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Figura 1: Estructura del ovario, desarrollo folicular, ovulación y formación del cuerpo lúteo. Adaptado 

de Pearson Education. 
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Figura 2: Clasificación de los estadíos del desarrollo folicular en ovario. A. Folículo primordial. B. 

Folículo primario. C. Folículo preantral. D. Folículo antral temprano. E. Folículo antral maduro. F. Folículo 

preovulatorio o de Graaf. GC: Células de la granulosa. ZP: Zona pelúcida.  
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Figura 3: Microfotografías de folículos en estado atrésico coloreados con hematoxilina-eosina. A. 

Folículo atrésico B. Células de granulosa de un folículo atrésico. Nótese la condensación de la cromatina 

(flecha blanca). C. Folículo en estado de atresia avanzada, con restos de proteínas de la zona pelúcida en la 

zona central. D. Células de la granulosa desprendidas de un folículo atrésico, se pueden observar cuerpos 

apoptóticos y núcleos picnóticos (flecha negra). E. Células tecales de un folículo atrésico avanzado, algunas 

han adquirido característica de tejido conectivo. F. Folículo atrésico, con ovocito en degeneración. Obsérvese 

la retracción del citoplasma del oocito (flecha roja). Modificado de Pedersen y col. (2003) [42]. 
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Página siguiente - Figura 4: Interacción entre endotelio y células peri-endoteliales. A. Fotografías 

obtenidas por microscopía electrónica de barrido y posteriormente coloreadas digitalmente. i. Pericito 

rodeando un capilar. Pueden observarse los procesos primarios en dirección longitudinal y los procesos 

secundarios orientados de forma circunferencial. ii. Capilar arterial con numerosos pericitos asociados. iii. 

Arteriola terminal rodeada por pericitos y algunas células de músculo liso vasculares. B. Micrografía 

electrónica de un capilar fenestrado y su pericito en corte transversal. Obsérvese que las células endoteliales 

del capilar y el pericito comparten la misma lámina basal. Tomado de Sato y col. [70] C. Esquema de los 

complejos de unión entre pericitos y células endoteliales. Adaptado de Winkler y col. [71]. 
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Figura 5: Ligandos y receptores del sistema de PDGF y sus interacciones.  
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Figura 6: Proliferación, supervivencia y migración de células vasculares peri-endoteliales por acción 

de PDGF-B. Adaptada de Hoch y col. (2003) [104]. 
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Fig. 7: Esquematización de la formación de vasos sanguíneos y los principales factores involucrados.  
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Figura 8: Esquema de una partícula de HDL cargada de colesterol, con ApoA-I como apoliproteína 

principal. La partícula está en contacto con una molécula del receptor SR-BI localizada en la membrana 

plasmática celular. 
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Figura 9: Esquema de las vías de administración utilizadas para los modelos experimentales en 

roedor. A: Vía intraperitoneal (utilizada para administrar anestesia) B: Vía intrabursa (utilizada para 

administrar los tratamientos en estudio). 
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Para la extracción proteica de células, las placas de 24 wells fueron congeladas 

a -20º C y luego se les agregó a cada well 50 µl de buffer lisis. Se las dejó reposar en 
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hielo durante 30 minutos y se procedió a disgregar las células. El lisado se centrifugó a 

4º C a 13.000 rpm durante 10 minutos. En todos los casos, la medición de proteínas se 

realizó en el sobrenadante por el método de Bradford.  
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En  a estos rasgos clínicos, 

tradicionalmente, OHSS ha sido clasificado en tres estadios, y en cinco grados según su 

intensidad . 

Estadio Características 

Leve 

Grado 1 Distensión e incomodidad abdominal. 

Grado 2 
Grado 1, más vómitos, diarrea y aumento del tamaño de los 

ovarios de (5-12 cm) 

Moderado Grado 3 Grado leve, más presencia ecográfica de ascitis. 

Severo 

Grado 4 
Grado moderado, más signos de ascitis/hidrotórax o dificultad 

respiratoria. 

Grado 5 Grado 4, más cambios en el volumen sanguíneo, aumento de 

la viscosidad sanguínea por hemoconcentración, trastornos 

de la coagulación y eventos tromboembólicos. 

Tabla 1.1: Clasificación del Síndrome de Hiperestimulación ovárica (OHSS). 
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Figura 1.1: Fisiopatología de Síndrome de Hiperstimulación Ovárica.  La hormona hCG estimula en las 

células de la granulosa-luteínicas a sintetizar y liberar grandes cantidades de VEGF. El receptor KDR también 

es estimulado en células de la granulosa-luteínicas y células endoteliales en respuesta a hCG.  El VEGF 

liberado por las células de la granulosa-lueínicas se une a los receptores KDR en células endoteliales 

aumentando la permeabilidad vascular. Adaptado de Soares y col., 2008 [187]. 

