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RESUMEN

Las vesículas extracelulares (VEs), exosomas y micro vesículas son un tipo de estructuras heterogéneas pre-
sentes en la mayoría de los fluidos orgánicos incluyendo el fluido oviductal. Las VEs contienen varios compuestos 
derivados de la célula original, como proteínas, lípidos, ARNm, miARN y ADN. Las VEs en el oviducto son 
producidas por las células epiteliales y entre sus funciones se encuentran: la interacción con los espermatozoides, 
mantener la viabilidad de éstos, participar en la maduración de los ovocitos y en el proceso de fecundación. 

Durante la fecundación in vitro y con el fin de mejorarla imitando las condiciones in vivo, numerosos 
investigadores han utilizado cultivos de células del epitelio oviductal bovino (CEOB) con notables mejoras. 
Estas células producen, entre otros componentes VEs, por ello, en este trabajo hemos planteado un estudio com-
parativo de VEs presentes en el fluido oviductal (FO) bovino recogido en momentos próximos a la ovulación 
(in vivo) y de aquellas VEs producidas en cultivos de CEOB a los 7 días de cultivo (in vitro) comparando el 
tamaño, la distribución de la población y la concentración de proteína en ambos tipos. Las VEs se identificaron 
mediante microscopía electrónica, su tamaño mediante dispersión de luz láser y la concentración de proteínas 
mediante el método Bradford.
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Los resultados mostraron que el tamaño de las VEs fue similar entre ambos grupos experimentales. Por 
otro lado, sí que se observaron diferencias en cuanto a la concentración de proteínas. Las VEs obtenidas in vivo 
contenían mayor cantidad de proteína en su cargo que en las VEs obtenidas in vitro.

En cuanto a identificación de las VEs mediante microscopía electrónica de transmisión, solo pudieron ser 
observadas aquellas obtenidas in vivo. Este hecho podría deberse al lugar de dónde han sido recogidas, al mét-
odo de cultivo de células epiteliales oviductales bovinas o la escasez en su producción.

Palabras clave: vesículas extracelulares, bovino, fluido oviductal, cultivo celular, oviducto.

SUMMARY

Recent studies have shown that extracellular vesicles may play an important role in modulating the fertili-
zing capacity of sperm during their journey through the female reproductive tract. Extracellular vesicles (EVs), 
exosomes and micro vesicles, are a class of heterogeneous structures found in most body fluids, including 
bovine oviductal fluid. EVs contain various compounds derived from the original cell, such as proteins, lipids, 
mRNA, miRNA and DNA. EVs in the oviduct are produced by epithelial cells and their functions include inte-
raction with spermatozoa, maintenance of their viability, participation in oocyte maturation and the fertilization 
process.

During the in vitro fertilization process and to improve it by mimicking in vivo conditions, many re-
searchers have used bovine oviductal epithelial cell (BOEC) cultures with remarkable improvements.  
These cells produce, among other components, EVs, for this reason, in this work we have proposed a com-
parative study of the EVs present in the bovine oviductal fluid (OF) collected at times close to ovulation (in 
vivo) and those produced in BOEC cultures after 7 days of culture (in vitro) comparing the size, population 
distribution and protein concentration in both types. The EVs were identified by electron microscopy, their size 
by dynamic light scattering and their protein concentration by the Bradford method.

The results showed that the size of EVs evaluated per intensity was similar between both ex-
perimental groups. However, differences were observed in terms of protein concentration. EVs ob-
tained in vivo contained a greater amount of protein in their cargo than the EVs obtained in vitro. 
Regarding the identification of EVs by transmission electron microscopy, only those obtained in vivo could be 
observed. This fact could be due to the place of collection, the method of culturing bovine oviductal epithelial 
cells or the scarcity of their production.

Keywords: extracellular vesicles, bovine, oviductal fluid, cell culture, oviduct.

INTRODUCCIÓN

El paso de los espermatozoides a través del 
tracto reproductor femenino es una forma com-
pleja de selección para aumentar al máximo la 
probabilidad de que los espermatozoides que 
alcancen el ovocito tengan la mayor calidad y 
probabilidad de fecundar al ovocito con éxito.

En la vaca el tracto reproductivo está com-
puesto por varios órganos. Entre ellos se en-
cuentran: los ovarios, encargados de producir 
los gametos; los oviductos que participan en la 
formación de un ambiente necesario para que se 
lleve a cabo la unión de los gametos; el útero, 
lugar donde el embrión va a llevar a cabo su 

desarrollo embrionario; la vagina, que protege 
el tracto genital superior; y por último la vulva, 
que es la abertura del tracto genital hacia el 
exterior y además, permite la entrada del pene 
durante la cópula y la salida del ternero al am-
biente (Ball & Peters, 1987). En la figura 1 se 
muestra el tracto genital de la vaca completo y 
separado del resto de tejidos adyacentes y liga-
mentos, respectivamente.

