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RESUMEN 

“Desarrollo y estabilidad vascular: Implicancias en el SÍNDROME DE 

HIPERESTIMULACIÓN OVÁRICA (OHSS)” 

El Síndrome de Hiperestimulación Ovárica (OHSS) es una complicación 

iatrogénica severa del crecimiento y maduración folicular ocasionada por la inducción 

de la ovulación en tratamientos de fertilización asistida en los cuales se realiza 

estimulación ovárica. La forma severa es potencialmente mortal y la prevención 

depende de la detección de marcadores confiables que se manifiesten de manera 

temprana durante el desarrollo de OHSS. Si bien la causa de OHSS es compleja y en 

algunos aspectos aún permanece sin estar dilucidada, se sabe que la administración de 

hCG induce la liberación de mediadores que tienen efecto sobre el sistema vascular, el 

cual es el responsable de las consecuencias clínicas de OHSS y juega un rol 

fundamental en el desarrollo de este síndrome. Se ha observado que los niveles séricos 

del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) aumentan luego de la 

administración de hCG en mujeres hiperestimuladas con riesgo a desarrollar OHSS. 

Además, que las concentraciones de VEGF en suero, fluido peritoneal y folicular en 

estas pacientes correlacionan positivamente con el desarrollo del síndrome. Durante la 

angiogénesis, además del VEGF, otros sistemas participan en forma activa para lograr la 

formación de una vasculatura madura y funcional. En base a estos antecedentes, se 

postularon las siguientes hipótesis: 

* La inhibición del sistema de VEGF o del sistema de Angiopoyetinas (ANGPTs) en el 

OHSS afecta la angiogénesis ovárica, disminuyendo la permeabilidad vascular que 

conduce al desarrollo de ascitis y por consiguiente, mejora la función ovárica.  

* Los niveles de S1P se encuentran disminuidos en pacientes con riesgo a desarrollar 

OHSS, siendo en parte responsable de la alta permeabilidad vascular observada en 

estas pacientes.  

Para llevar a cabo los experimentos del Capítulo I, se utilizó un modelo en rata 

que desarrolla OHSS. Observamos que la inhibición in vivo de VEGF ejerce diversas 
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acciones sobre el ovario de ratas que desarrollaron OHSS. Por un lado, el TRAP 

(inhibidor de VEGF) disminuyó la concentración sérica de E2 y P4, el porcentaje de 

cuerpos lúteos y quistes, la proliferación celular, la permeabilidad vascular, el área 

endotelial y la fosforilación y expresión del receptor de VEGF KDR en ovarios de ratas 

OHSS. Por otro lado, el TRAP aumentó la apoptosis luteal y la expresión de proteínas 

de uniones estrechas, claudina-5 y ocludina en el grupo mencionado anteriormente. 

Además el TRAP no afectó la calidad del endometrio.  

Para llevar a cabo los experimentos del Capítulo II se utilizaron FF de pacientes 

control y con riesgo a desarrollar OHSS. Observamos que las pacientes con riesgo a 

desarrollar OHSS presentan concentraciones aumentadas de ANGPT-1 en FF respecto a 

pacientes control. Se evaluó el efecto de FF sobre la migración de células endoteliales 

en presencia de un anticuerpo neutralizante anti ANGPT-1. La incubación de FF de 

pacientes con riesgo a OHSS en presencia de anticuerpo anti ANGPT-1 resultó en una 

disminución en la migración celular comparada a la obtenida en ausencia del 

anticuerpo. Además, observamos que los FF de pacientes con riesgo a OHSS en el 

cultivo endotelial inducían la remodelación de los filamentos de actina, formando fibras 

de estrés que entrecruzaban a lo largo del citoplasma de la célula. La preincubación de 

FF con un anticuerpo neutralizante anti ANGPT-1 revirtió este efecto. El FF de 

pacientes con OHSS causó un aumento en los niveles de la forma fosforilada de β-

catenina y una disminución de los niveles de  claudina-5, ZO-1 y VE-caderina en las 

células endoteliales, comparado a pacientes control. El bloqueo de ANGPT-1 en FF 

OHSS restauró los niveles de estas proteínas. Por último, observamos que FF de 

pacientes con riesgo a OHSS aumentaron la actividad angiogénica y la expresión de la 

integrina avß3 en las membranas corion alantoideas (CAM) comparado a pacientes 

controles, y que este efecto se revirtió con el agregado de un anticuerpo anti ANGPT-1.  

En el Capítulo III determinamos los niveles de esfingosina-1-fosfato (S1P) en 

FF de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS. Observamos una disminución en los 

niveles de S1P en FF de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS respecto a pacientes 

normales. Teniendo en cuenta este resultado, estudiamos el efecto de los FF sobre la 

expresión del receptor S1P1 en un cultivo de células endoteliales. El agregado de S1P a 

FF de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS fue capaz de aumentar la expresión del 
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receptor S1P1 y de disminuir la expresión de la enzima S1P-liasa. Además, el agregado 

de S1P a FF de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS disminuyó la migración de las 

células endoteliales a valores inducidos por pacientes control. Además, demostramos 

que el S1P produjo un aumento rápido de la polimerización de los filamentos de actina 

formando un anillo de actina cortical, evitando la formación de fibras de estrés 

observadas en el grupo OHSS. El S1P fue capaz de aumentar la expresión de las 

proteínas de uniones adherentes VE-caderina, N-caderina y β-catenina en células 

endoteliales incubadas con de FF OHSS. En el modelo de angiogénesis in vivo CAM, el 

S1P disminuyó las ramificaciones vasculares inducidas por FF de pacientes OHSS y  

fue capaz de reclutar pericitos al plexo capilar de la CAM.  

En conclusión, los resultados de esta Tesis aportan conocimientos para dilucidar 

la etiología del OHSS como también para detectar biomarcadores (VEGF, ANGPT-1, 

S1P) que podrían ser utilizados en el futuro para prevenir el desarrollo de este síndrome 

y por consiguiente, ayudar a los médicos a elegir la mejor estrategia de estimulación 

ovárica para cada paciente.  

Palabras claves: Ovario; OHSS; angiogénesis, VEGF, ANGPTs; S1P
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CE: Célula endotelial 

CGLs: Células de la granulosa-luteínicas 

CL: Cuerpo lúteo 
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FAtr: Folículo atrésico 
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FSH: hormona folículo estimulante  

GnRH. Hormona liberadora de gonadotrofinas 

hCG: Gonadotrofina coriónica humana 

hCGR: Receptor de la gonadotrofina coriónica humana 

HDL: Lipoproteína de alta densidad 
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N-caderina: caderina neural 

OHSS: Síndrome de hiperestimulación ovárica 
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EL OVARIO  

El ovario de mamíferos es un órgano que tiene como principal función la de 

generar, almacenar, desarrollar y liberar los ovocitos formados durante la vida 

embrionaria o fetal, como gametas completamente competentes para ser fertilizadas y 

para permitir el desarrollo embrionario (función gametogénica). Es además el principal 

portador de las células secretoras de hormonas femeninas que desarrollan y mantienen 

los caracteres sexuales secundarios de la hembra y preparan a los órganos reproductivos 

accesorios para la preñez y el nacimiento de la cría, generando un ambiente propicio 

para la implantación y desarrollo del cigoto (función endocrina) [1]. La función final del 

ovario es la de permitir la propagación de la especie [2].  

Durante la adultez la superficie del ovario es nodular y se encuentra cubierta por 

una capa monoestratificada de células cúbicas o poliédricas, llamada epitelio germinal 

[3]. Esta cubierta epitelial está frecuentemente invaginada hacia el tejido conectivo 

subyacente llamado túnica albugínea, formando pequeños pliegues, hoyos o criptas. Por 

debajo se encuentran dos zonas: la llamada zona cortical y la zona medular, y el límite 

entre ambas no se encuentra bien definido. La primera comprende al estroma ovárico 

(formado por tejido conectivo laxo, fibroblastos y precursores de células tecales), y 

folículos en distintos estadios de maduración, atrésicos y cuerpos lúteos. La zona 

medular que se encuentra muy vascularizada e inervada, contiene células de tipo 

muscular y tejido conectivo laxo [4] (Fig. 1A). 

El ovario de mamíferos es, por lo tanto, un órgano heterogéneo en cuanto a la 

población celular presente en un momento dado, y también lo es en el tiempo, a lo largo 

de la vida del individuo. A partir de la pubertad, se producen variaciones hormonales 

cíclicas que afectarán tanto al ovario como al cuerpo lúteo y útero, preparándolos para 

la expulsión del ovocito y la potencial implantación del blastocisto.    
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Figura 1: Estructura del ovario, desarrollo folicular, ovulación y formación del cuerpo 

lúteo. A) Diagrama de una sección de ovario que muestra los diferentes estadios de la 

maduración folicular, ovulación y formación del cuerpo lúteo. Todas las etapas y estructuras 

que se muestran en este esquema suceden en diferentes tiempos durante el ciclo ovárico y no 

ocurren en simultáneo. Las secciones histológicas muestran B) folículos primordiales, C) un 

folículo primario, D) un folículo secundario, y E) un folículo preovulatorio. Luego de la 

ovulación, el folículo remanente, forma el cuerpo lúteo F). Adaptado de McGraw Hill 

Companies [5]. 
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Foliculogénesis  

El proceso de foliculogénesis comprende el crecimiento del folículo y su pasaje 

a través de los distintos estadios de desarrollo, desde el momento en que emerge del 

pool de folículos formado durante la ovogénesis, hasta el momento en el cual es 

ovulado o entra en atresia (regresión o muerte del folículo). Este proceso es llevado a 

cabo en la corteza del ovario (Fig. 1). 

Debido al continuo crecimiento y a la regresión de los folículos, la relación 

volumen/contenido del ovario, se encuentra en constante cambio [1]. Los ovarios de los 

mamíferos contienen a los folículos como unidades funcionales. Para cada especie se 

encuentran diferencias en el número de folículos formados durante la ovogénesis. Al 

nacimiento, el ovario contiene alrededor de 20.000, 160.000, y 1.000.000 folículos en 

ratas, ovejas y humanos respectivamente [1]. En la mayoría de los mamíferos antes o 

luego del nacimiento, las ovogonias son transformadas en ovocitos primarios. Esta 

transición de ovogonia a ovocito está determinada por el cese del proceso de mitosis que 

sufren las células primordiales germinales y la entrada en la fase meiótica: profase, en la 

cual los ovocitos quedan arrestados. Luego de este proceso, los ovocitos se rodean de 

una capa única de células foliculares aplanadas, llamadas  pregranulosa. En esta fase, las 

superficies del ovocito y de las células foliculares envolventes son lisas y están en 

estrecho contacto. Las células de la pregranulosa se encuentran envueltas en la llamada 

lámina basal que separa a este tipo celular de todo elemento que la rodea, entre ellos 

vasos sanguíneos, capilares y nervios [6].  

Los folículos primordiales (Fig. 1B), se encuentran principalmente en la 

periferia de la corteza, inmediatamente por debajo de la túnica albugínea y constituyen 

la reserva de folículos en reposo, los cuales serán progresivamente eliminados durante 

la vida reproductiva. Aparecen en el humano aproximadamente en la semana 16 de 

embarazo y su formación terminaría aproximadamente en la semana sexta luego del 

nacimiento [7]. Para que estos folículos primordiales inicien su crecimiento, es 

necesaria una compleja interacción entre factores estimulatorios e inhibitorios. 
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Estos folículos continuamente abandonan el reservorio para convertirse en 

folículos primarios (Fig. 1C). Esta transición implica ciertas modificaciones citológicas 

en el ovocito, en las células foliculares y en el tejido conjuntivo adyacente. A medida 

que el ovocito aumenta de tamaño, la capa única de células aplanadas se convierte 

inicialmente en una capa de células cúbicas y cilíndricas la cual, mediante el proceso de 

mitosis, origina las células de granulosa que formarán posteriormente un epitelio 

estratificado. Entre el ovocito y las células de granulosa circundantes, se originan 

espacios donde se deposita una sustancia que representa el inicio de la zona pelúcida, 

mucopolisacáridos secretados por las células de la granulosa, que más tarde originarán 

un halo translúcido que rodea al ovocito. La zona pelúcida está formada por tres 

glicoproteínas y su adquisición es una característica del folículo preantral primario. Se 

sabe que ratones deficientes de proteínas que componen la zona pelúcida son infértiles o 

subfértiles [8].  

A medida que los folículos aumentan de tamaño, van desplazándose 

gradualmente hacia el interior de la corteza. A través de sucesivas divisiones mitóticas 

de las células de granulosa, el folículo primario unilaminar pasa a un estadio preantral, 

multilaminado (con dos o más capas de células de la granulosa rodeando al ovocito), 

denominado folículo secundario o folículo preantral (Fig. 1D). Estos folículos poseen 

una o dos arteriolas  que terminan en una red vascular fuera de la lámina basal, y por lo 

tanto, el folículo entra en contacto directo con factores que se encuentran en la 

circulación [9]. En este estadio las células de la granulosa conforman una población 

homogénea y adquieren receptores de alta afinidad para la hormona folículo estimulante 

(FSH) y hormonas esteroideas [10]. Recientemente se ha reportado la importancia de un 

factor derivado del ovocito llamado GDF-9 (Factor Diferenciador del Crecimiento-9), el 

cual, junto con la hormona FSH regularían el desarrollo folicular y la atresia durante la 

transición del estadio preantral a antral temprano [11]. Por lo tanto la presencia del 

receptor de FSH en este estadio folicular, sería necesario para su posterior desarrollo. 

Simultáneamente con la proliferación de estas células, se desarrolla alrededor del 

folículo otra capa de células originadas del estroma que forma la teca folicular. La 

aparición del estrato tecal se asocia con la adquisición de la vascularización del folículo. 

A medida que se forman los capilares, las células teca-intersticiales parecen comenzar la 
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diferenciación con la adquisición de los receptores de LH (Hormona Luteinizante) y la 

capacidad de biosíntesis de esteroides. La capa tecal se diferencia en una interna y otra 

externa, la cual está compuesta principalmente por tejido conectivo. Numerosos vasos 

pequeños penetran en la teca externa para proporcionar un rico plexo capilar a la teca 

interna y dado que los capilares no penetran la membrana basal, la capa de células de 

granulosa permanece avascular durante todo el crecimiento del folículo. Como 

consecuencia de este aumento de la vascularidad, el folículo aumenta su exposición a 

factores que circulan por la sangre [12].   

Es interesante destacar que el establecimiento de la red de capilares coincide con 

un periodo de crecimiento y diferenciación del folículo [13]. Al aumentar el folículo de 

tamaño, se termina de formar la zona pelúcida. Las células de la granulosa mantienen 

contacto con el ovocito a través de proyecciones citoplasmáticas que penetran en la 

zona pelúcida y establecen contacto con la membrana celular del ovocito. Al final de 

esta fase denominada preantral, el ovocito detiene su crecimiento y se vuelve 

competente para reasumir la meiosis. Cuando el folículo alcanza un diámetro 

aproximado de 0,2 mm y posee de seis a doce capas de células (en humanos), aparecen 

unos espacios irregulares, llenos de un líquido claro entre las células de la granulosa. 

Este líquido aumenta en cantidad a medida que crece el folículo y los espacios 

irregulares que se forman entre las células de la granulosa confluyen para constituir una 

sola cavidad denominada antro.   

Con la aparición de la cavidad antral, el folículo se convierte en folículo terciario 

o folículo antral, y esta fase se denomina fase antral. Se forma, entonces, una cavidad 

central: el antro folicular, rodeado de células de la granulosa murales, localizadas en la 

periferia, conteniendo en el interior el fluido folicular. El folículo antral está tapizado 

por un epitelio estratificado de células granulosas que presentan un engrosamiento 

localizado en uno de sus lados llamado células del cúmulus, las que se encuentran 

unidas entre sí y al ovocito mediante uniones estrechas (gap). La relación con estas 

células se vuelve más laxa debido a la gradual aparición del líquido que llena los 

espacios intercelulares. Al desprenderse el ovocito, una o más capas de las células del 

cúmulus, permanecen unidas a él, formando la corona radiata, envoltura celular laxa que 

persiste alrededor del ovocito aún después de la ovulación. 
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La aparición de los receptores de LH en las células de la granulosa ocurre 

durante la transición del folículo antral hacia el folículo preovulatorio, debido a la 

estimulación de FSH [14]. Este paso es fundamental para que el folículo progrese hacia 

el paso final, la ovulación. 

Los folículos preovulatorios (Fig. 1E) son aquellos que han alcanzado los 

estadios finales de crecimiento y maduración del folículo antral y han adquirido la 

habilidad para ovular ante los adecuados niveles de gonadotrofina LH o la 

administración de hCG. Es interesante destacar que los receptores a LH no se 

encuentran expresados de forma homogénea en estos folículos, sino que los mismos 

presentan un gradiente de expresión que disminuye desde las capas externas de la 

granulosa hacia la células del cúmulus [14;15]. El caso más extremo es el de las células 

del cúmulus de ratón, donde los receptores a LH son indetectables [16]. Por esta razón, 

el reinicio de la meiosis inducida por LH y la expansión de las células del cúmulus 

requeridas para la ovulación, serían eventos mediados por las células de la granulosa 

murales [17;18]. 

Por otra parte, los folículos preovulatorios se caracterizan por una baja tasa 

mitótica de las células foliculares y una alta relación estrógenos/andrógenos y 

estrógenos/progesterona en el fluido folicular.  

Desde el momento en que el folículo ha sido seleccionado para la ovulación, el 

mismo comienza a crecer notablemente en tamaño. Las células de la granulosa sufren 

transformaciones morfológicas como ser el aumento de su volumen [19]. A este folículo 

destinado a ovular, se lo denomina folículo dominante [20]. 

 

Selección del folículo dominante 

El reclutamiento cíclico y selección de los folículos representa un proceso 

continuo, que eventualmente llega a la formación de uno o más folículos preovulatorios, 

cuyo número varía en cada especie. En los primeros días del ciclo menstrual en la 

mujer, aumentan los niveles circulantes de FSH, como consecuencia, una cohorte de 
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folículos antrales escapa de la apoptosis que los llevaría a la atresia folicular. Dentro de 

este grupo, alrededor de 10 folículos antrales crecen más rápido y producen altos niveles 

de estrógenos e inhibina, seleccionándose entre éstos el folículo dominante.  

A pesar de que no se conoce exactamente por qué un folículo emerge como 

dominante, se postula que éste posee una mayor sensibilidad a FSH, debido a una 

mayor expresión de receptores de FSH y/o LH. Asociado a este proceso, el estradiol y 

los factores de crecimiento locales ejercen un efecto permisivo, amplificando la acción 

de la FSH en los folículos que están madurando. Sin embargo, el aumento de estradiol e 

inhibina, también ejerce una retroalimentación negativa sobre la liberación de FSH a 

nivel hipotálamo-hipófisis, lo cual evita que otros folículos sigan desarrollándose 

[2;21].  

Además, la disminución de FSH provocaría un descenso de la actividad de la 

aromatasa dependiente de FSH (que es la que transforma andrógenos a estrógenos) lo 

que limita, como consecuencia, la disponibilidad de estrógenos en los folículos menos 

maduros. Esto llevaría a la disminución de la proliferación de las células de granulosa y 

al aumento de andrógenos, provocando una atresia irreversible.  

El folículo dominante debe retener una sensibilidad única a la FSH y de esa 

manera aumentar la proliferación de sus células de granulosa, logrando así tener una 

mayor cantidad de receptores para esta gonadotrofina. Los folículos seleccionados 

tendrán de esta manera un aumento de estrógenos mucho mayor que los folículos 

restantes. Además, estos folículos seleccionados tendrán una mayor cantidad de células 

de granulosa y una mayor vasculatura tecal, permitiendo una entrada preferencial de 

FSH. Por lo tanto, los folículos dominantes no sólo tienen la ventaja de tener mayor 

número de receptores para FSH  sino que además poseen una gran vasculatura que 

permite un fácil acceso para esta hormona.  

En la rata, bajo el estímulo de FSH y en presencia de estrógenos, las células 

expresan receptores para LH y prolactina, los cuales van aumentando hasta llegar a 

valores máximos antes de la ovulación [22;23]. El aumento de estrógenos provoca, por 

un mecanismo de retroalimentación positiva, la estimulación del pico preovulatorio de 
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LH. Estos procesos, actuando en forma sincronizada, permitirían la selección de los 

folículos dominantes hasta llegar a la ovulación [2]. 

Por otro lado, se ha postulado, que el folículo dominante produce factores 

atretogénicos que inhiben el desarrollo de los folículos vecinos o subordinados [2;24].  

 

Atresia folicular 

La atresia folicular es uno de los mecanismos característicos en vertebrados 

mamíferos y no mamíferos. En humanos, se calcula que más del 99% de los folículos 

sufren cambios degenerativos durante el normal funcionamiento ovárico. El proceso por 

el cual los folículos son eliminados se denomina atresia. Este fenómeno ocurre por la 

apoptosis de las células de granulosa y del ovocito. La atresia folicular podría significar 

una ventaja evolutiva, siendo seleccionados aquellos folículos que contengan ovocitos 

saludables para que puedan llegar exitosamente a ser ovulados. Esta selección será 

posible durante un ciclo reproductivo si los folículos son expuestos a FSH en un estadio 

crítico de desarrollo, como fue mencionado anteriormente.  

El tipo celular que evidencia el proceso de apoptosis más claramente es el de las 

células de granulosa. Sin embargo, en algunas especies como cerdos, pollo y rata, se ha 

observado la ocurrencia de este proceso en las células de la teca, aunque de forma más 

tardía [25;26].  

Existen diversos factores atretogénicos en ovario y también, factores que 

favorecen la supervivencia celular. Dentro de los primeros podemos mencionar GnRH-

I, IL-6, andrógenos, TNF-α, FasL, etc [27-29]. Como factores citoprotectores ováricos 

encontramos el Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), el Factor de Crecimiento 

similar a Insulina tipo 1 (IGF-1) y el Factor Transformante tipo β   (TGF-β). También 

las hormonas esteroideas son factores supresores o estimulantes de la apoptosis 

dependiendo del tejido en el que actúan. Por ejemplo, los glucocorticoides estimulan la 

apoptosis en el timo pero no en testículo [30] y los estrógenos, inhiben la apoptosis en 
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ovario [31]. Cabe destacar que la relación andrógenos/estrógenos es elevada en fluido 

folicular de folículos atrésicos [32].  

Las gonadotrofinas son consideradas como los principales factores de 

supervivencia folicular. Se ha demostrado que los folículos atrésicos tempranos son 

rescatados por la administración exógena de gonadotrofinas [33] y que la 

administración de FSH en ratas hipofisectomizadas inmaduras disminuye la apoptosis 

folicular en células de la granulosa [34].  

Estos son solo algunos ejemplos de los múltiples factores que regulan el proceso 

de atresia folicular. El destino final de los folículos (crecimiento/ovulación o atresia) 

depende del delicado balance entre la expresión y acción de factores que promueven la 

proliferación, el desarrollo y la diferenciación de las células del folículo ovárico y de 

aquellos que promueven la apoptosis de las mismas llevando al folículo a la atresia.  

 

Ovulación     

A medida que se acerca la mitad del ciclo, hay un ascenso notable de estrógenos 

por sobre el umbral, estimulando, por un mecanismo de retroalimentación positiva, un 

pico de gonadotrofinas, principalmente de LH y en menor medida de FSH. Junto a 

circunstancias únicas del microambiente, el pico de LH es el gatillo para que el folículo 

dominante ovule y origine un cuerpo lúteo en cada ciclo menstrual en humanos (éste no 

es único en el ciclo estral de roedores y otros mamíferos).  

Luego del pico preovulatorio de LH, la síntesis de estradiol declina 

considerablemente, mientras que se produce un aumento notable en la producción de 

progesterona estimulada por la misma LH [35]. Las células de la granulosa cercanas a la 

lámina basal, comienzan a soltarse debido a la desaparición de las uniones estrechas 

(gap) que las mantenían unidas. El único sitio donde estas uniones no se ven alteradas, 

es en aquellas células que están formando parte de la corona radiata.  
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También en este proceso existe un componente mecánico dado por el rápido 

aumento del tamaño folicular, luego del cual el folículo ovárico emerge desde la corteza 

ovárica. Otro prerrequisito para la ruptura folicular es la digestión proteolítica de la 

pared folicular, y se sabe que se activan colagenasas para la disolución de la membrana 

basal y el tejido tecal asociado a la ovulación. Las prostaglandinas de la serie E y F 

(PGE y PGF2α) son algunos de los componentes involucrados en la degradación de la 

pared folicular [36]. 

  Luego de la ovulación, el folículo ovárico se transforma en cuerpo lúteo y en 

este proceso se encuentran involucrados una gran cantidad de genes. Además, el ovocito 

que estaba detenido en profase I, reasume la meiosis y es ovulado en el estadio de 

metafase II. 

 

Luteinización 

El cuerpo lúteo es un órgano endocrino transitorio formado por las células 

foliculares remanentes del folículo que ha sido ovulado (Fig. 1F). Su principal función 

es la de secretar progesterona, la cual tiene numerosas funciones, entre ellas, la 

preparación del útero para el período de preñez o embarazo y la regulación de las 

contracciones del oviducto para el transporte del óvulo al útero. Por lo tanto, la 

formación del cuerpo lúteo en mamíferos, se considera un evento esencial para la 

supervivencia e implantación del embrión. Este proceso se inicia mediante numerosos 

cambios bioquímicos y morfológicos que sufren las células de la teca interna y las 

células de la granulosa de los folículos preovulatorios. Estos cambios que determinan el 

proceso de luteinización, se producen como consecuencia del incremento en los niveles 

séricos de LH (Hormona Luteinizante), asociado al pico preovulatorio de esta hormona. 

No todas las células se diferencian sincrónicamente luego de la ovulación. Es 

decir que las células del cuerpo lúteo derivan de los dos tipos de células foliculares 

secretoras de esteroides, de la granulosa y tecales. Por lo tanto, en primates, esta 

glándula consiste en al menos, dos tipos de células luteales: las células granulosa- 

luteínicas y las células teca- luteínicas (llamadas grandes o pequeñas en roedores). Las 
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primeras derivan de la granulosa y contienen todos los elementos de las células 

secretoras de esteroides como numerosas mitocondrias y abundante retículo 

endoplasmático liso. Por el contrario, las células teca-luteínicas o pequeñas provienen 

de la teca y tienen moderada cantidad de mitocondrias pero abundante retículo 

endoplasmático liso. Ambos tipos celulares constituyen el 50 % del cuerpo lúteo, ya que 

éste contiene además abundantes elementos del tejido conectivo. 

El establecimiento de un cuerpo lúteo funcional, en los días siguientes a la 

ovulación, implica cambios morfológicos como los que ya hemos descripto, y además 

una rápida vascularización de las capas celulares que se originan de la granulosa y de la 

teca, fenómeno inducido probablemente por la ruptura de la membrana basal que separa 

a los dos tipos celulares. Estudios recientes, han demostrado que el factor VEGF cumple 

un rol importante en el desarrollo y mantenimiento de un cuerpo lúteo funcional [37]. 

El control de la secreción de progesterona en roedores es llevado a cabo por las 

hormonas LH, prolactina (ambas luteotróficas) y la sustancia luteolítica, prostaglandina 

F2  (PGF 2 ). En la mujer, es la LH (y hCG durante el embarazo) las principales 

hormonas reguladoras del cuerpo lúteo. En ausencia de embarazo o preñez al final de 

cada ciclo ovárico, o cuando ya no es requerido para el mantenimiento de la placenta, el 

cuerpo lúteo deja de producir progesterona y regresiona en un proceso denominado 

Luteólisis. Se ha demostrado que la muerte celular programada o apoptosis está 

asociada a este proceso [38-40]. 

