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Resumen

En la actualidad los problemas asociados a la disminucion de la fertilidad son de interés
en los tratamientos de reproduccion asistida a los que las mujeres con deseo de ser madre
recurren cuando el proceso natural se dificulta. Investigaciones recientes estudian la posibilidad
de que los exosomas no solo puedan constituir mecanismos de las células para deshacerse de
los desechos celulares, sino que podrian estar involucrados en procesos de comunicacion celular
cumpliendo diversas funciones. Asi, el siguiente trabajo se centra en observar la expresion del
contenido de la carga de exosomas aislados a partir de muestras de suero y liquido folicular de
pacientes con distinto diagnostico de infertilidad y donantes de ovocitos para comprobar si se
dan o no diferencias en el patron de expresion, ya que, de ser asi, la idea de que se los exosomas

intervienen en la comunicacion intercelular podria verse reforzada.

Abstract

At present, problems associated with decreased fertility are of interest in assisted
reproductive treatments that women with a desire to be a mother resort when the natural process
becomes difficult. Recent research studies suggesting that exosomes may not only constitute
mechanisms for cells to dispose of cellular waste but could be involved in cellular
communication processes while fulfilling various Functions. Thus, the following work focuses
on observing the expression of the content of the isolated exosome load from serum and
follicular liquid samples of patients with different diagnosis of infertility and oocyte donors to
check whether they occur differences in the pattern of expression, since, if so, the idea of

exosomes involved in intercellular communication could be reinforced.
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Introduccion

En la actualidad, uno de los principales problemas reproductivos es la alteracién de la
fertilidad, especialmente es los paises desarrollados en los que las mujeres de forma
voluntaria deciden retrasar la maternidad provocando un incremento en la edad en el

momento de llevar querer a cabo un embarazo.

Desde que aparecio la fecundacion in vitro en los afios 70 para subsanar posibles
alteraciones de la fertilidad, esta ha experimentado en enorme avance en cuanto a eficacia y
seguridad, lo cual se ha logrado gracias a un mejor conocimiento en Biologia de la
Reproduccién que se ha obtenido a su vez a avances en biologia celular, molecular,

endocrinologia y farmacologia [11].

Descripcion del modelo de estudio

En la pelvis de la mujer, formando parte del aparato reproductor femenino, se
encuentran dos estructuras con forma ovalada denominadas ovarios. Se trata de glandulas
complejas con funcion endocrina y paracrina que constituyen el ambiente adecuado donde tiene
lugar la maduracion de los oocitos durante el periodo que abarca la vida fértil femenina [3]. Las
principales funciones del ovario son, en primer lugar, la secrecion de hormonas femeninas como
los estrogenos y la progesterona, y, en segundo lugar, la formacion y almacenaje de gametos
femeninos, los 6vulos.

El ovario presenta tres zonas diferenciadas y estructuradas. La médula central
constituida por distintos tipos celulares, el hilio interno en el punto de union del ovario y el
mesovario que contiene linfocitos, nervios y vasos sanguineos, y, por ultimo, el cortex externo
gue constituye la region mas relevante ya que en ella se encuentran unas estructuras globulares
denominadas foliculos ovaricos (oocitos rodeados de complejos celulares diploides de
naturaleza somatica como las células de la granulosa y las células de la teca). Estos sufriran
cambios en su organizacion y composicién que coincidiran con el grado de desarrollo y de
diferenciacion de los oocitos que contienen.

Desde el nacimiento hasta la pubertad, la mujer presenta aproximadamente dos millones
de foliculos primordiales (aquel foliculo que desde su formacién inicial se compone de un
oocito asociado a células granulosas rodeados por una ldmina basal), hasta que comienza la
vida fértil una vez alcanzada la madurez sexual que comienza a partir de los 12-13 afios
aproximadamente, muchos de los foliculos primordiales se atrofian y asi solo unos 40.000

oocitos permanecen en el ovario, y de estos, alrededor de 400 seran los Unicos que podran
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madurar por completo hasta pasar a las trompas de Falopio y al Gtero, donde serén
potencialmente fecundables. En esta etapa, comprendida entre el inicio de la pubertad y la
menopausia, tienen lugar de forma mensual todo un conjunto de cambios hormonales que
provocan que el ovario libere un 6vulo potencialmente fecundable, constituyendo asi el ciclo
menstrual.
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Imagen 1. Estructura histolégica del ovario humano. Imagen
tomada de http://www.fertilab.net/images/fig_gamf_ova.jpg

Durante el desarrollo folicular, cuando un foliculo primordial inicia su maduracion, las
células de la granulosa se transforman y dan lugar a una Unica capa de células cuboideas que
comienzan a dividirse, en este punto el foliculo pasa a denominarse “primario”. A continuacion,
estos foliculos primarios aumentan su tamafio incrementando sus capas de células granulosas.
Estas células de la granulosa originardn la “membrana pelucida” debido a la secrecion de
mucopolisacaridos que forman una capa traslicida que envuelve al oocito. Al mismo tiempo
que esto ocurre, las células del estroma cortical por fuera de la ldmina basal dan lugar a las
células de la teca que constituyen capas concéntricas de celular alargadas. Se diferencia la teca
interna, constituida por células tecales que se encuentran cerca de la lamina basal y que se
transforman en células epiteliales, y la teca externa, que se compone de las células tecales mas
alejadas que mantienen su forma y se unen a células del estroma.