En la especie bovina, el oviducto mide 
aproximadamente entre 25-30 cm y presenta 
cuatro regiones: el infundíbulo, la ampolla, el 
istmo y la región útero-tubárica. En la figura 
2 se muestran estas regiones. En términos ge-
nerales, el oviducto interviene en el transporte, 
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almacenamiento y capacitación de los game-
tos, bloqueo de la polispermia y el desarrollo 
embrionario temprano (Holt & Fazeli, 2010). 
El infundíbulo es la región del oviducto que 
conecta el ovario y el oviducto. Es asimétrico 
y con forma de embudo y contiene fimbrias 
adyacentes al ovario que permiten la captación 
del ovocito. Además, se encarga del transporte 
de los ovocitos (Yániz, Lopez-Gatius, Santolar-
ia & Mullins, 2000). La ampolla se encuentra 
en el centro y es la región de mayor longitud. 
En ella ocurre la fecundación, de ahí su impor-

tancia. Por su parte, el istmo forma el tercio 
proximal del oviducto y está conectado al útero 
mediante la unión útero-tubárica. Esta región, el 
istmo, es el lugar dónde ocurre la capacitación 
de los espermatozoides (Hunter, 1998). 

La pared del oviducto está formada por tres 
capas: serosa, muscular y mucosa. La túnica 
serosa es la capa más externa y está compuesta 
en gran parte por el mesotelio del peritoneo y 
una capa de tejido conectivo muy vascularizada 
(túnica subserosa). La túnica muscular está for-
mada por dos capas de músculos: longitudinal 

Figura 1. Tracto genital de la vaca. En la imagen de la izquierda podemos observar el tracto genital 
de la vaca completo. En la imagen de la derecha, podemos observar cómo se encuentra el tracto 
genital separado de los ligamentos y tejidos adyacentes.

Figura 2. Disección de oviducto bovino. Se muestran las tres regiones: ampolla (a), unión ist-
mo-ampular (uia), istmo (i) y unión útero-tubárica.
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en la parte externa y circular en la parte interna. 
Y, por último, la túnica mucosa que es la más 
interna y está compuesta por una lámina propia 
de tejido conjuntivo laxo y epitelio columnar 
simple (Lombard, Morgan & McNutt, 1950).

En la especie bovina el ciclo estral dura en-
tre 17 a 24 días y se divide en cuatro fases: 
i) el estro, período de receptividad sexual (día 
0), ii) el metaestro, período post -ovulatorio 
(días 1-4), iii) el diestro, donde el cuerpo lúteo 
está activo (días 5-18) y en último lugar iv) 
el pro-estro, período antes del celo (días 18-
20). Además, el ciclo estral también puede ser 
definido según la función ovárica en dos fases 
que dependen del tipo de folículo: la fase folic-
ular (proestro y estro) y la fase luteal (metaestro 
y diestro) (Forde, Beltman, Lonergan, Diskin, 
Roche & Crowe, 2011). 

El inicio del ciclo estral se produce por la 
liberación de la hormona liberadora de gonado-
trofina (GnRH) en el hipotálamo, que ejerce su 
acción en la adenohipófisis para la síntesis y lib-
eración de la hormona estimulante del folículo 
(FSH) y la hormona luteinizante (LH) que a su 
vez, estimula el crecimiento folicular. La FSH 
sólo se almacena en gránulos secretores del ci-
toplasma durante cortos períodos de tiempo, al 
contrario que la LH, que se almacena en perío-
dos más largos durante todo el ciclo estral. Los 
folículos que se encuentran en desarrollo secre-
tan estradiol (E2), lo que estimula la producción 
de LH que, a su vez, induce la ovulación y la 
liberación del ovocito hacia el oviducto para ser 
fecundado (Webb, Nicholas, Gong, Campbell, 
Gutiérrez, Garverick & Armstrong, 2003). El 
pico de LH dura aproximadamente 7-8 horas y 
24-32 horas después de este momento ocurre la 
ovulación (Ball & Peters, 1987).

En la vaca se desarrollan varios folículos 
hasta la etapa antral pero, sólo el folículo dom-
inante, que es el más maduro, responde a los 
niveles de FSH y será el que ovule (Webb et 
al., 2003). Está demostrado que la progesterona 
(P4) y el E2 controlan la actividad secretora del 
oviducto, incluso el contenido de vesículas ex-

tracelulares (VEs) oviductales. Además, el sitio 
donde se produce la ovulación cambia la com-
posición del fluido oviductal (Gatien, Mermil-
lod, Tsikis, Bernardi, Janati Idrissi, Uzbekov, 
Le Bourhis, Salvetti, Almiñana & Saint-Dizier, 
2019). La concentración, el tamaño y el con-
tenido de las VEs va cambiando a lo largo de 
todo el ciclo estral. Por ejemplo: durante la fase 
luteal, el número y el tamaño de VEs es mayor 
que en la fase folicular y esto parece ser conse-
cuencia de la mayor presencia de la P4 (Laezer, 
Palma-Vera, Liu, Frank, Trakooljul, Vernunft, 
Schoen & Chen, 2020). 

Tras la ovulación, las estructuras foliculares 
evolucionan para formar cuerpos lúteos (CL) 
que comienzan a producir y liberar P4, hormona 
que permite que pueda mantenerse la gestación 
y bloquear el eje hipotálamo-hipofisario. Si no 
hay fecundación, los niveles de P4 son bajos en 
el estro y van aumentando hasta llegar a niveles 
más altos en diestro. La oxitocina induce la se-
creción pulsátil de prostaglandina F2α (PGF2α) 
del útero que provoca la regresión del CL e 
interrumpe la fase luteal dando lugar al inicio 
de un nuevo ciclo ovárico (Forde et al., 2011). 
En la figura 3 se muestra el esquema del patrón 
de secreción de las hormonas LH, FSH, P4 y el 
patrón de crecimiento de los folículos ováricos 
durante el ciclo estral de la vaca.

