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RESUMEN

1. INTRODUCCION

La comunicacidn intercelular es un mecanismo esencial para coordinar las diferentes
funciones bioldgicas en organismos multicelulares, ya sea mediante contacto directo
célula-célula, mediante la secrecion de intermediarios quimicos como hormonas o
citocinas, o a través de la secrecién de estructuras de membrana conocidas como
vesiculas extracelulares (VEs). Dichas VEs son secretadas por las células en respuesta
a diferentes estimulos, en condiciones fisiolégicas o patoldgicas, y pueden
encontrarse en los diferentes fluidos bioldgicos (1). Diferentes VEs estan asociadas a
contenido especifico, pueden ejercer su accidn por interaccidon con receptores de
membrana o transferencia de su contenido y muestran tropismo por sus células

diana (2-4).

Las VEs pueden ser clasificadas en tres tipos principales en funcién de su mecanismo
de biogénesis: cuerpos apoptaticos (CAPs), microvesiculas (MVs) y exosomas (EXOs)
(Figura 1). Los CAPs se forman por fragmentacién celular durante el proceso de
muerte celular programada y suelen presentar tamafios entre 50 nm y 5um (5, 6).
Entre sus funciones, se les atribuye la transferencia de DNA entre células, donde el
DNA llega a integrarse en el nucleo de la célula diana y es funcional (7). Esto es de
especial importancia en cancer, donde se ha visto que la transferencia de DNA en
CAPs aumenta el potencial tumorigénico in vivo (8). Las MVs se generan por
gemacion a nivel de la membrana plasmatica (9) y presentan tamanios tipicamente
entre 100 y 1000 nm de didmetro (10). Se les atribuyen funciones en evolucion de
canceres (11, 12), modulacién del sistema inmune (13) y, resefiablemente, en
comunicacién materno-embrionaria (14) y regulacion paracrina del embriéon (15).
Los EXOs comienzan su formacién por gemacion interna de endosomas tardios, para

dar lugar a vesiculas intraluminales (VIL) en cuerpos multivesiculares (CMVs).



Posteriormente, los CMVs se fusionan con la membrana plasmatica para liberar las
VIL, ahora llamadas EXOs, al medio extracelular (16). Suelen presentar tamafios
entre 30y 150 nmy se han visto implicados en gran variedad de funciones bioldgicas
(17), incluyendo la comunicacién materno-embrionaria y biologia de la reproduccién

(18-20).

Hasta la fecha se han desarrollado diferentes métodos de aislamiento de VEs
basados en diferentes principios (tamafio, forma, densidad, marcadores
moleculares, agregacion), los cuales se diferencian en qué poblaciones son capaces
de aislar y su relacion entre pureza y rendimiento del aislamiento (Tabla 1). El
método mas extendido es la centrifugacidén diferencial seriada, basado en el
aislamiento sucesivo de poblaciones vesiculares de tamafio/densidad decreciente
mediante aumento de la fuerza centrifuga (6). Con el fin de mejorar la pureza del
aislamiento, pueden intercalarse diferentes pasos como gradientes de densidad (2)
o filtrados entre ciclos de centrifugacién (21). La alternativa mas popular a la
ultracentrifugacion es la cromatografia de exclusion por tamanios, la cual permite el
aislamiento de vesiculas de tamafios decrecientes en sucesivas fracciones de elucién.
Permite una mejor purificacién de las VEs respecto a proteinas libres, pero suele dar
menores rendimientos (22). Otros métodos de aislamiento con aplicaciones mas
especificas son la purificacion por inmunoafinidad (23), la precipitaciéon polimérica

(24) o la utilizacion de dispositivos de microfluidica.

Una vez aisladas, se han desarrollado diferentes métodos para el andlisis de las
poblaciones de VEs, en funcién de la caracteristica que se desee estudiar (Tabla 2).
Entre las técnicas de andlisis morfoldgico, destacan las basadas en microscopia
electrdnica, ya que son las Unicas que permiten la visualizacion directa de las VEs,
debido a su pequefio tamafio. Diferentes variantes de la técnica permiten el analisis
de la morfologia externa, interna y marcadores moleculares de las VEs (25-27). Del
mismo modo, se han desarrollado diferentes técnicas para el analisis del tamafio de

las VEs, desde las técnicas de “dynamic light scattering” (DLS) (28) o “nanoparticle



tracking analisis” (NTA) (29) que permiten la medida de las vesiculas gracias a su
movimiento browniano, hasta técnicas mas sensibles como “tunable resistive pulse
sensing” basada en cambios de propiedades eléctricas causados por las VEs y que
amplian el rango de tamafios y concentraciones medibles (30). Finalmente, las
técnicas de andlisis de marcadores moleculares han avanzado desde los clasicos
western blots hasta técnicas mas sensibles, con menores requerimientos de muestra
de partida y que permiten de forma simultanea una cuantificacion relativa de las VEs,

como ExoScreen (31), UMNR (32) o nPLEX (33).

