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RESUMEN 

 

La producción in vitro de embriones (PIV) bovinos, ha permitido hacer investigación en embriogénesis 

animal y mejorar la reproducción en el ganado. La fertilización in vitro (FIV) es la principal técnica 

para la producción de embriones bovinos. No obstante, su eficiencia en términos de desarrollo y calidad 

embrionaria sigue siendo baja, en relación con en otras especies animales. Durante la última década un 

nuevo enfoque ha comenzado a tomar cada vez más fuerza y a considerarse para mejorar la producción 

de embriones in vitro. Se trata de la comunicación mediada por pequeñas vesículas extracelulares 

(sEVs) con un diámetro menor a 250 nm. Diferentes trabajos han reportado que las sEVs pueden ser 

cruciales en la modulación del desarrollo y calidad embrionaria. Las sEVs median la comunicación 

entre el embrión y las células maternas, transportando cargas de proteínas, lípidos, carbohidratos, ácidos 

nucleicos, etc. Esto genera cambios a nivel metabólico y de expresión génica en los embriones. Al 

presente, en la PIV se ha evaluado el efecto de sEVs aisladas desde distintas fuentes, como por ejemplo, 

fluido oviductal, observándose un impacto positivo en términos de desarrollo hasta el estadio de 

blastocisto y en la calidad embrionaria. Sin embargo, la efectividad de las sEVs sobre la PIV, puede 

variar debido a la variabilidad de las muestras provenientes desde los mataderos, dada la influencia de 

factores como la edad de los animales, la genética, la alimentación, entre otros. Una interesante 

alternativa para disminuir la variabilidad, consiste en aislar sEVs desde líneas celulares establecidas. 

Las líneas celulares resultan idóneas para este objetivo debido a su homogeneidad morfofisiológica y 

genética. Adicionalmente, lo propuesto permitiría acabar también con la dependencia de muestras desde 

mataderos y el riesgo de transmisión de enfermedades. En diferentes especies, las sEVs secretadas por 

las células endometriales han demostrado tener efectos beneficiosos sobre el desarrollo y calidad de los 

embriones producidos in vitro. Además, se ha reportado que las sEVs endometriales pueden disminuir 

el estrés oxidativo en los embriones, regulando genes que codifican para enzimas antioxidantes. 

 

En la presente tesis doctoral, se aislaron y caracterizaron desde el sistema reproductor femenino bovino, 

células oviductales epiteliales (BOEC), células endometriales estromales (CEES) y células 

endometriales epiteliales (CEEP), lo que permitió indagar en el efecto modulador de las sEVs secretadas 

in vitro por estas células sobre el desarrollo y calidad de embriones bovinos producidos in vitro. Luego, 

con el fin de poder aumentar la cantidad de pasajes posibles de las CEES y CEEP, sin que pierdan sus 

características fenotípicas, se construyó un vector plasmídico para llevar a cabo la inmortalización de 

ambos tipos celulares mediante la transfección con el gen TAg, que codifica para el Antígeno T grande 

del virus SV40. Además, para aumentar la cantidad de sEVs secretadas por las CEES y CEEP se 

knockeó, mediante la tecnología CRISPR-Cas9, el gen NDRG1 que está implicado en la producción de 

exosomas y en el control del ciclo celular. A continuación, se evaluaron los efectos de las sEVs 

producidas por ambos tipos celulares inmortalizados sobre la modulación del desarrollo y calidad de 

embriones bovinos preimplantacionales generados por IVF. Finalmente, se caracterizó el contenido de 

ARNm de las sEVs secretadas por las BOEC, CEES y CEEP inmortalizadas. 

 

Los resultados mostraron que las sEVs proveniente de las CEEP tienen efectos positivos 

estadísticamente significativos sobre el desarrollo embrionario en términos de tasa de clivaje (control 

80,8% y sEVs-CEEP 95,9%) y formación de blastocistos (control 28,8% y sEVs-CEEP 43,5%), con 

respecto al control no suplementado con sEVs, el cual se conservó luego de la inmortalización y edición 

del gen NDRG1 en las CEEP. Además, en términos de calidad, se observó que genes como el CASP3, 

implicado en la apoptosis intrínseca, disminuye en los embriones suplementados con sEVs. Por otro 

lado, se identificaron transcritos de varios genes implicados en el desarrollo embrionario en el interior 

de las sEVs, como OCT4, CDX2, DNMT1, IFNT2, SOD1 y CAT.  

 

Se concluye que este trabajo de tesis doctoral aporta con nuevas metodologías para el aislamiento de 

células y sEVs, y conocimientos sobre el papel de las células endometriales y sus sEVs en la 

reproducción bovina, abriendo oportunidades para el desarrollo de terapias y tecnologías innovadoras 

en la mejora de la reproducción asistida y la producción ganadera.  
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ABSTRACT 

 

The in vitro production of bovine embryos (IVP) has enabled research into animal embryogenesis and 

improved reproduction in cattle. In vitro fertilisation (IVF) is the main technique for the production of 

bovine embryos. However, its efficiency in terms of embryo development and quality remains low, 

relative to other animal species. During the last decade a new approach has started to gain more and 

more momentum and to be considered to improve in vitro embryo production. This is communication 

mediated by small extracellular vesicles (sEVs) with a diameter of less than 250 nm. Several studies 

have reported that sEVs may be crucial in modulating embryo development and embryo quality. The 

sEVs mediate communication between the embryo and the maternal cells, transporting loads of proteins, 

lipids, carbohydrates, nucleic acids, etc. This leads to metabolic and gene expression changes in the 

embryos. Currently, the effect of isolated sEVs from different sources, e.g. oviductal fluid, has been 

evaluated in IVP and a positive impact has been observed in terms of development up to the blastocyst 

stage and embryo quality. However, the effectiveness of sEVs on IVP may vary due to the variability 

of samples from slaughterhouses, given the influence of factors such as animal age, genetics, feeding, 

among others. An interesting alternative to reduce variability is to isolate sEVs from established cell 

lines. Cell lines are ideal for this purpose due to their morpho-physiological and genetic homogeneity. 

In addition, the proposed approach would also eliminate the reliance on samples from slaughterhouses 

and the risk of disease transmission. In different species, sEVs secreted by endometrial cells have been 

shown to have beneficial effects on the development and quality of embryos produced in vitro. In 

addition, it has been reported that endometrial sEVs can decrease oxidative stress in embryos by 

regulating genes encoding for antioxidant enzymes. 

 

In this PhD thesis, oviductal epithelial cells (BOEC), endometrial stromal cells (CEES) and endometrial 

epithelial cells (CEEP) were isolated and characterised from the bovine female reproductive system to 

investigate the modulatory effect of sEVs secreted in vitro by these cells on the development and quality 

of bovine embryos produced in vitro. Then, in order to increase the number of possible passages of 

CEES and CEEP, without losing their phenotypic characteristics, a plasmid vector was constructed to 

carry out the immortalisation of both cell types by transfection with the TAg gene, which codes for the 

SV40 virus large T antigen. In addition, to increase the amount of sEVs secreted by CEES and CEEP, 

the NDRG1 gene, which is involved in exosome production and cell cycle control, was knocked out 

using CRISPR-Cas9 technology. Next, the effects of sEVs produced by both immortalised cell types on 

the modulation of the development and quality of preimplantation bovine embryos generated by IVF 

were evaluated. Finally, the mRNA content of sEVs secreted  by immortalised BOEC, CEES and CEEP 

was characterised. 

 

The results showed that sEVs from CEEP have statistically significant positive effects on embryo 

development in terms of cleavage rate (control 80.8% and sEVs-CEEP 95.9%) and blastocyst formation 

(control 28.8% and sEVs-CEEP 43.5%), with respect to the control not supplemented with sEVs, which 

was preserved after immortalisation and editing of the NDRG1 gene in CEEPs. Moreover, in terms of 

quality, it was observed that genes such as CASP3, involved in intrinsic apoptosis, decreased in embryos 

supplemented with sEVs. On the other hand, transcripts of several genes involved in embryonic 

development were identified within the sEVs, such as OCT4, CDX2, DNMT1, IFNT2, SOD1 and CAT.  

 

It is concluded that this PhD thesis work provides new methodologies for cell and sEV isolation and 

insights into the role of endometrial cells and their sEVs in bovine reproduction, opening opportunities 

for the development of innovative therapies and technologies to improve assisted reproduction and 

livestock production. 
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INTRODUCCION 

 

El cultivo de embriones bovinos in vitro ha contribuido al mejoramiento de la producción del ganado 

debido a que prolonga la vida reproductiva de animales genéticamente valiosos, permite seleccionar el 

sexo y características genéticas de las futuras crías y aprovechar en mejor medida el semen escaso y de 

alto valor genético (Brackett et al., 1982; Greve et al., 1993). Adicionalmente, los ovocitos empleados 

en la producción de embriones in vitro, pueden provenir del aprovechamiento de ovarios de mataderos, 

una fuente económica y accesible. Debido a esto, en las últimas décadas se ha logrado avanzar 

significativamente en el entendimiento de los fenómenos que subyacen a la reproducción y 

embriogénesis animal. Además, el creciente interés por mejorar las características genéticas en los 

bovinos, ha ocasionado un incremento anual de la transferencia de embriones producidos in vitro a 

hembras receptoras (International Embryo Technology Society, http://www.iets.org/comm_data.asp). 

Actualmente, existen diversos medios y metodologías que han mejorado las condiciones del cultivo 

embrionario, sin embargo, se continúan estudiando los posibles factores que podrían estar influyendo 

sobre la modulación del desarrollo y calidad de los embriones bovinos producidos in vitro. Las 

principales técnicas para la producción de embriones bovinos in vitro incluyen la fertilización in vitro 

(FIV), inyección intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) y transferencia nuclear de células 

somáticas (SCNT), cuya eficiencia en las tasas de formación de blastocistos son aproximadamente de 

un 46% (Miranda et al., 2016), 28% (Zambrano et al., 2017) y 29% (Jafarpour et al., 2020), 

respectivamente. En bovinos, la eficiencia de la FIV es bastante baja si se compara con el éxito de la 

misma técnica en otros mamíferos, como por ejemplo en ratones, donde se ha logrado una tasa de 

formación de embriones hasta el estadio de blastocistos superior a un 90% (Johnson et al., 2019). Lo 

anterior, da cuenta de la posibilidad de continuar mejorando la eficiencia de la producción in vitro de 

embriones bovinos. Un factor determinante para incrementar la tasa de formación de blastocistos 

bovinos in vitro, son los medios de cultivo, los cuales se han mejorado bastante en las últimas décadas. 

Por ejemplo, Larson et al. (1992), lograron una tasa de formación de blastocistos bovinos de un 24,6%, 

añadiendo distintos factores de crecimiento al medio de cultivo. Por otra parte, Miranda et al. (2016), 

observaron una eficiencia de formación de blastocistos de un 46%, co-cultivando los embriones con 

células mesenquimales. En ambos estudios los embriones fueron generados por FIV, apreciándose en 

el tiempo el progreso en el cultivo de embriones. Los medios de cultivo de embriones se han 

suplementado con distintos compuestos y concentraciones con el fin de mejorarlos, entre ellos 

hormonas, como la hormona del crecimiento (GH) (Moreira et al., 2002), hormona foliculoestimulante 

(FSH) y hormona luteinizante (LH) (Kim et al., 2018), aminoácidos como la taurina (Liu et al., 1995) o 

glutamina (Steeves et al., 1999), vitaminas como el myo-inositol (Holm et al., 1999) y vitamina E (Olson 

et al., 2000), y carbohidratos como la glucosa (Takahashi et al., 1992). El principal objetivo de estos 

medios de cultivo in vitro es suplir los requisitos nutricionales y simular de la mejor manera posible el 

ambiente materno de los embriones preimplantacionales durante el cultivo. 

 

Un atractivo nuevo enfoque que ha comenzado a considerarse hoy en día para mejorar el cultivo de 

embriones in vitro, es el de la comunicación celular mediada por distintos tipos de vesículas 

extracelulares pequeñas (sEVs) (Sadeldin et al., 2014; Almiñana et al., 2017; Qiao et al., 2018; 

Bauersachs et al., 2020). Las sEVs son de naturaleza lipídica, con un diámetro menor a 250 nm, las 

cuales pueden tener un origen endosomal, como es el caso de los exosomas (Théry et al., 2018). En el 

interior de las sEVs se encuentra su lumen, el que puede contener proteínas de señalización, enzimas, 

proteínas de choque térmico, proteínas del citoesqueleto, factores de transcripción, ARNm, miRNA, 

ADNmt, etc. (Rana et al., 2012). Las sEVs transportan su contenido de una célula a otra (con diferentes 

grados de especificidad), pudiendo provocar cambios en el proteoma, transcriptoma, epigenoma y por 

lo tanto, en la respuesta a factores internos y externos en sus células objetivo (Sullivan et al., 2005; 

Subra et al., 2007; Théry, 2011; Betagov et al., 2011; Rana et al., 2012; Piehl et al., 2013; Sohel et al., 

2013; Rodrigues et al., 2018). Sin embargo, uno de los principales problemas para utilizar las sEVs 

como una estrategia terapéutica, es la baja tasa de secreción de sEVs en los cultivos celulares in vitro, 

por lo que ha sido necesario desarrollar nuevas estrategias para aumentar la secreción de sEVs (Mol et 
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al., 2017; Yamashita et al., 2018). Al respecto, se ha reportado que el silenciamiento del gen NDRG1, 

aumentó de forma significativa la tasa de secreción de exosomas, un tipo de sEVs, en células cardiacas 

progenitoras humanas (CPCs), células endoteliales microvasculares humanas (HMEC-1) y células del 

músculo cardíaco de ratón (HL-1) (Ortega et al., 2019). El gen NDRG1 codifica para una proteína 

citoplasmática del mismo nombre que participa en procesos como la resistencia al estrés oxidativo y la 

hipoxia (Said et al., 2017). Además, se ha reportado que el silenciamiento de NDRG1 aumenta el pH 

lisosómico y la acumulación citoplasmática de autofagosomas, alterando los niveles generales de 

esfingolípidos y ceramidas neutras (Pietiäinen et al., 2013; Sahni et al., 2014; Wang et al., 2017 ª; 

Sevinsky et al., 2018). Por lo tanto, según los antecedentes bibliográficos revisados, una reducción o la 

ausencia total de la expresión del gen NDRG1, podría ser una estrategia eficiente para aumentar la tasa 

de secreción de sEVs desde una fuente de células presuntamente beneficiosas para la producción de 

embriones in vitro. 

