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Extracellular vesicles: mediators in bovine embryo- maternal interaction

Abstract. Extracellular vesicles (EVs) are crucial for intercellular communication, carrying proteins, lipids, and nucleic
acids. They play a vital role in embryo-maternal interactions, essential for establishing and maintaining pregnancy. EVs
from the oviduct enhance early embryo development by influencing cell proliferation, mitochondrial activity, and gene
expression. The interaction is bidirectional, with embryos also affecting the oviduct through microRNAs and proteins.
Later, when the embryo implants in the uterus, the EVs are crucial for conceptus elongation, and pregnancy recognition
by affecting cell proliferation and gene expression. This review summarizes the EVs role in supporting preimplantation
development and early pregnancy, emphasizing their importance in reproductive success and potential to improve
animal breeding efficiency.

Keywords: Extracellular vesicles, embryo, cattle, oviduct, uterus, embryo-maternal communication

Resumen. Las vesiculas extracelulares (VEs) son cruciales para la comunicacion intercelular, transportando proteinas,
lipidos y acidos nucleicos. Desempefian un papel vital en las interacciones materno-embrionarias, esenciales para
establecer y mantener de la gestacion. Las VEs del oviducto mejoran el desarrollo temprano del embrién al influir en la
proliferaciéon celular, la actividad mitocondrial y la expresion génica. La interacciéon es bidireccional y los embriones
también afectan el oviducto a través de mictoARN y proteinas. Posteriormente, cuando el embrién se implanta en el
utero, las VEs son cruciales para la elongacion del concepto y el reconocimiento de la prefiez al afectar la proliferacion
celular y la expresion génica. Esta revision resume el papel de las VEs en el apoyo al desarrollo previo a la implantacién
y la gestacion temprana, destacando su importancia en el éxito reproductivo y el potencial para mejorar la eficiencia de la
reproduccién animal.
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Resumo. Vesiculas extracelulares (VEs) sio cruciais para a comunicacdo intercelular, uma vez que transportam

proteinas, lipidios e acidos nucleicos. Elas desempenham um importante papel na comunica¢io materno-embrionaria,

o qual ¢ essencial para o estabelecimento e a manutencio da gestacio. As VEs provenientes do oviduto melhoram o

desenvolvimento inicial do embrido ao auxiliar a proliferacdo celular, atividade mitocondrial e a expressdo génica. Além

disso, essa interacdo ¢ bidirecional, uma vez que as VEs secretadas pelos embriGes também afetam o oviduto por meio

de mictoRNAs e proteinas. Ainda, previamente a implantacdo do embrido no utero, as VEs sio fundamentais para a

elongacido do concepto e o reconhecimento da gestacdo, afetando a proliferacdo celular e a expressdo génica. Esta

revisdo resume o papel das VEs no suporte ao desenvolvimento pré-implantacional do embrido no inicio da gestacio,

enfatizando sua importincia no sucesso reprodutivo e seu potencial para melhorar a eficiéncia da reproducio animal.

Palavras-chave: Vesiculas extracelulares, embrido, bovino, oviduto, Gtero, comunicacio materno-embtrionatia.

Introduccion

La interaccién entre el embrion bovino y el tracto
reproductivo materno es un proceso complejo y crucial
para el éxito de la gestaciéon. Durante las primeras
semanas del desarrollo embrionario, se llevan a cabo
clave como la fertilizacidn, las

eventos primeras

divisiones  celulares, la activacién del genoma
embrionario y la formacién del blastocisto, siendo un
periodo ctitico, especialmente porque se estima que, en
vacas de alta produccién, alrededor del 50% de los
embriones ya no son viables para los dias 6 y 7 (Gad ez .

2012; Lonergan ef al. 2016).

El embrién es capaz de desarrollarse hasta la fase de
blastocisto de manera relativamente auténoma 7z vitro.
Existe una clara evidencia de que la interaccién con el
ambiente materno mejora significativamente su calidad y
potencial de implantacién, como se observa en
embriones desarrollados 7z vivo, que presentan una mejor
estructura ultramicroscopica, perfiles de expresion génica
mas adecuados y una mayor capacidad de resistir la
criopreservacioén, lo que subraya la importancia de la
interaccién materno-embrionaria temprana (Gad ef al
2012; Lonergan et al. 2016; Kolle et al. 2020; Almifiana

and Bauersachs 2020).

Uno de los mecanismos emergentes en la interaccién
entre el embrién y el entorno materno es la liberacion de
(VEs). Estas
incluyen exosomas y microvesiculas, son secretadas tanto

vesiculas extracelulares vesiculas, que
por las células del oviducto como del ttero, y se ha
juegan un papel
comunicacién célula a célula al transferir biomoléculas
como protefnas, lipidos y acidos nucleicos (Raposo and
Stoorvogel 2013; Stahl and Raposo 2019 ) (Figura 1). Las

VEs no solo son secretadas por las células maternas, sino

demostrado  que clave en Ia

que también pueden ser captadas por los embriones, lo
que mejora su desarrollo y calidad 77 vitro, y sugiere una
comunicacién bidireccional que es vital para la regulacion
de la calidad embrionaria (Almifiana and Bauersachs
2020; Pavani ez al. 2022)
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Estudios recientes han explorado cémo las VEs del
fluido folicular (FO) y fluido utetino (FU) pueden influir
en el desarrollo embrionario y, en particular, cémo la
secuencialidad de estas vesiculas mejora la calidad de los
embriones cultivados 7z vitro, aumentando el numero de
células y reduciendo el contenido lipidico de los
blastocistos (Leal ez a/. 2022). Esta evidencia tefuerza la
nocién de que la interaccién temprana entre el embrién y
el ambiente materno es crucial no solo para el desatrollo
6ptimo del embrién, sino también para preparar el utero
para la implantacién exitosa y el mantenimiento del
embarazo.

