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Resumen

El objetivo de la investigacion fue establecer el modelo de expresion de factor
de crecimiento endotelial (VEGF) durante la foliculogénesis en el ovario
humano. La investigacion fue aprobada por el Comité de Etica de la Facultad
de Medicina de la Universidad del Zulia. Se recogieron muestras de tejido
ovarico de mujeres en edad reproductiva sometidas a cirugia ginecolégica por
enfermedad benigna. Las células de la granulosa luteinizaday el liquido
folicular se obtuvieron de mujeres sometidas a la recuperacién de oocitos para
la fertilizacién in vitro. Utilizando inmunohistoquimica, se localiz6 el VEGF
en las células de la granulosa y la teca de los foliculos antrales y en las
células luteinicas del cuerpo lateo. También se identificé en el liquido
folicular humano. EI VEGF y el ARN mensajero se identificaron por
inmunohistoquimica en la granulosa luteinizada del ovario. La hibridacion in
situ demostrd la expresion del ARN mensajero del VEGF en las células de
luteina del cuerpo luteo. Se concluye que las células de la granulosa y la teca
de los foliculos antrales y las células de luteina del cuerpo Iuteo son fuentes

de VEGF en el ovario humano.
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Su expresion es paralela al patron de la
angiogenesis ovarica y su presencia en el
liquido folicular humano sugiere un

posible papel en la formacion de este.

Palabras clave: Factor de crecimiento

endotelial, ovario; foliculogénesis;

angiogenesis.

Summary

The objective of the research was to
establish the expression model of
endothelial  growth  factor  during
folliculogenesis in the human ovary. The
research was approved by the Ethics
Committee of the Faculty of Medicine of
La University of Zulia. Ovarian tissue
samples were collected from women of
reproductive  age  who  underwent
gynecological surgery for benign disease.
Luteinized granulosa cells and follicular
fluid were obtained from women
undergoing oocyte recovery for in vitro

fertilization. Using

immunohistochemistry,  VEGF  was
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localized in the granulosa and teak cells of
the antral follicles and in the luteal cells of
the corpus luteum. It was also identified in
the human follicular fluid. VEGF and
messenger RNA were identified by
immunohistochemistry in the luteinized
granulosa of the ovary. In situ
hybridization demonstrated the expression
of VEGF messenger RNA in the lutein
cells of the corpus luteum. It is concluded
that the granulosa and teak cells of the
antral follicles and the lutein cells of the
corpus luteum are sources of VEGF in the
human ovary. Its expression is parallel to
the pattern of ovarian angiogenesis and its
presence in the human follicular fluid
suggests a possible role in the formation of

it.

Keywords: Endothelial growth factor;

ovary; folliculogenesis; angiogenesis.

Introduccion
El factor de crecimiento endotelial

vascular (VEGF) es una glicoproteina
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kilodaltons ». También es un mitdégeno
altamente especifico de las células
endoteliales vasculares ®). Se han aislado
varios tipos de clones de ADN que
codifican el VEGF humano. Estas formas

multiples resultan del corte y empalme

alternativo del ARN mensajero transcrito

de un solo gen (3)Estas variantes contienen

121, 145, 165, 189 y 206 aminoacidos
respectivamente (VEGFi21, VEGFuss,
VEGFi65, VEGF189 y VEGF206).

La transcripcion del gen VEGF que

codifica la variante de 165 aminoacidos es

la més abundante. Las dos variantes més

largas estan principalmente asociadas a

células, mientras que las formas més cortas
corresponden a proteinas secretadas

4),

El VEGF actla directamente sobre los
receptores de tirosina-quinasa especificos
codificados por los genes flt y KDR/flk-1
(5,6). Las células diana de VEGF son las
células endoteliales vasculares. EI ARN

mensajero del VEGF esta ampliamente

tejidos, incluido cerebro, glandulas

suprarrenales, corazon, células del masculo

liso de la aorta, pulmones, rifiones y

ovarios. También es producido por una
variedad de células malignas y parece

desempefiar un papel importante en la
angiogeénesis tumoral (7.8)

