
[Escribir texto] 
 

 

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES 

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales 

Departamento de Química Biológica 

 

¿Contribuye la angiogénesis a la perpetuación de un 

estado inflamatorio crónico del testículo que resulta en 

infertilidad? 

 
 

Tesis presentada para optar por el título de Doctor de la Universidad de Buenos 
Aires en el área: QUÍMICA BIOLÓGICA 

 
      

 

 
Directora de tesis: Dra. Vanesa Anabella Guazzone 
Consejero de estudios: Dr. Norberto Zwirner 

 
 

Instituto de Investigaciones Biomédicas (INBIOMED, UBA-CONICET) 
Facultad de Medicina, UBA 

 
 
Buenos Aires, 2019 



[Escribir texto] 
 

 

¿Contribuye la angiogénesis a la perpetuación de un 

estado inflamatorio crónico del testículo que resulta en 

infertilidad?



 _____________________________________________________________________ RESUMEN 
 



 ____________________________________________________________________________ RESUMEN 

 

RESUMEN  

La orquitis autoinmune experimental (OAE) es un modelo útil para estudiar la 

autoinmunidad específica de órgano y la inflamación crónica testicular asociadas 

a infertilidad. La progresión de la OAE se acompaña de un aumento en el 

porcentaje de células endoteliales (CE) y en el número de vasos sanguíneos 

testiculares (VST). El factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGFA) es el 

principal regulador de la angiogénesis fisiológica y patológica. Nos propusimos 

evaluar la relevancia de la angiogénesis mediada por VEGFA en la patogénesis 

de la OAE inducida en ratas mediante inmunización activa con homogenado 

testicular y adjuvantes. VEGFA se localizó en CE, células de Leydig y macrófagos 

testiculares. El máximo contenido de VEGFA testicular y sistémico precedió al 

desarrollo de la OAE. El VEGFR1 se localizó en CE testiculares, mientras que el 

VEGFR2 fue encontrado en células germinales y células musculares lisas. A su vez, 

ambos receptores se expresaron en células de Leydig y con morfología tipo 

macrófago del intersticio testicular. El aumento de la expresión de VEGFR2 ocurrió 

previamente al desarrollo de la OAE y ambos receptores fueron regulados 

negativamente en la orquitis. La inhibición específica de VEGFA in vivo redujo la 

incidencia y la severidad de la OAE, así como también el número de VST. Nuestros 

resultados demuestran la relevancia del eje VEGFA-VEGFR durante el desarrollo de 

la orquitis y sugieren que VEGFA podría ser un indicador temprano de patologías 

inflamatorias testiculares. 
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Does angiogenesis contribute to the perpetuation of a chronic 

inflammation of the testis resulting in infertility? 

ABSTRACT 

Experimental autoimmune orchitis (EAO) is a useful model to study organ 

specific autoimmunity and chronic testicular inflammation associated to infertility. 

The progression of EAO in rodents is accompanied by a significant increase of the 

testicular endothelial cells (EC) percentage, consistent with an increased number 

of interstitial testicular blood vessels (TBV). Vascular endothelial growth factor A 

(VEGFA) is the principal regulator of physiological and pathological angiogenesis. 

We evaluated the role of angiogenesis mediated by VEGFA in the pathogenesis of 

EAO induced in adult rats by active immunization with testis homogenate and 

adjuvants. VEGFA was expressed in EC, Leydig and testicular macrophages. The 

maximum content of VEGFA in testis and serum preceeded the development of 

EAO. VEGFR1 was localized in testicular EC, while VEGFR2 was found in germ cell 

and vascular smooth muscle cells. Furthermore, both receptors were expressed in 

testicular interstitial cells. VEGFR2 increased before the development of EAO, and 

both receptors were downregulated in orchitis. Additionally, in vivo specific 

inhibition of VEGFA reduced the incidence and severity of EAO as well as the 

number of TBV. Our results highlight the relevance of the VEGFA-VEGFR axis during 

the development of orchitis and suggest that VEGFA could be an early marker of 

testicular inflammatory pathologies. 
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ABREVIATURAS 

Ac Anticuerpo 

 

AFC Adjuvante de Freund Completo 

 

Ang Angiopoyetina 

 

BHT Barrera hemato-testicular 

 

Bp Bordetella pertusis 

 

BSA Albúmina de suero bovino 

 

C Control 

 

CD Células dendríticas 

 

CE Células endoteliales 

 

CG Células germinales 

 

CH Cámara húmeda 

 

E Experimental 

 

ES Error estándar 

 

HIF Factor inducible por hipoxia 1α 

 

HT Homogenado testicular 

 

Ig Inmunoglobulina 

 

IL Interleucina 

 

IFN Interferón 

 

MCA Membrana corioalantoidea de 

codorniz 
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MCP1 Proteína quimioatractante de 

monocitos 1 y su receptor 

 

MIP Proteína inflamatoria de macrófagos 

 

Min Minutos 

 

MMP Metaloproteinasa de matriz 

 

N Normal 

 

OAE Orquitis autoinmune experimental 

 

ON Óxido nítrico 

 

ONS Óxido nítrico sintasa 

 

PBS Buffer fosfato salino 

 

Pc Peso corporal 

 

PDGF Factor de crecimiento derivado de 

plaquetas 

 

PIGF Factor de crecimiento placentario 

 

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

 

Pt Peso testicular 

 

ROS Especies reactivas del oxígeno 

 

TBS Buffer tris salino 

 

TGF Factor de crecimiento transformante 

 

Th Linfocito T colaborador 

 

TNF Factor de necrosis tumoral 
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Treg Linfocito T regulador 

 

TS Túbulos seminíferos 

 

VEGF Factor de crecimiento endotelial 

vascular 

 

VEGFR Receptor del factor de crecimiento 

endotelial vascular 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Inmunoprivilegio testicular 

El testículo es considerado un órgano inmunoprivilegiado ya que sus 

células germinales (CG) están protegidas de la acción de distintas noxas así 

como de reacciones inmunes a antígenos propios. La liberación de nuevos 

antígenos espermáticos expresados en la pubertad, aparece como un desafío 

al sistema inmune ya que ocurre luego del establecimiento de los mecanismos 

de tolerancia; sin embargo, no desencadenan una reacción inmunológica. El 

mantenimiento del inmunoprivilegio está dado por la existencia de una barrera 

hemato-testicular (BHT) y por la secreción de factores inmunosupresores 

liberados al microambiente testicular por las células de Sertoli, Leydig, 

peritubulares y macrófagos (Li y col., 2012; Zhao y col., 2014). La BHT esta 

formada por uniones estrechas de células de Sertoli adyacentes que reducen 

la entrada de anticuerpos, moléculas del intersticio y leucocitos hacia los 

túbulos seminíferos (TS). Recientemente, Tung y col. (2017) han demostrado que 

existe una liberación basal de antígenos de células meióticas que atraviesan la 

BHT y contribuyen al mantenimiento de una tolerancia fisiológica dependiente 

de linfocitos T regulatorios (Tregs). Los Tregs cumplen un rol crítico en la 

prevención de la autoinmunidad órgano específica ya que han sido 

postulados como moduladores de la respuesta inmune actuando a través de 

mecanismos locales y sistémicos (Sakaguchi y col., 2008). Además de formar 

una barrera física, las células de Sertoli secretan factores inmunosupresores 

como la galectina 1 (Pérez y col., 2015; Gao y col., 2016) y anti-inflamatorios 

como el factor de crecimiento transformante (TGF) β y activina A (Avallet y col., 
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1994; Phillips y col., 2009). Las células de Leydig contribuyen al microambiente 

inmunosupresor mediante la liberación de TGFβ y testosterona (Head y 

Billingham, 1985; Cheng y col., 2016). Por otro lado, la interleucina (IL) 10 

secretada por los macrófagos testiculares inhibe la activación de linfocitos T 

efectores (Wang y col., 2017). Otros factores que modulan la respuesta 

inflamatoria son las kinureninas, productos del catabolismo del L-triptofano por 

la enzima indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO) (Badawy y col., 2016; Mellor y col., 

2017). En estudios previos hemos identificado que la expresión y la actividad de 

IDO están disminuidas en el testículo de ratas con inflamación crónica y que su 

bloqueo específico in vivo incrementa la severidad de la lesión testicular, 

sugiriendo que un mecanismo basado en IDO también estaría participando en 

el inmunoprivilegio testicular (Gualdoni y col., 2019). 

A pesar del inmunoprivilegio, el testículo tiene la capacidad de montar 

una respuesta inflamatoria efectiva para combatir infecciones virales y 

bacterianas. El delicado equilibrio entre el inmunoprivilegio y la inflamación es 

modulado por las citocinas que desempeñan un doble papel como 

inmunosupresores y mediadores pro-inflamatorios. En situaciones patológicas, el 

desbalance entre la tolerancia y la capacidad de la respuesta inmune llevan 

al desarrollo de un cuadro inflamatorio testicular induciendo alteraciones 

severas de la espermatogénesis que pueden causar subfertilidad o infertilidad 

(Jacobo y col., 2011). Según Weidner y col. (2013) las infecciones que resultan 

en reacciones inflamatorias del tracto masculino, son una de las causas 

significativas de infertilidad y tienen una incidencia entre el 6-10 % de los 

pacientes que llegan a la consulta andrológica. La orquitis o la epidídimo-

orquitis también pueden evolucionar debido a una infección a nivel sistémico 
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(Dejucq y Jegou, 2001); o debido a causas no-infecciosas tales como factores 

ambientales y reacciones autoinmunes (Chan y Schlegel, 2002 a, b; Schuppe y 

Meinhardt, 2005). En pacientes asintomáticos con fertilidad alterada, 

aproximadamente el 30% de los casos presentan lesiones inflamatorias 

testiculares de origen desconocido (Schuppe y col., 2001). En cuanto a una 

posible base inmunológica, se han reportado dos tipos de orquitis en humanos: 

la orquitis granulomatosa y la orquitis más común conteniendo múltiples focos 

de inflamación linfomonocitaria (Suominen y Söderström, 1982; Chan y 

Schlegel, 2002a, b). En el primer caso, los pacientes presentan dolor, 

inflamación o endurecimiento escrotal. A nivel histológico, los TS son 

reemplazados por granulomas conteniendo linfocitos T, macrófagos y células 

gigantes multinucleadas (Taurog y col., 2012). En el segundo caso, las células 

intersticiales infiltrantes forman cúmulos rodeando los TS y eventualmente los 

invaden, si la BHT se encuentra alterada (Schuppe y col., 2008). Para 

diagnosticar este tipo de patologías, generalmente, es necesario realizar un 

análisis histopatológico de biopsias testiculares, sin embargo dado el carácter 

invasivo de las mismas este tipo de procedimiento es raramente utilizado en la 

clínica andrológica (Lustig y col., 2014).  