El contenido de las VEs presenta variaciones en funcidn del origen celular, de la
subpoblacién vesicular y de las condiciones fisioldgicas, lo que permite el estudio de
sus funciones bioldgicas y utilidad como biomarcadores. No obstante, dicho
contenido también se ve influenciado por las técnicas de aislamiento (3). Se ha
demostrado la presencia de contenido especifico en VEs para diferentes
biomoléculas, incluyendo proteinas, lipidos y RNA (17, 34, 35). El contenido en DNA
de las VEs es todavia un campo en desarrollo. Se ha visto que contienen DNA de
simple y doble cadena (36), cuyo perfil varia dependiendo de la célula de origeny la
poblacién vesicular (37), y que son capaces de transportarlo hasta las células diana
(38), donde el DNA se internaliza en el nucleo y es funcional (39). La transferencia de
DNA en VEs se ha involucrado especialmente en la induccién del fenotipo canceroso,
donde el transporte de fragmentos grandes de DNA gendmico se asocia
principalmente con los CAPs (40), mientras que MVs y EXOs se asocian con la
transferencia de DNA mitocondrial (DNAmt) (41). Entre otras funciones, el envio de
DNA en VEs también se ha propuesto como un nuevo mecanismo para la

transferencia de material genético entre especies con implicaciones evolutivas (42).

Se ha demostrado la existencia de VEs en los diferentes fluidos reproductivos,
incluyendo el liquido folicular (43), oviductal (44) y el endometrial (LE) (19), asi como
en los tejidos de origen (45). Durante el periodo pre-implantatorio, la produccién de

VEs se detecta en diferentes tejidos y estas se asocian con funciones especificas (VEs



del fluido folicular, oviductosomas, VEs de la cavidad uterina) (Tabla 3). Tras la
implantacién, la placenta se convierte en el principal sitio de produccién de VEs,
donde las vesiculas generadas por el sincitiotrofoblasto desempefian funciones

importantes en la inmunomodulacién de la madre (46).

En el liquido folicular se ha identificado la presencia de VEs con un perfil proteico y
de miRNAs especifico, y diferente al encontrado libre en el mismo liquido. Se ha
demostrado la internalizacidn de dichas VEs y su contenido en miRNA en células de
la granulosa, lo cual producia variaciones en el contenido de miRNAs y mRNA de las
células receptoras, con algunos de los genes afectados involucrados en desarrollo
folicular (47, 48). De hecho, se descubrié un perfil de miRNAs diferencial entre
foliculos pequefios y grandes, donde el primero estaba relacionado con la promocion
de la division celular y el segundo con la respuesta inflamatoria (49). Se observé
ademas que el perfil de miRNAs de las VEs variaba con la edad (50) y con el grado de
crecimiento de los ovocitos en los foliculos (47). Finalmente, las VEs del fluido
folicular se han visto implicadas en la promocién de la expansidon de las células del
cumulo (51). En cuanto a los oviductosomas, ademas de sus funciones en la
promocién de la capacidad fecundativa de los espermatozoides (44), se han

propuesto como soporte durante el desarrollo embrionario temprano (52).

Tras la llegada del embrién al Utero se establece una comunicacidn entre este y la
madre a través de moléculas liberadas a las secreciones uterinas, que en conjunto
conforman el LE (53). La secrecidon de dichas moléculas varia a lo largo del ciclo
menstrual (54) y la composicién del LE se ve afectada por la exposicion ambiental
materna, teniendo esto efectos a corto y largo plazo sobre el embrién (55). Se ha
descrito la presencia de VEs de origen tanto materno como embrionario en el LE y
se les ha atribuido funciones desde la promocién del desarrollo embrionario,
capacidad migratoria del trofoblasto e implantacion, hasta la regulacion de la

angiogénesis endometrial (Tabla 3) (1).



En cuanto a las VEs producidas por el endometrio, en primera instancia se observé
que contenian un perfil de miRNAs diferente al de las células de origen, cuyos genes
diana tienen funciones en implantacién embrionaria (56) y, del mismo modo, en
oveja, se observaron diferencias en el contenido en proteinas y RNAs en vesiculas
secretadas al fluido luminal de animales gestantes y no gestantes (57). Ademas, se
describié a las VEs como el mecanismo de transporte de los genes env del retrovirus
ovino Jaagsiekte enddgeno desde el endometrio al embrién, donde este tiene un
papel crucial en el desarrollo del trofectodermo (57) y promovia la secrecién de
interferén tau, el cual a su vez anuncia al Utero la presencia del embrién pre-
implantatorio (58). En humanos, nuestro grupo observé la presencia de EXOs en el
LE. Dichos EXOs contenian hsa-miRNA-30d, y eran capaces de transferirlo desde el
epitelio endometrial al embrién, donde este era internalizado y modificaba la
transcriptémica embrionaria aumentando la expresion de moléculas de adhesion
(19). Se propuso la ribonucleoproteina nuclear heterogénea C1 como el
transportador del miR-30d al contenido exosomal (59) y se observé que la carencia
de miR-30d en embriones estaba asociada a una reduccién de los ratios de
implantacién (60). Resefiablemente, el proteoma de los EXOs producidos por el
epitelio endometrial se ha visto variar con los cambios en las proporciones de
hormonas esteroides del ciclo menstrual, y que EXOs producidos por células en
condiciones hormonales de la fase receptiva incrementaban significativamente la

capacidad adhesiva de lineas trofoblasticas en cultivo (18).