 

ALTA PERMEABILIDAD 

VASCULAR 
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Día 
1 

Día 
2 

Día 
3 

Día 
4 

Día 
5 

Día 
6 

Día 
7 

Control   
PMSG  
(25 UI) 

 
hCG 

(10 UI) 
 

 
Sacrificio 

OHSS 
PMSG  
(50 UI) 

PMSG  
(50 UI) 

PMSG  
(50 UI) 

PMSG  
(50 UI) 

hCG 
(25 UI) 

 
 

Sacrificio 

OHSS + PDGF-B 
(0,1µg/ovario) 

PMSG  
(50 UI) 

PMSG  
(50 UI) 

PMSG  
(50 UI) 

PMSG  
(50 UI) 

hCG (25 UI)  
+ PDGF-B 

(0,1µg/ovario) 
 

 
 

Sacrificio 

OHSS + PDGF-B 
(0,5µg/ovario) 

PMSG  
(50 UI) 

PMSG  
(50 UI) 

PMSG  
(50 UI) 

PMSG  
(50 UI) 

hCG (25 UI)  
+ PDGF-B 

(0,5µg/ovario) 
 Sacrificio 

 

Tabla 1.2: Protocolo de inyección para el desarrollo del modelo OHSS en rata a partir de 

ratas prepúberes de 21 días de la cepa Sprague Dawley. 
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Figura 1.2: Efecto de PDGF-B sobre el peso ovárico en el modelo de OHSS desarrollado en rata. Los 

valores representan la media ± ESM (N > 8/grupo). Las distintas letras indican las diferencias significativas 

entre grupos, utilizando ANOVA de una vía, seguido por el test de comparación múltiple de Tukey (a vs b,c: 

p<0,001; b vs c p<0,05). 

 

 



Capítulo I: OHSS - Resultados 

 

92 

µ



Capítulo I: OHSS - Resultados 

 

93 

Figura 1.3: Imágenes representativas de cortes histológicos de ovario coloreados con H&E. A: 

Microfotografías de los ovarios de todos los grupos experimentales (control, OHSS, OHSS + PDGF-B (0,1 

µg/ovario), en las cuales se observan distintos tipos de estructuras foliculares y luteales. Aumento 100x. B: 

Microfotografías representativas de los quistes presentes en los ovarios del modelo de OHSS desarrollado 

en rata. Estas estructuras contienen células luteinizadas (asterisco) junto con células de granulosa (cabeza 

de flecha) y el ovocito (estrella), lo que denota fallas en el proceso de ovulación/luteinización. Aumento: 

400x. 

Control OHSS 

OHSS + PDGF-B (0,5 µg/ovario) OHSS + PDGF-B (0,1 µg/ovario) 

A 

B 
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Figura 1.4: Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre la dinámica folicular y luteal en un modelo de 

OHSS desarrollado en rata.  Se cuantificó el número de estructuras ováricas presentes en cada corte. A: % 

de folículos preantrales/ovario B: % de folículos antrales/ovario C: % de folículos atrésicos/ovario D: % de 

cuerpos lúteos/ovario E: % de quistes/ovario. Los valores se expresan como la media ± ESM (N ≥ 5/grupo). 

Las distintas letras indican las diferencias significativas entre grupos, utilizando ANOVA de una vía, seguido 

por el test de comparación múltiple de Tukey.  

 

 

 

 

A B 

E 

C D 
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Figura 1.5: Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre los niveles de progesterona en un modelo de OHSS 

desarrollado en rata. Los niveles ováricos de progesterona están expresados en ng/ml de suero. Los valores 

se expresan como la media ± ESM (n≥5/grupo). Las distintas letras indican las diferencias significativas 

entre grupos, utilizando ANOVA de una vía, seguido por el test de comparación múltiple de Tukey (a vs b: 

p<0,01) 
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Figura 1.6: Efecto de PDGF-B sobre la expresión ovárica de proteínas relacionadas con la síntesis de 

hormonas esteroideas. El contenido proteico de P450scc, 3β-HSD, β-actina y GAPDH fue analizado por 

Western blot en los distintos grupos experimentales (control, OHSS y OHSS + PDGF-B). Los gráficos de 

barra muestran la cuantificación densitométrica de cada proteína (paneles superiores), junto con imágenes 

de inmunoblots representativos (paneles inferiores). A: Análisis de la expresión de P450scc, relativizada a 

β-actina como control de carga. B: Análisis de la expresión de 3β-HSD, relativizada a GAPDH como control 

de carga. Los valores fueron expresados en unidades densitométricas arbitrarias y corresponden a la media 

± SEM de 3 experimentos independientes, n=5/grupo. Las distintas letras indican las diferencias 

significativas entre grupos, utilizando ANOVA de una vía, seguido por el test de comparación múltiple de 

Tukey. 

