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RESUMEN

Objetivo: El objetivo de este trabajo es  investigar los 
efectos de la inyección ovárica directa de VEGF sobre 
el desarrollo de folículos antrales, la neoangeogénesis y 
la apoptosis.

Tipo de estudio: Estudio control de laboratorio.

Lugar del estudio: Centro de fertilidad afiliado a la Facul-
tad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires.

Objetos de estudio: Ratonas Balb/c (n=32).

Intervención: Las ratonas fueron divididas en 4 grupos: 
Grupo control (C) n=6, Grupo sin tratamiento; Grupo con 
hiperestimulacion (HS), n=8, los ovarios fueron hiper-
estimulados con 7.5 IU de PMSG y 10 IU de HCG; Grupo 
VEGF (V), n=8, se les realizó una inyección con 0.1 ml 
de VEGF (0.2 ug) en cada ovario; Grupo V+HS, n=8 se 
les realizó una inyección con VEGF y luego de 2 sema-
nas se les realizo hiperestimulación ovárica.

Medición de resultado: número de folículos antrales y 
luteinizados, número de vasos y porcentaje de células 
Bcl-2 positivas.

Resultados: El número de folículos antrales en los gru-
po tratados con VEGF (V y V+HS) fue mayor que en 
C y HS (16.0 ± 2.5 vs. 6.0 ± 0.9 y 11.3 ± 0.6 respec-
tivamente, p<0.005). Todos los tratamientos incremen-
taron significativamente el número de vasos (C5.0 ± 0.5 
vs. V20.0 ± 4.8, p<0.005 y V+HS 22.2 ± 1.2 p<0.01) 
así como incrementaron el porcentaje de células positi-
vas para BCl-2 comparados con el grupo control (C=0, 
V11.8 ± 3.5 p<0.005; V+HS 12.5 ± 3.7 p<0.005).

Conclusiones: nuestros hallazgos demuestran que la 
inyección directa de VEGF en el ovario de ratonas re-
sulta en el desarrollo de una vascularización aumentada 
promoviendo un incremento del desarrollo folicular y 
una disminución de la apoptosis.

Introducción

La regulación de la foliculogénesis en el ovario 
de los mamíferos es un proceso complejo. Las gonado-
trofinas inducen el crecimiento folicular al mismo tiempo 
que ocurre un incremento en la vascularización folicular, 
sugiriendo que existiría un rol de la angiogénesis en el 
desarrollo folicular. 

Según lo que surge de distintos estudios (1,2), 
uno de los principales candidatos a regular la formación 
de vasos sanguíneos en el ovario es el factor de creci-
miento del endotelio vascular (VEGF) (3). El VEGF fue 
originalmente identificado por su capacidad específica de 
estimular la proliferación y migración de las células en-
doteliales de la microvasculatura, así como también por 
su efecto sobre la permeabilidad vascular (4,5). El VEGF 
es una glicoproteína heterodimérica de 34 Kda que tiene 
un importante rol en el proceso de desarrollo fetal y neo-
natal (6-8). Durante la vida adulta la neoangiogénesis 
entra en un periodo de quiescencia excepto en situacio-
nes patológicas (como ser la hipoxia, la cicatrización, la 
artritis reumatoidea, o el crecimiento tumoral); también 
presenta actividad en procesos cíclicos y fisiológicos 
del sistema reproductivo femenino y es reconocido como 
esencial para el desarrollo folicular, para la ovulación, la 
luteinización, la menstruación, la implantación y el em-
barazo (9). El VEGF es producido por la mayoría de los 
tipos celulares y participa en el desarrollo de vasos san-
guíneos de los folículos ubicados en la teca (10,11,12), 
actuando mediante dos receptores de la familia tirosina 
kinasa, llamados Flt-1 y flt-1/KDR (4,13).

 Se ha descrito una relación inversa entre VEGF 
y apoptosis en el cáncer de pulmón y de páncreas así 
como en las células de la granulosa (14,15).  De esta 
forma, el  VEGF ha sido propuesto como un importante 
factor antiapoptótico. 
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Para investigar si la inducción de una mayor an-
giogénesis perifolicular con VEGF genera un desarrollo 
folicular y disminuye la apoptosis, hemos estudiado el 
efecto de la inyección directa de VEGF en el ovario de 
ratonas, seguida o no de hiperestimulación ovárica con 
gonadotrofinas para estimular el crecimiento folicular. 
También evaluamos el grado de vascularización medi-
ante anticuerpos monoclonales anti CD34 de ratón, y la 
apoptosis en las células foliculares mediante la determi-
nación de  células B cell lymphoma/leukemia 2 (Bcl-2).