Se ha descrito la produccidon de VEs por parte del embrién, mostrando que la
comunicacién materno-embrionaria es reciproca y especifica, donde las vesiculas
embrionarias eran internalizadas por el epitelio endometrial pero no por otros
tejidos maternos (61). Se ha observado que VEs producidas por el trofectodermo
eran capaces de estimular la proliferacién de células endoteliales in vitro (62) y la
migracion de células de musculo liso vascular (63), situando a las VEs como posibles
reguladoras de la angiogénesis endometrial y la remodelaciéon de las arterias

espirales uterinas. Por otra parte, se ha observado una regulacién paracrina del



embridn, donde MVs producidas por la masa celular interna eran capaces de llegar
al trofectodermo para estimular su capacidad migratoria y eficiencia implantatoria

(15).

Finalmente, es importante remarcar la utilidad de las VEs como biomarcadores en
biologia reproductiva. Se han propuesto las VEs en plasma materno como
biomarcadores de parto pretérmino a través de su firma protedmica (64) y de
miRNAs, en el ultimo caso relacionandose con condiciones de tension de oxigeno
bajas (65). Del mismo modo, las VEs en plasma se han propuesto como
biomarcadores de pre-eclampsia a través de su contenido proteico en TIMP1 y PAI1
(66), oxido nitrico sintasa endotelial (67) y en los miRNAs miR-486-1-5p y miR-486-
2-5p (68). Como marcador de cardiomiopatia periparto, se ha propuesto el
contenido en miR-146a en EXOs en suero materno y producidos por células
endoteliales de vena umbilical humana (69). También se han propuesto las VEs
placentarias como indicadoras de enfermedades infecciosas durante el embarazo

(70).

2. HIPOTESIS

La comunicacion entre el endometrio materno y el embrién preimplantatorio
mediante VEs es clave para entender la implantacion embrionaria y el desarrollo

fetal posterior.

Hipotetizamos que el endometrio materno secreta diferentes tipos de VEs con
contenido especifico durante el ciclo menstrual. Estas adquieren relevancia durante
la ventana de implantacién, cuando son internalizadas por el embriéon modificando
su firma genética/transcriptomica y realizan funciones especificas en el proceso de

implantacion.



3. OBIJETIVOS

= |dentificar y analizar la morfologia, tamafio y marcadores moleculares de las
diferentes VEs secretadas por el endometrio humano a la cavidad endometrial
durante el ciclo menstrual e investigar su contenido en DNA.

= |Investigar si las VEs pueden transportar su contenido en DNA desde el
endometrio materno al embridn, asi como el impacto metabdlico sobre el

embrion.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Obtencidon de muestras de liquido endometrial

Las muestras de LE se obtuvieron de mujeres sanas siguiendo los criterios de
inclusion del estudio en clinica IVl Valencia (CEIC: 1603-IGX-017-FV), mediante
succién con un catéter de transferencia de embriones a nivel de la superficie del
fundus uterino, y se clasificaron en funcién de la fase del ciclo menstrual en fase |
(dias 1-8), fase Il (dias 9-14), fase Il (dias 15-18), fase IV (dias 19-24) y fase 5 (dias 25-
30).

4.2. Obtencion de embriones murinos y cultivo

Se utilizaron hembras B6C3F1/Crl de 6-8 semanas bajo la autorizacién del protocolo
2015/VSC/PEA/00048. Las hembras se estimularon con 10 Ul Foligon/PMSG seguido
48 horas después de 10 Ul de Ovitrelle 250 pg/0.5 mL y cruce con machos de la
misma cepa. Las hembras se sacrificaron tras la observacion de tapon vaginal y los
embriones se obtuvieron de los oviductos mediante “flushing” con PBS. Los
embriones obtenidos se lavaron y cultivaron hasta dia E3.5 en medio G-2 plus

oxigenado.



4.3. Aislamiento de vesiculas

Las muestras de LE resuspendidas en PBS se procesaron por centrifugaciéon
diferencial seriada para el aislamiento de VEs siguiendo el siguiente esquema: 300 x
g, 10 min (x2, eliminacién de restos celulares) = 2.000 x g, 10 min (CAPs) = Filtrado
0,8 um + 10.000 x g, 30 min (MVs) > Filtrado 0,22 um + 120.000 x g, 70 min (EXOs

+ sobrenadante) (Figura 3).

4.4. Caracterizacion fenotipica de las VEs

La caracterizacion de las poblaciones vesiculares presentes en el LE humano se

realizd mediante diferentes técnicas:

Microscopia electrdnica: las diferentes poblaciones vesiculares se fijaron en solucién
de Karnovsky y se procesaron por deposicion o inclusion en resina LR-white y cortes
ultrafinos. En ambos casos se realizo tincidn positiva y se realizé visualizacion en un

JEM-1010 a 80 kV.

Western blotting: calnexina, calretiulina, VDAC1, ARF6, CD63, CD9 y TSG-101 se
analizaron en las diferentes poblaciones de VEs del LE, el sobrenadante del

aislamiento y un lisado células Ishikawa (control positivo).

Analisis del tamafio/concentracion de las VEs: los rangos de tamafio de las VEs en
muestras Unicas de LE humano se analizaron mediante ZetaSizer Nano y
NanoSight300. NanoSight300 se utilizé también para calcular concentraciones de
vesiculas y para analizar la variacidn en rangos de tamafio y concentracion de MVs y
EXOs del LE a lo largo del ciclo menstrual. Para ello se utilizaron 6 muestras en fase
I, 7 en fase Il, 7 en fase lll, 6 en fase IV y 6 en fase V del ciclo. La existencia de
diferencias en concentracién se comprobdé mediante test de Kruskal-Wallis. Como
control negativo se utilizd PBS. Para mejorar la precision de las medidas, se calibré

el NanoSight con estandares de nanoesferas de silice.