A pesar de los avances en los modelos 7 vitro, todavia
existen limitaciones para estudiar de manera exhaustiva la
comunicacién embrio-maternal en estos sistemas. Por lo
tanto, la combinacién de modelos iz vivo e in vitro se
presenta como la estrategia mas adecuada para
profundizar en la comprension de este didlogo complejo.
Este trabajo tiene como objetivo describir el origen, la
clasificacién, la biogénesis y los métodos de aislamiento
de las VEs. Ademas, revisa los hallazgos mas recientes
sobre la interaccion mediada por las VEs entre los
embriones y el tracto reproductivo materno durante el
periodo de pre-elongacién, con un enfoque dirigido a
dilucidar como estos microambientes influyen en el éxito

de la gestacion.

Origen, clasificacién y biogénesis

Vesiculas extracelulares es el término genérico que hace
referencia a una poblacién heterogénea de estructuras
delimitadas por una bicapa lipidica incapaces de auto-
replicarse (Welsh ez a/. 2024), que estan involucradas en el
transporte intercelular de moléculas de sefializacién como
proteinas (de superficie y como carga), lipidos y acidos
nucleicos (Jeppesen ef al. 2023). Las VEs influyen en las
células diana a través de diversas rutas de captacion,
siendo la endocitosis, la fusién de membranas y la
sefializacion las mas comunes. Las vias reguladas por
clatrina, junto con las familias de proteinas SNARE y
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Figura 1. Papel de las EVs en el desarrollo del embriéon bovino. La interaccion entre el embrion y el sistema

materno, asi como la comunicacién entre ellos, esta mediada por las EVs en cada etapa del desarrollo.

Rab, son las principales involucradas tanto en la
endocitosis como en la internalizaciéon de las VEs
(Mettlen ez al. 2018), mientras que la sefializacién depende
del sistema ligando-receptor (Gurung et al. 2021).

La investigacién sobre las VEs comenzé a desarrollarse
formalmente entre las décadas de 1980 y 1990. Sin
embargo, ya cuarenta afios antes, se habfan llevado a
cabo numerosas investigaciones que describfan o
especulaban sobre la existencia de estructuras similares a
las VEs. No fue hasta la década de 1990 cuando se
demostré de manera concluyente la liberacion de
vesiculas intraluminales al espacio extracelular durante la
maduracién de los reticulocitos, un proceso en el que se
externaliza el receptor de transferrina. Inicialmente, este

fenémeno se interpreté erréneamente como la externali-

) DOO

"’ BY NC SA

zacion de proteinas obsoletas (Johnstone e al 1987).
Actualmente se conoce que las VEs son uno de los
principales mediadores de la comunicacién intercelular
por medio de la transferencia de informacién compleja,
celulares

siendo  secretadas por todas las lineas

(Mohammadipoor ¢f al. 2023).

Actualmente, la International Society of Extracellular
Vesicles (ISEV) separa los subtipos de VEs en funcién de
(densidad y diametro),
marcadores moleculares, rutas de biogénesis (exosomas,

sus caracteristicas  fisicas

microvesiculas y cuerpos apoptoticos) (Welsh ez al. 2024).
Entre los subtipos de VEs, Bongiovanni ez al/ (2021)

reportan que la densidad de los exosomas oscila entre 1.13
y 1.19 g/mL, mientras que la de las microvesiculas vatia
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entre 1.10 y 1.18 g/mL. No obstante, las VEs también se
clasifican por su didmetro en grandes (> 200 nm) y
pequefias (< 200 nm), aunque este tamafio puede vatiar
segun el método de medicion empleado, ya que no existe
un consenso sobre los limites supetiores e inferiores de
esta clasificacion (Welsh ez a/. 2024).

De acuerdo a los mecanismos celulares (biogénesis)
involucrados en el origen de las VEs, estas se clasifican
en tres grandes grupos: aquellas que surgen a partir de
(MVB)
denominadas exosomas, las que se externalizan por
directa de la
denominadas microvesiculas o ectosomas, y las llamadas

cuerpos multivesiculares endosémicos

gemacion membrana  plasmatica
cuerpos apoptéticos que se desprenden tras la muerte
celular programada (Gurung ez /. 2021). Pese a lo antes
mencionado, y debido a la heterogeneidad molecular y
estructural de las VEs, su caracterizacion actualmente
resulta un reto por la falta de precisiéon en las técnicas
usadas y la ausencia de marcadores moleculares
universales de microvesiculas, exosomas u otros subtipos
de VEs (Welsh ez al. 2024).

El término exosoma, adoptado a partitr de la
investigacién de Johnstone ez a/. (1987) en la maduracién
de reticulocitos, corresponde a un subtipo de VEs de 30-
150 nm de didmetro que se externalizan luego de la
fusion de membranas entre los MVB y la membrana
plasmatica de la célula progenitora. Estan enriquecidos
particularmente con las proteinas transmembrana
tetraspaninas (CD63, CD9, CD81 y CD82), identificables
a través de Western Blot, asi como también proteinas
derivadas de complejo ESCRT (Alix, HSC70; HSP90B)
(Doyle and Wang 2019; Liu and Wang 2023). Los MVB
son compartimentos endociticos maduros, que, gracias al
reclutamiento del complejo proteico citosélico ESCRT, al
unirse con protefnas de membrana genera invaginaciones
de los MVB produciendo vesiculas intraluminales (ILV)
que se almacenan en su luz, y que al ser externalizadas
pasan a ser exosomas. Sin embargo, no todos ILV se
externalizan, muchos de los MVB suelen fusionarse con
lisosomas para la degradaciéon de contenidos celulares;
esto parece estar mediado por la cantidad de colesterol de

los MVB (Edgar, 2016).