 

1.2 Orquitis Autoinmune Experimental 

La orquitis autoinmune experimental (OAE) constituye un modelo útil para 

estudiar la autoinmunidad específica de órgano e inflamación crónica 

testicular ya que refleja fehacientemente los cambios patológicos descriptos 

en pacientes infértiles (Tung y col., 2014).  
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El modelo de OAE en la rata, que se desarrolló en nuestro laboratorio, es 

inducido por inmunizaciones activas con homogenado testicular (HT) y 

adyuvantes (Doncel y col., 1989) y se caracteriza, en su fase inicial o focal, por 

la presencia de infiltrados celulares inflamatorios en el intersticio testicular y por 

múltiples focos de TS con distinto grado de descamación del epitelio germinal. 

En este momento aún permanecen TS con espermatogénesis normal. En una 

fase crónica o severa de la orquitis, la densidad celular del infiltrado 

linfomonocitario se incrementa, extendiéndose a todo el órgano, así como 

también el área de TS dañados, en los cuales sólo células de Sertoli y 

espermatogonias permanecen adheridas a la pared tubular. La descamación 

del epitelio germinal, ocasionado por la apoptosis que sufren las CG, se 

correlaciona con la atrofia y consecuentemente con la disminución del 

diámetro de los TS resultando en una carencia total de espermatozoides 

maduros y consecuentemente en infertilidad (Theas y col., 2003). Las células  de 

Sertoli sufren un proceso de vacuolización en su citoplasma y alteraciones 

funcionales tales como la disminución de la expresión de inhibina α (Suescun y 

col., 2001). Por otro lado, las células de Leydig mantienen su ultraestructura 

normal así como su capacidad de sintetizar testosterona, aunque Suescun y 

col. (1997) describieron que estas células pueden sufrir procesos de hipertrofia e 

hiperplasia. La población celular infiltrante del intersticio testicular durante el 

desarrollo de la OAE se compone de linfocitos T, macrófagos y células 

dendríticas (CD).En cuanto a las subpoblaciones de linfocitos T, se detectó un 

incremento en el número de células efectoras CD4+ Th1, productores del factor 

de necrosis tumoral (TNF) α e interferón (IFN) γ, Th17, productores de IL 17, así 

como también de linfocitos Tregs Foxp3+ (Jacobo y col., 2009; Jacobo y col., 
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2011). Las citocinas relacionadas con los perfiles de respuesta Th1 y Th17 

promueven el desarrollo de reacciones inflamatorias favoreciendo la secreción 

de factores pro-inflamatorias y quimiocinas (Dardalhon y col., 2008). A pesar de 

que el número de linfocitos Tregs aumenta, dichas células son incapaces de 

suprimir en forma eficiente la inflamación, debido a que son superadas 

numéricamente por las subpoblaciones de linfocitos T efectores. 

Los macrófagos testiculares constituyen una población heterogénea que 

incluye macrófagos residentes [reconocidos por el anticuerpo (Ac) anti-ED2] 

que poseen funcionalmente un perfil inmunosupresor y macrófagos pro-

inflamatorios (reconocidos por el Ac anti-ED1) que provienen de la circulación 

sanguínea (Dijkstra y col., 1985). Estos últimos, pueden transformarse en ED2+ en 

el microambiente testicular, existiendo una población intermedia (ED1+ ED2+) 

que conjuntamente con los ED1+, predomina en la OAE (Rival y col., 2008). A 

pesar de que los macrófagos ED2+ sintetizan abundantes citocinas y otros 

mediadores involucrados en el inmunoprivilegio testicular, la llegada masiva de 

macrófagos ED1+ al testículo altera drásticamente la composición de las 

subpoblaciones induciendo un cambio en el balance de citocinas y factores a 

favor de aquellos involucrados en el desarrollo de una respuesta inflamatoria. 

Otras células presentadoras de antígenos evaluadas en el modelo fueron 

las CD, su número se encuentra aumentado en el testículo con OAE y poseen 

un fenotipo maduro e inmunogénico. En efecto expresan IL10, IL12p35 y el 

receptor de quimiocinas CCR7 indicando que estas células tienen la 

capacidad de desplazarse a los ganglios linfáticos drenantes del testículo 

cuando están activadas. La amplificación progresiva de la respuesta 

autoinmune y la continua presentación de antígenos por parte de las CD a los 
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linfocitos, conducen a un estado crónico de la OAE (Rival y col., 2006b; Rival y 

col., 2007; Guazzone y col., 2011). 

Como se mencionó anteriormente, el daño que se produce en los TS 

durante el desarrollo del cuadro autoimune se debe a la muerte por apoptosis 

de los espermatocitos y las espermátides. Se demostró que el TNFa, la IL6 y el 

FasL inducen la apoptosis de las CG a través de sus receptores específicos 

TNFR1, IL R6 y Fas respectivamente que se encuentran aumentados; y esto 

ocurre simultáneamente con un incremento en el daño testicular (Theas y col., 

2008; Pérez y col., 2012; Rival y col., 2006a; Jacobo y col., 2012; Theas y col., 

2003). Otro factor involucrado en el daño de los TS es el estrés oxidativo 

generado por los valores elevados del óxido nítrico (ON) y por 

hiperperoxidación lipídica. Particularmente, se vio que estos eventos favorecen 

el arresto del ciclo celular de las CG, la apoptosis y la senescencia. Al estudiar 

la acción del inhibidor competitivo de la enzima óxido nítrico sintasa (ONS) se 

observó una disminución en la incidencia y la severidad de la OAE en la rata. El 

aumento en la expresión de la ONS endotelial observado en el intersticio 

testicular asociado a su relevancia en el desarrollo del cuadro autoinmune han 

llevado a postular al sistema ON-ONS como uno de los mecanismos 

involucrados en la disfunción testicular observada en la orquitis (Jarazo Dietrich 

y col., 2012; Jarazo Dietrich y col. 2015). 

Como se mencionó previamente, gran parte de las alteraciones tisulares 

descriptas en la OAE, se deben a la importante extravasación leucocitaria 

intersticial característica del cuadro. Este evento está favorecido por un 

aumento en la producción de la proteína quimioatractante de monocitos 

(MCP) 1 y las proteínas inflamatorias de macrófagos (MIP) 1 α y β. Además, se 
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observó una expresión aumentada de CD44 y CD106 en el endotelio de los 

vasos sanguíneos testiculares (Guazzone y col., 2009; Guazzone y col., 2005). La 

interacción de estas moléculas presentes en las células endoteliales (CE) con el 

ligando de CD106 (CD49d) expresado en un mayor porcentaje de leucocitos 

estarían facilitando la transmigración endotelial (Guazzone y col., 2012). 

Finalmente cabe destacar, que tanto en la rata como en el ratón, la progresión 

del cuadro de orquitis se asocia a un aumento significativo del porcentaje de 

CE CD31+ y a un incremento del número de vasos sanguíneos testiculares 

(Guazzone y col., 2012; Pérez y col., 2015) destacando un proceso angiogénico 

en curso. 

 

1.3 Angiogénesis 

 

 Conceptos generales 

A medida que el embrión crece, alcanza un determinado tamaño que ya 

no le permite intercambiar nutrientes, residuos metabólicos y gases por difusión 

pasiva; por lo tanto, requiere de la formación de un sistema vascular 

especializado. Los vasos sanguíneos y el corazón son los primeros órganos 

funcionales en desarrollarse en los mamíferos, pero la vasculatura sigue 

remodelándose dinámicamente en la vida adulta, incluso cuando los órganos 

funcionan correctamente. Una serie de mecanismos genéticos, epigenéticos, 

moleculares, de señales y comportamientos celulares controlan espacialmente 

y temporalmente todas las etapas del desarrollo vascular (Adams y Alitalo, 

2007; Jain, 2003). En el desarrollo de las redes vasculares intervienen dos 

procesos: vasculogénesis y angiogénesis. Durante el periodo embrionario, la 
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vascularización se produce por la diferenciación in situ de hemangioblastos a 

CE (vasculogénesis) (Yamasaki Morita, 2006; Ucuzian y col., 2010); mientras que 

en los individuos adultos, los nuevos vasos sanguíneos se forman principalmente 

a través de la angiogénesis (Melincovici y col., 2018) asociada a procesos 

fisiológicos como el ciclo menstrual, el embarazo, la cicatrización y la 

reparación de heridas. La angiogénesis también se asocia a procesos 

patológicos de inflamación, autoinmunidad y crecimiento tumoral (Ferrara y 

Adamis, 2016), motivo por el cual es el blanco de las terapias clínicas.  

Históricamente, el término angiogénesis era usado para describir la 

formación de nuevos brotes endoteliales a partir de vénulas post-capilares pre-

existentes. Recientemente, este concepto ha sido utilizado para denotar los 

procesos de crecimiento y de remodelación de una red vascular primitiva a 

una compleja (Carmeliet, 2000; Chung y Ferrara, 2011). Los mecanismos 

involucrados en estos procesos son: a) la proliferación y migración de CE 

móviles que descomponen la matriz extracelular circundante y lideran el 

crecimiento de nuevos brotes vasculares que se agrupan y canalizan 

reestableciendo la membrana basal y las adhesiones endoteliales (sprouting); 

b) la elongación de las vénulas o capilares pre-existentes divididos por pilares 

de células periendoteliales (unsprouting); c) y la incorporación de precursores 

de CE circulantes hacia la pared de los vasos sanguíneos. Independientemente 

al mecanismo, la angiogénesis contempla múltiples cascadas de señalización, 

así como interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular (Chung y 

Ferrara, 2011). Dentro de las interacciones célula-célula, las células 

periendoteliales estabilizan a los nuevos vasos sanguíneos ejerciendo un control 

hemostático y protegiendo al endotelio de ruptura o regresión, ya que los vasos 
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pueden sufrir fácilmente una regresión mientras no estén cubiertos por células 

musculares lisas (Benjamin y col., 1998). 