4.5. Secuenciacion del DNA de las VEs

El analisis del contenido de DNA de las VEs del LE se realizd a dos niveles, para
secuencias codificantes y sitios de union para factores de transcripcidn (SUFT). (19)
Anidlisis de diferencias para cada tipo de vesicula en pre-receptividad frente a la
ventana de implantacion. Para ello se utilizaron 4 muestras de LE en fase Il y 4 en
fase IV. (29) Analisis de contenido especifico del tipo de vesicula durante el periodo
receptivo. Para ello se utilizaron las muestras en fase IV y se incrementé el tamafio
muestral a 10. Las vesiculas aisladas se trataron con DNasa para eliminar el DNA
externo, se extrajo el DNA con QlAamp DNA Mini Kit y se concentré mediante
SpeedVac. Las librerias se construyeron con el kit Nextera XT DNA Library Prep Kit y
se secuenciaron en un NextSeq500 usando un cartucho 300 cycles NextSeq 500 High
Output v2 Kit (Figura 7). Adicionalmente, se comprobd la necesidad de tratamiento
con DNasa para evitar enmascaramiento por DNA externo en un experimento previo.
Para este, se utilizéd un pool de 6 muestras de LE. Tras el aislamiento de vesiculas,
cada poblacién se separé en tres fracciones las cuales se trataron, con una (DNasal),
dos (DNasal y Exonucleasa T5) o ninguna DNasa para comparar el efecto del
tratamiento. El resto del protocolo de secuenciacidén se realizd como en los
experimentos previos. Para el analisis bioinformatico, se utilizd bcl2fastq para
generar los ficheros FASTQ y se normalizé6 mediante el método TMM del paquete
egdeR en R (71). El alineamiento de las lecturas se realiz6 mediante BWA (72), se
filtraron las lecturas con calidad de mapeo >90% mediante Samtools (73) y se
eliminaron los duplicados con PICARD. Se obtuvo la cobertura de las diferentes
regiones gendmicas (secuencias codificantes y SUFTs) mediante Bedtools utilizando
las anotaciones hg19 de ENSEMBL (74). El analisis de enriquecimiento diferencial se
realizo mediante edgeR (75, 76). Se utilizé una féormula aditiva incluyendo grupo (tipo
de vesicula + fase) y paciente para eliminar las diferencias debidas al paciente. Se
utilizo el método de Bonferroni para ajustar el P-valor. Finalmente, para calcular la
proporcion de DNAmt en las VEs, se calculé el nimero de reads mapeadas en cada

cromosoma con samtools idxstats y se obtuvo la proporcidn lecturas DNAmt /



lecturas en resto de cromosomas. Para las comparativas entre tipos de VEs y fase del

ciclo se utilizo test de Kruskal-Wallis.

4.6. Estudio de la transferencia de DNA de las VEs a embriones murinos

Se utilizaron células Ishikawa para generar VEs con DNA marcado que pudiera ser
posteriormente diferenciado del gendmico del embrién. Para ello, se cultivaron en
presencia de 5-ethinil-2’-desoxiuridina (EdU), el cual se inserta en las cadenas de
DNA durante la replicacién celular. Posteriormente, las VEs se aislaron del medio
condicionado (CAPs, MVs, EXOs + SN) y se incubaron con embriones en hatching en
dia E3.5 de desarrollo. Como control negativo, se co-incubaron embriones con una
mezcla de los distintos tipos de VEs sin EAU. Al dia siguiente, se lavaron los embriones
y se marco el DNA vesicular mediante reaccidn de Click-it (Click-iT™ EdU Alexa Fluor™
488 Imaging Kit), los ntcleos con DAPIy las membranas celulares y zona peltcida con
Wheat Germ Agglutinin, Texas Red™-X Conjugate. Finalmente, se analizd la
internalizacion de DNA vesicular en un microscopio confocal Olympus FV1000

(Figura 9).

4.7. Andlisis del efecto de las VEs sobre la bioenergética del embrion

Analisis del contenido en ATP: se aislaron las poblaciones vesiculares de un pool de
5 muestras de LE en fase IV del ciclo menstrual y se co-incubaron durante la noche
con embriones en dia E3.5 de desarrollo en las siguientes combinaciones: CAPs, MVs,
EXOs, mezcla de todas las poblaciones y sin vesiculas. Al dia siguiente, se lavé los
embriones y se midié su contenido en ATP utilizando el kit FLASC (Sigma-Aldrich)
(Figura 10). Se seleccionaron embriones de buena calidad en grupos de 10,
consiguiendo 6 replicados para CAPs y MVs, 5 replicados para EXOs y la combinacidn
de VEs, y 3 replicados para la condicion sin vesiculas. Para analizar diferencias entre
condiciones se utilizo test ANOVA (77, 78) y test de Tukey para el andlisis post-hoc.

El contenido en ATP en las muestras se obtuvo mediante regresion lineal a partir de



la curva de estandares y se muestra como la media de replicados conteniendo 10

embriones * desviacion estandar (Figura 45).