 

Ciclo ovárico de la rata  

El término estro fue utilizado por primera vez por Heape en el año 1900 para 

describir el período durante el cual la hembra está dispuesta a recibir al macho en coito 

fecundante. El período anterior al estro, lo denominó proestro y se caracteriza por el 

momento en el cual el animal entra en celo. En ausencia de concepción, el estro es 

seguido por el metaestro, también conocido como diestro I. El período siguiente, diestro 

II, varía en duración de acuerdo a las especies y es el tiempo durante el cual la secreción 
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ovárica prepara a los tejidos reproductivos para la recepción del óvulo fertilizado luego 

del coito en el estro. En la rata dura uno o dos días determinando que el ciclo estral 

tenga una duración de 4 o 5 días. Si la fertilización no ocurre, el animal vuelve al 

período de proestro y un nuevo ciclo se inicia.  

A nivel vaginal se pueden determinar los distintos estadios del ciclo por 

observación con microscopio según los tipos celulares presentes en el extendido. En el 

proestro predominan células escamosas mientras que en el diestro I y II los mayoritarios 

son los leucocitos. 

La rata de laboratorio es un mamífero no estacional, de ovulación espontánea y 

poliéstrico. Es decir, el ciclo ovárico ocurre durante todo el año y la ovulación no 

depende del estímulo de la cópula. Por dichas características, sumadas a su fácil 

reproducción y mantenimiento en el bioterio, podemos afirmar que la rata de laboratorio 

representa un buen modelo para el estudio de la fisiología ovárica gonadal.   

 

ANGIOGÉNESIS 

Los procesos mediante los cuales se forman los vasos sanguíneos pueden 

dividirse en dos: vasculogénesis y angiogénesis. La vasculogénesis ocurre durante el 

desarrollo embrionario y consiste en la diferenciación de células precursoras en células 

endoteliales [41]. La angiogénesis, que ocurre en el adulto, es el proceso por el cual se 

forman vasos sanguíneos nuevos a partir de vasculatura preexistente [42]. Esta 

vasculatura es modificada mediante el brote y el crecimiento de nuevos vasos para 

formar finalmente patrones de vasos interconectados característicos de los vasos 

sanguíneos maduros. La vasculatura previamente formada, debe primero 

desestabilizarse para permitir la formación de nuevos vasos sanguíneos que irriguen 

tejidos previamente avasculares. Luego, las células endoteliales proliferan y forman 

estructuras tubulares inmaduras que terminan siendo redes vasculares interconectadas. 

Esta vasculatura nueva debe madurar para ser completamente funcional. Durante este 

proceso, las nuevas células endoteliales se integran y se unen fuertemente a células 
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soporte, como pericitos y células musculares lisas, y a la matriz que rodea el vaso [43] 

(Fig. 2).  

 

Figura 2. Descripción de las distintas etapas del proceso angiogénico. La angiogénesis es un 

proceso finamente regulado por la interacción de diversos factores, entre ellos VEGF, FGF, 

PDGF y angiopoyetinas. Consta de una serie de pasos: activación de células endoteliales; 

degradación de la matriz extracelular que rodea al vaso existente por metaloproteinasas; 

migración de las células endoteliales hacia el espacio intersticial; proliferación de células 

endoteliales; formación del lumen y de una nueva membrana basal; reclutamiento de pericitos 

y estabilización de los vasos recientemente formados [44].  

 

Los pericitos son células perivasculares que se asocian a las células endoteliales 

y a la microvasculatura. Expresan α-actina de músculo liso (α-SMA), que es un 

marcador específico para este tipo celular [45;46]. Estructuralmente, son células 

individuales distribuidas a lo largo de los vasos capilares que se caracterizan por tener 

un cuerpo celular que se inserta en la membrana basal y que protruye por sobre la pared 

del capilar [47].  
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La angiogénesis ha sido ampliamente estudiada en condiciones patológicas, 

principalmente debido a que está aumentada en cáncer y otras enfermedades [48]. En el 

adulto, la angiogénesis es infrecuente en condiciones fisiológicas y el endotelio de la 

mayoría de los tejidos es una población estable y de baja tasa mitótica [49]. Se observa 

angiogénesis principalmente en procesos de reparación de tejidos, como cicatrización de 

heridas y fracturas. Diversas patologías se asocian tanto a una excesiva tasa mitogénica 

de las células endoteliales (crecimiento tumoral, retinopatías, hemangiomas, artritis 

reumatoidea, fibrosis, etc.) [49;50], como a una disminución en la angiogénesis normal 

(retraso en cicatrización de heridas, úlceras varicosas crónicas, falta de cicatrización de 

fracturas) [50]. Sin embargo, se observa angiogénesis fisiológica en el tracto 

reproductor femenino, como por ejemplo en la placenta, la implantación y los cambios 

cíclicos que ocurren en ovario y endometrio [51]. Los tejidos del sistema reproductor 

femenino adulto presentan una alta tasa mitogénica solo comparable al crecimiento 

tumoral [52]. Sin embargo, a diferencia de los procesos tumorales, el crecimiento de 

estos tejidos ocurre en forma limitada y altamente ordenada. Esta alta tasa de 

crecimiento es sostenida por el rápido desarrollo de una red vascular de modo que los 

tejidos con mayor grado de desarrollo se caracterizan por estar altamente irrigados [52]. 

 

Mantenimiento de la barrera endotelial y permeabilidad vascular. 

 El endotelio vascular en un tejido biológicamente complejo que forma una 

barrera semipermeable entre el compartimento del fluido intravascular y el intersticio de 

varios órganos. Por lo tanto, la integridad del endotelio es esencial para la homeostasis y 

el normal funcionamiento de los órganos.  

La permeabilidad vascular comprende 2 mecanismos: paracelular y transcelular. 

El primero consiste en la apertura y cierre de las uniones endoteliales mientras el 

segundo incluye el transporte mediado por vesículas y transportadores [53]. La 

fragilidad vascular se puede deber a una alteración en la organización de las uniones 

intercelulares y/o a una falta de interacción de las células endoteliales con los pericitos o 

con las proteínas de la matriz extracelular [54].  
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Las células endoteliales presentan dos tipos de uniones especializadas, las 

uniones estrechas y las uniones adherentes. Ambos tipos de uniones cumplen funciones 

diferentes. Por un lado, las uniones estrechas regulan el paso de iones y solutos a través 

de la ruta paracelular [55;56]. Por otro lado, las uniones adherentes median contactos 

célula-célula y promueven su maduración y mantenimiento. La adhesión entre células 

está mediada por proteínas transmembrana que promueven la interacción homofílica. El 

dominio citoplasmático de estas proteínas transmembrana une a proteínas adaptadoras 

las cuales a su vez anclan el complejo de adhesión al citoesqueleto [57]. Existen 

diferentes tipos de proteínas transmembrana en las uniones estrechas, como la ocludina, 

y varios miembros de la familia de las claudinas, siendo la Claudina-5 específica de 

células endoteliales [58;59]. Entre las principales proteínas adaptadoras podemos 

nombrar a miembros de la familia ZO, como ZO-1 y ZO-2 en endotelio (Fig. 3). 

Una de las principales proteínas transmembrana de las uniones adherentes es la 

caderina endotelial vascular (VE-caderina) La VE-caderina se une a las cateninas, 

particularmente a β-catenina, p120 y plakoglobina [55;60-62] (Fig. 3). 
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Figura 3 Esquema  de la arquitectura molecular de las uniones intercelulares entre células 

endoteliales.  Las uniones del tipo estrechas y adherentes sellan el espacio paracelular entre 

células. En las uniones estrechas se encuentran tres tipos de proteínas de la membrana: 

ocludina, claudina, y JAM. Están vinculadas con el citoesqueleto actina a través de las 

proteínas ZO-1, ZO-2, y ZO-3. La VE-caderina, que interactúa de manera homofílica, se 

localiza en las uniones adherentes. β-catenina, que se une a la VE-caderina, interactúa con α-

catenina, que se asocia con el citoesqueleto de actina. Además, p120 y plakoglobin/γ-catenina 

se asocian con la VE-caderina. Adaptado de Hirase T. y col. (2012) [63] 

  

A través de sus dominios citoplasmáticos, las proteínas de adhesión de ambos 

tipos de uniones se unen también a proteínas del citoesqueleto y de señalización que 

promueven anclaje de las uniones a los filamentos de actina y transfieren señales en el 

interior de la célula. Esta asociación con el citoesqueleto se requiere para la 

estabilización de las uniones, pero también para la regulación dinámica de apertura y 
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cierre de las uniones. La interacción de las proteínas de adhesión de unión con el 

citoesqueleto de actina también es relevante en el mantenimiento de la forma celular y 

la polaridad [64]. 

Cabe resaltar que existe otro sistema denominado nectina-afadina que colabora 

con las uniones estrechas y adherentes en la regulación de la permeabilidad vascular  

[65]. Las nectinas comprenden al menos 4 miembros (nectina-1-4) [66]. Estas proteínas 

se asocian al citoesqueleto de actina a través de la afadina. En ovario, Herr y col. (2013) 

demostraron que la VE-caderina, nectin-2 y la claudina-5 regulan la permeabilidad 

vascular en forma coordinada en el cuerpo lúteo humano [67]. Existe una estrecha 

relación entre el control de la integridad y la permeabilidad vascular. En muchos casos, 

la apertura y el cierre de las uniones endoteliales es transitoria y la permeabilidad 

vascular se revierte en un tiempo relativamente corto. Sin embargo, en algunas 

condiciones patológicas, la pérdida de las uniones puede inducir cambios irreversibles 

en la integridad vascular.  

 

Factores angiogénicos 

Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) 

El VEGF-A o VEGF es un potente factor mitogénico y estimulante de la 

migración de las células endoteliales. También participa en el mantenimiento estructural 

y aumenta la permeabilidad de capilares y vénulas [47].  

La molécula es una glicoproteína homodimérica básica, de 45 KDa, que se une a 

receptores específicos en las células endoteliales. Este factor pertenece a una familia de 

proteínas compuesta por VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, y el factor de 

crecimiento placentario (PlGF) [43].    

La importancia del VEGF en la angiogénesis fue demostrada en ratones donde, 

la deleción de al menos un alelo del gen es letal durante el desarrollo fetal debido a una 

disrupción en la angiogénesis embrionaria [68;69], mientras que su sobreexpresión 
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también induce la muerte fetal por hipervascularización y anomalías cardíacas [70]. 

Existe amplia evidencia de que el VEGF-A, además de su función angiogénica, es un 

factor de supervivencia para células endoteliales tanto in vivo como in vitro, ya que 

induce la expresión de las proteínas antiapoptóticas BCL2, survivina y XIAP y activa la 

vía de señalización de PI3K/Akt [71-74]. El VEGF-B juega un papel en el crecimiento y 

vascularización coronaria, mientras que el VEGF-C es importante en la regulación del 

desarrollo de los vasos linfáticos. VEGF-D jugaría un rol tanto en angiogénesis como en 

el desarrollo de vasos linfáticos.  

La expresión de VEGF está estrictamente regulada en todos los tejidos, debido a 

que un déficit o una sobreexpresión de esta molécula causarían diversas patologías. Esta 

regulación se da a través de diferentes mecanismos y factores, siendo uno de los 

principales, la tensión de oxígeno. Se ha demostrado que la expresión del ARNm para 

VEGF es inducida bajo condiciones de hipoxia ocasionadas en diversas situaciones 

fisiológicas o patológicas [75]. Otros inductores de la expresión de VEGF son factores 

de crecimiento, como EGF, FGF, los factores de crecimiento transformantes α y β 

(TGFα y TGFβ) y el factor de crecimiento similar a insulina-1 (IGF-1) [76], lo que 

sugiere que la liberación autócrina o parácrina de estos factores coopera con la hipoxia 

local en la regulación de VEGF en el microambiente. Además, algunas citoquinas 

inflamatorias como la interleukina 1β (IL1β) y la IL6 también son capaces de inducir la 

expresión de VEGF en distintos tipos celulares [77;78]. 

Las hormonas también son importantes reguladoras de la expresión del gen de 

VEGF. Se ha demostrado que TSH y ACTH inducen la expresión de VEGF en líneas 

celulares de carcinoma tiroideo y en células de la corteza adrenal en cultivo [79;80]. Las 

gonadotrofinas son potentes inductoras de la transcripción de VEGF en ovario, tanto in 

vivo como in vitro [81]. Existen además diversos estudios que ubican a los esteroides 

sexuales como potentes inductores de la expresión de VEGF en tejidos hormono-

sensibles  [82-84].  

Los receptores de VEGF descriptos son tres receptores de tipo tirosina quinasa 

denominados VEGFR-1 (también llamado FLT-1), VEGFR-2 (también llamado KDR o 

Flk-1) y VEGFR-3 (llamado también FLT-4). Tanto FLT-1 como KDR poseen siete 
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dominios semejantes a inmunoglobulina (Ig-like) en su región extracelular, un único 

dominio transmembrana y una secuencia consenso tirosina quinasa (figura 6) [76]. FLT-

4 tiene en el dominio extracelular, cuatro regiones Ig-like unidas mediante puentes 

disulfuro a otras dos regiones Ig-like. Este último receptor, no es receptor de VEGF-A 

sino de VEGF-C y VEGF-D  [85]. FLT-1 y KDR unen VEGF-A con alta afinidad 

aunque la afinidad de este factor de crecimiento por KDR es un poco menor que por 

FLT-1. A su vez, las propiedades de transducción de la señal al unirse el ligando, 

también son diferentes para estos dos receptores. Mientras que KDR sufre una 

fosforilación en tirosina fuertemente dependiente del ligando, la fosforilación de FLT-1 

es débil [86]. Por lo tanto, para que se produzcan las respuestas biológicas por acción 

del VEGF-A, es necesario que este se una al receptor KDR.  

Respecto al receptor FLT-1, su función es aún objeto de debate. Es regulado por 

hipoxia, al igual que el VEGF-A [87]. Se une al VEGF-A, VEGF-B y PlGF. Existe una 

forma alternativa soluble de este receptor (sFLT-1) que actúa como inhibidor de VEGF-

A [88]. Como se ha mencionado anteriormente, este receptor sólo sufre una débil 

fosforilación al unirse a su ligando, por lo que ha sido propuesto que este receptor no 

actuaría como tal, sino como un receptor “señuelo”, capaz de regular en forma negativa 

la actividad de VEGF-A en el endotelio vascular mediante el secuestro del ligando y la 

subsecuente menor disponibilidad para que pueda unirse a KDR [89]. Esta función 

señuelo, podría ser cumplida no solo por el FLT-1 de secuencia completa sino también 

por sFLT-1. Otros trabajos sin embargo, indican que FLT-1 es capaz de interactuar con 

diversas proteínas transductoras de señales y generar una señal mitogénica [90]. 

También se ha descripto una transfosforilación de KDR luego de la unión del ligando a 

FLT-1 [91].  

KDR es el principal receptor para VEGF-A responsable de la angiogénesis, 

mitogénesis y aumento de la permeabilidad vascular observados como respuestas a 

VEGF-A. Luego de la autofosforilación de este receptor en diversas tirosinas, se 

observa la fosforilación de varias proteínas transductoras de señales, como ser 

fosfolipasa C (PLC), PI3 kinasa (PI3K), proteína activadora de ras GTPasa, entre otras. 

VEGF-A, a través de su receptor KDR, activa las vías de señalización de PI3K/Akt y 
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Raf-Mek-Erk [76]. El receptor KDR además, media los efectos antiapoptóticos de 

VEGF-A descriptos en células endoteliales [72].  

En la figura 4 puede verse un esquema de las diferentes proteínas que 

conforman la familia del VEGF y sus receptores.  

 

Figura 4: Rol de VEGF y sus receptores en distintos tipos celulares. FLT-1 y KDR se 

encuentran expresados en la mayoría de las células endoteliales vasculares, mientras que FLT-

4 se encuentra exclusivamente en las células endoteliales linfáticas. VEGF-A se une a FLT-1 y 

KDR. Por el contrario, PLGF y VEGF-B interactúan sólo con FLT-1. VEGF-E es un agonista 

selectivo de KDR. VEGF-C y VEGF-D se unen a KDR y FLT-4. Existen evidencias que KDR es 

el principal mediador de la mitogénesis y la supervivencia de células endoteliales, así como de 

la angiogénesis y la permeabilidad microvascular. En contraste, FLT-1 no media una señal 

mitogénica eficaz en células endoteliales y puede, especialmente durante el desarrollo 

embrionario temprano, realizar un papel inhibitorio secuestrando VEGF y previniendo su 

interacción con KDR. FLT-1 soluble se genera por splicing alternativo de FLT-1 de membrana. 
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Sin embargo, FLT-1 tiene un papel de señalización establecida en la mediación de la 

quimiotaxis de monocitos. Además, en las células madre hematopoyéticas o células leucémicas, 

tanto FLT-1 y KDR pueden mediar la quimiotáxis y supervivencia celular. Adaptado de Ferrara 

et al., 2003  [92]. 

 

Angiopoyetinas 

Mientras que el VEGF es el principal iniciador de la angiogénesis, la formación 

y diferenciación de una red vascular madura y funcional requiere de la acción 

coordinada de varios factores. Entre estos se encuentran las angiopoyetinas 1 y 2 

(ANGPT-1 y ANGPT-2) las cuales actúan a través de sus receptores tirosina quinasa 

Tie-1 y Tie-2 [93]. Se han descripto además, otros dos miembros de la familia de las 

angiopoyetinas, la ANGPT-3 y la ANGPT-4, aunque se acepta que ambas representan 

un mismo locus del gen en ratón y en humanos respectivamente. ANGPT-1 y ANGPT-4 

activan Tie-2 mientras que ANGPT-3 inhibe la fosforilación del receptor inducida por 

ANGPT-1 [94].  

Las acciones de las ANGPTs son diferentes a las de VEGF-A. ANGPT-1 actúa 

en forma coordinada y complementaria al VEGF-A, jugando un papel más tardío en el 

desarrollo vascular. El sistema de ANGPTs es crítico para el normal desarrollo, 

maduración y estabilización de los vasculatura en desarrollo [95], así también para 

promover la quiescencia e integridad estructural de la vasculatura adulta [96].  Sin 

embargo, además de la función estabilizante, la ANGPT-1 estimula la remodelación y la 

angiogénesis [97]. La sobreexpresión de ANGPT-1 en ratones transgénicos produce 

mayor número de vasos, los cuales son de diámetro aumentado y altamente ramificados 

[97;98].  

En un vaso en estado quiescente, las células endoteliales se encuentran unidas 

fuertemente entre sí a través de uniones intercelulares y no proliferan. Por el contrario, 

durante el proceso de angiogénesis, las células pierden los contactos célula-célula y 

comienzan a proliferar y migrar, lo que resulta en la brotación y la ramificación de los 

vasos pre-existentes para formar un nuevo vaso [99]. Fukuhara y col., estudiaron la 
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señalización diferencial de ANGPT-1/Tie-2 durante la quiescencia y la angiogénesis 

dependiente de los contactos célula-célula. En condiciones confluentes, oligómeros de 

ANGPT-1 actúan como puente uniendo Tie-2 en los contactos célula-célula. Esta unión 

en trans entre células activa preferentemente las vías de señalización Akt–Foxo1 y Akt–

eNOS, las cuales podrían contribuir en el mantenimiento de la quiescencia vascular 

mediante la mejora de la supervivencia endotelial y la integridad. Por otro lado, en 

ausencia de contactos célula-célula, Tie-2 forma un complejo con la matriz extracelular 

uniendo ANGPT-1 en los contactos célula-sustrato. ANGPT-1/Tie-2 anclado a los 

contactos célula-sustrato activa preferentemente la vía de señalización de Erk, la cual 

podría contribuir a estimular la migración y la proliferación de la célula endotelial, 

promoviendo la angiogénesis [100].  

La unión de la ANGPT-1 a su receptor induce la autofosforilación del mismo en 

su dominio quinasa. Contrariamente a esto, la unión de la ANGPT-2 a su receptor no 

estimula su fosforilación y además, es capaz de inhibir la activación y la migración de 

células endoteliales producida por ANGPT-1, lo que sugiere que ANGPT-2 es un 

antagonista natural de los receptores Tie [93;101]. Sin embargo, más recientemente ha 

sido demostrado, que en ciertas circunstancias ANGPT-2 es capaz de estimular a su 

receptor Tie-2. Aparentemente, ANGPT-2 actúa como agonista sobre su receptor en 

vasos linfáticos, mientras que podría actuar como antagonista sobre vasculatura 

endotelial [102]. Se postula que ANGPT-2 es un factor desestabilizante de vasos 

sanguíneos, permitiendo que otros factores angiogénicos puedan ejercer sus efectos 

[103]. 

Mientras que la ANGPT-1 se expresa ampliamente y en forma constitutiva en 

tejidos adultos normales para cumplir su función estabilizadora de los vasos sanguíneos 

ya formados, ANGPT-2 está altamente expresada sólo en sitios con alto grado de 

angiogénesis y en sitios de regresión de vasos sanguíneos. La alta expresión de 

ANGPT-2 resulta en la desestabilización de los vasos sanguíneos, lo que, en presencia 

de VEGF-A, conduce a la proliferación de las células endoteliales y formación de vasos 

sanguíneos nuevos. Por otra parte, la alta expresión de ANGPT-1 en ausencia de VEGF-

A, resulta en la regresión de la vasculatura [93]. ANGPT-3 está distribuida en diversos 
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tejidos murinos, incluyendo corazón, riñón y testículo, mientras que ANGPT-4 ha sido 

descripta solo en pulmón humano [94]. 

La regulación de la expresión de las ANGPTs está dada, al igual que para el 

VEGF-A, por diversos factores. Como inhibidores de la expresión de ANGPT-1 in 

vitro, se pueden mencionar la hipoxia, el 17-β-estradiol y el suero. Entre los principales 

inductores de ANGPT-2 se encuentran la hipoxia, el VEGF-A, bFGF, la leptina y la 

trombina, todos ellos, inductores de la expresión de ANGPT-2 en células endoteliales. 

El TGFβ, la ANGPT-1 y la ANGPT-2 inhiben la expresión de ANGPT-2 [102]. 

La familia de receptores de ANGPTs está compuesta por dos miembros, Tie-1 y 

Tie-2 (también llamados Tek). El dominio extracelular consiste en tres dominios ricos 

en cisteína similares a EGF, dos dominios similares a Ig y tres dominios de fibronectina 

tipo III. Los dominios similares a Ig corresponden al sitio de unión de las ANGPTs. La 

región intracelular está compuesta por dos dominios conservados de tipo tirosín kinasa 

[104] (Fig. 5).   

Todas las ANGPTs se unen al receptor Tie-2 y no al Tie-1. No ha sido aún 

descripto un ligando para Tie-1 [105]. Sin embargo, ha sido demostrado que los 

receptores Tie-1 y Tie-2 pueden asociarse vía sus dominios intracelulares sugiriendo 

que el Tie-1 actuaría modulando la señal de Tie-2 [106]. Los receptores Tie están 

ampliamente expresados tanto en endotelio embrionario como adulto. Tie-2 es 

fosforilado durante el desarrollo vascular (como por ejemplo en la ovulación o en la 

reparación de heridas) pero también en células endoteliales quiescentes [107].  

A pesar de que originalmente se pensó que los receptores Tie estaban expresados 

exclusivamente en células endoteliales, hoy se sabe que se expresan en muchos tipos 

celulares en tejidos normales o patológicos, como ser fibroblastos, queratinocitos, 

células musculares lisas, células tumorales, neutrófilos, monocitos, eosinófilos, células 

ganglionares, neuronas, células gliales y células ováricas no endoteliales. [102;108-

116]}.  

La unión de ANGPT-1 a su receptor Tie-2 produce la dimerización del receptor 

y su consecuente autofosforilación en residuos específicos de tirosina. Estos sitios 
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fosforilados actúan como sitios de unión para distintas moléculas efectoras. Estas 

moléculas son reclutadas a estos sitios y al interaccionar con los mismos desencadenan 

la activación de diversas vías de señalización que conducen finalmente a las respuestas 

celulares de diferenciación, supervivencia, proliferación e interacción con la matriz 

extracelular observadas para ANGPT-1.  

 

 

Figura 5. Estructura de los receptores y ligandos del sistema ANGPT/Tie. La familia de 

receptores Tie comprende dos miembros, Tie-1 y Tie-2 (también llamados TEK). La región 

extracelular de los receptores Tie consiste en uno dominio similar a inmunoglobulina (Ig) que 

se encuentra separado por tres dominios ricos en cisteína similar al factor de crecimiento 

epidermal (EGF) y seguido  por tres dominios de fibronectina tipo III. La porción intracelular 

contiene dominios tirosina quinasa. ANGPT-1 y ANGPT-4 actúan como agonistas de Tie-2, 

mientras que los ligandos ANGPT-2 y ANGPT-3 actúan como antagonistas de Tie-2. Adaptado 

de Jones N. y col., 2003 [117]  
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Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) 

Otro potente factor angiogénico es el factor de crecimiento derivado de 

plaquetas (PDGF). Se conocen 5 isoformas de PDGF (A, B, C, D y E) que se unen entre 

sí formando homo- o heterodímeros [118;119]. Sus efectos biológicos están mediados 

por dos receptores del tipo tirosina quinasa, receptores PDGF y  [120]. La unión a 

sus receptores desencadena respuestas involucradas en procesos fisiológicos como 

patológicos que incluyen crecimiento celular y supervivencia [121;122], transformación 

[123], migración celular [124], permeabilidad vascular [125], y cicatrización de heridas 

[120;126]. Además, la activación del PDGFR por sus ligandos induce diferentes 

mecanismos de transducción de señales que involucran la vía fosfatidil inositol 3 kinasa 

(PI3K), fosfolipasa Cγ, MAPK y la familia STATs, entre otros [127]. A nivel 

angiogénico, el PDGF-BB cumple un rol fundamental en el reclutamiento de células 

periendoteliales (pericitos y células de músculo liso) para estabilizar los vasos 

sanguíneos y, por consiguiente, que estos vasos sean funcionales [128].  

 

Esfingosina 1-fosfato (S1P) 

Los esfingolípidos están involucrados en la regulación del crecimiento y 

diferenciación celular, migración, apoptosis y angiogénesis [129-131]. La ceramida es 

el lípido central en el metabolismo de esfingolípidos. Se produce a través de una vía de 

síntesis de novo, o por la hidrólisis de esfingomielina presente en las membranas 

plasmáticas. Puede ser fosforilada por la ceramida quinasa (CerK) a ceramida 1 fosfato 

(C1P), o utilizarse para la síntesis de esfingomielina o los glicoesfingolípidos. La 

ceramida también puede ser degradada por ceramidasas a esfingosina, que a su vez es 

fosforilada por la esfingosina quinasa (SphK) para generar la esfingosina 1-fosfato 

(S1P) [132] (Fig. 6).  
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Figura 6. Síntesis de S1P. La ceramida es el lípido central en el metabolismo de 

esfingolípidos. Se produce a través de una vía de síntesis de novo, o por la hidrólisis de 

esfingomielina presente en las membranas plasmáticas. La ceramida puede ser degradada por 

ceramidasas a esfingosina, que a su vez es fosforilada por la esfingosina quinasa (SphK) para 

generar la esfingosina 1-fosfato (S1P). La esfingosina 1-fosfato liasa (S1P-liasa) es la enxima 

encargada de degradar de manera irreversible al S1P.  

 

S1P se encuentra en suero y plasma  [133]. Este esfingolípido  es un componente 

del HDL que es una lipoproteína de alta densidad [134]. Se ha mostrado que el S1P en el 

HDL correlaciona positivamente con HDL-colesterol, apo A-I y apo A-II [135]. Las 

principales fuentes de S1P son las plaquetas y las células hematopoyéticas [136-140]. 
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El S1P actúa principalmente mediante la unión y activación específica de 

receptores de superficie celular acoplados a proteína G, denominados receptores de S1P 

(S1PRs). Pertenecen a una familia de receptores que contiene cinco subtipos: S1PR1, 

S1PR2, S1PR3, S1PR4, y S1PR5. Cada subtipo de receptor regula diversos eventos 

moleculares y celulares, incluyendo la supervivencia celular, la migración celular, la 

diferenciación y la angiogénesis [141] (Fig. 7). 