P450scc 53 kDa 

β-actina 42 kDa 

3β-HSD 43 kDa 

 

GAPDH 37 kDa 
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Figura 1.7: Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre la proliferación celular en CL del modelo de 

OHSS desarrollado en rata. A: Microfotografías representativas de cuerpos lúteos pertenecientes a 

animales control (izquierda), OHSS (medio) y OHSS+PDGF-B (derecha). Las flechas blancas indican núcleos 

marcados positivamente. Aumento: 400x. B: Porcentaje (%) de células marcadas por IHQ para PCNA, 

calculado como número de núcleos marcados/número total de núcleos del cuerpo lúteo en estudio. Se 

analizaron 5 CL/animal, 5 animales/grupo. Los valores se expresan como la media ± ESM. Las distintas 

letras indican las diferencias significativas entre grupos, utilizando ANOVA de una vía, seguido por el test de 

comparación múltiple de Tukey. 

  

A 

Control OHSS OHSS + PDGF-B 
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Página siguiente - Figura 1.8: Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre el reclutamiento de células 

peri-endoteliales en un modelo de OHSS desarrollado en rata. A: Área peri-endotelial en CL. Panel 

superior: Microfotografías representativas de CL pertenecientes a los grupos control (izquierda), OHSS 

(medio) y OHSS + PDGF-B (derecha). Aumento: 400x. Panel inferior: Porcentaje (%) de área peri-

endotelial, calculada como el área ocupada por vasos sanguíneos inmunopositivos/área total del CL en 

estudio. Se estudiaron 4 CLs/animal, 5 animales/grupo. Los valores se expresan como la media ± ESM. Las 

distintas letras indican las diferencias significativas entre grupos, utilizando ANOVA de una vía, seguido por 

el test de comparación múltiple de Tukey. B: Área peri-endotelial en quistes. Panel superior: Microfotografías 

representativas de distintos quistes pertenecientes a animales de los grupos OHSS (izquierda) y OHSS + 

PDGF-B (derecha). Panel inferior: Porcentaje (%) de área peri-endotelial, calculada como el área ocupada 

por vasos sanguíneos inmunopositivos/área total del quiste en estudio. Se estudiaron 5 quistes/animal, 5 

animales/grupo. Los valores se expresan como la media ± ESM. Las distintas letras indican las diferencias 

significativas entre grupos, utilizando test de Student no pareado.  
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Claudina-5 24 kDa 

β-actina 42 kDa 

N-cadherina 130 kDa 

β-actina 42 kDa 
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Página anterior - Figura 1.9: Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre la expresión ovárica de 

proteínas involucradas en uniones intercelularles en el modelo de OHSS desarrollado en rata. El 

contenido proteico de claudina-5, N-cadherina y β-actina fue analizado por Western blot en los distintos 

grupos experimentales (control, OHSS y OHSS + PDGF-B). Los gráficos de barra muestran la cuantificación 

densitométrica de cada proteína (paneles superiores), junto con imágenes de inmunoblots representativos 

(paneles inferiores). A: Análisis de la expresión de Claudina-5, relativizada a β-actina como control de carga. 

B: Análisis de la expresión de N-cadherina, relativizada a β-actina como control de carga.  Los valores fueron 

expresados en unidades densitométricas arbitrarias y corresponden a la media ± SEM de 3 experimentos 

independientes, n=5/grupo. Las distintas letras indican las diferencias significativas entre grupos, utilizando 

ANOVA de una vía, seguido por el test de comparación múltiple de Tukey. 
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Figura 1.10: Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre la expresión ovárica de proteínas del sistema 

de S1P en el modelo de OHSS desarrollado en rata. El contenido proteico del receptor S1P1, SphK1 y 

GADPH fue analizado por Western blot en los distintos grupos experimentales (control, OHSS y OHSS + 

PDGF-B). Los gráficos de barra muestran la cuantificación densitométrica de cada proteína (paneles 

superiores), junto con imágenes de inmunoblots representativos (paneles inferiores). A: Análisis de la 

expresión de S1P1, relativizada a GADPH como control de carga. B: Análisis de la expresión de SphK1, 

relativizada a GADPH como control de carga. Los valores fueron expresados en unidades densitométricas 

arbitrarias y corresponden a la media ± ESM de 3 experimentos independientes, n=5/grupo. Las distintas 

letras indican las diferencias significativas entre grupos, utilizando ANOVA de una vía, seguido por el test de 

comparación múltiple de Tukey. 
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SphK1 42 kDa 

GADPH 37 kDa 
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Página anterior - Figura 1.11: Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre la permeabilidad vascular en 

ovarios provenientes del modelo de OHSS en rata. A: Fotografías representativas de dos ratas Sprague 

Dawley, antes (derecha) y después (izquierda) de la inyección con NaFlu. Nótese la coloración anaranjada 

de los tejidos irrigados y el tono verdoso de los ojos, característico de una correcta circulación sistémica de 

NaFlu. B: Microfotografías que muestran tanto los vasos sanguíneos (v) del estroma como cuerpos lúteos 