Tanto las células tecales como las células granulosas comienzan a crecer y a proliferar,
y a medida que esto ocurre, el foliculo aumenta de tamafio hasta que comienzan a aparecer

acumulaciones de liquido entre las células de la granulosa para finalmente dar lugar a una
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cavidad central llena de este liquido y denominada antro, transformandose asi el foliculo
primario en foliculo De Graaf. A medida que el foliculo madura, el oocito que inicialmente
ocupaba una posicion central en el foliculo, se desplaza hasta adoptar una posicion excéntrica
y se rodea de varias capas de células granulosas dando lugar a la formacion del cimulo o6foro

que se mantiene unido por uno de sus lados al resto de células granulosas.
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Imagen 2. A la derecha de la imagen se observa un foliculo antral cuya
estructura es muy parecida a la del foliculo De Graaf, y a la izquierda distintos
estadios de desarrollo en diferentes foliculos. Imagen tomada de
http://www.genomasur.com/BCH/BCH_libro/capitulo_17.htm

A pesar de que cada mes muchos foliculos comienzan su desarrollo, solo uno de ellos
madurard completamente, es decir, solo uno llegara a convertirse en foliculo De Graaf y
presentara todas las estructuras mencionadas anteriormente y propias de un foliculo totalmente
maduro. Una vez el foliculo de Graaf estd totalmente maduro, se produce su ruptura y como
consecuencia se libera el oocito que contiene.

Lo que ocurre a continuacion es la formacion del cuerpo luteo debido a que las células
granulosas que han experimentado cambios morfoldgicos, las células tecales y los vasos se
entremezclan. Si no se produce fecundacion en los siguientes 14 dias aproximadamente, el
cuerpo luteo se reduce y forma lo que se denomina corpus albicans, de lo contrario, si se diese

la fecundacion, el cuerpo lateo se transformaria en un cuerpo ldteo gravidico [1].

Variacion de la fertilidad en mujeres

Tras explicar cémo tiene lugar la maduracion ovarica en condicion normales, se
entenderia por fertilidad a la capacidad de tener una gestacion que se prolongue hasta que la
viabilidad fetal sea alcanzada. En cuanto a la especie humana, la fertilidad varia con el tiempo

y esta se encuentra limitada por el periodo que dure de forma efectiva la capacidad de
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reproduccion (sociedad espafiola de fertilidad). A partir de los 40 afios comienza el periodo de
infertilidad de la mujer que culmina cuando se alcanza la menopausia, es decir, se produce la
pérdida del ciclo menstrual. La disminucidon de la fertilidad en este periodo se asocia con una
disminucion en la tasa de implantacién y en la tasa de embarazo, asi como con un aumento en
la tasa de abortos espontaneos, y esto podria deberse a que la calidad y la cantidad de los
ovocitos se ha reducido. Ademas, la reserva ovarica, es decir, la calidad y cantidad de foliculos
y ovocitos que alcanzan la ovulacion también puede disminuir a medida que se aumenta de
edad. Esta disminucién de la reserva ovérica se asocia a baja respuesta ovérica que es
provocada por una pérdida folicular por apoptosis [2,3]. En estas circunstancias de
envejecimiento ovarico, la dindmica de crecimiento folicular se ve alterada y, ademas, los
ovocitos que alcanzan la ovulacion tienden a presentar defectos a nivel celular y genético,
dificultando asi la reproduccion [3].

Pero la baja respuesta ovarica, aunque seria lo que se espera, no solo se ve asociada a
una edad madura. Se da el caso de mujeres con edades inferiores a los 40 afios y con baja
respuesta ovarica. Son aquellas que se encuentran dentro del periodo que cabe esperar sea fertil
y que por alguna patologia no lo son. EI criterio mas comun para diagnosticar estos casos es la
obtencion de un nimero bajo de ovocitos a pesar de haberse sometido a una estimulacion
ovarica adecuada en un ciclo de reproduccion asistida. Segun el conceso de Bolonia, se
establecieron una serie de criterios minimos que son necesarios para determinar una baja
repuesta ovarica, donde se debe presentar al menos dos de los tres: ademas de una edad
avanzada, el segundo de ellos consiste en presentar un ciclo anterior de baja respuesta, es decir,
tres 0 menos ovocitos con un protocolo convencional de estimulacion; el tercero se trata de
obtener un resultado anormal en una prueba de reserva ovarica, es decir, que el recuento de
foliculos antrales dé como resultado un nimero menor a entre siete y cinco foliculos antrales o
una cantidad de hormona anti-mulleriana inferior a 0.5-1.1 ng/ml. Ademas de estos criterios,
también se propuso que es suficiente que, si se dan mas de dos episodios de baja respuesta
ovarica a pesar de una previa estimulacion maxima, aunque no se den otros criterios, se
diagnostique como baja respuesta ovarica [4].