 

Figura 7. S1P y sus receptores.  S1P es sintetizado en el interior de la célula ytransportado al 

espacio extracelular por transportadores ABC. Actúa de manera autócrina o parácrina 

activando los diferentes receptores S1P y media diversas funciones biológicas como 

supervivencia, migración, proliferación, angiogénesis y quimioresistencia entre otras. 

Adaptada de Tabasinezhad y col., 2013 [142] 

 

Es importante destacar, que en un estudio se demostró que la administración in 

vivo de S1P inhibe la permeabilidad vascular inducida por VEGF, sugiriendo que el 

receptor S1P1 presente en las células endoteliales y periendoteliales (pericitos) es capaz 

de regular esta permeabilidad [143]. Además, Paik y col. demostraron que S1P a través 

del mecanismo de señalización Rac, promueve el tráfico de N-caderina (proteína de 

uniones adherentes) hacia la membrana plasmática de las células endoteliales, 

favoreciendo el contacto de estas células con los pericitos [144] (Fig. 8). Respecto a 
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esto, Luo y Radice (2005) mostraron que la expresión de VE-caderina disminuye 

drásticamente en ratones deficientes para N-caderina endotelial, causando una 

vasculatura inestable [145]. 

Gaengel et al. 2012, observaron que la pérdida del receptor S1P1 en células 

endoteliales lleva a un aumento en las ramificaciones y a la formación de vasos 

ectópicos. Por el contrario, la señalización por S1P1 inhibe el proceso de ramificación y 

aumenta la adhesión célula – célula. Esto se correlaciona con que la inhibición de 

VEGF-A induce la localización de VE-caderina en las uniones estrechas en células 

endoteliales. Por lo tanto, la señalización por S1P1 actúa como un mecanismo de 

estabilización vascular intrínseca, protegiendo a los vasos sanguíneos en desarrollo 

contra respuestas angiogénicas aberrantes [146]. 

 

Figura 8. Interacción endotelio – pericito mediada por S1P. S1P1 media la estabilización 

vascular a través de los contactos entre N-caderina presentes en células endoteliales y 

pericitos. La localización de N-caderina en la membrana plasmática de las células endoteliales 

es dependiente de la activación de Rac a través de la vía S1P/S1P1. Adaptado de Armulik A y 

col., 2005 [147] 
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S1P en el ovario 

El HDL del fluido folicular (HDL-FF) ha sido identificado como la única 

lipoproteína presente en el fluido antes de la ovulación [148]. Contrario al HDL del 

suero, el HDL-FF posee poca cantidad de colesterol pero es rico en fosfolípidos. Las 

apolipoproteínas apoA-I y apoA-IV son las principales proteínas que forman el HDL-

FF. Varios estudios han demostrado que el HDL sérico actúa como un transportador de 

lisofosfolípidos biológicamente activos como son el S1P, la esfingosulfosforilcolina y la 

lisosulfatida [149-151]. El primer trabajo que demuestra la presencia de S1P en el FF 

humano es el de Von Otte et al [152]. Estos autores han mostrado que el S1P presente 

en el FF humano se encuentra unido al HDL, proporcionándole a esta molécula su 

capacidad mitogénica y proangiogénica. Los mecanismos de transducción involucrados 

en estos procesos son: ERK1/2, PKC y  AKT. Más tarde, el mismo grupo mostró que en 

células de granulosa humana, el S1P induce migración celular y polimerización de 

filamentos de actina a través de la activación del receptor 3 de S1P (S1P3) y RAC1 

[153]. 

Cabe destacar, que la concentración de S1P en FF y en suero es 

aproximadamente de 170 nmol/litro y de 900 nmol/litro, respectivamente. Se ha 

observado que ese rango de concentración de S1P en FF es capaz de estimular procesos 

que involucran tanto desarrollo vascular como migración [154;155]. 

 

Ensayos in vitro e in vivo para evaluar  angiogénesis  

Para evaluar los mecanismos bioquímicos y moleculares que participan durante 

el proceso de angiogénesis se han desarrollado métodos in vitro e in vivo. A 

continuación se detallarán los métodos más relevantes para estudiar la angiogénesis 

tanto en condiciones fisiológicas como patológicas ya que en esta tesis se desarrollaron 

varios de estos ensayos  
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Ensayos in vitro de angiogénesis: Cultivo de células endoteliales 

La migración de células endoteliales es esencial para la angiogénesis. Este 

proceso de movilidad es direccionalmente regulado por quimiotaxis y estímulos 

mecanotácticos. Además, implica la degradación de la matriz extracelular para permitir 

la migración de las células. Una vez que las células endoteliales han migrado y 

proliferado en respuesta al estímulo angiogénico, se diferencian para producir nuevos 

capilares. Una de las formas de evaluar los diferentes parámetros de la angiogénesis es 

la utilización de cultivos de células endoteliales y la posterior observación de la 

migración celular frente a distintos tratamientos [156].  

Entre los diversos ensayos in vitro que mimetizan este proceso de diferenciación 

que sufren las células endoteliales en la angiogénesis, se emplea muy frecuentemente el 

de la formación de estructuras tubulares en Matrigel (mezcla de proteínas gelatinosas 

secretadas por células tumorales de ratón, que mimetiza el ambiente extracelular 

encontrado en varios tejidos).  

El proceso angiogénico no solo involucra proliferación, adhesión, migración de 

células endoteliales y formación de túbulos, sino también cambios en el citoesqueleto. 

Es decir, se producen cambios en la permeabilidad vascular que están dados por la  

manera para medir permeabilidad vascular es mediante la tinción de los filamentos de 

actina con una toxina denominada faloidina unida a un marcador fluorescente. La 

disposición de los filamentos de actina dentro de la célula es crucial para el 

mantenimiento de las uniones entre células endoteliales, regulando de esta manera la 

permeabilidad vascular.   

 

Ensayo in vivo de angiogénesis: Ensayo de membrana corionalantoide (CAM) 

 Este ensayo fue originalmente descripto por embriólogos hace 50 años atrás con 

el objetivo de evaluar el desarrollo de órganos en el embrión. El sistema de vasos 

sanguíneos de la CAM es inmunodeficiente y similar a la placenta de mamíferos en 

cuanto a la ausencia de inervación. Además, otra ventaja de este ensayo es que el 
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sistema inmune y el sistema nervioso del embrión no se han desarrollado aún. Sobre la 

base de estas características, el ensayo de la CAM puede ser utilizado para realizar 

xenotrasplante con distintos tipos de tejidos que provienen de diferentes especies. Este 

sistema de la CAM se utiliza para evaluar la angiogénesis tanto en tumores como en 

tejidos endometriales [157;158], para cultivo de piel humana [159] y de hígado [160], 

así como también para analizar la toxicidad de biomateriales para ingeniería de tejidos 

[161]. El ensayo CAM (método ex ovo) consiste en transferir el embrión completo a 

placas de cultivo de plástico [162]. Luego de 3-4 días de incubación, durante los cuales 

la CAM se desarrolla, se agregan los fragmentos de tejido para evaluar su actividad 

angiogénica. Las sustancias pueden ser ubicadas en la CAM directamente o sobre 

anillos de siliconas para delimitar la zona de crecimiento vascular que se evaluará. Las 

ventajas que posee este método in vivo para evaluar la angiogénesis son la 

disponibilidad universal de huevos, relativo bajo costo, rápido desarrollo y crecimiento 

de los embriones y adecuación a normas éticas vigentes para el uso de animales de 

experimentación. Además, se pueden llevar a cabo varios tratamientos en la misma 

CAM, lo que permite que los resultados sean muy confiables. Recientemente, 

Isachenko y cols., 2012, han propuesto al sistema de la CAM como una técnica para 

evaluar la calidad de tejido ovárico que fue previamente criopreservado [163]. 

 

Angiogénesis fisiológica en el ovario 

Se sabe que el ovario es uno de los pocos órganos en el adulto en donde ocurre 

una intensa angiogénesis fisiológica y se observa además un aumento en la 

permeabilidad vascular durante el desarrollo folicular, la ovulación y la posterior 

formación del cuerpo lúteo. La angiogénesis se encuentra regulada independientemente 

en cada uno de los folículos individuales y, dependiendo de la extensión del plexo 

vascular y de la permeabilidad de sus vasos, se puede controlar el suministro de factores 

tróficos de alto peso molecular, precursores y lípidos. Esto indicaría que los vasos 

sanguíneos foliculares estarían directamente involucrados en los procesos de selección, 

dominancia y atresia [164].  
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Los folículos primordiales y primarios reciben nutrientes y oxígeno por difusión 

pasiva de los vasos estromales. El crecimiento folicular se asocia en cambio, al 

desarrollo de una red capilar individual y a una angiogénesis continua destinada a nutrir 

el folículo en rápido crecimiento. Los vasos sanguíneos que se desarrollan están 

confinados a la capa tecal y están separados de la capa de células de granulosa por la 

presencia de la membrana basal. La capa de células de granulosa se mantiene avascular 

hasta su ruptura durante la ovulación [51].  

A pesar de que la angiogénesis ocurre en la capa de células de la teca, las células 

de la granulosa juegan un papel muy importante en este proceso, ya que sintetizan y 

secretan diversos factores angiogénicos que actúan luego en forma paracrina en las 

células endoteliales de la capa tecal. Estos factores producidos por las células de 

granulosa controlarían el desarrollo y crecimiento de la vasculatura folicular [165]. El 

aumento de la vasculatura del folículo lleva a un suministro preferencial de 

gonadotrofinas y, por lo tanto, jugaría un rol en la selección del folículo dominante [21]. 

Por otro lado, la degeneración del lecho capilar es un factor relevante causante de 

atresia en folículos que no logran desarrollarse correctamente.  

La producción de factores de crecimiento está regulada en forma diferencial 

dependiendo del tamaño del folículo. La expresión del ARNm y de la proteína de VEGF 

en ovario de primate está expresada en células tecales de folículos antrales y en células 

de granulosa cercanas al ovocito en folículos preovulatorios pero no en células de 

granulosa de folículos primordiales y preantrales [51]. En folículos bovinos y porcinos, 

VEGF-A está levemente expresado durante el desarrollo folicular temprano y esta 

expresión aumenta tanto en granulosa como en teca junto con el desarrollo del folículo 

dominante [166;167]. En ratas, tanto los niveles de la proteína de VEGF como de su 

receptor KDR  aumentan en células de granulosa y tecales, a medida que el folículo 

crece [116].  

Respecto a las angiopoyetinas, se han visto diferencias en su expresión durante 

el desarrollo folicular según la especie en estudio. En ratas, tanto la ANGPT-1 como la 

ANGPT-2 aumentan con el tamaño folicular en células de granulosa y tecales, mientras 

que la expresión proteica de su receptor Tie-2, es detectada sólo en células tecales de 
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folículos antrales tempranos y preovulatorios [116]. En cerdos, el ARNm de ANGPT-1 

va disminuyendo con el tamaño folicular y la relación ANGPT-2/ANGPT-1 aumenta 

sin observarse cambios en la expresión de Tie-2 [168]. En vacas, el ARNm de ANGPT-

1 aumenta mientras que el de ANGPT-2 disminuye a medida que el folículo crece, 

manteniéndose constante la expresión de Tie-2 [169].  

En cuanto a los miembros de la familia de PDGF, se ha identificado que se 

expresan en ovarios de ratón, rata y humano [170-172]. Varios estudios han demostrado 

que el PDGF estimula la proliferación de las células de la teca de folículos antrales 

provenientes de ovarios de rata y porcino [173-175]. Además, Sleer y col. han mostrado 

que las isoformas PDGFAA y PDGFBB favorecen el crecimiento de los folículos 

preantrales [171]. En el mismo año, dichos autores demostraron que los niveles de 

ARNm de varios miembros de la familia de PDGF se encontraban aumentados durante 

la luteogénesis [176]. 

Por otro lado, también se ha demostrado la participación de los esfingolípidos en 

la fisiología ovárica. Varios trabajos han mostrado que el S1P es capaz de proteger a las 

células germinales de la citotoxicidad inducida por drogas quimioterapéuticas, 

restaurando la fertilidad en pacientes con cáncer [177;178]. También, en nuestro 

laboratorio se ha demostrado que el S1P inhibe el efecto luteolítico inducido por 

prostaglandina F2α en ovario de rata, postulándolo al S1P como un factor antiapoptótico 

[179]. Además de esta función, Von Otte y col. (2006) demostraron que el S1P presente 

en el fluido folicular humano (FF) poseía actividad mitogénica y angiogénica [152]. 

Más tarde el mismo grupo mostró que el S1P asociado a las partículas de HDL presente 

en FF promovía la migración de células de granulosa luteínica humana mediante la vía 

de activación Rac a través del receptor S1P3 [153]. 

 

Angiogénesis patológica en el ovario 

Los defectos en la angiogénesis en la mujer pueden contribuir a una variedad de 

desórdenes tales como anovulación e infertilidad, pérdida del embarazo, neoplasmas 

ováricos, síndrome de ovario poliquístico (PCOS) y Síndrome de Hiperestimulación 
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Ovárica (OHSS) [180-183]. Una de las características que poseen las pacientes con 

OHSS es poseer una angiogénesis alterada, con niveles elevados de sustancias 

vasoactivas en suero, fluido peritoneal y fluido folicular [183;184]. 

 

SÍNDROME DE HIPERESTIMULACIÓN OVÁRICA (OHSS) 

 El Síndrome de Hiperestimulación Ovárica (OHSS) es una complicación 

iatrogénica severa del crecimiento y maduración folicular ocasionada por la inducción 

de la ovulación en tratamientos de fertilización asistida en los cuales se realiza 

estimulación ovárica con altas dosis de gonadotrofinas [185-187].  

El síndrome se conoce desde 1943 cuando se utilizaban para la estimulación o 

inducción de la ovulación, preparados de gonadotrofinas de suero de yegua preñada, 

preparaciones hipofisarias de oveja o gonadotrofinas coriónica humana de origen 

urinario. En ese momento, la enfermedad se denominó en francés “síndrome 

d´hyperlutéinisation massive des ovaires”. El primer caso fatal de OHSS fue descripto 

en 1951 por Gotzsche con oliguria y falla renal llevando a la paciente a la muerte [186]. 

En los tratamientos de fertilización asistida, el éxito depende en gran medida de 

los protocolos de estimulación ovárica empleados, con los que se pretenden obtener 

ovocitos que puedan derivar en embriones de buena calidad, con capacidad de 

implantación y, de esa forma, generar un embarazo evolutivo. La estimulación ovárica 

se realiza con gonadotrofinas (generalmente FSH recombinante), seguida de la 

administración de hCG (gonadotrofina coriónica humana) para inducir la maduración 

ovocitaria y permitir el soporte de la fase lútea. La hCG tiene estructura y actividad 

biológica similar a LH, pero con mayor vida media, que resulta en un efecto luteotrófico 

sostenido y por lo tanto en el desarrollo de múltiples cuerpos lúteos funcionales. 
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Rasgos clínicos y clasificación de OHSS 

En la forma inicial de OHSS ocurre aumento del tamaño de los ovarios 

acompañado por malestar abdominal. En casos más avanzados, los ovarios se vuelven 

quísticos y esto puede resultar en distensión y dolor abdominal, nauseas, vómitos y a 

veces diarrea. Estos síntomas digestivos se pueden hacer presentes luego de las 48 horas 

de administrar hCG, aunque se vuelven más severos entre los 7 y 10 días post inyección 

de hCG.  

Los signos subsiguientes son probablemente el resultado de una disfunción 

circulatoria correspondiente a un aumento en la permeabilidad vascular y una marcada 

dilatación arterial. Estos síntomas pueden ser seguidos de presencia de ascitis leve, la 

cual puede ser sólo visualizada a través de ecografía intravaginal, mientras que en casos 

más severos la ascitis es clínicamente detectable. La ascitis se caracteriza por una alta 

concentración de proteínas, un bajo recuento leucocitario, y presencia de alto número de 

glóbulos rojos. El exudado extravascular, rico en proteínas, acumulado en el peritoneo, 

en el plasma y a veces en el espacio pericárdico, es asociado con depleción del volumen 

intravascular, hemoconcentración, activación de vasoconstrictores y factores 

antinatriuréticos, hipoalbuminemia severa y a veces hipovolemia. También puede 

ocurrir disfunción hepática. Los efectos cardiovasculares incluyen hipotensión arterial, 

volumen de fluido reducido, baja presión de la vena central, taquicardia, 

hemoconcentración, e hipercoagulación. Por otro lado, la disminución de la perfusión 

renal induce estimulación de los túbulos renales y reabsorción de sodio y agua que 

resulta en manifestaciones clínicas de oliguria [188]. Los fenómenos tromboembólicos 

son la complicación final de OHSS, que podrán resultar en casos fatales  [185-187]. 

Asociada a la ascitis, la ileus peristáltica, puede dañar el movimiento diafragmático 

originándose problemas respiratorios. Si la efusión pleural también se desarrolla, la 

función pulmonar se ve afectada seriamente y lleva al síndrome de diestrés respiratorio 

agudo (ARDS). Los fenómenos tromboembólicos son la última complicación de OHSS, 

y en algunos casos resultan fatales a pesar de la aplicación de un tratamiento adecuado 

[186]. 
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En base a estos rasgos clínicos, tradicionalmente, OHSS ha sido clasificado en 

tres estadios, y en cinco grados según su intensidad (Tabla 1) [187]. 

 

Tabla 1: Clasificación del Síndrome de Hiperestimulación ovárica (OHSS). 

EEssttaaddiioo  CCaarraacctteerrííssttiiccaass  

LLeevvee  

Grado 1 Distensión e incomodidad abdominal. 

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

ovarios de (5-12 cm) 

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

SSeevveerroo  

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. 

 

  

 

Etiología de OHSS  

 Si bien la causa de OHSS es compleja y en algunos aspectos aún permanece sin 

estar dilucidada, se sabe que la administración de hCG induce la liberación de 

mediadores que tienen efecto sobre el sistema vascular, el cual es el responsable de las 

consecuencias clínicas de OHSS y juega un rol en el desarrollo de este síndrome. Se ha 

observado que los niveles séricos de VEGF aumentan luego de la administración de 

hCG en mujeres hiperestimuladas con riesgo a desarrollar OHSS [183;189;190]. 

Además, las concentraciones de VEGF en suero, fluido peritoneal y folicular en 

pacientes con riesgo de  OHSS se encuentran correlacionadas positivamente con el 

desarrollo del síndrome [184;191;192]. Varios autores han mostrado que el VEGF de 

pacientes con OHSS proviene del ovario hiperestimulado debido a que la concentración 

de VEGF en fluido folicular es 100 veces mayor comparado al del suero [184;192]. 

Asimismo, se ha observado en mujeres que desarrollan la enfermedad OHSS, que el 
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VEGF se expresa en células de granulosa-luteínicas y se libera al fluido folicular en 

respuesta a hCG, aumentando la permeabilidad vascular (Fig. 9) [193]. Por otro lado, 

estudios in vitro, han demostrado que la administración de hCG en células de la 

granulosa luteínicas humanas aumenta los niveles del ARNm de VEGF de manera dosis 

y tiempo dependiente [194]. Por lo tanto, se considera que el VEGF es el principal 

mediador en el desarrollo de OHSS 

 

Figura 9: Fisiopatología de Síndrome de Hiperstimulación Ovárica.  La hormona 

liberadora de gonadtrofinas (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 [194]. 
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 Sin embargo, además del VEGF se han descriptos factores adicionales que 

estarían involucrados en la patogénesis de este síndrome. Rizk y col en 1997 

demostraron que las citoquinas proinflamatorias (IL-1β, IL-6, IL-8 y TNF-α) se 

encontraban aumentadas en suero, fluido folicular y ascítico de pacientes con OHSS 

severo [195]. A su vez, otras moléculas, como la histamina, la prolactina, la IL-6, la IL-

1β  y el sistema renina – angiotensina también han sido propuestas como relevantes en 

el desarrollo de OHSS [183;196;197]. 

Además, hay trabajos que demuestran que el aumento en la permeabilidad 

vascular depende de otras moléculas, como la proteína de uniones adherentes VE-

caderina que juegan un rol en el desarrollo y progresión de OHSS severo [194].  

Por otra parte, el OHSS, no solo puede ocurrir durante la fase lútea, sino también 

durante la primer parte del embarazo a causa de la hCG endógena [198]. Además, Si 

bien la mayoría de los casos de OHSS son causas iatrogénicas, existe una forma de 

OHSS espontánea dada por una mutación en el gen del receptor de la FSH (FSHR) que 

genera una hiperrespuesta a la FSH circulante y además reacciona con moléculas de 

estructura similar como la hCG o la TSH (tirotropina) [199]. 

En nuestro laboratorio, demostramos en el modelo de OHSS desarrollado en 

rata, que la administración in vivo de un agonista de GnRH, Acetato de Leuprolide, 

disminuía la expresión de P450scc, StAR, ANGPT-1 y su receptor Tie-2 y afectaba la 

estabilidad vascular y la proliferación de células del cuerpo lúteo conduciéndolo a la 

regresión. En base a estos resultados, se sugirieron a los agonistas de GnRH como 

posible tratamiento para prevenir la patología de OHSS [200]. 

 

Incidencia de OHSS 

En Argentina, se ha observado que 3 de cada 10 mujeres poseen problemas para 

concebir. En la actualidad, debido al aumento en el número de mujeres que se someten a 

tratamientos de fertilización asistida se ha visto un incremento en el desarrollo de 

OHSS. La incidencia actual de OHSS es del 0.5-5% en forma grave, 3-6% para la forma 
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media y 20-33% para la forma leve, que normalmente no requiere tratamiento. Estos 

porcentajes están determinados sobre el total de ciclos de estimulación ovárica. Aunque 

estos datos indican que la prevalencia de la forma severa es baja, es importante destacar 

que este síndrome es una complicación causada por procedimientos de fertilización 

asistida que en algunos casos pueden requerir cuidados intensivos inmediatos. 

 

Factores de riego que influyen en la incidencia 

 El conocimiento de los factores de riesgo y la observación de las condiciones 

clínicas son útiles para predecir qué pacientes son susceptibles de presentar una 

hiperestimulación ovárica severa. Los factores que se deben considerar son: 

Edad: Existe una correlación inversa entre la edad de la mujer y el desarrollo del 

síndrome. Esto puede deberse a que los ovarios de mujeres jóvenes (<35 años) tienen 

mayor densidad de receptores para gonadotrofinas, siendo sus ovarios más sensibles o 

bien porque poseen un mayor número de folículos que son capaces de responder a las 

gonadotrofinas [186].  

Síndrome de ovario poliquístico (PCOS): Esta patología cursa con hiperandrogenismo, 

oligomenorrea, altos niveles de LH y más de 10 quistes ováricos de tamaño <10mm. En 

estas pacientes se han detectado niveles bajos de proteínas de unión IGF-1BP, 

especulándose que los niveles excesivamente altos de IGF-1 libres podrían incrementar 

la sensibilidad ovárica a la estimulación con gonadotrofinas, incrementado el riesgo de 

hiperestimulación [186]. Además las pacientes con PCOS tienen alta expresión de 

VEGF en ovario [201;202]. Luego de la estimulación con hCG en estas pacientes, los 

valores de VEGF aumentan considerablemente, los cuales pueden influir en el 

desarrollo de OHSS severo [183;201]. 

Alergias: Una respuesta inflamatoria con presencia de citoquinas inmunomoduladoras 

se asocia al desarrollo del síndrome [185]. 
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Métodos actuales de prevención de OHSS 

 La prevención y la detección temprana de OHSS son importantes para asegurar 

la salud de la paciente. El primer paso es la identificación de los factores de riesgo con 

el fin de individualizar el régimen de estimulación, y en segundo lugar, es necesario un 

estricto monitoreo de la respuesta a la estimulación que permitirán tomar medidas 

preventivas ante una respuesta ovárica exagerada. 

 Los criterios de selección de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS son: 

presencia de concentraciones séricas de E2 mayores a 3000 pg/ml, más de 18 folículos 

de  entre 10 y 14 mm de diámetro, el número de ovocitos recuperados en la aspiración 

y/o presencia de ovario políquistico [186]. Estos parámetros se controlan por medio de 

una ecografía transvaginal combinada con la medición de la concentración de E2 en 

suero durante la estimulación. A pesar del monitoreo de la ovulación por ultrasonido y de la 

medición de los niveles de E2, estas medidas son aún insuficientes para detectar los casos de 

OHSS. Debido a ello, se aplican además otras medidas para evitar una respuesta ovárica 

exagerada.  

Las posibles soluciones para evitar o reducir OHSS son las siguientes: 

 Cancelación del ciclo: Está establecido que no administrar hCG cuando los 

niveles de E2 son demasiados altos previene el riesgo a desarrollar OHSS severa. [185]. 

Si bien, este método previene la aparición de OHSS, tiene un costo emocional y 

económico elevado.  

 “Coasting”: Este método se basa en los niveles de E2 séricos durante la 

estimulación ovárica. Cuando hayan aumentado antes de la administración de hCG, lo 

cual indica riesgo de OHSS, las gonadotrofinas exógenas se dejan de administrar, 

mientras que un agonista de GnRH es mantenido. La administración de hCG se pospone 

hasta que los niveles de E2 decrezcan a un valor seguro, atestiguando atresia folicular. 

Las ventajas de este método es que no se cancela el ciclo; sin embargo, se le asocian 

varias desventajas como la disminución en la calidad y en el número de ovocitos 

recolectados post-coasting, especialmente cuando el período es prolongado [185].  
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 Criopreservación de embriones: La criopreservación de todos los embriones 

de las pacientes con riego a desarrollar OHSS. Con esta estrategia no se evita la 

aparición de OHSS ya que se le administró hCG a la paciente, pero se realiza con el fin 

de evitar el desarrollo de OHSS a causa de la hCG endógena [186]. Además, la tasa de 

embarazo con embriones congelados es menor respecto a embriones frescos [203-205]. 

 Agonistas de GnRH: La sustitución de la hCG por agonistas de GnRH se basa 

en la habilidad de éstos por inducir un pico de LH endógeno que induzca la maduración 

folicular.   

 Utilizar LH recombinante (LHr): La administración de LHr podría reducir la 

severidad de OHSS debido a que esta hormona tiene menor afinidad por el receptor que 

la hCG y a su vez, tiene menor vida media. Sin embargo, este método tiene menor 

eficiencia. 

 Albúmina: La administración de albúmina endovenosa en el momento de la 

captura de los ovocitos se emplea para prevenir la permeabilidad asociada a OHSS. La 

albúmina aumenta la presión oncótica intravascular para evitar la salida de líquido y 

unirse a proteínas vasoactivas y evitar que éstas puedan ejercer su acción [206]. Sin 

embargo, varios reportes contradictorios se han publicado desde su utilización para la 

prevención del síndrome [204;207-210]. 

 

El creciente número de ciclos de fertilización asistida de alta complejidad que se 

registra en todo el mundo se acompaña de un incremento del número de casos de 

OHSS. Aunque existen muchos estudios clínicos publicados que aplican las estrategias 

antes mencionadas, en la actualidad no existe ningún tratamiento completamente 

efectivo para el manejo del OHSS. Por el momento, el monitoreo clínico para reconocer 

rápidamente la paciente en riesgo y los signos y síntomas tempranos del síndrome, son 

los pilares más importantes en la prevención y el tratamiento de estas pacientes.  