(CL).  Las flechas indican los focos de extravasado de NaFlu. Se estudiaron 10 campos/animal, 5 

animales/grupo. Aumento: 100x (paneles superiores) y 200x (paneles inferiores).  
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Figura 1.12: Efecto del tratamiento con PDGF-B sobre la presencia de células de músculo liso 

vasculares y la deposición de matriz extracelular. Microfotografías representativas de ovarios control 

(izquierda), OHSS (medio) y OHSS+PDGF-B (derecha) inmunomarcados para α-SMA (rojo) y colágeno IV 

(verde). Paneles superiores: aumento 20x; paneles inferiores: aumento 40x. Se estudiaron 4 cortes/animal, 

5 animales/grupo.  
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Figura 1.13: Niveles de colesterol total en FF de pacientes control y pacientes con riesgo a desarrollar 

OHSS. Los niveles de colesterol están expresados en mg/dl. Los valores se expresan como la media ± ESM 

(n=18/grupo). Los asteriscos indican diferencias significativas, utilizando el test de Student no pareado (*: 

p<0,05).  
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Figura 1.14: Perfiles de contenido de lipoproteínas de FF de pacientes control y pacientes con riesgo 

a desarrollar OHSS. El contenido de colesterol de las fracciones se determinó por un ensayo enzimático. 

Las posiciones aproximadas de las eluciones de VLDL, LDL y HDL están indicadas con líneas y fueron 

determinadas por análisis de estándares de lipoproteinas humanas. El cromatograma muestra valores la 

media de colesterol total ± ESM en cada fracción (n≥8/grupo). Los asteriscos indican diferencias 

significativas, utilizando el test de Student no pareado (*: p<0,05).  
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Figura 1.15:  Niveles de Apo A-I en FF provenientes de pacientes control y pacientes con riesgo a 

desarrollar OHSS. Panel superior: Cuantificación densitométrica del contenido de Apo A-I en FF, analizado 

por Western blot. Los valores fueron expresados en unidades densitométricas arbitrarias y corresponden a 

la media ± ESM, relativizada al contenido proteico de la muestra según las bandas obtenidas por tinción con 

S-Ponceau (n=13/grupo). Los asteriscos indican diferencias significativas, utilizando el test de Student no 

pareado (**: p<0,01). Panel inferior: Inmunoblot representativo del contenido de Apo A-I.  

 

 

 

 

Figura 1.16: Expresión del receptor SR-BI en células de granulosa luteínica humanas de pacientes 

control y de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS. Panel superior: Cuantificación densitométrica del 

contenido de SR-BI analizado por Western blot. Los valores fueron expresados en unidades densitométricas 

arbitrarias y corresponden a la media ± ESM, relativizada a β-actina como control de carga (n≥5/grupo). 

Los asteriscos indican diferencias significativas, utilizando el test de Student no pareado (**: p<0,01). Panel 

inferior: Inmunoblot representativo del contenido de SR-BI. 

Apo A-I 
 31 kDa 

SR-BI  
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Figura 1.17: Microfotografías del cultivo primario de VSMCs obtenidas a partir de aorta de rata. Las 

células presentan la morfología típica de colinas y valles esperada para este tipo celular. Las fotografías 

fueron obtenidas con distintos aumentos (100x, 200x y 400x).  
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Figura 1.18: Expresión de diferentes proteínas específicas de VSMCs aisladas a partir de aorta de 

rata. Fotografías de células aisladas de aorta de rata inmunomarcadas mediante IHQ. Las células resultaron 

inmunopositivas para los marcadores α-SMA, desmina y PDGFR-β, así como también para N-cadherina y el 

receptor S1P1. Aumento: 200x. 

 
 
 

S1P1 



Capítulo I: OHSS - Resultados 

 

112 

 

Figura 1.19: Expresión proteica de diferentes marcadores de fenotipo celular en células EA.hy y en 

VSMCs aisladas de aorta de rata. Las fotografías muestran inmunoblots representativos de ambos tipos 

celulares para VE-cadherina, desmina y PDGFR-β. Las primeras tres calles corresponden a extractos 

proteicos de la línea endotelial EA.hy, mientras que las calles restantes corresponden a extractos proteicos 

de VSMCs aisladas a partir de aorta de rata.  

 

 

 

Tabla 1.3: Descripción de los marcadores presentes en células EA.hy (línea celular endotelial) y 

VSMCs aisladas de rata.  