Las microvesiculas (MV) es otro subtipo de VEs de
didmetro variable, llegando a ser grandes (200 -1000 nm)
o pequefias (<200 nm). Difieren de los exosomas en que
se externalizan por gemaciéon directa de la membrana
plasmatica. El contenido de las MV esta determinado por
la célula progenitora, pero no todas las proteinas de ésta
se incorporan a la membrana de las MV (Cocucci ¢ 4.
2009). Estan enriquecidas con fosfatidilserina, colesterol,
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diacilglicerol y expresan marcadotes como el CDA40,
selectinas, integrinas (Ratajczak and Ratajczak, 2020) y
particularmente la integrina 1, que se concentra en la
membrana de las microvesiculas de manera ubicua. Su
biogénesis recuerda al proceso de abscision de la
citocinesis mitética, gracias a proteinas contractiles como
la ARRDCI1 y Bin-1, que se reclutan en el surco de divisién
de la membrana junto al complejo ESCRT, que generan
fuerza de traccion a las membranas adyacentes formando
curvaturas moleculares (Stahl and Raposo 2019).

Los cuerpos apoptoticos (AB), por otro lado, son los
fragmentos resultantes de la muerte celular programada
(apoptosis).

comparacion con los exosomas y las microvesiculas, y se

Tienden a tener un gran tamaflo en
diferencian de estos porque contienen en su interior
cromatina, organulos intactos y proteinas glicosiladas

(Doyle and Wang 2019). Son

mediadores de la comunicacion entre la célula apoptética y

reconocidos como
el sistema inmunolégico y aunque no son una caracteristica
universal de las células apoptéticas se suelen observar al
inicio de la apoptosis al deslaminar el citoesqueleto cortical
y generar una evaginacién de la membrana con el sistema
actina-miosina mediado por la quinasa ROCK1 (Wickman
et al. 2012); este proceso inicia mucho antes de la
fragmentaciéon del ADN y la
fosfatidilserina (Jeppesen ez /. 2014).

exposiciéon de la

Métodos de Aislamiento y Caracterizacion

Actualmente no existe un método estandarizado para el
aislamiento y/o purificacién de VEs sino que este depende
de las caracterfsticas fisicoquimicas del biofluido sobre el
que se realiza el aislamiento, la sensibilidad, el rendimiento
y la aplicacion final de la muestra (Mohammadipoor e7 al.
2023). Se debe considerar también que las alteraciones
fisicoquimicas generadas sobre las células o tejidos en las
etapas de recoleccién, procesamiento y almacenamiento
de la muestra son variables que pueden afectar a las VEs
de forma cuantitativa y cualitativa. Asi también, muchos
métodos de aislamiento y caracterizacion resultan en el co-
aislamiento de particulas extracelulares no vesiculares
(NVEP) junto con VEs, disminuyendo la pureza de la
muestra (Lotvall ef al. 2014; Welsh e al. 2024).

A pesar de estas limitaciones, se han desarrollado varios
métodos para el aislamiento de VEs, incluidos los basados
en ultracentrifugacién, filtracién, inmunoafinidad vy
precipitaciéon (Konoshenko e 4/ 2018). En el caso de
biofluidos complejos, como los del tracto reproductivo
femenino, nuestro grupo de investigacién ha estandarizado
VEs

funcionales a partir de fluidos uterinos y oviductales,

un método de aislamiento de para estudios

empleando cromatografia de exclusion por tamafio

(Canon-Beltran ez al. 2021).
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La ultracentrifugacion es el método mas usado para el
aislamiento de VEs a partir de cultivos celulares y
biofluidos, el cual consiste en dos etapas: una primera
etapa de centrifugaciones de baja velocidad (10.000 a
20.000 * g), para sedimentar detritus celulares o cuerpos
apoptoéticos (Witwer e/ al. 2013). Ia segunda etapa
consiste en una centrifugacién de alta velocidad (100.000
x o durante 1h), que permite sedimentar las VEs (Théry e#
al. 2006). No obstante,
rendimientos bajos de los productos degradados y el

este método resulta en
perfil de VEs sedimentadas varfa en funcién de la linea
celular (Jeppesen et al. 2014), y no se logra una separaciéon
absoluta por tamafio de las VEs debido a su carga

molecular (Witwer ef a/. 2013).

La cromatografia de exclusién por tamafio es un método
que permite aislar las particulas en funcién de la
velocidad a la que atraviesan una resina cromatografica,
que a su vez depende del tamafio de dichas particulas
(Burgess 2018). Las particulas mas pequefias se eluyen en
altos porcentajes a través de la matriz de resina, mientras
que las particulas mas grandes como proteinas o lipidos
atraviesan la matriz en menor volumen. Esta mayor
retencién de proteinas contaminantes disminuye la
interferencia en la estructura de las VEs a la hora de
caracterizarlas (Gamez-Valero e al. 2016), por otro lado,
este método conserva mejor la funcionalidad de las VEs
en relacion a otros métodos de aislamiento.

Los métodos de aislamiento por inmunoafinidad
aprovechan las moléculas de superficie de las VEs
(ligandos potenciales) que se adhieren a "fases fijas", las
cuales son recuperadas junto con las VEs mediante
diversos procedimientos (Konoshenko ef al. 2018). La
diversidad de fases fijas y ligandos ha dado lugar a
multiples protocolos, entre los que destacan el uso de
petlas magnéticas recubiertas con anticuerpos dirigidos a
marcadores moleculares de vesiculas y micropuntas de
silice monoliticas, que, en combinacién con ensayos
ELISA sandwich, permiten aislar y cuantificar exosomas

(Ueda ez al. 2014).

El aislamiento mediante agentes hidrofilicos se basa en la
reduccién de la solubilidad de la muestra, lo que provoca
VEs tras
centrifugacion a baja velocidad (1500 xg) (Konoshenko ez
al. 2018), Sin embargo, a pesar de la simplicidad de este
método, la precipitacion conjunta de proteinas puede

la  precipitacién de las incubacién y

resultar en una contaminacion de las VEs aisladas.

El uso de microfluidica en el aislamiento de VEs permite

aplicar  enfoques tradicionales como tamafio,

inmunoafinidad o densidad, con una reduccién significa-
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tiva del volumen de muestra y reactivos. Ademas, se
pueden combinar con técnicas mas innovadoras, como la
manipulacién acustica basada en ultrasonido y nanofiltros
(Lee et al. 2015).