Por los casos comentados anteriormente en los que mujeres con edades superiores a los
40 afios y mujeres que presentan baja respuesta ovarica y cuya fertilidad es reducida, pero
mantienen el deseo de tener hijos, existen mujeres que son donantes de ovocitos, para poder

cubrir las necesidades de estas mujeres.
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La fertilidad se produce porque los 6rganos sexuales han madurado lo necesario para
ser totalmente funcionales, esto es gracias a la correcta sincronizacion entre el sistema
endocrino, que secreta las hormonas adecuadas, y los drganos sexuales. En el trascurso de vida
de una mujer, y en condiciones normales, cuando esta se encuentra en el periodo comprendido
entre los 20 y los 30 afos, alcanza su méxima fertilidad, coincidiendo este momento con el que
se encuentran las donantes. Una vez superada esta edad, la fertilidad entra en un declive
fisiolégico, que a medida que pase el tiempo ird en aumento, siendo mas acusado a partir de los
40 afios como se ha explicado anteriormente.

En el proceso de donacién, las mujeres donantes reciben en primera instancia una
entrevista donde se les informa como es el proceso, las posibles complicaciones y las pruebas
a las que serian sometidas, y el tratamiento que reciben una vez aceptan ser donantes, consiste
en una preparacion del endometrio gracias al suministro de comprimidos primero de estradiol,
seguidos ademas de comprimidos de progesterona, hormonas que intervienen de forma natural
en la formacion de un endometrio apto para que un embrion se pueda implantar. Ademas,
también se les suministran hormonas para inhibir la ovulacién y que no interfiera asi en la

preparacion del ciclo (sociedad espafiola de fertilidad).

Imagen 3. Ovulo en el proceso de extraccién para ser donado. Imagen
tomada de https://www.efesalud.com/donacion-ovulos/

Comunicacion intercelular en el proceso reproductivo.

El nacimiento de una nueva vida es el resultado de una comunicacion adecuada entre
las células de diferentes tejidos y érganos. Comprender de forma adecuada las diferentes
moléculas y mecanismos que estan implicados de forma especifica en las diferentes fases no
solo es importante en la investigacion basica, sino que podria aportar informacion util para

entender casos de infertilidad inexplicable, con lo cual se mejoraria asi el éxito reproductivo.

6
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Como se ha descrito anteriormente, los foliculos ovéricos representan las unidades
reproductivas que se componen del ovocito, de las células somaticas (cimulo o6foro, células
granulosas y células tecales) y del liquido folicular.

El crecimiento del foliculo y la maduracion de los ovocitos son procesos que se
encuentran conectados por un intercambio constante de sefiales entre la célula germinal y los
componentes somaticos, gracias a lo cual el proceso de maduracion tiene lugar de forma
coordinada. Se produce una conversacion cruzada entre el ovocito y las células foliculares
somaticas mediante uniones comunicantes (gap junctions) establecidas entre el ovocito y el
cumulo odforo de células granulosas, y mediante el liquido folicular acumulado dentro del
foliculo durante la maduracion. El liquido folicular se origina por la infiltracion de varios
capilares en el foliculo, que proporcionan distintos componentes plasmaticos, importantes para
el crecimiento de los ovocitos, y por la actividad secretora de las células foliculares somaticas
y el ovocito. Se compone principalmente de proteinas, hormonas esteroides, enzimas, factores
de crecimiento, acidos grasos, citoquinas y factores anticoagulantes, permitiendo la
comunicacion intercelular y proporcionando al ovocito nutricion pudiendo asi madurar dentro
del foliculo [6].

Dado que existe una comunicacion intercelular en el proceso reproductivo, cuya
alteracion puede provocar problemas de infertilidad, se estudia la posible implicacion de los
exosomas ya que se consideran mensajeros intercelulares que podrian actuar efectuando la
entrega de su carga a células efectoras o sefialando macromoléculas entre células especificas,
sin embargo, la composicion de su carga y las vias biologicas en las que estan involucrados

permanece aun sin conocerse con exactitud. [1,7]

Los exosomas Yy sus implicaciones en procesos celulares

Se emplea el término exosomas para referirse a vesiculas extracelulares cuyo diametro
es menor de 150 nm. Tras la fusion de cuerpos multivesiculares con la membrana plasmatica,
estas vesiculas son liberadas al ambiente extracelular. En 1985 la cientifica Rose Johnstone
escogio el término “exosoma’ para referirse a estas vesiculas extracelulares ya que el proceso
se parecia a la endocitosis inversa.

En un principio se creia que los exosomas constituian formas de desperdicio celular, y
actualmente, ciertos datos refuerzan la idea de que efectivamente se trata de una forma en la
que los productos de desecho celular son eliminados para lograr garantizar la homeostasis de

las células. Pero ademas de esto, recientemente se ha considerado que los exosomas podrian
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participar en la comunicacion de célula a células, asi como han sido asociados con muchas
funciones fisioldgicas y patoldgicas.

En la biogénesis exosdmica, que tiene lugar en el sistema endosomal, un exosoma es
liberado con la previa maduracion de los endosomas tempranos en cuerpos multivesiculares a
la vez que se generan vesiculas intraluminales en la luz de los organulos debido a la
invaginacion de la membrana endosomal; el transporte previo de estos cuerpos multivesiculares
hasta la membrana plasmaética que depende de la interaccion de estos con la actina y los
microtubulos del citoesqueleto; y la finalmente la fusion entre los cuerpos multivesiculares que
presentan alto nivel de colesterol con la membrana plasmatica, proceso en el que se deben
superar barreras energéticas gracias a interacciones proteina-proteina y proteina-lipido.
Ademas, se ha demostrado que el calcio puede regular la liberacion de exosomas, asi como
también se ha sugerido que la homeostasis celular regula si los cuerpos multivesiculares seran
degradados o secretados, pues los exosomas podrian estar relacionados con mecanismos para
hacer frente al estrés intracelular protegiendo asi a las células.