 

 Regulación de la angiogénesis 

La regulación de la angiogénesis involucra a un número crítico de 

factores de crecimiento, citocinas, cascadas de señalización y procesos 

celulares que son disparados en respuesta a estímulos inflamatorios o 

isquémicos. Una desregulación del equilibrio entre factores pro-angiogénicos y 

factores anti-angiogénicos pueden conducir a una angiogénesis excesiva o 

contribuir a la angiogénesis insuficiente en condiciones patológicas (Oklu y col., 

2010). 

Los factores de crecimiento implicados en la regulación positiva de la 

angiogénesis son el factor de crecimiento fibroblástico (FGF) ácido y el FGF 

básico (Pugh-Hmphreys, 1992), el factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF) (Berse y col., 1992), el VEGF derivado de la glándula endocrina 

(EGVEGF) (Ferrara y col., 2004a), las angiopoyetinas (Ang) 1 y 2 (Gale y 

Yancopoulos, 1999; Maisonpierre y col., 1997), el factor de crecimiento 

placentario (PIGF) 1 (Kumazaki y col., 2002), el factor de crecimiento derivado 

de plaquetas (PDGF) (Battegay y col., 1994), el factor de crecimiento de 

hepatocitos (HGF) (Rossen y col, 2007), los factores de crecimiento tipo insulina 

(IGF) 1 y 2 (Rissanen y col., 2002) y el TGFβ (Sunderkotter y col., 1994). Los FGF, 

VEGF y PIGF pueden encontrarse secuestrados en la matriz extracelular y ser 

liberados al activarse las proteinasas del activador del plasminógeno o las 

metaloproteinasas de matriz (MMP) (Potente y col., 2011). Por otro lado, dentro 

del grupo de citocinas que estimulan la angiogénesis se encuentran la IL1a 
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(Torisu y col., 2000), IL8 (Kotch y col., 1992) y el TNFα (Bryan y col., 2005). Otros 

factores involucrados en el desarrollo vascular son la angionina (Gao y Xu, 

2008), la leptina (Sierra-Honigmann y col., 1998), el MCP1 y el factor estimulante 

de colonias de macrófagos/granulocitos (GMCSF). Estos últimos dos factores 

pueden estimular la angiogénesis y la arteriogénesis mediante el aumento del 

flujo de monocitos-macrófagos y otras células derivadas de la médula ósea al 

tejido (Ito y col., 1997; Takahashi y col., 1999).  

De todos ellos, VEGF es el principal estimulador de la angiogénesis 

descripto, ya que a través de la unión a su receptor activa una serie de 

cascadas de señalización que resultan en la proliferación de las CE, la 

migración, la estimulación de las células periendoteliales para recubrir y 

estabilizar la vasculatura incipiente y el incremento en la permeabilidad 

vascular (Dvorak y col., 1995; Hoeben y col., 2004). Los gradientes de VEGF 

soluble inducen la formación nuevos brotes junto con la participación de otras 

moléculas de señalización adicionales, incluyendo al ligando del receptor 

Notch (DLL4) y Ang 2, que, respectivamente, controlan el fenotipo de la CE 

móvil y desestabilizan las uniones intercelulares (Potente y col., 2011). El 

aumento en la permeabilidad permite la extravasación de proteínas 

plasmáticas que establecen un andamio provisorio para la migración de las 

CE. La formación de fenestraciones, la redistribución de la molécula de 

adhesión endotelial (PECAM1/CD31) y de la caderina endotelial vascular son 

algunos de los factores que median este proceso (Takahashi.y col., 1999). A 

pesar de que la permeabilidad es positiva para la angiogénesis, en exceso 

puede llevar a un colapso circulatorio, hipertensión intracraneal, metástasis, 

malestar premenstrual o incluso ceguera (Chung y Ferrara, 2011). Para que la 
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migración endotelial ocurra las CE deben perder las uniones intercelulares y 

liberarse del soporte otorgado por las células periendoteliales. Entre los factores 

inhibidores de la angiogénesis podemos encontrar a la trombospondina 1 

(regulada por p53) (Hashayi y col., 2016) y la angiostatina (O’Reilly y col., 1994) 

que inhiben de forma radical la proliferación endotelial in vitro y son postuladas 

como moléculas involucradas en la metástasis tumoral. La IL12 suprime la 

expresión del ARNm de VEGFA promoviendo la apoptosis, inhibiendo la tasa de 

proliferación y la densidad de vasos sanguíneos en tumores humanos y murinos 

(Oshikawa y col, 2010; Duda y col., 2000). Es por ello que tanto las quimiocinas 

como los factores de crecimiento mencionados poseen gran potencial 

terapeútico (Emanueli y col., 2002).  

 

 Angiogénesis patológica 

La angiogénesis patológica está vinculada con la angiogénesis fisiológica 

dado que ambas están reguladas por varias moléculas bien estudiadas como 

VEGF, bFGF, angiopoyetinas y sus receptores. Sin embargo se ha reportado que 

las nuevas redes vasculares generadas en situaciones patológicas son 

morfológicamente diferentes en cuanto a su estructura ya que presentan 

irregularidades del diámetro vascular y en su membrana basal, y en general 

están dilatadas (Sasaki y col., 1991). Por otro lado, las CE obtenidas de un 

determinado tejido en una situación patológica poseen una expresión génica 

diferente principalmente a nivel de las proteínas de unión de membrana versus 

las mismas CE en una situación fisiológica (Seaman y col., 2007). La mayor 

diferencia es que la angiogénesis patológica no llega a resolverse luego del 

establecimiento de la perfusión vascular; como consecuencia la cascada 
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angiogénica persiste y lleva a una condición patológica (Chung y Ferrara, 

2011).  

La angiogénesis tumoral es provocada por las células tumorales para 

satisfacer la gran demanda de oxígeno y nutrientes necesarios para cumplir 

otras funciones metabólicas (Potente y col., 2011). La hipoxia es un impulsor 

clave de la angiogénesis tumoral ya que promueve la secreción de VEGF por 

parte de las células cancerosas hipóxicas formando un gradiente de 

concentración (LaGory y Giaccia, 2016). Los macrófagos son potentes 

promotores de la angiogénesis tanto en tumores como en cuadros 

inflamatorios dado que liberan factores pro-angiogénicos y pro-inflamatorios, 

entre ellos bFGF, PIGF, TNFα e INFγ (Wang y col., 2009; Depalma y col., 2017). 

Sumado a esto se ha visto que un incremento en el número de macrófagos se 

asocia frecuentemente con aumento de la densidad vascular en linfomas 

humanos (Clear y col., 2010). 

En la inflamación crónica hay muchas maneras por las cuales la 

angiogénesis puede contribuir a la patología. Por ejemplo un aumento en el 

número de nuevos vasos sanguíneos incrementa la migración, proliferación y 

reclutamiento de células inflamatorias que, a través de mediadores 

inflamatorios, promueven directa o indirectamente la angiogénesis. La 

especificidad de la migración leucocitaria está regulada por la combinación 

de quimiocinas en el microambiente, las moléculas de adhesión presentes en el 

endotelio y los receptores específicos en los leucocitos. Estas señales generadas 

en un sitio de inflamación llevan a la transmigración endotelial. Además del 

aumento de la superficie endotelial ocurren cambios en la expresión y 

distribución de moléculas de adhesión, una mayor producción de citocinas 
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pro-inflamatorias y un incremento de la permeabilidad de los vasos (Muller y 

col., 2011). Miller y col. (1996) demostraron que el TNFα y el IFNβ incrementan la 

expresión de la molécula de adhesión intercelular (ICAM) 1 en cultivos de CE 

umbilicales humanas. A su vez, el TNFα junto a otras citocinas como la IL1, IL6, 

IL15, IL17 e IL18 fueron capaces de ejercer un efecto angiogénico en el tejido 

sinovial en modelos experimentales de artritis reumatoide (Szekanecz y col., 

2010). En síntesis, un estado inflamatorio promueve la angiogénesis y, a su vez, 

la angiogénesis facilita la inflamación. La retroalimentación positiva de estos 

procesos resulta en una condición crónica. Se ha demostrado que la expresión 

aumentada del VEGFA se correlaciona con la progresión y severidad de 

diversas patologías autoinmunes, entre ellas la artritis reumatoide, la 

encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), la esclerosis múltiple y la 

retinopatía diabética asociada a la degeneración macular por edema (DME) 

(Weber y col., 2000; Bagli y col., 2004, Caravalho y col., 2007 y Seabrook y col., 

2010; Capitão y Soares, 2016). Dado que este trabajo de tesis tiene como 

principal objetivo el estudio del VEGFA asociado a la inflamación crónica 

testicular, en el capítulo siguiente se desarrollará in extenso dicho factor. 

 

1.4 Factor de crecimiento endotelial vascular  

 

 Conceptos generales 

VEGFA pertenece a la familia de genes que también incluyen al VEGFB, 

VEGFC, VEGFD y PIGF (Ferrara y Kerbel, 2005). Estas glicoproteínas pertenecen 

a la superfamilia de factores de crecimiento que incluye al factor PDGF. VEGFA 

juega un importante rol en la vasculogenesis y la angiogénesis, induce 
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proliferación celular, incrementa la permeabilidad vascular y la vasodilatación, 

y permite el reclutamiento de células inmunes a los sitios de inflamación. VEGFB 

está principalmente presente en la vida embrionaria y en algunos tejidos 

particulares como el miocardio y el musculo esquelético en adultos (Bellomo y 

col., 2000). VEGFC tiene un rol en la linfangiogésis inicial en la vida embrionaria 

y en la placenta; y en el ovario y corazón en adultos (Joukov y col., 1996). 

VEGFD está involucrado principalmente en la linfangiogénesis pero no es 

esencial para la angiogénesis (Rissanen y col., 2003).  