En los parrafos anteriores, se ha destacado la significativa
heterogeneidad de los métodos empleados para el
aislamiento de VEs. Esta variabilidad, junto con la
complejidad inherente de los biofluidos, la experiencia de
los investigadores y la diversidad de instrumentos y
tecnologfas disponibles complica la obtencién de una
fraccion pura de VEs libre de particulas no vesiculares.
Por esta razon, la ISEV recomienda una serie de
procedimientos bioquimicos, biofisicos y funcionales
VEs del

extracelulares. No obstante, dicha diferenciaciéon se ve

para diferenciar las resto de particulas
dificultada por la misma heterogeneidad de las particulas
y la ausencia de marcadores moleculares universales para
las VEs (Welsh et al 2024). El primer criterio para la
caracterizacion general de las VEs es la identificacion
semicuantitativa de  protefnas  transmembrana o
citosélicas presentes en las VEs de interés, mediante
técnicas como Western Blot, citometrfa de flujo o
espectrometria de masas. Adicionalmente, se sugiere la
caracterizacion individual de las VEs utilizando al menos
dos tecnologfas: (1) microscopia electrénica o de fuerza
atémica y (2) analisis de distribucién de tamafio de las
VEs mediante seguimiento de nanoparticulas, deteccién
de pulsos resistivos o dispersion de luz dinamica, con el
fin de evaluar la heterogeneidad de la poblacion de VEs
en una muestra dada (Lotvall ez o/ 2014).

Interaccion de las VEs en el oviducto (estudios in
vIvo e In vitro)

Los estudios sobre VEs en el sistema reproductivo
femenino son relativamente recientes, aunque este campo
fue ganando notable atencién en la ultima década, con un
incremento significativo en el numero de investigaciones.
Estudios
presencia de vesiculas extracelulares (VEs) tanto en el
fluido oviductal (FO) como en el fluido uterino (FU).
Posteriormente, esta presencia ha sido confirmada en una

iniciales en modelos mutinos revelaron la

vatiedad de especies, incluyendo humanos (Bathala ez a/.
2018), bovinos (Lopera-Vasquez ef al. 2017; Kusama ef al.
2018; Qiao et al 2018; Almiflana e a/ 2018; Almifiana
and Bauersachs 2020), caninos y felinos (L.ange-Consiglio
et al. 2017; Ferraz et al. 2019). Ademas, las VEs se han
aislado con éxito 7 vivo mediante lavados de oviductos
(Lopera-Vasquez ¢f al. 2017; Almifiana e a/. 2017; Hamdi
et al. 2021); o in vitro a partit de medios de cultivo
condicionados por células epiteliales oviductales (OEC)
(Lopera-Vasquez et al. 2016; Almifiana ez al. 2017).

ISSNL 1022 1301. Archivos Latinoamericanos de Produccion Animal. 2024. 32 (Supl. 1): 63-78



68 Cajas ez al.

Efecto del oviducto sobre el embriéon

El oviducto es el sitio donde ocurre el desarrollo
embrionario temprano, y se llevan a cabo las primeras
divisiones celulares y la activacién del genoma. Debido a
su papel crucial en estos procesos, la mayoria de los
estudios se han centrado en el oviducto, analizando el
impacto de sus VEs en el desarrollo embrionatio 7 vitro,
dado que los embriones tienen la capacidad de captar
estas VEs (Almifiana e a/ 2017; Leal ef al. 2022) (Figura
1). Cuando se suplementaron VEs aisladas de células
epiteliales oviductales bovinas (BOEC) a embriones
bovinos durante el cultivo 7z vitro (CIV), no se observaron
efectos significativos en el rendimiento de los
blastocistos. Sin embargo, se evidencié una mejora en su
calidad, incluyendo un aumento en el nimero total de
y de
criotolerancia y una modulacion positiva de los genes

células trofoblastos, asi como una mayor
asociados con la calidad embrionaria (Lopera-Vasquez ef

al. 2016).

Ademas, cuando se utilizaron VEs aisladas de FO

bovino, los mismos autores reportaron un mejor
desarrollo de blastocistos, pero este efecto se observd
istmo

(Lopera-Vasquez et al. 2017). Estos hallazgos sugieren

unicamente cuando las VEs se aislaron del
que diferentes regiones del oviducto pueden liberar VEs
con composiciones distintas, lo que refleja variaciones
funcionales en las células oviductales segin su origen
anatomico. En este contexto, Jamaludin ez a/ (2019)
observaron que las VEs obtenidas de OEC porcinas
(pOEC) de la ampula e istmo exhibieron diferencias en la
composiciéon de su membrana, lo que podria estar
relacionado con sus funciones especificas. No obstante,
se requieren estudios adicionales para comprender mejor
las diferencias funcionales entre las regiones del oviducto,
la composicion de sus VEs y sus efectos sobre las células
diana.

Por otro lado, Almifiana et al. (2017) observaron una
mejora en el desarrollo y la calidad de los embriones
cuando se afiadieron VEs de todo el oviducto bovino al
medio de CIV. En contraste, Banliat e 2/ (2020) no
observaron mejoras en el desarrollo o la calidad de los
VEs
modificaron el lipidoma del embrion. Por su parte,

blastocistos, aunque encontraron que las
Bauersachs e 4/ (2020) mostraron variaciones en el
transcriptoma embrionario y la composicién de lipidos de
membrana. El uso de VEs de BOEC durante el CIV
aumentd el desarrollo de blastocistos, la eclosion, la
proliferacion celular y la actividad mitocondrial, mientras
que los de ROS, apoptosis y lipidos
disminuyeron. Ademas, se modulé la expresion de