MATERIALES Y MÉTODOS

Ratonas:

Para la realización de los experimentos hemos 
utilizado un total de 32 ratonas Balb/c, de 8 semanas 
de edad, del Laboratorio de Animales del Instituto de 
Biología y Medicina Experimental- CONICET, Argen-
tina. El estudio fue realizado de acuerdo a las guías del 
National Institute of Health. 

Las ratonas fueron divididas en 4 grupos: Gru-
po Control (C): Seis ratonas sin tratamiento alguno, 
Grupo Hyperestimulado (HS): Ocho ratonas estimula-
das durante estrus con 7.5 IU de pregnant mare´s serum 
gonadotropin (PMSG). Estrus fue determinado medi-
ante examen de la citología vaginal. Luego de  48 horas 
inyectamos 10 UI de hCG (ip). Dos horas más tarde las 
ratonas fueron sacrificadas. Grupo VEGF (V): Ocho ra-
tonas fueron inyectadas con 0.1 ml de VEGF (Human 
recombinant Vascular Endothelial Factor, SIGMA, Saint 
Louis, MI, USA)  (2 µg/ml) en cada ovario. La inyección 
del VEGF fue realizada directamente en la médula ovári-
ca mediante una jeringa Hamilton  Modelo 1710 LT (ca-
pacidad de 100 ul) e introduciendo la aguja (Aguja gauge 
22s,Modelo 91038 Metal Hub), desde el polo distal del 
ovario. Quince días después de la inyección de VEGF las 
ratonas fueron sacrificadas. Finalmente, el Grupo V+HS: 
ocho ratonas fueron inyectadas con VEGF en cada ovario 
y 13 días después fueron tratadas como el grupo HS.

En cada grupo, los ovarios fueron removidos y 
fijados en una solución de paraformaldehydo al 4%, lu-
ego inmersos en parafina y seccionados cada 2 µm para 
su evaluación posterior.

Número de folículos:

Las muestras de los ovarios fueron teñidas 
con  hematoxilina-eosina. Se clasificaron los distintos 
estadios foliculares según Salha y Abusheika (16). Se 
contabilizaron todos los folículos antrales y luteinizados 
en cada sección individual. Para evitar el conteo de un 
mismo folículo mas de una vez se evaluó sólo los folícu-
los que contenían ovocitos con núcleo, y el tamaño de los 

folículos que contenían ovocitos fue evaluado mediante vi-
sualización microscópica. El número de folículos fue con-
tabilizado por campo en 10 observaciones en aumento 
de 250-x.

Elementos vasculares:

El conteo de elementos vasculares fue realizado 
mediante inmunohistoquímica, empleando anticuerpos 
monoclonales anti CD34 de ratón (Research Diagnos-
tics Inc, Flanders NJ, USA), el cual es un antígeno espe-
cifico de las células endoteliales y hematopoyéticas pro-
genitoras de ratón. Como segundo anticuerpo utilizamos 
anticuerpos de conejo anti inmunoglobulinas de ratón. 
(DAKO Corporation, Carpinteria, CA., U.S.A) y el 
sistema de detección de la Histostain ® Plus Kit (Zymed 
Laboratories Inc. South San Francisco, CA.,U.S.A.) con 
DAB. Los resultados fueron expresados como la media  
del número de vasos teñidos contando 4 campos a una 
magnificación de 250-x.