 

sEVs en la embriogénesis animal 

Como se mencionó anteriormente, las sEVs han comenzado a ganar terreno en la investigación de la 

embriogénesis animal in vitro. Un trabajo en ovejas demostró que desde el lumen uterino se secretan 

sEVs durante el ciclo estral y en los primeros meses de la preñez, que estimulan a las células del 

trofoectodermo de los embriones a proliferar y secretar IFN-t (Interferón tau), una proteína clave durante 

el primer mes de embarazo en rumiantes, ya que entre otras cosas, coordina la producción de 

progesterona y regula genes involucrados en el transporte de nutrientes al embrión (Bazer et al., 2015; 

Ruiz-González et al., 2015). El análisis del contenido de las sEVs, identificó la presencia de ARNm de 

genes que codifican para la proteína de choque térmico 70 (HSC70), interleucinas, factores reguladores 

de interferones (IFN) y la proteína de envoltura del retrovirus endógeno ovino Jaagsiekte (nJSRV-ENV) 

(Ruiz-González et al., 2015). Estas proteínas regulan la proliferación y secreción de IFN-t mediante su 

interacción con los receptores toll-like (TLR) de las células trofoectodérmicas, lo cual demuestra la 

importancia de la comunicación del útero con el embrión mediado por las sEVs (Ruiz-González et al., 

2015). Saadeldin et al. (2014), demostraron por primera vez que el co-cultivo de embriones de cerdo 

generados por SCNT y partenotes, aumenta el desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocisto con 

respecto al cultivo de embriones en condiciones estándares (Saadeldin et al., 2014). El efecto del co-

cultivo observado por los citados autores, se atribuye a las sEVs secretadas por los partenotes, en las 

que se determinó la presencia de ARNm de genes involucrados en la pluripotencialidad y proliferación 

celular como OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC, entre otros (Saadeldin et al., 2014). Lo anterior se plantea 

como consecuencia del impacto de las sEVs en las células objetivo, ya que las sEVs al ingresar al 

embrión, liberan su contenido e incrementan el número de transcritos de ciertos genes en las células 

embrionarias y por consecuencia las proteínas productos de estos transcritos, mediante la traducción 

directa de los ARNm y/o inhibiendo la acción de miRNAs encargados de regular la expresión de estos 

transcritos (Shifrin et al., 2013; Sadeldin et al. 2014). Al respecto, Jasmin et al. (2014), reportaron un 

aumento significativo de la proteína OCT4 en un mayor número de células de embriones murinos al ser 

co-cultivados con fibroblastos embrionarios de la misma especie (Jasmin et al., 2014). Dicho aumento 

podría estar mediado por las sEVs secretadas por los fibroblastos y causar un efecto similar a los 

descritos por Sadeldin et al. (2014). Otro estudio comparó los efectos del co-cultivo de embriones 

bovinos con células mesenquimales derivadas desde tejido adiposo bovino (b-ATMSC), con respecto 

al cultivo de embriones suplementado con medio condicionado proveniente de b-ATMSC, 

observándose que el co-cultivo mejoró en mayor medida la tasa de clivaje y de formación de blastocistos 

(Miranda et al., 2016). Los sistemas de co-cultivo pueden provocar un suministro continuo de sEVs y 

otros factores hacia los embriones (Saadeldin et al., 2014), lo que podría explicar en gran medida los 

resultados obtenidos por Miranda et al. (2016). Sin embargo, el co-cultivo tiene desventajas, ya que el 

ambiente generado por este tipo de sistemas de cultivo es de naturaleza indefinida, pues se desconoce 

el o los factores que modulan el desarrollo embrionario. Además, el co-cultivo promueve en los 

embriones la generación de radicales libres en el medio y aumenta la tasa mutagénica, lo que podría 

impactar negativamente el desarrollo embrionario post-implantación  (Moody & Hassan, 1982; 

Anderson, 1995).  
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De acuerdo a los estudios revisados, una novedosa alternativa al co-cultivo seria aislar directamente las 

sEVs desde determinados orígenes celulares y adicionarlas al medio de cultivo in vitro de los embriones, 

y de esta forma lograr un experimento controlado y reproducible. Diferentes estudios han demostrado 

que se pueden obtener sEVs desde fluidos corporales como plasma sanguíneo, semen u orina o también 

desde tejidos sólidos como tejido musculo-esquelético o tumoral, o incluso desde células en cultivo 

(Arraud et al., 2014; Lozano-Ramos et al., 2015; Lopera-Vásquez et al., 2016; Morad et al., 2019; Rome 

et al., 2019; Vojtech et al., 2019). Qiao et al. (2018), observaron que el cultivo in vitro de embriones 

bovinos generados por SCNT en presencia de sEVs aisladas del útero en la fase lútea temprana, aumenta 

la expresión de genes implicados en el crecimiento y desarrollo embrionario como la acrogranina y IFN-

τ (señal de reconocimiento materno) y disminuye la expresión de genes como BAX (marcador pro-

apoptótico) y BIP (marcador de estrés del retículo endoplasmático rugoso), aumentando de forma 

significativa la tasa de clivaje, formación de blastocistos y el número de blastómeras, y disminuyendo 

la tasa de apoptosis, con respecto a embriones cultivados en ausencia de dichas sEVs (Qiao et al. 2018). 

Otro estudio comparó los efectos de la suplementación de sEVs frescas y sEVs post-descongelación, 

provenientes del oviducto, al medio de cultivo de embriones bovinos, reportando que las sEVs post-

descongelación incrementan significativamente, la tasa de formación de blastocistos, de eclosión y el 

número de células en embriones bovinos generados por FIV, con respecto  al cultivo en presencia de 

sEVs frescas y al control sin sEVs (Almiñana et al., 2017). Por otra parte, la adición de sEVs, frescas y 

post-descongelación, aisladas desde el medio condicionado de una línea de células epiteliales del 

oviducto bovino (BOEC) al medio de cultivo in vitro de embriones bovinos, no mostró efectos sobre el 

clivaje y la tasa de formación de blastocistos, no obstante, impactó positivamente en el número de 

células del trofoectodermo y la tasa de supervivencia post-descongelación de embriones vitrificados 

(Lopera-Vásquez et al., 2016). De igual forma, da Silveira et al. (2017), observaron que la 

suplementación del medio de cultivo de embriones bovinos con sEVs aisladas desde fluido folicular 

proveniente de folículos de 3-6 mm de diámetro, impacta positivamente la tasa de formación de 

blastocistos, aumentando la expresión de genes implicados en el metabolismo y remodelando la 

cromatina, con respecto a las sEVs desde folículos de mayor tamaño (pre-ovulatorios) y al control 

(ausencia de sEVs) (da Silveira et al., 2017). 

Es importante señalar, que diferentes estudios describen que factores como la edad de los animales, el 

origen de las sEVs (in vivo o in vitro), la genética, la alimentación, el modo de transporte de los tejidos 

al laboratorio, el tipo de conservación o incluso la estación del año, podrían generar variabilidad en los 

resultados obtenidos de muestras recolectadas desde mataderos (Menck et al., 1997; Rutledge, 2001; 

Orsi & Reischl, 2007; Almiñana et al., 2017). Una estrategia para eliminar dichos factores de 

variabilidad, seria aislar sEVs desde una línea celular, debido a su homogeneidad genética y 

morfofisiológica, acabando con la dependencia de muestras desde mataderos, el riesgo de transmisión 

de enfermedades y las variaciones dependientes de los lotes en el resultado de los cultivos (Menck et 

al., 1997). Una alternativa interesante seria utilizar una línea celular derivada desde tejido endometrial 

bovino, según se explica a continuación. 

 

Rol de las células endometriales en la modulación del desarrollo y calidad en los embriones 

El endometrio bovino, es un tejido endocrino altamente especializado que ayuda a regular el ciclo estral. 

Su principal función es la de permitir la implantación de un óvulo fecundado, el cual posteriormente se 

transformará en un embrión, dando lugar al desarrollo del saco gestacional y la placenta que protegerán 

a dicho embrión. Cuando no hay implantación embrionaria, la secreción de estradiol por parte del 

folículo dominante, provoca que el endometrio secrete prostaglandinas (PGF2α), causando la luteólisis 

o regresión del cuerpo lúteo, lo que termina por reiniciar el ciclo estral en el día 21 (Intagri, 2018). Las 

hembras bovinas, como la mayoría de los mamíferos tienen ciclo estral y por lo tanto, cuando no existe 

fecundación el endometrio es reabsorbido por las paredes del útero (Wang et al., 2007). A nivel 

citológico, el endometrio se compone de dos tipos celulares, las células endometriales epiteliales 

(CEEP) y las células endometriales estromales (CEES) (Sanin et al., 2010). En la fase folicular del ciclo 

estral, el endometrio está en su fase proliferativa, debido al estrógeno secretado por los ovarios, en esta 
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fase las células endometriales se encargan de proliferar (Sanin et al., 2010). Por otro lado, en la fase 

lútea, el cuerpo lúteo en los ovarios secreta progesterona, causando que las células endometriales entren 

en su fase secretora (Sanin et al., 2010; Wang et al., 2007). En ambas fases las células endometriales 

cambian su morfofisiología y por lo tanto su patrón de expresión génica (Wang et al., 2007). 

 

Desai et al. (1994), compararon el co-cultivo in vitro de embriones de ratón con células oviductales, 

células VERO (provenientes del riñón de Chlorocebus sabaeus) y células endometriales, mejorando las 

tasas de formación de blastocistos y de eclosión (52 y 13%, 45 y 21%, y 69% y 30%, respectivamente). 

Los resultados anteriores indican que las células endometriales podrían ser más beneficiosas para la 

producción de embriones in vitro que las células oviductales. Las células oviductales al ser parte del 

ambiente natural del embrión durante sus primeros días al recorrer el oviducto, podrían resultar 

beneficiosas para la producción de embriones in vitro (Lopera-Vásquez et al., 2016). Sin embargo, 

algunos estudios han demostrado que las células oviductales podrían liberar factores anti-

implantacionales y anti-eclosión, debido a que en el momento en que el embrión viaja por el oviducto, 

se debe evitar la implantación o eclosión prematura, con el fin de evitar la gestación ectópica o un 

desarrollo anómalo (Bongso et al., 1990; Pauerstein et al., 1990). Sin embargo, los resultados 

observados por Desai et al. (1994), no proporcionan información sobre los mecanismos moleculares 

que impactan en el desarrollo embrionario, no obstante, la estrecha comunicación mediada por sEVs, 

entre el embrión y el endometrio, podría ser una explicación factible. 

 

La comunicación entre los embriones preimplantacionales y el endometrio es esencial para una 

implantación exitosa, las sEVs endometriales tienen un importante papel en esta comunicación (Cuman 

et al., 2014; Vilella et al., 2015). Las sEVs aisladas desde CEEP o CEES podrían impactar positivamente 

la producción de embriones in vitro. Según han indicado algunos estudios las sEVs endometriales 

podrían tener un rol importante en la respuesta a estímulos externos e internos de los embriones (Ng et 

al., 2013; Koh et al., 2016; Blazquez et al., 2018; Burns et al., 2018; Marinaro et al., 2019; Gurung et 

al., 2020). Se ha reportado que la progesterona regula 1611 genes y 9 miRNA en las CEEP ovinas e 

incrementa la tasa de secreción de sEVs endometriales (Burns et al., 2018). Las sEVs endometriales se 

dirigen al concepto-trofoectodermo modulando su desarrollo e implantación (Burns et al., 2016; Burns 

et al., 2018). Kho et al. (2016), analizaron las consecuencias de la hipoxia sobre la comunicación 

mediada por sEVs entre las CEES y los embriones bovinos preimplantacionales, demostrando que a una 

concentración de 1% de O2, las CEES liberan una mayor cantidad de sEVs con aproximadamente 128 

proteínas diferencialmente expresadas implicadas en el desarrollo del embrión, en comparación con 

CEES cultivadas en condiciones normales (Koh et al., 2016). En ratones por su parte, se ha visto que 

las sEVs endometriales mejoran la tasa de eclosión y calidad embrionaria, además, inducen la liberación 

de moléculas que promueven la vascularización, angiogénesis, diferenciación y remodelación del tejido 

endometrial, generando un ambiente más beneficioso para su desarrollo (Blazquez et al., 2018). Del 

mismo modo, se observó en ratones que los embriones cultivados in vitro en presencia de sEVs aisladas 

de CEEP humanas, mejoraron significativamente la tasa de implantación, eclosión y calidad 

embrionaria (Gurung et al., 2020). Otro estudio en humanos, demostró que los sEVs secretados por las 

CEEP, contienen miRNA relevantes para la implantación embrionaria que incluyen, hsa-miR-200c, hsa-

miR-17 y hsa-miR-06ª  (Ng et al., 2013). Sin embargo, en lo referente a la producción in vitro no existen 

estudios que reporten una comparación entre los efectos de las sEVs secretadas por las CEEP y CEES, 

sobre el desarrollo y calidad embrionaria. 

 

Por lo tanto, dadas las características de las células endometriales y particularmente de las sEVs que 

originan, resulta interesante la propuesta de evaluar el efecto de dichas sEVs en el cultivo in vitro de 

embriones bovinos preimplantacionales sobre su desarrollo y calidad. 
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HIPÓTESIS DE TRABAJO 

 

La adición de sEVs aisladas desde medio condicionado de una línea celular endometrial al cultivo in 

vitro de embriones, impacta positivamente las tasas de desarrollo y modula la calidad en embriones 

bovinos preimplantacionales. 

 

 

 

OBJETIVOS 

 

 

Objetivo General: Evaluar el efecto de sEVs aisladas desde líneas celulares endometriales sobre el 

desarrollo y calidad de embriones bovinos preimplantacionales generados por fecundación in vitro.  

 

 

Objetivos Específicos:  

 

1 – Establecer líneas celulares bovinas a partir de células endometriales. 

 

2 – Evaluar el efecto de las sEVs aisladas desde medio condicionado de las líneas celulares 

endometriales en el medio de cultivo in vitro de embriones bovinos, sobre el desarrollo y la 

calidad embrionaria. 

 

3 – Caracterizar y determinar el contenido de ARNm de las sEVs aisladas desde medio 

condicionado por las líneas celulares endometriales establecidas. 
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MATERIALES Y METODOS 

 

Aislamiento de células endometriales y oviductales 

En base a la morfología folicular (Ireland et al., 1979), se seleccionaron y recolectaron úteros en los días 

1 a 4 del ciclo estral (fase proliferativa del endometrio) desde un matadero local (Frigorífico Temuco, 

Temuco, Chile), y se transportaron al laboratorio en hielo con el fin de reducir el metabolismo y el daño 

celular post-mortem. Las células endometriales y oviductales se aislaron según lo indicado por Asselin 

et al., (1996), con algunas modificaciones. Brevemente, utilizando bisturí y tijeras estériles se 

diseccionaron las capas del miometrio desde ambos cuernos uterinos, los cuales posteriormente se 

invirtieron para dejar expuesto el epitelio endometrial. Se extrajeron de 5 a 8 g de tejido endometrial y 

se lavó al menos 3 veces en DPBS suplementado con penicilina/estreptomicina al 1%. Luego, el tejido 

endometrial se cortó en trozos de 2 mm aproximadamente. Para aislar las células endometriales 

epiteliales (CEEP), el tejido fue digerido durante 3 horas a 60 RPM y 38,5 °C en DPBS (sin Ca2+ ni 

Mg2+), suplementado con tripsina (0,3% p/v). Mientras que para aislar las células endometriales 

estromales (CEES), el tejido endometrial se digirió durante 1 hora a 150 RPM y 38,5 °C en DPBS (con 

Ca2+ y Mg2+) suplementado con colagenasa (0,07% p/v), DNasa I (0,02% p/v), tripsina (0,03% p/v). En 

cuanto a las células oviductales epiteliales (BOEC), se obtuvieron desde el ámpula del oviducto, 

digiriendo el tejido epitelial durante 3 horas a 60 RPM y 38,5 °C en DPBS (sin calcio ni magnesio), 

suplementado con tripsina (0,3% p/v). Luego, los sobrenadantes resultantes de cada digestión se 

filtraron a través de un tamiz celular con poros de 70 μm. Los sobrenadantes tamizados se centrifugaron 

durante 15 minutos a 700 RCF para recuperar las células. Los pellets de los 3 tipos celulares se lavaron 

2 veces en DPBS y luego se sembraron a una concentración de 4x104 células por mL en placas de 60 

mm con medio DMEM/F-12 (Cat. #11320033 – ThermoFisher) suplementado al 10% (v/v) con suero 

fetal bovino inactivado (SFB) y al 2% (v/v) con antibiótico/antimicótico, cambiando el medio de cultivo 

cada 48 horas. Las células se cultivaron a 38,5 °C con una concentración de CO2 del 5% y humedad 

relativa al 100%, hasta que alcanzaran una confluencia del 40 a 60%. 