Andlisis del potencial de membrana mitocondrial: se estudié potencial de
membrana como una medida de la actividad mitocondrial. Se obtuvieron las
diferentes poblaciones de VEs del medio condicionado de células Ishikawa y se
incubaron durante la noche con embriones murinos siguiendo el esquema del
experimento previo. Tras la incubacidn, se analizaron diferencias en potencial de
membrana utilizando el sistema de JC-1 (79). Como control de mitocondria
despolarizada, una parte de los embriones incubados en ausencia de vesiculas se
traté con valinomicina (80). El andlisis de fluorescencia se realizé en microscopio
confocal Olympus FV1000 (Figura 11). Finalmente, se utilizé ImageJ para calcular la
intensidad media de fluorescencia para los diferentes canales y se calculd para cada

condicidn la proporcién agregados / monémeros.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacion fenotipica de las VEs del liquido endometrial humano

Las imagenes de microscopia electrénica de transmision (MET) mostraron a los CAPs
diferenciados por su gran tamafio entre 1.5 um y 8 um, aunque también se observo
una poblacién mas pequefia de CAPs con tamafios entre los 50 y los 700 nm (Figura
12). Su patrén de marcadores moleculares destacé por la presencia de calreticulina
y VDACL. Calreticulina se observd en los mismos niveles en CAPs y MVs, hecho que
ya habia sido reportado (81, 82). VDAC1 fue mas especifico de CAPs, aunque se
encontré una sefial menor en MVs (Figura 15). Esto podria explicarse por la
incapacidad de las técnicas de aislamiento para separar poblaciones Unicas de VEs
(6, 83). Los CAPs se describieron como una poblaciéon multimodal con dos centros de
tamario bajo DLS. La poblacion principal tenia un tamafio medio aproximado de 2

pum y representaba el 61,1% del total de particulas. La segundo mostré un tamafio



medio de 274.7 nm, correspondiente al 38.4% del contenido total de particulas
(Figura 18). Esta segunda poblacidn podria haber surgido después del aislamiento
inicial de CAPs (de lo contrario, se habria aislado junto a la fraccion de MVs) y
concuerda con nuestras observaciones MET que indican una poblacién de CAP de
menor tamaio (Figura 12). Un posible origen de estos CAPs de pequefio tamafio
puede ser la fragmentacién de la membrana del reticulo endoplasmico (RE) durante
la apoptosis, dando lugar a vesiculas mas pequefias que los CAPs candnicos (84, 85)
las cuales se liberarian durante su procesamiento. Esto ademds podria relacionarse
con la presencia de calnexina y calreticulina, dos proteinas conocidas del RE, en MV,
una fraccion que muestra un rango de tamafio superpuesto al de los CAPs pequefios

(Figura 16).

Mediante MET, las MVs se observaron mucho mas abundantes, presentaban
tamafios de 200 a 700 nm y un contenido electron-denso de elevada heterogeneidad
(Figura 13). ARF6, un marcador propuesto para esta poblacion (9, 86), también se
encontré en EXOs, aunque con un patron de banda diferente: EXO mostraban dos
bandas en comparacién con una banda Unica para MVs. Esto se confirmé al observar
el patron de los CAPs, donde ambas bandas estaban presentes, con la banda
especifica para EXO en niveles relativamente mas bajos (Figura 16). Las MVs
presentaban tamafios en su rango candnico de 100 — 1000 nm, en una sola poblacién
con un tamafio medio de 290.8 nm, observado por DLS (Figura 18). Un analisis mas
detallado por NTA delimité la mayoria de estas vesiculas entre los 150 — 550 nm, con
un tamafio modal de 267,2 nm, y 83,49% del total de particulas mayores de 200 nm
(Figura 20). El tamafio de las MVs se observé similar en las diferentes fases del ciclo
menstrual. Su concentracién fue comparable a la de los EXOs, especialmente
durante fase | y se aprecié una tendencia decreciente no significativa con la

progresion del ciclo (p> 0.05) (Figura 21).

Los EXOs mostraron aspectos y abundancia similares a las MVs por MET, con

tamafios entre 40 — 160 nm y estructuras aparentemente mds homogéneas en



comparacion con otras poblaciones de VEs (Figura 14). Las tetraspaninas CD9 y
CD63, asi como TSG101, seleccionados como marcadores clasicos de EXOs (3), se
observaron en las tres poblaciones de VEs (Figura 17), descartando su uso como
marcadores especificos de EXOs. Del mismo modo, se confirmé sefial negativa de
calnexina para los EXOs (87, 88) y se observo un patrdn de distribucidén en VEs similar
al de la calreticulina, lo que es consistente ya que ambas proteinas proceden del
reticulo endopldsmico (88, 89) (Figura 15). Los EXO mostraron una poblacién de un
solo tamafio, parcialmente solapante al de las MVs, con un tamafio medio en DLS de
143,2 nm (Figura 18). Bajo detalle de NTA se delimitaron al intervalo de 70 a 400 nm,
aunque los tamanos >200 nm mostraron un error estandar aumentado, indicando
inestabilidad y la probable presencia de agregados. El tamafio modal de los EXOs fue
de 155.5 nm, y el 62.68% de las particulas totales fueron <200 nm. Los perfiles de
tamafio de EXOs se mantuvieron constantes a lo largo del ciclo y tampoco se

apreciaron diferencias en concentracion (Figura 21).