El fluido oviductal (FO) en el momento de 
la fecundación tiene un pH neutro o ligeramente 
básico y es el medio fisiológico en el que tiene 
lugar la capacitación de espermatozoides, la fe-
cundación y el desarrollo embrionario temprano 
(Carrasco, Coy, Avilés, Gadea & Romar, 2008). 
Las hormonas, principalmente esteroides ovári-
cos, controlan el funcionamiento del oviducto 
que es una región dónde se producen numero-
sos cambios en la composición del fluido ovi-
ductal en diferentes lugares del mismo, y duran-
te las diferentes etapas del ciclo estral (Carrasco 
et al., 2008). Estas hormonas participan en la 
tasa de secreción del fluido a través del control 
del paso de iones por el epitelio del oviducto 
(Leese, Tay, Reischl & Downing, 2001). Los 
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estrógenos provocan hipertrofia, maduración y 
aumento en la altura de las células secretoras 
y reponen las células ciliadas. Por otro lado, la 
P4 causa atrofia y disminución de la actividad 
secretora. Todo esto, provoca alteraciones en la 
actividad de síntesis proteica lo que conlleva a 
cambios en la producción del fluido oviductal 
(Leese et al., 2001).

Las células oviductales pueden conferir me-
jor ambiente a los espermatozoides, sobre todo, 
cuando la calidad del semen es inadecuada o 
cuando se quiere utilizar estos espermatozoides 
para la fecundación in vitro (FIV) (López-Úbe-
da, García-Vázquez, Gadea & Matás, 2017). La 
interacción que se produce entre las CEOB y 
el reservorio de esperma permite que se realice 

Figura 3. Representación esquemática del patrón de secreción de la hormona estimulante del 
folículo (FSH), la hormona luteinizante (LH) y la progesterona (P4) así como, el patrón de cre-
cimiento de los folículos ováricos durante el ciclo estral en la especie bovina (Imagen tomada de 
https://zoovetesmipasion.com/ganaderia/reproduccion-bovina/el-ciclo-estral-de-la-vaca/#Ciclo_es-
tral_de_la_vaca).

https://zoovetesmipasion.com/ganaderia/reproduccion-bovina/el-ciclo-estral-de-la-vaca/#Ciclo_estral_de_la_vaca
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una selección de los espermatozoides adecuada 
y un mantenimiento de la competencia en la 
fecundación (Luño, López-Úbeda, García-Váz-
quez, Gil & Matás, 2013).

El FO es una mezcla compleja de iones, 
azúcares, proteínas y lípidos (Hugentobler, Sre-
enan, Humpherson, Leese, Diskin & Morris, 
2010) cuyo volumen y composición varían a 
lo largo del ciclo estral (Carrasco et al., 2008). 
En la vaca, se ha observado que el volumen de 
FO incrementa durante la fase folicular (Hunter, 
2012). Muchas proteínas del fluido provienen 
del trasudado del suero, por ejemplo: albú-
minas, α-, β-, γ-globulinas y lipoproteínas de 
alta densidad (Stanke, Sikes, Deyoung & Tum-
bleson, 1974). Sin embargo, algunos estudios 
realizados in vitro en cultivos de CEOB han 
demostrado que las células cultivadas también 
pueden sintetizar y secretar una gran variedad 
de proteínas y péptidos. En el oviducto tam-
bién se encuentran las VEs y su función en las 
diferentes partes del mismo, se encuentra re-
lacionada con la participación en sus acciones 
biológicas como son: la migración/función de 
los espermatozoides, la fecundación, el desa-
rrollo del embrión antes de la implantación y, 
finalmente, el transporte del embrión (Harris, 
Stephens & Winuthayanon, 2020).

Las células del cultivo de CEOB, así como 
su secretoma, crean unas condiciones adec-
uadas para la fecundación in vitro y facilitan 
el desarrollo embrionario temprano (Sidrat, 
Khan, Joo, Wei, Lee, Xu & Kong, 2020). Las 
aplicaciones del sistema de cultivo de CEOB 
y sus derivados se consideran un gran avance 
en la reproducción asistida. Hasta el momen-
to, se han formulado multitud de medios de 
cultivo para el desarrollo in vitro de embriones 
preimplantacionales (Sidrat et al., 2020). Aun-
que estos medios están producidos para que se 
parezcan a la composición del fluido oviductal 
in vivo, los que se encuentran disponibles en la 
actualidad todavía carecen de varias proteínas 
y VEs del FO que son desconocidos (Abe & 
Hoshi, 1997). En cuanto a la embriogénesis, 

los factores secretados por las CEOB provocan 
un intercambio de señales entre el embrión y el 
ambiente externo (Perrini, Esposti, Cremonesi 
& Consiglio, 2018). Sin embargo, los cambios 
metabólicos de los embriones en el desarrollo 
siguen sin conocerse (Saadeldin, Kim, Choi & 
Lee, 2014).

Se ha comprobado que los sistemas de cocul-
tivo en monocapa de CEOB evitan los bloqueos 
del desarrollo del embrión y, además, favorecen 
la formación de blastocistos durante períodos 
prolongados de cultivo in vitro (Abe & Hoshi, 
1997). Según el estudio de Ellington (1991) se 
demostraron cambios en los espermatozoides 
bovinos en el sistema de cocultivo CEOB en el 
que se observó que había espermatozoides uni-
dos al cocultivo de monocapa de CEOB y que 
éstos mostraban un movimiento enérgico de la 
cola. Por otro lado, los espermatozoides que 
no se habían unido presentaban pérdida de la 
membrana acrosómica, movimiento de la cola 
hiperactivo y menor motilidad respecto a los 
espermatozoides que si se habían adherido.