En cuanto al contenido vesicular de los exosomas, estos albergan diferentes proteinas,
lipidos, acidos nucleicos, factores solubles y una gran variedad de moléculas derivadas del
citosol. Dependiendo del tipo celular, su composicion variara, asi como tambien influiran

diferentes condiciones o tratamientos celulares.

Imagen 4. Proceso de liberacion de exosomas desde el
interior celular hacia el ambiente intercelular. Imagen
tomada de http://www.divulgades.es/wp-
content/uploads/2013/08/Exosomerecort.jpg

Una vez liberados los exosomas, estos pueden ser degradados por fagocitos o tener otros
destinos. Algunos de los destinos que se barajan son, en el caso de los exosomas gue se secretan

como desechos celulares, que estos puedan afectar a las células vecinas provocando condiciones
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patologicas; otra posibilidad es que, en situaciones de estrés intracelular, las células puedan
comunicarse con otras células vecinas debido al aumento en el numero de exosomas secretados.
De la misma forma, se baraja que los exosomas podrian estar vinculados con la autofagia, ruta
de degradacion que ademas de suministrar nutrientes en periodos de inanicion, sirve para
eliminar los organulos que estadn dafiados, las proteinas que se encuentran agregadas y los
patdgenos invasores. Cuando esta ruta es inducida los autofagosomas que contienen la carga
citoplasmatica se fusionan con los cuerpos multivesiculares formando anfisomas, cuya carga es
degradada en los lisosomas, viéndose asi reducida la liberacion de exosomas debido al aumento
de cuerpos multivesicualares que se fusionan para formar los anfisomas, de este modo, cuando
la via degradativa se encuentra obstruida o sobrecargada debido al estrés, la liberacion de
exosomas constituiria una ruta alternativa de eliminacion de desechos.

Todo esto ha provocado que en los ultimos afios cada vez haya mayor interes por los
exosomas, ya que podrian tener importantes funciones relacionadas con la salud, ciertas

enfermedades, asi como podrian aplicarse en terapias y diagnosticos clinicos [7].
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Objetivos

Los exosomas son vesiculas de pequefio tamafo, secretadas por varios tipos de células,
que contienen ARN vy proteinas. Estos se encuentran en abundancia en multitud de fluidos
corporales como la sangre, el liquido folicular, la saliva, la orina o la leche materna se piensa

que pueden actuar como mensajeros intercelulares.

Debido a esto, el objetivo general de este trabajo consiste en encontrar, si las hubiese, y
comparar las diferencias del contenido de los exosomas de distintas muestras obtenidas de

pacientes sometidas a tratamientos de Fecundacion In vitro (FIV).

Para la llevar a cabo al mismo, se abordaran como objetivos especificos los que a continuacion

se mencionan:

e Purificar exosomas a partir de muestras de suero y liquido folicular de donantes de

ovocitos.

e Analizar y comparar el patron de expresion de las proteinas presentes en los exosomas

aislados a partir del suero y liquido folicular de donantes.

e Purificar exosomas a partir de muestras de liquido folicular de pacientes >40 afios y

pacientes con Baja Reserva ovarica (BR).

e Analizar y comparar el patron de expresion de las proteinas presentes en los exosomas

aislados a partir del liquido folicular de donantes, >40 afios y BR.
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Material y Métodos

Pacientes.

El presente estudio se llevoé acabo usando liquido folicular y suero extraidos a dos
mujeres del grupo control, es decir mujeres donantes de ovocitos (con cddigos de identificacion
190402 y 5789), cuyo rango de edad se encuentra entre 18 y 29 afios, que no sufrian ningun
tipo de alteracion por tratarse de mujeres jévenes que no tenian ninguna enfermedad ovérica y
que presentaban, ademas buena salud psiquica. La ovulacién fue inducida empleando una
combinacion de FSH recombinante (rFSH Gonal F) y LH recombinante (rLH Luveris), con una
dosis que vari6 en funcién de la respuesta de cada paciente, y posteriormente, los ovocitos
fueron recuperados por aspiracion transvaginal en una intervencion realizada por personal
cualificado del Centro de Asistencia a la Reproduccion Humana de Canarias, que colaboré con
esta investigacion. De la misma forma, se obtuvieron muestras, solo de liquido folicular, de una
paciente diagnosticada con Baja Respuesta Ovarica (PR) en la que no se ha encontrado ningun
factor ovarico relacionado con infertilidad (NOF), cuyo rango de edad esta comprendido entre
los 29 y los 39 afios (190508), y de una paciente mayor de 40 afios (>40) (190423), en estos
dos ultimos casos ambas pacientes estaban sometidas a tratamientos de fertilidad. El
tratamiento que recibieron las muestras extraidas siguié un protocolo que cuenta con la
aprobacion del Comité de Etica de la Universidad de La Laguna. Ademas, se contd con el
consentimiento firmado de las pacientes, cuyos datos permanecieron codificados en todo

momento.