En conjunto, nuestros datos sugieren una contribucién similar de MVs y EXOs en el
LE en términos de nimero total de vesiculas, con un perfil de tamafio que muestra
la prevalencia de EXOs en la porcién mas alta de su intervalo candnico y MVs de
tamarfios pequefios dentro de su rango de tamafio clasico (1). Finalmente, el
sobrenadante del proceso de aislamiento de vesiculas mostré una cantidad reducida
de particulas de pequefio tamafio en DLS y NTA, posiblemente correspondientes a
agregados proteicos. El PBS, utilizado para la resuspension de las VEs tras la

extraccién no mostré un nimero de particulas medible (Figura 20).

5.2. Contenido en DNA de las VEs del LE en funcion del momento del ciclo y del tipo

de vesicula (secuencias codificantes y SUFT)

Previamente a analizar el contenido especifico en DNA de las VEs del LE, se evalud la
necesidad de tratamiento con DNasa para eliminar el DNA que pudiera quedar

pegado externamente y enmascarar el contenido real de las vesiculas. Los resultados



de secuenciacion mostraron enriquecimiento tanto en secuencias codificantes como
en SUFT sobre el DNA gendmico total en las poblaciones vesiculares sélo tras el
tratamiento con DNasa (Figura 23), indicando que existia un patron especifico de
transmision de DNA que seria enmascarado si no se eliminara el DNA externo previo

a la extraccion del DNA vesicular.

Las secuencias génicas se estudiaron bajo la hipdtesis de que pudieran llegar al
embrién en VEs, al menos al trofectodermo, donde podrian expresarse para
aumentar la produccién de ciertos RNAs. Los SUFT se exploraron por su capacidad
de unidn a factores de transcripcion (FT), proteinas reguladoras de la estructura del
DNA para la modulacidn de la expresidn génica. Se planted que una vez dentro del
embrién podrian unir FTs para promover la expresién de ciertos genes o, por el
contrario, secuestrarlos para disminuir la expresion génica. Se hipotetizé que el DNA
podria alcanzar los nucleos embrionarios y sobrevivir cierto tiempo como un

elemento satélite transcripcionalmente funcional para apoyar la implantacion.

Tras definir las condiciones experimentales, se llevd a cabo un analisis para
identificar diferencias en el contenido en DNA de cada tipo de vesicula en el
momento de receptividad (fase IV) frente a la fase proliferativa del endometrio (fase
I). El analisis de secuenciacidén no evidencié diferencias en SUFT entre fases del ciclo,
pero si se descubrié un pequefio nUmero de secuencias génicas diferencialmente
secretadas en todas las poblaciones vesiculares tanto en fase proliferativa como
receptiva (Figura 25, Tabla 5). Entre las secuencias enriquecidas en fase IV, cabe
destacar el gen para la enzima glutation S-transferasa theta 1 (GSTT1), para el cual
se descubrid un enriquecimiento de entre 326 y 423 veces en las distintas VEs. GSTT1
es una enzima con importantes funciones en detoxificacion de especies reactivas del
oxigeno (ERO) (90) y cuya pérdida de funcion se asocia con mayores riesgos de parto
pretérmino ligados a incremento del estrés oxidativo (91), pre-eclampsia (92) y
pérdida del embarazo (93). Ademas, la transmisién de GSTT1 durante la ventana de

implantacién podria constituir un mecanismo materno para la sobreexpresién



embrionaria de esta enzima para combatir el incremento de ERO producidas por el
embrién en desarrollo (y tejidos circundantes) y que limitan su capacidad
implantatoria (94). Entre las secuencias enriquecidas en fase proliferativa, UGT2B17
fue la mas especifica con valores de fold-change entre 14,15y 17,4 en las diferentes
VEs. Su producto codificado tiene funciones en la eliminacién de hormonas
esteroides, como los estrégenos, de células en proliferacion. No existen actualmente
evidencias de las funciones de UGT2B17 durante la etapa de restauracion
endometrial, pero se ha visto involucrado en cdncer de endometrio, donde su
eliminacién conduce a la inhibicidn del crecimiento celular y a la apoptosis de las

células cancerosas (95).

En vista de las escasas diferencias observadas entre fases, se decidié aumentar el
tamafio muestral en fase receptiva para evaluar un posible papel diferencial de las
VEs del LE sobre el embrién peri-implantatorio. El andlisis de secuencias génicas
revelé a las MVs como la Unica poblaciéon con contenido diferencial en DNA,
destacando un enriquecimiento de 11.12 + 0.53 fold-change en los 13 genes
mitocondriales conocidos al comparar con EXOs (Tabla 6). Dichos genes codifican
para subunidades proteicas de la cadena de transporte de electrones (96, 97). En
cuanto al analisis de SUFT, se observd una gran variedad y enriquecimiento de nuevo
s6lo en MVs al compararlas con el resto de las poblaciones. Concretamente, se
observé enriquecimiento en 28 SUFT en la comparativa con CAPs (fold-change entre
7,1y 26,7) y en 192 SUFT al comparar con EXOs (fold-change entre 8.61y 22.35), la
mayoria de los cuales procedian del genoma mitocondrial (Tabla 7, Figura 29). Para
facilitar la interpretacion de resultados, se clasificaron los SUFT por el FT que son
capaces de unir, algunos de los cuales tienen funciones conocidas en desarrollo

embrionario (Tabla 8).