Inicialmente, VEGFA fue aislado como un factor de unión a heparina 

secretado por las células foliculares-estrelladas de la pituitaria bovina en 

cultivos primarios (Ferrara y Henzel, 1989). Notablemente, este factor poseía la 

capacidad de inducir la proliferación de las CE cultivadas sugiriendo un papel 

en el desarrollo y el mantenimiento de la vasculatura hipofisaria (Ferrara y col., 

1987). A fines de 1989; Leung y col. lograron purificar la proteína  como un 

homodímero glicosilado de aproximadamente 42 kDa. VEGFA era capaz de 

promover la angiogénesis in vivo en el modelo de membrana corioalantoidea 

(MCA) de pollo (Ploüet y col., 1989) y su expresión se encontraba elevada en 

los cuerpos lúteos altamente vascularizados en el ovario de rata (Phillips y col., 

1990). La administración exógena de VEGFA incrementó la permeabilidad de 

vénulas musculares, vénulas post-capilares y capilares extraídas de rata  por un 

aumento de las fenestraciones entre las CE. Sorprendentemente, la magnitud 

de ese efecto fue mucho mayor a la de cualquier otro mediador descripto 

hasta ese momento, incluida la histamina (Roberts y Palade, 1995). Además, se 

encontró que VEGFA poseía propiedades quimiotácticas para los monocitos, 

los cuales atravesaban membranas de colágeno y monocapas de CE al ser 
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estimulados con este factor (Clauss y col., 1990). Años más tarde, se comprobó 

que este evento también ocurría en sitios de inflamación y tumores (Wang y 

col., 2009; Depalma y col., 2017). Diversas estrategias fueron empleadas para 

inhibir las funciones de VEGFA y así poder dilucidar su rol en la angiogénesis in 

vivo, por ejemplo el uso de Ac monoclonales disminuyó el crecimiento de 

varias líneas de células tumorales humanas implantadas en ratones 

inmunodeficientes (Kim y col., 1993). Por otro lado, se demostró que el VEGFA 

era necesario para la vasculogénesis o la angiogénesis temprana ya que 

ratones depletados de un alelo para VEGFA presentaron un fenotipo letal en la 

etapa embrionaria a los 9,5 días (d) (Carmeliet y col. 1996, Ferrara y col. 1996). 

En estos mutantes las CE mostraron un retraso en la diferenciación celular, 

además de observarse una desorganización a nivel de las redes vasculares así 

como también una disrupción en la formación de células hematopoyéticas. 

Sumado a esto se observó que los ratones que no expresaban el receptor de 

VEGFA (VEGFR) también tenían fallas en la vasculogénesis presentando un 

subdesarrollo en la placenta y en los islotes de células sanguíneas 

indiferenciadas ocasionando la muerte de los embriones entre los 8,5 y 9,5 d 

(Shalaby y col., 1995). Estos descubrimientos allanaron el camino para una 

intensa investigación y una rápida aplicación de drogas que suprimían la 

formación descontrolada y exagerada de vasos sanguíneos en cuadros 

patológicos. 

VEGFA se une con alta afinidad a sus receptores específicos de tipo 

tirosina quinasa, denominados VEGFR1 (fms-related tyrosine kynase, Flt-1) y 

VEGFR2 (kinase insert domain protein receptor, KDR/ FLK1 (Neufeld y col., 1999). 

Se han descripto variantes moleculares para VEGFA generadas por splicing 
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alternativo o proteólisis y fueron clasificadas según sus propiedades 

diferenciales de afinidad por el heparán sulfato de la matriz extracelular 

(Ferrara y col., 2010). Las cuatro isoformas de VEGFA principales contienen 121, 

165, 189 y 206 aminoácidos después de la secuencia señal para el clivaje 

(VEGFA121, VEGFA165, VEGFA189, VEGFA206) (Tischer y col., 1991). VEGFA121 no 

puede unir heparina y es una proteína libremente difusible; VEGFA165 es 

secretado pero una fracción significativa permanece unida a la superficie de 

la célula y a la matriz extracelular en virtud de las propiedades de unión a 

heparina; VEGFA189 y VEGFA206 son las isoformas más largas y poseen la mayor 

afinidad por la heparina, por lo tanto permanecen casi completamente unidas 

a la matriz extracelular dado que son altamente básicas (Houck y col., 1992, 

Park y col., 1993). Por esta razón, son considerados menos activos que las 

isoformas difusibles (121 y 165) (Neufeld y col., 1999). 

Además de las isoformas pro-angiogénicas del VEGFA anteriormente 

mencionadas, Artac y col. (2009) han identificado isoformas anti-angiogénicas. 

La isoforma humana VEGFA165B inhibe la acción del VEGFA porque se une con 

la misma afinidad al receptor VEGFR2 pero no activa las vías de transducción 

de señales (Woolard y col., 2004). A su vez, se han identificado dos co-

receptores, neuropilina (NP) 1 y 2 que se unen específicamente a las isoformas 

pro-angiogénicas VEGFA165 y VEGFA189 modulando su respuesta. Mientras que 

ambos co-receptores pueden estabilizar la unión de VEGFA al receptor 

VEGFR1, NP1 sólo estabilizaría la unión del VEGFA al VEGFR2 aumentando así la 

transducción de la señal.  
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Actualmente, hay evidencias que señalan al VEGFA165 (VEGF164 en ratón) 

como la isoforma más relevante a nivel fisiológico y la elegida para ser utilizada 

en ensayos clínicos (Apte y col., 2019). 

 

 Regulación de VEGFA 

La tensión de oxígeno y el estrés oxidativo generado por el aumento de 

expresión/actividad del sistema ON/ONS surgen como nuevas conexiones que 

vinculan los procesos inflamatorios y la angiogénesis asociada al daño tisular 

(Wilkinson-Berka y col., 2013, Bao y col., 2012). Esta interacción se centra 

principalmente en la vía de señalización de VEGFA. En efecto, en un modelo 

murino de fibrosis pulmonar se demostró que el ON es capaz de regular 

positivamente la expresión de VEGFA en el pulmón y además que la inhibición 

de ambos factores puede atenuar el cuadro (Iyer y col., 2015).  

La tensión del oxígeno refiere a la concentración de oxigeno molecular (O2) 

a la cual los tejidos están expuestas. Cuando un tejido se encuentra dentro de 

un rango de concentraciones de O2 de 20%-5%, se dice que se encuentra en 

normoxia y para mantener esa condición existen una serie de complejos 

mecanismos homeostáticos. Por el contrario, la hipoxia se define como una 

reducción de la cantidad de O2 disponible para una célula o tejido y se 

clasifica en una fase aguda y una fase crónica que se diferencian en los 

mecanismos que inducen para revertir la baja tensión de O2 (Semenza, 2010). 

La hipoxia es el mayor regulador de la expresión de VEGFA a través del factor 

inducible por hipoxia (HIF) 1α (Ema y col., 1997). 
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HIF1 es un factor de transcripción heterodimérico compuesto por las 

subunidades α y β. HIF1a es sensible a los niveles tisulares de oxígeno, mientras 

que HIF1β no lo es y posee una expresión constitutiva (Bruick, 2003 y Wang y 

col., 1995). Bajo condiciones normóxicas, HIF1α se hidroxila y es ubiquitinado 

para luego ser degradado por el proteasoma (Pugh y col, 2003). Las prolil 

hidroxilasas, enzimas que hidroxilan a HIF1a, requieren ascorbato y oxígeno 

molecular para poder llevar a cabo sus funciones catalíticas (Semenza, 2004 y 

Bruick, 2003). En situaciones hipóxicas las prolil hidroxilasas se inhiben y HIF1α se 

acumula permitiendo su propia estabilización, luego se trasloca al núcleo y se 

une al promotor de VEGFA promoviendo su síntesis (Yuan y col., 2003). En el 

testículo, el HIF1α es expresado constitutivamente y su expresión es inducida en 

situaciones que generan estrés oxidativo como la hipoxia experimental y en 

patologías testiculares como el varicocele y la torsión (Lysiak y col., 2009; Paul y 

col., 2009, Kilinç y col., 2004, Reyes y col, 2012). 

El estrés oxidativo también tiene la capacidad de inducir la expresión de 

HIF1α (Gao y col., 2017) y, a su vez, HIF1α puede estimular la transcripción de la 

ONS inducible en CE, cardiomiocitos, neuronas y células gliales en un modelo 

de isquemia cerebral de rata (Ylä-Herttuala y Alitalo, 2003; Lowenstein y 

Padalko, 2004; Matrone y col., 2004).  

El estrés oxidativo se genera por las especies reactivas del nitrógeno como 

el ON y  las especies reactivas del oxígeno (ROS). Los macrófagos y los 

neutrófilos activados generan ROS que funcionan como un importante factor 

angiogénico (Kim y col., 2013). Primero, se demostró que las ROS intracelulares 

participan en la señalización dependiente de VEGFA en CE in vitro (Colavitti y 

col., 2002). Por otro lado, las ROS tienen la capacidad de modular la 
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activación, polimerización y fosforilación de VEGFR2 en cultivos de CE aórticas 

porcinas (Colavitti y col., 2002). En el microambiente tumoral, también se 

observó que la NADPH oxidasa dependiente de ROS aumenta la secreción de 

VEGFA (Xia y col., 2007). Resultados similares se encontraron en patologías 

inflamatorias como la retinopatía diabética y otras enfermedades vasculares 

en donde la angiogénesis mediada por ROS se correlacionó directamente con 

la expresión de VEGFA; y que VEGFA, por otra parte, fue capaz de promover la 

generación de ROS mediante la activación de la NADPH oxidasa en CE (Li y 

col., 2010).  

Finalmente el estrés oxidativo también tiene la capacidad de inducir la 

expresión de citocinas pro-inflamatorias como IL6 y TNFα (Gao y col., 2017) y el 

propio TNFα tiene la capacidad de inducir la expresión de VEGFA y VEGFR2 

exacerbando el vínculo angiogénesis-inflamación (Huggenberger y Detmar, 

2011; Hoeben y col., 2004). 

 

1.5 Receptores de VEGFA 

VEGFR1 y VEGFR2 son altamente expresados en las CE y pertenecen a la 

misma familia de receptores tirosina kinasa (Barleon y col., 1996; Clauss y col., 

1996). A pesar de su similitud estructural, los dos receptores de VEGFA son 

funcionalmente diferentes: VEGFR2 es requerido para el desarrollo del linaje 

endotelial, la proliferación, la sobrevida, la permeabilidad vascular y la 

migración de las CE; mientras que VEGFR1 juega un papel en la organización 

del endotelio vascular, la hematopoyesis y la migración linfomonocitaria (Fong 

y col., 1995; Shalaby y col., 1995; Kowanetz y Ferrara, 2006). La unión del ligando 

induce la homo/heterodimerización de los receptores activando la tirosina 
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kinasa y la autofosforilación de residuos tirosina en los dominios intracelulares de 

los receptores. Estos residuos circundantes forman sitios de unión para 

moléculas adaptadoras las cuales inician varias vías de señalización que 

median tanto respuestas inmediatas como la permeabilización vascular como 

respuestas a largo plazo que requieren regulación genómica tales como la 

sobrevida, la migración y la proliferación celular (Koch y col., 2011; Shibuya, 

2013a). 