Expresión del antígeno Bcl-2:

El Bcl-2 fue estudiado de las mismas muestras 
en parafina con el uso de métodos inmuohistoquímicos. 
Las secciones fueron desparafinadas en xyleno y rehi-
dratadas mediante gradientes de alcohol, seguido de mi-
croondas en 0.01 M de buffer de citrato de sodio para 
la recolección de antígenos. La peroxidasa endógena fue 
bloqueada mediante un tratamiento con peróxido de hi-
drógeno al 0.3% durante 30 minutos a temperatura ambi-
ente, luego de lo cual la unión  especifica fue bloqueada 
mediante incubación con suero normal de conejo. Las 
secciones de tejido fueron incubadas durante 60 minu-
tos con anticuerpos monoclonales anti-Bcl-2(Santa Cruz 
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA., U.S.A.) a 37°C 
luego de la incubación durante 60 minutos con conjuga-
do anti peroxidasa de ratón o anti-peroxidasa de conejo 
(DAKO Corporation, Carpinteria, CA., U.S.A); la unión 
fue visualizada mediante la incubación de las secciones 
con DAB y conteo con hematoxilina previo al montaje 
definitivo. Los nodos linfáticos fueron incluidos como 
controles positivos de Bcl-2. Como control negativo se 
utilizó una inmunoglobulina del mismo tipo y concen-
tración de inmunoglobulinas que el anticuerpo primario. 
El control negativo mostró ausencia de tinción específica. 
Las células Bcl-2 fueron identificadas por la presencia 
de reactividad nuclear amarronada. La intensidad de la 
tinción de Bcl-2 fue evaluada en modo ciego por dos 
observadores independientes con una magnificación de  
400-x. Los resultados fueron expresados como porcen-
taje de células Bcl-2 positivas. 
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Análisis estadístico:

Las comparaciones estadísticas fueron realiza-
das mediante el test Student “t” y el test no paramétrico 
Anova Kruskal-Wallis, seguido de comparación múlti-
ple de Dunn. Valores con  p ≤ 0.05 fueron considerados 
significativos.

RESULTADOS

Número de folículos:

La Figura 1 resume el número de folículos lu-
teinizados y antrales en cada grupo: 

El número de folículos antrales observados en 
los diferentes grupos fueron: C: 6.00 ± 0.93, HS: 11.37 ± 
0.65, V: 16.00 ± 2.54 y V+HS: 14.75 ± 1.88, y el número 
de folículos luteinizados observado fue: C: 2.00 ± 0.61, 
HS: 3.13 ± 0.21, V: 4.40 ± 0.96 y V+HS: 5.11 ± 0.94.

El número de folículos antrales observado en 
las ratonas tratadas con VEGF fue significativamente 
mayor que en el grupo Control (p<0.05), y que en el 
grupo HS (p<0.05).  

Cuando las ratonas fueron tratadas con VEGF y 
luego hiperestimuladas, el número de folículos antrales 
observado no difirió significativamente del grupo tratado 
sólo con VEGF (N.S.), sin embargo, el número de folícu-
los luteinizados fue significativamente mayor que en el 
grupo Control (p<0.028) (Figura 1).

Número de vasos:

La Figura 2 muestra el número de vasos en cada 
grupo. Todos los tratamientos incrementaron el número 
de vasos. Sin embargo, la mayor angiogénesis se ob-
servó en el grupo V+HS.

El número de vasos contado en cada grupo 
fue: C: 5.00 ± 0.55, HS: 18.50 ± 2.11, V: 20.00 ± 4.89 
(p<0.05 vs. C) y V+HS: 22.22 ± 1.23(p<0.01 vs. C). 

Expresión de Bcl-2:

Dado que el Bcl-2 es una proteína antiapoptóti-
ca, hemos medido los porcentajes de células ováricas con 
expresión de esta proteína para cuantificar la  inhibición 
de la apoptosis en cada grupo de ratonas (Figura 3). Nin-
guna célula fue positiva en el grupo control.

Hemos observado que las ratonas de los grupos 
HS, V y V+HS presentaron un incremento en el porcen-
taje de células positivas para Bcl-2. Los mayores valores 
fueron observados en los grupos V y V+HS. 

Los valores obtenidos en cada grupo fueron: 
C. 0, HS 8.43 + 1.85, V: 11.8 + 3.57 (p<0.05 vs. C) y 
V+HS: 12.58 + 3.75 (p<0.05 vs. C). 

DISCUSIÓN

La angiogénesis perifolicular está significativa-
mente involucrada en el desarrollo folicular. Los folículos 
incrementan el número de células de la granulosa y adquie-
ren una capa de células de la teca periférica en la que se for-
man nuevos vasos (neoangiogénesis) durante la transición 
de un folículo primario avascular y compacto a un folículo 
secundario vascularizado. Basados en estudios previos (12) 
que muestran que el VEGF juega un rol importante en la 
angiogénesis de la teca, realizamos la inyección  in vivo de  
VEGF en el ovario de ratonas para mejorar la angiogénesis 
de la teca asociada al desarrollo folicular. 