Purificacion de exosomas a partir de suero y de liquido folicular

Los exosomas fueron extraidos a partir de muestras de suero fresco (S) o de liquido
folicular fresco (LF). Tanto el suero como el liquido folicular contienen, ademéas de los
exosomas, eritrocitos, leucocitos y otras moléculas, por ello es necesario aislar los exosomas.
En caso de estar congeladas, las muestras se descongelaron a temperatura ambiente o bien en
un bafio a 25°C, y a continuacion se centrifug6 durante 30 minutos a 2000 x g para eliminar las
células y los deshechos. Tras la centrifugacion el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo
con sumo cuidado de no tomar el pellet.

Para las muestras de suero se uso el reactivo Total Exosome Isolation (from serum)
(Invitrogen) afadiendo 20uL de reactivo por cada 100uL de suero, mientras que para las
muestras de liquido folicular se empleé el reactivo Total Exosome Isolation (from culture

media) usando 500uL de reactivo para cada mL de liquido folicular.
7
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Una vez se afiadio la cantidad correspondiente de reactivo a la muestra, se homogeneiz6
pipeteando y se incubo, en el caso del suero, durante una hora, y en el caso del liquido folicular,
durante toda una noche, y, en ambos casos manteniendo la muestra a una temperatura de 4°C
durante la incubacion. Tras la incubacién, la muestra de suero se centrifugé durante 10 minutos
a 10,000 x g a temperatura ambiente, y la de liquido folicular durante 1 hora a 4°C. Finalmente,
tras centrifugar, se conservaron a -80°C hasta su utilizacion, tanto el sobrenadante, que recibid
el nombre de suero purificado (SS) y liquido folicular purificado (SLF), como el pellet que

contenia los exosomas aislados.

Extraccion de proteinas de exosomas

Para lograr la extraccion de proteinas contenidas en los exosomas se procedio a lisar
estos con un buffer de lisis, RIPA (50 mM Tris pH 8 + 150 mM NaCl + 1% Nomidet 40 +
complete 1X). Al pellet de exosomas, tanto de suero como de liquido folicular, se afiadi6 75 pL
de buffer de lisis y se dejé en hielo durante 20 minutos, resuspendiendo cada 5 minutos. A
continuacion, se centrifugd a 12,000 x g durante 2 minutos a 4°C y se recupero el sobrenadante
donde se encuentran las proteinas que antes estaban contenidas en los exosomas constituyendo
asi las muestras de proteinas de exosomas de suero (ES) y las muestras de proteinas de liquido
folicular (ELF).

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Obtenidas ya las diferentes muestras de trabajo, se sometieron a electroforesis SDS-
PAGE discontinua, para lo cual fue necesario preparar un gel de poliacrilamida. Se utiliz6 el
Sistema de electroforesis vertical Mini-PROTEAN Tetra (BioRad) con tampodn de camara 10X
(glicina 2M, Tris 0.25 M, SDS 0.035 M, pH 8.3) usado a concentracién 1X y se aplicd un
voltaje de 150-200 V. EIl gel de poliacrilamida se realiz6 con una fase basal de poliacrilamida
al 10% (4,07 mL agua MiliQ + 3,33 mL de acrilamida 30% + 2,5 mL Tris pH 8,8 + 0,1 mL
SDS 10% + 50 uL APS + 5 uL TEMED) y una fase superior para potenciar la compactacion
de poliacrilamida al 4% (3,64 mL agua MiliQ + 0,8 mL de acrilamida 30% + 1,5 mL Tris pH
6,8 + 0,06 mL SDS 10% +30 pL de APS + 6 pL de TEMED). Cantidades utilizadas para la
realizacion simultanea de dos geles.

Las muestras se prepararon con tampon de carga LSB 3x (63 mM Tris-HCI pH 6.8, 10%
glicerol, 2% SDS, 1.5% B-mercaptoetanol y 0.0025% de azul de bromophenol) en un volumen

final de 15 pL. Se usaron 0.5 puL de exosomas de suero y liquido folicular, 0.25 pL de liquido
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folicular, suero purificado y suero no procesado y 0.125 L de liquido folicular no procesado.
En todos los casos los volimenes se ajustaron con agua MiliQ.

Ademas, para determinar tanto el tamafio como la cantidad de proteinas expresadas, se
cargé en cada gel el marcador de peso molecular Precision Plus Protein Standars Kaleidoscope
(BioRad), asi su pocillo correspondiente contenia 5 pL del marcador de peso molecular y 10
uL de LSB 1X.

Tincion de proteinas

Para poder observar lo que se estaba expresando se procedio a realizar una tincién con
el colorante fluorescente SYPRO Ruby Protein Gel Stain (invitrogen). En primer lugar, la
solucion de fijacion (50% Metanol + 7% Acido acético + 43% agua MiliQ) donde se dejo el
gel sumergido en ellay en agitacion durante 30 minutos. Se desecho la solucion utilizada y se
sumergio de nuevo en solucién de fijacion y en agitacion por otros 30 minutos. Posteriormente
el gel se dejo con SYPRO en agitacion y en oscuridad durante toda la noche. Una vez pasada
la noche, se lavé el gel con la solucién de lavado (10% Metanol + 7% Acido Acético + 83%
agua MiliQ) primero durante 30 minutos y, tras desechar y utilizar nueva solucién de lavado,
durante otros 30 minutos. Antes de colocar el gel sobre la ldmpara UV para su visualizacion se

lavé dos veces con agua MiliQ durante 5 minutos cada vez.