 

Con el fin de obtener cultivos puros, utilizando una pipeta de aspiración con un diámetro de 150 μm, 

bajo un microscopio invertido acoplado a micromanipuladores, se aislaron colonias de cada tipo celular 

en base a su morfología. Los procedimientos de micromanipulación de las CEEP y las BOEC se 

realizaron en una solución de StemPro™ Accutase™ (Cat. #A1110501 – ThermoFisher), suplementada 

al 2% con antibiótico/antimicótico. Los procedimientos de micromanipulación de las CEES se 

realizaron en una solución de DPBS libre de Ca2+ y Mg2+, suplementada al 2% con 

antibiótico/antimicótico. Finalmente las presuntas colonias puras aspiradas se sembraron en placas de 

24 pocillos y se cultivaron bajo las condiciones antes mencionadas. Cabe mencionar que con el fin de 

analizar la capacidad proliferativa de las células aisladas mediante micromanipulación, se evaluó si los 

3 tipos celulares tenían la capacidad de llegar al menos hasta el pasaje 7. 

 

Caracterizacion y analisis de la pureza de los cultivos de CEEP, CEES y BOEC 

Con el fin de confirmar la naturaleza de las células aisladas desde el tejido endometrial y oviductal, 

estas se caracterizaron morfológicamente mediante microscopía en campo claro y de contraste de fases, 

comparándolas con las CEEP, CEES y BOEC reportadas en la literatura (Krishnaswamy et al., 2009). 

Además, se identificaron marcadores proteicos específicos de cada tipo celular mediante 

inmunofluorescencia visualizada por microscopía de fluorescencia. En el caso de las CEEP y BOEC, se 

inmunodetectó citoqueratina, una proteína que forma parte de los filamentos intermedios del 

citoesqueleto intracelular de las células epiteliales, en las cuales están ausentes otros marcadores del 

citoesqueleto como la vimentina (Kang et al., 2004). En cuanto a las CEES, se identificó la vimentina, 

una proteína fibrosa que forma los filamentos intermedios del citoesqueleto intracelular de los 

fibroblastos, los cuales carecen de otros marcadores del citoesqueleto como la citoqueratina (Kang et 

al., 2004). La inmunofluoresencia se llevó a cabo según lo indicado por Krishnaswamy et al. (2009). 

Brevemente, las células se sembraron en placas para microscopía confocal y se cultivaron hasta que 

alcanzaran una confluencia del 40 a 60%. Luego, se retiró el medio de cultivo y se lavaron 2 veces con 
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DPBS. Las células se fijaron añadiendo formaldehído frio al 4% (v/v) en las placas e incubándolas 

durante 10 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, el formaldehído se retiró y las 

célula se lavaron 3 veces con DPBS frio durante 5 minutos. A continuación las células se 

permeabilizaron en DPBS suplementado al 0,2% (v/v) con Triton-X100, incubando durante 10 minutos. 

Las células se lavaron 3 veces y se incubaron en una solución de DPBS que contenía Tween 20 al 0,1% 

(v/v), Albumina sérica de cabra al 1% (v/v) y glicina 22,52 mg/mL, con el fin de bloquear las posibles 

uniones inespecíficas de los anticuerpos. Luego, las células se incubaron con un anticuerpo pan primario 

anti-citoqueratina (Cat. #MA1-91326 – ThermoFisher) durante toda la noche. Al día siguiente, las 

células se lavaron y se incubaron en oscuridad durante 1 hora con un anticuerpo secundario conjugado 

a Alexa Fluor 488 (Cat. #A-21121 – ThermoFisher). A continuación, las células se lavaron 3 veces y se 

incubaron en oscuridad, durante al menos 18 horas, con un anticuerpo primario monoclonal anti-

vimentina conjugado a Alexa Fluor 647 (Cat. #MA5-11883-A647 – ThermoFisher) suplementado con 

Hoechst 33342 a 0,4 μg/mL. Finalmente las células se lavaron 3 veces en DPBS durante 5 minutos y se 

visualizaron en un microscopio de fluorescencia, irradiando de forma secuencial los distintos 

fluoróforos con sus respectivas longitudes de onda de excitación. 

 

Por otro lado, con el fin de estimar la pureza de los cultivos celulares primarios con sus respectivos 

marcadores proteicos específicos identificados mediante inmunofluorescencia (como se detalló 

anteriormente), se escaneó una superficie de 14 mm utilizando un microscopio TissueFaxs I Plus 

Cytometer (Zeiss, Oberkochen, Alemania). 

 

Aislamiento y purificación de endometriosomas por precipitación basada en polímeros y 

ultrafiltración 

El aislamiento de endometriosomas pequeños (vesículas extracelulares pequeñas (sEVs) liberadas por 

células endometriales, Muñoz et al., 2022), se llevó a cabo siguiendo las metodologías descritas por 

Alvarez et al. (2015) y Niu et al. (2017), con algunas modificaciones. Una vez que las CEEP y CEES 

alcanzaron una confluencia del 80 al 90%, se les retiró el medio de cultivo, se lavaron 2 veces con DPBS 

y se añadió el medio de aislamiento de sEVs el cual consistía en DMEM-F12, suplementado al 1% (v/v) 

con antibiótico/antimicótico y 1% (v/v) de Insulina-Transferrina-Selenio (ITS) (Alvarez et al., 2015). 

El medio condicionado se recuperó después de 72 horas con el fin de aislar los endometriosomas 

liberadas por ambos tipos celulares. Primero, el medio condicionado se centrifugó a 300 RCF durante 

15 minutos para eliminar las células que pudieran estar en suspensión. El sobrenadante resultante, se 

centrifugó a 2.000 RCF durante 20 minutos para eliminar el debris y células muertas. A continuación, 

para eliminar las vesículas extracelulares grandes y medianas (m/lEVs), el sobrenadante resultante, se 

centrifugó a 20.000 RCF durante 1 hora. Luego, los endometriosomas pequeños y otras moléculas no 

solubles se precipitaron del sobrenadante resultante de la centrifugación a 20.000 RCF, añadiendo en 

una proporción 2:1 el reactivo el reactivo “Total Exosome Isolation” (Cat. #4478359 – ThermoFisher) 

y se incubó durante toda la noche a 4 °C. Al día siguiente, la mezcla fue centrifugada a 10.000 RCF 

durante 1 hora a 4 °C, y se eliminó la mayor parte del sobrenadante, dejando aproximadamente de 20 a 

40 μL, con el fin de no arriesgarse a perder el pellet de endometriosomas (no visible). Luego, se mezcló 

el pequeño volumen que contenía los endometriosomas con 2 mL de DPBS frio. A continuación, con el 

fin de concentrar los endometriosomas y eliminar las trazas del reactivo “Total Exosome Isolation” que 

resulta embriotóxico, el medio que contenía los endometriosomas se eluyó a través de un filtro 

hidrófilico de policarbonato con poros de 10 nm generados por Track Etch (Cat. #PCT00113100 – 

Sterlitech) acoplado a un holder centrífugo modelo UHP-13C (Advantec, Tokio, Japón), centrifugando 

a 4500 RCF durante 1 hora a 4 °C en una centrifuga de ángulo oscilante. Los endometriosomas se 

lavaron con DPBS en el holder UHP-13C mediante centrifugación, y se recuperaron de la parte superior 

del filtro, quedando en un volumen final de 100 μL.  

 

Caracterización de los endometriosomas pequeños 

Los endometriosomas fueron caracterizados morfológicamente mediante microscopía electrónica de 

barrido de transmisión (STEM). Las CEEP y CEES a un 90% de confluencia se cultivaron en placas de 
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24 pocillos en medio de aislamiento de sEVs durante 3 días (Alvarez et al., 2015). Luego, 1 mL del 

medio condicionado resultante se utilizó para aislar endometriosomas mediante la metodología descrita 

anteriormente. Los endometriosomas precipitados fueron resuspendidos en glutaraldehído al 4% (v/v), 

y 5 μL de la suspensión se montaron en grillas de cobre con soporte de carbón/formvar . Las muestras 

se dejaron secar a temperatura ambiente durante 10 minutos aproximadamente y se visualizaron en un 

microscopio electrónico de barrido VP – SEM, STEM con EDX, SU 3500 (Hitachi, Tokio, Japón), con 

un voltaje de aceleración de 80 kV. De forma paralela, se realizó un control que consistió en aplicar el 

reactivo “Total Exosome Isolation” a medio de aislamiento de sEVs no condicionado, con el fin de 

descartar artefactos similares a los endometriosomas ocasionados por el polímero de precipitación de 

sEVs o algún componente del medio de aislamiento o partículas desprendidas de los filtros. Por otro 

lado, con el fin de validar las microfotografías obtenidas por STEM, se inmunodetectaron mediante 

western blot las proteínas CD9, CD63 y TSG101, las cuales son marcadores habitualmente utilizados 

para caracterizar sEVs, y que además se han reportado en endometriosomas (Niu et al., 2017; Blazquez 

et al., 2018). Brevemente, 8 mL de medio condicionado por las células durante 6 días se emplearon para 

aislar los endometriosomas para el inmunoensayo. Las sEVs aisladas, se resuspendieron en DPBS y se 

incubaron durante 5 minutos a 100 °C con el fin de lisarlas y extraer sus proteínas. A continuación la 

concentración de proteínas se midió utilizando el cuantificador fluorométrico Qubit 3.0 (Invitrogen, 

Waltham, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego, las proteínas extraídas se mezclaron 

con buffer de carga (el cual contiene SDS y β-mercaptoetanol) y aproximadamente 10 μg de proteínas 

totales se cargaron en cada carril de un gel SDS-PAGE, para llevar a cabo una electroforesis denaturante 

a 100 volts durante 2 horas y 30 minutos. Transcurrido el tiempo, las proteínas se transfirieron a una 

membrana de PVDF durante 15 horas a 50 mA. La membrana con las proteínas transferidas, se incubó 

por separado con anticuerpos anti-CD9, anti-CD63 y anti-TSG101 durante toda la noche a 80 RPM. Al 

día siguiente, la membrana se lavó 4 veces en PBS al 1X y se incubó con un anticuerpo secundario 

conjugado a peroxidasa de rábano (HRP) durante 30 minutos a 80 RPM. Finalmente, la membrana se 

lavó 4 veces, y se incubó con peróxido de hidrogeno y luminol (1:1) para que la enzima HRP lleve a 

cabo la reacción bioluminiscente, la cual se pesquisó mediante placas radiográficas en un cuarto oscuro 

implementado para este fin. 

 

Por otro lado, se analizó el tamaño de los endometriosomas aislados mediante Dynamic Light Scattering 

(DLS). Los endometriosomas purificados mediante la metodológica anteriormente descrita, se 

resuspendieron en 1 mL de DPBS y se pusieron en celdas de 4,5 mL para determinar la distribución del 

tamaño de partículas a 37 °C en un equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Co, Malvern, Inglaterra), según 

las instrucciones del fabricante. Se analizaron 3 réplicas biológicas de cada tipo de endometriosomas y 

cada replica biológica se midió 3 veces, en donde cada una de las 3 mediciones corresponde al promedio 

de 10 lecturas. Los resultados fueron analizados con el software Zetasizer v7.11. Finalmente, para medir 

la concentración de sEVs por mL se utilizó el NanoSight NS300 (Malvern Co, Malvern, Inglaterra) 

equipado con un láser de 488 nm y una cámara sCMOS. Las características de las sEVs se determinaron 

con 20 a 100 partículas por fotograma. Las muestras se inyectaron en un flujo continuo en la cámara de 

muestras, a temperatura ambiente, utilizando una bomba de jeringa. 

 

Determinación de la tasa de secreción de proteínas de endometriosomas 

Con el fin de determinar la tasa de secreción de proteínas de endometriosomas de las CEEP, CEES y 

BOEC, estas se cultivaron en placas de 24 pocillos. Una vez que los cultivos alcanzaron una confluencia 

del 100%, cada pocillo fue tripsinizado de forma individual. Las células se lavaron 2 veces con DPBS 

a 700 RCF durante 10 minutos. Después del último lavado, el pellet de células se resuspendió en 850 

μL de DPBS suplementado con SYBR-14 a una concentración final de 6,3 nM para teñir el núcleo 

celular. Luego, se analizó el número de células por pocillo mediante un Citómetro de Flujo FACS 

CANTO II (Becton Dickinson, Nueva Jersey, USA) a una velocidad de 60 μL por minuto. Se analizaron 

3 réplicas biológicas y cada replica se midió 4 veces por 30 segundos. Por otro lado, se aislaron los 

endometriosomas de los 3 tipos celulares según la metodología descrita anteriormente. Luego se 

extrajeron las proteínas de los endometriosomas y se cuantificaron mediante el kit Micro BCA™ Protein 
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Assay (Cat. #23235 – ThermoFisher), según las instrucciones del fabricante, midiendo la absorbancia a 

562 nm en un lector de placas Infinite M200 PRO (Tecan, Männedorf, Suiza). Finalmente, se calculó la 

cantidad de proteínas de endometriosomas secretada por hora de cada tipo celular, dividiendo la 

cantidad de proteínas obtenidas por 72 (3 días) y el resultado se dividió nuevamente por la cantidad de 

células en cada pocillo de 15,5 mm.  

 

Cultivo de embriones bovinos suplementados con endometriosomas secretados por las CEES y 

CEEP 

Los ovarios bovinos, se recolectaron desde un matadero local (Frigorífico Temuco, Temuco, Chile). 

Los ovocitos provistos de sus células del cumulo se aspiraron desde folículos de 2 a 7 mm y los ovocitos 

de buena calidad se maduraron en medio TCM-199 (Gibco™, Waltham, USA) suplementado al 10% 

(v/v) con SFB (Gibco™, Waltham, USA), hormona LH (6 μg/mL) y estradiol (1 μg/mL), en condiciones 

estándares de cultivo celular bovino (38,5 °C en 5% de CO2 y humedad relativa a saturación) (Arias et 

al., 2015). Los ovocitos previamente madurados por 24 horas, fueron fecundados in vitro según lo 

indicado por Arias et al. (2015). Brevemente, los ovocitos madurados se coincubaron con 1x106 de 

espermatozoides por mL (Alta Genetics Inc., Alberta, Canadá), seleccionados por un gradiente de 

percoll 45-90%, durante 18-20 horas en medio IVF-TL (Caisson Labs, Smithfield, Utah, USA) 

suplementado con piruvato de sodio (0,2 mM), BSA libre de ácidos grasos (6 mg/mL), gentamicina 

(0,025 mg/mL) heparina (2 μg/mL) y PHE [penicilamina (80 μM), hipotaurina (40 μM), epinefrina (10 

μM)] en condiciones estándares de cultivo. Luego, los presuntos cigotos fueron despojados de sus 

células del cumulo por vortex durante 5 minutos en un medio de manipulación de embriones (medio 

Hepes Buffered HECM), suplementado con hialuronidasa (1 mg/mL). Los presuntos cigotos se lavaron 

en medio de manipulación de embriones y se cultivaron en gotas de 50 μL de medio KSOM 

suplementado con BME-aminoácidos esenciales (1% v/v), MEM-aminoácidos no esenciales (1% v/v), 

PVA (0,01% v/v), ITS (1% v/v) y 80 ng/μL de proteína de cada tipo de endometriosoma, a 38,5 °C con 

una mezcla de gases de CO2 (5%), O2 (5%), N2 (90%) y humedad relativa a saturación (Arias et al., 

2015; Almiñana et al., 2017). Se realizó un control negativo con embriones cultivados en ausencia de 

endometriosomas y otro control con embriones suplementados con medio de cultivo no condicionado, 

el cual se trató con la metodología de aislamiento de sEVs descrita, lo anterior con el fin de descartar 

sustancias embriotóxicas generadas durante el aislamiento de los endometriosomas. Las tasas de clivaje 

y formación de blastocistos se registraron a los días 3 y 7 post-fecundación, respectivamente (Arias et 

al., 2016; Almiñana et al., 2017). 