Las VEs son unas estructuras envueltas en 
una bicapa lipídica que se secretan desde gran 
cantidad de células hacia el espacio extracelu-
lar y a los biofluidos. El tamaño y contenido 
de las VEs son heterogéneos y dependen del 
tipo de célula (Ayaz, Houle & Pilsner, 2021). 
Como se ha comentado anteriormente, las VEs 
se clasifican dependiendo de su tamaño en: exo-
somas, que se forman a través de la membrana 
plasmática y miden entre 30-100 nm de diámet-
ro y las micro vesículas, que se forman a partir 
de la membrana celular y miden entre 100–
1000 nm de diámetro (Harris et al., 2020). La 
principal función de las VEs es participar en la 
comunicación intercelular donde actúan como 
medio de transporte de proteínas, lípidos, ácido 
ribonucleico (ARN), ácido desoxirribonucleico 
(ADN) y otros metabolitos entre las diferentes 
células (Raposo & Stoorvogel, 2013). Las mi-
cro vesículas y los exosomas pueden fijarse a 
la membrana plasmática de una célula diana. 
Estas vesículas que se han fijado pueden unirse 
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definitivamente con la membrana plasmática o, 
por otra parte, pueden ser endocitadas. Ambas 
opciones producen la liberación de proteínas y 
ARN en la membrana o en el citosol de la célula 
diana (Van Niel, D’Angelo & Raposo, 2018). 
Se cree que la especificidad de la célula diana 
se basa en interacciones específicas entre las 
proteínas enriquecidas en la superficie de las 
VEs y los receptores en la membrana plasmáti-
ca de las células receptoras, como ocurre en 
las células dendríticas foliculares, en las células 
epiteliales intestinales, etc. (Raposo & Stoorvo-
gel, 2013). 

Por un lado, los exosomas se consideran 
vesículas intraluminales (VIL) que se forman 
por la gemación interna de la membrana en-
dosomal cuando se produce la maduración de 
los cuerpos multivesiculares y éstos son secre-
tados tras su fusión con la superficie celular. 

Por otro lado, las micro vesículas son generadas 
mediante gemación y fusión de la membrana 
plasmática. Después, éstas se liberan en el espa-
cio extracelular (Van Niel et al., 2018). 

En la figura 4 se observa el proceso de for-
mación y liberación de las VEs. 

En la figura 5 se muestra un esquema de la 
participación de las VEs en las distintas regio-
nes del tracto reproductivo de la hembra.

Estudios recientes han demostrado que las 
VEs secretadas por las CEOB pueden realizar 
numerosas acciones sobre los espermatozoides 
como mejorar la motilidad o mantener el acro-
soma intacto y con ello, mantener la viabilidad. 
Además, participan en la inducción de la ca-
pacitación y la reacción acrosómica (Harris et 
al. 2020).

Tanto en la ovogénesis como en el creci-
miento de los folículos y la maduración de los 

Figura 4. Esquema del proceso de formación y liberación de las VEs: micro vesículas y exosomas 
(Raposo y Stoorvogel, 2013).
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ovocitos, es necesario que haya un constante 
intercambio de información mediado por las 
VEs producidas por células somáticas (granu-
losa, cúmulo y teca) y por células germinales 
(ovocitos) presentes en los fluidos foliculares 
(Capra & Lange-Consiglio, 2020). Además, 
las VEs que se encuentran en el fluido oviduc-
tal serán las encargadas de incorporarse a los 
ovocitos, los espermatozoides y los embriones 
para ayudar en el proceso de fecundación y 
evitar la polispermia (Machtinger, Baccarelli 
& Wu, 2021). 

Algunos autores demostraron que las VEs 
del oviducto son capaces de atravesar la zona 
pelúcida ya que se obtuvieron VEs del FO en el 
contenido citoplasmático de blastocistos. Tam-
bién se ha visto que la incubación de embriones 
con VEs oviductales del istmo incrementa la 
criotolerancia y la expresión del ADN obtenien-
do una mayor tasa de supervivencia de éstos 
(Harris et al., 2020). 

Las VEs bovinas intrauterinas son funda-
mentales para que se lleve con éxito la im-
plantación del embrión y se pueda producir el 

Figura 5. Representación de la participación de las VEs en el sistema reproductivo femenino. (2) 
Las VEs del tracto oviductal (oEV) interactúa con esperma (2a) y embrión (2b). (5) Las VEs de la 
placenta (pEV) interactúa con los trofoblastos extravellosos. (6a) Las VEs del endometrio (endEV) 
interactúan con el embrión. (Capra & Lange-Consiglio, 2020).
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desarrollo de blastocistos (Harris et al., 2020). 
Además, las VEs derivadas de la placenta con-
tienen moléculas proinflamatorias que controlan 
el sistema inmunitario endometrial para evadir 
la inmuno-vigilancia materna, reduciendo así 
los problemas que pudieran surgir entre el em-
brión y la madre (Capra & Lange-Consiglio, 
2020). Por otro lado, las VEs que derivan de los 
embriones pueden utilizarse como marcadores 
de calidad embrionaria (De Ávila, Andrade, 
Bridi, Gimenes, Meirelles, Perecin & da Silvei-
ra, 2020). Este hecho se debe a que el tamaño 
y la concentración de las VEs liberadas por los 
embriones está relacionado con la calidad de los 
embriones que secretan estas VEs (Machtinger 
et al., 2021). Algunos autores han demostrado 
que la carga que presentan las VEs depende del 
estado fisiológico del embrión e incluso refleja 
la calidad de éste antes de la implantación. Por 
este motivo, las VEs podrían utilizarse como 
biomarcadores del potencial de implantación 
embrionaria (Capra & Lange-Consiglio, 2020). 