Analisis de resultados

Para el andlisis de los resultados obtenidos y la comparacién de los patrones de bandas
presentes en las distintas muestras analizadas se empled el software de analisis de geles
Quantity-one (Bio-Rad).
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Resultados

Expresion del contenido en muestras de suero y liquido folicular en donantes.

En primer lugar, se analizd si existian diferencias entre el patron de bandas de muestras
de diferente origen, suero y liquido folicular, Sy LF, provenientes de un mismo grupo, mujeres
donantes de 6vulos. Las muestras de suero eran de la donante 5789 y las de liquido folicular de
la donante 190402.

Asi, en la figura 1, se comparo el patron de bandas encontrado en una muestra de suero
fresco y en una muestra de liquido folicular fresco. Se puede observar que existen 5 bandas

diferentes entre ambas muestras.

-40000

Figura 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de las proteinas presentes en muestras de suero y liquido folicular. A.

Representacion grdfica del patron de proteinas de la muestra de suero (S) en rojo y de la muestra de liquido folicular (LF) en verde. B.

Electroforesis de las proteinas del suero de la donante 5789 y del liquido folicular de la donante190402. Las diferencias entre ambas
muestras aparecen sefialadas con flechas, existiendo un total de 5 diferencias.

Ademas, en la figura 2 se comparé el patron de bandas de una muestra de suero
purificado y de una muestra de liquido folicular purificado, SS y SLF. Se observa que 4 bandas

presentan diferencias.
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Figura 2. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de las proteinas presentes en muestras de suero y liquido folicular. A.
Representacion grdfica del patron de proteinas de la muestra de suero purificado (5S) en rojo y de la muestra de liquido folicular
purificado (LF) en verde. B. Electroforesis de las proteinas del suero de la donante 5789 y del liquido folicular de la donante190402. Las
diferencias entre ambas muestras aparecen sefialadas con flechas, existiendo un total de 4 diferencias.
Finalmente, y constituyendo el foco de interés principal de este apartado, en la figura 3
se comparo el patron de bandas obtenido a partir de una muestra de exosomas de suero y de una
muestra de exosomas de liquido folicular, ES y ELF. En este caso 9 bandas difieren entre ambas
muestras.
75 kD
20 kD

Figura 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de las proteinas presentes en muestras de suero y liquido folicular. A.
Representacion grdfica del patrén de proteinas de la muestra de exosomas de suero (ES) en rojo y de la muestra de exosomas de liquido
folicular (ELF) en verde. B. Electroforesis de las proteinas del suero de la donante 5789 y del liquido folicular de la donante190402. Las
diferencias entre ambas muestras aparecen sefialadas con flechas, existiendo un total de 9 diferencias.

15



RESULTADOS

Expresién del contenido de exosomas de diferentes grupos de mujeres

Tras analizar si existen o no diferencias en el contenido proteico de exosomas de suero
y liquido folicular, de donantes de ovocitos, se comprobo si existian diferencias entre el
contenido de exosomas de liquido folicular, LF, obtenido a partir de mujeres con distinto
diagnostico de infertilidad.

En primer lugar, en la figura 4, se compar6 el patron de bandas encontrado en los
exosomas de una donante (190402) y el de exosomas de una mujer mayor de 40 afios (190423),
D y >40. El nimero de bandas que difieren es de 5.

v | B
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Figura 4. El panel de la derecha es una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de las proteinas presentes en muestras de exosomas
provenientes de liquido folicular. El panel de la izquierda es una representacion grafica del patron de proteinas de la muestra de
exosomas de una mujer mayor de 40 afios (>40) en rojo y de la muestra de exosomas de una mujer donante (D) en verde. Las
diferencias entre ambas muestras aparecen sefialadas con flechas, existiendo un total de 5 diferencias.

En segundo lugar, en la figura 5, los patrones de bandas que se compararon fueron los
que se correspondian con exosomas de una donante (190402) y los exosomas de una mujer con

baja respuesta ovarica (190508), D y PR. Las diferencias que se dan suman un total de 7.

B
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Figura 5. El panel de la derecha es una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de las proteinas presentes en muestras de
exosomas provenientes de liquido folicular. El panel de la izquierda es una representacion grafica del patrén de proteinas de la
muestra de exosomas de una mujer con baja respuesta ovarica (PR) en rojo y de la muestra de exosomas de una mujer donante (D)
en verde. Las diferencias entre ambas muestras aparecen sefialadas con flechas, existiendo un total de 7 diferencias.
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En tercer y Gltimo lugar, en la figura 6, se comparo el patrén de bandas de exosomas de
una mujer mayor de 40 afios (190423) con el de exosomas de una mujer con baja respuesta
ovérica (190508). El numero de diferencias entre bandas que aparece en este caso es un total
de 4.

50 kD

Figura 6. El panel de la derecha es una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de las proteinas presentes en muestras de
exosomas provenientes de liquido folicular. El panel de la izquierda es una representacion grafica del patrén de proteinas de la
muestra de exosomas de una mujer con baja respuesta ovarica (PR) en rojo y de la muestra de exosomas de una mujer mayor de
afios (>40) en verde. Las diferencias entre ambas muestras aparecen sefialadas con flechas, existiendo un total de 4 diferencias.
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Expresion del contenido en muestras de suero y liquido folicular en donantes

En vista de los resultados, el anélisis comparativo de la expresion de proteinas presentes
en suero fresco y liquido folicular fresco mostré que existen algunas diferencias entre ambas
muestras. Esto es totalmente 16gico teniendo en cuenta que la composicion es diferente ya que
provienen de ambientes totalmente distintos.