 

Marcador 
EA.hy (células 

endoteliales) 
VSCMs de rata Técnica 

VE-CADHERINA + - Western Blot 

DESMINA - + Western Blot, IHQ 

PDGFR-β - + Western Blot, IHQ 

α- SMA  - + IHQ 
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BASAL BASAL + S1P 0,2 µM 

FF OHSS FF OHSS + S1P 0,2 µM 

FF control FF control + S1P 0,2 µM 
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Página anterior - Figura 1.20:  Efecto de S1P en la organización del citoesqueleto de actina y en la 

localización de la N-cadherina en VSMCs en presencia de FF de pacientes control y pacientes con 

riesgo a OHSS. Imágenes representativas de VSMCs incubadas en condiciones basales (arriba), con FF de 

pacientes control (medio), y con FF de pacientes OHSS (abajo); sin y con agregado de S1P (0,2 µM) (derecha 

e izquierda, respectivamente). Las imágenes muestran la colocalización de filamentos de actina teñidos con 

faloidina-TRITC (rojo) y localización de N-cadherina unida a FITC (verde). Magnificación 600x. Las barras 

representan 30 µm. 
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Figura 1.21: Efecto del tratamiento con S1P sobre la expresión de proteínas involucradas en uniones 

intercelulares en VSMCs en presencia de FF de pacientes control y pacientes con riesgo a OHSS. El 

contenido proteico de N-cadherina, occludina, nectina-2 y GADPH fue analizado por Western blot en células 

incubadas con los distintos tratamientos (FF control, FF OHSS y FF OHSS + S1P 0,2 µM). Los gráficos de 

barra muestran la cuantificación densitométrica de cada proteína (paneles superiores), junto con imágenes 

de inmunoblots representativos (paneles inferiores). A: Análisis de la expresión de N-cadherina, relativizada 

a GADPH como control de carga. B: Análisis de la expresión de occludina, relativizada a GADPH como control 

de carga. C: Análisis de la expresión de nectina-2, relativizada a GADPH como control de carga. Los valores 

fueron expresados en unidades densitométricas arbitrarias y corresponden a la media ± SEM de 3 

experimentos independientes, n=6/grupo. Las distintas letras indican las diferencias significativas entre 

grupos, utilizando ANOVA de una vía, seguido por el test de comparación múltiple de Tukey. 
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GADPH 37 kDa 
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Página anterior - Figura 1.22: Efecto del tratamiento con S1P sobre la expresión de los receptores 

S1P1 y S1P3 en VSMCs en presencia de FF de pacientes control y pacientes con riesgo a OHSS. El 

contenido proteico de S1P1, S1P3 y GADPH fue analizado por Western blot en células incubadas con los 

distintos tratamientos (FF control, FF OHSS y FF OHSS + S1P 0,2 µM). Los gráficos de barra muestran la 

cuantificación densitométrica de cada proteína (paneles superiores), junto con imágenes de inmunoblots 

representativos (paneles inferiores). A: Análisis de la expresión de S1P1, relativizada a GADPH como control 

de carga. B: Análisis de la expresión de S1P3, relativizada a GADPH como control de carga.  Los valores 

fueron expresados en unidades densitométricas arbitrarias y corresponden a la media ± SEM de 3 

experimentos independientes, n=6/grupo. Las distintas letras indican las diferencias significativas entre 

grupos, utilizando ANOVA de una vía, seguido por el test de comparación múltiple de Tukey. 
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Fig. 1.23: Esquema que describe el perfil lipoproteico de pacientes control y pacientes con riesgo a 

desarrollar OHSS, según los resultados obtenidos en FF humanos y CGL humanas. 
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Fig. 2.1: Metabolismo de la ciclofosfamida (CTX). Las estructuras resaltadas en negrita corresponden al 

camino metabólico que lleva a la formación del metabolito activo, la mostaza perfosfamida. Las enzimas 

involucradas son: el citocromo P450 (P450 2B6, 3A4); la ALDH aldehído deshidrogenasa (ALDH1A1), la 

glutatión-S-transferasa (GST1) y la alcohol deshidrogenasa. Tomado de Ahlmann y col. [279] 
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Tabla 2.1. Resumen de los antecedentes en literatura que evalúan los efectos directos de CTX sobre 

el ovario.  

 

Quimioterapia Autores Especie 
Tipo celular 

afectado 

Estadio folicular 

afectado 

CTX 

Raz y col. 

(2002)[296] 
Humano 

Células de 

granulosa -  

Desmeules y 

Devine 

(2006)[286] 

Ratón 

Ovocitos y 

células de 

granulosa 

Primordiales, 

primarios. 

Oktem y Oktay 

(2007)[177] 
Humano Ovocito Primordiales 

Zhao y col. 

(2010)[290] 
Rata 

Células de 

granulosa 
- 

Petrillo y col. 

(2011)[293] 
Rata y ratón 

Principalmente 

ovocitos 

Primordiales y 

primarios 

Kalich-Philosoph 

y col. 

(2013)[179] 

Ratón 
Células de la 

granulosa 

Folículos en 

desarrollo 

CTX  

en combinación 

con otras 

drogas 

Abir y col. 