Por lo tanto, el estudio de la fisiopatología de este síndrome permitirá encontrar 

nuevas estrategias terapéuticas que permitan que mujeres con alto riesgo a desarrollar 

OHSS y/o mujeres que hayan sufrido OHSS en ciclos anteriores, lleguen al final del 

protocolo sin la cancelación del ciclo, y puedan lograr un embarazo exitoso.  
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

Los defectos en la angiogénesis ovárica pueden contribuir a una variedad de 

desórdenes como la anovulación e infertilidad, la pérdida de embarazo, la poliquistosis 

ovárica (PCOS), el síndrome de hiperestimulación ovárica (OHSS) y los neoplasmas 

ováricos [92;182;183]. Una de las características de las pacientes con OHSS es poseer 

una angiogénesis alterada, con niveles elevados de sustancias vasoactivas en suero, 

fluido peritoneal y fluido folicular [183;211]. El OHSS es una complicación iatrogénica 

severa del crecimiento y maduración folicular ocasionada por la inducción de la 

ovulación con gonadotrofinas en tratamientos de fertilización asistida (Assisted 

Reproductive Technologies, ART). La prevalencia de OHSS se encuentra entre el 5-

10% de las pacientes que se someten a ART. Además, la forma severa de OHSS afecta 

al 0,5-5% de estas pacientes, requiriendo cuidados intensivos inmediatos [185;186]. 

Una de las características principales del OHSS es un aumento significativo de la 

permeabilidad de la microvasculatura. Varios sistemas colaboran en forma coordinada y 

complementaria en la regulación de la permeabilidad vascular entre ellos, el sistema del 

factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF), el sistema de angiopoyetinas 

(ANGPTs), el sistema del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el 

sistema de esfingosina-1 fosfato (S1P) [147;212-214]. Se ha demostrado que el VEGF 

es uno de los principales candidatos involucrados en la patogénesis de OHSS, 

induciendo  la permeabilidad vascular y por consiguiente, la presencia de ascitis en las 

pacientes [184;215]. Sin embargo, hasta ahora, no existe ningún estudio que haya 

evaluado la participación del sistema de ANGPTs  y del sistema de S1P en el desarrollo 

de este síndrome.  

En base a estos antecedentes, se postularon las siguientes hipótesis: 

* La inhibición del sistema de VEGF o del sistema de ANGPTs en la patología de 

OHSS afecta la angiogénesis ovárica, disminuyendo la permeabilidad vascular que 

conduce a la presencia de ascitis observada en este síndrome y por consiguiente, 

mejora la función ovárica.  
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* Los niveles de S1P se encuentran disminuidos en pacientes con riesgo a desarrollar 

OHSS, siendo en parte responsable de la alta permeabilidad vascular observada en 

estas pacientes.  

 

 Debido a que en la actualidad es escasa la información que se dispone acerca de 

la fisiopatología de OHSS y de sus posibles tratamientos, se plantearon los siguientes 

objetivos generales: 

1) Estudiar el efecto in vivo que produce el bloqueo de la acción de VEGF sobre la 

angiogénesis ovárica, su relación con el desarrollo folicular y la formación del 

cuerpo lúteo, la apoptosis y la proliferación de células ováricas en un modelo de 

OHSS desarrollado en rata. 

2) Estudiar el efecto in vivo que produce el bloqueo de la acción de VEGF sobre la 

morfología y la proliferación celular del endometrio en el modelo mencionado 

anteriormente. 

3) Evaluar los niveles de los miembros del sistema de ANGPTs/Tie en un modelo de 

OHSS desarrollado en rata. 

 4) Evaluar el efecto in vitro que produce la estimulación con hCG sobre la expresión 

de los miembros del sistema ANGPTs/Tie-2 en cultivos de células de granulosa-

luteínicas humanas provenientes de pacientes sometidas a técnicas de reproducción 

asistida (ART) con alto riesgo a desarrollar OHSS 

5) Determinar los niveles de los miembros del sistema de ANGPTs/Tie como del 

esfingolípido S1P en fluidos foliculares (FF) provenientes de pacientes sometidas a 

ART con alta probabilidad de desarrollar OHSS. 

6)  Analizar el efecto que producen los FF provenientes de pacientes sometidas a 

ART con alta probabilidad de desarrollar OHSS incubados con un inhibidor de 

ANGPT-1 o con S1P en un modelo in vitro e in vivo de angiogénesis (línea humana 

de células endoteliales y membrana corionalantoidea de embrión de codorniz, CAM).  
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De acuerdo a los objetivos generales, se plantearon los siguientes objetivos específicos:  

1. Estudiar  el efecto in vivo que produce el bloqueo de la acción del factor angiogénico 

VEGF en un modelo de OHSS desarrollado en rata sobre: 

1.1.  El desarrollo folicular, la ovulación y la formación del cuerpo lúteo (CL).  

1.2.  La esteroidogénesis ovárica.  

1.3.  La apoptosis y la proliferación celular ovárica. 

1.4. La permeabilidad vascular. 

1.5. El crecimiento de la red vascular ovárica. 

1.6.  La expresión ovárica de los receptores de VEGF: KDR y Flt-1. 

1.7. El mecanismo de transducción de señales de VEGF: vía PI3-kinasa/Akt. 

1.8. La morfología y la proliferación celular en endometrio. 

 

2. Determinar los niveles ováricos de los miembros del sistema de ANGPTs/Tie en un 

modelo de OHSS desarrollado en roedor.  

 

3. Determinar los niveles proteicos de ANGPT-1, ANGPT-2 y su receptor soluble, Tie-

2 soluble, en FF provenientes de pacientes sometidas a ART con alta probabilidad de 

desarrollar OHSS. 

 

4. Evaluar el efecto in vitro que produce la estimulación con hCG  sobre la expresión  

de ANGPT-1, ANGPT-2 y su receptor de membrana, Tie-2, en cultivos de células de 
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granulosa-luteínicas humanas provenientes de pacientes sometidas a ART  con alta 

probabilidad  de desarrollar OHSS. 

 

5. Analizar el efecto que producen los FF provenientes de pacientes sometidas a ART 

con alta probabilidad de desarrollar OHSS incubados con un inhibidor de ANGPT-1 

en: 

5.1 Línea humana de células endoteliales sobre: 

5.1.1. La migración celular  

5.1.2. La polimerización de filamentos de actina (integridad del citoesqueleto) 

5.1.3. La expresión de proteínas de uniones endoteliales involucradas en permeabilidad 

vascular (Uniones estrechas: Claudina-5, ZO-1, Uniones adherentes: VE-caderina, β-

catenina) 

5.2 Membrana corionalantoidea de embrión de codorniz japónica (CAM) sobre: 

5.2.1. Número y calibre de ramificaciones vasculares 

5.2.2. Niveles endógenos de la integrina αvβ3 (marcador de angiogénesis) 

 

6. Determinar los niveles del esfingolípido esfingosina 1-fosfato (S1P) en FF 

provenientes de pacientes sometidas a ART con alta probabilidad de desarrollar OHSS. 

 

7. Analizar el efecto que producen los FF provenientes de pacientes sometidas a ART 

con alta probabilidad de desarrollar OHSS incubados en presencia de S1P en: 

7.1. Línea humana de células endoteliales sobre: 
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7.1.1 La expresión del receptor S1P1  

7.1.2. La expresión de la enzima SP-liasa 

7.1.3. La migración celular  

7.1.4. La polimerización de filamentos de actina (integridad del citoesqueleto) 

7.1.5. La expresión de proteínas de uniones endoteliales involucradas en estabilidad 

vascular: VE-caderina, N-caderina y β-catenina 

 

7.2. Membrana corioalantoidea de embrión de codorniz (CAM) sobre: 

7.2.1. Número y calibre de ramificaciones vasculares 

7.2.2. La co-localización de células endoteliales y periendoteliales en el plexo capilar 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
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Tratamiento de los animales 

Se utilizaron ratas prepúberes (Rattus novergicus) de entre 21 y 23 días de la cepa 

Sprague Dawley, del Bioterio del Instituto de Biología y Medicina Experimental 

(IByME-CONICET). Todos los protocolos y experimentos fueron aprobados por el 

comité de ética del IByME y llevados a cabo de acuerdo con la guía para el cuidado y 

uso de animales de laboratorio del NIH (Instituto Nacional de la Salud, USA). Los 

animales se mantuvieron en el bioterio en condiciones controladas de temperatura (21-

23ºC) y con un fotoperíodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad (las luces se 

encienden a las 7.00 horas y se apagan a las 19.00 horas). Los animales recibieron agua 

y alimento balanceado ad libitum. 

Se utilizó un modelo animal que desarrolla OHSS en ratas inmaduras Sprague 

Dawley (21 días, 60-80 g) [215-218]. Se dividieron al azar en 6 grupos y se inyectaron 

en forma subcutánea. A los 2 grupos Control se las inyectó con PMSG (gonadotrofina 

de suero de yegua preñada, Novormon, Syntex S.A.) (10 UI) y luego de 48 hs con hCG 

(gonadotrofina coriónica humana, Endocorion, Elea) (10 UI/día) para inducir la 

ovulación. Los dos grupos OHSS fueron inyectados con altas dosis de PMSG (50 

UI/día) durante 4 días y luego de 24 hs se les inyectó hCG (25 UI). Los grupos 

OHSS+TRAP recibieron las mismas dosis de hormonas que los grupos OHSS más la 

administración del inhibidor de VEGF (TRAP: quimera recombinante Flt-1/Fc 

recombinante; R&D Systems Inc.) el día de la administración de hCG. Para la 

inhibición de VEGF, el TRAP fue administrado bajo la bursa de ambos ovarios. Los 

animales fueron anestesiados con Ketamina HCl (70 mg/kg; Holliday-Scott S.A., 

Buenos Aires, Argentina) y xilacina (5 mg/Kg; König Laboratories, Buenos Aires, 

Argentina). Los ovarios fueron exteriorizados realizando una incisión en la región 

lumbar. Los grupos OHSS+TRAP recibieron 1 µg en 5 µl PBS/0.1% BSA de TRAP 

bajo la bursa de ambos ovarios, mientras que los otros grupos recibieron la solución 

vehículo.  

Las ratas se sacrificaron por decapitación 48 y 72 horas post inyección de hCG 

(Grupos: Control 48 y 72 h; OHSS 48 y 72 h; OHSS+TRAP 48 y 72 h) Tabla 2. Se 

extrajeron los ovarios, los cuernos uterinos, y se extrajo sangre. Los ovarios se 
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limpiaron, pesaron y fueron usados para los sucesivos ensayos. Uno de los ovarios se 

utilizó para cortes histológicos y el ovario contralateral para obtener extracto proteico 

para western blot. La sangre fue utilizada para obtener suero y realizar ensayos 

hormonales y los úteros para cortes histológicos. 

 

Tabla 2: Protocolo de inyección para el desarrollo del modelo OHSS en rata a partir de 

ratas prepúberes de 21 días de la cepa Spague Dawley. 

 Día  

21 

Día  

22 

Día  

23 

Día  

24 

Día  

25 

Día 

26 

Día  

27 

Día  

28 

Control 

48 h 

  PMSG 

(10 UI) 

 hCG  

(10 UI) 

  

Sacrificio 

 

Control 

72 h 

  PMSG 

(10 UI) 

 hCG  

(10 UI) 

   

Sacrificio 

OHSS 

48 h 

PMSG 

(50 UI) 

PMSG 

(50 UI) 

PMSG 

(50 UI) 

PMSG 

(50 UI) 

hCG  

(25 UI) 

  

Sacrificio 

 

OHSS 

72 h 

PMSG 

(50 UI) 

PMSG 

(50 UI) 

PMSG 

(50 UI) 

PMSG 

(50 UI) 

hCG  

(25 UI) 

   

Sacrificio 

OHSS 

+ 

TRAP 

48 h 

PMSG 

(50 UI) 

PMSG 

(50 UI) 

PMSG 

(50 UI) 

PMSG 

(50 UI) 

hCG  

(25 UI) + 

TRAP  

(0,2 µg/µl) 

  

 

Sacrificio 

 

OHSS 

+ 

TRAP 

72 h 

PMSG 

(50 UI) 

PMSG 

(50 UI) 

PMSG 

(50 UI) 

PMSG 

(50 UI) 

hCG (25 

UI) + 

TRAP  

(0,2 µg/µl) 

   

 

Sacrificio 

 

 

Radioinmunoensayo (RIA)  

Mediante la técnica de radioinmunoensayo (RIA) se determinaron en los distintos 

grupos experimentales, el contenido de estradiol (E2) y progesterona (P4) en suero. Se 

utilizaron anticuerpos policlonales en una dilución adecuada para unir el 36% del 
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correspondiente 3H-esteroide utilizado como trazador. En el procedimiento se incubó 

una alícuota de la muestra a determinar (suero), una cantidad de trazador 

correspondiente a 10.000 cpm y un volumen determinado de anticuerpo durante 16 

horas a 4º C. Finalizada la incubación, se separó la hormona libre de la unida al 

anticuerpo con 0,2 ml de una solución de carbón activado 0,5%, en el buffer de ensayo: 

(Buffer RIA: Na2HPO4 40 mM; NaH2PO4 39,5 mM; NaCl 155 mM; azida sódica 0,1%; 

gelatina 1%; pH= 7,0) y posterior centrifugación durante 15 minutos a 3000 rpm. Los 

sobrenadantes fueron transferidos a viales de conteo en los cuales se agregó 2 ml de 

solución de centellante. La radiactividad se determinó en un contador de centelleo 

líquido Beckman LS 1801, con una eficiencia del 62%.   

El rango de utilidad del ensayo para la P4 fue de 12,5 a 800 pg y para el E2 de 6,25 

a 800 pg en un volumen final de 0,5 ml. Los valores se expresaron por ml de suero.  

 

Morfología ovárica 

Los ovarios provenientes de los distintos grupos experimentales se fijaron en 

paraformaldehído 4% durante 12 hs. Se realizaron cortes histológicos para la tinción 

con hematoxilina-eosina (H&E) para el recuento de las estructuras ováricas. Secciones 

de 5 μm de espesor fueron montadas a intervalos de 50 μm en portaobjetos para evitar 

contar la misma estructura dos veces, de acuerdo al método descripto por Woodruff et 

al. [219]. Se evaluó el % de  folículos atrésicos (FAtr), cuerpos lúteos (CL) y 

estructuras quísticas (Q) por sección de ovario. El % de las diferentes estructuras 

ováricas se determinaron en seis secciones de cada ovario (n=6 ovarios/grupo) y se 

expresó como % de FAtr, CL y Q/ovario. El número total de estructuras ováricas 

(Folículos preantrales, folículos antrales, folículos preovulatorios, FAtr, CL y Q) fue 

definido como el 100%. Las características morfológicas de un FAtr incluyen la 

degeneración y el desprendimiento de las células de la granulosa de la membrana basal, 

presencia de núcleos picnóticos en estas células y degeneración del ovocito [220;221]. 

Un Q se define como aquella estructura que contiene al ovocito rodeado de células 

luteales, células de la granulosa remanentes y con presencia o ausencia de glóbulos 

rojos.  
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Evaluación de permeabilidad vascular por extravasado de fluoresceína de sodio 

(NaFlu) 

Se evaluó la permeabilidad vascular en el ovario mediante el uso de fluoresceína 

de sodio (NaFlu) (Biopack, Argentina), un marcador inerte de bajo peso molecular, 

según un protocolo modificado de Kaya y col. (2008) [222]. Se inyectó NaFlu 10% en 

solución fisiológica de manera intraperitoneal (100μl/100g de peso del animal) a los seis 

grupos experimentales (n=6 ratas/grupo). La misma se dejó circular durante 45 minutos 

y luego se procedió a anestesiar al animal con una mezcla de ketamina y xilacina (7:1 

respectivamente). A continuación, se realizó una perfusión transcardíaca al animal con 

40 ml de solución fisiológica para lavar el excedente intravascular de NaFlu. Se 

extrajeron los ovarios e inmediatamente se los procesó para criopreservar el tejido en 

medio de inclusión (Cryoplast®, Biopack, Argentina) hasta el momento de su 

utilización. Por último, se realizaron cortes histológicos de 20 μm en crióstato, los 

cuales fueron posteriormente analizados por microscopía confocal para evaluar el área 

de extravasado vascular de NaFlu como parámetro de permeabilidad vascular. 

 

Técnica de inmunohistoquímica (IHQ) e histoquímica 

 La localización inmunohistoquímica se realizó utilizando la técnica de 

estreptavidina – biotina – peroxidasa. Los cortes histológicos se desparafinaron en 

xileno e hidrataron en concentraciones decrecientes de etanol (100%, 96% y 70%). Se 

bloqueó la peroxidasa endógena en 3% de H2O2 por 30 minutos. Los cortes se lavaron 

en buffer PBS (NaCl 0,58 M, Na2HPO4 anhidro 41,56 mM, KH2PO4 15,8 mM, pH 7,5). 

Se realizó una exposición antigénica sometiendo las muestras a microondas en buffer 

citrato 0,01 M (pH 6) dos veces durante cinco minutos a 600 Watt de potencia. En todos 

los casos se bloquearon las proteínas con 2% de BSA por 20 minutos y se incubó con el 

anticuepo primario anti Caspasa-3 clivada (Biocare) (1/100), anti PCNA (Santa Cruz 

Biotechnology) (1/100) en PBS o con lectina biotinilada BS-1 (de Bandeiraea 

simplicifolia, 20 μg/ml)  toda la noche a 4º C en cámara húmeda. La lectina BS-1 es un 
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marcador de células endoteliales y se ha demostrado su expresión constitutiva en los 

diferentes estadios del desarrollo del cuerpo lúteo con similar intensidad  [47;223;224]. 

Al día siguiente se lavó con PBS y se incubó con el correspondiente anticuerpo 

secundario anti – conejo 1/400 en PBS durante una hora en cámara húmeda a 

temperatura ambiente (excepto en el caso de la tinción con Lectina BS-1 biotinilada). Se 

lavó con PBS, y en todos los casos se agregó el complejo ABC: avidina-peroxidasa 

biotinilada (Vectastain ABC system, Vector Laboratories) y se incubó durante 30 

minutos en cámara húmeda a temperatura ambiente. Se lavó con PBS y se reveló con 

DAB (3´,3-diamino bencidina) 0,5 mg/ml durante 5 minutos. Se detuvo la reacción con 

H2O y se realizó tinción de contraste con hematoxilina o con verde de metileno. Por 

último, se deshidrataron los cortes sumergiéndolos en una serie ascendente de 

concentraciones de etanol, se aclaró con xileno, y se montaron los cortes con medio de 

montaje permanente (Bálsamo de Canadá Sintético, Biopack, Argentina). Los controles 

negativos se obtuvieron en ausencia del anticuerpo primario. 

Para evaluar la muerte y la proliferación celular en secciones ováricas, se realizó 

IHQ para Caspasa-3 clivada y PCNA respectivamente. Se analizaron tres campos 

seleccionados al azar de cada sección de ovario (6 secciones/ovario, 6 ovarios/grupo). 

Las células inmunopositivas fueron expresadas como “número de células positivas para 

Caspasa-3 clivada/área de tejido” o “número de células positivas para PCNA/área de 

tejido”. Las imágenes fueron digitalizadas usando una cámara (Nikon, Melville, NY, 

USA) montada a un microscopio de campo claro (Nikon), usando una magnificación de 

400X. Las imágenes fueron analizadas utilizando el programa Image J (Image 

Processing and Analysis in Java, National Institute of Health, USA), usando la 

herramienta “Cell Counter”.  

Para secciones teñidas para Lectina BS-1, seis secciones ováricas fueron 

analizadas por ovario (6 ovarios/grupo) y tres campos seleccionados al azar de cada 

sección fueron fotografiadas. Las imágenes fueron convertidas a formato TIFF para su 

análisis usando el programa Image Pro-Plus 3.0 ® (Media Cybernetics, Silver Spring, 

MA, USA). El área vascular (células positivas para Lectina BS-1) se determinó 
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marcando el área positiva para Lectina BS-1 y relativizando al total del área luteal 

captado en la imagen.  

En secciones de endometrios se determinó el índice de proliferación realizando 

una IHQ convencional, de la misma manera que se detalló anteriormente. Las secciones 

de tejido fueron incubadas con un anticuerpo primario para PCNA (1:300) (FL-261, 

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) a 4° C durante toda la noche. Se contaron un total 

de 300 células epiteliales inmunomarcadas para PCNA y se calculó el “porcentaje de 

células positivas para PCNA”.  

 

Extracción y medición de proteínas 

 Los ovarios aislados de los distintos grupos experimentales, se sometieron a una 

extracción de proteínas. Para esto se homogenizaron con un homogeneizador Ultra-

Turrax homogenizer (IKA Werk, Breisgau, Alemania) en 600 µl de buffer de lisis 

(Nonidet P (NP-40) 1%, Tris 20 mM pH 8, NaCl 137 mM y glicerol 10%) 

suplementado con inhibidores de proteasas (PMSF 0,5 mM, N-CBZ-L-phenylalanine 

chloromethyl ketone 0,025 mM, N-p-tosyl-lysine chloromethyl ketone 0,025 mM and L-

1-tosylamide-2-phenyl-ethylchloromethyl ketone 0,025 mM). El lisado se centrifugó a 

4º C a 13.000 rpm durante 10 minutos.   

 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 

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.  

 

Western blot 

Para la determinación de los niveles proteicos, se sembraron 40 g de proteínas 

en un gel de poliacrilamida (8%, 12% o 15%) con SDS (SDS page). Las muestras 
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proteicas fueron previamente hervidas durante 5 minutos en buffer (SDS 6%, β-

mercaptoetanol 15%, glicerol 60%, azul de bromofenol 0,006%, Tris-base 0,18M, 

pH=6,8). Las proteínas fueron separadas por electroforesis a 25 mA durante 1,5 horas y 

luego fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa durante 2 horas a 80 V en buffer 

Tris-base 0,025M (pH=8,3), glicina 0,192 M y metanol 20%. Los sitios de unión 

remanentes sobre las membranas fueron bloqueados con una solución de TBS y 

detergente Tween (TTNBS 0,05%) y leche descremada en una concentración de 0,05 

g/ml durante 1 hora a temperatura ambiente o por incubación durante toda la noche a 

4ºC. Luego las membranas fueron incubadas con los correspondientes anticuerpos 

primarios (β-actina: 1/3000 (sc-1616-R); PCNA: 1/200 (sc-7907), p-Akt: 1/1000 (sc-

7985-R), Flt-1: 1/200 (sc-9029), KDR: 1/500 (sc-6251), Tie-2 1/200 (sc-9026), N-

caderina 1/200 (sc-7939) y VE-caderina 1/100 (sc-9989) de Santa Cruz Biotechnology, 

Inc.; ocludina: 1/1000 (71-1500) y claudina-5: 1/2000 (35–2500) de Invitrogen; 

ANGPT-1: 1/1000 (ab8451), ANGPT-2: 1/200 (ab65835), p-Tie-2 (ab78142) y S1P1: 

1/10000 (ab125074) de Abcam; p-VE-cadherina: 1/1000 (MAB1002), ZO-1: 1/500 

(AB2272) de Milipore, p-KDR: 1/1000 (19A10), p-β-catenina: 1/1000 (4176) y Akt: 

1/500 (9277) de Cell Signalling Technology, Inc.) en TBS durante toda la noche a 4º C 

y luego de sucesivos lavados con TTNBS, las membranas fueron incubadas con sus 

correspondientes anticuerpos secundarios acoplados a la enzima peroxidasa (IgG anti 

conejo acoplado a peroxidasa 1:1000 o IgG anti ratón acoplado a peroxidasa 1:1000 

diluidos en TTNBS 0,1%) durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, se 

detectó la marca por quimioluminiscencia y se utilizó una película radiográfica. El 

contenido proteico se analizó en las distintas muestras mediante la realización de una 

densitometría de las bandas obtenidas para la proteína de interés utilizando el programa 

Scion Corporation. La densidad de cada banda fue normalizada respecto a la densidad 

obtenida para la proteína β-actina en la misma muestra. En el caso del análisis proteico 

en fluidos foliculares humanos se normalizó con la banda invariable obtenida de las 

membranas de nitrocelulosa teñidas con S-Ponceau.  
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Análisis histológico de los endometrios 

Los cuernos uterinos fueron fijados en formaldehido 10% por dos días y 

embebidos en parafina y un grupo de secciones fueron teñidas con H&E. Un médico 

patólogo con experiencia ginecológica examinó microscópicamente los cortes y realizó 

un análisis histológico de los endometrios.  

 

Pacientes y obtención de fluido folicular (FF) 

 El material humano fue provisto por el centro de reproducción PREGNA 

Medicina Reproductiva (Director: Dr. Ignacio de Zúñiga), previo consentimiento 

informado y firmado de las pacientes. La utilización de este material biológico ha sido 

aprobada por el Comité de Ética del IBYME. 

 Se excluyeron las pacientes con patologías pélvicas tales como endometriosis, 

fibromas uterinos, enfermedad inflamatoria pélvica. Durante el ciclo de estimulación 

ovárica, cuando los folículos alcanzan 17 mm de diámetro, se les inyecta a las 

pacientes hCG (5000 UI/ml Pregnyl®, Organon SA). La recuperación ovocitaria (RO) 

se realiza vía vaginal con una guía de ultrasonido 34 h horas post inyección hCG. 

Durante la RO, sólo se extrae el fluido (FF) de folículos entre 16 y 20 mm. Se junta el 

FF de todos los folículos de la paciente. Sólo aquellos FF macroscópicamente claros, 

que no evidencian contaminación, y aquellos que no presentan sangre son considerados 

para el estudio. Luego de la aplicación de las técnicas de fertilización asistida y de la 

aspiración folicular, se separan los ovocitos para su fertilización y los FF, en vez de ser 

descartados, son derivados a nuestro laboratorio.  Los FF  se centrifugan y se 

almacenan a -80° C hasta ser utilizados en los distintos ensayos.  

 Se utilizaron  los FF provenientes de pacientes con alto riesgo a desarrollar el 

OHSS (Grupo: FF OHSS, n=19) y pacientes controles sin riesgo a desarrollar OHSS 

(con ciclos menstruales regulares y sin evidencias de endocrinopatías) (Grupo: FF 

Control, n=20). El criterio de selección de una paciente con riesgo a desarrollar OHSS 
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fue: > 20 ovocitos recuperados/ciclo de estimulación ovárica y niveles de E2 séricos el 

día de la administración de hCG > 3000 pg/ml. 

 

Neutralización de ANGPT-1 presente en el FF 

Para la inmunoneutralización de la ANGPT-1 en los FF, se incubaron con un 

anticuerpo neutralizante (ab49694, Abcam, UK) en una relación molar de 1000:1 

anticuerpo:[ANGPT-1 en FF OHSS] e incubados 1 hora a 37º C [152]. Este anticuerpo 

no muestra reacción cruzada con Angiopoyetina-2 recombinante humana. Como control 

negativo se utilizó IgG anti humana (ab77118, Abcam, UK). Con el fin de confirmar la 

eficiencia de neutralización, realizamos un Western blot  para detectar la forma 

fosforilada del receptor de ANGPT-1, Tie-2 (ab78142, Abcam). Este   anticuerpo 

reconoce Tie-2 sólo cuando se encuentra fosforilado en Tyr992 (phospho Y992). Esta 

fosforilación regula la proliferación celular, la migración y la diferenciación de las 

células endoteliales durante la formación de nuevo vasos [225-227]. El pretratamiento 

con anticuerpo anti ANGPT-1 en ambos FF de pacientes control y pacientes con riesgo 

a desarrollar OHSS resultó en un 80% de la inhibición de fosforilación de Tie-2 

(p<0,001) (Fig. 10).  
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Figura 10. Inhibición de ANGPT-1 en FF. Porcentaje de fosforilación de Tie-2 en células 

endoteliales (CE) incubadas con FF de pacientes control y OHSS preincubado con un 

anticuerpo neutralizante anti ANGPT-1 (Ac ANGPT-1) en una relación molar 1000:1 => 

anticuerpo:[ANGPT-1 en FF OHSS]. Se logró un 80% de inhibición de la activación del 

receptor Tie-2 (p<0,001). 