En el caso de la comparacién entre la expresion de proteinas que se encuentran en
muestras de suero purificado y liquido folicular purificado, se observa que también existen
diferencias, y por el mismo motivo que el caso anterior, es de esperar.

Respecto a la expresion de proteinas contenidas en exosomas de suero y de liquido
folicular, que constituyen el foco de atencion, los resultados arrojan que efectivamente existen
diferencias en funcion de la proveniencia de los exosomas. Se trata, ademas, del mayor nimero
de diferencias obtenido en las tres comparaciones realizadas, constituyendo casi el doble de las
obtenidas en la comparacion de suero fresco y liquido folicular fresco, y mas del doble de las
encontradas al comparar suero purificado y liquido folicular purificado.

Se ha comprobado que los exosomas se emplean para deshacerse de los desechos y de
las sustancias toxicas celulares. La infeccion provocada por intoxicacion con priones puede
ocurrir a través de vias como la exposicion dietética, procedimientos médicos y transfusion de
sangre. Isoformas anormales de la proteina prionica fueron aisladas a partir de exosomas, y este
hecho se relaciona con el empleo, por parte de las células, de los exosomas como un mecanismo
a través del cual pueden deshacerse de proteinas toxicas [17]. En base a hechos como este y a
las diferencias obtenidas al comparar muestras de suero y liquido folicular de donantes, los
exosomas, ademas de ser empleados por las células como mecanismos de expulsién de desecho,
también podrian ser utilizados como mecanismos de comunicacion intercelular pues tanto el
liquido folicular como el suero provienen de donantes sanas, y al ser asi no tendrian por qué
presentar tantas diferencias en el contenido de proteinas de su carga como ocurre cuando se
compara liquido folicular fresco con suero fresco, y liquido folicular purificado con suero
purificado.

De esta forma los exosomas podrian presentar diferencias en su carga debido a que en
ambientes distintos estan implicados en funciones relacionadas con la actividad de las células
propias de los distintos ambientes, pudiendo constituir asi mecanismos de comunicacion celular

como se cree [7].



Expresién del contenido de exosomas de diferentes grupos de mujeres

Al analizar los resultados obtenidos tras comparar las proteinas presentes en la carga de
exosomas de liquido folicular y de distintos grupos de mujeres, se observa que en todas las
comparaciones realizadas se dan diferencias.

El liquido folicular deriva de los componentes del plasma circulante que cruza la barrera
sanguineo-folicular a través de los capilares de la teca, de los productos de las células granulosas
y de las células tecales, donde se incluyen hormonas, proteinas, aminoacidos y factores
antiapoptéticos. Este ha sido reconocido como una fuente de factores bioquimicos que pueden
ser predictivos de la calidad de los ovocitos [14], por lo tanto, es I6gico pensar que los productos
contenidos dentro del liquido folicular juegan un papel importante en el crecimiento del foliculo
y la maduracion de los ovocitos. Estudios revelaron que el liquido folicular es un producto tanto
del plasma sanguineo como de la actividad secretora de las células de granulosa [15,16]. La
comunicacion bidireccional entre gametos y células granulosas en el foliculo ocurre de forma
directa a través de una red de uniones comunicantes o a través de factores de sefializacion
paracrinos, autocrinos y endocrinos en el fluido folicular. Estas interacciones son criticas para
el crecimiento folicular normal, la proliferacion y diferenciacion de células granulosas, la
maduracion de los ovocitos y la fertilidad [8]. Es aqui donde entran en juego los exosomas. Se
consideraba y aun se considera que los exosomas son utilizados por las células para deshacerse
de los desechos que se generan en la actividad celular [7,17], pero ademas de eso, estudios
recientes ha determinado que también podrian estar actuando como un mecanismo adicional de
transmision y control en el proceso reproductivo ya que en su carga presentan moléculas que
se preve que pueden estar relacionadas con el crecimiento folicular y la maduracion de ovocitos.
Uno de los tipos de moléculas presentes son los miRNA que se piensa que podrian dirigirse a
elementos clave como la transformacion del factor de crecimiento beta (TGFb) que se expresa
en el ovocito desde etapas tempranas siendo responsable precisamente del crecimiento folicular
y la maduracion de los ovocitos [6]. En base a este y otros datos similares obtenidos en varios
estudios, se quiso indagar en el contenido de la carga exosomal para dilucidar si, en diferentes
condiciones, transportan moléculas distintas.