contenidos

numerosos genes relacionados con el desarrollo y la
calidad embrionaria, asi como con los antioxidantes y el
metabolismo energético (Leal ez al. 2022).
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En nuestro estudio, Leal ez a/. (2022) demostramos que el
miR-148b, un microARN involucrado en la regulacién de
la expresién génica, esta regulado al alza en las VEs-FO
de vacas ciclicas y estda vinculado a la via TGF-8.
Posteriormente, investigamos el impacto del miR-148b
en el desarrollo embrionario. Encontramos que el miR-
148b puede ser absorbido por embriones en diferentes
etapas de desarrollo y que disminuye el ARNm de
SMAD?5, indicando que este gen podria ser un objetivo
del miRNA. La suplementacién con miR-148b mejoro la
calidad del embrion, aumentando el numero total de
células, las células del trofoectodermo y las células de la
masa interna, sin afectar las tasas de segmentacién y
blastocistos. Ademas, observamos una disminucién en
los ARNm de SMAD7 y SMADS5, junto con una
regulacién positiva de POUSF7 y NANOG. Estos
resultados sugieren que el miR-148b influye en la via
TGF-B y contribuye a la mejora de la calidad del embrion
mediante la alteraciéon de la transcripciéon de genes
relacionados con la diferenciacién y proliferacion celular
(Candn-Beltran ef al. 2024). Asi, estos hallazgos sugieren
que las VEs pueden inducir una variedad de cambios
fenotipicos en los embriones, incluyendo modificaciones
en la expresién genética, el perfil y contenido de lipidos,
el metabolismo y la respuesta al estrés oxidativo, lo que a
su vez influye en el desarrollo y la calidad del embrién vy,
en dltima instancia, afecta el éxito de la prefiez.

Efecto de embrion sobre el oviducto

En bovinos, después de la fecundacién, el embrion
permanece en el oviducto hasta los dias 3,5 a 4, tiempo
en el que el embrién interactia con el FO y las células
epiteliales del oviducto. Este es un periodo sensible del
desarrollo embrionario porque incluye la activacion del
genoma embrionario, que ocurre en la etapa de 8 a 16
células en el bovino (Gad ef al. 2012), y es fundamental
para la futura diferenciacioén celular, la implantacion del
embriéon y el desarrollo fetal. Kolle e a/ (2009),
demostraron en vacas que el embriéon temprano es capaz
de inducir la formacién de células secretoras, modificar la
vascularizacién y regular negativamente la velocidad de
transporte. Ademas, se han reportado diferencias en la
expresion génica entre el oviducto ipsilateral 'y
contralateral, durante diferentes etapas del ciclo estral y
entre istmo y ampolla (Lopera-Viasquez ¢f al. 2016, 2017;
Bauersachs ¢ a/. 2020). De hecho, Maillo et al. (2015),
encontraron en bovinos que la expresion de genes
involucrados en la respuesta inmune dentro del oviducto
esta alterada, y observaron una falta de diferencias en el
transcriptoma del epitelio del oviducto en presencia de un
solo embrién de ocho células en el dia 3.5. Esto sugiere
que el embriéon puede modular activamente el sistema
inmunolégico del tracto materno para evitar su propio
rechazo al reducir la inflamacién y la presentacién de
antigenos (Maillo e a/. 2015). Posteriormente, para
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investigar los posibles efectos locales inducidos por un
unico embrién en el oviducto bovino, se llevé a cabo un
estudio en el que se disecaron pequefias secciones del
oviducto (2 c¢cm de largo) el dia 2.5 después de la
inseminacién artificial (Rodriguez-Alonso e al 2020).
Aunque no se detectaron diferencias en la expresion
génica, la presencia de un solo embrién de ocho células
provoco cambios en la composicién del FO, incluyendo
modificaciones en el contenido proteémico, aminoacidos
Estos
necesidades especificas del embrién en desarrollo en el
oviducto 7n vivo (Rodriguez-Alonso et al. 2020). Los
cambios en el transcriptoma y los metabolitos del

y carbohidratos. resultados  confirman las

oviducto durante el ciclo estral y los cambios en la
expresion de genes seleccionados por la presencia de
embriones en el oviducto durante el periodo de
preimplantacion refuerzan la opinién de que el embrion
tiene efectos especificos sobre las células oviductales que
adaptan su entorno de acuerdo con sus necesidades
(Lopera-Vasquez ¢ al. 2016, 2017; Almifiana e al. 2017,
Rodriguez-Alonso ez al. 2020).

Por otro lado, en un estudio iz vitro, Hamdi ez al. (2019)
observaron que el embrién bovino temprano alteraba la
expresion genética de las BOEC, siendo este efecto
especifico de la etapa del embrién, como resultado de un
contacto directo con las BOEC o de secreciones
embrionarias liberadas en los medios de cultivo. En ese
contexto, se descubrié que las BOEC estimulan a los
embriones bovinos del dia 4, en la etapa de 16 células,
para expresar IFN7, que luego actda sobre las células
inmunes para promover una respuesta antiinflamatoria en
el oviducto (Talukder ez a/. 2018). Ademas, Wydooghe ez
al.  (2017)  describieron las
moléculas bioactivas que incluyen proteinas, lipidos y

embriotropinas  como
miARN, secretados por embriones de mamiferos. En los
embriones de rumiantes, la embriotropina mas conocida
es codificada por el gen 15 estimulado por el IFNt
(ISG15) y otras citoquinas secretadas por las células
trofoblasticas. Se ha demostrado que la suplementacion
de BOEC con VEs aisladas de medios condicionados por
calidad
transcripcionales especificos en las células, especialmente

embriones de buena inducen cambios
la regulacion positiva de genes como el modificador tipo
ubiquitina ISG15 (ISG-15), la dinamina MX como
GTPasa 1 (MX1), 2 0-5 0O-oligoadenilato sintetasa 1
(OAS1Y) y la proteina inducida por interferén con
repeticiones tetratricopeptidicas 1 (IFIT1). Estos genes
son conocidos por ser estimulados por el interferén o

por formar parte de la via IFNt (Dissanayake ez 2/ 2021).