 

Evaluación de la internalización de los endometriosomas 

Para evaluar la internalización de los endometriosomas en los embriones bovinos preimplantacionales, 

se utilizó la metodología descrita por Niu et al., 2017, con algunas modificaciones. Brevemente, los 

endometriosomas se aislaron con la metodología descrita anteriormente. Una vez que las sEVs fueron 

precipitadas por el reactivo Total Exosome Isolation durante toda la noche y centrifugadas a 10.000 

RCF, se descartó la mayor parte del sobrenadante (sin perturbar el pellet de sEVs) y los 

endometriosomas fueron resuspendidos en 2 mL de DPBS suplementado con el colorante fluorescente 

de membrana FM™ 1-43FX (Cat. #F35355 – Invitrogen) a una concentración final de 5 μg/mL. Luego, 

los endometriosomas se concentraron y lavaron utilizando una membrana de policarbonato con poros 

de 10 nm generados por Track Etch, mediante la metodología detallada anteriormente. A continuación, 

los endometriosomas teñidos, se coincubaron durante 24 horas con embriones generados por FIV en el 

día 6 de cultivo a 38,5 °C con una mezcla de gases de CO2 (5%), O2 (5%), N2 (90%) y humedad relativa 

a saturación. Transcurrido el tiempo, los embriones se lavaron 2 veces en DPBS y se fijaron durante 15 

minutos a 4°C en formaldehido al 4% suplementado con Hoechst 33342 a una concentración final de 

0,4 μg/mL para visualizar los núcleos celulares. Finalmente, los embriones fueron lavados 3 veces 

durante 5 minutos en DPBS frio y se montaron en portaobjetos para ser visualizados en un microscopio 

laser confocal (CLSM) FV1000 (Olympus, Tokio, Japón), irradiando de forma secuencial los distintos 

fluoróforos con sus respectivas longitudes de onda de excitación, obteniendo microfotografías 

confocales Z-stack. 
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Diseño de Oligos 

Para el diseño de primers las secuencias moldes fueron obtenidas desde Addgene o la base de datos del 

Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NCBI). Los primers fueron diseñados inicialmente con 

AmplifX v1.7.0 (Universidad de Aix-Marsella, Marsella, Francia) con el fin de obtener sus temperaturas 

de annealing teórica. Luego, para descartar amplificaciones inespecíficas todos los primers fueron 

analizados por la  Herramienta de diseño de Primers y de Búsqueda de Alineamientos Locales Básicos 

(Primer-BLAST), proporcionada por NCBI. A continuación, con el fin de examinar las características 

fisicoquímicas de los primers para descartar formación de homodímeros, heterodímeros y horquillas, 

todos los primers fueron analizados en la herramienta OlygoAnalyzer de Integrated DNA Technologies 

(IDT). Finalmente, todos los primers fueron enviados a sintetizar a Macrogen (Macrogen, Seúl, Corea 

del Sur). Las secuencias de los primers diseñados para ingeniería genética se muestran en la Tabla 1. 

 

Tabla 1: Oligos para Ingeniería Genética. 
Nombre Oligo Secuencia 5’  3’ Amplicón 

Amp_Ori_F GCTAAAGTCGACGAATCAGGGGATAACGCAGG 1897 pb 

Amp_Ori_R GTGTTTTCTAGAGCCTCGTGATACGCCTATTT 1897 pb 

XhoI_Site_F *CCGGTATATTATCATGACTCGAGAAGC - 

XhoI_Site_R *GGCCGCTTCTCGAGTCATGATAATATA - 

TAg_mCherry_F AATTGGACCGGTGCCACCATGGATAAAGTTTTAAACAGAGAGG 4663 pb 

TAg_mCherry_R GATTTTCTCGAGAGCTAGAGCCAGACATGATA 4663 pb 

ARNg_NDRG1_F *CACCGCAGGACGTGGACCTCGCCG 7765 pb 

ARNg_NDRG1_R *AAACCGGCGAGGTCCACGTCCTGC - 

NDRG1_E1T7_F CCGTCCTGTCATCTTGGCTT 1098 pb 

NDRG1_E1T7_R AGGTGCTTGGAGGAACTTGG 1098 pb 

pCEB_Colony_PCR_R GCTCGTATGTTGTGTGGA 7765 pb 

Secuencias de los oligos utilizados para procedimientos de ingeniería genética. Las letras de colores 

indican los sitios de reconocimiento de las restrictasas SalI, XbaI, XhoI y AgeI, según corresponda. Las 

letras de colores indican los extremos salientes para las enzimas AgeI, NotI, BsaI, según correspondan. 

Las regiones destacadas en color gris y olivo indican los sitios estabilizadores para las restrictasas y una 

secuencia Kozak, respectivamente. Los * indican los extremos 5’ fosforilados. Debido a las 

características de la polimerasa recombinante de alta fidelidad Platinum SuperFi II de Invitrogen, todos 

los primers se utilizaron con una temperatura de annealing de 62 °C para aumentar su especificidad. 

 

Construcción del plásmido para la inmortalización celular 

Todas las construcciones fueron diseñadas y montadas in silico con el software SnapGene v7.0 (GSL 

Biotech LLC, San Diego, USA). Con el fin de establecer líneas celulares inmortalizadas de las CEEP y 

CEES, se construyó un vector plasmídico que codifica para el antígeno T grande del SV40 (TAg). Para 

generar este constructo se utilizaron los plásmidos pUC19 (Plásmido 19 de la Universidad de California, 

Cat. #50005 – Addgene), pCEB (Plásmido Cas9-EGFP-BSD) y pRRLsin-SV40 T antigen-IRES-

mCherry (Cat. #58993 – Addgene). Primero, se linealizó el pUC19 (Fig. 1) con la enzima XbaI y se 

amplificó por PCR de alta fidelidad (Cat. #12368010 – Invitrogen) el gen AMP conteniendo su promotor 

y terminador. Luego, utilizando las restrictasas XbaI (Cat. #R0145S – New England Biolabs) y SalI 

(Cat. #R0138S – New England Biolabs) se digirió por separado el amplicón AMP y el pCEB (Fig. 2), 

el producto de ambas digestiones se corrió en una electroforesis en gel de agarosa al 1% a 110 volts 

constantes durante 1 hora. Desde el gel de electroforesis se purificó de la digestión del gen AMP un 

fragmento de ADN de 1921 pb y desde la digestión de pCEB un fragmento de 7487 pb, utilizando el kit 

QIAquick® Gel Extraction (Cat. #28704 – QIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los 

fragmentos de ADN purificados y cohesivos en sus extremos, fueron ligados utilizando una ADN Ligasa 

T4 (Cat. #M0202S – New England Biolabs), lo que generó el pACEB (plásmido AMP-Cas9-EGFP-

BSD) (Fig. 3). El pACEB se clonó transformando bacterias competentes DH5 alfa (Cat. #18258012 - 

Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuación las bacterias presuntamente 

transformadas se sembraron en estrías y seleccionaron en placas Petri conteniendo medio de cultivo 
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solido Luria-Bertani (LB) suplementado con ampicilina a una concentración de 100 μg/mL, 

cultivándose durante toda la noche a 37 °C. Al día siguiente las colonias aisladas y resistentes a 

ampicilina se analizaron mediante una Colony-PCR para confirmar la presencia del ADN plasmídico 

en ellas. Las colonias positivas para el pACEB se cultivaron en 20 mL de medio LB líquido 

suplementado con ampicilina durante 16 horas a 37 °C y agitación a 180 RPM. Trascurridas las 16 horas 

el ADN plasmidial se aisló y purificó desde las bacterias utilizando el kit QIAprep Spin Miniprep (Cat. 

#27104 – QIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante. El pACEB purificado se digirió con las 

restrictasas AgeI (Cat. #R3552S – New England Biolabs) y NotI (Cat. #R0189S – New England 

Biolabs), el resultado se corrió en una electroforesis de agarosa y, como se detalló anteriormente, se 

purificó desde el gel un fragmento de 4084 pb. El fragmento purificado se ligó con un oligo de ADN de 

doble hebra cohesivo, el cual contenía un sitio de reconocimiento para la restrictasa XhoI, resultando 

en el pAB (plásmido AMP-BSD) (Fig. 4). El pAB se clonó en bacterias DH5 alfa competentes y se 

purificó por miniprerp, del mismo modo como se mencionó anteriormente. En paralelo, mediante PCR 

de alta fidelidad se amplificó desde el pRRLsin-SV40 T antigen-IRES-mCherry (Fig. 5) un policistrón 

que codifica para el gen TAg y mCherry unidos mediante una secuencia IRES, el amplicón resultante 

también contenía la secuencia del terminador, pero no del promotor. Luego, el pAB y el amplicón TAg-

mCherry se digirieron por separado con las restrictasas AgeI (Cat. #R3552S – New England Biolabs) y 

XhoI (Cat. #R0146S – New England Biolabs). Los resultado de ambas digestiones se corrieron en una 

electroforesis para purificar un fragmento de 4093 pb y 4675 pb desde la digestión del pAB y el 

amplicón TAg-mCherry, respectivamente. Por último, ambos fragmentos fueron ligados resultando en 

el pTMB (plásmido TAg-mCherry-BSD) (Fig. 6), el cual se clonó en bacterias competentes DH5 alfa, 

y se purificó mediante miniprerp para ser utilizado en la transfección de las CEEP y CEES. Todas las 

mediciones de concentración de ácidos nucleicos se realizaron con el cuantificador fluorométrico Qubit 

3 (Invitrogen, Waltham, USA). 

 

 

Figura 1: Plásmido 19 

de la Universidad de 

California. En la figura 

se puede observar el 

mapa del pUC19 y los 

primers, en letras 

rosadas, utilizados para 

obtener el amplicón 

AMP. También se puede 

apreciar el sitio de 

restricción de la enzima 

XbaI con cual fue 

linealizado. El gen 

AmpR, en color cian, 

codifica para la enzima 

beta-lactamasa que 

confiere resistencia a la 

ampicilina a las bacterias. 
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Figura 2: Plásmido Cas9-

EGFP-BSD. En la figura se 

puede observar el mapa del 

pCEB y los primers, en letras 

rosadas, utilizados para la 

Colony PCR. También se 

pueden apreciar los sitios de 

restricción de distintas 

restrictasas. En color celeste 

se puede apreciar el Scaffold 

de ARNg, en el cual 

mediante la restrictasa BsaI 

se liga el ARNg diseñado. El 

gen Cas9, en color burdeos, 

codifica para la enzima 

CRISPR associated protein 9 

la cual es guiada para el 

ARNg diseñado para generar 

el corte en la doble hebra de 

ADN. El gen EGFP, en 

verde, codifica para la 

Enhanced Green Fluorescent 

Protein. El gen BSD, en 

color celeste, codifica para la 

enzima blasticidina-S 

deaminasa, que confiere 

resistencia a la blasticidina a 

las células animales. 

 

 

Figura 3: Plásmido Amp-Cas9-

EGFP-BSD. En la figura se 

observa el mapa del pACEB. Se 

puede apreciar la eliminación del 

sitio de resistencia a ampicilina 

antiguo, de ambos orígenes de 

replicación y del Scaffold de 

ARNg. Este es un plásmido 

intermediario, no tiene ninguna 

función biológica en su versión 

actual. 
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Figura 4: Plásmido Amp-BSD. En 

la figura se observa el mapa del 

pAB. Se puede apreciar la 

eliminación del policistrón Cas9-

EGFP. También se pueden ver los 

sitios de restricción de las enzimas 

AgeI y NotI utilizadas en la 

eliminación de Cas9-EGFP. 

Finalmente, se puede apreciar un 

sitio de restricción para la restrictasa 

XhoI, que fue añadido mediante la 

ligación del oligo “XhoI_Site”. Este 

es un plásmido intermediario, no 

tiene ninguna funci26eterodúpica en 

su versión actual. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Plásmido 

RRLsin-SV40 T 

antigen-IRES-

mCherry. En la figura 

se observa el mapa del 

pRRLsin-SV40 T 

antigen-IRES-

mCherry y de los 

primers, en letras 

rosadas, utilizados 

para amplificar el 

policistrón TAg-

mCherry. Este es un 

vector de expresión 

lentiviral por lo que no 

es eficiente para la 

transfección debido a 

su tamaño. 
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Figura 6: Plásmido TAg-mCherry-

BSD. En la figura se observa el mapa del 

pTMB. Se puede apreciar el policistron 

TAg-mCherry, que codifica para el 

antígeno T grande del SV40 y la proteína 

fluorescente roja mCherry. El antígeno T 

grande del SV40, en color burdeos, está 

implicado en la inmortalización de las 

células animales y la proteína mCherry, 

en color rojo, sirve como reportero de la 

transfección. El gen BSD, en color 

celeste, codifica para la enzima 

blasticidina-S deaminasa, que confiere 

resistencia a la blasticidina a las células 

animales, utilizado como gen de 

selección. Finalmente, El gen AmpR, en 

color cian, codifica para la enzima beta-

lactamasa que confiere resistencia a la 

ampicilina a las bacterias, utilizado, en 

combinación con el origen de replicación 

en amarillo (ori), para replicar el 

plásmido en las E. coli DH5 alfa 

competentes. Este plásmido fue utilizado 

para generar las líneas celulares animales. 

 

 

Inmortalización de las CEEP y CEES 

Para la inmortalización de ambos tipos celulares se lipofectó el pTMB que contiene un gen que codifica 

para el antígeno T grande del SV40, una oncoproteína que induce la transformación maligna de varios 

tipos de células mediante la perturbación de las proteínas supresoras tumorales retinoblastoma (pRb) y 

p53 (DeCaprio et al., 1988; Ahuja et al., 2005). 24 horas antes de la transfección se sembraron por 

separado las CEEP y CEES a una densidad de 200.000 células/mL en placas Petri de 35 mm de diámetro 

cultivadas con 2 mL de medio de cultivo DMEM-GlutaMAX (Cat. #10569010 – Gibco) suplementado 

al 10% con FBS y 1% Antibiótico-antimicótico (Cat. #15240062 – Gibco). Una vez alcanzada una 

confluencia celular del 60-90% se retiró el medio de cultivo y se remplazó por medio Opti-MEM (Cat. 