(2008)[295] 
Humano 

Células de 

granulosa y 

ovocitos 

Preantrales 
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Figura 2.2 – Los tratamientos quimioterapéuticos tienen distintos blancos posibles en el ovario. A: 

La quimioterapia puede afectar directamente a la reserva de folículos primordiales o, indirectamente, a 

través del daño a los folículos en crecimiento. Puesto que los folículos en estadios más avanzados inhiben la 

activación de los folículos primordiales, la pérdida de esta población supone un aumento en el reclutamiento 

folicular. B: La quimioterapia puede dañar el ovocito directamente o dañar las células somáticas ováricas, lo 

que lleva indirectamente al daño del ovocito y la destrucción del folículo. Adaptado de Morgan y col. 2012 

[180]. 
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Control CTX CTX + C1P CTX + C1P 

Inyección 
intraperitoneal 

Vehículo 
(SF) 

CTX 
(75 mg/kg) 

CTX 
(75 mg/kg) 

CTX 
(75 mg/kg) 

Inyección 
intrabursa 

Vehículo 
(SF) 

Vehículo 
(SF) 

C1P 
(5 ul/ovario; 

0,5 mM) 

C1P 
(5 ul/ovario; 

1 mM) 

Tabla 2.2: Protocolo de inyección para los grupos experimentales del modelo de FOP desarrollado en 

ratón. 
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Figura 2.3: Efecto de C1P sobre la morfología ovárica en el modelo de FOP inducida por 

ciclofosfamida. Imágenes representativas de cortes histológicos de ovario de todos los grupos 

experimentales (control, CTX, CTX + C1P 0,5 mM y CTX + C1P 1 mM). Panel izquierdo: Microfotografías de 

cortes de ovario coloreados con H&E. Las barras representan 200 µm. Panel derecho: Marcación de las 

células germinales por IHQ con un anticuerpo anti-DDX4, que permite la identificación de folículos 

primordiales. Los asteriscos indican la presencia de folículos primordiales. Las barras representan 50 µm.  

 

 

H&E DDX4 
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Figura 2.4: Efecto de C1P sobre la foliculogénesis ovárica en el modelo de FOP inducida por 

ciclofosfamida. Efecto de la administración de CTX y la co-administración de CTX y C1P sobre el número 

de folículos primordiales, primarios, preantrales, antrales, atrésicos y sobre la suma total de folículos luego 

de dos semanas de tratamiento. Los datos están expresados como la media ± ESM; n = 6-8 animales/grupo. 

Las distintas letras indican las diferencias significativas entre grupos, utilizando ANOVA de una vía, seguido 

por el test de comparación múltiple de Tukey. 
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Figura 2.5: Efecto de C1P sobre la morfología uterina en el modelo de FOP inducida por 

quimioterapia. Microfotografías representativas de cortes histológicos con H&E en los que puede 

observarse los tejidos uterinos de animales de los grupos control, CTX y CTX + C1P en ambas dosis. Los 

cuernos uterinos de ratones tratados con CTX presentan alteraciones tanto en el compartimiento epitelial 

como estromal del endometrio, comparados con ratones control, mientras que la co-administración de C1P 

ayuda a preservar la calidad endometrial. Paneles superiores: magnificación original 10x, las barras 

representan 200 µm. Paneles inferiores: magnificación original 60x, las barras representan 50 µm. 
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Figura 2.6: Efecto del esfingolípido C1P sobre la expresión de AMH en el modelo de FOP inducida por 

ciclofosfamida. A: Microfotografías representativas de ovarios de ratón de todos los grupos experimentales 

(control, CTX y CTX + C1P en ambas dosis), que fueron marcados mediante IHQ para la hormona AMH. La 

coloración marrón localizada en el citoplasma celular fue considerada inmunomarcación positiva. Las barras 

representan 100 µm. B. Expresión proteica de AMH en ovarios analizada por Western Blot, incluyendo la 

cuantificación de AMH relativizada a β-actina (izquierda) y bandas representativas de cada proteína 

(derecha). Los datos fueron expresados como la media ± ESM; n = 6 animales/grupo. Las distintas letras 

indican las diferencias significativas entre grupos, utilizando ANOVA de una vía, seguido por el test de 

comparación múltiple de Tukey (a vs b: p<0.05). 

 

 

 

B 
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Figura 2.7: Efecto del esfingolípido C1P sobre los niveles hormonales en el modelo de FOP inducida 

por ciclofosfamida. A: Concentraciones séricas de FSH en ratones control, tratados con CTX y co-tratados 

con CTX y C1P. Los datos están expresados como ng de FSH por ml de suero. B: Concentración de E2 en 

tejido ovárico de ratones control, tratados con CTX y co-tratados con CTX y C1P. Los valores fueron 

relativizados al contenido de proteína en el ovario y están expresados como ng de E2 por mg de proteína. 

Los datos están expresados como la media ± ESM; n = 6 animales/grupo. Las distintas letras indican las 

diferencias significativas entre grupos, utilizando ANOVA de una vía, seguido por el test de comparación 

múltiple de Tukey. 