A lo largo de numerosos años, se ha podi-
do comprobar como la producción in vitro de 
embriones ha sido fundamental para mejorar las 
técnicas de reproducción asistida (TRA) (Capra & 
Lange-Consiglio, 2020). Sin embargo, el medio en 
el que se realiza la FIV puede no ser el más propi-
cio para los gametos, el desarrollo del embrión y 
el posterior establecimiento de la gestación. Una 
de las causas de este hecho puede ser la falta de 
mecanismos fisiológicos como la comunicación 
intercelular (De Ávila et al., 2020).

Estudios recientes han demostrado que 
suplementar con VEs oviductales el medio de 
FIV disminuía la polispermia (problema im-
portarte en FIV porcina) y, por lo tanto, incre-
mentaba el rendimiento de la misma (Machting-
er et al., 2021).

La principal hipótesis que nos planteamos en 
este trabajo es que las VEs producidas por las 
CEOB durante los momentos próximos a la ovu-
lación (in vivo) y las producidas en un cultivo in 
vitro son similares en términos de tamaño y con-
centración de proteínas, por lo que, para aceptar 

o rechazar nuestra hipótesis nos planteamos el 
siguiente objetivo: Realizar un estudio comparati-
vo entre las VEs de un medio de cultivo de CEOB 
de 7 días de incubación y las VEs producidas de 
forma natural en el oviducto bovino. Para ello, 
aislaremos las VEs obtenidas in vitro de cultivos 
de CEOB en monocapa y las del FO de oviductos 
bovinos obtenidos en matadero, analizaremos el 
tamaño medio de las VEs y determinaremos la 
concentración de proteínas presentes en ellas. 

MATERIALES Y MÉTODOS

1. Obtención de fluido oviductal

Los oviductos se recogieron a partir de los 
tractos genitales de vacas sacrificadas en el mata-
dero de Orihuela S.L (Alicante). El transporte de 
los oviductos se realizó sobre hielo para evitar en 
la medida de lo posible, la acción de las enzimas 
de las células en el proceso de necrosis.

Una vez en el laboratorio, los oviductos fue-
ron lavados y clasificados en función de la mor-
fología ovárica, que, en este caso, todos fueron 
de hembras en fase peri-ovulatoria. Dicha clasi-
ficación se basó en la morfología de los ovarios 
según la descripción de Carrasco et al. (2008).

Después, sobre una placa Petri, con hielo 
en su interior, se procedió a la disección del 
oviducto con unas tijeras y unas pinzas pre-
viamente desinfectadas con alcohol al 70%, 
separándolo del resto de ligamentos y tejidos 
adyacentes (mesosalpinx) y del ovario.

El protocolo seguido para recoger el FO a 
partir del cual se aíslan las VEs fue el descrito 
por Alcântara-Neto, Fernández-Rufete, Corbin, 
Tsikis, Uzbekov, Garanina, Coy, Almiñana y 
Mermillod (2019). Este protocolo consiste en 
introducir 5 ml de PBS por el infundíbulo con 
un catéter de 24G BD Insyte™ (381212, Bec-
ton Dickinson Infusion Therapy Systems, Inc.,). 
Después se presionó el oviducto con los dedos 
para poder desplazar el contenido hacia la unión 
útero-tubárica y, a continuación, se procedió a 
su recogida en un tubo eppendorf.
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Una vez recogido el fluido oviductal de 
todas las muestras, se realizaron dos centrifu-
gaciones a 1.500 g durante 10 min. El pellet 
fue descartado y el sobrenadante obtenido se 
congeló a -80ºC hasta el momento de proceder 
a la obtención de las VEs.

2. Cultivo de células del epitelio oviductal bo-
vino

Las CEOB fueron obtenidas de 20 oviduc-
tos de hembras sacrificadas en el matadero 
de Orihuela (Alicante). Los oviductos fueron 
transportados al laboratorio en un recipiente 
isotermo con PBS atemperado a 37ºC en un 
intervalo máximo de 2 horas post-mortem.

Con el fin de conseguir las máximas condi-
ciones de esterilidad, este proceso se realizó ín-
tegramente en la cabina de flujo laminar, dado 
que la exposición de las células para cultivar 
durante un largo periodo de tiempo puede con-
taminar las muestras.

Para la obtención de las CEOB, con un por-
taobjetos de microscopio previamente flamea-
do, se realizó una compresión suave, pero firme 
sobre el oviducto, arrastrando el portaobjetos 
desde la unión útero-tubárica hasta la ampolla. 
Este proceso se realizó sobre una placa Petri, 
con hielo en su interior, para mantener la tem-
peratura lo más cercana a 4ºC.