La señalización de los VEGFRs está fuertemente regulada a diferentes 

niveles, incluyendo los niveles de expresión del receptor, las afinidades para la 

unión de sus diferentes ligandos, la presencia de co-receptores y la 

disponibilidad determinada por el grado de degradación y la velocidad de 

reciclado. La endocitosis y el tráfico de VEGFRs regulan la especificidad así 

como también la duración y amplitud de la señalización. Una vez que están en 

el citoplasma, los VEGFRs son o bien transportados a los lisosomas para su 

degradación o reciclados para volver a la membrana a través de vías de 

reciclaje rápidas o lentas. En el caso de VEGFR2, la activación de la 

señalización ERK1/2, la cual es esencial para la biología del receptor, es 

dependiente de la velocidad del tráfico intracelular (Nakayama y col., 2013; 

Simons, 2012). 

VEGFR2 es una glicoproteína que se une a VEGFA con una afinidad 10 

veces menor que VEGFR1 (Shinkai y col., 1998; Li y col., 1998), sin embargo 

transduce la gama completa de respuestas biológicas de VEGFA dado que su 

actividad tirosina quinasa es 10 veces mayor (Koch y col., 2011). Además de 

VEGFA, se une a VEGFC y VEGFD y la unión del ligando involucra a los dominios 

extracelulares tipo Ig 2 y 3 (McColi y col., 2003). VEGFR2 se expresa en el 
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endotelio vascula y en los hemangioblastos y su expresión es máxima durante 

la vasculogénesis y la angiogénesis embrionarias (Millauer y col., 1993, Oelrichs 

y col., 1993). Por otro lado, se encuentra en varias células no endoteliales tales 

como células del conducto pancreático, células progenitoras de la retina, 

megacariocitos y células hematopoyéticas (Koch y col., 2011). Los embriones 

de ratones vegfr2 -/- mueren a los 8,5 d por un desarrollo deficiente de CE y 

células hematopoyéticas (Shalaby y col., 1995), un fenotipo similar al de ratones 

vegfa -/- (Carmeliet y col., 1996; Ferrara y col., 1996). Esto señala al VEGFR2 

como el principal transductor de los efectos de VEGFA en la diferenciación, 

proliferación y migración de CE y en la formación del tubo vascular. 

Experimentos in vitro han indicado que la proliferación inducida por VEGFA es 

principalmente mediada por VEGFR2, mientras que VEGFR1 puede ser capaz 

de mediar una respuesta migratoria (Barleon y col., 1996; Clauss y col., 1996; 

Seetharam y col., 1995). Además se ha visto que el uso de agentes específicos 

que interrumpen la interacción VEGFA/VEGFR2 o que bloquean la vía de 

transducción de señal VEGFR2 resultan en la inhibición de la angiogénesis y el 

crecimiento tumoral (Zogakis y Libutti, 2001; Margolin, 2002). Por otro lado, la 

expresión de VEGFR2 correlaciona con la angiogénesis fisiológica en el útero 

durante el ciclo reproductivo (Tasaki y col., 2010) o en procesos patológicos 

asociados a la neovascularización como el cáncer (Millauer y col., 1994; Plate y 

col., 1993). 

VEGFR1 se expresa ampliamente en varios tipos celulares, incluidos los 

monocitos y macrófagos, las células del músculo liso vascular y las células 

neuronales (Selvaraj y col., 2015). Además de VEGFA, se une a VEGFB y PlGF y 

existe como un homodímero o un heterodímero dependiendo del ligando 
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(Mac Gabhann y Popel, 2007). Estudios han demostrado que la utilización de 

un receptor heterodimérico sintético específico no induce la proliferación de 

CE pero estimula la migración y la producción de ON. Por otra parte, se ha visto 

que este heterodímero, expresado en CE umbilicales, es capaz de bloquear la 

activación de VEGFR2 y ERK1/2 inducida por VEGFA, sugiriendo que en esta 

forma actúa como un regulador negativo del VEGFR2 (Cudmore y col., 2012). 

Aunque VEGFR1 se une a VEGFA con una mayor afinidad, la inducción de la 

fosforilación de VEGFR1 es débil (Ito y col., 1998). Se ha visto que embriones de 

ratón Vegfr1 -/- de 8,5 a 9 d mueren debido al exceso en la proliferación de CE 

y vasculatura desorganizada (Fong y col., 1995), ya que hay una mayor 

disponibilidad de VEGFA para unirse a VEGFR2 y una mayor señalización de 

VEGFR2. La existencia de una variante de splicing que codifica un VEGFR1 

soluble (VEGFR1s) reduce la señalización VEGFR2 actuando como un 

secuestrador fisiológico de VEGFA (Shibuya y col., 2013a). Por lo tanto, ambas 

isoformas del VEGFR1 son vistos en gran parte como señuelos que controlan la 

cantidad de VEGFA disponible para unirse y activar VEGFR2. Se ha demostrado 

que la regulación negativa de la expresión de VEGFR1 en lesiones 

ateroscleróticas puede promover el crecimiento de la placa por el aumento de 

la señalización VEGFA-VEGFR2 (Avraham-Daidi y col., 2012). Además de su 

papel como un regulador negativo en el desarrollo de la vascularización, 

VEGFR1 posee un rol importante en el montaje de una respuesta inflamatoria y 

en la angiogénesis asociada a la inflamación a través del reclutamiento de 

células mielomonocíticas derivadas de la médula ósea. En consecuencia, 

ratones vegfr1 -/- muestran una angiogénesis alterada en una amplia gama de 

condiciones patológicas tales como crecimiento tumoral (Hiratsuka y col., 
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2001), diseminación metastásica de tumores (Hiratsuka y col., 2002), 

neovascularización coroidea (Muranaka y col., 2008), artritis reumatoide 

(Murakami y col., 2006) e isquemia cerebral (Beck y col., 2010). 

1.6 VEGFA y VEGFRs en el testículo 

La espermatogénesis y la esteroidogénesis testicular están reguladas por 

las gonadotrofinas hipofisarias, la hormona luteinizante (LH) y folículo 

estimulante (FSH), y ellas a su vez están moduladas por una serie de factores 

intratesticulares parácrinos o autócrinos, entre ellos IL1, IL6, TNF, IFN, el factor 

inhibidor de leucemia (LIF) y el factor de células stem (SCF) (Jegou y Pinau, 

1995; Huleihel y Lunenfeld, 2004). Aparte de estos factores, la microcirculación 

testicular puede considerarse un determinante importante para la regulación 

de las funciones del testículo (Setchell, 1994). El adecuado mantenimiento del 

microambiente testicular en los compartimentos tubular e intersticial involucra 

un transporte y una distribución eficiente de precursores, factores reguladores y 

metabolitos a través de la microvasculatura testicular. Esto destaca la 

importancia de la producción de sustancias vasoactivas producidas dentro del 

testículo para mantener la capilarización y la permeabilidad vascular. Uno de 

los factores más potentes descriptos en esta función es el VEGFA (Rudolfsson y 

col., 2004). 

Durante el desarrollo embrionario del testículo, las distintas isoformas del 

VEGFA están involucradas en la vasculogénesis y en la formación de los 

cordones seminíferos en la rata (Baltes-Breitwish y col., 2010). Durante el 

desarrollo embrionario, tanto el bloqueo de VEGFA secretado por las células de 

Sertoli como la inhibición de la transducción de las señales a través de VEGFR1 
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y 2, afectó la formación de los cordones seminíferos, el desarrollo y la densidad 

vascular, específica del sexo en la morfogénesis gonadal de embriones de rata 

de 13 a 18 d (Bott y col., 2006). En ratas postnatales de 3 d de edad se 

demostró la expresión de VEGFA en los cordones testiculares, específicamente, 

en las células de Sertoli y en las células de Leydig (Caires y col., 2012). Este 

hallazgo fue significativo, ya que la célula de Sertoli es la primera en 

diferenciarse y se ha propuesto como la reguladora de los genes que controlan 

la diferenciación testicular (Magre y Jost, 1991). En el testículo bovino 

prepuberal, VEGFA se expresa principalmente en espermatogonias y, en menor 

medida, en células de Sertoli, CE y células de Leydig (Caires y col., 2009). 

Ratones knock out que no expresaban isoformas de VEGFA en células de 

Sertoli, CG y Leydig mostraron alteraciones en los genes necesarios para el 

mantenimiento a largo plazo de espermatogonias indiferenciadas y 

consecuentemente en la fertilidad. Sin embargo el análisis de la estructura 

vascular no mostró diferencias con los ratones wild type (Lu y col., 2013) 

indicando que en el testículo adulto los efectos no endoteliales/vasculares de 

VEGFA son relevantes para el mantenimiento testicular. Esto se aplica también 

al modelo bovino en donde se observó que este factor induce la expresión de 

genes que promueven la supervivencia y la proliferación de las CG (Caires y 

col., 2009). 

En el testículo adulto se ha demostrado que las células de Sertoli y Leydig 

humanas normales expresan VEGFA así como sus receptores, VEGFR1 y 2, 

mientras que las CE y los pericitos sólo expresan dichos receptores (Ergün y col., 

1997). La expresión de los receptores en células no endoteliales sugieren a 

VEGFA como un factor mitogénico y angiogénico parácrino, responsable de 
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modular la capilarización del tejido testicular humano y mantener las funciones 

de la microvasculatura y del epitelio germinal. Estos resultados en la 

localización tisular difieren con lo descripto para el ratón, donde se demostró 

expresión de VEGFR1 en espermatocitos paquiténicos y espermátides redondas 

al igual que VEGFA pero no en células de Sertoli (Nalbandian y col., 2003). Sin 

embargo ambos receptores se expresan en CE y Leydig (Korpelaine y col., 

1998). En la rata normal se describió la expresión de VEGFA en células de 

Leydig (Collin y Bergh, 1996), macrófagos (Coliny Bergh, 1996), células de Sertoli 

(Baltes-Breitwisch y col., 2010) y en CG (espermatocitos y espermátides) (Ai y 

col., 2008). En las CG mencionadas también se observó expresión de VEGFR1 y 

2 (Rudolfsson y col., 2004), no obstante se desconoce el patrón de expresión de 

VEGFA y sus receptores en el testículo bajo condiciones de inflamación. Se ha 

demostrado que los niveles de VEGFA disminuyen en roedores con ciclo 

estacional como el hámster en el período de regresión; y esto se correlaciona 

con una atrofia gradual de los testículos y un descenso en la masa testicular 

(Caires y col., 2009; Young y Nelson, 2000). 