Ademas de la regulacion genética, los miARN participan
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en la comunicacién celular materno-embrionaria. De
hecho, Mazzarella es al. (2021) evaluaron el perfil de
miARN en VEs pequefias obtenidas por lavado oviductal
y de BOEC de vacas prefiadas, en comparaciéon con
vacas no prefiadas, y encontraron que ocho miARN (bta-
miR-126-5p, bta-miR-129, bta-miR -140, bta-miR-188,
bta-miR-219, bta-miR-345-3p, bta-miR-4523 y bta-
miR760-3p) estuvieron regulados positivamente en el FO
de las vacas prefiadas. Por otro lado, en las BOEC, seis
miARN (bta-miR-133b, bta-miR-205, bta-miR-584, bta-
miR-551a, bta-miR-1193 y bta-miR-1225- 3p) estaban
regulados positivamente en vacas no prefiadas y ninguno
estaba regulado positivamente en vacas prefiadas.
Ademas, Pavani ef al, (2022) cultivaron embriones
bovinos y demostraron que miR-378a-3p, que estaba
regulado positivamente en las VEs secretados por
blastocistos, desempefiaba un papel crucial estimulando
su eclosién. El analisis transcriptomico de embriones
tratados con mimético/inhibidor de miR-378 mostrd
diferencias en la expresion de genes asociados con el
desarrollo y la implantacién de embriones, tales como
RAPIGAP, ARFGEF2, SLC7A6, CENPA, SPI,
LDILR, PYCRI, MYD8S, TPP1 'y NCOA3,
demostrandose que el miR-378-3p es un marcador de la
calidad embrionaria relacionado con la implantacién. Los
resultados de estos estudios sugieren que la interaccion
materno-embrionaria mediada por las VEs comienza en
VEs

biomoléculas que inducen cambios transcriptomicos en el

el oviducto y que las podtian  transportar
tracto materno e influyen directamente en el desarrollo

temprano del embrion.

Interaccion de las VEs en el utero (estudios in vivo e
In vitro)

Tras desarrollarse durante los primeros dias en el
oviducto, el embrién finalmente llegara al utero donde se
implantara para continuar su desarrollo. Durante este
periodo, el embrién seguira produciendo sus VEs y al
mismo tiempo recibira los que segrega el utero (Figura 1).
La mayoria de los estudios han aislado las VEs de
lavados uterinos y han identificado su relacién con la
gestacién,  especialmente  durante el  petfodo
preimplantacional, entre los dias 16 y 22 de gestacién en
bovinos (Kusama ez a/. 2018; Nakamura ef a/. 2019; Malo
Estepa et al. 2020), 10 y 18 en cerdos (Hua e a/. 2021) y
10 y 17 en ovinos (Butns ez a/. 2016, 2018). Los estudios
en humanos sobre las funciones de las VEs uterinas se
han basado principalmente en modelos 7 witro que
utilizan lineas celulares endometriales y trofoblasticas
(Evans et al. 2019; Gurung et al. 2021). Los estudios i
vivo se han centrado principalmente en analizar el
contenido de las VEs del liquido uterino [especificamente

los microARN (Vilella ez a/. 2015)].
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Efecto del atero sobre el embrion

Varios estudios han utilizado modelos iz vitro para evaluar
los efectos de las VEs
embrionario temprano (Qiao et al. 2018; Lv ez al. 2018).
En un estudio realizado por Lv e al (2018), se
suplementaron embriones de 2 células durante el CIV

uterinas en el desarrollo

con VEs obtenidas del dtero de ratonas prefiadas en el
blastocistos

periodo de presencia de tempranos
(Aproximadamente 76 a 78 horas después de la inyeccion
de Hormona Gonadotropina Coriénica Humana-HCG).
Este tratamiento resulté en un aumento en el desarrollo
de blastocistos, asi como en la relacion de células de la
Masa interna (con sus siglas en inglés ICM), y en una
mayor expresion de los transcriptos antiapoptoticos
BCL-2 y del gen de pluripotencia Oct4, junto con una
reduccién de la apoptosis y del gen proapoptédtico BAX

(Lv et al. 2018).

Por otro lado, Qiao ¢ al (2018), trataron embriones
obtenidos  por transferencia nuclear de células
somaticas (TNCS) bovinos durante el CIV con VEs
aisladas de uteros que se encontraban en la etapa 2 del
desarrollo del cuerpo liteo (CL), es decir, 5-10 dias
después de la ovulacién, cuando el embrién esta llegando
al utero. Se agregaron VEs a partir del dia 3, 4 o 5 de
cultivo, y se observaron efectos significativos solo cuando
el tratamiento comenzo6 el dia 4. Estos efectos incluyeron
mayores tasas de desarrollo de blastocistos y de eclosién,
mayor numero total de células y una mejor relacion
ICM:TE. Ademas, se modulé la expresién de ciertos
genes, con una regulacién positiva de la acrogranina, un
mitégeno implicado en la invasividad celular, y de IFNT,
asociado con la sefializacién embrionaria para el
mantenimiento del CL y de la prefiez. También se
observé una reduccién de la apoptosis y de genes
relacionados con el estrés, como la proteina X asociada a
BCL-2 (BAX), la proteina de choque térmico 70 y la
Proteina de Unién a Inmunoglobulina. En esta linea,
Aguilera ez al. (2024) observaron que las VEs producidas
por embriones de 5-7 difas, tanto iz wvivo como in vitro,
indujeron la transcripcién de genes estimulados por IFNT
en el endometrio bovino, lo cual es crucial para el
CL y la modulacion de la
concentracion de VEs y la carga de miARN derivada del
endometrio. Asi, las VEs uterinas desde los primeros dias

mantenimiento  del

de gestacion parecen estar implicadas en la modulacién
del desarrollo embrionario, promoviendo la proliferacion
celular y subregulando la expresion de genes relacionados
con la apoptosis y el estrés celular, lo cual es esencial para
el desarrollo y la calidad del embrién, asi como para el
establecimiento temprano de la prefiez (Burns ez a/. 2018;
Aguilera ez al. 2024). Sin embargo, los efectos de las VEs
liberadas por embriones en etapas tempranas sobre el
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utero aun no se comprenden completamente, ya que la
mayorfa de los estudios se han centrado en las etapas
posteriores,  especificamente en el

periodo de

implantacion.