 

Cultivo primario de células de granulosa-luteínicas humanas (CGLs) 

 Las células de la granulosa luteínicas humanas (CGLs) fueron obtenidas a partir 

de los FF  como se mencionó anteriormente. Los aspirados foliculares de cada paciente 

se centrifugaron a 400g durante 10 minutos. Luego de remover el sobrenadante, el 

pellet conteniendo CGLs y glóbulos rojos fue resuspendido en 1 ml de medio 

DMEM:F12 (1:1 vol/vol) conteniendo 10 mM HEPES suplementado con fungizona 

(250 lg/ml) y gentamicina (10 mg/ml) (Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD) en 

tubos estériles de 50 ml y centrifugado a 180g durante 5 minutos. El pellet 

resuspendido se colocó cuidadosamente sobre un colchón de Percoll (densidad= 1,085; 

3 ml Percoll/ml suspensión celular) (Sigma–Aldrich, MO, USA) en un tubo estéril de 

15 ml y centrifugado a 600g durante 30 minutos. Las CGLs fueron aspiradas de la 

interfase y resuspendidas en 5 ml de buffer lisis (NH4Cl 0,15 M; KHCO3 10 mM; 
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Na2EDTA 0,1 mM) durante 5 minutos a temperatura ambiente para eliminar  los 

glóbulos rojos. Luego se  centrifugó a 180g durante 5 minutos.  

 Las CGL se contaron en cámara de Neubauer y se plaquearon en placas de 24 

wells a una densidad de  3x 105 células/well previamente cubiertos con colágeno y se 

incubaron durante 48 hs en medio de cultivo con 10% de suero fetal bovino (SFB) 

(Natocor, Argentina).  Luego las CGLs se lavaron e incubaron en medio sin suero 

suplementado con hCG (Endocorion, Ellea, 1 IU/ml) [228]. Después de 48 h, se añadió 

buffer lisis y los extractos de proteicos se almacenaron a -20 ° C hasta su uso en 

experimentos posteriores.  

 

Medición de los niveles de ANGPT-1, ANGPT-2 y s-Tie-2 

 Los niveles de ANGPT-1 y su receptor soluble s-Tie-2 en FF fueron analizados 

con kits de ELISA comercial (Quantikine; R&D Systems Inc., Minneapolis, MN). Los 

coeficientes de variación intra-ensayo e inter-ensayo fueron 11,5% y 18% para ANGPT-

1, y 9% y 8% para s-Tie-2, respectivamente.  

 

Cultivo de células endoteliales 

Para todos los ensayos de angiogénesis in vitro se utilizó la línea celular 

endotelial EA.hy926, la cual fue donada por el Dr. Gareth Owen (Pontificia 

Universidad Católica de Chile, Santiago, Chile). Esta línea celular fue reportada por el 

Dr. Cora-Jean S. Edgell de la Universidad de Carolina del Norte, Chapell Hill, 

Carolina del Norte, EE.UU. Se obtuvo mediante la hibridación de células endoteliales 

de vena umbilical humana (HUVEC) con la línea celular de carcinoma de pulmón 

humano A549/8.  Las células EA.hy926 mantienen el fenotipo de células endoteliales y 

presentan funciones altamente diferenciadas del endotelio vascular humano. Además, 

esta línea endotelial se caracteriza por su inmortalidad, estabilidad a través del número 

de pasajes y reproducibilidad de los resultados [229;230]. Más específicamente, las 
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células EA.hy926 expresan endotelina-1, los cuerpos de Weibel-Palade, prostaciclina, 

antígeno relacionado con el factor VIII, moléculas de adhesión endotelial ICAM-1 y 

VCAM-1, que son características de un cultivo primario de células endoteliales [229-

235]. 

Las células EA.hy926 se mantuvierons en medio Iscove’s Modified Dulbecco’s 

Medium (IMDM, Invitrogen Corp., CA, USA) con 10 % SFB en presencia de 100 

U/ml penicilina G y 100 mg/ml estreptomicina sulfato a 37ºC con 5% CO2. Las células 

EA.hy926 cells se recuperaron por tripsinización (Tripsina-EDTA (0,25%), Gibco, 

Life Technologies), se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 min y se resuspendieron en 

el mismo medio para ser utilizadas en los sucesivos ensayos.  

 

Ensayo de migración por herida 

 Se sembraron las células EA.hy926 en placas de 24 wells y se crecieron hasta 

alcanzar un 100% de confluencia. Previo a la estimulación, se sincronizó el ciclo celular 

manteniendo a las células en medio sin suero durante 16 horas para evitar que las 

células proliferen. El tiempo de duplicación de las células EA.hy926 es de 25 horas 

[236]. 

 Se realizó una curva de concentración de FF a utilizar y se estableció el tiempo 

de migración. Con 25 % de FF como estímulo se obtuvo la mayor viabilidad celular y a 

las 15 horas se logró la máxima migración celular sin que las heridas se cierren (Fig. 

11).  

 Se realizó una herida por well utilizando un tip de micropipeta de 200ul como 

lo describe Savani RC y col. (1995) [237]. Posterior a la herida, el cultivo celular se 

lavó con DMEM sin suero, se fotografió bajo un microscopio invertido (tiempo= 0 h). 

Se agregó a cada well los estímulos: 

A) 25% FF en DMEM de las distintas pacientes con y sin anticuerpo neutralizante anti- 

ANGPT-1. 
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B) 25% FF en DMEM de las distintas pacientes con el agregado del esfingolípido S1P 

(S-9666, Sigma-Aldrich) (0,05 µM, 0,1 µM y 0,2 µM).  Estos tratamientos se 

mantuvieron por 15 h a 37º C y se fotografió nuevamente  (tiempo= 15 h). Se  

capturaron imágenes pertenecientes al mismo sector fotografiado en el tiempo 0 hs. El 

resultado se expresó como % de migración celular (área tiempo 0 h – área tiempo 15 h) 

respecto al control negativo (migración basal de las células en medio sin suero). Para la 

cuantificación se utilizó el programa Image J (NIH).  
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Figura 11. Curva de concentración de FF en el ensayo de migración por herida. 

Migración de células endoteliales en presencia de 0; 0,25; 2,5; 25; 50 y 100% de FF de 

pacientes control a las 15 horas. Con 25 % de FF como estímulo se obtuvo la mayor 

viabilidad celular y a las 15 horas se logró la máxima migración celular sin que las heridas se 

cierren. * P< 0,05.  

 

 

Visualización de filamentos de actina 

 Se evaluó la integridad del citoesqueleto por visualización de los filamentos de 

actina por medio de faloidina marcada con TRITC [193;238]. Las células EA.hy926 

crecidas a 100% de confluencia se incubaron con los estímulos correspondientes: 
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A) 24 hs en presencia de FF con y sin anticuerpo neutralizante anti- ANGPT-1. 

B) 24 hs en presencia de FF y luego 30 minutos de S1P (0,1 µM). 

 Pasado este tiempo, se fijaron con paraformaldehído 4% durante 20 min. Luego 

se lavaron con PBS, se deshidrataron en acetona 10 min y se permeabilizaron con una 

solución 0,1% Triton X-100-PBS durante 10 min. Por último, las células fueron teñidas 

con 50 ug/ml de faloidina-TRITC (P1951, Sigma-Aldrich) durante 40 min. Se lavaron 

y se montaron con el medio de montaje para fluorescencia Vectashield (H-1000, 

Vector Laboratories) para ser observadas en un microscopio confocal.  

 

 

Ensayo de angiogénesis in vivo: membrana corionalantoide de embrión de codorniz 

(CAM) 

 Se utilizaron huevos de codorniz japónica fecundados. Los mismos se 

incubaron in ovo durante 2 días a 38º C y 60% de humedad relativa. El desarrollo ex 

ovo se realizó siguiendo la metodología descripta por Parsons-Wingerter y col. (1998) 

[239].  Luego de los 5 días de incubación ex ovo se colocaron los estímulos: 

A) FF de las distintas pacientes con y sin anticuerpo neutralizante anti ANGPT-1 

durante 48 h.  

B) FF de las distintas pacientes más el agregado de S1P (0,1 µM) durante 24 h. 

 Los estímulos se colocaron embebidos en discos de filtro Whatman de 5 mm de 

diámetro (Fig. 12). Luego del tiempo de estimulación, los embriones fueron 

sacrificados en frío (-20º C) durante 2 h. Para el análisis histomorfométrico del plexo 

capilar, se fijaron las CAM en solución 4% paraformaldehído/ 2% glutaraldehído en 

PBS durante 30 minutos. Las CAM fueron removidas del embrión y colocadas en 

portaobjetos. 
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 La angiogénesis se evaluó mediante la cuantificación del número de 

ramificaciones vasculares en toda el área delimitada por el disco bajo una lupa 

estereoscópica (30X; Leica Camera, Solms, Alemania) utilizando el programa Image J 

(NIH).  

 

 

Figura 12. Ensayo CAM. La imagen muestra una porción de una placa de seis wells  en la 

cual se colocan las CAM. Los estímulos se ubican sobre el plexo capilar embebidos en discos 

de filtro Whatman de 5 mm de diámetro. 

 

Niveles de integrina αvβ3 medidos por ELISA 

 Los niveles endógenos de expresión de la integrina αvβ3 (marcador selectivo de 

tejido vascular angiogénico) [240-242], se determinaron mediante un ensayo de ELISA 

en las CAM incubadas con FF de ambos grupos de pacientes con y sin el agregado del 

anticuerpo neutralizante anti ANGPT-1 (Brooks et al. 1994; Eliceiri et al. 1998; 

Avraamides et al. 2008). Las secciones de las CAMs confinadas por los discos de filtro 

fueron removidas y homogeneizadas en PBS. Cada well de una placa de 96 wells fue 
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cubierto por triplicado con 10 μg de proteínas de las CAMs previamente analizado por 

Bradford. La placa fue secada a 37ºC, bloqueada en 5% BSA e incubada con el 

anticuerpo anti-integrina avβ3 (1/1000) (LM609 -177 Millipore Corp., MA, USA), 

durante 2 horas a temperatura ambiente. Luego, los wells se lavaron con PBS y se 

incubaron con un anticuerpo anti–ratón IgG unido a porixidasa (Sigma-Aldrich Co., 

MO, USA) durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego se reveló con 3,3`,5,5`-

tetrametil-benzidina (Sigma-Aldrich Co.). La placa se leyó a 492 nm en un lector de 

ELISA. Los valores  se expresaron como densidad óptica (DO).  

 

Co-localización del factor VW y de α-SMA en el plexo capilar de la CAM por 

inmunofluorescencia  

 Las CAM fueron fijadas con una solución 4% paraformaldehído en PBS 

durante 30 min. Luego se cortaron las áreas confinadas por los disco de filtro y se las 

colocaron en pocillos de placas de 12 wells. Las CAM se permeabilizaron con una 

solución 1% BSA, 0,1% Tritón 100X, 0,05% Tween 20 en PBS (pH 7.2) durante toda 

la noche a 4° C. Luego, se lavaron y se incubaron con el primer anticuerpo primario 

anti-Factor VW (1/200) (A0082 Dako) 18 h durante toda la noche. Al día siguiente se 

agregó el segundo anticuerpo primario anti-α-SMA de músculo liso (1/250) (ab18147 

Abcam) 24 h a 4° C. Las CAM se lavaron y se incubaron con los anticuerpos 

secundarios correspondientes (Anti-conejo conjugado a FITC (1/1000) 81-6111 Zymed 

y anti-ratón Dylight®549 (1/1000) DI-2549, Vector Laboratories) cada uno 2 horas a 

temperatura ambiente. 

 Se lavaron, se colocaron en portaobjetos y se montaron con glicerol/PBS (1:1) 

para ser observadas en un microscopio confocal. 
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Tratamiento estadístico de los datos 

 Los resultados fueron expresados como la media ± error estándar de la media 

(SEM) de los valores obtenidos en el total de los experimentos realizados. Para el caso 

de los estudios con animales, los resultados obtenidos fueron de al menos cuatro 

experimentos usando 6 ratas por grupo. Para el caso de los estudios con células todos 

los experimentos fueron realizados por triplicado y se realizaron al menos tres 

experimentos independientes usando FF de 20 pacientes control y 19 pacientes con 

riesgo a desarrollar OHSS.  

 Las comparaciones estadísticas entre los grupos se realizaron utilizando: 

Capítulo I: Efecto de la inhibición in vivo de VEGF en un modelo OHSS 

desarrollado en rata: Análisis de Varianza (ANOVA), seguido por el test de Tuckey. 

 

Capítulo II: Efecto de la inhibición de ANGPT-1 en FF de pacientes con riesgo a 

desarrollar OHSS:  

A) Medición del sistema de ANGPTs/Tie-2 en el modelo OHSS desarrollado en 

rata, en FF humano y en CGL: test t de Student para muestras independientes 

no paramétricas. 

B) Células endoteliales: Análisis de Varianza (ANOVA), seguido por el test de 

Tuckey. 

Capítulo III: Efecto del S1P en FF de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS: 

Análisis de Varianza (ANOVA), seguido por el test de Dunnett´s. 

 Para el análisis estadístico de todos los datos se utilizó el programa de 

estadística GraphPad Prism v5.0. Valores de probabilidad menores que 0,05 fueron 

considerados significativos. 
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RESULTADOS 
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CAPÍTULO I: Efecto de la inhibición in vivo de VEGF en un modelo de OHSS 

desarrollado en rata 

La presencia de moléculas vasoactivas en respuesta a la administración de hCG 

es la característica más importante del desarrollo de OHSS en mujeres, y el VEGF es el 

mediador más estudiado en estas pacientes. En la primera parte de esta tesis, se evaluó 

el efecto de la inhibición local de VEGF sobre el desarrollo luteal, la formación de 

estructuras quísticas, la esteroidogénesis, la apoptosis, la proliferación y la angiogénesis 

en ovarios del modelo OHSS desarrollado en rata. Se utilizó como inhibidor de la 

angiogénesis una quimera denominada TRAP que consta de un dominio extracelular del 

receptor 1 de VEGF (Flt-1) y una región Fc de una inmunoglobulina humana.  

 

1.10.  Medición del peso ovárico y niveles de hormonas esteroideas  

El efecto de la inhibición de VEGF en el peso ovárico y los niveles de hormonas 

esteroideas en suero se muestra en la Tabla 3. El peso de los ovarios en el grupo OHSS 

fue significativamente mayor que en el grupo control a ambos tiempos analizados 

(p<0,05). A las 72 h, la administración del inhibidor TRAP disminuyó 

significativamente el peso ovárico comparado al grupo OHSS sin tratar (p<0,05). 

A las 48 y 72 h luego de la inyección de hCG, la concentración de E2 sérico 

aumentó significativamente comparado al grupo control (p<0,05). Luego de las 48 h, el 

tratamiento con TRAP disminuyó de manera significativa los niveles de E2 y P4 

comparado al grupo OHSS sin tratar (p<0,05), mientras que a las 72 h, el tratamiento 

con TRAP disminuyó los niveles de E2 comparado al grupo OHSS sin tratar (p<0,05).  
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Tabla 3. Efecto in vivo de la inhibición de VEGF sobre el peso ovárico y los niveles 

de las hormonas esteroideas en suero en un modelo de OHSS desarrollado en rata. 

Los datos están expresados como la media ± SEM; n = 6 ratas/grupo. Los asteriscos indican 

diferencia significativa entre los grupos del mismo tiempo utilizando ANOVA de una vía, 

seguido por prueba de comparación múltiple de Tukey. 

 

1.2. Morfología ovárica 

Para estudiar el efecto causado por el tratamiento de TRAP en el modelo de 

OHSS en rata sobre la morfología ovárica, secciones histológicas de ovarios se tiñeron 

con H&E para determinar el porcentaje de folículos atrésicos (FAtr), cuerpos lúteos 

(CL) y quistes (Q) por ovario (Fig. 13). Tanto a las 48 h como a las 72 hs,  el 

tratamiento con TRAP aumentó de manera significativa el porcentaje de FAtr 

comparado al grupo OHSS sin tratar (48 h: p<0,05: OHSS 72 h: p<0,01). El porcentaje 

de CL en el grupo OHSS fue significativamente mayor respecto a ovarios de ratas 

control (48 h: p<0,01; 72 h: p<0,001). Además, observamos que el tratamiento con 

TRAP disminuyó el porcentaje de CL respecto al grupo OHSS sin tratar a las 48 h y 72 

h (p<0,05). A ambos tiempos estudiados, la inhibición de VEGF redujo 

significativamente el porcentaje de Q en el grupo OHSS comparado al grupo sin tratar 

(p<0,05). 

 Control 

48h 

(n=6) 

OHSS 

48h 

(n=6) 

OHSS+

TRAP 

48h 

(n=6) 

p Control 

72h 

(n=6) 

OHSS 

72h 

(n=6) 

OHSS+ 

TRAP 

72h 

(n=6) 

p 

Peso ovárico 

(g) 

0,132 ± 

0,013 

0,217 ± 

0,009 * 

0,208 ± 

0,009 * 

*< 0,05 0,125 ± 

0,006 

0,221 ± 

0,009 * 

0,185± 

0,003 

*< 0,05 

Estradiol 

sérico (ng/ml) 

0,356 ± 

0,058 

0,790 ± 

0,110 * 

0,415 ± 

0,120 

*< 0,05 0,149± 

0,005 

0,280 ± 

0,030 * 

0,130± 

0,035 

*< 0,05 

Progesterona 

sérica (ng/ml) 

133,00 

± 45,46 

389,20± 

48,36 * 

243,30 

± 28,52 

*< 0,05 100,90 

± 12,04 

421,30± 

59,70 * 

399,90±

78,01 * 

*< 0,05 
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Figura 13. Efecto de la inhibición del VEGF sobre la morfología ovárica en un modelo de 

OHSS desarrollado en rata. Secciones histológicas fueron teñidas con H&E. Secciones de 5 

m fueron montadas a intervalos de 50 m sobre  portaobjetos para evitar contar la misma 

estructura dos veces. Se contaron los cuerpos lúteos (CL) y las estructuras quísticas (Q). Los 

quistes se definieron como estructuras con presencia del ovocito rodeados por células luteales, 

remanente de células de la granulosa y glóbulos rojos. Se analizaron los campos seleccionados 

al azar de cada sección de ovario (6 secciones / ovario, n = 6 ovarios / grupo) y se expresaron 

como (A) porcentaje de FAtr/ovario (B) porcentaje de CL/ovario o (C) porcentaje de Q/ovario. 

Los datos están expresados como la media ± SEM (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 ). (D) 

Campos representativos de secciones de ovario teñidos con H&E en los seis grupos 

experimentales. Magnificación original 100X. El recuadro muestra un quiste, magnificación 

400X. Las barras de escala corresponden a 50 um. FAtr: folículo atrésico; CL: cuerpo lúteo; 

Q: quiste Ov: ovocito; CG: células de la granulosa; CLu: células luteales.  

 

1.3. Efecto de la inhibición de VEGF sobre la luteólisis  

Debido a que la luteólisis involucra la involución del CL y la pérdida gradual de 

células por apoptosis, se evaluó este tipo de muerte mediante IHQ para caspasa-3 

clivada (forma activa), cuantificando el número de células positivas por área luteal 

[243]. (Fig. 14). El tratamiento con TRAP aumentó el número de células 

inmunomarcadas para Caspasa-3 clivada comparado al grupo OHSS sin tratar en ambos 

tiempos (48 y 72h) (p<0,01). No se observaron diferencias entre los grupos control y 

OHSS.  
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Figura 14. Efecto de la inhibición de VEGF sobre la expresión de Caspasa-3 clivada en CL 

en un modelo de OHSS desarrollado en rata. (A) La expresión de la Caspasa-3 clivada fue 

determinada contando las células inmunomarcadas en CL en secciones a 400X en campos 

seleccionados al azar. Los datos están expresados como la media ± SEM. Se analizaron 3 

campos por CL, 6 secciones por ovario y 6 ovarios por grupo (** p<0,01). (B) Campos 

representativos de secciones de ovarios teñidos con anticuerpo anti Caspsa-3 clivada en los 

seis grupos experimentales. Las flechas muestran núcleos positivos. Magnificación 400X. Las 

barras de escala corresponden a 50 μm. 
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1.4. Efecto de la inhibición de VEGF sobre la proliferación celular  

Con el objetivo de analizar si la inhibición de VEGF tiene efecto sobre la 

proliferación celular, evaluamos los niveles de PCNA ováricos por Western blot (Fig. 

15). Los resultados mostraron un aumento de los niveles de PCNA en ovarios de ratas 

OHSS comparado a ratas control a ambos tiempos analizados (48 h: p<0,05; 72 h: 

p<0,05). Por otro lado, el TRAP disminuyó la expresión de PCNA luego de 48 y 72 h 

de tratamiento comparado a las ratas OHSS sin tratar (p<0,05). 

 

 

Figura 15. Efecto de la inhibición de VEGF sobre la proliferación ovárica en un modelo 

OHSS desarrollado en rata. Cuantificación densitométrica de PCNA. La densidad óptica se 

expresó como unidades arbitrarias ± SEM normalizada a la β-actina (n=6/grupo, * p<0,05). 

Inmunoblots representativos para la expresión de PCNA se muestran en el panel inferior. 
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Estos resultados fueron corroborados realizando una inmunohitoquímica para PCNA en CL 

(p<0,05) (Fig. 16). 

 

 

Figura 16. Efecto de la inhibición de VEGF sobre la expresión de PCNA en CL en un modelo de 

OHSS desarrollado en rata. (A) La expresión de PCNA fue determinada contando las células 

inmunomarcadas en CL en secciones a 400X en campos seleccionados al azar. Los datos están 

expresados como la media ± SEM. Se analizaron 3 campos por CL, 6 secciones por ovario y 6 

ovarios por grupo (* p<0,05). (B) Campos representativos de secciones de ovarios teñidos con 

anticuerpo anti PCNA en los seis grupos experimentales. Las flechas muestran núcleos positivos. 

Magnificación 400X. Las barras de escala corresponden a 50 um. 
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1.5. Efecto de la inhibición de VEGF sobre el desarrollo vascular  

Para evaluar si la inhibición de VEGF afectaba la densidad de células 

endoteliales, realizamos una marcación histoquímica para Lectina BS-1 en secciones de 

ovarios y se cuantificó como área vascular (μm2) (Fig. 17). La figura muestra un 

aumento del área vascular en CL del grupo OHSS comparado al grupo control (48 h: 

p<0,001; 72 h: p<0,01). Por otro lado, la inhibición de VEGF disminuyó el área 

vascular en CL del grupo OHSS comparado al grupo OHSS sin tratamiento (48 h: 

p<0,05; 72 h: p<0,05).  

 

Figura 17. Efecto de la inhibición de VEGF sobre las células endoteliales en un modelo de 
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OHSS desarrollado en rata. (A) Cuantificación del área vascular en CL medida por 

histoquímica para Lectina. Se analizaron 3 CL por ovario, 6 secciones por ovario y 6 ovarios 

por grupo (* p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). (B) Campos representativos de secciones de 

ovarios teñidos con Lectina conjugada a Biotina en los seis grupos experimentales. Las flechas 

muestran marca positiva. Magnificación 400X. Las barras de escala corresponden a 50 μm. 

 

1.6 Efecto de la inhibición de VEGF sobre la expresión de sus receptores y la 

expresión de pAKT/AKT. 

Debido a que el VEGF ejerce sus acciones en la célula a través de sus 2 principales 

receptores, KDR y Flt-1, se decidió evaluar el efecto del TRAP sobre la expresión de 

los mismos (Fig. 18). Los resultados mostraron que en ovarios de ratas del grupo OHSS 

a las 48 y 72 h existe un aumento significativo de la expresión de KDR y su forma 

fosforilada, pKDR, comparado a ovarios de ratas controles (KDR: 48 h: p<0,05; 72 h: 

p<0,05; pKDR: 48 h: p<0,05; 72 h: p<0,01). Sin embargo, la administración de TRAP 

revirtió este efecto comparado a ratas OHSS sin tratar (KDR: 48 h: p<0,05; 72 h: 

p<0,05; pKDR: 48 h: p<0,01; 72 h: p<0,01) (Fig. 18 B y C). No se encontraron 

diferencias significativas en la expresión de Flt-1 entre los distintos grupos 

experimentales (Fig. 18D). 

Para evaluar si la inhibición de VEGF afecta la vía de señalización de los 

receptores de VEGF en ovarios de ratas OHSS, medimos por Western blot la forma 

fosforilada de AKT en los distintos grupos experimentales (Fig. 18E). La relación 

pAKT/AKT aumentó a las 48 y 72 h  en el grupo OHSS comparado a ovarios del grupo 

control (p<0,05). La administración de TRAP al grupo OHSS disminuyó de manera 

significativa la relación pAKT/AKT comparado al grupo OHSS sin tratar, y este efecto 

se observó en ambos tiempos experimentales (p<0,05). 
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Figura 18. Efecto de la inhibición de VEGF sobre la expresión de sus receptores y la 

expresión de pAKT/AKT en ovarios de ratas del modelo OHSS A) Inmunoblots representativos 

para la expresión de pKDR, KDR y Flt-1.  B) Cuantificación densitométrica de pKDR, C) KDR 

y D) Flt-1. D) E) Inmunoblots representativos de pAKT y AKT. F) Cuantificación 

densitométrica de la relación pAKT/AKT. La densidad óptica está expresada como unidades 

arbitrarias ± SEM normalizadas a la β-actina (n=6/grupo, * p<0.05;** p<0,01).  
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1.7 Evaluación de la permeabilidad vascular en ovario 

Dado que una de las características de este síndrome es el aumento de la 

permeabilidad vascular que lleva a la presencia de ascitis, evaluamos el efecto de la 

inhibición de VEGF sobre la extravasación de fluoresceína de sodio (NaFlu) en ovarios 

de los distintos grupos experimentales como parámetro de permeabilidad vascular. 

En el grupo OHSS a las 48 y 72 h se observó una gran cantidad de áreas de 

extravasado de NaFlu en CL, en áreas estromales y en la red de capilares presente en la 

teca de folículos antrales comparado a los grupos control (Fig. 19). La inhibición de 

VEGF disminuyó las zonas de extravasado de NaFlu.  
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Figura 19. Efecto de la inhibición de VEGF sobre la permeabilidad vascular en ovarios de 

ratas del modelo OHSS. Se realizaron cortes de ovario por criostato luego de la inyección 

intraperitoneal de NaFlu (10%) en solución fisiológica  a ratas pertenecientes a los distintos 

grupos experimentales (n=6 ratas/grupo). Se  visualizaron las áreas de extravasado en los 

ovarios (flechas). CL: cuerpo lúteo; v: vaso sanguíneo. Magnificación 100 X, recuadros 200 X, 

barras de escala indican 100 µm. 
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1.8. Efecto de la inhibición de VEGF sobre la expresión de proteínas de uniones 

estrechas: claudina-5 y ocludina 

Dado que la señalización a través de VEGF induce redistribución de las 

proteínas de uniones intercelulares y lleva a una pérdida de la estructura de barrera 

endotelial, decidimos estudiar la expresión ovárica de dos proteínas de uniones 

estrechas, claudina-5 y ocludina en el modelo de OHSS desarrollado en rata (Fig. 20). 

En el grupo OHSS, los niveles de claudina-5 disminuyeron comparado al grupo control 

(p<0,01). El tratamiento con TRAP previno esta disminución de claudina-5 comparada 

al grupo OHSS sin tratar (p<0,01). De la misma manera, en ovarios del grupo OHSS 

disminuyeron los niveles de ocludina comparado a ratas control (48 h p<0,05; 72 h 

p<0,01), mientras que la inhibición de VEGF en el grupo OHSS aumentó los niveles de 

ocludina comparado al grupo OHSS (48h p<0,05; 72h p<0,01). 

 

 

Figure 20. Efecto de la inhibición de VEGF sobre la expresión de proteínas de uniones 

estrechas en ovarios provenientes del modelo OHSS desarrollado en rata. A) 

Cuantificación densitométrica de Claudina-5 y B) Ocludina. La densidad óptica está expresada 

como unidades arbitrarias (unidades ± SEM) normalizadas a la β-actina (n=6/grupo). Paneles 

Inferiores: Inmunoblots representativos para claudina-5 y ocludina. (* p<0,05; ** p<0,01; 

***p<0,001).  
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1.9 Efecto de la inhibición de VEGF sobre la histología y la proliferación 

endometrial.  