El crecimiento folicular y el desarrollo del

cuerpo lateo se acompafan de la formacion
de una compleja red de vasos sanguineos

capilares (9.10) Estudios en animales han
demostrado la presencia de ARN mensajero

del VEGF en células de lagranulosa y

cuerpo lateo en ovarios de roedores (11'12),

bovinos %) y primates (19 En el ovario
humano, las células de la granulosa
luteinizada expresan ARN mensajero del
VEGF. Ademas, se ha demostrado que
varias lineas celulares ovaricas normales y
neoplasicas también lo expresan (16)
Mediante estudios de inmunohistoquimica,
se ha demostrado la presencia del VEGF

inmunorreactivo células de la granulosa y

la teca durante la
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fase folicular tardia y en las células
luteinicas del cuerpo ldteo (10, 17) " Eqte

ARN mensajero también se ha demostrado

que estd presente en el cuerpo liteo
humano mediante hibridacion in situ (),
El proposito de la investigacion fue
establecer el modelo de expresion de

factor de crecimiento endotelial durante la

foliculogénesis en el ovario humano.

Materiales y métodos

La investigacion fue aprobada por el Comité
de Etica de la Facultad de Medicina de la
Universidad del Zulia. Las secciones de
tejido ovarico humano impregnadas en
parafina se obtuvieron del servicio de
Anatomia Patoldgica del Hospital Central
Dr. Urquinaona, Maracaibo, Venezuela.
Ademas, se recogieron muestras de tejido
ovarico de mujeres en edad reproductiva
sometidas a cirugia ginecoldgica por
enfermedad benigna. Las mujeres con
patologia ovarica fueron excluidas. Las

muestras fueron clasificadas de
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acuerdo con la fecha del Gltimo periodo
menstrual. También se obtuvieron células
de granulosa luteinizada y fluido folicular
de mujeres sometidas a recuperacion de
oocitos para fertilizacion in vitro. El
protocolo de estimulacion consistio en
regulacion negativa con 1 mg por dia de
acetato de leuprolide, seguido de 150 -

225 Ul por dia de hormona
foliculoestimulante desde los dias 2 - 5 mas
150 - 225 IU por dia de gonadotropina
menopausica humana desde el dia 2 hasta el
dia de la inyeccion de gonadotropina
coriénica humana. La ovulacion se indujo
con 10.000 Ul de gonadotropina coridnica
humana. La aspiracion transvaginal se
realiz6 36 horas después de la inyeccion de
gonadotropina coriénica humana.

Todas las muestras de tejido ovarico
humano que se utilizaron para la
extraccion de proteinas y ARN se
congelaron rapidamente en isopentano en
hielo seco antes de almacenarse a -70° C.

Para realizar los estudios de
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las muestras de tejido ovarico se
congelaron instantdneamente a
temperatura de corte Optimo y se
sometieron a crioseccion a 8° C usando un
micrétomo de congelacién y
posteriormente se colocaron en
portaobjetos recubiertos. Todas las
secciones se secaron expuestas al ambiente
y se almacenaron a -70° C con desecante
hasta su evaluacion.

Se recolecto liquido folicular de mujeres
sometidas a recuperacion de oocitos para
fertilizacion in vitro. Las celulas de la
granulosa luteinizada se aislaron por
centrifugacion de fluido folicular a 200 g
por cinco minutos (15 | os sedimentos
celulares se lavaron por duplicado con
medio de cultivo para agregarlos a la parte
superior de cinco mililitros de Percoll al 55
por ciento y se centrifugaron a 1.200 g por
10 minutos. Luego las células de la
granulosa se aspiraron y lavaron dos veces

para eliminar Percoll para luego sembrarlas

en camaras de cultivo en

Cadigo ISSN 2588-0551

glutamina (0,3 g/L), penicilina (100,000

U/L), estreptomicina (100 mg/L),

transferrina humana (10picog/mL) e
insulina bovina (5 picog/mL). Las células
se cultivaron durante 48 horas a 37° C en
una incubadora humidificada con 5 % de
COa.