Posteriormente, se recogió el FO con las célu-
las en 1 ml de medio de lavado el cual contenía 
(TCM-199/HEPES), suplementado con 10% (v/v) 
de FBS, 200UI/ml de penicilina, 200µg/ml es-
treptomicina y 26,2mM de bicarbonato. Seguida-
mente, esta mezcla celular se transfirió a un tubo 
de 15 ml, homogeneizando muy bien, con el fin 
de que se disgregaran las células. A continuación, 
se rellenó el tubo hasta 10 ml con el contenido 
de los oviductos y se dejó reposar en baño maría 
durante 10 min. Una vez terminado el tiempo de 
sedimentación, se retiró el sobrenadante y se la-
varon las células agregando nuevamente medio de 
lavado hasta llenar el tubo a 10 ml. Este mismo 
proceso se repitió 3 veces más.

Finalizado el proceso de lavado, se llenó el 
tubo con 2 ml de medio de cultivo (TCM-199) 
previamente equilibrado durante 2h a 38,5ºC, 
al 5% de CO2.

Tras ello, se calculó la concentración de 
células en una cámara de contaje celular (Neu-
bauer) y se realizó la siembra de 1x106 células 
por placa Petri, las cuales contenían 2 ml de 
medio de cultivo.

A las 72 horas se realizó el primer cambio de 
medio y los siguientes cambios cada 48 horas. 
Todo el cultivo se realizó a 38,5ºC, 5% de CO2 
y humedad a saturación. En el caso que el me-
dio durante el proceso se viese contaminado se 
procedía a la eliminación de la placa de cultivo.

Pasados los 7 días de cultivo, se selec-
cionaron aquellas placas en las que hubiese 
un tapizado completo de la placa de Petri por 
las células. Seguidamente, se recogió el sobre-
nadante y se procedió a la realización de dos 
centrifugaciones a 7000 g durante 10 min con el 
fin de eliminar los restos celulares que pudieran 
quedar del cultivo. El sobrenadante se congeló 
y se almacenó -80Cº hasta su uso.

3. Obtención de las vesículas extracelulares

Para la extracción de las VEs, tanto proce-
dentes del FO como de los cultivos de las célu-
las epiteliales, se procedió siguiendo el proto-
colo descrito por Théry Amigorena, Raposo y 
Clayton (2006).

Como primer paso, se descongelaron las 
muestras de los sobrenadantes obtenidos pre-
viamente. Una vez descongelados, fueron cen-
trifugados 10.000 x g durante 30 min a 4ºC 
para eliminar cualquier posible resto celular. El 
sobrenadante se centrifugó a 100.000 x g duran-
te 70 min a 4ºC dos veces en la ultracentrífuga 
Beckman Coulter Optima L-100XP (edificio 
CAID, Universidad de Murcia). Finalmente, los 
pellets obtenidos se resuspendieron en 50 μl de 
PBS-filtrado (filtro de 0,22 μm) y se almacen-
aron a -80ºC en alícuotas de 5 μl (preparaciones 
de VEs) hasta su análisis.
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4. Análisis de concentración de proteína de 
las vesículas extracelulares Bovinas

La medición de la concentración de proteí-
na se realizó mediante el método Bradford, el 
cual consiste en la unión entre el colorante azul 
brillante Coomassie G-250 (CBBG) y las pro-
teínas. Este se realiza a 595 nm en un espectro-
fotómetro, midiendo el complejo CBBG con la 
proteína (Olson, 2016).

El ensayo de Bradford no es lineal respecto 
a la concentración de proteína. Sin embargo, 
cuando se crea una curva estándar, un ajuste de 
segundo orden proporcionaría unos resultados 
mejores que un ajuste lineal. Después, los datos 
son analizados con un software capaz de ajustar 
las curvas de segundo orden (Olson, 2016).

Una característica clave en el ensayo Bradford 
es que el punto cero debe ser preciso ya que es 
un ensayo que no responde de forma no lineal a 
la concentración de proteína. Como este valor es 
crítico para poder realizar un correcto ajuste de la 
curva, es necesario que se incluyan al menos dos 
espacios en blanco de tampón. Si no hay interfe-
rencia se puede utilizar el blanco de agua. Tanto 

los blancos de agua como el tampón tienen una 
absorbancia alta por lo que el espectrofotómetro 
se debe poner a cero con el aire, produciendo una 
absorbancia 595 de 0,5 para el blanco. El hecho 
de poner el espectrofotómetro a cero provocaría 
una reducción elevada de la cantidad de la mues-
tra (Olson, 2016). La albúmina de suero bovino 
(BSA) fue la proteína estándar de elección origi-
nal ya que es normalmente la que suele aparecer 
en los kits comerciales (Olson, 2016).

5. Determinación del tamaño de las vesículas 
extracelulares bovinas mediante dispersión 
por luz láser (DLS)

Para analizar el tamaño de las VEs emplea-
mos Malvern Autosizer 4800, ubicado en el 
edificio CAID de la Universidad de Murcia. El 
equipo tiene un funcionamiento que consiste en 
la emisión de un rayo láser de 488 nm que pasa 
a través de la muestra, y según la variación 
angular de la intensidad de la luz difractada es 
capaz de medir la distribución del tamaño de 
partículas en la muestra. Además, permite hacer 
una distribución de los tamaños midiendo tanto 

Figura 6. Malvern Autosizer 4800 (Imagen izquierda) y lectura que ofrece el equipo (Imagen 
derecha).
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el volumen como el número de partículas. En 
este caso se tomaron los valores de intensidad, 
pues es la que mejor representa los datos de la 
muestra pura por ser la que asume menor error 
(criterio tomado de Malvern instruments INC).