Nuestros resultados muestran que mediante el 
incremento de la vascularización, se puede inducir un 
mayor desarrollo folicular. La densidad vascular en estu-
dios histológicos  en ovarios tratados con VEGF fue sig-
nificativamente mayor que en los ovarios de ratonas no 
tratadas. También se incremento el número de folículos 
preovulatorios en ovarios tratados con VEGF. Nuestros 
datos sugieren que la regulación de la angiogénesis peri-
folicular durante el desarrollo folicular es un factor im-
portante en el desarrollo de folículos ovulatorios. 

El VEGF podría incrementar el número de 
folículos preantrales en el ovario de ratonas mediante 
distintos mecanismos; tal vez una mayor vascularización 
y/o una mayor permeabilidad vascular cerca de los folícu-
los en desarrollo podría incrementar la llegada de factores 
endocrinos o paracrinos, como ser factores de crecimien-
to, esteroides, gonadotrofinas o, en forma mas general, 
oxígeno y nutrientes para los folículos en desarrollo. 
Este incremento en la llegada de sustancias foliculotró-
ficas podría resultar en una mayor tasa de reclutamiento  
folicular del pool de folículos primordiales (incremen-
to del crecimiento folicular), o en una inhibición de la 
atresia folicular. Alternativamente, evidencias recientes 
sugieren que el VEGF podría tener efectos mitogénicos 
sobre las células de la granulosa in Vitro, y que podría 
estimular directamente el crecimiento folicular en el 
ovario de la rata (17). 

En concordancia con  nuestros hallazgos, Shi-
mizu et al (18) publicaron recientemente un estudio so-
bre la inyección directa en el ovario de cerdos de frag-
mentos del gen del VEGF, y concluyeron que el número 
de folículos preovulatorios y la densidad capilar de la 
teca interna se incrementan significativamente luego de 
la inyección de fragmentos del gen del VEGF y posterior 
tratamiento con gonadotrofina coriónica equina (eCG), 
comparados con aquéllos tratados solamente con eCG. 
Mas allá de los resultados similares de nuestro estudio, 
existe una diferencia en relación al período de tiempo en-
tre la inyección de VEGF (o de fragmentos del gen) y la 
toma de biopsias para el estudio. Nosotros hemos elegido 
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realizar la biopsia luego de dos semanas de inyectado el 
VEGF, basándonos en estudios previos que muestran 
desarrollo vascular en ratones luego de este período de 
tiempo (19) y para mejorar el efecto del VEGF sobre la 
vascularización, minimizando el efecto que pueda ejercer 
en forma directa sobre la permeabilidad vascular, mien-
tras que  Shimizu realizó las biopsias luego de sólo 7 días. 
Además nosotros estamos demostrando la efectividad de 
la proteína (Shimizu en cambio inyectó fragmentos del 
gen) y su relación con la apoptosis.

Recientemente Danforth publicó otro estudio 
en el cual investigó el efecto de la administración en 
la bursa de VEGF sobre el desarrollo de folículos pre-
antrales en la rata (folículos primarios y secundarios), 
mostrando un incremento de folículos de forma dosis y 
tiempo dependiente (dentro de las 48-72 hs de adminis-
tración). También demostraron que la administración de 
estrógeno incrementó la expresión de VEGF en el ovario 
de la rata (20).

Estudios funcionales sobre primates muestran 
mediante análisis histológico o mediciones hormona-
les, que la administración de sustancias que inactivan al 
VEGF bloquean el desarrollo y funciones de folículos 
preovulatorios (1,2,21). Esta inhibición del desarrollo 
folicular es causada por un cese en la  angiogénesis y en 
la formación del antro.  

La capacidad que presenta una vascularización 
adecuada de proveer señales endocrinas y paracrinas 
puede ser importante, tanto en estadios tempranos del 
crecimiento folicular como en estadios más tardíos de la 
selección y dominancia folicular. 