Para realizar la inmunohistoquimica, las
secciones ovaricas congeladas se fijaron
durante 20 minutos en formalina neutra al
10 % y se procesaron para la tincion
inmunocitoquimica usando el sistema de
peroxidasa. Las secciones se lavaron dos
veces con fosfato salino, pH 7,4, y se
trataron con 0,1 % de Triton X-100 en
fosfato salino durante diez minutos a
temperatura ambiente. Para bloquear la
peroxidasa enddgena, las secciones se
trataron con peréxido de hidrogeno al tres
por ciento en metanol durante diez minutos
a temperatura ambiente. Todas las
secciones de tejido incluidas en parafina se
trataron con xileno usando tres cambios

durante diez minutos cada una, y se
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alcoholes graduados. Posteriormente, las
secciones se trataron con tripsina, se
lavaron extensivamente con fosfato salino

y Se procesaron para inmunocitoquimica
usando tincién con inmunoperoxidasa. Los
sitios de union no especificos se saturaron
mediante secciones de incubacién durante
30 minutos en fosfato salino que contenia
10 % de suero de cabra. Las secciones
fueron incubadas luego durante una hora a
temperatura ambiente con un anticuerpo
policlonal monoespecifico contra VEGF
humano a una dilucién final de 1:1.000 en
fosfato salino. Después las secciones se
incubaron sucesivamente durante 30
minutos con IgG de conejo a una dilucion
final de 1:500 en fosfato salino. A
continuacion, las secciones se lavaron e
incubaron durante 45 minutos con
complejo macromolecular de avidina /
biotinilado en fosfato salino. EI VEGF
inmunorreactivo se identific6  mediante
3,3'-diaminobenzidina

sustrato de

peroxidasa. Las secciones se tifieron con

xileno y montaron permanentemente. Los
experimentos de control negativo se
realizaron incubando secciones con suero
de conejo normal en lugar del anticuerpo
primario.

En el anélisis de Northern Blot se utilizo el
ARN total de las células de la granulosa
luteinizada se extrajo con reactivo RNA
Stat-GO. Se desnaturalizaron 10, 15y 20
microgramos de ARN calentando muestras
hasta 60° C durante 15 minutos en &cido 3-
N-morfolinpropanosulfénico, con 6 % de
formaldehido y 50 % por ciento de
formamida y se agreg6 a gel de agarosa al
1 % que contenia 0,66 M de formaldehido.
Después de la electroforesis, el ARN fue
transferido sobre una membrana nailon
Nytran mediante electrotransferencia e
inmovilizado por reticulacion ultravioleta.
Las transferencias se para prehibridacion a
42° C durante cuatro horas en una solucion
con solucion de Denhardt, 50 % de

formamida, 0,1 % de diacetilsulfato de
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desnaturalizado y 0,5 pg/ml de ARN de
transferencia. Se detectd la transcripcion
del VEGF por una sonda de hibridacion
marcada. Las transferencias se hibridaron
durante la noche a 42° C en una solucion de
prehibridacion que contenia 106 cpm/mL
de la sonda marcada. Después de la
hibridacién, se elimind el is6topo libre
lavando las transferencias dos veces en
fosfato salino  estandar con 4cido
etilendiaminotetraacético, 0,1 por ciento de
diacetilsulfato  sodico a temperatura
ambiente durante 15 minutos, dos veces en
fosfato salino  estandar con 4cido
etilendiaminotetraacético, otra vez con 0,1
% diacetilsulfato sédico a 37° C durante
15 minutos y nuevamente con fosfato salino
estandar con acido
etilendiaminotetraacético y 0,1 % de
diacetilsulfato sodico a 60° C por 30
minutos. La autorradiografia se realiz6 a -
70° C con pantallas intensificadoras. El
tamafio del ARN mensajero se determind

mediante el uso  de marcador de escala de

Durante la evaluacion con Western Blot,
los restos celulares se eliminaron del

fluido folicular mediante centrifugacion a
16.000 g por 15 minutos a 4° C. La proteina
en el sobrenadante se cuantifico usando el
método de ensayo de proteina Coomassie.
Se fraccion6 una cantidad igual (100 picog)
de la proteina en gel de poliacrilamida-
diacetilsulfato sodico al 10