El VEGFA producido por las células de Leydig en rata estimuladas con 

hCG es capaz de estimular la angiogénesis cuando fragmentos intersticiales 

testiculares son trasplantados dentro de cápsulas en el riñón de un hospedador 

(Collin y Bergh, 1996). Sin embargo en estas ratas tratadas, no se observaron 

signos de fenestraciones en las CE del intersticio testicular (Bergh y Damber, 

1996; Huminiecki y col., 2001). Estos resultados sugieren que alguno de los 

mecanismos por los cuales VEGFA afecta la permeabilidad vascular en otros 

tejidos estaría inhibido en el testículo normal. Además, se ha visto que la sobre 

expresión de VEGFA en testículo y epidídimo de ratones transgénicos causa 
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infertilidad. Esos testículos presentan arresto en las espermatogonias y un 

aumento en la densidad y permeabilidad capilar; mientras que en el epidídimo 

se observan células epiteliales hiperplásicas (Korpelaine y col., 1998). Por otro 

lado, se ha demostrado en ratas diabéticas que la expresión de VEGFA se 

encuentra disminuida en el testículo y esta reducción está vinculada con un 

aumento en la tasa de apoptosis de CG principalmente espermatogonias y la 

atrofia de los TS por decremento del diámetro de los túbulos. Este daño tisular 

está asociado a mayores niveles de estrés oxidativo lo que facilita la muerte 

celular apoptótica (Sisman y col., 2014). Además, la sobreexpresión de VEGFA 

en ratones transgénicos induce infertilidad masculina, potencialmente debido 

a la detención de la maduración de CG principalmente espermátides 

alargadas. Los efectos vasculares en los testículos también podrían contribuir al 

fenotipo infértil, dado que aumenta la densidad y la permeabilidad capilar. Se 

presume que estos eventos podrían aumentar la temperatura testicular y la 

extravasación (Korpelainen y col., 1998). Estas evidencias demuestran que 

VEGFA es un importante factor trófico para la reproducción masculina, sin 

embargo producido en exceso puede ser perjudicial para la fertilidad.  

 Nuevos resultados revelaron que VEGFA promueve la proliferación de las 

CG de ratón in vitro y aumenta la revascularización en injertos subcutáneos de 

células testiculares en matrigel; mientras que el uso de del antagonista SU5416, 

bloqueante de VEGFR2, ejerce efectos opuestos (Tian y col., 2016). Por último, 

ensayos in vivo en ratones normales adultos inyectados intratesticularmente 

con VEGFA mostraron que el uso de oligonucleótidos VEGFR-antisentido 

permitió regular negativamente la expresión de VEGFR1 y 2 bloqueando en 
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ambos casos la actividad angiogénica y la vasodilatación mediadas por 

VEGFA a nivel testicular (Marchand y col., 2002).  

 

1.7 Terapias anti-angiogénicas 

Como hemos descripto anteriormente, la angiogénesis se asocia a una 

variedad de condiciones patológicas como el crecimiento tumoral, la DME, la 

artritis reumatoide, la EAE, etc. (Taylor, 2002; Witmer y col., 2003). Dado el 

importante rol de VEGFA y la interacción con sus receptores en estas 

condiciones, han sido considerados blancos importantes para las terapia anti-

angiogénicas en cáncer, previniendo el desarrollo de neoplasias malignas y la 

diseminación metastástica (Yadav y col., 2015; Rugo, 2004), y en otros procesos 

patológicos de inflamación y autoinmunidad (Longo y col., 2002; Ferrara y 

Adamis, 2016). Si bien, VEGFA es el factor regulador estrella de la angiogénesis, 

no puede descartarse el estudio de HIF1a en la tumorogénesis y el cáncer 

dado que aumentos en los niveles de expresión están asociados con mal 

pronóstico de la enfermedad (Lim y col., 2017; Gao y col., 2017). La gran 

interacción de moléculas y factores involucrados en la vía angiogénica ha 

justificado el estudio y el uso de una combinación de agentes terapeúticos 

(Fallah y Rini, 2019). Los inhibidores angiogénicos se han clasificados en dos 

categorías: endógenos (presentes dentro del organismo) o sintéticos (drogas). 

Dentro del primer grupo de inhibidores se encuentran los INFs y las ILs. La 

administración de una dosis óptima de INFα/β en cultivos de células de 

carcinoma disminuyó la expresión de factores de crecimiento como VEGFA y 

bFGF a nivel mARN y proteína (Slatyon y col., 1999; Singh y col., 1995; Yildirim y 

col., 2015). Por otro lado, se sabe que INFa tiene la capacidad de reducir el 
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crecimiento tumoral y la densidad microvascular en ratones nude 

transplantados con tumores hepáticos humanos por medio de la inhibición de 

la transcripción del gen de VEGFA (Marschall y col., 2003). A nivel de HIF1a se 

vio que tanto el INFa como el INFγ pueden inhibir su expresión y traslocación al 

núcleo, impidiendo de esta manera la producción de VEGFA y la proliferación 

de EC provenientes de venas umbilicales humanas (HUVECs) (Gerber y Pobel, 

2008; Hiroi y col., 2009). Por otro lado, en un modelo de fibrosis pulmonar se vio 

que el INF posee efectos anti-angiogénicos indirectos a través de la liberación 

de CXCL10, quimiocina inducible por interferones, dado que ratones tratados 

con la proteína recombinante redujeron significativamente la expresión de 

CD31 y el número de CE en el pulmón (Keane y col., 1999; Borden, 2019). Es por 

ello que el uso de INFa, β y γ ha sido aprobado por la Administración de 

Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos para su uso en el 

tratamiento de distintas patologías como leucemia, melanoma y enfermedad 

granulomatosa crónica respectivamente (Jonasch y Haluska, 2001). La 

estructura de las ILs es esencial para determinar su función ya que pueden 

tener efectos pro o anti-angiogénicos. La IL10 regula negativamente la síntesis 

de VEGFA, IL1β, TNFα, IL6 y MMP9 por parte de macrófagos infiltrantes de 

tumores (Huang y col., 1999). Por sus propiedades anti-angiogénicas y anti-

inflamatorias, la IL10 ha sido utilizada en el tratamiento de pacientes con 

desordenes de inflamación crónica del tracto digestivo (Ming y Shao, 2004) y 

con artritis reumatoide (St Clair, 1999). La IL4 ha sido postulada como otro 

potente inhibidor de la angiogenésis en modelos de neovascularización 

corneal y de artritis reumatoide en rata (Haas y col., 2006). Recientemente, 

Bucher y col. (2018) reportaron que la IL5 es capaz de inhibir la proliferación, la 
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migración y la formación de nuevos vasos sanguíneos en matrigel en cultivos 

de CE provenientes de la microvasculatura pulmonar humana, sugiriendo un 

potencial rol terapéutico. 

Dentro de la categoría de inhibidores sintéticos, existe una gran diversidad 

de drogas que inhiben la angiogénesis actuando a distintos niveles en la 

cascada de señalización VEGFA-VEGFRs. Por un lado están los Ac anti-VEGFA, 

los cuáles neutralizan directamente a la proteína inhibiendo sus acciones 

biológicas como por ejemplo el Bevacizumab y el Aflibercept (Zhang y col., 

2002). Estos compuestos bloquean la unión del ligando al dominio 

transmembrana tirosina kinasa del VEGFR impidiendo la autofosforilización del 

dominio intracelular y la consecuente cascada de señalización. El uso conjunto 

de Bevacizumab y Alflibercept mediante inyecciones intraoculares en ratas 

con neo-vascularización inducida, disminuyó el número de vasos sanguíneos y 

los restringió hacia la periferia de la cornea (Gal-Or y col., 2016). Fármacos con 

estructura similar a la de los receptores solubles de VEGFA y que se unen a él 

específicamente también inhiben la interacción ligando-receptor, como por 

ejemplo el VEGFAtrap que suprime de manera efectiva el crecimiento tumoral 

in vivo en ratones inyectados con células de glioma humano y la 

vascularización, dando como resultado tumores atrofiados y casi 

completamente avasculares. (Witte y col., 1998; Holash y col., 2002). Por otro 

lado, se han creado drogas que pueden unirse directamente a los receptores 

de VEGFA actuando como inhibidores específicos de la vía de señalización 

como el Sunitinib y el Sorafenib (Gan y col., 2009; Wilhelm y col., 2008). Otro 

ejemplo es el Ramucirumab, una IgG1 humana que se une al sitio de unión al 

ligando de VEGFR2 específicamente y evita su activación (Calvetti y col., 2015). 
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Además, se han descripto inhibidores de la vía de transducción de señales que 

actúan mediante el bloqueo de la autofosforilación de los receptores, entre 

ellos, LY294002, Wortmannin, FARA-A, Rapamicina, Temsirolimus, Everolimus, 

Tipifarnib, Lonafarnib (Downward, 2003; Yadav y col., 2015). Por último, 

nucleótidos antisentido específicos para VEGFA los cuales se unen al ARNm y 

luego interfieren con el proceso de traducción, inhiben directamente la 

formación de proteínas de VEGFA. Se vio que estos nucleótidos transferidos a 

ratones nude con tumores de glioma disminuyeron los valores de VEGFA 

endógeno y el crecimiento tumoral (Im y col., 1999). Varios de estos inhibidores 

como el Sunitinib, el Ramucirumab y el Bevacizumab han sido aprobados por la 

FDA y ya han sido utilizados en la terapia clínica en DME, cáncer de mama y 

cáncer colorrectal metastásico (Gan y col., 2009, Kim y col., 1993; Ferrara y col., 

2006; Calvetti y col., 2001). De todos ellos, Bevacizumab fue el primero en ser 

descubierto y es principal bloqueante de VEGFA utilizado en las terapias anti-

angiogénicas (Ferrara y col., 2004b). 