En la figura 6 se muestra el equipo, así como 
una tabla de datos y una gráfica cuyos picos 
representan las poblaciones de partículas detec-
tadas según su volumen, intensidad y número.

6. Identificación de las vesículas extracelu-
lares mediante microscopía electrónica de 
transmisión

Para evaluar las muestras por microscopía 
electrónica de transmisión (MET), empleamos 
unas rejillas de níquel y película de formvar de 
200 aperturas y 3 mm de diámetro (Figura 7).

Se depositaron 10 μl de cada una de las 
muestras en diferentes rejillas y se dejaron re-
posar durante 1 min, eliminando posteriormente 
el exceso de muestra. Después, la rejilla se lavó 
con 10 μl de agua milliQ y se volvió a eliminar 
el exceso de agua. Por último, se añadió 10 
μl de acetato de uranilo al 2% como medio 
de contraste para tinción negativa dejándolo re-
posar durante 60 segundos, tras los cuales se 
retiró el exceso y se dejó secar durante 20 min 
hasta el momento de la captura de las imágenes. 

Una vez secas las rejillas, fueron evaluadas y 
fotografiadas con el microscopio electrónico 
Philips Tecnai 12, ubicado en el edificio SACE 
de la Universidad de Murcia.

7. Análisis estadístico

Los datos obtenidos se analizaron mediante 
el software SPSS Statistics (versión 24, 2021) 
mediante una prueba ANOVA de una vía. Se 
consideraron significativamente diferentes 
aquellos que mostraron un valor p < 0,05. Los 
datos se expresaron como media ± SEM (error 
estándar de la media).

8. Diseño experimental

En la figura 8 se muestra un esquema del 
diseño experimental realizado en este trabajo.

Los oviductos en fase peri ovulatoria se des-
tinaron por un lado a la obtención de células 
para su cultivo y, por otro lado, para la obten-
ción de fluido oviductal. Se aislaron las VEs 
del fluido y del medio de cultivo mediante ultra 
centrifugaciones. Tanto el tamaño de las VEs 
como la concentración de proteínas contenidas 
en ellas fue determinada en ambos grupos ex-
perimentales: 1) VEs obtenidas in vivo y 2) VEs 
obtenidas in vitro.

Figura 7. Imagen de una rejilla de níquel y caja de 50 rejillas de níquel con película de formvar 
para MET.
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RESULTADOS

Identificación y observación de las vesículas 
extracelulares mediante microscopía electró-
nica de transmisión

En la figura 9 podemos observar imágenes 
de las VEs del FO de las vacas. Ello nos permi-
tió confirmar la presencia de VEs en el mismo 
para poder proseguir con nuestro trabajo.

Tamaño y concentración de proteína de las 
vesículas extracelulares

En los resultados que hemos obtenido me-
diante DLS, hemos podido observar la presen-

cia de dos poblaciones en los fluidos, ya que, se 
detectaron dos picos diferentes. Para realizar el 
análisis estadístico decidimos emplear los datos 
del pico 1 dado que este pico se correspondía 
con el tamaño de las VEs. El segundo pico, 
debido a su tamaño, podría corresponderse 
con agregados de VEs, ya que previamente las 
muestras se pasaron por un filtro de 0,22 µm 
de diámetro.

Los resultados de tamaño y concentración 
se muestran en la Tabla 1. Observamos que la 
concentración de proteínas fue mayor en las 
VEs obtenidas in vivo (P<0.05), es decir, las 
procedentes del FO tenían mayor carga. Sin 
embargo, para el tamaño de las vesículas no se 
encontraron diferencias significativas (P>0.05).

Figura 8. Esquema del diseño experimental.
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DISCUSIÓN

En la actualidad son pocos los estudios que 
se han llevado a cabo para esclarecer la forma en 
la que los componentes, tanto orgánicos como 
inorgánicos, del FO influyen de manera notoria 
en lo referido a la fecundación de la especie 
bovina. Según Hamdi, Lopera-Vasquez, Maíl-
lo, Sánchez-Calabuig, Núñez, Gutiérrez-Adán 
y Rizos (2018), la reducida investigación en 
este ámbito se debe principalmente a que re-
sulta complicado obtener muestras del fluido 
oviductal en condiciones fisiológicas.

En este trabajo nos planteamos que las VEs 
podían ser obtenidas de los cultivos de CEOB 
y que presentarían características similares (en 
cuanto a concentración de proteína y tamaño) 

a las producidas in vivo en el oviducto. Según 
el estudio realizado por Sidrat et al. (2020), 
los cultivos de CEOB en condiciones adecuadas 
pueden imitar la composición del FO in vivo 
y llevar a cabo las mismas funciones. Por el 
contrario, según Abe y Hoshi (1997) y, a pesar 
de que los medios están producidos para que se 
parezcan a la composición del FO in vivo, los 
que se encuentran disponibles en la actualidad 
todavía carecen de varias proteínas y VEs del 
FO que son desconocidas.

