de T3b-NO/N1-
1B e oy T
afectacion ganglionar) MO
IIC Afectacion peritoneal macroscopica, implantes de > 2 cm (independientemente de T3c-NO/N1-
afectacion ganglionar). MO
i Sotnctc s fictarini. . : Cualquier T,
Estadio IV Metastasis a distancia (excluyendo peritoneales). N-MI
IVA Derrame pleural con citologia positiva.
VB Metastasis parenquimatosas o extra abdominales (incluida afectacién ganglionar

mguinal o mas alla de la cavidad peritoneal).

Anexo C. Tabla 2. Clasificacion FIGO segiin el estadio de evolucién del CO. T: Tumor; N: Nodulos linfaticos; M:
Metastasis; Ty N 1,2,3,4: El niimero indica el tamaiio y la extension del tumor. A medida que el niimero aumenta, el
tumor generalmente es mas grande o tiene una mayor invasion en los tejidos circundantes; NO: No hay evidencia de

afectacion en ganglios linfaticos (Nodulos); M0: No hay metastasis a distancia; N1: Metastasis ganglionares. M1:

Metastasis a distancia. Adaptada de “Cancer of the ovary, fallopian tube, and peritoneum: 2021 update” (59)
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Anexo D. Figura 3. Algoritmo del manejo de masa anexial sospechosa/indeterminada. RMN: Resonancia Magnética.
*Criterios ecograficos IOTA. Adaptada de "Cancer de Ovario 2022, Revista Oficial de la Sociedad Espaiiola de
Ginecologia y Obstetricia” (61).
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Anexo E. Figura 4. Clasificacién y manejo del tumor cincer de ovario. Adaptada de "Céancer de Ovario 2022, Revista
Oficial de la Sociedad Espaiiola de Ginecologia y Obstetricia” (61).
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Anexo F. Tabla 4. Comparacién de los tipos de vesiculas extracelulares. Tabla adaptada de “Retos y oportunidades en
el estudio de vesiculas extracelulares: contexto institucional a nivel mundial y situacién actual en Colombia” (71)
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Anexo G. Figura 6. Esquema de la formacion de exosomas. Imagen de elaboraciéon propia basada en fuentes
(67,70,73,127)
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Principio

Ventajas

Desventajas

Aplicaciones

Técnica que
utiliza matrices
de celulosa para

la separacion

por masa

celular v
exclusion de

tamafio.

Ofrece presion
suave, eficiencia
de tiempo,
purificacion
efectiva v
escalabilidad.

Compromete la
integridad de
las EVs por
extrusion y
provoca
pérdidas en la
membrana.
Ineficaz en
fluidos
complejos, con
baja
recuperacion.

Se puede
combinar con
otras técnicas

de
concentracion y
extraccion, pero
no se
recomienda
para muestras
fisiologicas de
alta
complejidad.

Método que
aplica fuerzas
centrifugas
crecientes para
la
sedimentacion
de EV’s

Separacion de
NVEP* v EV
seglin su
tamanio en
Tunciom de sus
densidades

Coaisla NVEP
tras
centrifugacion
prolongada v
alta velocidad,
generando
agregados
vesiculares.
Requiere
purificacion
adicional.

Obtencion de
EV's grandes y
pequeiias
teniendo en
cuenta su
densidad.

Separacion de
EV’s segin su
densidad a
partir de
medios alta

densidad.

Separa las EV's
de NVEP y
proteinas, o
separar los
subtipos de

EV’s.
Mayor pureza

Baja
recuperacion de
malerial de alta
pureza segun la

densidad.

Se usa con otra
técnica para
separar
vesiculas de
proteinas o
NVEP y
distinguir
subtipos de EV.

Separa por
volumen
hidrodinamico.

Es accesible y
sin necesidad de
equipos
Costos0s, es
eficiente para
andalisis
protedmico.

Cantidad
limitada de EV
recuperada.

Apropiado para
aplicaciones
terapéuticas al
separar
eficientemente
las proteinas
abundantes en
muestras
biclogicas.

Interaccion
especifica
antigeno-

anticuerpo

Reduce los
contaminantes
¥
microparticulas
. ademas.
disminuye el
tiempo de
aislamiento y
aumenta la
especificidad de
purificacion.

Es costoso y
vulnerable a
uniones no
especilicas,
inhibicion
competitiva v
reactividad
cruzada de
anticuerpos,

Eficaz para
aislar vesiculas
de células
presentadoras
de antigenos ¥
subconjuntos
de EV.

Anexo H. Tabla 5. Comparacion de métodos de extraccion de vesiculas extracelulares. Tabla adaptada de

“Technologies and Standardization in Research o Extracellular Vesicles” (81)



Principio

Ventajas

Desventajas

Obtencion de
iméagenes que
identifica
particulas en
una muestra.

Se puede crear
imagenes 2D y
3D.
Observa la
formacion y
desprendimient
ode EV.
Minimiza
cambios

morfologicos.

Alta demanda
de potencia
computacional
a convertir
imagenes a 3D,
alto costo. No
es
cuantitativame
nte confiable

Determina la
distribucién del
tamafio de
particulas
suspendidas en
un medio fluido
(movimiento
browniano)

Técnica
sencilla,
proporciona
infomacion
sobre el tamao
medio y la
dispersién de la
distribucion del
tamarfo.

Baja resolucion.

Mide la
distribucion y
concentracion
del tamarfo de
particulas en

una suspension
liquida
(movimiento
browniano).

Proporciona
mejor
resolucion para
mezclas
heterogéneas de
particulas que
varian de
tamarnio.

Sesgado por
particulas mas
pequenas.

Fluorescencia o
dispersion de
luz.

Identifica
subpoblaciones
de EV, tiempo

de analisis

rapido,
reproducibilida
d, resultado
cuantitativo

No detecta
particulas
debajo de 200
nm (depende
del citometro)

Mide tamafio,
concetracion y
carga de
particulas
basado en el
efecto Coulter

Mide el tamafio
hasta de 40nm,
la
concentracion y
el potencial Z a
la vez.

No puede
determinar el
tipo de
particula o la
composicién
quimica de una
muestra.

Anexo 1.Tabla 6. Comparacién de métodos de caracterizacion de vesiculas extracelulares. Tabla adaptada de

“Technologies and Standardization in Research o Extracellular Vesicles” (81)
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Expresados en la
membrana de la EV
(Tetraspaninas CD9,

CD63, CD31)

Presente
en exosomas/ EV

Union a membrana o
receptor (TSG101,
RAB)

Presente en exosomas/

Asociado con
compartimientos diferentes
a la membrana plasmatica
(calnexina, HSP9)

Ausente o poco

presente en EV/
exosomas, presente en
subgrupos de vesiculas

Se une de manera
especifica o no a las
membranas, se coaislan
con las EVs (citocinas,
albumina sérica)

Asociacion variable a
vesiculas extracelulares

Anexo J. Tabla 7. Clasificacién de proteinas para la caracterizacion proteémica de las vesiculas extracelulares.
Adaptada de “Requisitos experimentales minimos para la definicion de vesiculas extracelulares y sus funciones:
declaracién de posicion de la Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares” (89).
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