En conjunto, el analisis de las secuencias génicas mostré a las MVs como potenciales
vehiculos para aumentar las copias de los genes del DNAmt en las mitocondrias

embrionarias. En cuanto a los SUFT, observamos que, aunque la mayoria tenian



origen mitocondrial, los FTs relacionados tienen funcién a nivel nuclear, pudiendo
esto constituir un vinculo entre el control genético compartido nuclear y
mitocondrial de la fisiologia mitocondrial (98). Particularmente, TRF4 resulta
interesante por su funcidn en la proteccidn contra el estrés oxidativo (99), lo que
podria estar en linea con la transmisiéon de GSTT1 durante la ventana de implantacion
(90, 94). También cabe destacar la transmision de SUFT para GABP, FT con funciones
sobre la biogénesis y funcién mitocondrial (100, 101), que ademas fueron el segundo
grupo de SUFT con mayor enriquecimiento (Figura 29). Estos resultados
demostraron por primera vez que el endometrio libera DNAmt en VEs,
especialmente MVs, al liquido endometrial como un posible mecanismo de
regulacién de la bioenergética del embrion en el momento de la implantacion. El
analisis de la proporcién de DNAmt frente a DNA nuclear en VEs del LE reveld una
tendencia positiva en receptividad frente a la fase proliferativa del ciclo, aunque no
significativa. Sin embargo, si se observd un aumento significativo para esta
proporcién en MVs en comparacién con CAPs y EXOs independientemente de la fase

del ciclo (Figura 34).

5.3. Capacidad de las VEs endometriales para transportar DNA al embrion en

cocultivo

Se demostro la transmision de DNA a través de CAPs tanto a nivel citoplasmatico
como nuclear y se observé una gran cantidad de DNA transmitido que tendia a
acumularse en grandes depdsitos en zonas discretas del embridn, principalmente a
nivel citoplasmatico (Figura 35). Las MVs también se observaron capaces de
transportar DNA al citoplasma y nucleos embrionarios. En este caso, la transmision
siguié un patréon de pequefios puntos situados principalmente a nivel perinuclear
(Figura 36). En cuanto a los EXOs, aunque se observé potencial para la transferencia
de DNA, este fue mas residual (Figura 37). Estos resultados sugieren reconsiderar la
utilidad de los EXOs en la transmision de DNA, al menos a nivel del LE. Por el

contrario, se han descrito como un vehiculo clave para la transmision de RNAs



pequefios (19, 56). Finalmente, el sobrenadante del proceso de aislamiento, el cual
contendria principalmente DNA libre y potencialmente una cantidad residual de VEs
de pequefio tamafio, no mostro sefal de transmisién de DNA (Figura 38), de lo que
se concluyé que la transmisidn de DNA a nivel del LE se produciria principalmente a
través de VEs y no en forma de DNA libre. Remarcablemente, independientemente
de la poblacidn, la transferencia de DNA se observo sélo en zonas del embridn que
ya se habian liberado de la zona pelucida, donde el contacto intermembrana es

posible, y al menos a nivel del trofoblasto.

5.4. Papel potencial de las VEs del LE en la _modulacion de la bioenergética

embrionaria

Para evaluar si el cargo de las VEs del LE en DNAmt y su habilidad para transportar el
DNA al embridn se correlacionaban con una modulacién de la actividad energética
del mismo, se llevaron a cabo dos experimentos. En el primero, se midio la cantidad
de ATP en embriones murinos tras la exposicion a los diferentes tipos de VEs del LE.
No se observaron diferencias significativas en embriones co-incubados con CAPs o
MVs frente a embriones cultivados sin el estimulo de VEs del LE. En cambio, al co-
incubar los embriones con EXOs y, en menor medida, con una combinacién de los
tres tipos de vesiculas, se aprecid una reduccion significativa del ATP embrionario
(Figura 45). Para intentar averiguar el origen de la reduccidn en ATP producida por
los EXOs, se llevé a cabo un segundo experimento donde se analizo el potencial de
membrana mitocondrial utilizando las condiciones del experimento previo y el
sistema de marcaje de JC-1. Mediante este sistema, una mayor proporcion de
agregados frente a mondmeros de JC-1 se relacionaria con un mayor potencial de
membrana y, por tanto, con mitocondrias mas activas en la produccién de ATP. Se
introdujo una condicidon tratada con valinomicina, un desacoplante de la
fosforilacion oxidativa, como control de embriones con mitocondrias no cargadas.
La lectura de fluorescencia demostré que los embriones estimulados con EXOs,

aislados o en combinacidn con el resto de VEs, presentaban niveles de JC-1 mas bajos



tanto en forma monomérica como en agregados en comparacion con el resto de
condiciones. Por el contrario, los estimulos de CAPs y MVs mantuvieron la sefial JC-
1 al mismo nivel que embriones sin VEs (Figura 46). Sin embargo, no se observaron
diferencias en la relacion agregados/mondmeros entre las diferentes condiciones
(0.74 £ 0.05, 0.66 £ 0.13, 0.74 £ 0.06, 0.69 + 0.12, 0.64 + 0.15 para CAPs, MVs, EXOs,
combinacién de VEs y sin VEs, respectivamente), y en todos los casos fue superior a
la del control con valinomicina (0.35 + 0.08). Por ello se concluyd que la incubacién
de los embriones con EXOs no conducia a una reduccién de su potencial de
membrana mitocondrial y, por tanto, de su produccidén de ATP. Sin embargo, la
reduccion en el contenido de mondmeros de JC-1, y en consecuencia de agregados,
también se ha relacionado con una reduccion de la masa mitocondrial total, sin
afectar a la proporcion mondmeros/agregados (102-104). Por ello, este trabajo
propone que la reduccion en ATP en embriones incubados en presencia de EXO
podria deberse a una reduccion en el contenido mitocondrial en lugar de a una

afectacidn de su funcionalidad.