#31985070 – Gibco) suplementado al 10% con FBS y 1% Antibiótico-antimicótico. En paralelo, 

utilizando el pTMB y el reactivo de transfección X-tremeGENE 360 (Cat. #XTG360-RO – Roche) se 

produjeron los complejos ADN-Lípido mezclando el ADN (1 μg) con el reactivo X-tremeGENE 360 (1 

μL) en las proporciones 1:1 1:2 1:3 y 1:4. La mezcla se incubó durante 30 minutos a temperatura 

ambiente. Transcurrido el tiempo, los complejos ADN-Lípido se añadieron a las células para ser 

transfectadas. A las 72 horas utilizando un microscopio invertido de fluorescencia Nikon Eclipse TS100 

(Nikon, Tokio, Japón), se evaluó la transfección mediante la visualización de la proteína mCherry, la 

cual al ser irradiada con un haz de luz con una longitud de onda de 587 nm, emite luz con una longitud 

de onda de 610 nm (rojo). Luego de confirmar la transfección mediante el gen reportero, se añadió 

blasticidina 4 μg/mL (Cat. #SBR00022 – Sigma-Aldrich) al medio de cultivo con el fin de seleccionar 

las células transfectadas. Las células resistentes a blasticidina se subcultivaron por al menos 10 pasajes 

sin cambios morfológicos aparentes. Finalmente, las CEEP y CEES inmortalizadas se nombraron como 

CBR-BEEC (CEBIOR-Bovine Endometrial Epithelial Cells) y CBR-BESC (CEBIOR-Bovine 

Endometrial Stromal Cells), respectivamente. 
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Edición genética mediante CRISPR-Cas9 

Con el fin de aumentar la producción de sEVs sin afectar su contenido, se silenció el gen NDRG1 

mediante la nucleasa Cas9 dirigida por un ARNg. Utilizando la plataforma Benchling, se diseñó un 

ARNg que tiene como objetivo la cadena positiva del exón codificante 1 del gen NDRG1, ubicado en 

el cromosoma 14 de Bos taurus. La puntuación de On-Target y Off-Target fueron de 73.9 y 82.0, 

respectivamente, sobre un máximo de 100 puntos para ambos parámetros según los algoritmos 

empleados por Benchling (Hsu et al., 2013; Doench et al., 2016). La secuencia del ARN guía (ARNg) 

diseñado se envió a sintetizar junto con su cadena complementaria a Macrogen (Macrogen, Seúl, Corea 

del Sur) (Tabla 1). A su vez a ambos oligonucleótidos se les fosforilaron sus extremos 5’, los que 

además contienen extremos salientes complementarios a los extremos pegajosos generados por la 

restrictasa BsaI. Los oligos se mezclaron en una proporción 1:1 en agua libre de nucleasas y proteasas 

y se alinearon in vitro mediante un ramp-down desde los 95 °C hasta los 4°C. En paralelo se digirió el 

pCEB (Fig. 2) con la restrictasa BsaI (Cat. #R3733S – New England Biolabs), la digestión resultante se 

corrió en un gel de electroforesis, del cual se purificó un fragmento de 10.983 pb, de la misma manera 

como se detalló anteriormente. Luego, el fragmento purificado y los oligos alineados se ligaron, 

resultando en el pCEB-ARNg-NDRG1, el cual fue clonado y purificado en bacterias competentes DH5 

alfa. A continuación las CBR-BEEC y CBR-BESC fueron transfectadas con el pCEB-ARNg-NDRG1, 

de la misma manera como se detalló en la sección anterior. La correcta transfección se confirmó con un 

microscopio invertido de fluorescencia Nikon Eclipse TS100, mediante la visualización de la proteína 

EGFP la cual emite luz a una longitud de onda de 507 nm (verde) cuando es irradiada con un haz de luz 

de 488 nm.  

 

Ensayo endonucleasa I del virus T7 (EIT7) 

Con el fin de confirmar rápidamente la edición por el sistema CRISPR-Cas9, las células positivas para 

EGFP se analizaron con el ensayo de la endonucleasa I del virus T7 (EIT7). Brevemente, se extrajo el 

ADN genómico desde ambas líneas celulares utilizando el kit DNeasy Blood & Tissue (Cat. #69504 – 

QIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego, se amplificaron por PCR de alta fidelidad 

amplicones de 1 kb aproximadamente de la región objetivo del ARNg desde células no editadas y células 

presuntamente editadas (positivas para EGFP). A continuación ambos amplicones se mezclaron en una 

proporción 1:1 y se alinearon in vitro mediante un ramp-down desde los 95 °C hasta los 4 °C. Los 

heteroduplex producto de la hibridación de una cadena de ADN wild-type con una mutada, fueron 

analizados con la EIT7 en busca de bucles de ADN monocatenarios generados por el apareamiento 

incorrecto de las bases en las regiones donde ocurrieron eventos de IDELS (Inserciones o Deleciones). 

El resultado de esta digestión se corrió en una electroforesis en gel de agarosa para confirmar las 3 

bandas en caso de una edición correcta. Las CBR-BEEC y CBR-BESC correctamente editadas se 

nombraron como CBR-BEEC-UpEx (CEBIOR-Bovine Endometrial Epithelial Cells-Up Exosome 

secretion) y CBR-BESC-UPEx (CEBIOR-Bovine Endometrial Epithelial Cells-Up Exosome secretion), 

respectivamente. 

 

Aislamiento y purificación de endometriosomas por ultrafiltración y cromatografía de exclusión 

por tamaños 

En cuanto al aislamiento de los endometriosomas proveniente de las CBR-BEEC-UpEx y CBR-BESC-

UPEx, con el fin de aumentar su rendimiento y purificación para realizar los análisis posteriores, sus 

sEVs fueron aisladas mediante Cromatografía de Exclusión por Tamaños (SEC). Brevemente, para 

eliminar los restos celulares y las vesículas extracelulares superiores a 250 nm, los medios 

condicionados por las células durante 72 horas se centrifugaron a 300, 2.000 y 20.000 RCF durante 15, 

20 y 60 minutos, respectivamente y los sobrenadantes resultantes se guardaron a -80 °C por al menos 3 

días. Luego, 50 mL de medio condicionado de cada línea celular se concentró hasta 150 μL 

aproximadamente utilizando concentradores centrífugos Vivaspin 20 MWCO 100 kDa (Cat. #GE28-

9323-63 – Cytiva), con un tamaño de poro aproximado de 10 nm. Los medios enriquecidos con sEVs 

se completaron hasta un volumen de 1 mL con DPBS, y se corrieron por separados en columnas qEV1 

/ 35nm (Cat. #IC1-35 – Izon Science), siguiendo las instrucciones del fabricante, recuperando las 
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fracciones 1 a la 10, de 700 μL cada una. 

 

Determinación de la tasa de secreción sEVs. 

En cuanto a la determinación de la tasa de secreción de sEVs, desde el medio condicionado se aislaron 

las sEVs por cromatografía de exclusión por tamaños (SEC), y su concentración se medió por análisis 

de seguimiento de nanopartículas (NTA), todo esto como se describió anteriormente. Finalmente se 

calculó la cantidad de sEVs secretada por hora de cada tipo celular, dividiendo la cantidad de sEVs 

obtenidas por 72 (3 días) y el resultado se dividió nuevamente por la cantidad de células en cada pocillo 

de 15,5 mm. 

 

Cultivo de embriones bovinos suplementados con endometriosomas secretados por las CBR-

BEEC-UpEx y CBR-BESC-UPEx  

La obtención y maduración de los ovocitos, y la FIV fue realizado como se describió anteriormente. 

Después de las 18 a 20 horas post-fecundación, los presuntos cigotos se lavaron en medio de 

manipulación de embriones y se cultivaron en gotas de 50 μL de medio KSOM suplementado con BME-

aminoácidos esenciales (1% v/v), MEM-aminoácidos no esenciales (1% v/v), PVA (0,01% v/v), ITS 

(1% v/v) y 400.000 oviductosomas secretados por las BOEC, a 38,5 °C con una mezcla de gases de 

CO2 (5%), O2 (5%), N2 (90%) y humedad relativa a saturación (Arias et al., 2015; Almiñana et al., 

2017). Al día 3 de cultivo se adicionaron 400.000 endometriosomas provenientes de las CBR-BESC-

UpEx y CBR-BEEC-UpEx a cada tratamiento respectivo. Se realizó un control negativo con embriones 

cultivados en ausencia de endometriosomas. Las tasas de clivaje y formación de blastocistos se 

registraron a los días 3 y 7 de cultivo, respectivamente (Arias et al., 2016; Almiñana et al., 2017). 

 

Extracción de ARN total, síntesis de ADN complementario (ADNc) y RT-qPCR de los 

embriones generados por FIV 

Con el fin de analizar la expresión relativa de los genes OCT-4, CDX2, NANOG, SOX2, IFNT2, 

GATA2, SOD1, CAT, DNMT1, HDAC1 y CASP3, todos involucrados en el desarrollo embrionario 

(Arias et al., 2016), se extrajo el ARN total de pools de 5 embriones similares por cada tratamiento. La 

extracción del ARN se realizó utilizando el kit Arcturus PicoPure RNA Isolation (Cat. #KIT0204 – 

Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego, el ARN total extraído de cada 

pool de 5 embriones se utilizó para la síntesis de ADNc utilizando el kit RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis (Cat. #K1622 – ThermoFisher), con una proporción de 1:1 de Random Primers y Oligos-dT, 

siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADNc resultante de 20 μL totales de reacción de 

retrotranscripción se diluyó a un volumen final de 100 μL con agua libre de nucleasas y proteasas. A 

continuación se preparó la reacción de qPCR utilizando el MasterMix Brilliant II SYBR Green (Cat. 

#ST.600828 – Agilent Technologies), 5 μL de la dilución de ADNc y todos los primers a una 

concentración final de 250 nM. Finalmente, la RT-qPCR se realizó en un termociclador 

StratageneMx3000P de Agilent Technologies (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.). Las 

condiciones de reacción fueron: 10 min a 95 °C, 40 ciclos de 20 s a 95 °C, 20 s a 58 °C y 20 s a 72 °C, 

finalizando con una incubación de 1 s a 25 °C y 15 s a 72 °C. Todas las pruebas se realizaron por 

triplicado. Los datos se analizaron con el programa informático MxPro v4.10 (Agilent Technologies) y 

se utilizaron los genes SF3A1, HMBS y PPIA como housekeeping, de acuerdo a la literatura (Arias et 

al., 2016). Las secuencias de los primers utilizados para la RT-qPCR se muestran en la Tabla 2. 

 

Extracción de ARN total, síntesis de ADN complementario (ADNc) y RT-qPCR de las sEVs 

Con el fin de caracterizar y determinar el contenido de ARNm de las sEVs aisladas desde medio 

condicionado de las líneas celulares endometriales establecidas y de las BOEC, se extrajo por separado 

el ARN total desde 3.200.000 sEVs secretadas por las CRB-BESC, CBR-BEEC y BOEC, utilizando el 

kit Arcturus PicoPure RNA Isolation (Cat. #KIT0204 – Applied Biosystems), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. La síntesis del ADNc y la RT-qPCR se realizaron de la misma forma en 

cómo se describió anteriormente. Se analizó la presencia de los genes OCT-4, CDX2, NANOG, SOX2, 
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IFNT2, GATA2, SOD1, CAT, DNMT1, HDAC1 y CASP3. La expresión relativa de ARNm de cada 

gen se fijó arbitrariamente en uno, de acuerdo a la literatura (Saadeldin et al., 2014). 

 

Tabla 2: Primers utilizados para la RT-qPCR. 

Como se explicó anteriormente, todos los primers se utilizaron con una temperatura de annealing de 58 

°C. Todos los primers tienen una eficiencia de amplificación superior al 80%. 
 

 

Nombre 
Primer 

Código Acceso 
ARNm en NCBI 

Nombre proteína que codifica Secuencia del Primer 
Tamaño 

del 
amplicón 

OCT-4_F NM_174580.3 POU class 5 homeobox 1 GGTTCTCTTTGGAAAGGTGTTC 314 pb 

OCT-4_R NM_174580.3 POU class 5 homeobox 1 ACACTCGGACCACGTCTTTC 314 pb 

CDX2_F NM_001206299.1 Caudal type homeobox 2 GCCACCATGTACGTGAGCTAC 140 pb 

CDX2_R NM_001206299.1 Caudal type homeobox 2 ACATGGTATCCGCCGTAGTC 140 pb 

NANOG_F NM_001025344.1 Nanog homeobox CTGTGTGTGCTCAATGACAG 166 pb 

NANOG_R NM_001025344.1 Nanog homeobox TATTCCTCGGCCAGTTGTTT 166 pb 

SOX2_F NM_001105463.2 SRY-box transcription factor 2 TTTGTCCGAGACGGAGAAGC 146 pb 

SOX2_R NM_001105463.2 SRY-box transcription factor 2 CTCCCGGCAGTGTGTACTTA 146 pb 

IFNT2_F NM_001015511 Interferon tau TGGCCCTGGTGCTGGTCAGC 108 pb 

IFNT2_R NM_001015511 Interferon tau TCATTCGGGCCAGGAGCCTG 108 pb 

GATA2_F NM_001192114.3 GATA binding protein 2 GAGGACTGTAAGCGTAAAGG 140 pb 

GATA2_R NM_001192114.3 GATA binding protein 2 AAGAACCAAGTCTCCCCAT 140 pb 

SOD1_F NM_174615.2 Superoxide dismutase 1 GCTGTACCAGTGCAGGTC 195 pb 

SOD1_R NM_174615.2 Superoxide dismutase 1 CATGGACCACCATCGTGC 195 pb 

CAT_F NM_001035386.2 Catalase ACCCTCGTGGCTTTGCAG 192 pb 

CAT_R NM_001035386.2 Catalase ACTCAGGACGCAGGCTCC 192 pb 

DNMT1_F NM_182651.2 DNA methyltransferase 1 CGCATGGGCTACCAGTGCACCTT 312 pb 

DNMT1_R NM_182651.2 DNA methyltransferase 1 GGGCTCCCCGTTGTATGAAATCT 312 pb 

HDAC1_F NM_001037444.2 Histone deacetylase 1 GGCTCTGACTCCTTGTCTTGG 103 pb 

HDAC1_R NM_001037444.2 Histone deacetylase 1 GCATAGGCAGGTTGAAGCTC 103 pb 

CASP3_F NM_001077840.1 Caspase 3 TACTTGGGAAGGTGTGAGAAAACTAA 71 pb 

CASP3_R NM_001077840.1 Caspase 3 AACCCGTCTCCCTTTATATTGCT 71 pb 

SF3A1_F NM_001081510.1 Splicing factor 3ª subunit 1 GCGGGAGGAAGAAGTAGGAG 125 pb 

SF3A1_R NM_001081510.1  Splicing factor 3ª subunit 1 TCAGCAAGAGGGACACAAA 125 pb 

IGF2_F NM_174087.4 Insulin like growth factor 2 CTTCAGCCGACCATCCAGCCGCATAAAC 323 pb 

IGF2_R NM_174087.4 Insulin like growth factor 2 TCAGCGGACGGTGACTCTTGGCCTCTCT 323 pb 

BAX_F NM_173894.1 BCL2 associated X TCCTTCGAGAGCGGCTGC 123 pb 

BAX_R NM_173894.1 BCL2 associated X AGGCGGTGAGCACTCCAG 123 pb 

BCL2A1_F NM_001037100.3 BCL2 related protein A1 AGACTGTCTCGGTCACTTGC 222 pb 

BCL2A1_R NM_001037100.3 BCL2 related protein A1 TGCTTCAGAGTCCTTTCCAC 222 pb 

HMBS_F NM_001046207.1 Hydroxymethylbilane synthase CTTTGGAGAGGAATGAAGTGG 80 pb 

HMBS_R NM_001046207.1 Hydroxymethylbilane synthase AATGGTGAAGCCAGGAGGAA 80 pb 

PPIA_F NM_178320.2 Peptidylprolyl isomerase A CTGGCATCTTGTCCATGGCAAA 203 pb 

PPIA_R NM_178320.2 Peptidylprolyl isomerase A CCACAGTCAGCAATGGTGATCTTC 203 pb 
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Análisis estadísticos 

Los análisis estadísticos se realizaron en el software GraphPad Prism 8. Los resultados del desarrollo 

embrionario se analizaron mediante la prueba de Chi-cuadrado para saber si existían diferencias entre 

los tratamientos y mediante la prueba exacta de Fisher, para identificar las diferencias. Los resultados 

de los análisis de la tasa de secreción de proteínas de endometriosomas se analizaron mediante ANOVA 

o la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para saber si existían diferencias entre los tratamientos y 

mediante el test post-hoc de Tukey o de Dunn, respectivamente, para identificar las diferencias. El nivel 

de significancia establecido para todas las pruebas estadísticas fue p <0,05. 
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RESULTADOS 

 

Aislamiento y cultivo de las CEEP y CEES 

Las CEEP, CEES y BOEC fueron aisladas y cultivadas correctamente. La capacidad proliferativa de los 

3 tipos celulares se evaluó hasta el pasaje 7 con éxito, sin cambios aparentes en su morfología. La 

morfología de las CEEP, CEES y BOEC coincide con la reportada en la literatura (Fig. 7) (Walter, 

1995; Krishnaswamy et al., 2009). Por otro lado, como se puede observar en la Figura 8, las CEEP y 

BOEC resultaron ser positivas para citoqueratina y negativas para vimentina, mientras que las CEES 

fueron positivas para vimentina y negativas para citoqueratina, coincidiendo con los fenotipos esperados 

(Krishnaswamy et al., 2009). Finalmente, la citometría por microscopia de fluorescencia mostró que los 

3 tipos de cultivo tenían una pureza del 100% (Fig. 9). 