Bevacizumab es un Ac monoclonal humanizado anti-VEGFA, 

específicamente en su isoforma de 165 aminoácidos, por lo tanto no neutraliza 

a otros miembros de la familia de VEGF como VEGFB y VEGFC (Presta y col., 

1997). Para caracterizar la actividad biológica de Bevacizumab a través del 

bloqueo de VEGFA, Wang y col. (2004) realizaron estudios in vitro utilizando 

HUVECs y células pertenecientes a líneas tumorales que expresaban los 

receptores de VEGFA. Lo que se observó fue que el inhibidor es capaz de 

bloquear completamente la proliferación, la migración y la sobrevida de las CE 

inducida por VEGFA, así como también el incremento de la permeabilidad y la 

producción del ON sugiriendo que este fármaco es capaz de inhibir y 
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neutralizar los eventos biológicos mediados por la interacción de VEGFA-

VEGFR1 y VEGFA-VEGFR2.  

Bevacizumab es utilizado como tratamiento de primera línea para 

pacientes con cáncer de colon y también ha sido probado en combinación 

con quimioterapia para el tratamiento de cáncer de pulmón no escamoso y 

de pacientes con DME. En cuanto a trabajos experimentales, Bock y col. (2007) 

informaron que Bevacizumab es un potente inhibidor de la angiogénesis a nivel 

de la córnea y de la linfangiogénesis in vivo en modelos murinos de 

neovascularización corneal. En ensayos farmacocinéticos en ratas, ratones y 

monos, se vio que Bevacizumab administrado a nivel sistémico alcanza varios 

tejidos del cuerpo y su biodisponibilidad en suero es del 69% en ratas y 100% en 

ratones y monos (Lin y col., 1999). Además se ha descripto la acción de 

Bevacizumab sobre la permeabilidad vascular en un modelo de EAE en ratón 

en el cual disminuyó la inflamación en los animales tratados debido a que se 

observó una reducción en el infiltrado de células mononucleares a nivel 

sistema nervioso central con una dosis de 5 mg/kg (McMillan y col., 2012). 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

El testículo es considerado un órgano inmunoprivilegiado ya que sus CG 

están protegidas de la acción de distintas noxas y de reacciones 

inmunológicas contra antígenos propios. En situaciones patológicas, el 

desbalance entre la tolerancia y la capacidad de la respuesta inmune llevan 

al desarrollo de un cuadro inflamatorio testicular que induce alteraciones 

severas de la espermatogénesis. 

La inflamación crónica tisular involucra fenómenos de migración, 

proliferación y reclutamiento de células inflamatorias que, a través de 

mediadores inflamatorios, promueven directa o indirectamente la 

angiogénesis. VEGFA es el principal regulador de la angiogénesis y de la 

permeabilidad vascular fisiológica y patológica. Su expresión es inducida por la 

hipoxia y el estrés oxidativo a través del factor de transcripción HIF1a.  

El objetivo general de esta tesis es dilucidar la contribución del proceso de 

angiogénesis mediado por VEGFA en la inducción y el desarrollo de la 

inflamación crónica del testículo utilizando un modelo de OAE. Conocer los 

mecanismos que contribuyen a la inflamación permitirá idear estrategias anti-

inflamatorias útiles para evitar la infertilidad que sufren los pacientes con orquitis 

crónicas. 

 La hipoxia junto a los niveles aumentados de ON estabilizarían a HIF1a 

permitiendo su translocación al núcleo y modulando la expresión de VEGFA 

durante el desarrollo de la orquitis. Esperamos que el nivel de VEGFA se asocie 

con la progresión y la severidad de la lesión testicular y que la neutralización 

directa con Bevacizumab reduzca la formación de vasos sanguíneos y, en 

consecuencia, el grado de inflamación tisular y el daño del epitelio germinal.  
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2.1 Objetivos específicos 

1. Analizar el número de vasos testiculares con un marcador específico de 

células endoteliales y correlacionar dicho fenómeno con la progresión y 

severidad de la OAE. 

 

2. Determinar el estado de oxigenación del testículo durante el desarrollo de la 

OAE. 

 

3. Analizar in vivo el efecto de inhibir VEGFA sobre la inducción y desarrollo de 

la OAE.  

 

4. Estudiar la expresión del factor pro-angiogénico VEGFA en el testículo de 

ratas con OAE. 

 

5. Analizar in vivo la capacidad angiogénica del fluido testicular (FT) obtenido 

de ratas con OAE. 

 

6. Analizar la expresión de HIF1α en el testículo durante el desarrollo de la OAE. 

 

7. Evaluar el contenido de ON testicular durante el desarrollo de la OAE. 

 

8. Analizar la expresión de los VEGFRs en el testículo de ratas con OAE. 

 

9. Estudiar la expresión de VEGFA a nivel sistémico en la OAE. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 Animales 

Se utilizaron ratas Wistar macho adultas (8 semanas) provenientes del 

Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (UBA). Los 

animales fueron mantenidos a 22 C con un esquema de 14 h de luz y 10 h de 

oscuridad, alimentadas con comida estándar y agua ad libitum. Todos los 

protocolos experimentales empleados en este trabajo fueron realizados según 

las indicaciones de la Guía para el uso y cuidado de animales de laboratorio 

del National Institutes of Health y aprobados por la Comisión Institucional de 

Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de 

Medicina (UBA). 

 

3.2 Inducción de la OAE 

Las ratas del grupo experimental (E) fueron inmunizadas con una emulsión 

de homogenado testicular (HT) y adyuvante de Freund completo (AFC, Sigma 

Aldrich, Saint Louis, MO, USA) preparado como previamente se describe 

(Doncel y col., 1989). Brevemente, testículos de ratas adultas jóvenes fueron 

decapsulados, diluidos en igual volumen de solución salina y homogenizados 

en un Omni mixer por 30 s. La concentración final fue 500 mg peso húmedo/ml. 

Las ratas del grupo E fueron inyectadas 3 veces con 0,4 ml de HT (200 mg)/ 

dosis/ rata cada 14 d emulsionado con 0,4 ml de AFC (Fig. 1). La inmunización 

se realizó por vía intradérmica en las almohadillas plantares y por vía 
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subcutánea en múltiples sitios cercanos a las regiones ganglionares inguinales y 

cervicales. Se utilizó como coadyuvante Bordetella Pertussis (Bp) (cepa 10536, 

Instituto Nacional de Microbiología “C. Malbrán”), inyectándose 1010 

microorganismos por vía intravenosa en las 2 primeras inmunizaciones y 5x109 

microorganismos por vía intraperitoneal en la tercera inmunización. Las ratas 

del grupo control (C) se inmunizaron en las mismas condiciones que las del 

grupo E reemplazando el HT por solución fisiológica y las ratas del grupo normal 

(N) no fueron tratadas. Los animales correspondientes a los tres grupos 

estudiados fueron sacrificados a los 30, 35, 55 y 85d posteriores a la primera 

inmunización. Los testículos fueron removidos, pesados, fijados en una solución 

de Bouin e incluidos en parafina, congelados para cortes de criostato y 

Western Blot o procesados para la obtención de fluido testicular (FT). La sangre 

fue colectada para la obtención de suero. 

 

 

Figura 1. Esquema representativo de la inducción de la orquitis autoinmune 

experimental (OAE). Las flechas azules indicanlos días (d) de inmunización. HT: 

homogenado testicular, AFC: Adyuvante de Freund Completo, Bp: Bordetella pertussis.  

 

3.3 Histopatología testicular 
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La histopatología testicular se estudió en cortes de parafina obtenidos en 

tres diferentes niveles y teñidos con hematoxilina-eosina. El daño de los TS y la 

presencia de infiltrado linfomonocitario intersticial constituyen la principal 

característica de la histopatología testicular de la OAE. A efectos de cuantificar 

el grado de descamación del epitelio germinal, se utilizó una escala del 1-10 

siendo 10 el valor máximo de daño testicular (Rival y col., 2008), que se obtuvo 

de la siguiente manera: 

Índice de OAE= V + T + P 

V es el valor asignado al porcentaje de TS que presentan descamación del 

epitelio germinal, siendo V=0 (0-3%); 1 (3,1-4,9%); 2 (5-15,9%); 3 (16-25,9%); 4 (26-

35,9%); 5 (36-55,9%); 6 (56-60,9%); 7 (61-79,9%); 8 (80-95,9%); 9 (96-100%). T es un 

valor que indica la severidad de la lesión del epitelio germinal; vale 0 puntos 

cuando la descamación de las CG es leve y 0,5 puntos cuando el grado de 

descamación es severo (es decir, cuando solamente células de Sertoli y 

espermatogonias permanecen adheridas a la pared de los TS). P es un factor 

de 0,5 puntos que se agrega cuando la relación peso testicular (Pt)/Peso 

corporal (Pc) es menor que 2,5×10-3. 

A efectos de cuantificar el grado de infiltración linfomonocitaria 

intersticial, se utilizó una escala del 1-5 siendo 5 el máximo de inflamación 

testicular. Los valores del índice de inflamación se asignaron según el criterio 

descripto a continuación: 1 (Presencia de células infiltrantes en la rete testis o 

alrededor de los túbulos rectos); 2 (Infiltrado intersticial en focos); 3 (Presencia 

de 1 granuloma);  4 (Infiltrado intersticial de intensidad moderada en zonas 
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extensas del corte); 5 (Infiltrado intersticial severo en áreas extensas del corte 

y/o con la presencia de más de un granuloma). 

 

3.4 Inmunohistoquímica 

 Inmunoperoxidasa: Expresión de CD31, HIF1α, VEGFA y VEGFRs

La expresión de CD31, VEGFA, VEGFR1 y VEGFR2 fue detectada por la 

técnica de inmunoperoxidasa indirecta. Se utilizaron cortes de criostato o 

parafina de la zona ecuatorial del testículo previamente fijados según la 

recomendación específica para cada anticuerpo (Ac) primario (ver Tabla 1). 

Los cortes de parafina fueron desparafinados y luego hidratados con una 

concentración decreciente de alcoholes. Todas las incubaciones se realizaron 

en cámara húmeda (CH) y como solución de lavado, entre cada incubación, 

se empleó una solución salina buffereada (PBS) fría durante 10 min. Las 

soluciones de bloqueo, diluciones de los Ac primarios anti-CD31 (Genway 

Biotech, Inc., San Diego, CA, USA), anti-HIF1α, anti-VEGFA, anti-VEGFR1 y anti-

VEGFR2 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA) y especificaciones de 

los Ac secundarios empleados (Vector Lab.) (1/250) se detallan en la Tabla 1. 