% en condiciones reductoras y se transfirié
a una membrana de polimero de
polivinildenediflorida mediante
electrotransferencia. Los sitios de unién no
especificos se saturaron incubando
membranas durante una hora en el reactivo
de blogueo preparado en solucién salina
amortiguadora Tris con Tween-20. Las
membranas se expusieron después a una
dilucién 1:1000 de anticuerpo policlonal
anti-VEGF de conejo en fosfato salino que
contenia 0,1 % de albimina de suero
bovino purificada durante una hora a
temperatura ambiente. Después de varios

lavados  con la  solucion salina
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amortiguadora Tris con Tween-20, las
membranas se incubaron durante 30
minutos a temperatura ambiente en una
solucion que contenia una 1IgG marcada
con peroxidasa en una dilucién final de
1:1500. Las proteinas inmunorreactivas se
visualizaron utilizando
quimioluminiscencia mejorada. La masa
molecular de las proteinas se determino
corriendo la proteina marcadora de masa
molecular estandar en un carril contiguo.
Para la hibridacion in situ, las secciones
ovaricas congeladas se descongelaron y se
fijaron en paraformaldehido al 4 % y
fosfato salino durante diez minutos a
temperatura ambiente. Después de tres
lavados con fosfato salino, las secciones se
trataron con 0,1 % de Triton X-100
durante diez minutos a temperatura
ambiente. Para bloquear las cargas
positivas en los tejidos, las secciones se
acetilaron durante diez minutos en
anhidrido acético al 0,25 % en 0,1 M de
trietanolamina a pH 8,0. Las secciones se

enjuagaron luego en citrato de sodio salino
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de doble concentracion, se deshidrataron
en soluciones de concentracion de etanol
ascendentes y se secaron al vacio con
desecante. La hibridacion se realizd
incubando las secciones en una cdmara
humidificada durante 18 horas a 42° C en
solucién de hibridacién que contenia 50 %
de formamida, 0.3 M de cloruro de sodio,
10 mM de Tris (pH 8.0), 1 mM de &cido
etilendiaminotetraacético, 0,1 % de citrato
de sodio salino, solucion de Denhardt, 200
picog de ARN de transferencia, 200
picog/mL de ADN desnaturalizado de
esperma de salmén, 10 mM de ditiotreitol,

10 % (peso/volumen) de sulfato de dextran
y1lx 108 cpm/mL sonda de hibidacién

marcada de ARN de VEGF. Los
experimentos de control negativo se
realizaron por hibridacién de secciones
con la sonda de ARN de VEGF marcada.
La sonda de hibridacion de VEGF se uni6
a un vector que contenia un sitio promotor
T7y SPG y luego se transformo en células
competentes JM 109. El vector se extrajo,

purificd y localiz6 utilizando enzimas de
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hibridacion de ARN se transcribieron a
partir de moldes de ADN alineados usando
un kit de transcripciéon. El is6topo no
incorporado se elimind por cromatografia
en columnas Sephadex G-

50. Después de la hibridacion, las secciones
se lavaron cuatro veces durante cinco
minutos cada una cuatro veces con citrato
de sodio salino y se trataron durante 30
minutos a 37° C con 50 picog/mL de

ARNasa A en 0,5 M de cloruro de sodio, 10

mM de Tris (pH 8,0) y 1 mM
de acido
etilendiaminotetraacético. Los

portaobjetos se lavaron dos veces con
citrato de sodio salino durante cinco
minutos cada vez a temperatura ambiente,
una vez en citrato de sodio salino durante
diez minutos a temperatura ambiente, una
vez en 0,5 x citrato de sodio salino durante
diez minutos a temperatura ambiente y
luego una vez con citrato de sodio salino
durante 30 minutos a 60° C. Los

portaobjetos se deshidrataron, se secaron

Cadigo ISSN 2588-0551

Kodak NTB-2 y se expusieron durante 10
dias a 4° C. Se extendieron las muestras
sobre portaobjetos y posteriormente se
tifieron ligeramente con hematoxilina y se
montaron permanentemente.

Resultados

Las células de la granulosa de foliculo
atrésico no mostraron inmunotincion para
VEGF (Figura 1A). Los foliculos ovéricos
preantrales tampoco se tifieron para VEGF
(figura 1B). Los foliculos de Graaf
exhibieron inmunotincion intensa para
VEGF en las células de los cimulos de la
granulosa (figura 2A). Por otra parte, los
foliculos antrales mostraron
inmunotincion positiva tanto en las capas
de células de la teca como de la granulosa
(figura 2B). En el cuerpo lateo, tanto las
células luteinicas grandes como pequefias
se presentaron inmunotincidn positiva para
VEGEF (figura 2C).