Como primer paso, se procedió a aislar las 
VEs en ambos grupos experimentales. Para 
ello, se realizaron varias centrifugaciones y 
ultra centrifugaciones. Para visualizarlos se 
utilizó microscopia de transmisión (Szatanek, 
Baj-Krzyworzeka, Zimoch, Lekka, Siedlar & 

Tabla 1. Concentración de proteínas y tamaño de las VEs.

Tipo Concentración de proteína (mg/ml) Tamaño (nm)

VEs Células 0.00165 ± 0.0003 a 13.475 ± 6.7

VEs Fluido 0.0745 ± 0.02 b 109.3 ± 39.8

Los superíndices a y b indican diferencias significativas (P<0.05)

Figura 9. Imágenes de VEs obtenidas con TEM procedentes del fluido oviductal. La escala que se 
observa en las imágenes representa una longitud de 200nm.
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Baran, 2017). La presencia de éstas reafirma 
que el protocolo que hemos llevado a cabo a 
lo largo de todo el trabajo es correcto y eficaz. 
No obstante, sólo pudimos visualizar las VEs 
procedentes del FO y no las procedentes de 
los cultivos celulares. Una de las razones por 
las que no hemos podido observar imágenes 
de VEs en las muestras de CEOB es porque 
éstas se cultivaron en monocapa y no en sus-
pensión cómo recomiendan algunos autores 
como Szatanek et al. (2017), que afirma, que es 
conveniente realizarlo de esa forma para facil-
itar el trabajo y obtener resultados más fiables 
tanto del DLS como del microscopio electróni-
co. Otro motivo podría ser la escasez de estas 
vesículas como consecuencia del lavado que se 
debe hacer de los cultivos un día antes de la 
recogida del medio de cultivo. Este lavado es 
imprescindible para eliminar el suero fetal que 
se adiciona como suplemento al medio de cul-
tivo y que también contiene VEs.

Las imágenes obtenidas de las VEs proce-
dentes del FO nos han permitido observar la 
presencia de dos poblaciones: VEs de gran 
tamaño (micro vesículas) y VEs de menor 
tamaño (exosomas). Según Raposo y Stoorvo-
gel (2013), las VEs presentan dos formas (en 
copa o redondeada) cuando se encuentran en 
un estado cercano al nativo. En las imágenes 
que pudimos obtener, vimos estas formas car-
acterísticas de las VEs.

El DLS es una técnica que se utiliza para 
la determinación del tamaño de las partículas. 
Según Szatanek et al. (2017), los datos que se 
obtienen con esta técnica son más fiables cuan-
do las partículas se encuentran en suspensiones 
mono-dispersas. Los resultados, mostraron que 
el tamaño medio de partícula de los fluidos era 
diferente en las distintas fases del ciclo. No ob-
stante, las dimensiones de éstas eran compat-
ibles con exosomas, ya que su tamaño oscila 
entre los 30-100 nm en la especie bovina (Har-
ris et al., 2020). Además, se encontró otra po-
blación de partículas superior en todos los casos 
a 300 nm. Este hecho no podía ser correcto 

porque con anterioridad habíamos realizado una 
filtración de nuestra muestra con un filtro de 
0,22 μm de diámetro y, por lo tanto, el tamaño 
no podía superar los 220 nm. Por consiguiente, 
esta población fue rechazada por ser consid-
erada como agregados de VEs.

Según Uzbekova, Almiñana, Labas, Teix-
eira-Gomes, Combes-Soia, Tsikis, Carvalho, 
Uzbekov y Singina (2020), la concentración de 
proteínas de VEs obtenidas del medio in vitro 
era muy superior a la que se obtenía de fluidos 
in vivo. Por el contrario, en nuestro estudio se 
obtuvieron concentraciones de proteínas may-
ores en el fluido que en el cultivo in vitro. Una 
de las razones de esta diferencia de resultados, 
podría ser el lugar de obtención de las células, 
ya que, según Harris et al. (2020), la concen-
tración de proteínas de las células de la ampolla 
es más elevada que la de las obtenidas en la 
región del itsmo. Sin embargo, el método de 
recolección de las CEOB en este estudio fue el 
mismo en ambos casos, por lo que no explicaría 
esta diferencia con el trabajo de Uzbekova et 
al. (2020).

En cuanto al tamaño por intensidad, en 
nuestro trabajo no existen diferencias significa-
tivas. Según Zakharov y Scheffold (2009), este 
hecho se debe a que los datos de la distribución 
por intensidad son sensibles a partículas de gran 
tamaño. En nuestro estudio hemos descartado 
esta población y por ese motivo no han provo-
cado esas variaciones.

CONCLUSIONES

En este estudio se investigó la presencia de 
VEs en el medio de cultivo de CEOB (in vitro) 
para compararlas con las que se obtuvieron in 
vivo. Las conclusiones que se obtuvieron fue-
ron:

El método que se utilizó para aislar y carac-
terizar las VEs fue adecuado debido a que se 
observó la presencia de las mismas en las mues-
tras procedentes de FO, tanto por microscopía 
electrónica como por DLS.
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La concentración de proteínas es superior en 
las VEs producidas in vivo.

El tamaño de las VEs no presenta diferen-
cias significativas entre las producidas in vivo 
e in vitro.

Es necesario destacar que para poder realizar 
una comparación correcta y fiable de las VEs pro-
ducidas in vivo e in vitro sería necesario realizar 
un cultivo de las CEOB en suspensión mono-dis-
persa como se recomienda en algunos estudios, 
así como incrementar el número de replicados.
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