 

 

A B 
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Figura 2.8: Efecto de C1P sobre la muerte celular de células ováricas en el modelo de FOP inducida 

por ciclofosfamida. A: Microfotografías representativas de ovarios de ratón de todos los grupos 

experimentales (control, CTX y CTX + C1P 1 mM), que fueron marcados mediante IHQ para detectar la 

proteína caspasa-3 en su forma clivada (panel superior) y mediante la técnica de TUNEL para detectar 

fragmentación apoptótica del ADN (panel inferior). En ambos casos, la coloración marrón fue considerada 

marcación positiva.  Las barras representan 100 µm. Los recuadros son magnificaciones digitales. B. 

Cuantificación del índice de apoptosis, a partir de las imágenes obtenidas por TUNEL. El índice de apoptosis 

fue calculado para cada estadío folicular como la proporción de folículos apoptóticos/folículos totales (n = 

5/grupo). Las distintas letras indican las diferencias significativas entre grupos, utilizando ANOVA de una 

vía, seguido por el test de comparación múltiple de Tukey. Los números entre paréntesis representan el 

número promedio de células positivas para TUNEL en cada etapa folicular, según el tratamiento recibido. 

No se observaron células marcadas en folículos primordiales y primarios en ninguno de los grupos 

experimentales en estudio.  

A 

Caspasa-3 
clivada 

TUNEL 

B 

Control CTX CTX + C1P 
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Página siguiente - Figura 2.9: Efecto de C1P sobre la expresión ovárica de proteínas pro- y anti- 

apoptóticas en el modelo de FOP inducida por ciclofosfamida. El contenido proteico de BAX, BCLX-L, 

esfingomielinasa ácida y β-actina fue analizado por Western blot en los distintos grupos experimentales 

(control, CTX y CTX + C1P). Los gráficos de barra muestran la cuantificación densitométrica de cada 

proteína o la relación entre las mismas (paneles superiores), junto con imágenes de inmunoblots 

representativos (paneles inferiores). A: Análisis de la expresión de BAX. B: Análisis de la expresión de BCLX-

L. C: Análisis de la relación entre contenido de BCLX-L y BAX. D: Análisis de la expresión de esfingomielinasa 

ácida. Los valores fueron expresados en unidades densitométricas arbitrarias y relativizados al contenido de 

β-actina. En todos los casos, los datos corresponden a la media ± ESM de 3 experimentos independientes, n 

= 6 animales/grupo. Las distintas letras indican las diferencias significativas entre grupos, utilizando 

ANOVA de una vía, seguido por el test de comparación múltiple de Tukey. 
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Figura 2.10: Efecto de C1P sobre la vasculatura ovárica en el modelo de FOP inducida por 

ciclofosfamida. Microfotografías representativas de la marcación de células endoteliales con vWF (A), 

lectina-BS (B) y de células peri-endoteliales con α-SMA (C) en ovarios de los distintos grupos experimentales 

(control, CTX y CTX + C1P 1 mM). Nótese en los animales tratados con CTX: el aumento en las disrupciones 

en la vasculatura estromal (cabezas de flecha), la escasa e intermitente presencia de células marcadas en la 

vasculatura del compartimento tecal (flechas negras) y los incipientes vasos sanguíneos propios de la 

neovascularización (asteriscos). Estas características contrastan con las gruesas bandas, sin interrupciones, 

de células positivamente marcadas (flechas verdes) que conforman los vasos sanguíneos en el grupo control 

y el grupo tratado con CTX y C1P. Las barras representan 50 μm. 
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 Ronda 1 (8 semanas post-tratamiento) Ronda 2 (12 semanas post-tratamiento) 

 Control CTX CTX + C1P 1 

mM 
Control CTX CTX + C1P 1 

mM 

Índice de 

apareamiento 
5/5 (100%) 5/5 (100%) 6/6 (100%) 5/5 (100%) 5/5 (100%) 6/6 (100%) 

Índice de fertilidad 

(Hembras con crías 

nacidas/ total) † 

5/5 (100%) 4/5 (80%) 5/6 (83,3%) 5/5 (100%) a 2/5 (40%) b 6/6 (100%) a 

Tamaño de la camada 

(número promedio de 

crías) # 

9,8±0,6 9,6±1,3 8,2±1,1 11,7±1,2 a 3,5±1,5 b 8,4±1,5 ab 

Peso promedio de las 

crías (g) # 
1,52±0,09 1,51±0,03 1,64±0,11 1,44±0,07 1,52±0,06 1,62±0,12 
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Página anterior - Tabla 2.3: Efecto de C1P sobre la fertilidad natural en el modelo de FOP inducida 

por ciclofosfamida. Descripción de los parámetros de fertilidad estudiados, en todos los grupos 

experimentales (control, CTX y CTX + C1P) y tiempos (8 y 12 semanas post-tratamiento). Las distintas letras 

indican las diferencias significativas entre grupos (a vs b: p < 0,05). † Análisis estadístico correspondiente 

al test de Chi-Cuadrado. # Análisis estadístico correspondiente a ANOVA de una vía, seguido por el test de 

comparación múltiple de Tukey.  
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Figura 2.11 – Efecto de C1P sobre la calidad ovocitaria y la fertilización in vitro en el modelo de FOP 

inducida por ciclofosfamida. A: Cuantificación de la proporción de ovocitos anormales calculada como el 

porcentaje de ovocitos anormales respecto del número de ovocitos totales recuperados de cada animal. B: 