Las células de la granulosa luteinizada

obtenidas de mujeres sometidas a

fertilizacion in vitro se tifieron
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intensamente para VEGF (figura 3). El
andlisis de transferencia usando ARN
extraido de células de granulosa humanas
cultivadas revelo la presencia de ARNm de
VEGF a 3,9 KB.

Cuando se examind un cuerpo luteo
mediante hibridacion in situ, las células de
luteina se hibridaron fuertemente con una
sonda para VEGF (figura 4A). No se
detectd hibridacion significativa con la
sonda de deteccion correspondiente (figura
4B).

El anélisis para VEGF en fluido folicular
humano obtenido de pacientes sometidos a
fertilizacion in vitro revel6 dos bandas a
23 KD correspondientes a la proteina

VEGF en todas las muestras analizadas.

Discusion

La angiogénesis es la generacion de
vasos sanguineos capilares nuevos. Ocurre
como un proceso subyacente fundamental
en varias condiciones fisioldgicas y
patoldgicas. En el sistema reproductivo

femenino la angiogénesis
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ocurre como un evento normal tanto en
ovario como en utero. La foliculogénesis
ovarica ciclica y la formacion del cuerpo
luteo estan acompariadas por el desarrollo
de una compleja red de capilares (0,11).
Mientras que los foliculos preantrales no
tienen un suministro vascular propio, poco
después que se desarrolla el antro, el
foliculo adquiere una red vascular desde la
teca. Después de la ruptura folicular, los
vasos tecales extienden una red rica de
microvasos que invade y proporciona
nutrientes al cuerpo lGteo en desarrollo.
Estos cambios en el patrén vascular
sugieren la liberacion local de factores
angiogenicos. Los nuevos capilares son
altamente permeables, 1o que permite el
transporte de moléculas grandes como la
lipoproteina de baja densidad. Estas
moléculas son esenciales para el suministro
de grandes cantidades de colesterol
necesarias para la esteroidogénesis durante
la fase lutea y el embarazo temprano.

El foliculo seleccionado para la ovulacion

10/18


http://www.inspilip.gob.ec/

(&) Revista cientifica digital INSPILIP

Cadigo ISSN 2588-0551

posee una microvasculatura mas extensa que
otros foliculos, lo que mejora la
administracion de gonadotropinas, como lo
demuestra la presencia de gonadotropina

coridnica radiomarcada al foliculo en
. (20) .
maduracion /. Las celulas de la granulosa

y la teca de los foliculos ovaricos son
fuentes de actividad angiogenica, que parece
estar bajo el control de las gonadotropinas

D) Estudios previos han establecido la

importancia del VEGF en la angiogénesis
del cuerpo luteo. El tratamiento de ratas con
receptores solubles de Flt-1 truncados, que
inhiben la bioactividad del VEGF, produce

supresion completa de la angiogénesis y la
funcion del cuerpo luteo 22) Los hallazgos
de esta investigacién amplian los hallazgos

de estudios previos que confirman que la

expresion de VEGF es paralela al

desarrollo vascular durante la
foliculogénesis y la formacion del cuerpo
luteo. Se debe destacar que las células del
cimulo de la granulosa parecen mostrar

inmunotincion mas intensa que las células
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de la granulosa mural o las de la teca. La
importancia de este hallazgo no esté clara.
El mecanismo de la formacién de liquido
folicular es poco conocido. Los hallazgos
de esta investigacion confirman los
resultados de estudios previos que
demuestran la presencia del VEGF en el
liquido folicular humano obtenido en la
aspiracion transvaginal de mujeres
sometidas a fertilizacién in vitro (23-25).
Se ha propuesto que la secrecién local del
VEGF por las células de la granulosa hace
que los microvasos tecales sean mas
permeables, llevando al aumento de la
extravasacion de plasmay, por lo tanto,
provoca acumulacién de liquido antral en
los foliculos en maduracion.