Durante los tratamientos de fertilización asistida las pacientes requieren de un 

endometrio receptivo para la implantación exitosa del embrión. Por este motivo,  

decidimos evaluar si el tratamiento con el inhibidor de VEGF afectaba la calidad del 

endometrio en ratas que desarrollaron OHSS. 

Las características histológicas de los endometrios fueron evaluadas en los 

diferentes grupos experimentales (Fig. 21). El endometrio del grupo control a las 48 y 

72 h mostró un epitelio conservado con glándulas normales y células epiteliales no 

ciliadas embebidas en un estroma laxo y tejido conectivo conservado. Por el contrario, 

en el grupo OHSS en ambos tiempos analizados, el endometrio se encontró más 

engrosado, con varios plegamientos, pequeñas cilias en las células epiteliales, capa de 

miometrio y tejido conectivo engrosado. Además, se observó mayor vasculatura en los 

endometrios respecto a los grupos control. En los endometrios de los grupos OHSS 

tratados con TRAP a las 48 h se observó atrofia de la mucosa endometrial, 

vacuolización citoplasmática que corresponde a daño celular reversible provocado por 

hipoxia celular, menor cantidad de pliegues epiteliales y de estroma, y abundantes cilias 

epiteliales. Luego de las 72 h del tratamiento con TRAP, los endometrios mostraron 

epitelio y estroma endometrial más conservados comparado al grupo OHSS 72 h y 

estructuralmente similar al control. Además, el tejido conectivo se encontró más afinado 

y los pliegues epiteliales más regulares. Cabe notar, que los endometrios del grupo 

OHSS+TRAP 72 h recuperaban su arquitectura normal comparado al grupo 

OHSS+TRAP 48 h. 
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Figura 21. Efecto de la inhibición de VEGF sobre la histología endometrial en secciones de 

útero de ratas en un modelo de OHSS desarrollado. Las imágenes muestran campos 

representativos de endometrios teñidos con H&E. Las cabezas de flechas indican células 

ciliadas; las flechas indican vasos sanguíneos. Magnificación 400X. Escala 50 µm.    

 

Para evaluar el efecto de la inhibición de VEGF sobre la proliferación 

endometrial, realizamos una inmunohistoquímica para PCNA en secciones de úteros de 

las ratas de los distintos grupos experimentales. El porcentaje de células PCNA 

positivas se calculó en el epitelio luminal y glandular. No se observaron diferencias 

significativas en la proliferación celular entre los grupos analizados (Fig. 22). 
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Figure 22. Efecto de la inhibición de VEGF sobre la proliferación de células epiteliales en 

endometrios provenientes del modelo OHSS desarrollado en rata. (A) Se contaron 300 

células glandulares y luminales en endometrios y se calculó el porcentaje de células PCNA 

positivas/área. Los datos se expresaron como la media ± SEM (n=6/grupo). (B) Las imágenes 

muestran secciones de úteros inmunomarcadas para PCNA en los seis grupos experimentales. 

Magnificación 100X. La escala corresponde a 50 µm.   
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CAPÍTULO II: Efecto de la inhibición de ANGPT-1 en OHSS 

1. Niveles de los miembros del sistema de ANGPTs/Tie en un modelo de OHSS 

desarrollado en roedor. 

Estudiamos el contenido proteico de los miembros del sistema de ANGPTs/Tie-

2 en el modelo OHSS en rata. Los resultados muestran una tendencia al aumento en los 

niveles de ANGPT-1 en ovarios de ratas OHSS respecto al grupo control (p=0,08). 

Además los niveles de ANGPT-2 se mantuvieron constantes. Sin embargo, la relación 

ANGPT-1/ANGPT-2 se encuentra significativamente aumentada en los ovarios OHSS 

respecto a los controles. Más aún, los niveles del receptor de membrana Tie-2 (mTie-2) 

fueron significativamente mayores en el grupo OHSS respecto al grupo control (p<0,05) 

(Fig. 23). 
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Figura 23. Análisis de los miembros de ANGPTs/Tie-2 en ovarios provenientes de ratas del 

modelo OHSS. Cuantificación densitométrica de (A) ANGPT-1, (B) ANGPT-2, (C) Relación 

ANGPT1/ANGPT2y D) Tie-2. La densidad óptica está expresada como unidades arbitrarias  

unidades ± SEM) normalizadas a la β-actina (n=6 ratas/grupo). Inmunoblots representativos 

para ANGPT-1, ANGPT-2 y Tie-2 se muestran en los paneles inferiores. 

 

2. Análisis de la expresión de los miembros del sistema de ANGPTs/Tie en FF y en 

CGLs de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS  

En base a los resultados obtenidos en el modelo OHSS en rata, nuestro próximo 

objetivo fue evaluar los niveles de ANGPT-1, ANGPT-2 y sTie-2 en fluido folicular 

(FF) y en cultivos de células de la granulosa luteínicas (CGLs) provenientes de 

pacientes con riesgo  a desarrollar OHSS.  

2.1. Características de las pacientes. 

 El criterio de selección de una paciente con riesgo a desarrollar OHSS fue un 

número mayor a 20 ovocitos recuperados por ciclo de estimulación ovárica y niveles 

de E2 séricos el día de la administración de hCG mayores a 3000 pg/ml.  

 El número de ovocitos recuperados y los niveles de estradiol en el día de la 

administración de hCG, pero no la tasa de embarazo, fueron significativamente 

diferentes entre las pacientes OHSS y las pacientes control utilizadas en este estudio 

(Tabla 4). 
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Tabla 4. Características de las pacientes control y OHSS 

 Control (n=20) OHSS (n=19) Valor P 

Edad (años) 34,22 ± 0,78 32,62 ± 0,67 NS 

Ovocitos recuperados 

(número) 

10,75 ± 0,84 28,63 ± 1,99 < 0,0001 

Estradiol sérico 

(pg/ml) 

1919 ± 203 3453 ± 133 < 0,0001 

Tasa de embarazo 

(%) 

52 57 NS 

 Nota: Los valores están expresados como la media ± ES. NS= no significativo. 

 

2.2 Niveles de ANGPT-1 y el receptor soluble Tie-2 en FF de pacientes con riesgo a 

desarrollar OHSS. 

Los niveles de ANGPT-1 y su receptor soluble Tie-2 (sTie-2) fueron medidos 

por ELISA. La concentración de ANGPT-1 en FF fue significativamente mayor en 

pacientes con riesgo a desarrollar OHSS respecto a pacientes control (p<0,05) (Fig. 

24A). Sin embargo, no existen diferencias significativas entre ambos grupos en los 

niveles del receptor sTie-2. (Fig. 24B). 

 



102 

 

 

Figura 24. Niveles de ANGPT-1 (A) y Tie-2 soluble (B) en FF de pacientes con riesgo a 

OHSS y pacientes controles medidos por ELISA. Los datos están expresados como ± SEM. 

(OHSS: n=19, control: n=20; * p< 0.05). 

 

La liberación de ANGPTs al FF también fue medida por Western blot. Los 

resultados para ANGPT-1 confirmaron aquellos obtenidos por ELISA (p<0,05), y los 

niveles de ANGPT-2 fueron similares entre ambos grupos (Fig. 25A-B). Sin embargo, 

existe un marcado aumento en la relación ANGPT-1/ANGPT-2 en FF de pacientes 

OHSS comparado a aquellas pacientes que no desarrollaron el síndrome (Fig. 25C). 

 



103 

 

 

Figura 25. Niveles de ANGPTs en FF de pacientes control y con riesgo de OHSS medidos 

por Western blot. A) Cuantificación densitométrica de ANGPT-1 y B) ANGPT-2. C) Relación 

ANGPT-1/ANGPT-2. Los datos están expresados como unidades arbitrarias ± SEM 

normalizadas a la banda constante obtenida en la membrana teñida con S-Ponceau. 

Inmunoblots representativos de ANGPT-1 y ANGPT-2 se muestran en el panel inferior.  

(OHSS: n=19, control: n=20; * p< 0.05). 



104 

 

 

2.3  Niveles de ANGPT-1 y -2 en CGLs de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS.  

Para evaluar si el aumento en los niveles de ANGPT-1 en FF de pacientes con 

riesgo a OHSS proviene principalmente de las células de granulosa, realizamos un 

cultivo de CGL y las estimulamos con hCG (1 IU/ml). Mediante Western blot, 

observamos que las CGL provenientes de pacientes OHSS expresaron altos niveles de 

ANGPT-1 comparado a células provenientes de pacientes controles (Fig. 26A). No 

observamos cambios significativos en los niveles de ANGPT-2 entre ambos grupos de 

pacientes (Fig. 26B). Sin embargo, se observó un marcado incremento en la relación 

ANGPT-1/ANGPT-2 en CGL de pacientes con riesgo a OHSS comparado a pacientes 

controles (Fig. 26C).  

Para evaluar un posible efecto autócrino de la ANGPT-1 sobre las células de 

granulosa, realizamos un western blot a partir de homogenatos proteicos provenientes 

de estas células para detectar la presencia del receptor mTie-2. Los resultados mostraron 

que las CGL carecen del receptor mencionado. (Fig. 27). 
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Figura 26. Expresión de ANGPTs en células de la granulosa-luteínicas de pacientes control 

y con riesgo de OHSS en respuesta a hCG medido por Western blot. A) Cuantificación 

densitométrica de ANGPT-1 y B) ANGPT-2. C) Relación ANGPT-1/ANGPT-2.  Los datos están 

expresados como unidades arbitrarias ± SEM normalizadas a b-actina. Inmunoblots 

representativos de ANGPT-1 y ANGPT-2 se muestran en el panel inferior.  (OHSS: n=12, 

control: n=15; * p< 0.05). 
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Figura 27. Expresión y fosforilación del receptor Tie-2 en células de la granulosa luteínica 

(CGLs). Se utilizaron homogenatos proteicos de una línea endotelial humana (CE) como 

control positivo. Las CGLs no expresan el receptor Tie-2.  

 

3. Efecto de los FF provenientes de pacientes sometidas a ART con riesgo a 

desarrollar OHSS incubados con un inhibidor de ANGPT-1 en una línea humana 

de células endoteliales 

3.1. Efecto de los FF incubados con un anticuerpo neutralizante anti ANGPT-1 sobre 

la migración de células endoteliales 

Con el fin de analizar el efecto de la ANGPT-1 sobre la angiogénesis ovárica en 

pacientes OHSS, evaluamos el efecto de los FF sobre la migración de células 

endoteliales en presencia de un anticuerpo neutralizante anti  ANGPT-1. Para este fin, 

realizamos el ensayo de migración por herida en un cultivo de células endoteliales.  

Cuando se incubaron las células endoteliales en presencia de los FF de pacientes 

OHSS aumentó de manera significativa la migración celular comparado a FF de 

pacientes control (p<0,01) (Fig 28). La incubación de FF de pacientes OHSS en 

presencia de un anticuerpo neutralizante anti ANGPT-1 disminuyó de manera 

significativa la migración celular inducida por el FF de pacientes OHSS sin el inhibidor 

(p<0,05).  
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Figura 28. Efecto de FF sobre la migración de células endoteliales medido por ensayo de la 

herida. A) Cuantificación del porcentaje de migración celular. Las barras representan el % de 

migración de células endoteliales respecto al control negativo. La migración del control 

negativo (células endoteliales cultivadas sin suero) fue tomada arbitrariamente como 100%. 

Los datos fueron expresados como la media ± SEM de tres experimentos independientes 

(OHSS: n=19, control: n=20; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). B) Imágenes 

representativas de la inducción de la migración endotelial en el ensayo de migración 

por herida por FF preincubados con o sin un anticuerpo neutralizante anti ANGPT-1.  

Magnificación 40X. 
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3.2. Efecto de los FF incubados con un anticuerpo neutralizante anti ANGPT-1 sobre 

la integridad del citoesqueleto de actina de células endoteliales 

Mediante microscopía de fluorescencia evaluamos la organización de los 

filamentos de actina de las células endoteliales utilizando faloidina conjugada a TRITC 

(Fig. 15). Los resultados mostraron que la incubación de las células endoteliales con FF 

de pacientes OHSS causó cambios en la forma de las células debido a un rearreglo de 

los filamentos de actina. Esta observación se evidencia por la presencia de fibras de 

estrés entrecruzadas a lo largo de todo el citoplasma de las células comparado a células 

endoteliales incubadas con FF de pacientes control. Además, la formación de espacios 

paracelulares fue inducida en células endoteliales incubadas con FF de pacientes OHSS  

comparada a aquellas incubadas con FF de pacientes control (Fig. 29 A y C). La 

preincubación de FF de pacientes OHSS con el anticuerpo neutralizante anti ANGPT-1 

revirtió parcialmente la redistribución de los filamentos de actina observada en el grupo 

OHSS y disminuyó los espacios paracelulares (Fig. 29 D).  
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Figura 29.  Cambios morfológicos en la organización del citoesqueleto de actina en células 

endoteliales en presencia de FF de pacientes con riesgo a OHSS con un anticuerpo 

neutralizante anti ANGPT-1. Imágenes representativas de filamentos de actina teñidos con 

faloidina-TRITC en células endoteliales incubadas con A) FF de pacientes control, B) FF  de 

pacientes control preincubados con un anticuerpo anti ANGPT-1, C) FF de pacientes OHSS y 

D) FF de pacientes OHSS preincubados con un  anticuerpo anti ANGPT-1. Las cabezas de 

flecha indican espacios paracelulares, las flechas indican bandas corticales, el recuadro indica 

“capuchón de actina perinuclear” y los asteriscos indican fibras de estrés. Las células 

endoteliales cultivadas en medio de cultivo sin suero representan las condiciones basales. 

Magnificación 60X. Escala 50 µm.     

 

 



110 

 

3.3. Efecto de los FF incubados con un anticuerpo neutralizante anti ANGPT-1 sobre 

la expresión de proteínas de uniones intercelulares en células endoteliales en 

presencia de FF de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS. 

 

Evaluamos la expresión de las proteínas de las uniones estrechas, Claudina-5 y 

ZO-1, en células endoteliales incubadas con FF de pacientes OHSS, con o sin el 

agregado del anticuerpo neutralizante anti ANGPT-1. Los niveles de claudina-5 en 

células endoteliales incubadas con FF OHSS fueron menores comparados a los del 

grupo control (p<0,05), pero mayores en presencia del anticuerpo anti ANGPT-1 

(p<0,01) (Fig. 30 A).  Los niveles de ZO-1 en células endoteliales incubadas con FF 

OHSS fueron menores comparados al grupo control (p<0,05) (Fig. 30 B). No se 

observaron diferencias significativas con la neutralización de la ANGPT-1 en FF de 

pacientes OHSS (Fig. 30 B).   

Otra de las uniones intercelulares que estudiamos fueron las uniones adherentes. 

Para tal fin, evaluamos la expresión de VE-caderina y β-catenina fosforilada (forma 

activa) en células endoteliales incubadas con FF de pacientes OHSS con o sin la 

preincubación con el anticuerpo anti ANGPT-1. Los niveles de VE-caderina en células 

endoteliales incubadas con FF OHSS disminuyó comparado al grupo control  (p<0,05), 

y fue restablecido en presencia del anticuerpo anti ANGPT-1 (p<0.001) (Fig. 31A). Los 

niveles de la forma fosforilada de la β-catenina en células endoteliales incubadas con FF 

de pacientes OHSS aumentó comparado a pacientes control (p<0,05). La neutralización 

de ANGPT-1 en FF OHSS previno la fosforilación de β-catenina inducida por los FF 

OHSS sin tratar (p<0,05) (Fig. 31B).  
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Figura 30. Efecto del FF de pacientes con riesgo a OHSS en presencia de un anticuerpo 

neutralizante anti ANGPT-1 sobre la expresión de proteínas de uniones estrechas. A) 

Cuantificación densitométrica de Claudina-5. B) Cuantificación densitométrica de ZO-1. 

Inmunoblots representativos se muestran en los paneles inferiores. Los datos están expresados 

como la media ± SEM normalizado a  β-actina de 3 experimentos independientes (Control, n=  

20 pacientes;  OHSS, n= 19 pacientes).* p<0,05, **p<0,01. 

Figura 31. Efecto del FF de pacientes con riesgo a OHSS en presencia de un anticuerpo 

neutralizante anti ANGPT-1 sobre la expresión de proteínas de uniones adherentes. A) 

Cuantificación densitométrica de VE-caderina. B) Cuantificación densitométrica de fosfo-β-

catenina. Inmunoblots representativos se muestran en los paneles inferiores. Los datos están 
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expresados como la media ± SEM normalizado a  β-actina de 3 experimentos independientes 

(Control, n=  20 pacientes;  OHSS, n= 19 pacientes)  (* p<0,05, **p<0,01). 

  

4. Efecto de FF incubados con un inhibidor de ANGPT-1 en un modelo de 

angiogénesis in-vivo (CAM, membrana corioalantoidea de embrión de codorniz 

japónica) 

Mediante el ensayo de angiogénesis CAM estudiamos el efecto que producen los 

FF de pacientes OHSS en presencia de un inhibidor de ANGPT-1 sobre la vasculatura. 

Los FF de pacientes OHSS aumentaron significativamente el número de ramificaciones 

vasculares en las CAM comparado al grupo control (p<0,001). La presencia del 

anticuerpo neutralizante anti ANGPT-1 en FF de pacientes OHSS revirtió el número de 

ramificaciones vasculares a valores control (p<0,001) (Fig. 32).  

 



113 

 

 

Figura 32. Efecto del FF de pacientes con riesgo a OHSS en presencia de un anticuerpo 

neutralizante anti ANGPT-1 sobre la angiogénesis. A) Cuantificación del número de 

ramificaciones vasculares en membrana corionalantoide de codorniz (CAMs). Los datos están 

expresados como la media ± SEM de 3 experimentos independientes (Control, n= 20 pacientes; 

OHSS, n= 19 pacientes). ***p<0.001. B) Imágenes represntativas de los distintos grupos 

experimentales.  

Por otro lado, estudiamos los niveles de la integrina αvβ3 por ELISA, en 

extractos proteicos de CAMs incubadas en las distintas condiciones. Los resultados 
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mostraron un aumento significativo de los niveles de la integrina αvβ3 en CAMs 

incubadas con FF de pacientes OHSS comparadas a las incubadas con FF de pacientes 

control (p<0,001). El bloqueo de la ANGPT-1 en FF de pacientes OHSS disminuyó los 

niveles de  la integrina αvβ3 integrina en CAMs (p<0,001) (Fig. 33).  
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Figura 33. Efecto del FF de pacientes con riesgo a OHSS en presencia de un anticuerpo 

neutralizante anti ANGPT-1 sobre los niveles de la integrina αvβ3 en CAMs medidos por 

ELISA.  Los datos están expresados como la media ± SEM de 3 experimentos independientes 

(Control, n=20 pacientes; OHSS, n= 19; ***p<0,001). 
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CAPÍTULO III: Participación del esfingolípido S1P en el desarrollo de OHSS 

 

1. Niveles de S1P en FF de pacientes OHSS 

La esfingosina 1-fosfato (S1P) es un esfingolípido que regula un amplio rango 

de procesos biológicos tales como proliferación, migración y mantenimiento de la 

integridad de la barrera endotelial. Actúa principalmente mediante la unión y activación 

específica de receptores de superficie celular acoplados a proteína G, denominados 

receptores de S1P (S1P1-5). Dado que en condiciones patológicas es un agente 

protector y estabilizante del desarrollo vascular frente a señales angiogénicas aberrantes, 

decidimos determinar los niveles de S1P en FF de pacientes OHSS.   

Cabe notar, que von Otte y col. (2006) fueron no solo los primeros en demostrar 

la presencia de este esfingolípido en el FF de pacientes normales sino también su 

capacidad de estimular la formación de nuevos vasos sanguíneos [152].            

La concentración de S1P en FF de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS fue 

significativamente menor respecto a FF de pacientes control (p<0,05) (Fig. 34). 

 

Figura 34. Niveles de S1P en FF de pacientes OHSS medidos por ELISA. Los datos 

están expresados como la media ± SEM. (OHSS: n=20, control: n=20; * p< 0,05). 
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2. Efecto de los FF provenientes de pacientes sometidas a ART con riesgo a 

desarrollar  OHSS incubados en presencia de S1P en una línea humana de 

células endoteliales 

 

2.1. Niveles del receptor S1P1 en células endoteliales incubadas con FF de 

pacientes control y con riesgo a OHSS en presencia de S1P. 

La señalización  a través del receptor 1 de S1P, S1P1, en células endoteliales es 

necesaria para mediar diversas respuestas celulares que incluyen proliferación, 

migración, organización del citoesqueleto,  formación de uniones adherentes, entre otras 

[137;244;244;245]. Por lo tanto, decidimos estudiar la expresión de este receptor en 

células endoteliales incubadas con FF de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS en 

presencia de S1P.  

La expresión del receptor S1P1 en células endoteliales incubadas con FF de 

pacientes con riesgo a OHSS fue significativamente menor respecto a FF control 

(p<0,05). El agregado de S1P (0,1 µM) a FF de pacientes OHSS revirtió estos valores a 

niveles de pacientes control (p<0,05) (Fig. 35).  
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Figura 35.  Efecto del FF de pacientes con riesgo a OHSS en presencia de S1P 

sobre la expresión del receptor S1P1. Cuantificación densitométrica del receptor 

S1P1. Inmunoblots representativos se muestran en los paneles inferiores. Los datos 

están expresados como la media ± SEM normalizado a β-actina de 3 experimentos 

independientes (Control, n=20 pacientes;  OHSS, n= 19 pacientes). Análisis de 

Varianza (ANOVA), seguido por el test de Dunnett´s, a vs b p<0,05; comparando todas 

las columnas versus el grupo “FF control”. 

 

2.2. Niveles de la enzima S1P-liasa (SPL) en células endoteliales incubadas con 

FF de pacientes control y con riesgo a OHSS en presencia de S1P. 

Los niveles celulares de S1P están regulados por su síntesis y catabolismo. La 

esfingosina 1-fosfato liasa (SPL) es una enzima fundamental del metabolismo de los 
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esfingolípidos y cataliza la degradación irreversible del S1P a fosfoetanolamina y 

hexadecanal, regulando de esta manera, su concentración intracelular [246]. 

La expresión de la SPL en células endoteliales incubadas con FF OHSS fue 

significativamente mayor respecto a células endoteliales incubadas con FF  control 

(p<0,01). El agregado de S1P en concentraciones de 0,1 y 0,2  µM a FF OHSS 

disminuyó su expresión a valores comparables a los inducidos por FF de pacientes 

control (p<0,05) (Fig. 36).  

 

Figura 36.  Efecto del FF de pacientes con riesgo a OHSS en presencia de S1P 

sobre la expresión de la enzima SPL. Cuantificación densitométrica de SPL. 

Inmunoblots representativos se muestran en los paneles inferiores. Los datos están 

expresados como la media ± SEM normalizado a β-actina de 3 experimentos 

independientes (Control, n= 20 pacientes;  OHSS, n= 19 pacientes). Análisis de 
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Varianza (ANOVA), seguido por el test de Dunnett´s, a vs b p<0,05, comparando todas 

las columnas versus el grupo “FF control”. 

 

2.3. Efecto de los FF de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS incubados en 

presencia de S1P sobre la migración de células endoteliales. 

 

La migración de células endoteliales en presencia de FF de pacientes con riesgo 

a desarrollar OHSS aumentó de manera significativa comparada a la migración inducida 

por FF de pacientes control (p<0,05), tal como lo demostrado en el Capítulo II.  

El agregado de S1P (0,05 y 0,1 µM) a FF de pacientes OHSS disminuyó la 

migración celular comparado a FF OHSS sin el esfingolípido (p<0,05) (Fig. 37). 
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Figura 37. Efecto de FF sobre la migración de células endoteliales medido por 

ensayo de la herida. A) Cuantificación del porcentaje de migración celular. Las barras 

representan el % de migración de células endoteliales respecto al control negativo. La 

migración del control negativo (células endoteliales cultivadas sin suero) fue tomada 

arbitrariamente 100%. Los datos fueron expresados como la media ± SEM (OHSS: 

n=19, control: n=20; * p<0,05), de tres experimentos independientes. B) Imágenes 

representativas de la inducción de la migración endotelial en el ensayo de migración 

por herida por FF en presencia de S1P.  Magnificación 100X. 

 

2.4. Efecto de los FF de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS incubados en 

presencia de S1P sobre la integridad del citoesqueleto de actina en células 

endoteliales. 

La activación del receptor S1P1 en células endoteliales lleva a cambios en el 

citoesqueleto de actina modulando la integridad de la barrera endotelial [247;248]. 

Mediante microscopía de fluorescencia evaluamos la organización de los 

filamentos de actina de las células endoteliales utilizando faloidina conjugada a TRITC 

(Fig. 38). De la misma manera que en el Capítulo II, los resultados mostraron que en 

presencia de  FF de pacientes OHSS, las células cambiaron su forma debido a la 

formación de fibras de estrés entrecruzadas a lo largo de todo el citoplasma de las 

células y presencia de espacios paracelulares, comparado a células endoteliales 

incubadas con FF de pacientes control (Fig. 38 A - B). El agregado de S1P (0,1 µM) a 

FF de pacientes OHSS no solo revirtió parcialmente la redistribución de los filamentos 

de actina observada en el grupo OHSS sino también disminuyó los espacios 

paracelulares. Además, el S1P indujo la distribución de la actina a la periferia de la 

célula formando el anillo de actina cortical característico del mantenimiento de la 

integridad de barrera endotelial  (Fig. 38 C).  
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Figura 38.  Cambios morfológicos en la organización del citoesqueleto de actina en 

células endoteliales en presencia de FF de pacientes con riesgo a OHSS con S1P. 

Imágenes representativas de filamentos de actina teñidos con faloidina-TRITC en 

células endoteliales incubadas con A) FF de pacientes control, B) FF de pacientes 

OHSS, C) FF de pacientes OHSS en presencia de S1P (0,1 µM). D) Imagen aumentada 

del grupo FF OHSS+S1P. Las flechas indican bandas corticales y los asteriscos 

indican fibras de estrés. Las células endoteliales cultivadas en medio de cultivo sin 

suero representan las condiciones basales. A, B y C magnificación 600X. Escala 50 

µm.     
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2.5. Efecto de los FF de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS incubados en 

presencia de S1P sobre la expresión de proteínas de uniones adherentes en células 

endoteliales. 

La señalización de S1P a través del receptor S1P1 en células endoteliales es 

importante para  establecer la interacción entre estas células y los pericitos, mediante la 

movilización de N-caderina a dominios polarizados de la membrana plasmática en la 

célula endotelial, que media la unión con N-caderina presente en pericitos [144;147]. 

Por lo tanto, estudiamos el efecto de los FF de pacientes con riesgo a desarrollar 

OHSS incubados en presencia de S1P sobre la expresión y la localización de N-caderina 

en células endoteliales. Los resultados mostraron una disminución en los niveles de N-

caderina en células endoteliales incubadas con FF de pacientes OHSS respecto a FF de 

pacientes control (p<0,05). El agregado de S1P (0,1 µM) aumentó estos valores a 

niveles comparables al grupo control (p<0,05) (Fig. 39).   
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Figura 39.  Efecto del FF de pacientes con riesgo a OHSS en presencia de S1P 

sobre la expresión de N-caderina. Cuantificación densitométrica de N-caderina. 

Inmunoblots representativos se muestran en los paneles inferiores. Los datos están 

expresados como la media ± SEM normalizado a β-actina de 3 experimentos 

independientes (Control, n=  20 pacientes;  OHSS, n= 19 pacientes). Análisis de 

Varianza (ANOVA), seguido por el test de Dunnett´s, a vs b p<0,05; comparando todas 

las columnas versus el grupo “FF control”. 