VEs derivadas del embrion y su efecto durante la
elongaciéon del conceptus y reconocimiento de la
prefiez

La elongaciéon del concepto, que en el ganado vacuno
comienza alrededor del dia 12-13 y continta hasta
aproximadamente el dia 19 después del estro, es un paso
crucial para establecer la prefiez. Durante el periodo de
elongaciéon se produce una rapida expansion del
trofoectodermo, asi como también cambios en las
membranas extraembrionarias y un aumento de la
longitud y el peso del concepto (Lonergan and Forde

2015; Spencer ez al. 2016).

El alargamiento embrionario esta regulado por diversos
factores, como las seflales hormonales (por ejemplo, la
progesterona, P4), la expresién génica (Spencer et al.
2016; Lonergan and Forde 2015) y las secreciones
uterinas presentes en el fluido uterino. Estos elementos
influyen en las células del trofectodermo, promoviendo la
remodelacioén, proliferaciéon, crecimiento y migracion
celular.

El alargamiento embrionario estd regulado por diversos
factores, como las seflales hormonales (por ejemplo, la
progesterona, P4), la expresién génica (Spencer ef al.
2016; Lonergan and Forde 2015) y las secreciones
uterinas (fluido uterino. Estos elementos influyen en las
células del trofectodermo, promoviendo la remodelacién,
proliferacion, crecimiento y migracién celular. (Brooks ez
al. 2014). El FU es producido por células glandulares
endometriales y contiene nutrientes esenciales para el
crecimiento y el alargamiento del concepto, como
carbohidratos, lipidos,
crecimiento (Simintiras e/ 2/ 2019). De hecho, la falta de
secrecion de las glandulas uterinas impide que el embrién

aminoacidos y factores de

reciba el soporte necesatio para su desarrollo, similar a lo
que sucede 7z vitro donde no se logra la elongacion
embrionaria m4s alld del blastocisto eclosionado debido a
falta de un ambiente adecuado.

Ademas, el FU también estd compuesto por VEs que
transportan sustancias bioactivas esenciales para la
interaccion entre el embrién y el entorno uterino materno
(Bridi e al. 2020). Se ha identificado que las VEs en el FU
de diversas especies de mamiferos desempefian funciones
importantes en las interacciones entre el concepto y el
endometrio durante las primeras etapas de la gestacion.
Por ejemplo, en ovejas ciclicas, el numero total de VEs
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aumenta en el FU entre los dias 10 y 14 post-estro,
coincidiendo con el inicio de la elongacién del concepto
(Butns ¢ al, 2018). Durante las primeras etapas de la
gestacion en ovejas, se ha observado que las VEs
marcadas con fluorescencia (KHG7) son internalizadas
tanto por el trofoectodermo del concepto como por las
células del epitelio endometrial (Burns ez 2/ 20106). Estas
VEs contienen miARN, ARN y proteinas que modulan la
proliferacion de células del trofoectodermo, un proceso
crucial para el alargamiento del embrién (Burns e i
2016; Kusama ez a/. 2018). Ademis, las VEs de FU de
ovejas prefiadas en el dia 14 contenfan 195 proteinas, 81
miARN maduros conservados, asi como 512 ARNm,
con genes altamente expresados asociados con funciones
y componentes ribosémicos (Burns e a/. 2016).

Si bien estudios recientes han sugerido que los embriones
producen y secretan VEs que las células endometriales
pueden absorber (Kusama e a/. 2018), el papel exacto de
las VEs en la comunicacién paracrina y el reconocimiento
materno de la gestacién aun no estan claros. Por ejemplo,
Kusama e a/. (2018) identificaron 596 proteinas dentro
de exosomas del FU de vacas prefiadas, entre ellas IFN.
Estos exosomas aumentaron la expresion de genes
relacionados con la apoptosis, como TINF.A, BAX, TP53
y CASP3, en células endometriales cultivadas 7z vitro. De
manera similar, Nakamura ¢z a/. (2016) identificaron 266
proteinas especificas en el FU de ovejas prefiadas, de las
cuales 172 fueron proteinas exosomales. Este estudio
también demostré que las VEs de de ovejas gestantes en
los dfas 15 y 17 contenfan IFNt, asi como proteina
bloqueadora de macréfagos (CAPG) y proteina miembro
B1 de la familia aldo-ceto reductasa 1 (AKR1B1), y que
estas VEs eran capaces de regular positivamente los
niveles estimulados por IFNt.

Un estudio reciente demostré que las VEs secretados por
embriones bovinos antes de la eclosiéon, tanto los
producidos 7z witro como in vive, pueden modular la
expresiéon de genes estimulados por IFNt en células
endometriales bovinas. En particular, las VEs liberados
por embriones producidos 7 vitro indujeron un mayor
nimero de genes expresados diferencialmente (3552) en
comparacién con las VEs de embriones 7z vivo (1838) en
células endometriales bovinas. Esta investigacién aporta
evidencia valiosa sobre el impacto del origen embrionario
en las interacciones tempranas mediadas por las VEs
entre los embriones y el ambiente materno (Aguilera ez al.
2024).

Ademas, en otro estudio realizado por Aguilera et al.

(2024), se investigd el impacto de las VEs embrionarias
en células endometriales bovinas cultivadas 7 vitro,
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centrandose en cémo afectan la expresion de genes
relacionados con la funciéon endometrial y la respuesta al
IFNt. Los resultados mostraron que solo los embriones
derivados 7z wvitro indujeron genes estimulados por
interferéon no clasico. En un experimento adicional, se
afiadieron VEs liberadas por células endometriales en
cultivo y recolectadas del fluido uterino (EV-UF) a
embriones bovinos producidos 7z vitro. Se observé que el
tratamiento con EV-UF mejoré la calidad de los
embriones al aumentar la expresion de IFNt y promover
expandidos 'y
eclosionados. Por otro lado, el tratamiento con VEs de

un mayor ndmero de Dblastocistos
células endometriales también indujo la expresion de
algunos genes relacionados con la calidad del embrién

(Aguilera et al. 2024).