 

 

Figura 7: Caracterización morfológica de las CEEP, CEES y CEOP por microscopia en campo 

claro y de contraste de fases. En A), C) y E) se observa la morfología de las CEEP, CEES y BOEC en 

campo claro, respectivamente. B), D) y F) Corresponden a las CEEP, CEES y BOEC en contraste de 

fases, respectivamente. 
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Figura 8: Inmunofluorescencia por microscopia de fluorescencia. A), B) y C) Corresponden a las 

CEEP, CEES y BOEC, respectivamente. El fluoróforo azul corresponde a Hoechst 33342, utilizado para 

marcar el ADN en el núcleo celular. El fluoróforo verde corresponde a Alexa Fluor 488 conjugado al 

anticuerpo secundario, cuyo antígeno es el anticuerpo anti-citoqueratina. El fluoróforo rojo corresponde 

a Alexa Fluor 647 conjugado al anticuerpo primario anti-vimentina. 

 

 

 

 

 
 

Figura 9: Evaluación de la pureza de los cultivo mediante un scanning mediante citometría por 

microscopia de fluorescencia. A), B) y C) Corresponden a microfotografías representativas de pocillos 

de 14 mm cultivados con CEEP, CEES y BOEC, respectivamente. No se observan colonias de células 

incorrectas en ninguno de los pocillos. 

 

Aislamiento y caracterización de endometriosomas pequeños 

Los endometriosomas provenientes de ambos tipos celulares fueron aislados con éxito. La microscopía 

electrónica de barrido de transmisión (STEM), develó una morfología vesicular coincidente con las 

sEVs reportadas en la literatura (Fig. 10). Por otra parte, la inmunodetección mediante western blot de 
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los marcadores proteicos específicos de sEVs, validó lo observado en las microfotografías obtenidas 

por STEM, debido a que se pudieron observar bandas específicas que se corresponden con los pesos 

moleculares de las proteínas CD9, CD63 y TSG101 (Fig. 10C). En cuanto al análisis del tamaño de 

partículas por DLS, este develó un diámetro promedio de 202,6 y 214,9 nm para los endometriosomas 

provenientes de las CEEP y CEES, respectivamente, mientras que no se observaron partículas de un 

tamaño similar en un control realizado con el reactivo Total Exosome Isolation (Fig. 10D, 10E y 10F). 

 

 

 

Figura 10: Caracterización fenotípica de los endometriosomas. A) microfotografía obtenida por 

STEM de los endometriosomas provenientes de las células endometriales epiteliales. B) microfotografía 

obtenida por STEM de los endometriosomas provenientes de las células endometriales estromales. C) 

Inmunodetección mediante western blot de las proteínas CD9, CD63 y TSG101. D), E) y F) 

Corresponden al análisis del tamaño de partículas por DLS de los endometriosomas de las CEEP, CEES 

y un control sin sEVs, respectivamente. 

 

Estimación de la tasa de secreción de proteína de endometriosomas de las CEEP, CEES y BOEC 

Los análisis por citometría de flujo revelaron que en cada pocillo de 15,5 mm, cuando las CEEP, CEES 

y BOEC llegan a una confluencia del 100%, hay aproximadamente 40.000, 60.000 y 120.000 células 

totales, respectivamente (Fig. 11A). El número de células totales se estimó en proporción a la cantidad 

de eventos contabilizados por el equipo en 30 μL. Por otra parte, la cuantificación de proteínas mediante 

el ensayo de Micro-BCA de endometriosomas proveniente las CEEP, CEES y BOEC, develó que en un 

pocillo de 15,5 mm se secretan aproximadamente 35, 20 y 90 ng de proteínas de sEVs por hora, 

respectivamente (Fig. 11B). Por lo tanto, según los datos anteriores la tasa de secreción de proteínas de 

sEVs por hora de una sola CEEP, CEES y BOEC, corresponde aprox. a 800, 350 y 700 fg, 

respectivamente (Fig. 11C). No existe una diferencia estadísticamente significativa en la tasa de 

secreción de proteína de sEVs aparente entre los 3 distintos tipos celulares. 
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Figura 11: Tasa de secreción de proteínas de sEVs de las CEEP, CEES y BOEC. A) Recuento del 

número de células en pocillos de 15,5 mm al 100% de confluencia. B) nanogramos de proteínas de sEVs 

secretadas por hora en cada pocillo de 15,5 mm. C) femtogramos de proteínas de sEVs secretada por 

hora por una sola célula. Los datos están expresados como porcentaje ± D.E. Las diferentes letras sobre 

las barras indican diferencias significativas (p <0,05). 

 

Efecto de los endometriosomas de las CEES y CEEP sobre el desarrollo y calidad de los 

embriones bovinos preimplantacionales 

Los resultados indican que entre ambos controles y los endometriosomas no hay diferencias 

estadísticamente significativas en cuanto al clivaje y la tasa de blastocitos, mientras que los 

endometriosomas proveniente de las CEEP si muestran una diferencia estadísticamente significativa 

con respecto a los tratamientos control en cuanto al clivaje y la tasa de blastocistos. Los datos se 

muestran en detalle en la Tabla 3.  
 

Tabla 3: Desarrollo de embriones bovinos generados mediante FIV suplementados con 

endometriosomas en el día 0 de cultivo 

 
Tratamiento 

 
n 

No. de embriones clivados (%) No. de blastocistos (%) 

Control 125 101 (80,8) a 36 (28,8) a 

Vehículo 122 98 (80,3) a 32 (26,2) a 

CEES 125 111 (88,8) ab 43 (34,4) ab 

CEEP 124 119 (95,9) b 54 (43,5) b 

El clivaje se registró pasadas 72 h de cultivo y la tasa de blastocistos se registró al día 7 de cultivo. Los 

datos mostrados corresponden a 5 repeticiones. Los grupos CEES y CEEP se suplementaron con 80 

ng/μL de proteína de endometriosoma. a,b Los datos seguidos de diferentes superíndices en la misma 

columna, difieren significativamente (p <0,05).  

 

Internalización de los endometriosomas en los embriones bovinos 

Las microfotografías z-stack obtenidas por microscopia confocal, muestran una alta internalización de 

endometriosomas en los embriones, mientras que en el control no se observaron patrones similares (Fig. 

12). Los endometriosomas de las CEEP parecen tener una distribución más uniforme en el embrión, que 

los endometriosomas de las CEES. 
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Figura 12: Microfotografías z-stack representativas obtenidas por microscopia confocal. A) 

Embrión no suplementado con endometriosomas. B) Embrión suplementado con endometriosomas de 

CEES. C) Embrión suplementado con endometriosomas de CEEP. 

 

 

Validación de Constructos 

El pTMB fue construido adecuadamente según muestran los resultados de resistencia a ampicilina por 

parte de las bacterias transformadas (Fig. 13A) y la expresión del mCherry y la resistencia a blasticidina 

en las células endometriales transfectadas con el pTMB (Fig. 15). También se realizó la PCR al ADN 

plasmidial extraído de las bacterias con el fin de validar la presencia del policistrón TAg-mCherry, el 

cual se puede apreciar en la Fig. 13B. Por otro lado, la inserción del ARNg dirigido al gen NDRG1 y la 

transformación de las bacterias con el plásmido portador del ARNg también fue confirmada mediante 

Colony-PCR y la resistencia a ampicilina de que muestran las bacterias, respectivamente (Fig. 14). 

 

Figura 13: Bacterias 

resistentes a ampicilina 

transformadas con el pTMB. 
A) placa con medio LB 

suplementado con ampicilina en 

donde se pueden apreciar 

colonias blancas de bacterias E. 

coli DH5 alfa sembradas en 

estrías, las cuales son resistentes 

al antibiótico debido a que 

portan copias del pTMB. B) 

Electroforesis del resultado de 

una PCR realizada al ADN 

plasmídico extraído de las bacterias, se puede apreciar un amplicón de 4675 pb que concuerda con el 

policistrón TAg-mCherry. La escalera de ADN corresponde al Estándar de ADN de 1 kb GeneRuler 

(Cat. #SM0311 – ThermoFisher) 
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Figura 14: Bacterias resistentes a ampicilina transformadas con el pCEB-ARNg-NDRG1. A) Placa 

con medio LB suplementado con ampicilina en donde se pueden apreciar colonias blancas aisladas de 

bacterias E. coli DH5 alfa, al día siguiente de la transformación con el pCEB-ARNg-NDRG1, las cuales 

son resistentes al antibiótico debido a que portan copias de dicho plásmido. B) Electroforesis del 

resultado de la Colony-PCR realizada a las colonias bacterianas de la figura A. Cada carril enumerado 

en el gel de agarosa corresponde a cada una de las colonias analizadas, apreciándose en todos los carriles 

un amplicón definido de 7767 pb que concuerda con lo esperado, validando la presencia del ARNg-

NDRG1 en el pCEB. El carril C corresponde a una PCR control realizada al pCEB sin el ARNg-

NDRG1. La escalera de ADN corresponde al Estándar de ADN de 1 kb (Cat. # N3232S – New England 

Biolabs). 

 

Inmortalización de las Células 

Las fotografías de fluorescencia revelan que la expresión del policistrón TAg-mCherry es positiva en 

ambos tipos celulares (Fig. 15). La validación de la correcta transfección e inmortalización se confirmó 

mediante la adición de la blasticidina, siendo también ambos tipos celulares resistentes al antibiótico, 

mientras que los controles, sin resistencia a blasticidina, mostraron la muerte de todas las células luego 

de 5 días de la adición del antibiótico al medio de cultivo celular. 
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Figura 15: Expresión de la mCherry 72 horas después de la transfección de las células CEES y 

CEEP con el plásmido pTMB. En la figura se pueden apreciar a ambos tipos celulares expresando la 

proteína fluorescente roja mCherry confirmando la expresión del policistrón TAg-mCherry y por lo 

tanto la inmortalización de las CEES y CEEP. 

 

Edición genética mediante CRISPR-Cas9 

La transfección correcta del pCEB se confirmó por visualización de la expresión del policistrón Cas9-

EGFP mediante microscopia de fluorescencia (Fig. 16). La validación de la edición se realizó mediante 

el ensayo EIT7, en donde se confirmó la presencia de INDELS en el gen NDRG1 al observarse 3 bandas 

(Fig. 17). 

Figura 16: Expresión de la EGFP 72 horas después de la transfección de las líneas celulares CBR-

BESC y CBR-BEEC. En la figura se pueden apreciar a ambas líneas celulares expresando la proteína 

fluorescente verde mejorada (EGFP) confirmando la expresión del policistrón Cas9-EGFP. 
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Figura 17: Ensayo de la Endonucleasa I del Virus T7 (EIT7 Assay). En la figura se puede observar 

un gel de electroforesis que muestra el resultado de la digestión enzimática con la Endonucleasa I del 

Virus T7 de los ADN mezclados (Mutado-WildType). El mix de homoduplex y heteroduplex se 

confirma debido a las 3 bandas en cada carril. La banda de 1098 pb corresponde a los homodúplex sin 

presencia de IDELS, mientras que las banda de aproximadamente 700 y 300 pb corresponden a los 

heterodúplex que al contener bucles de ADN monocatenario producto de los INDELS fueron cortados 

por la EIT7, confirmando de esta forma el knock-out del gen NDRG1 en las líneas celulares CBR-BESC 

y CBR-BEEC. Es importante mencionar que la suma de las bandas de 700 y 300 pb debe ser igual a la 

banda superior de 1098 pb. 

 

Determinación de la concentración y tasa de secreción de sEVs 

Los resultados obtenidos por el equipo Nanosight, mostraron que el diámetro promedio de las sEVs 

secretadas por las CEES, CEEP, CBR-BESC-UPEx, CBR-BEEC-UPEx y BOEC fue de 160, 169, 207, 

151 y 155 nm, respectivamente (Fig. 18). En cuanto a la concentración de sEVs/mL, se observó que los 

medios condicionados por las CEES, CEEP, CBR-BESC-UPEx, CBR-BEEC-UPEx y BOEC contenían 

9,64x107, 2,06x107, 1,67x108, 2,39x108 y 1,96x109 sEVs/mL, respectivamente (Fig. 18). Por otro lado, 

los resultados del análisis de seguimiento de nanopartículas mostraron un aumento significativo en la 

tasa de secreción de sEVs por parte de las y CBR-BEEC-UpEx (65 sEVs/h) con respecto a sus 

homologas WildType (13 sEVs/h), confirmando que la edición del gen NDRG1 mejora la tasa de 

secreción de sEVs en esta línea celular (Fig. 19). En el caso de las CEES y CBR-BESC-UPEx se observó 

una tasa de secreción de 18 sEVs/h y 26 sEVs/h, respectivamente (Fig. 19). En cuanto a las BOEC su 

tasa de secreción de sEVs por hora en un pocillo con un diámetro de 15,5 y su tasa de secreción de sEVs 

por hora por célula, fueron de 14.189.815 sEVs/h y 118 sEVs/h por célula, respectivamente. 
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Figura 18: Reporte del análisis de seguimiento de nanopartículas (NTA). Se puede apreciar el 

diámetro y la concentración promedio de las sEVs secretadas por las CEES, CEEP, CBR-BESC-UPEx, 

CBR-BEEC-UPEx y BOEC. 

 

Figura 19: Tasa de secreción de sEVs. Las figuras A y D, B y E, y C y F, muestran la concentración 

total de sEVs, la tasa de secreción de sEVs por hora en un pocillo con un diámetro de 15,5, y la tasa de 

secreción de sEVs por hora por célula, respectivamente. Las letras distintas indican diferencias 

estadísticamente significativas. 
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Efecto de los endometriosomas de las CBR-BESC-UpEx y CBR-BEEC-UpEx sobre el desarrollo y 

calidad de los embriones bovinos preimplantacionales 

Los resultados indican que entre el control y los embriones tratados con las sEVs de las CBR-BESC-

UpEx no hay diferencias significativas en cuanto al clivaje y la tasa de blastocistos, mientras que los 

endometriosomas proveniente de las CBR-BEEC-UpEx si muestran una diferencia estadísticamente 

significativa con respecto al tratamiento control en cuanto al clivaje y la tasa de blastocistos. Los datos 

se muestran en detalle en la Tabla 4.  

 

Tabla 4: Desarrollo de embriones bovinos generados mediante FIV suplementados con 

endometriosomas de células endometriales editadas 

 
Tratamiento 

 
n 

No. de embriones clivados (%) No. de blastocistos (%) 

Control 177 148 (82,2) a 57 (31,7) a 

CBR-BESC-UpEx 178 153 (86,0) ab 64 (36,0) a 

CBR-BEEC-UpEx 180 159 (89,8) b 75 (42,4) b 

El clivaje se registró pasadas 72 h de cultivo y la tasa de blastocistos se registró al día 7 de cultivo. Los 

datos mostrados corresponden a 7 repeticiones. Los grupos CBR-BESC-UpEx y CBR-BEEC-UpEx se 

suplementaron con 400.000 endometriosomas el día 3 de cultivo. a,b Los datos seguidos de diferentes 

superíndices en la misma columna, difieren significativamente (p <0,05). 