Tomando todos los resultados en conjunto, nuestra hipotesis es que las VEs del LE
desempeniarian un papel cooperativo para regular la funcionalidad mitocondrial. Por
una parte, las MVs transportan DNAmt que puede interactuar con las mitocondrias
y FTs nucleares en el trofoblasto para regular la produccion de ATP mientras
protegen las células del aumento del consumo de oxigeno y produccion de ERO a
medida que se acerca el momento de la implantacion (94, 105). Ademas, los SUFT
transportados podrian tener un papel para el posterior desarrollo de tejidos
embrionarios especializados, lo estd respaldado por recientes estudios que
posicionan a las mitocondrias como organulos que integran sefiales celulares y se
comunican con el nucleo y otros organulos celulares para desencadenar cascadas de
sefializaciéon con impacto desde la division celular hasta la especializacidn de linajes
celulares, y cuya pérdida de funciéon afecta al desarrollo embrionario post-
implantatorio (98, 106). Por otra parte, los EXOs tendrian el papel de controlar la

poblacién mitocondrial hacia una reduccién de la masa total. Esto podria vincularse



con los embriones de buena calidad en ciclos de reproduccién asistida, que carecen
de los estimulos de las VEs del LE durante el cultivo in vitro, muestran un contenido
elevado de DNAmt y estan asociados con tasas de implantacién mas bajas (107, 108).
También podria plantearse la hipotesis de que una reduccidon en la masa
mitocondrial total podria responder a un incremento en la demanda de energia
rapida cuando el embrién se acerca al momento de la implantacién, pasando a
utilizar la glicolisis para saciar dicha demanda. Se ha observado que el embrién elige
la glicdlisis para generar energia tras alcanzar el estadio de blastocisto y acercarse el
momento de implantacidn. Ademas, se produce una reduccidn de la concentracién
de oxigeno en la transicién entre las trompas de Falopio y el utero, lo que reduce la
eficiencia del ciclo de los acidos tricarboxilicos para producir energia (efecto
Warburg). Ademas, en el estadio de blastocisto, el piruvato se convierte en el
sustrato energético mas importante (109, 110). Una reduccién en la eficiencia del
ciclo de Krebs y la promocion de la glicdlisis, podria también hacer innecesario el
mantenimiento de parte de la poblacién mitocondrial, por lo que su eliminacion
podria favorecer la eficiencia energética del embridn. Las mitocondrias reducidas en
numero por accion de los EXOs podrian ser sobrecargadas con elementos de la
cadena de transporte de electrones por accién de las MVs a nivel mitocondrial y
nuclear. Esto podria incrementar y concentrar la produccion de ATP, el cual seria
rapidamente consumido por las crecientes necesidades energéticas del embrién
peri-implantatorio. Consecuentemente, se haria necesario fortalecer las barreras
contra los estreses oxidativo e ionizante producidos por una cadena de transporte
de electrones hiperactivada, a través de la sobreexpresiéon de intermediarios como

GSTT1 (90) o TR4 (99, 111).



6.

CONCLUSIONES

El liguido endometrial humano contiene diferentes poblaciones de vesiculas
extracelulares que pueden ser clasificadas como cuerpos apoptdticos,
microvesiculas y exosomas. Estas poblaciones presentan morfologia, marcadores

moleculares y perfiles de tamafio especificos.

La concentracién de microvesiculas y exosomas es similar en el liquido
endometrial, y no se aprecian diferencias significativas en tamafio ni en

concentracion a lo largo del ciclo menstrual.

Los distintos tipos de vesiculas extracelulares endometriales contienen DNA que
representa todos los cromosomas y el DNA mitocondrial, observandose un
enriquecimiento especifico en secuencias génicas y SUFT dependiendo de la fase

del ciclo menstrual y del tipo de vesicula.

Durante la fase de receptividad endometrial, las vesiculas extracelulares
endometriales estan enriquecidas en la secuencia del gen GSTT1, cuyo producto
tiene funciones importantes en la proteccidn frente al estrés oxidativo. Ademas,
se identificd un enriquecimiento en DNA mitocondrial en las MVs, incluyendo
todas las proteinas codificadas en el genoma mitocondrial para complejos de la
cadena de transporte de electrones, y SUFT relacionados con factores de

transcripcion implicados en la fisiologia mitocondrial y modulacion epigenética.

Las vesiculas extracelulares endometriales transfieren su contenido en DNA al
embrién, que lo internaliza en las células del trofectodermo que han hecho
hatching. Esta transmisidn aparece especialmente acentuada para CAPs y MVs,
mientras que la transmisién de DNA mediante EXOs es menor, y no se observa
transmision en la fraccion libre de vesiculas, sugiriendo que esta es llevada a cabo

principalmente por las VEs.



= Los EXOs aislados del endometrio receptivo provocan una reduccién de los
niveles de ATP en los embriones en cocultivo posiblemente relacionada con una

reduccidn en la masa mitocondrial total.
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