En este caso las comparaciones se realizan en base a la expresion de proteinas presentes
en exosomas. En primer lugar, al realizar la comparacion entre una donante y una mujer mayor
de 40 afios, se obtuvieron 5 diferencias. Se trata de situaciones en las que el estado fisiologico
celular no es el mismo ya que, como se ha explicado anteriormente, una edad avanzada provoca
un declive fisioldgico. En mujeres mayores de 40 afios, cuando se someten a tratamientos de

reproduccion asistida, en muchos casos obtienen resultados satisfactorios, ya que en un estudio



el 62,5 % de las mujeres mayores de 40 afios habian tenido descendencia viva o bien se
presentaban un embarazo en curso [13] lo que determina que lo que influye no es en si la edad
de la mujer, sino que es la edad del 6vulo la que va a influir principalmente [9,13]. Una edad
avanzada lo que provoca es que el 6vulo no complete la primera division meiotica normal de
forma eficaz, esto puede ser debido al envejecimiento citoplasmatico que a su vez puede ser
promovido porque la actividad llevada a cabo en las mitocondrias para obtener energia se
reduce [9]. En un estudio realizado en el que se comparaba el contenido de miRNAs en
exosomas de liquido folicular de yeguas jovenes y yeguas viejas, los resultados que se
obtuvieron fueron un total de 22 mRNA en las jovenes y 14 miRNA en las viejas. Ademas, se
observé que 14 miRNA se encontraban exclusivamente en los exosomas de las jovenes, y lo
mismo sucedio con 5 miRNA presentes solo en las viejas [12]. En ese estudio las diferencias
encontradas se dan entre miRNAS, y en el caso de este trabajo, donde lo que se estudia son las
diferencias en la expresion de proteinas, efectivamente también obtenemos la presencia de
diferencias.

En segundo lugar, al analizar los resultados que provienen de realizar una comparacion
entre donantes y mujeres con baja respuesta ovarica, el nimero de diferencias obtenidas fue 7,
constituyendo la comparacion en la que mas diferencias se hallaron. Asi, se analiza el contenido
de la carga de exosomas de dos muestras que, aunque provengan de liquido folicular, su estado
fisiolégico celular varia pues el estado folicular no es el mismo en una donante fértil y en
condiciones que se suponen son las ideales que en una mujer cuya fertilidad se encuentra
reducida por una baja respuesta ovarica. Recientemente se ha propuesto que los niveles del
factor de células madre, SCF, en el liquido folicular pueden afectar la foliculogénesis y la
ovulacion posterior ya que este se trata de un factor de crecimiento de citoquinas producido en
la fase folicular humana inmediatamente antes de la fase ovulatoria [10]. Un informe reciente
ha demostrado que, en los ciclos de reproduccion asistida a mujeres con baja respuesta ovarica,
los niveles del factor de células madre en el liquido folicular fueron significativamente mayores
en el liquido folicular de pacientes en los que se recuperd al menos un ovocito en comparacion
con aquellos en los que no se encontrd ningin ovocito [18]. De esta forma, como mismo en esta
patologia los niveles del factor de células madre varia, también podria hacerlo el contenido
proteico celular en exosomas, siendo los resultados obtenido datos que lo corroboran ya que
revelan gque efectivamente la expresion de proteinas es diferente en mujeres con patologias que
en mujeres sanas.

En ultimo lugar, cuando se observan las diferencias que se dan al comparar la expresion

de proteinas en exosomas presentes en el liquido folicular de mujeres mayores de 40 afios frente



a la de mujeres con baja respuesta ovarica, a pesar de que ambas situaciones coinciden al
presentar una disminucion de la fertilidad, encontramos 4 diferencias. Esto es asi porque el
origen de la fertilidad reducida nada tiene que ver en ambos casos, pues en el caso de mujeres
mayores de 40 afios es lo que cabe esperar ya que la edad afecta de forma negativa siendo el
factor desencadenante, y en el caso de mujeres con baja respuesta ovarica la explicacién de esta
reduccion de la fertilidad se debe a que alguna patologia afecta de forma sistémica a ciertos
grupos de células.

Si se analizan las caracteristicas de las mujeres con las que se llevaron a cabo las
comparaciones de la expresion de proteinas en exosomas de liquido folicular, es légico que el
mayor numero de diferencias se haya obtenido al comparar una donante y una mujer con baja
respuesta ovarica, pues las mujeres de 40 afios, tienen la fertilidad reducida pero estan sanas, el
unico factor desencadenante es la edad, las mujeres con baja respuesta ovarica tienen fertilidad
reducida, y presentan alguna patologia y las donantes presentan las condiciones ideales, es
decir, estan sanas y son fértiles. De esta forma, si tenemos en cuenta que de las comparaciones
realizadas la méas que presenta diferencias entre la carga de sus exosomas es la de donantes y
mujeres con baja respuesta ovarica coincidiendo este caso con el que mayores diferencias entre
grupos se dan, al igual que el hecho de que en todas las comparaciones realizadas existan
diferencias, en mayor o menor medida, se ve que para cada situacion se da un perfil molecular
especifico con patrones diferenciales en la carga de los exosomas, lo que refuerza la idea de
que efectivamente los exosomas son empleados por las células en procesos de comunicacion

intercelular [7]
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Conclusiones:

Existen diferencias en el patron de bandas de exosomas aislados de suero y liquido folicular de

donantes de ovocitos.

En mujeres con diferente diagnostico de infertilidad, mayores de 40 afios y baja respuesta
ovarica, y donantes de ovocitos, el contenido de proteinas de los exosomas aislados de liquido

folicular varia.

Conclusions:

. There are differences in the pattern of isolated exosome bands from serum and follicular fluid

from oocyte donors.

In women with different infertility diagnostics, over 40 years old and with poor ovarian
response, and oocytes donors, the protein content of isolated exosomes from follicular fluid

changes.
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