Zimmermann et al demostraron en ratonas HX 
que la administración exógena de gonadotrofinas en 
presencia del Ac neutralizante de VEGFR-2 (con efecto 
antiangiogénico) no es capaz de conducir el desarrollo fo-
licular al estadío preovulatorio. Esta inhibición del desarrollo 
folicular es causada por la detención de la angiogénesis fo-
licular, y por una reducción de la formación antral (22).

En nuestro estudio se observa  que el VEGF 
tiene un efecto similar a las gonadotrofinas sobre la 
angiogénesis y la foliculogénesis. Las gonadotrofinas 
conducen el desarrollo folicular, y parte de esta función 
depende de los efectos de las gonadotrofinas sobre la vas-
cularización del ovario. Las gonadotrofinas incrementan la 
producción de VEGF y su secreción en las células epite-
liales del folículo, que actúa de manera paracrina sobre 
el VEGFR-2 de las células endoteliales de la teca para 
inducir la angiogénesis (22). De esta manera se puede 
proponer que el VEGF es un importante intermediario 
de las gonadotrofinas para inducir la foliculogénesis.

Los resultados de nuestro estudio muestran que la 
inyección directa de VEGF en el ovario incrementa la vas-
cularización, el número de folículos antrales y luteinizados, 
y disminuye la apoptosis en comparación con los controles.  
Cuando se compara HS y V se observa una tendencia del 
incremento de folículos luteinizados, de la vascularización, 
y una disminución de la apoptosis a favor de V (sin llegar 
a tener una diferencia estadísticamente significativa). El 
tratamiento con VEGF sí incrementa significativamente 
la respuesta ovárica (folículos antrales) en comparación 
con el grupo que recibió solamente la hiperestimulación 
ovárica.

Por otro lado, cuando se compara  V y V+HE, 
no se observan diferencias significativas en el número de 
folículos antrales.  Barboni (11) propuso que el VEGF po-
dría tener un rol fundamental en el desarrollo folicular in-
ducido por gonadotrofinas. Una de las hipótesis podría ser 
que la administración de VEGF reemplazaría el efecto fi-
nal de las gonadotrofinas sobre la foliculogénesis. ¿Podría 
ésta ser la razón por la cual la administración de VEGF y 
la hiperestimulación no tuvieron un efecto sinérgico?

El incremento de la densidad vascular que ro-
dea a los folículos favorece la inhibición de la atresia. 
Los folículos atrésicos tempranos pueden regenerarse 
cuando se los coloca en cultivo, sugiriendo que el folí-
culo permanece en estado atrésico debido a una dis-
minución en la vascularización que limita el acceso a 
nutrientes, sustratos y hormonas tróficas (23). Además 
del efecto del VEGF sobre la vascularización, nosotros 
proponemos que puede tener un efecto beneficioso sobre 
la apoptosis en el ovario (efecto antiapoptótico).

La muerte celular por apoptosis es un mecanis-
mo por el cual se induce la atresia folicular (24). El VEGF 
reduce la apoptosis en células tumorales, mientras que la 
inhibición del VEGF con anticuerpos neutralizantes in-
duce directamente la apoptosis en estas células (25). Por lo 
tanto, además del efecto del VEGF sobre la vascularización 
y la permeabilidad vascular, podría actuar como un factor 
que protege la sobrevida de las células de la granulosa e 
inhibe la atresia de folículos antrales, llevando a un incre-
mento en el número de ovocitos ovulados.

En conclusión, nuestros hallazgos demuestran 
que la inyección directa de VEGF sobre el ovario de ra-
tonas resulta en el desarrollo de una mayor vascularización, 
promueve el desarrollo folicular y disminuye la apoptosis. 
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Figura 1.

Número de folículos antrales y luteinizados en los cuatro 
grupos. Los datos están mostrados como media±SD.     =Gru-
po Control.     = Grupo Hiperestimulado.      = Grupo tratado 
con VEGF.     =grupo tratado con VEGF e hiperestimulación. 
*p<0.005 vs. C. **p<0.05 vs. C. ***p<0.05 vs. HS. ****p<0.01 vs. 
C. ***** p=0.028 vs. C

Figura 3. 

Porcentaje de células con expresión de Bcl-2.. Los datos 
están mostrados como media±SD.     =Grupo Control.     = 
Grupo Hiperestimulado.      = Grupo tratado con VEGF.     =gru-
po tratado con VEGF e hiperestimulación.. *p<0.05 vs. C. 
**p<0.05 vs. C.
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