 

Análisis de expresión génica relativa por RT-qPCR 

Los análisis de expresión relativa de genes mediante RT-qPCR muestran diferencias estadísticamente 

significativas en los genes CDX2 y CASP3 implicados en la diferenciación y muerte celular, 

respectivamente (Fig. 20).  

 

Figura 20: Análisis por RT-qPCR de la expresión génica relativa en los embriones producidos por 

FIV. A – E se puede apreciar la expresión relativa de los distintos genes estudiados, ordenados por su 

función celular. Las distintas letras en la parte superior de las barras indican diferencias estadísticamente 

significativas. 
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Caracterización y determinación del contenido de ARNm en las sEVs 

Con el fin de caracterizar y determinar el contenido de ARNm de las sEVs secretadas por las BOEC, 

CBR-BESC-UpEx y CBR-BEEC-UpEx, se realizó una RT-qPCR para identificar y cuantificar la 

presencia de transcritos de los genes OCT-4, CDX2, NANOG, SOX2, IFNT2, GATA2, SOD1, CAT, 

DNMT1, HDAC1 y CASP3. Como control negativo, para descartar posibles contaminaciones se 

utilizaron los genes housekeeping SF3A1, HMBS y PPIA los cuales se tiene evidencia que están 

presentes en embriones. Los resultados muestran que en los oviductosomas hay presencia de ARNm de 

los genes OCT-4, DNMT1, IFNT2 y CAT. Por su parte, los endometriosomas de las CBR-BESC-UpEx 

contienen transcritos de los genes OCT-4, DNMT1, IFNT2 y SOD1, mientras que las sEVs provenientes 

de las CBR-BEEC-UpEx contienen ARNm de los genes OCT4, CDX2, IFNT2 y CAT (Fig. 21). 

Finalmente con el fin de caracterizar las proteínas de las sEVs aisladas por SEC, se realizó la 

inmunodetección de las tetraspaninas CD9 y CD63, ubicadas en la membrana de los exosomas y de la 

proteína TSG101, ubicada en su lumen. Citocromo c fue utilizado como control negativo, debido a que 

esta proteína es abundante en lisados celulares, pero no en los lisados de sEVs. Los resultados del 

inmunoensayo se presentan en la Figura 22. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Análisis por RT-qPCR de la abundancia relativa de ARNm en los oviductosomas y 

endometriosomas. A – C se puede apreciar la abundancia relativa de los distintos ARNm de los genes 

estudiados, ordenados por su función celular. 

 

Figura 22: Caracterización de las sEVs mediante 

Western Blot. En la figura se puede apreciar la 

inmunodetección mediante western blot de las proteínas 

CD9, CD63 y TSG101 mediante un extracto proteico de 

las BOEC, CBR-BEEC-UpEx y CBR-BESC-UpEx. La 

proteína mitocondrial Citocromo C (Cyt c), fue utilizada 

como control negativo. 
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DISCUSIÓN 

 

La principal función de las CEEP es secretar factores que acondicionen el ambiente uterino para la 

implantación del presunto embrión, mientras que las CEES juegan el rol de soporte del tejido 

endometrial. No obstante, ambos tipos celulares tienen funciones a nivel yuxtacrino y paracrino 

relevantes para el embrión, siendo la implantación y desarrollo embrionario uno de sus principales 

objetivos (Simón et al., 2000; Ng et al., 2013; Koh et al., 2016). De esta forma, cuando no existe 

fecundación, tanto las CEEP como las CEES son reabsorbidas por el miometrio en cada ciclo estral 

(Wang et al., 2007). Por otro lado, cuando ocurre la fecundación y posterior implantación, las células 

endometriales decidualizadas dan origen a la fracción materna de la placenta (Benner et al., 2018). 

Debido a lo anterior, las células endometriales tienen una naturaleza relativamente efímera y su fenotipo 

no está preparado para mantenerse por largos periodos de tiempo. En el presente trabajo, las CEEP y 

CEES pudieron mantenerse por al menos 7 pasajes. 

Durante este trabajo de tesis doctoral se observó que el suero fetal bovino libre de esteroides (SFBle), 

no es una buena alternativa como fuente de nutrientes para las células endometriales bovinas en cultivo, 

ya que las células crecían más lento y perdían su morfología inicial más rápidamente, entrando en el 

estado de senescencia (Hernandez-Segura et al., 2018). Lo anterior se revirtió cuando se remplazó el 

SFBle por suero fetal bovino estándar (SFB). El mal desarrollo de las células con el SFBle, puede 

deberse a al tratamiento con carbón activado para eliminar los esteroides del suero, pudiendo ser un 

procedimiento inespecífico que elimina otros nutrientes esenciales para el correcto cultivo celular. 

Durante 7 pasajes las CEEP aisladas mostraron un fenotipo acorde a lo reportado por otros trabajos 

como el de Krishnaswamy et al. (2009), ya que presentaron una morfología redondeada, y en la 

inmunofluorescencia fueron positivas para la citoqueratina y negativas para la vimentina, siendo ambas 

características típicas en células epiteliales. Por su parte, durante 7 pasajes, las CEES aisladas también 

presentaron un fenotipo que concuerda con lo reportado por Krishnaswamy et al. (2009), ya que se 

observó una morfología fibroblástica, y fueron positivas para vimentina y negativas para citoqueratina. 

Mantener las células cultivadas en un estado óptimo resulta esencial para aislar sus sEVs, ya que se ha 

reportado que las células senescentes secretan sEVs que modifican de forma negativa su microambiente 

(Takasugi, 2018), los cuales podrían tener un efecto perjudicial sobre la calidad y desarrollo de los 

embriones bovinos. No obstante, aunque la capacidad proliferativa y morfología de las células no se vea 

afectada por los reiterados pasajes, Murakami et al. (2003) han demostrado que las CEEP y CEES, no 

pueden conservar su fisiología uterina más allá de los pasajes 2 y 4, respectivamente (Murakami et al., 

2003). Lo anterior sugiere que las células sufren una modificación importante de su fenotipo, que podría 

alterar los efectos de sus endometriosomas sobre los embriones, por lo que no es recomendable utilizar 

sus sEVs para realizar ensayos de actividad biológica una vez alcanzada dicha cantidad de pasajes.  

 

Por otro lado, es interesante mencionar que la capacidad de adherirse a la superficie de cultivo y de 

alcanzar la confluencia celular de las CEES, fue siempre mayor que la de las CEEP, lo cual puede 

deberse a la naturaleza de ambos tipos celulares. En el caso de la velocidad de proliferación de las 

CEES, esta característica resulta ser determinante durante la fase proliferativa del endometrio, en donde 

se produce un aumento de aproximadamente el 20% del volumen del tejido endometrial en 4 días 

(Dhaliwal et al., 2002). En cuanto a la baja velocidad de adhesión de las CEEP, la cual se produce 

aproximadamente a las 48 horas de cultivo (mientras que la de las CEES a las 4 horas 

aproximadamente), esta puede deberse a que tales células están preparadas fisiológicamente para 

adherirse a la matriz extracelular de colágeno que es fabricada principalmente por las células estromales 

(Asselin et al., 1996; Schwarz, 2015). Por lo tanto, en ausencia de CEES y colágeno, las CEEP pueden 

tener una mayor dificultad para adherirse a la superficie de cultivo (Asselin et al., 1996). En cuanto a 

las BOEC aisladas, su fenotipo concuerda con el reportado por Walter (1995), destacando además que 

es común que las cultivos primarios de BOEC se agrupen formando estructuras esféricas como las que 

se observan en la Fig. 7C. Es interesante mencionar que la velocidad de adhesión y proliferación de las 

BOEC es mayor que de las CEEP, facilitando mucho más su cultivo. 
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Los endometriosomas son los intermediarios de la comunicación entre las células endometriales y el 

embrión. Para que esto ocurra, distintas proteínas presentes en la membrana de las sEVs, como 

integrinas y tetraspaninas, deben permanecer intactas para interactuar con la superficie de su célula 

target y de esta forma llevar a cabo el proceso fusogénico (Griffiths et al., 2008; Al-Dossary et al., 2015; 

Niu et al., 2017). De acuerdo a lo anterior, se ha demostrado que protocolos basados en 

ultracentrifugación pueden resultar destructivos y reducir o acabar con la actividad biológica de las 

vesículas extracelulares, principalmente dañando a las proteínas implicadas en el proceso fusogénico 

(Niu et al., 2017). Por lo tanto, en el presente trabajo se optó por un enfoque menos agresivo, aislando 

los endometriosomas mediante precipitación basada en polímeros. En tal metodología las sEVs no se 

expusieron a velocidades superiores a los 20.000 RCF. Se ha demostrado que la precipitación basada 

en polímeros tiene la capacidad de aislar sEVs sin reducir su actividad biológica, conservando tanto 

proteínas, como ácidos nucleicos (Tang et al., 2017; Niu et al., 2017; Patel et al., 2019). Además, la 

eficiencia en el número de sEVs aisladas no difiere de los protocolos basados en la ultracentrifugación 

(Patel et al., 2019), sumando también la ventaja de no necesitar equipamiento costoso como 

ultracentrífugas para llevar a cabo el proceso de aislamiento, lo que hace mucho más fácil de 

implementar este tipo de metodología en los distintos laboratorios. El actual trabajo utilizó el kit 

comercial “Total Exosome Insolation” (Cat. #4478359 – ThermoFisher), que se basa en un polímero 

patentado con características similares a las del polietilenglicol (PEG). El polímero al ser mezclado con 

el medio de cultivo condicionado por las células, paraliza las moléculas de agua y expulsa a los 

componentes menos solubles como los endometriosomas, permitiendo recuperarlos mediante 

centrifugaciones a baja velocidad. En el presente trabajo, se demostró que es posible aislar los 

endometriosomas desde el medio de cultivo condicionado por las CEEP CEES, y BOEC mediante este 

enfoque. No obstante, las trazas del reactivo Total Exosome Insolation, resultaron ser altamente 

embriotóxicas, deteniendo el 100% del desarrollo embrionario al día 2 de cultivo. Por lo tanto, se buscó 

una metodología para limpiar los endometriosomas del reactivo de precipitación, optando por eluir el 

medio que contiene los endometriosomas a través de una membrana de policarbonato con poros de 10 

nm generados por Track Etch. Este tipo de membranas tiene un tamaño y distribución de poros uniforme 

en comparación a membranas de profundidad como por ejemplo las utilizadas en los dispositivos de 

ultrafiltración vivaspin. La diferencia entre la membrana con poros generados por Track Etch o 

“grabado en pista”, es que esta se trata de un nanofiltro de una sola capa, mientras que las membranas 

de profundidad se componen por un entramado de fibras superpuestas con poros de tamaño variable, lo 

que da lugar a la perdida de las sEVs más pequeñas y a la acumulación de proteínas extracelulares (Niu 

et al., 2017), reduciendo la pureza de las sEVs aisladas. Por su parte, las membranas de una sola capa 

funcionan como un colador y debido su menor superficie de contacto se reduce la cantidad de proteínas 

que pudieran copurificarse con los endometriosomas. Además, todos los poros de la membrana de 

policarbonato son en teoría de 10 nm, lo cual imposibilita la perdida de los endometriosomas más 

pequeños. No obstante, es importante destacar que se debe evitar que la muestra que se eluya a través 

de la membrana contenga altas concentraciones de sales y proteínas, ya que se corre el riesgo de obstruir 

los nanoporos. Durante el diseño de la metodología de elución, se probó utilizar presión negativa 

mediante una bomba de vacío, no obstante la presión ejercida por la bomba no fue suficiente para 

generar un flujo por la membrana. El uso de holders de filtros para jeringas se descartó rápidamente 

debido a la posible extrusión de los endometriosomas a través de los nanoporos. Por lo tanto, según lo 

anterior, se optó por utilizar un holder centrífugo reutilizable. 

 

En las microfotografías de los endometriosomas obtenidas por STEM presentadas en el avance 3, se 

puede ver que el interior de las sEVs es más denso, observándose más oscuro que las sEVs aisladas por 

ultrafiltración. Este fenómeno puede observarse también en los resultados de Niu et al. (2017), en donde 

se aprecia que las sEVs aisladas con el reactivo de precipitación se ven de un color oscuro en 

comparación a las sEVs aisladas por ultrafiltración, lo cual concuerda con los resultados de este trabajo. 

Por su parte, los análisis de tamaño por DLS, evidenciaron que las partículas recuperadas desde la parte 

superior del nanofiltro coinciden con las dimensiones que se espera que tengan las sEVs.  
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En cuanto a los endometriosomas liberados por las CEES, estos no parecen tener un efecto significativo 

en el desarrollo embrionario, lo cual puede deberse a que en el entorno materno, este tipo de células no 

interactúa directamente con el presunto embrión. Por su parte, las células que si interactúan directamente 

con el embrión son las CEEP, y sus sEVs si demostraron tener un efecto significativo sobre el desarrollo 

embrionario. Un estudio reciente en donde se evaluó el efecto de las sEVs aisladas desde el fluido 

uterino sobre embriones bovinos preimplantacionales, no encontró un efecto significativo sobre la tasa 

de formación de blastocistos (Leal et al., 2022). Lo anterior puede deberse a que las sEVs aisladas desde 

el fluido biológico no necesariamente provienen solo de las CEEP, y aunque se ha demostrado que el 

entorno fisiológico juega un papel positivo en el efecto de las sEVs (Almiñana et al., 2017), es probable 

que dichos beneficios se dilaten cuando se combinan vesículas extracelulares de distintos orígenes. 

Además, el efecto biológico que pueda tener un determinado tipo de sEVs, depende de distintos factores, 

siendo importante la metodología empleada para aislar las vesículas extracelulares y por consiguiente 

la pureza lograda, ya que si hay un exceso de proteínas extracelulares contaminantes, se podría 

sobrestimar la concentración real de sEVs aplicadas. Por último, cabe destacar que en el ensayo de 

internalización de sEVs los endometriosomas provenientes de las CEES no tienen una distribución 

uniforme en el embrión, en comparación con los endometriosomas de las CEEP. Lo anterior puede 

deberse a que los endometriosomas de las células estromales no están fisiológicamente preparados para 

interactuar con el embrión, lo que podría explicar en cierta medida su menor efecto en el desarrollo 

embrionario. 