El sindrome de hiperestimulacion ovarica
es una complicacion rara, pero grave de la
fertilizacion in vitro. No obstante, su
mecanismo fisiopatol6gico del sindrome
todavia no se comprende completamente.
Las caracteristicas distintivas son aumento
del volumen del ovario y acumulacion

aguda de fluido hacia un tercer
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componente. Este cambio en

acumulacién de liquidos es secundario a

mayor permeabilidad capilar

considera que puede estar mediada por
alguna sustancia de origen ovarico. Se han
propuesto varios elementos como posibles
mediadores, incluyendo prostaglandinas,

histamina, serotonina, prolactina y renina

(26)

evidencia para sefialar a alguna de estas

sustancias como factor etiologico.

Se han demostrado altas concentraciones
de VEGF en liquido ascitico de pacientes
con sindrome de hiperestimulacion ovarica
(27) y varios estudios han demostrado
concentraciones elevadas de VEGF en el

suero y el liquido folicular de mujeres

con sindrome

hiperestimulacién ovarica (28-30) Tanto el

liquido folicular como peritoneal de

pacientes con alta  respuesta
hiperestimulaciéon  ovarica  controlada
muestran aumento significativo en la tasa

de permeabilidad a través de celulas

endoteliales in vitro (31), Estudios in vitro
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Sin embargo, no existe suficiente

demostraron la capacidad de los anticuerpos
anti-VEGF para revertir la permeabilidad de
las células endoteliales de liquido folicular

obtenido de pacientes con sindrome de
hiperestimulacion ovérica (32) Los ovarios

de mujeres con sindrome de ovarios
poliquisticos ~ muestran una  fuerte

inmunotincion para VEGF en células
estromales 18, Las pacientes con sindrome

de ovarios poliquisticos tienen niveles
séricos elevados de VEGF, asi como

aumento en el flujo sanguineo ovarico

(29,33),

Los factores que regulan la expresion del
ARN mensajero del VEGF no se conocen
completamente. Sin embargo, se ha

demostrado que la hipoxia regula
positivamente la sintesis del VEGF (34),

La expresibn de ARN mensajero por
células granulosas luteinizadas humanas se

potencia en presencia la gonadotropina
corionica humana ©®. Tanto el estradiol

como el acetato de medroxiprogesterona

potencian la expresién de ARN mensajero

12/18


http://www.inspilip.gob.ec/

Revista cientifica digital INSPILIP Cddigo ISSN 2588-0551

&

del VE an-—calhulas.  endomae

cultivadas ®®. La gonadotropina corionica cronica, asi como la degeneracion o atresia
humana, hormona foliculoestimulante folicular.

recombinante y prostaglandina-E2

estimulan la expresion de ARN mensajero
del VEGF en células granulosas
luteinizadas 7). Estos factores, junto con el
patrén de expresion de VEGF, asocian en
forma significativa a las gonadotropinas
como las principales reguladoras del ciclo

ovarico.

Conclusién

Los datos de la investigacion demuestran
que las fuentes del VEGF en el ovario
humano son las células de la granulosa y
teca de los foliculos antrales y las células
luteinizadas del cuerpo IGteo. La expresion
del ARN mensajero del VEGF es similar al
patron del desarrollo vascular durante la
foliculogénesis y formacion del cuerpo
luteo, demostrando que todo esto esta
regulado por hormonas. Por otra parte, la

expresion aberrante del VEGF puede ser
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Figura 1. Ausencia de inmunotincién para VEGF en (A) células de la granulosa de foliculo

atrésico y (B) foliculo preantral. Secciones de parafina coloreados con hematoxilina. 200X.

Figura 2. Inmunotincion para VEGF del foliculo antral. (2A) Foliculo de Graff, (2B) foliculo

antral y (2C) cuerpo luteo. Secciones de parafina coloreados con hematoxilina. 200X.
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Figura 3. Inmunotincién para VEGF de las células de la granulosa luteinizadas con

anticuerpos para VEGF. Secciones de parafina coloreados con hematoxilina. 200X.

Figura 4. Hibridacion in situ del cuerpo lateo. (4A) Las zonas negras de la seccion por la

sonda de prueba de VEGF. (4B) Las zonas oscuras, similar a la seccion de la 4A, pero con
hibridacion con la sonda de control para VEGF.
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