Estos hallazgos respaldan la idea de que la carga de VEs
en el FU probablemente desempefia una funcién
bioldgica relevante en las interacciones paracrinas entre el
concepto y el endometrio durante el periodo de
elongacion. La ventana de elongacién del concepto en el
ganado se superpone con un periodo de alta pérdida de
prefiez. De hecho, Neupane e/ al. (2017) demostraron
que aproximadamente un tercio de los blastocistos
viables no logran alargarse ni secretar suficiente IFN7, lo
cual puede deberse a una interaccién inadecuada entre el
embrién y el utero, y a una receptividad uterina
subéptima. Por lo tanto, la comunicacion efectiva entre el
embrién y el entorno uterino materno, incluido el papel
de las VEs en esta interaccion, es crucial para el
reconocimiento materno de la gestacion.

Avances de las VEs en Reproduccién

Desde el descubrimiento de las vesiculas extracelulares
(VEs) como mediadoras en la comunicacién entre el
embrién y la madre, se ha realizado una extensa
investigaciéon para explorar su rol en los procesos
reproductivos, tanto in vivo como in vitro. A pesar de los
avances alcanzados, persisten desafios importantes para
replicar de manera precisa esta compleja comunicacion
en un entorno in vitro.

Las VEs se han consolidado como actores clave en la
biologia reproductiva, abriendo nuevas posibilidades para
aplicaciones diagnosticas. En la reproduccion asistida, la
evaluacion de gametos y embriones tradicionalmente se
basa en métodos invasivos, como biopsias o analisis
morfoquinéticos. Sin embargo, el uso de VEs como
biomarcadores no invasivos pata evaluar la calidad de
gametos y embriones estd ganando cada vez mis
atencion.

Por ejemplo, las VEs provenientes del embrién, del
oviducto y del ambiente uterino se han asociado
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estrechamente con el desarrollo exitoso del embrién.
Estos hallazgos sugieren que los ensayos basados en VEs
podrian ofrecer herramientas mas precisas y menos
invasivas para la evaluaciéon de la fertilidad. En particular,
ciertos miARNs, como el bta-mir-133b y bta-mir-483,
presentes exclusivamente en las VEs del fluido folicular
de vacas prefiadas (Mazzarella et al, 2021), son
absorbidos por los embriones cuando se afiladen a los
cultivos in vitro (Cafién-Beltran et al., 2023; Mazzarella et
al., 2023a). Aunque estos miARNs no afectan las tasas de
clivaje ni la formacién de blastocistos, el miR-483-3p
mejora la actividad mitocondrial y reduce el contenido
lipidico en los blastocistos, lo que sugiere su papel en la
interaccién entre el embriéon y la madre durante la
preimplantacién (Mazzarella et al, 2023b). Ademas, la
regulacion al alza de bta-miR-148b en las VEs del fluido
folicular mejora la calidad del embrién y modula la via de
sefializacion TGF-B cuando se afiade al sistema de cultivo
in vitro (Cafién-Beltran et al., 2024). Estos resultados
subrayan la importancia de comprender los efectos
funcionales del contenido de las VEs derivadas de fluidos
maternos en el desarrollo y la calidad embrionaria.

A medida que las tecnologias de reproduccién asistida
contintan avanzando, el enfoque estd cambiando hacia la
transferencia electiva de un solo embrién, cuya tasa de
éxito depende en gran medida de la selecciéon precisa de
los embriones. Estudios recientes sugieren que las VEs
derivadas del embriéon podrian ser un marcador confiable
de la calidad embrionaria, influyendo en las respuestas de
las células maternas y mejorando potencialmente el éxito
de la implantacién. Una vez que los diagnésticos basados
en VEs se optimicen, podrian revolucionar el campo,
aumentando las tasas de éxito en la transferencia de
embriones.

El futuro de la investigacién sobre las VEs en la biologia
reproductiva se beneficiara de la colaboracion interdisciplinaria
entre biologia molecular, reproductivas, salud
ambiental y medicina clinica. Al desvelar los roles de las VEs
en los procesos reproductivos, los investigadores estan en

ciencias

condiciones de desarrollar nuevas estrategias diagndsticas y
terapéuticas que, en ultima instancia, podrian mejorar los
tratamientos de fertilidad y ampliar nuestra comprension sobre
las implicaciones de la salud reproductiva dentro del marco de
One Health.

Conclusion

Esta revision destaca el papel crucial de las VEs en la
interaccién entre el embrién bovino y epitelio oviductal y
el endometrio uterino. Estas vesiculas son mediadores
esenciales en la comunicacion célula a célula durante las
etapas del
desempenando un papel fundamental en la mejora de la
calidad del embrién y en el éxito de la implantacion, al
influir en la modulacién genética y el metabolismo
embrionario. Ademas, las VEs tienen la capacidad de
ajustar el entorno materno para satisfacer las necesidades
del embrion. Sin  embargo, persisten  desafios
significativos, como la falta de estandarizacién en los
métodos de aislamiento y caracterizaciéon de las VEs, lo
resultados y la

primeras desarrollo embrionario,

que limita la comparacién de
discriminacién entre las diversas subpoblaciones de

vesiculas. Aunque se han realizado avances importantes
en la identificacién de componentes especificos, como
mictoARNSs y proteinas en las VEs, es necesario conocer
todas las biomoléculas presentes para comprender
plenamente su funciéon. Estos antecedentes sugieren un
papel destacado de las VEs

intercelular dentro del sistema reproductivo, revelando

en la comunicacién

nuevas perspectivas en la embriogénesis y en diversos
trastornos reproductivos. Asimismo, se considera que las
VEs podrian convertirse en marcadores diagnésticos
clave para evaluar la fertilidad, facilitando la evaluacién de
la calidad embrionaria mediante pruebas no invasivas o
minimamente invasivas, asi como en la valoracién de la
receptividad endometrial.
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