Microfotografías representativas de ovocitos pertenecientes a los grupos experimentales (control, CTX y 

CTX + C1P). La barra representa 100 µm. C: Cuantificación de la proporción de ovocitos fertilizados, 

calculada como el porcentaje de ovocitos que, luego de ser incubados con espermatozoides, formaron un 

embrión de dos células respecto del número total de ovocitos viables de cada animal. D: Cuantificación de la 

proporción de blastocistos en día 4, calculada como el porcentaje de embriones que se desarrollaron hasta 

formar un blastocisto respecto del número de embriones de dos células obtenidos de cada animal. Las 

distintas letras indican las diferencias significativas entre grupos (a vs b: p < 0,05), utilizando ANOVA de 

una vía, seguido por el test de comparación múltiple de Tukey.  
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Figura 2.12: Puesta a punto de las condiciones experimentales: efecto por separado de la 

perfosfamida y del esfingolípido C1P sobre la viabilidad celular de la línea de macrófagos J774A.1.  

A: Curva dosis-respuesta en función de la concentración de perfosfamida (2 a 20 µM). Tiempo de 

tratamiento: 24 h. El IC50 calculado fue 7,4 µM. B: Efecto sobre la viabilidad de concentraciones crecientes 

de C1P (1 a 20 µM). Tiempo de tratamiento: 24 h. No se observaron diferencias significativas entre 

tratamientos. 
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Figura 2.13: Efecto del esfingolípido C1P sobre la viabilidad celular de la línea de macrófagos J774A.1 

medida por MTS en presencia de perfosfamida. Las barras representan la media ± ESM, en forma de 

porcentaje respecto del control a 24 h. Tests estadísticos utilizados: ANOVA y test de Tukey. Las distintas 

letras indican las diferencias significativas entre grupos (a vs b: p<0,01). 

 

 

 

Figura 2.14: Efecto del esfingolípido C1P sobre la viabilidad celular y la morfología celular de la línea 

de macrófagos J774A.1 en presencia de perfosfamida. A: Efecto de C1P sobre la viabilidad celular en 

presencia de perfosfamida, medida por el ensayo de exclusión con azul de tripán. Las barras representan la 

media ± ESM en forma de porcentaje. Tests estadísticos utilizados: ANOVA y post-test de Tukey. Las 

distintas letras indican las diferencias significativas entre grupos (a vs b: p<0,0001; a vs c: p<0,05; b vs c: 

p<0,05; n≥3/grupo). B: Efecto de C1P sobre la morfología celular en presencia de perfosfamida. 

Microfotografías tomadas de los macrófagos J774A.1 en las distintas condiciones experimentales. Aumento 

100x.  

Control C1P 8 µM 

Perf 7,5 µM  
+ C1P 8 µM 

Perf 7,5 µM 

B A 
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Página siguiente - Figura 2.15: Efecto del esfingolípido C1P sobre la muerte celular en la línea de 

macrófagos J774A.1 en presencia de perfosfamida. Panel superior: Evaluación de muerte celular por 

citometría de flujo luego de una doble tinción con anexina-V + ioduro de propidio en las distintas condiciones 

experimentales (A: control; B: C1P; C: perfosfamida y D: perfosfamida + C1P). Los cuadrantes indican las 

distintas poblaciones de células de la siguiente manera:  I) Apoptosis temprana; II) Apoptosis tardía; III) 

Necrosis y IV) Dobles negativas. Panel inferior: Cuantificación de las poblaciones obtenidas (E). Los valores 

se expresan como porcentaje y corresponden a la media ± ESM de 3 experimentos independientes. Tests 

estadísticos utilizados: ANOVA y post-test de Tukey. Las distintas letras indican las diferencias significativas 

entre las condiciones de una misma población celular.  
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Figura 2.16: Efecto del tratamiento con C1P sobre la producción de la citoquina MCP-1 en la línea de 

macrófagos J774A.1, en presencia de perfosfamida. Los valores están expresados en pg/ml y representan 

la media ± ESM de 3 experimentos independientes. Tests estadísticos utilizados: ANOVA y post-test de 

Tukey. Las distintas letras indican las diferencias significativas entre condiciones. a vs b: p<0,01; b vs c 

p<0.05; a vs c: p<0.01.  
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Figura 9: Esquema que muestra un resumen de los posibles mecanismos de acción de PDGF-B y sus 

efectos en el modelo de OHSS, a nivel molecular (arriba), celular (medio) y de la función ovárica 

(abajo).   
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Figura 10: Esquema que resume las características de FOP y los efectos de C1P en el contexto de esta 

patología, a partir de los distintos modelos in vivo e in vitro utilizados en esta tesis.  
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