 

Mediante inmunofluorescencia observamos una disminución de N-caderina en la 

membrana plasmática en células endoteliales incubadas con FF de pacientes OHSS 

respecto a células endoteliales incubadas con FF de pacientes control (Fig. 40 A - B). El 

agregado de S1P (0,1 µM) a FF de pacientes OHSS aumentó la localización de N-

caderina en la membrana plasmática (Fig. 40 C). 

 

Figura 40.  Localización de N-caderina en células endoteliales incubadas con FF de 

pacientes con riesgo a OHSS en presencia de S1P. Imágenes representativas de 

inmunofluorescencia de N-caderina en células endoteliales incubadas con A) FF de 

pacientes control, B) FF de pacientes OHSS y C) FF de pacientes OHSS en presencia 

de S1P (0,1 µM). Las flechas indican localización de N-caderina en membrana 

plasmática. Magnificación 600X. Escala 50 µm. 
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Por otra parte, un mediador clave en la adhesión entre células endoteliales es la 

VE-caderina, la cual aumenta fuertemente en presencia de S1P [249]. Nuestros 

resultados mostraron que la expresión de VE-caderina total en células endoteliales 

incubadas con FF de pacientes OHSS disminuyó respecto al  FF de pacientes controles 

(p<0,01) (Fig. 41B). El agregado de S1P (0,2 µM) restituyó su expresión a valores 

control. Además, evaluamos la forma fosforilada de VE-caderina (p-VE-caderina) ya 

que la fosforilación en los residuos de tirosina modula la apertura de las uniones 

endoteliales regulando la permeabilidad vascular.  

Se observó un aumento en la fosforilación de VE-caderina en las células 

endoteliales incubadas con FF de pacientes OHSS respecto a células incubadas con FF 

de pacientes control (p<0,001). Cuando a las células endoteliales incubadas con de FF 

de pacientes OHSS se las estimulaba con S1P durante 10 min se prevenía la 

fosforilación de VE-caderina (p<0,001) (Fig. 41A).  

 

Figura 41.  Efecto del FF de pacientes con riesgo a OHSS en presencia de S1P 

sobre la expresión de VE-caderina total y fosforilada. A) Cuantificación 

densitométrica de VE-caderina fosforilada. B) Cuantificación densitométrica de VE-

caderina total. Inmunoblots representativos se muestran en los paneles inferiores. Los 

datos están expresados como la media ± SEM normalizado a β-actina de 3 

experimentos independientes (Control, n=  20 pacientes;  OHSS, n= 19 pacientes). 
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Análisis de Varianza (ANOVA), seguido por el test de Dunnett´s, a vs b p<0,05, 

comparando todas las columnas versus el grupo “FF control”. 

 

Debido a que las caderinas interactúan con componentes citoplásmáticos en la 

regulación de la estabilidad vascular, decidimos analizar  la expresión de β-catenina en 

células endoteliales incubadas con FF de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS en 

presencia de S1P. Los niveles de β-catenina en células endoteliales incubadas con FF 

OHSS disminuyó comparado al grupo control  (p<0,05), y fue restablecido en presencia 

de S1P (p<0,05) (Fig. 42) 

 

Figura 42.  Efecto del FF de pacientes con riesgo a OHSS en presencia de S1P 

sobre la expresión de β-catenina. Cuantificación densitométrica de β-catenina. 

Inmunoblots representativos se muestran en los paneles inferiores. Los datos están 
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expresados como la media ± SEM normalizado a β-actina de 3 experimentos 

independientes (Control, n=  20 pacientes;  OHSS, n= 19 pacientes). Análisis de 

Varianza (ANOVA), seguido por el test de Dunnett´s, a vs b p<0,05, comparando todas 

las columnas versus el grupo “FF control”. 

 

2.6. Niveles de S1P en células endoteliales inducidas con hCG 

Varios estudios moleculares y clínicos demostraron que el VEGF es el principal 

mediador por el cual la hCG induce permeabilidad vascular en pacientes OHSS 

[184;217]. En el Capítulo II, demostramos que esta hormona también induce la 

expresión y liberación de ANGPT-1 en células de la granulosa luteínicas al FF. En este 

Capítulo estudiamos  si existe una relación entre la hormona hCG y los niveles de S1P 

en células endoteliales. Para ello, evaluamos los niveles de S1P en el medio 

condicionado de células endoteliales incubadas con hCG (25 y 100 UI). Cabe destacar, 

que se ha demostrado que las células endoteliales poseen receptor para hCG [156;250]. 

Los resultados mostraron que los niveles de S1P no se modificaron al incubar las 

células endoteliales con diferentes concentraciones de Hcg (Fig. 43).  
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Figura 43. Concentración de S1P en medio condicionado de células endoteliales 

estimuladas con hCG. Los datos están expresados como la media ± SEM. 

3. Efecto  de los FF provenientes de pacientes sometidas a ART con riesgo a 

desarrollar  OHSS incubados en presencia de S1P sobre la vasculatura de la CAM 

 

Mediante el ensayo de angiogénesis CAM estudiamos el efecto que producen los 

FF de pacientes OHSS en presencia de S1P sobre la vasculatura. Tal como 

demostramos en el Capítulo II, los FF de pacientes OHSS aumentan el número de 

ramificaciones vasculares en las CAM comparado al grupo control. Nuestros resultados 

mostraron que la presencia de S1P (0,1 µM) en FF de pacientes OHSS disminuyó el 

número de ramificaciones vasculares y el calibre de los vasos del plexo capilar (Fig. 

44). Además, observamos que las CAM incubadas en presencia de FF OHSS 

presentaban grandes áreas de hiperemina (aumento del contenido sanguíneo en 

respuesta a una elevada actividad metabólica). A nivel macroscópico se visualizan 

zonas rojizas intensas y microscópicamente se visualizan microcapilares y zonas 

hemorrágicas (Fig. 44 B).  

Por otro lado, estudiamos el efecto de los FF de pacientes con riesgo a 

desarrollar  OHSS en presencia de S1P (0,1 µM) sobre la maduración vascular. Para 

ello realizamos inmunofluorescencia de las áreas estimuladas y evaluamos la co-

localización de células de células endoteliales (VW) y periendoteliales (α-SMA) en el 

plexo capilar de la CAM. En presencia de FF de pacientes con riesgo a desarrollar 

OHSS observamos una disminución en la marcación de α-SMA en la CAM respecto a 

la misma CAM incubada con FF de pacientes control. El agregado de S1P a los FF de 

pacientes con riesgo a desarrollar OHSS aumentó fuertemente la presencia de células 

periendoteliales en los vasos (Fig. 45). 
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Figura 44. Efecto del FF de pacientes con riesgo a OHSS en presencia de S1P sobre la 

angiogénesis de la CAM. Las imágenes muestran una CAM incubada en presencia de A) FF 

control, B) FF OHSS y C) FF OHSS+S1P 0,1 µM. Magnificación 100X. Escala 200 µm. 
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Figura 45. Efecto del FF de pacientes con riesgo a OHSS en presencia de S1P sobre la 

maduración vascularen la CAM. Las imágenes muestran una CAM incubada en presencia de 

A) FF control, B) FF OHSS y C) FF OHSS+S1P 0,1 µM. En verde se observan células 

endoteliales (VW) y en rojo células periendoteliales (α-SMA). Magnificación 100X. Escala 200 

µm 
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DISCUSIÓN
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 El Síndrome de Hiperestimulación Ovárica (OHSS) es una complicación 

iatrogénica severa del crecimiento y maduración folicular ocasionada por la inducción 

de la ovulación en tratamientos de fertilización asistida en los cuales se realiza 

estimulación ovárica con altas dosis de gonadotrofinas [185;186]. La forma severa es 

potencialmente mortal y la prevención eficaz depende de marcadores bioquímicos y 

clínicos confiables que se manifiesten de manera temprana durante el desarrollo de 

OHSS, y en la actualidad son escasos los predictores validados disponibles. Aunque los 

mecanismos fisiopatológicos de OHSS no están del todo claros, se sabe que este 

síndrome se caracteriza por tener disfunción vascular, que incluye una angiogénesis 

alterada y niveles elevados de moléculas vasoactivas. En particular, durante el proceso 

de maduración folicular y luteinización inducido por la administración de hCG, se 

estimula la síntesis y liberación ovárica de sustancias vasoctivas, tales como el VEGF, 

que aumentan la permeabilidad vascular desencadenando el síndrome. Se ha observado 

que los niveles séricos de VEGF aumentan luego de la administración de hCG en 

mujeres hiperestimuladas con riesgo a desarrollar OHSS [183;189;190]. Además, que 

las concentraciones de VEGF en suero, fluido peritoneal y folicular en pacientes con 

riesgo a OHSS se encuentran correlacionadas positivamente con el desarrollo del 

síndrome [184;191;192]. Varios autores han mostrado que el VEGF de pacientes con 

OHSS proviene de un ovario hiperestimulado debido a que la concentración de VEGF 

en fluido folicular es 100 veces mayor comparado al del suero [184;192]. Asimismo, se 

ha observado en mujeres que desarrollan el síndrome, que el VEGF se expresa en 

células de granulosa-luteínicas y se libera al fluido folicular en respuesta a hCG, 

aumentando la permeabilidad vascular [193]. 

En el Capítulo I de esta Tesis, planteamos la hipótesis que la inhibición del 

sistema de VEGF en la fisiopatología de OHSS afecta la angiogénesis ovárica, 

disminuyendo la permeabilidad vascular que conduce a la presencia de ascitis 

observada en este síndrome, y por consiguiente, mejora la función ovárica.  

Para llevar a cabo los objetivos propuestos se realizaron los experimentos en 

ratas hembras inmaduras porque no son afectadas por los cambios asociados con el ciclo 

estral. Además, el modelo experimental de OHSS utilizado en este estudio fue útil 

debido a la similitud entre la rata y el humano respecto a las características observadas 
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en dicho síndrome [251]. Levin y col. (1998) demostraron que la administración de 

hCG aumenta la permeabilidad vascular y ascitis en el modelo de OHSS en rata [193]. 

Por esta razón, este modelo ha sido utilizado por varios autores y por nuestro grupo de 

trabajo [200;215;217;218;252].  

Previamente, en nuestro laboratorio, hemos demostrado que en el modelo de 

OHSS desarrollado en rata, el peso ovárico, los niveles de P4 y E2 séricos, la 

concentración de VEGF peritoneal y la expresión del principal receptor de VEGF, 

KDR, aumentaban respecto al grupo control [200]. Parte de estos resultados fueron 

ratificados en esta Tesis.  

En humanos, el OHSS causa la formación de múltiples CL y aumenta los niveles 

de VEGF [253]. En este estudio, demostramos que en ovarios de ratas OHSS, la 

inhibición de VEGF por la quimera TRAP causa una disminución en el porcentaje de 

CL, alcanzando valores similares a las ratas de los grupos control. Estos resultados 

sugieren que el TRAP disminuye el porcentaje de CL, los cuales son capaces de secretar 

grandes cantidades de factores angiogénicos, entre ellos el VEGF, el cual estimula el 

proceso de angiogénesis de manera exacerbada y aumenta la permeabilidad vascular 

observada en las pacientes que desarrollan OHSS.  Por lo tanto, la inhibición de VEGF 

podría mejorar este aspecto del OHSS. Además observamos una disminución en el 

porcentaje de folículos atrésicos en ratas OHSS comparadas al control. El tratamiento 

con TRAP aumentó el porcentaje de folículos atrésicos comparado a ratas OHSS. Este 

resultado sugiere que la inhibición de VEGF causa un aumento en los folículos atrésicos 

en el ovario, y por lo tanto un menor número de folículos disponibles no solo para 

ovular sino también como productores de moléculas vasoactivas, evitando el desarrollo 

del síndrome. Estos resultados son consistentes con los descriptos recientemente por 

Kitsou y col (2014). Estos autores  demostraron que un anticuerpo neutralizante de 

VEGF (Bevacizumab) fue capaz de reducir el porcentaje de cuerpos lúteos y de 

folículos preovulatorios en el ovario proveniente de un modelo de OHSS desarrollado 

en rata [254]. Varios estudios han demostrado que el principal evento que causa la 

regresión de los CL, es la muerte de las células luteales por apoptosis [40]. En base a los 

resultados de la morfología ovárica descriptos anteriormente, y sabiendo por resultados 

obtenidos por otros autores y por nuestro laboratorio que la inhibición de VEGF posee 
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un efecto apoptótico directo sobre las células del ovario [116;255], evaluamos la forma 

activa de la caspasa-3 en ovarios de ratas OHSS. Esta caspasa es una proteasa efectora 

clave involucrada en la cascada de apoptosis.  Luego del tratamiento con TRAP hubo un 

aumento en el número de células positivas para caspasa-3 clivada en CL comparado a 

los grupos OHSS sin tratar. Todos estos resultados, nos estarían indicando que la 

disminución de los CL dada por la inhibición de VEGF, podría estar causada tanto por 

la regresión de los CL como por una alteración en la tasa de ovulación. Estos resultados 

son consistentes con un estudio previo realizado en nuestro laboratorio, donde hemos 

demostrado que el TRAP causó no solo un aumento en el  porcentaje de folículos 

atrésicos sino también un aumento en el número de células apoptóticas y en la 

fragmentación apoptótica del ADN en ovarios de  ratas tratadas con gonadotrofinas 

[255].  

Otra característica del OHSS es el desarrollo de estructuras quísticas en el 

ovario. Se ha observado previamente que los ovarios de ratas OHSS tienen un alto 

grado de edema estromal con múltiples folículos hemorrágicos y quistes luteales  [195]. 

En este trabajo de tesis, observamos un alto número de estructuras quísticas en ovarios 

de ratas OHSS, varios de los cuales mostraban grandes cantidades de glóbulos rojos. 

Por el contrario, encontramos un menor número de quistes en los grupos tratados con 

TRAP, sugiriendo que el tratamiento con TRAP mejoró el desarrollo folicular, llevando 

a un gran número de folículos a la atresia en lugar de formar quistes. Estos resultados 

son consistentes con el peso ovárico y las concentraciones séricas de P4 y E2, ya que 

observamos que el TRAP disminuyó estos parámetros en nuestro modelo OHSS 

desarrollado en rata.  

El CL es una glándula altamente vascularizada cuya densidad vascular supera la 

de algunos tumores [256], teniendo un 50-70% de células endoteliales y periendoteliales 

[47;257]. La inhibición de la actividad de VEGF puede afectar a la formación y función 

del CL mediante el bloqueo de la angiogénesis. En base a esto, evaluamos la densidad 

endotelial del CL a las 48 y 72 horas luego del tratamiento con TRAP en secciones de 

ovarios de ratas OHSS. La inhibición de VEGF por TRAP resultó en una disminución 

del área positiva para lectina (marcador de célula endotelial) en tejido luteal comparado 

al grupo OHSS sin tratar. Esto sugiere que el TRAP causa una disminución en el 
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número de células endoteliales, y por lo tanto una disminución del número de CL 

llevando a una reducción en la concentración de P4 en suero de  ratas OHSS. Este 

resultado es consistente con los observados por Fraser y col. (2006), quienes mostraron 

que la inhibición in vivo de VEGF disminuye la concentración de P4 en monas [258]. 

Dado que el VEGF actúa principalmente a través del receptor KDR [49;86], estudiamos 

la expresión y la fosforilación de este receptor en nuestro modelo OHSS. Observamos 

un aumento en la fosforilación y expresión de KDR en el grupo OHSS comparado al 

grupo control. Además, demostramos por primera vez que la administración de un 

inhibidor de VEGF fue capaz de revertir estos parámetros. Estos resultados sugieren que 

el tratamiento con TRAP afecta no solo la expresión de KDR sino también su activación 

debido a la ausencia de VEGF biodisponible. Estos cambios observados en el receptor 

KDR luego del tratamiento con TRAP podrían deberse a una baja expresión del receptor 

en el ovario. Además, el VEGF regula la expresión de su propio receptor en el ovario de 

ratas de nuestro modelo OHSS. Esta regulación ha sido descripta en otros tejidos 

[259;260].   

Se ha visto, que el VEGF activa la vía PI3K/AKT en diferentes tipos celulares, 

como células ováricas, células endoteliales y células de músculo liso, a través del 

receptor KDR [73;261;262]. En este trabajo, observamos un aumento de la fosforilación 

de AKT en nuestro modelo OHSS en rata. El TRAP disminuyó la fosforilación de AKT. 

Todos estos resultados demuestran fehacientemente  que el TRAP actúa de manera 

efectiva inhibiendo al sistema de VEGF en el modelo OHSS desarrollado en rata.  

Se sabe que VEGF es el principal mediador por el cual la hCG aumenta la 

permeabilidad vascular que lleva a la presencia de ascitis en pacientes OHSS [195]. Una 

forma de estudiar permeabilidad vascular en el modelo OHSS en rata es mediante la 

administración de marcadores fluorescentes (NaFlu) y observación de las regiones de 

extravasación en el ovario por microscopia confocal. En este trabajo, encontramos un 

aumento de las áreas de extravasación de NaFlu en ovarios de ratas OHSS, que 

abarcaban zonas vasculares tanto de la teca de folículos en desarrollo como de cuerpos 

lúteos comparados a ovarios de ratas control. Estos resultados son consistentes con los 

obtenidos por Kitajima y col., que demostraron que la administración de altas dosis de 

gonadotrofinas aumenta la permeabilidad vascular detectada por la extravasación del 
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colorante Evans blue [217]. La inhibición de VEGF redujo las áreas de extravasado de 

NaFlu a ambos tiempos de tratamiento. Además, mediante un modelo in vitro de OHSS 

(cultivo de células endoteliales humanas), Albert y col (2002) mostraron que en 

presencia de hCG, la inhibición de VEGF por un anticuerpo neutralizante disminuía la 

permeabilidad vascular [156]. 

En el ovario, las uniones intercelulares median la adhesión, comunicación y 

permeabilidad entre células esteroidogénicas y endoteliales [55;263]. La señalización de 

VEGF causa  la redistribución de proteínas de uniones estrechas y la pérdida de la 

arquitectura de la barrera endotelial [264]. En base a esta información, analizamos la 

expresión de claudina-5 y ocludina, dos de las principales proteínas de uniones 

estrechas en el modelo OHSS en rata [58;265-267]. Observamos que la expresión de 

claudina-5 disminuye en el grupo OHSS, lo cual podría llevar a un aumento de la 

permeabilidad vascular como resultado de la alteración de la arquitectura de la barrera 

endotelial. Este resultado es consistente con lo observado por Kitajima y col. (2006) que 

describe una disminución en la expresión de claudina-5 en ovarios de ratas que 

desarrollan OHSS [252]. En nuestro estudio, el TRAP previno esta disminución de 

claudina-5 en ambos tiempos de tratamiento.  En cuanto al efecto de TRAP sobre la 

expresión de ocludina, encontramos que la inhibición de VEGF aumentó la expresión de 

esta proteína de uniones estrechas comparado al grupo OHSS sin tratar. Estos hallazgos 

sugieren que el tratamiento de TRAP es capaz de restaurar los niveles de claudina-5 y 

ocludina, contribuyendo a restablecer la barrera endotelial y por ende, a disminuir   la 

permeabilidad vascular en el ovario observada en este síndrome. Consistente con estos 

resultados, en la vasculatura de mona,  Rodewald y col (2009), demostraron que la 

inhibición de VEGF, aumenta la expresión de claudina-5 y ocludina sellando los 

espacios intercelulares, el cual afecta el transporte paracelular y por lo tanto, 

previniendo que los precursores hormonales lleguen a las células luteales [268]. Cabe 

notar, que en el futuro la administración de anticuerpos dirigidos contra proteínas claves 

de uniones estrechas endoteliales representará una posible estrategia terapéutica para la 

prevención y tratamiento de OHSS. Finalmente, para descartar la posibilidad de que la 

inhibición de VEGF afecta la funcionalidad del endometrio, estudiamos los histología y 

la proliferación celular de este tejido en el modelo OHSS. No encontramos cambios 
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significativos en la proliferación epitelial entre los grupos experimentales. Estos 

resultados, junto con los observados por análisis histológico, sugieren que la inhibición 

local de VEGF no altera al endometrio. Este resultado es promisorio ya que el TRAP no 

tendría efectos colaterales sobre el endometrio, considerando que las pacientes 

sometidas a ART desean un embarazo exitoso. 

Cabe mencionar que varios estudios clínicos han demostrado la eficiencia de la 

inhibición de VEGF mediante el uso de un receptor soluble “decoy” en otros 

desordenes. Por ejemplo, Gharbiya y col. (2014) y Chang y col. (2014) han mostrado el 

efecto del inhibidor de VEGF, Aflibercept (VEGF Trap, Regeneron-Bayer), sobre la 

degeneración macular asociada a la edad [269;270] y en estudios clínicos combinados a 

quimio y radioterapia en cáncer [271].  

En resumen, en esta parte del trabajo, demostramos que la inhibición de VEGF 

ejerce diversas acciones sobre el ovario de ratas que desarrollaron OHSS. Por un lado, 

el TRAP disminuyó la concentración sérica de E2 y P4, el porcentaje de CL y quistes, la 

proliferación celular, la permeabilidad vascular, el área endotelial y la fosforilación y 

expresión de KDR en ovarios de ratas OHSS. Por otro lado, el TRAP aumentó la 

apoptosis luteal y la expresión de proteínas de uniones estrechas, claudina-5 y ocludina 

en el grupo mencionado anteriormente. En conclusión de esta primer parte, los 

resultados sugieren que el tratamiento con TRAP podría prevenir la aparición temprana 

de OHSS y disminuir su severidad sin afectar la calidad del endometrio.  
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Durante el proceso de angiogénesis, varios sistemas colaboran en forma 

coordinada y complementaria en la regulación de la permeabilidad vascular como es el 

sistema del VEGF, el sistema de ANGPTs, el sistema del factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF) y el sistema de S1P [147;212-214]. Se ha demostrado 

que el VEGF es uno de los principales candidatos involucrados en la patogénesis de 

OHSS, induciendo  la permeabilidad vascular y por consiguiente, la presencia de ascitis 

en las pacientes [184;215]. Sin embargo, hasta ahora, no existe ningún estudio que haya 

evaluado la participación del sistema de ANGPTs. La ANGPT-1 actúa en forma 

coordinada y complementaria al VEGF, jugando un papel más tardío en el desarrollo 

vascular. El sistema de ANGPTs es crítico para el normal desarrollo, maduración y 

estabilización de la vasculatura en desarrollo [95], como también para promover la 

quiescencia e integridad estructural de la vasculatura adulta [272].  Sin embargo, 

además de la función estabilizante, la ANGPT-1 estimula la remodelación y la 

angiogénesis [97]. En un trabajo previo en nuestro laboratorio demostramos que en el 

modelo OHSS desarrollado en rata, la expresión de ANGPT-1 en el CL se encuentra 

aumentada respecto a CL de ratas control [200].  

En base a estas consideraciones, en el Capítulo II de esta Tesis, planteamos la 

hipótesis de que la inhibición del sistema de ANGPTs en la fisiopatología de OHSS 

afecta la angiogénesis ovárica disminuyendo la permeabilidad vascular que conduce 

a la presencia de ascitis observada en este síndrome, y por consiguiente, mejora la 

función ovárica. 

En primer lugar, decidimos evaluar si el sistema de ANGPTs se encontraba 

involucrado en el desarrollo de OHSS. Para ello, utilizando nuestro modelo de OHSS  

en rata estudiamos los niveles ováricos de ANGPT-1, ANGPT-2 y el receptor de 

membrana Tie-2. Los niveles de ANGPT-2 se mantuvieron sin cambios en ovarios de 

grupo OHSS. A pesar de que no se observaron diferencias  significativas, se encontró 

una tendencia hacia niveles aumentados de ANGPT-1 en este grupo y un aumento 

significativo del Tie-2. El aumento en los niveles del receptor Tie-2 permite mayor 

unión al ligando y una mayor activación de la señal intracelular, que a su vez, favorece 

la angiogénesis en esta síndrome.  
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Habiendo demostrado la participación del sistema de ANGPTs en nuestro 

modelo OHSS en rata, decidimos estudiar este sistema angiogénico en pacientes con 

riesgo a desarrollar OHSS. Demostramos que los niveles de ANGPT-1 en FF de 

mujeres con riesgo a desarrollar OHSS son más altos que en las mujeres normales.  Sin 

embargo, los niveles del receptor Tie-2 soluble (Tie-2s) no se modificaron en FF de 

mujeres con riesgo a OHSS. Además, encontramos que los niveles de ANGPT-1 están 

aumentados y los niveles de ANGPT-2 permanecen constantes en cultivos de  células de 

granulosa luteínicas provenientes de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS. Teniendo 

en cuenta que no se observó la presencia del receptor de membrana Tie-2 en estas 

células, nuestros resultados sugieren que la ANGPT-1 sintetizada en las células de 

granulosa luteínicas actúa de manera parácrina en células endoteliales y tecales del 

compartimiento tecal del folículo y en el estroma ovárico. Vale la pena mencionar que 

hemos demostrado anteriormente en ratas, la presencia de Tie-2 sólo en células de la 

teca y endoteliales, sin detectar su expresión en células de la granulosa de diferentes 

estadios foliculares [116]. Por otro lado, el receptor Tie-2 soluble es secretado por 

células foliculares y endoteliales y actúa como un receptor antagonista secuestrando 

ANGPT-1 libre [273]. Nuestros resultados sugieren que hay grandes cantidades de 

ANGPT-1 disponible para unirse al receptor de membrana Tie-2, lo cual a su vez podría 

estimular la angiogénesis fisiopatológica observada en pacientes con riesgo a desarrollar 

OHSS. Parte de estos resultados es consistente con lo observado por  Molskness y col 

(2006) que encontraron  que los niveles de ANGPT-2 en suero de pacientes con riesgo a 

desarrollar OHSS no variaban 36 h post administración de hCG [274]. Además, los 

niveles séricos de Tie-2 soluble se mantuvieron sin cambios durante el proceso de 

estimulación folicular y la fase lútea. Nuestros resultados, junto con los resultados 

descriptos por otros, sugieren un papel importante de la ANGPT-1 y la ANGPT-2 en la 

angiogénesis ovárica fisiológica y patológica, tal como es el caso del OHSS. Además,  

estos resultados muestran claramente una actividad biológica mayor del sistema de 

ANGPTs/Tie-2 en este modelo de rata de OHSS que es consistente con los resultados 

obtenidos en FF de mujeres con alto riesgo de desarrollar el síndrome. 

Varios autores han observado que los niveles de VEGF en suero y FF se 

incrementan significativamente en las pacientes que desarrollaron OHSS en 
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comparación con pacientes controles [192;275]. Cabe señalar que los niveles de VEGF 

en FF son 10 veces mayores que los detectados en el plasma de pacientes con OHSS, lo 

que sugiere que el sitio dominante de la producción de este factor angiogénico es el 

ovario. El balance entre ANGPT-1/ANGPT-2 y la expresión de VEGF son importantes 

para la angiogénesis y la regresión de los vasos sanguíneos [276-278]. En este trabajo 

observamos un aumento en los niveles de ANGPT-1 sin observarse cambios en los 

niveles de ANGPT-2 en FF de pacientes que presentaron síntomas de OHSS.  

Durante el proceso de angiogénesis se requiere de la proliferación y la migración 

de células endoteliales para formar nuevos vasos. La ANGPT-1 es parte responsable  de 

la migración de células endoteliales a través de su receptor Tie-2 e involucra la 

señalización por PI3K, Dok-R, Rho, GTPasas y la familia de Rac [117;279-281]. Con 

respecto a este punto, se analizó el efecto de ANGPT-1 sobre la angiogénesis ovárica en 

pacientes con riesgo a desarrollar OHSS. Para este fin, se evaluó el efecto de FF sobre la 

migración de células endoteliales en presencia de un anticuerpo neutralizante anti 

ANGPT-1. Los resultados mostraron que FF de pacientes con riesgo a OHSS 

estimularon la migración de células endoteliales en un grado mayor que FF de pacientes 

control. Sin embargo, la incubación de FF de pacientes con riesgo a OHSS en presencia 

de anticuerpo anti ANGPT-1 resultó en una disminución en la migración celular 

comparada a la obtenida en ausencia del anticuerpo. Estos resultados son consistentes 

con los obtenidos por Agrawal y col (1999) sobre la angiogénesis ovárica excesiva en 

pacientes OHSS. Estos autores mostraron que dentro de los vasos sanguíneos del 

estroma ovárico, las velocidades del flujo sanguíneo son más altas en las mujeres que 

desarrollan OHSS respecto a aquellas que no lo hacen [184].  