 

Luego de evaluar el efecto de la modulación de los endometriosomas provenientes de las CEES y CEEP 

sobre el desarrollo embrionario, se optó por inmortalizar ambos tipos celulares y observar si existe una 

diferencia en el efecto de sus sEVs luego de la inmortalización. Para inmortalizar los 2 tipos de células 

se optó por utilizar el antígeno T grande del SV40 (Virus Vacuolador Simio 40 TAg), una oncoproteína 

hexámerica que provoca la inactivación de las proteínas supresoras de tumores como Retinoblastoma 

(pRB) y p53, forzando a las células en G1 entrar a la fase S del ciclo celular, induciendo la 

inmortalización (DeCaprio et al., 1988; Ahuja et al., 2005). Se ha visto además que el TAg interactúa 

con los coactivadores transcripcionales p300 y CBP (Ali & DeCaprio, 2001). En este sentido, los 

coactivadores transcripcionales se unen a factores de transcripción para facilitar la expresión de 

determinados genes. Se ha reportado que p300 como CBP están implicadas en una amplia variedad de 

procesos celulares, incluida la regulación del ciclo celular, la diferenciación celular, la apoptosis y la 

respuesta a señales extracelulares (Cattori et al., 2020; Ansari et al., 2023). Según lo anterior, el TAg 

funciona inactivando proteínas supresoras de tumores y regulando el ciclo celular, lo que permite que 

las células transfectadas se dividan de manera indefinida en cultivo celular in vitro. La expresión del 

TAg en las CEES y CEEP se llevó a cabo mediante la transfección del pTMB que codifica un policistrón 

sintético que contiene el gen de esta proteína. La confección del plásmido TAg se realizó para optimizar 

su tamaño, y por ende su eficiencia de transfección (Walker et al., 2004), eliminando secuencias génicas 

no útiles para esta tesis, reduciendo el tamaño del plásmido de los 11.418 pb hasta los 8.768 pb, 

añadiendo además un gen de selección por blasticidina utilizado para eliminar las células no 

transfectadas. El policistrón que contiene el gen TAg también incluye el gen de la mCherry, una proteína 

roja fluorescente que ayuda a verificar de forma rápida la expresión del TAg mediante su coexpresión. 

No obstante, la proteína mCherry en el pTMB también podría ser útil para seleccionar clones celulares 

mediante metodologías como el Cell Sorter, utilizando un citómetro de flujo (Lee et al., 2020). Como 

se describió en los resultados, la transfección con el pTMB se realizó de manera correcta en ambos tipos 

celulares, confirmándose mediante la visualización de la proteína mCherry (Fig. 15). En tal sentido, la 

inmortalización de las CEES y CEEP no provocó cambios morfológicos aparentes y sus sEVs 

modularon el desarrollo embrionario del mismo modo que cuando no estaban inmortalizadas, 

descartando efectos no deseados en los embriones suplementados con las sEVs secretadas por las CBR-

BESC-UPEx y CBR-BEEC-UPEx. No obstante, un ensayo de expresión genética más exhaustivo puede 

ser necesario para descartar cualquier otro efecto no deseado. 
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Por otro lado, el gen NDRG1 codifica para la proteína del mismo nombre, la cual está implicada en la 

regulación a la baja del gen N-Myc, un protooncogen implicado en la regulación de la proliferación y 

el desarrollo celular (Li et al., 2023). En este sentido, se ha reportado que la sobreexpresión de los genes 

Myc mejora la inmortalización celular, haciendo que las células inmortalizadas por TAg, puedan ser 

cultivadas durante muchos más pasajes sin perder sus características (Kim et al., 2001; Li et al., 2023). 

Según lo anterior, el knock-out del gen NDRG1 provoca una regulación al alza del gen N-Myc, 

pudiendo mejorar la inmortalización de las células endometriales. No obstante, el objetivo principal de 

knockear el gen NDRG1 en este estudio fue para aumentar la tasa de secreción de sEVs, ya que como 

se ha reportado en la literatura el gen NDRG1 también está implicado en la regulación del tráfico 

endosómico, afectando el reciclaje de los receptores LDL, la función lisosómica y la regulación del 

metabolismo de lípidos mediante la síntesis y absorción exógena de ácidos grasos (Pietiäinen et al., 

2013; Askautrud et al., 2014; Sahni et al., 2014; Wang et al., 2017a; Sevinsky et al., 2018). En este 

sentido, Ortega et al., reportaron que el knock-out de este gen aumentó de forma significativa la tasa de 

secreción de exosomas, un tipo de sEVs, en células cardiacas progenitoras humanas (CPCs), células 

endoteliales microvasculares humanas (HMEC-1) y células del músculo cardíaco de ratón (HL-1) 

(Ortega et al., 2019). El resultado de este trabajo de tesis doctoral concuerda con lo reportado por Ortega 

et al., ya que se observó una mejora significativa en la tasa de secreción de sEVs en las CBR-BEEC-

UPEx con respecto a las CEEP (Fig. 19). Con respecto a lo anterior, se determinó que en promedio una 

sola célula endometrial epitelial bovina libera 13 sEVs por hora, mientras que su contraparte 

inmortalizada libera en promedio 65 sEVs por hora, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura, 

ya que se ha observado que el número de sEVs secretadas durante 1 hora por cada célula cancerígena, 

las cuales tienen un fenotipo parecido al de las células inmortalizadas, varía entre 60 a 65 sEVs/h (Chen 

et al., 2021). 

 

En cuanto a la modulación del desarrollo y calidad de embriones bovinos generados por FIV, en este 

trabajo se confirmó que las sEVs aisladas desde el medio condicionado por células endometriales 

epiteliales inmortalizadas, mejoraron la tasa de clivaje y formación de blastocistos cuando son añadidas 

al medio de cultivo de embriones. Lo anterior concuerda con un trabajo similar, en donde se añadieron 

exosomas derivados del útero bovino al medio de cultivo embrionario (Qiao et al., 2018). Los 

endometriosomas, presentes en el útero, pueden contener factores de crecimiento y moléculas 

señalizadoras que promueven la proliferación celular, la diferenciación y la supervivencia celular 

(Muñoz et al., 2022). Al suplementar el medio de cultivo de los embriones con sEVs proveniente de las 

células inmortalizadas, estos factores extras pueden jugar un importante rol durante el desarrollo 

embrionario. Es probable que las sEVs producidas por las células inmortalizadas contengan una mayor 

cantidad de n-Myc y otros factores que apoyen la proliferación y desarrollo celular debido a la 

transfección del gen TAg y al knock-out del gen NDRG1, lo que podría explicar en cierto grado la 

mejora en la tasa de blastocistos. En este sentido, transcritos del gen OCT4 fueron detectados en las 

sEVs secretadas por las BOEC, CBR-BESC-UPEx y CBR-BEEC-UPEx. El gen OCT4, también 

conocido como POU5F1, codifica para una proteína que desempeña un papel crucial en el 

mantenimiento de la pluripotencia y la autorenovación de las células madres embrionarias (Sakurai et 

al., 2016; Patel & Parchem, 2022). Por lo tanto, la expresión de OCT4 se va reduciendo a medida que 

los linajes celulares se van definiendo en el embrión, haciendo poco probable que células diferenciadas 

expresen OCT4 (Mehravar & Poursani, 2021). Se han reportado casos en los que OCT4 se expresa en 

células diferenciadas, particularmente en células cancerosas y en células somáticas manipuladas 

experimentalmente, como por ejemplo la reprogramación o inmortalización celular (Roudi et al., 2020; 

Aguirre et al., 2023). Con respecto a lo anterior, es altamente probable que la presencia de OCT4 (Fig. 

21) en las sEVs endometriales esté orquestada por la manipulación de estas células in vitro. Por su parte, 

CDX2 está involucrado en la diferenciación de las células del embrión en dos poblaciones distintas: la 

masa celular interna (MCI) y el trofoectodermo (TE) (Jedrusik et al., 2008). Se ha reportado que la 

expresión de CDX2 en el blastocisto es crucial para la segregación correcta de las células del embrión 

en la MCI y la TE (Jedrusik et al., 2008; Sakurai et al., 2016). La expresión adecuada de CDX2 en él 

TE es necesaria para la adhesión y la formación de la placenta, mientras que su baja o nula expresión 
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en la MCI es esencial para mantener la pluripotencia de las células madre embrionarias, por lo tanto, el 

gen CDX2 juega un rol importante en la diferenciación de las células embrionarias (Jedrusik et al., 2008; 

Sakurai et al., 2016). Por otra parte, en las células endometriales, CDX2 aparece en la fase secretora del 

endometrio donde es esencial para la implantación del embrión (Bhagwat et al., 2013), por lo que la 

presencia de este ARNm en las sEVs puede explicarse debido a que las CEEP fueron aisladas 

correctamente durante la fase secretora del endometrio. En los 3 tipos de sEVs también se encontraron 

ARNm del gen IFNT2, el cual es particularmente importante en la comunicación materno-fetal y 

desempeña un papel crucial en el mantenimiento de la gestación en rumiantes (Bazer et al., 2015; Ruiz-

González et al., 2015). Por otro lado, también se identificaron ARNm del gen CAT, que codifica para 

la catalasa, en las sEVs de las células oviductales y de las CBR-BEEC-UPEx, esto pudo haber generado 

una mayor defensa antioxidante en el embrión mejorando su desarrollo. Además, en los oviductosomas, 

agregados el día 0 de cultivo de los embriones en todos los tratamientos, se observó la presencia del 

transcrito del gen DNMT1, que codifica para una ADN metiltransferasas escencial para mantener la 

estabilidad epigenética de los embriones (Branco et al., 2008).  La metilación del ADN mediada por las 

enzimas DNMT es esencial para la regulación de procesos biológicos clave, como la diferenciación 

celular, la supresión de la expresión génica y la regulación de la impronta genómica (Branco et al., 2008; 

Hirasawa et al., 2008). Alteraciones en la metilación del ADN, como la hipometilación o la 

hipermetilación, pueden estar asociadas con trastornos en el desarrollo celular embrionario (Jackson et 

al., 2004). Todos estos transcritos presentes en el tratamiento con sEVs secretadas por las CBR-BEEC-

UPEx podrían explicar la mejora en el desarrollo embrionario. No obstante, cabe destacar que los 

endometriosomas secretados por las CBR-BESC-UPEx fueron los únicos que contenían transcritos del 

gen SOD1, que codifica para la superóxido dismutasa 1, una enzima antioxidante que desempeña un 

papel clave en la protección contra el estrés oxidativo en las células (Muñoz & Fuentes et al., 2024). 

Otro punto que resulta importante mencionar, es que no se encontraron ARNm de genes proapoptóticos 

como BAX o CASO3 en ninguna sEVs, lo cual es importante porque permite descartar la inducción de 

la apoptosis en los embriones, por parte de las sEVs añadidas. Por otro lado, los endometriosomas 

pueden tener efectos moduladores en el microambiente extracelular que rodea a los embriones, como 

por ejemplo reducir, mediante enzimas antioxidantes sintetizadas en las células endometriales, radicales 

libres presentes en el medio de cultivo producto del metabolismo embrionario (Muñoz et al., 2022). Los 

endometriosomas también podrían ayudar en la eliminación de desechos celulares y en la regulación 

del pH del entorno embrionario, e incluso contener proteínas antimicrobianas que representan una 

barrera de defensa extra para los embriones (Muñoz et al., 2022). En este punto resulta importante 

destacar también que las sEVs pueden llevar otros tipos de moléculas distintos a ácidos nucleicos y 

proteínas, como por ejemplo lípidos, carbohidratos e iones que pueden ayudar a mejorar la tasa de 

desarrollo embrionario (Muñoz et al., 2022). En cuanto a los oviductosomas secretados por las BOEC, 

se puede apreciar un pequeño aumento en la tasa de formación blastocistos en el tratamiento control 

suplementado con oviductosomas (Tabla 4), con respecto al control sin oviductosomas (Tabla 3). Lo 

anterior puede deberse a los ARNm y otras moléculas donados desde estas sEVs a los embriones durante 

sus primeros estadios, simulando en cierta medida lo que ocurre en el ambiente materno in vivo, en 

donde se espera que el cigoto recién formado interactúe primero con los oviductosomas y luego con los 

endometriosomas (Muñoz et al., 2022). 

 

En cuanto a la calidad embrionaria, solo se observaron diferencias estadísticamente significativas con 

respecto al control, en los genes CDX2 y CASP3. Paradójicamente las sEVs secretadas por las CBR-

BEEC-UPEx fueron las únicas que mostraron presencia del transcrito del gen CDX2. No obstante, como 

se puede apreciar en los resultados de análisis de expresión génica por RT-qPCR (Fig. 20), los 

embriones tratados con las sEVs de las CBR-BEEC-UPEx son los que menos expresión de este gen 

mostraron. Esto puede atribuirse a mecanismos reguladores tempranos en el embrión, ya que la 

traducción de los ARNm de CDX2 donados por las sEVs podrían traducirse rápidamente en proteínas, 

lo que regularía a la baja la síntesis de novo de nuevos transcritos de este gen (Jedrusik et al., 2010). En 

cuanto al gen CASP3, este tuvo una expresión a la baja estadísticamente significativa en los embriones 

tratados con endometriosomas, con respecto a los que no (Fig. 20). Esto podría deberse a la donación, 
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desde los endometriosomas a los embriones, de transcritos génicos de enzimas antioxidantes como CAT 

y SOD1 (Fig. 21), que podrían traducirse en los primeros estadios de los embriones, como se ha 

explicado anteriormente. Es probable que estas enzimas pudieron permitir la reducción del estrés 

oxidativo en los embriones, evitando el daño en las biomoléculas de las células embrionarias y por lo 

tanto previniendo la expresión de genes involucrados en la apoptosis intrínseca (Muñoz & Fuentes et 

al., 2024). Por último, debido a la vida media de un ARNm, que se estima que en promedio oscila entre 

unos minutos y horas, y teniendo en cuenta que los sEVs se añadieron a los embriones en el día 3 de 

cultivo, y que tardan hasta 24 horas en internalizarse, tal y como se reporta en este trabajo de tesis (Fig. 

12), resulta poco probable que en el día 7 todavía sea posible pesquisar por RT-qPCR los diferentes 

ARNm donados por las sEVs en los embriones, lo que podría explicar por qué no se observó un aumento 

de los diferentes ARNm donados por las sEVs en el análisis de expresión génica de los embriones (Chen 

et al., 2008; Herrmann et al., 2021). 
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CONCLUSIONES 

 

Durante esta tesis doctoral se abordó el papel crucial de las células endometriales y sEVs en la 

modulación del desarrollo y calidad de embriones bovinos preimplantacionales generados por IVF. Se 

demostró que las CEES y CEEP, junto con sus sEVs, desempeñan funciones específicas en la 

comunicación madre-embrión y en la modulación del microambiente uterino. 

 

El estudio reveló que las CEES y las CEEP son capaces de mantener su fenotipo y su función secretora 

de sEVs durante al menos siete pasajes, lo que resulta crucial para la interacción con el embrión. 

Además, se identificaron diferencias en la capacidad proliferativa y adherente entre estos tipos celulares, 

lo que sugiere adaptaciones fisiológicas distintas para su función en el endometrio. 

 

La inmortalización de las CEES y las CEEP mediante la expresión del TAg y la modulación del gen 

NDRG1, dio lugar a un aumento en la cantidad de pasajes celulares posibles y de la secreción de sEVs, 

manteniendo las mejoras en el desarrollo embrionario en términos de tasas de clivaje y formación de 

blastocistos. Este hallazgo pone de manifiesto el potencial de las CEEP inmortalizadas como 

herramienta para mejorar la eficiencia de la fecundación in vitro y permite obtener una mayor cantidad 

de sEVs a partir de una menor cantidad de medio de cultivo condicionado. Por otro lado, la 

inmortalización de las células endometriales bovinas, implicó el diseño de un constructo que puede ser 

utilizado para inmortalizar teóricamente cualquier célula somática animal, facilitando de esta manera 

posibles estudios que requieran de esta metodología. 

 

Se desarrolló una metodología para el aislamiento de cultivos celulares puros mediante 

micromanipulación, así como una metodología eficaz para el aislamiento y purificación de sEVs 

utilizando precipitación basada en polímeros y membranas de policarbonato, la cual preserva la 

actividad biológica de las sEVs y facilita su aplicación en futuras investigaciones y aplicaciones clínicas. 

 

Se concluye que este trabajo de tesis doctoral aporta nuevos conocimientos sobre el papel de las células 

endometriales y sus sEVs en la reproducción bovina, abriendo oportunidades para el desarrollo de 

terapias y tecnologías innovadoras en la mejora de la reproducción asistida y la producción ganadera. 
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