Todos estos resultados nos llevan a pensar que los niveles aumentados de 

ANGPT-1 observados en OHSS causan una falla de la regulación en el balance del 

sistema vascular. Sin embargo, una de las funciones de la ANGPT-1 es mediar la 

estabilidad del endotelio microvascular. Este factor angiogénico está involucrado en la 

maduración vascular, sin embargo, requiere de la acción complementaria de otros 

factores angiogénicos para lograrlo, tales como el sistema del factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF). Estudios realizados en nuestro laboratorio demostraron 

la expresión de los principales miembros del sistema PDGF en el desarrollo del 
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síndrome. Los resultados mostraron que los niveles de PDGF-B y –D se encuentran 

disminuidos en ovarios provenientes del grupo OHSS [282]. Además, recientemente 

como resultados preliminares hemos obtenidos los mismos resultados en FF de 

pacientes OHSS comparado a FF de pacientes normales. Todas estas observaciones 

indicarían que los vasos sanguíneos formados en exceso se encuentran inestables e 

inmaduros en el ovario de pacientes OHSS.  

La integridad del citoesqueleto es crítica para mantener la barrera endotelial. Un 

aumento en la permeabilidad endotelial a solutos y agua es dependiente de la forma de 

la célula, determinado por cambios en los filamentos de actina [283] y por una 

desorganización en las uniones intercelulares [284]. Un mecanismo importante que 

regula la integridad de las uniones entre células es la distribución de actina cortical. En 

este estudio, observamos que los FF de pacientes con riesgo a OHSS en el cultivo 

endotelial inducían una fuerte remodelación de los filamentos de actina, formando fibras 

de estrés que entrecruzaban a lo largo del citoplasma de la célula. La preincubación de 

FF con un anticuerpo neutralizante anti ANGPT-1 disminuyó la redistribución de actina 

en células endoteliales. Este resultado sugirió que la concentración de ANGPT-1 en FF 

de estas pacientes fue parcialmente responsable de los cambios morfológicos dentro de 

las células endoteliales. Estos estudios son consistentes con los datos obtenidos por 

Chen y col.. (2010) que demostraron que el FF de pacientes OHSS inducía la 

redistribución de los filamentos de actina, comparado a la morfología de células 

endoteliales incubadas con FF de pacientes normales [282;285]. Dado que la 

reorganización de los filamentos de actina son un prerrequisito para la migración celular 

y la angiogénesis, [286;287] nuestros resultados mostraron que en presencia de FF de 

pacientes OHSS las células endoteliales cambiaron su forma para migrar y formar 

nuevos vasos sanguíneos.  

Como se mencionó anteriormente, un aumento en la permeabilidad endotelial es 

generalmente acompañada por una reorganización de las proteínas de uniones 

intercelulares, provocando la apertura transitoria de las uniones entre células 

endoteliales y la subsecuente permeabilidad paracelular. Por lo tanto, basándonos en 

este concepto, propusimos que las proteínas de uniones estrechas y adherentes están 

reguladas por la unión de ANGPT-1 a su receptor en células endoteliales. Las uniones 



142 

 

estrechas constituyen cerca del 20% del total de complejos de unión en células 

endoteliales [288]. La claudina-5 es una de las principales proteínas transmembrana de 

este tipo de unión [289]. Esta proteína se une a componentes intracelulares que a su vez 

interaccionan con los filamentos de actina [290].  En este trabajo, observamos que los 

niveles de claudina-5 disminuyeron en células endoteliales incubadas con FF de 

pacientes con riesgo a desarrollar OHSS comparado a el agregado de FF de pacientes 

control. En cambio, la inhibición de ANGPT-1 no solo aumentó  los niveles de 

claudina-5 comparado a los obtenidos con los FF de pacientes OHSS sino que también 

revirtió a niveles similares a los de los FF de pacientes control. Estos resultados 

sugieren que en pacientes con riesgo a OHSS, la ANGPT-1 podría ser en parte 

responsable de la disminución de la expresión de claudina-5. También, nuestros 

resultados concuerdan con los obtenidos por Kitajima y col. (2006), quienes 

demostraron la participación de claudina-5 en el modelo OHSS en rata. Estos autores 

observaron que una disminución de la expresión de claudina-5 es clave en el aumento 

de la permeabilidad vascular [252]. En esta Tesis, también se demostra que los niveles 

de ZO-1 en las células endoteliales incubadas con FF de pacientes OHSS fueron 

inferiores a los del grupo control. Estos resultados son consistentes con los obtenidos 

por Levin y col (1998), quienes demostraron que FF de pacientes que sufren OHSS de 

grado severo induce la degradación de ZO-1 [193]. No se encontraron cambios en los 

niveles de ZO-1 después de la preincubación de FF de las mujeres con riesgo a OHSS 

con el anticuerpo neutralizante ANGPT-1. Esta observación sugiere que la ANGPT-1 

no está involucrada en la regulación de ZO-1 en pacientes OHSS. Sin embargo, no 

podemos descartar un posible efecto de ANGPT-1 en otras proteínas intracitoplásmicas 

como ZO-2 y -3, que también están involucradas en las uniones estrechas en células 

endoteliales. 

Además de la claudina-5 y ZO-1, otras proteínas están implicadas en la 

regulación de la permeabilidad endotelial. Las uniones adherentes se componen de 

proteínas de la familia de las caderinas. Las células endoteliales expresan una caderina 

llamada endotelial vascular (VE)-caderina, que se une a cateninas. VE-caderina juega 

un papel importante en el control de la integridad vascular y la permeabilidad [54].  
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En este estudio, analizamos la expresión de VE-caderina y fosfo-β-catenina 

(Ser675, forma activa) en las células endoteliales incubadas con FF de pacientes con 

riesgo a OHSS. La incubación con FF de pacientes OHSS mostró una disminución 

significativa en el contenido de VE-caderina en las células endoteliales. La 

preincubación del FF de pacientes OHSS con el anticuerpo neutralizante contra 

ANGPT-1 restauró los niveles de VE-caderina a valores controles. El FF de pacientes 

con OHSS causó un aumento en los niveles de la forma fosforilada de β-catenina en las 

células endoteliales, comparado a pacientes control. El bloqueo de ANGPT-1 en FF 

OHSS restauró los niveles de β-catenina fosforilada a los valores normales. En 

conjunto, estos resultados muestran que los niveles aumentados de ANGPT-1 en 

pacientes con alto riesgo a desarrollar OHSS alteran las proteínas de uniones estrechas y 

adherentes, lo cual afecta la interacción entre las células endoteliales, y por ende, 

pueden conducir a un aumento de la permeabilidad vascular. Estos resultados son 

consistentes con observaciones realizadas por otros autores respecto a la relación entre 

la VE-caderina y las uniones estrechas [291;292]. La disminución de la VE-caderina en 

membrana plasmática se correlaciona con la desorganización  de las uniones 

endoteliales mencionadas anteriormente. Además, el ARNm de la claudina-5 es 

regulado negativamente en células endoteliales que carecen de expresión de la VE-

caderina. Es decir, cuando esta proteína se encuentra en las uniones adherentes de las 

células endoteliales, tanto la β-catenina como el factor de transcripción FoxO no pueden 

adherirse al promotor de la claudina-5 e inhibir su expresión. Por lo tanto, la VE-

caderina modula directamente la expresión de la claudina-5 y por consiguiente, la 

organización y la maduración de las uniones estrechas [291;292]. Respecto a este punto, 

Hino y col., (2005) mostraron que la β-catenina es estable cuando es fosforilada en 

Ser675 por la proteína kinasa, evitando la ubiquitinización e induciendo la traslocación 

de la β- catenina al núcleo. Luego esta proteína fosforilada se acumula en el núcleo, 

regulando la transcripción de varios genes [293]. 

El ensayo CAM es una etapa intermedia entre el cultivo in vitro y experimentos 

con animales in vivo [163] y se utiliza ampliamente para estudiar la angiogénesis en el 

tumor [157] y los tejidos del endometrio [158]. Las CAM también se han utilizado para 

el estudio de cultivo de piel humana [159], para la investigación de la cirugía de la 
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retina [294], y para evaluar  diferentes biomateriales en la ingeniería de tejidos [161]. 

En este trabajo, hemos utilizado por primera vez el sistema CAM en la codorniz 

(Japanese quail) para evaluar el potencial angiogénico de los FF de las pacientes 

OHSS. Observamos que FF de pacientes con riesgo a OHSS aumentaron la actividad 

angiogénica en las CAM comparado a pacientes controles, y que este efecto se revirtió 

con el agregado de un anticuerpo anti ANGPT-1 a este FF. Adicionalmente, se observó 

un aumento de los niveles de la integrina avß3 en CAM incubadas con FF de pacientes 

OHSS en comparación con las pacientes control. Sin embargo, la inhibición de la 

ANGPT-1 en FF de pacientes OHSS disminuyó los niveles de esta  integrina en las 

CAMs. Estos resultados sugieren que los niveles elevados de ANGPT-1 en FF de 

pacientes OHSS observados podrían ser en parte responsables de la desregulación del 

equilibrio del sistema vascular. Además, nosotros consideramos que el ovario en 

pacientes OHSS es una de las principales fuentes no solo de VEGF sino también de 

ANGPT1 siendo capaces de atravesar la membrana basal para llegar al flujo sanguíneo. 

En resumen en esta segunda parte de la Tesis, demostramos que concentraciones 

aumentadas de ANGPT-1 en FF de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS en el día de 

la punción folicular y recuperación ovocitaria, podría ser un marcador no esteroideo 

importante para el OHSS. Además, los resultados descriptos en relación con la 

migración de células endoteliales y la regulación de proteínas de uniones intercelulares, 

pueden proporcionar nuevos conocimientos sobre los mecanismos por los cuales la 

ANGPT-1 tiene efecto sobre los trastornos del ovario, tales como el OHSS.  
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La angiogénesis ovárica juega un papel fundamental en la secuencia de eventos  

que llevan al desarrollo de los folículos y a la formación del cuerpo lúteo. Varios 

factores angiogénicos como el VEGF, FGF y ANGPT-1 han sido identificados en FF y 

sus concentraciones correlacionan positivamente con la concentración de 

gonadotrofinas, la maduración ovocitaria y a altas tasas de fertilización [295-297]. Sin 

embargo, en el FF también se han identificado otras moléculas no proteicas con 

funciones reguladoras de la angiogénesis. Von Otte y col., 2006 demostraron por 

primera vez la presencia del esfingolípido S1P asociado a partículas de HDL en el FF de 

pacientes normales y su capacidad de estimular la formación de nuevos vasos 

sanguíneos [152].  

Como vimos anteriormente, el aumento en la permeabilidad vascular es la 

principal característica observada en pacientes con OHSS. Por otro lado, S1P es un 

factor que mantiene la integridad de la barrera endotelial, a través de su unión al 

receptor S1P1 [298-303]. Estos antecedentes nos llevaron a plantear la hipótesis del 

Capítulo III de esta Tesis. Postulamos que los niveles del  S1P se encuentran 

disminuidos en pacientes con riesgo a desarrollar OHSS, siendo en parte 

responsables de la alta permeabilidad vascular observada en estas pacientes.  

En primer lugar determinamos los niveles de S1P en FF de pacientes con riesgo 

a desarrollar OHSS. Observamos una disminución en los niveles de S1P en FF de 

pacientes con riesgo a desarrollar OHSS respecto a pacientes normales. Teniendo en 

cuenta este resultado, estudiamos el efecto de los FF sobre la expresión del receptor 

S1P1 en un cultivo de células endoteliales. Ha sido demostrada la importancia del 

receptor S1P1 para el normal funcionamiento vascular. La deleción de S1P1 en ratones 

provoca muerte embrionaria debido a severas hemorragias a causa de un defecto en el 

proceso de estabilización vascular [304]. El mismo fenotipo se obtiene en ratones 

deficientes de S1P1 exclusivamente en células endoteliales, mientras que ratones 

deficientes en S1P1 en células de músculo liso vasculares son normales [304]. Por lo 

tanto, la señalización a partir de S1P/S1P1 en células endoteliales es importante para la 

homeostasis de la pared del vaso y el normal funcionamiento de los órganos. En 

particular, en el ovario humano, S1P1 se expresa levemente en el estroma y en células 

endoteliales que rodean a los vasos [305]. Por otra parte, las células de  granulosa 
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luteínicas humanas expresan S1P3. La unión del S1P asociado al HDL-FF estimula su 

migración a través de la activación de Rac1, promoviendo la formación del cuerpo lúteo 

[153]. Es por esto que decidimos analizar la expresión de S1P1 en células endoteliales 

incubadas con los FF. La expresión del receptor fue significativamente menor en células 

endoteliales incubadas con FF respecto a células endoteliales incubadas en presencia de 

FF normal. En cambio, el agregado de concentraciones fisiológicas de S1P (0,1 µM) 

restituyó los valores obtenidos con FF normales. Estos resultados estarían indicando que 

una disminución en los niveles de S1P en FF de pacientes OHSS estaría inhibiendo la 

expresión de su propio receptor en células endoteliales, lo que llevaría a la pérdida del 

mantenimiento de la barrera endotelial.  

La esfingosina 1-fosfato liasa (SPL) es una enzima intracelular inducible por 

estrés y es responsable de la degradación irreversible de S1P a fosfoetanolamina y 

hexadecanal. Por lo tanto, esta enzima se considera que es un punto importante de 

control para regular las concentraciones de S1P en las células [306]. De hecho, ratones 

transgénicos deficientes en SPL presentan un aumento pronunciado de los niveles de 

S1P en los tejidos y suero [246;307;308]. En el presente trabajo demostramos que la 

expresión de SPL en células endoteliales incubadas en presencia de FF de pacientes con 

riesgo a OHSS aumentaba respecto a células endoteliales incubadas con FF de pacientes 

control. Sin embargo, el agregado de S1P fue capaz de disminuir  la  expresión de la 

enzima que lo degrada. Recientemente, varios estudios demostraron la una de las 

posibles causas de la disminución de S1P en diversas patologías es el aumento en la 

SPL. Esto fue descripto en modelos animales de isquemia cardíaca [307], lesión 

pulmonar aguda [308] y en cáncer de mama humano [309]. Bandhuvula y col. ( 2011) 

demostraron que la isquemia cardíaca induce la activación de SPL, y que la inhibición 

de esta enzima reduce su actividad, aumentando los niveles de S1P, reduciendo el 

tamaño del infarto y aumentando la recuperación funcional [307]. En un modelo animal 

de lesión pulmonar aguda, los niveles de SPL se encuentran aumentados y los niveles de 

S1P disminuidos. La inhibición de SPL produce un aumento de los niveles de S1P, y 

protección contra la liberación de citoquinas, la inflamación y contra la disfunción de la 

barrera endotelial [308]. En base a estas observaciones, nuestros resultados estarían 

indicando que en células endoteliales incubadas con FF de pacientes OHSS el aumento 
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en la expresión de SPL estaría llevando a una disminución de los niveles de S1P, y 

podría contribuir en parte a la alta permeabilidad vascular característica de este 

síndrome. Actualmente, en nuestro laboratorio se están llevando a cabo estudios para 

evaluar no solo la expresión de la quinasa que forma S1P sino también de la fosfatasa 

que lo degrada en forma reversible. 

La migración de células endoteliales es esencial para el proceso de angiogénesis. 

En el Capítulo II demostramos que el FF de pacientes con riesgo a OHSS aumenta la 

migración de células endoteliales respecto a la inducida por FF de pacientes control. El 

agregado de S1P a FF de pacientes con riesgo a desarrollar OHSS disminuyó la 

migración de las células endoteliales a valores inducidos por pacientes control. Aunque 

en muchos sistemas S1P promueve la migración celular [154;249;310], existen 

evidencias que el S1P también desencadena la reorganización del citoesqueleto que 

lleva a la inhibición de la migración celular [311;312].  

El citoesqueleto de las células endoteliales es un determinante crítico de la 

integridad vascular y la regulación de la barrera endotelial [299;313;313;314]. En 

nuestro trabajo demostramos que las células endoteliales incubadas con FF de pacientes 

con riesgo a OHSS más el agregado de S1P produjo un aumento rápido de la 

polimerización de los filamentos de actina formando un anillo de actina cortical. 

Además, el S1P evitó  la formación de fibras de estrés ubicadas transversalmente a lo 

largo  del  citoplasma de la célula observada en el grupo OHSS. La activación de Rac1 

por S1P es fundamental para la formación de este anillo cortical [315]. Entre los efectos 

que media el S1P en células endoteliales, la quimiotaxis y la integridad vascular son 

dependientes de la reorganización del citoesqueleto. Por lo tanto, nuestros resultados 

estarían indicando que el agregado de S1P en FF de pacientes con riesgo a OHSS lleva 

a la formación del anillo cortical, siendo éste el fenotipo para la estabilización vascular, 

más que para la migración celular.    

La señalización de S1P a través del receptor S1P1 en células endoteliales es 

importante para establecer la interacción entre estas células y los pericitos, mediante la 

movilización de N-caderina a dominios polarizados de la membrana plasmática en la 

célula endotelial, que media la unión con N-caderina presente en pericitos [144;147]. En 
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este trabajo, los FF de pacientes con riesgo a OHSS disminuyeron la expresión de N-

caderina en células endoteliales respecto a las incubadas con FF de pacientes control. El 

agregado de S1P en FF de pacientes con riesgo a OHSS aumentó la expresión de N-

caderina en este tipo celular. Además, por inmunofluorescencia observamos que la N-

caderina en células endoteliales incubadas con FF de pacientes con riesgo a desarrollar 

OHSS perdían su localización en membrana plasmática mientras que el agregado de 

S1P a FF de pacientes OHSS mantenía la localización de la caderina en dicha 

membrana. Este resultado es consistente con los obtenidos respecto a la formación del 

anillo de actina cortical en presencia de S1P, ya que la polimerización de los filamentos 

de actina inducida por S1P es responsable del correcto tráfico de N-caderina a los 

dominios polarizados de la membrana plasmática, crítico para la adhesión de las células 

endoteliales con las células murales, necesarias para la estabilización vascular [144].  

S1P también es capaz de mejorar la integridad de la barrera endotelial a través 

del receptor S1P1 activando la vía de Rac1 y la formación de uniones adherentes [299]. 

Durante el proceso del aumento de la barrera endotelial, S1P induce la reorganización 

del esqueleto, y la distribución, ensamblaje y estabilización de las uniones adherentes. 

VE-caderina es la proteína estructural más importante de las uniones entre células 

endoteliales. En células HUVEC confluentes, S1P aumenta significativamente la 

cantidad de VE-caderina y β-catenina en las regiones de contactos y mejora el 

ensamblaje de las uniones adherentes [244]. Tal como vimos en el Capítulo II, los FF 

de pacientes con riesgo a OHSS disminuyen la expresión de VE-caderina en células 

endoteliales comparado al FF control. En esta parte de la Tesis, demostramos que el 

agregado de S1P aumenta la expresión de VE-caderina en células endoteliales. En 

concordancia con esto, Lee y col. (1999) demostraron que la administración de S1P a 

células HUVEC aumentaba  la localización de VE-caderina y β-catenina en las uniones 

intercelulares [244]. Nuestros resultados también demostraron que células endoteliales 

incubadas en presencia de FF de pacientes con riesgo de OHSS tienen menor expresión 

de β-catenina respecto a las células endoteliales incubadas con FF control. Este efecto 

fue revertido por el agregado de S1P a los FF de pacientes con riesgo a OHSS.  

Los cambios en la dinámica del citoesqueleto y la fosforilación de VE-caderina 

median las adhesiones entre células. La fosforilación de VE-caderina en la tirosina 731 
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lleva a la separación de la β-catenina de su cola citoplasmática y a su posterior 

internalización [316]. En este trabajo, observamos mayor fosforilación de VE-caderina 

en células endoteliales incubadas con FF de pacientes con riesgo a OHSS respecto a 

pacientes control. Interesantemente, el agregado de S1P a FF de pacientes con riesgo a 

OHSS evitó la fosforilación de VE-caderina. Está establecido que la integridad de las 

uniones adherentes está regulada por la fosforilación de VE-caderina y su 

internalización en respuesta a la estimulación por VEGF [317-319]. En las uniones 

adherentes en un endotelio quiescente, KDR (VEGFR-2) es mantenido en un estado 

inactivo. La unión de VEGF a su receptor KDR inicia una cascada de eventos que lleva 

a la fosforilación de VE-caderina y al desensamble de las uniones adherentes [318]. 

Gaengel K. y col. (2012) estudiaron la comunicación que existe entre el sistema de 

VEGF y S1P. Estos autores demostraron que cuando co-estimulaban células HUVEC 

con VEGF y S1P, VE-caderina permanecía estable en las uniones endoteliales y eran 

insensibles a la internalización inducida por VEGF [146]. La administración in vivo de 

un agonista del receptor S1P1 bloquea la permeabilidad vascular inducida por VEGF, 

sugiriendo que el receptor para S1P es capaz de regular la permeabilidad vascular [143]. 

Estos datos nos estarían indicando que las uniones adherentes en las células endoteliales 

se encuentran bajo un control dinámico regulado por S1P. Los altos niveles de factores 

angiogénicos tales como VEGF y/o ANGPT-1 observados en pacientes con alta 

probabilidad de desarrollar  OHSS alteran estas uniones en células endoteliales, 

contribuyendo al aumento de la permeabilidad vascular y a la extravasación de fluidos. 

Por lo tanto, estos resultados in vitro demuestran que el S1P es un agente potente y 

directo de la estilización del endotelio frente al ambiente fisiopatológico del OHSS. 

Cabe mencionar, que el S1P no solo induce proteínas claves que forman uniones 

adherentes sino también proteínas de uniones estrechas, favoreciendo a la integridad de 

la barrera endotelial. Lee y col (2006) demostraron que S1P estimula la traslocación de 

ZO-1 a la zona de lamelipodio y a las uniones endoteliales vía S1P1/Gi/Akt/Rac 

mientras que la inhibición de ZO-1 por ARN de interferencia disminuye el efecto de 

S1P [320]. En base a este antecedente, en nuestro laboratorio se están realizando 

estudios para evaluar el efecto de S1P sobre proteínas claves de uniones estrechas 

(claudina-5, ZO-1, ocludina, nectina) en el modelo de OHSS. 
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Durante años y hasta la actualidad, la hCG ha sido el mejor método para inducir 

la maduración ovocitaria en los protocolos de fertilización asistida. Sin embargo, la 

administración de hCG induce la liberación de mediadores que tienen efecto sobre el 

sistema vascular, el cual es el responsable de las consecuencias clínicas de OHSS y 

juega un rol en el desarrollo de este síndrome. Se ha observado que los niveles séricos 

de VEGF aumentan luego de la administración de hCG en mujeres hiperestimuladas 

con riesgo a desarrollar OHSS [183;189;190]. Además, en el Capítulo II de esta Tesis, 

demostramos que esta hormona también induce la expresión y liberación de ANGPT-1 

en células de la granulosa luteínicas al FF. Este factor angiogénico actuaría de manera 

pacrácina sobre las células endoteliales de la teca y del estroma ovárico induciendo la 

migración y estimulando la formación de nuevos vasos. Por lo tanto, en este Capítulo 

estudiamos si existe una relación entre la hormona hCG y los niveles de S1P en células 

endoteliales. Para ello, evaluamos los niveles de S1P en el medio condicionado de 

células endoteliales incubadas con hCG (25 y 100 UI). Cabe destacar, que se ha 

demostrado que las células endoteliales poseen receptor para hCG [156;250]. Además, 

las células endoteliales son una fuente de S1P [321]. Los niveles de S1P no variaron al 

incubar las células endoteliales con diferentes concentraciones de hCG. Estos resultados 

nos estarían indicando que los bajos niveles de S1P observados en FF de pacientes con 

riesgo a desarrollar OHSS serían independientes de la estimulación ovárica por hCG.  

Cabe destacar que actualmente se está utilizando un agonista de S1P, FTY720, 

en ensayos clínicos para el tratamiento de pacientes con esclerosis múltiple y para 

pacientes inmunosuprimidos en transplante de órganos [322;323].  

En conclusión, la disminución de S1P en FF de las pacientes con alta 

probabilidad de desarrollar OHSS sería en parte responsable de la pérdida de no solo de 

la integridad de la unión entre células endoteliales sino de la interacción de éstas con los 

pericitos, causando por ende, un aumento en la permeabilidad vascular. Estos resultados 

aportarán mayor conocimiento tanto sobre la posible administración del esfingolípido 

S1P a este tipo de pacientes como estrategia terapéutica como de la utilización del 

mismo como un biomarcador para detectar en forma temprana a las pacientes con riesgo 

de OHSS.   
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CONCLUSIÓN GENERAL 
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En los últimos años, la regulación de la integridad vascular ha adquirido 

importancia en el campo de la fisiología y patología humana. El mantenimiento de la 

arquitectura de los vasos preexistentes requiere de la interacción activa entre células 

endoteliales, pericitos y matriz extracelular (MEC). Como hemos visto a lo largo de esta 

tesis, el ovario representa un muy buen modelo para evaluar no solo angiogénesis 

fisiológica sino también patológica. En particular, el OHSS se caracteriza por poseer 

una angiogénesis alterada, con niveles elevados de sustancias vasoactivas en suero, 

fluido peritoneal y fluido folicular. Por ende, las pacientes con OHSS desarrollan ascitis 

debido a una permeabilidad vascular exacerbada. En base a estos antecedentes, 

decidimos evaluar en este síndrome los principales sistemas que colaboran en el 

mantenimiento de la integridad vascular: VEGF, ANGPTs y S1P.   Se utilizó no solo un 

modelo experimental de OHSS en rata sino también FF de pacientes  OHSS. Los FF se 

agregaron a una línea celular endotelial como a las CAMs en presencia de inhibidores 

angiogénicos o esfingolípidos. Es importante notar, que a lo largo de esta tesis doctoral 

se utilizaron diversos modelos in vitro e in vivo para validar rigurosamente los 

resultados obtenidos en los distintos sistemas. 

Las conclusiones de este trabajo son: 

* La inhibición de VEGF y de ANGPT-1 altera el desarrollo de vasos y su integridad 

en el ovario, disminuyendo la permeabilidad vascular que conduce a la presencia de 

ascitis, y por consiguiente, mejorando la función ovárica en la fisiopatología del 

OHSS.  

* La disminución de S1P en FF de las pacientes con riesgo a desarrollar OHSS sería 

en parte responsable de la pérdida no solo de la integridad de la unión entre células 

endoteliales sino de la interacción de éstas con los pericitos, causando por ende, una 

alteración severa en la arquitectura vascular. 

En el siguiente esquema se muestra un resumen de los posibles mecanismos de 

acción de los factores angiogénicos descriptos a lo largo de esta Tesis (Fig. 46). 
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Figura 46. Esquema que muestra un resumen de los posibles mecanismos de acción del 

VEGF, la ANGPT-1 y el S1P en el desarrollo de OHSS.  

 

Por último, los resultados de esta Tesis aportan conocimientos para dilucidar 

la etiología de OHSS como también para detectar posibles biomarcadores (VEGF, 

ANGPT, S1P) que podrían ser utilizados en el futuro para prevenir el desarrollo de 

este síndrome y por consiguiente, ayudar a los médicos a elegir la mejor estrategia de 

estimulación ovárica para cada paciente. 
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