Los cortes fueron incubados con las soluciones de bloqueo durante 30 min a 

temperatura ambiente (TA), con los Ac primarios durante toda la noche a 4° C 

y con los secundarios 60 min a TA. Los cortes fueron incubados con una 

solución de bloqueo para avidina y biotina siguiendo las recomendaciones del 

kit (Blocking kit, Vector Lab., Burlingame, CA, USA). Como control negativo uno 

de los cortes se incubó solo con PBS omitiendo el Ac primario. La actividad de 

la peroxidasa endógena fue bloqueda con 0,1% H2O2 en metanol durante 30 
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min a TA. Luego la reacción fue amplificada mediante el kit ABC elite (Vector 

Lab.) empleando 3`diaminobenzidina- H2O2 (DAB, Vector Lab.) como sustrato 

de la peroxidasa. Luego de una tinción de contraste con hematoxilina, los 

cortes se deshidrataron y montaron con medio DPX (Sigma Aldrich). 

El recuento de vasos sanguíneos CD31+ pertenecientes a la red 

microvascular del testículo (arteriolas, capilares, vénulas) fue realizado 

empleando un objetivo de 40X y un ocular de 10X. Por cada animal se 

contaron dos cortes y 13 campos/corte que se promediaron. Los resultados 

fueron expresados como número de vasos sanguíneos CD31+ cada 50 TS.  

 

 Inmunofluorescencia : Doble marcación VEGFA/ED1 y VEGFA/ED2

La co-localización de VEGFA con marcadores específicos de macrófagos 

ED1 y ED2 de rata fue evaluada por la técnica de inmunofluorescencia doble. 

Estos anticuerpos reconocen el antígeno citoplasmático CD68 de monocitos, 

macrófagos y CD o el antígeno CD163 en la superficie de la membrana de 

macrófagos residentes, respectivamente (Dijkstra y col., 1985; Polfliet y col., 

2006). En los cortes ecuatoriales del testículo se realizó en primera instancia la 

marcación para ED1 y ED2 y en segundo lugar la marcación para VEGFA. 

Todas las incubaciones se realizaron en CH y como solución de lavado, entre 

cada incubación, se empleó PBS frío durante 10 min. Luego de bloquear los 

sitios de unión inespecífica (30 min a TA), los cortes fueron incubados con Ac 

primarios anti-ED1 o anti-ED2 (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) (Tabla 1) 

durante 120 min a TA y luego con el Ac secundario conjugado con cianina 3 

(Cy3) (Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) (1/500) 60 min a TA en 
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oscuridad. En la segunda parte y luego de la incubación con solución de 

bloqueo los cortes fueron incubados con el anticuerpo primario anti-VEGFA 

(Santa Cruz Biotech.) durante la noche a 4º C en oscuridad. Finalmente, se 

incubaron con Ac secundario conjugado con isotiocianato de fluoresceína 

(FITC) (Vector Lab.) (1/50) 60 min a TA en oscuridad, se tiñeron con DAPI (1/500) 

durante 3 min y se montaron en glicerina-PBS (1:1 V/V). La observación se 

realizó con un microscopio de epifluorescencia Axiophot (Carl Zeiss Inc., 

Göttingen, Alemania). 
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AC PRIMARIO DILUCIÓN BLOQUEO AC SECUNDARIO 
CORTE/ 

FIJACIÓN 

Anti-CD31 1/50 en PBS, 

Cat. N°  

GWB-54ABE1 

PBS-BSA 3% 

Suero normal 

de caballo 5 % 

Anti-ratón 

obtenido en 

caballo diluido en 

PBS  

Cat. N° BA-2001 

Crióstato 

Metanol 

 

Anti-HIF1α 1/25 en 

solución de 

bloqueo, Cat. 

N° SC-10790 

 

PBS-Tritón 0,1% 

Leche 

descremada 

5% 

Anti-conejo 

obtenido en cabra 

diluido en solución 

de bloqueo 

Cat. N° BA-2000 

Crióstato 

Paraformaldehído 

(PFA) 4% 

 

Anti-VEGFA 

(IPI) 

 

1/750 en 

solución de 

bloqueo, Cat. 

N° SC-7269(*) 

 

PBS 

Suero normal 

de caballo 

1,5% 

 

Anti-ratón obtenido 

en caballo diluido 

en solución de 

bloqueo 

 

Parafina  

Bouin 

 

(IF) 1/5 en PBS, Cat. 

N° SC-152(*) 

 

PBS 

Suero normal 

de cabra 5% 

Anti-conejo FITC 

obtenido en cabra 

diluido en PBS 

Cat. N° FI-1000 

Crióstato 

Acetona 

 

Anti-VEGFR1 1/750 en 

solución de 

bloqueo, Cat. 

N° SC-316 

PBS-BSA 3% 

Suero normal de 

cabra 5% 

Anti-conejo 

obtenido en cabra 

diluido en PBS 

Parafina  

Bouin 

 

Anti-VEGFR2 1/100 en 

solución de 

bloqueo, Cat. 

N° SC-6251 

PBS-Tween 0,1% 

BSA 3% 

Suero normal 

de caballo 5% 

Anti-ratón 

obtenido en 

caballo diluido en 

PBS-Tween 0.1% 

Parafina  

Bouin 

 

Anti-ED1 1/40 en 

solución de 

bloqueo, Cat. 

N° 554954 

 

PBS 

Suero normal 

de burro 5% 

Anti-ratón Cy3 

obtenido en burro 

diluido en solución 

de bloqueo 

Cat. N° AP192C 

Crióstato 

Acetona 

 

Anti-ED2 1/50 en 

solución de 

bloqueo, Cat. 

N° 554900 

PBS 

Suero normal 

de burro 5% 

Anti-ratón Cy3 

obtenido en burro 

diluido en solución 

de bloqueo 

Crióstato 

Acetona 
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Tabla 1: Condiciones de muestras, bloqueo y anticuerpos utilizados para las técnicas 

inmunoperxidasa indirecta (IPI) e inmunofluorescencia (IF). (*) Estos anticuerpos 

reconocen las isoformas de 121, 165 y 189 aminoácidos. 

 

 Inmunomarcación con pimonidazol: Detección de células hipóxicas 

La determinación del estado de oxigenación tisular fue realizada 

utilizando un marcador de células hipóxicas, el pimonidazol. Esta molécula se 

une a proteínas conteniendo grupos tioles en células bajo condiciones 

hipóxicas. Los animales fueron inyectados intraperitonealmente con 

pimonidazol (60mg/kg, Hypoxyprobe, Inc., Burlington, MA, USA) diluido en 

solución salina 90 min previo al sacrificio. Los testículos fueron extraídos, fijados 

en una solución de formalina (Formol 5% en PBS) e incluidos en parafina. La 

inmunodetección fue realizada en cortes de testículo siguiendo el 

procedimiento recomendado para el kit HypoxyprobeTM-1 (Hypoxyprobe, Inc). 

 

3.5 Inhibición de VEGFA in vivo 

Ratas inmunizadas para desarrollar OAE fueron inyectadas por vía 

intraperitoneal una vez por semana con Bevacizumab (5 mg/kg, Avastin, 

Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland) o solución salina (vehículo) de 

acuerdo a los diseños experimentales resumidos en la Fig. 2. Las ratas fueron 

sacrificadas a los 55 o 85d después de la primera inmunización. Los testículos y 

el hígado fueron extraídos, fijados en una solución de Bouin e incluidos en 

parafina para realizar el análisis histopatológico correspondiente. El recuento 

de vasos sanguíneos PAS+ pertenecientes a la red microvascular del testículo 



 _____________________________________________________________ MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

60 

(arteriolas, capilares, vénulas) fue realizado empleando un objetivo de 40X y un 

ocular de 10X. Por cada animal se contaron dos cortes y 13 campos/corte que 

se promediaron. Los resultados fueron expresados como número de vasos 

sanguíneos PAS+ cada 50 TS. Adicionalmente, se evaluó si la inhibición de 

VEGFA a nivel fisiológico traía alguna consecuencia en cuanto al 

mantenimiento del epitelio germinal y la espermatogénesis. Para ello un lote de 

ratas N fueron inyectadas con Bevacizumab durante un período de 30d. 

 Diseño experimental 1

La administración de Bevacizumab o vehículo se inició a partir de los 55d 

posteriores a la primera inmunización (Fig. 2 A) y se mantuvo hasta el tiempo 

del sacrificio (85d).  

 Diseño experimental 2

La administración de Bevacizumab o vehículo inició a partir de los 30d 

posteriores a la primera inmunización (Fig. 2 B) y se mantuvo hasta el tiempo del 

sacrificio (55d).  
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Figura 2. Esquemas representativos de los diseños experimentales 1 (A) y 2 (B). Ratas 

inmunizadas para desarrollar orquitis fueron inyectadas intraperitonealmente (ip) con 

Bevacizumab o vehículo. Las flechas azules indican los días (d) de inmunización. HT: 

homogenado testicular, AFC: Adyuvante de Freund Completo, Bp: Bordetella pertussis. 

 

3.6 Obtención de fluido testicular 

Muestras de FT fueron recogidas de acuerdo a la metodología descripta 

por Sharpe y Cooper (1983). Brevemente, los testículos fueron decapsulados y 

suspendidos por la arteria principal. EL FT drenante fue recogido en presencia 

de 3 µl de PMSF (100mM, Sigma Aldrich) y 0,5 µl de aprotinina (10μg/ml, Sigma 

Aldrich) después de 16 h a 4º C.  

Con el objetivo de evaluar VEGFA en FT provenientes de ratas del grupo E 

35d, se realizó una hemicastración. Este procedimiento permitió evaluar la 

histopatología del testículo contralateral a los 55d. A ratas anestesiadas con 

una dosis de Ketamina 100 mg/kg y Xilacina 10 mg/kg intraperitoneal, se les 

practicó una incisión hemiescrotal derecha, se expuso el testículo y se ligó la 
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vasculatura irrigante del mismo a nivel de la rete testis con hilo de seda 4-0. 

Luego se procedió a la extracción del testículo cortando con tijeras por debajo 

de la ligadura. El escroto fue suturado con catgut cromado 2-0.  

 

3.7 Western Blot 

El contenido de VEGFA fue analizado en muestras de FT y homogenado 

testicular, HIF1α en la fracción nuclear de homogenados testiculares y los 

VEGFRs en la fracción tubular e intersticial del testículo. En todas las muestras 

obtenidas se determinó la concentración de proteínas con un kit comercial (Bio 

Rad, Laboratories, Hercules, CA, USA).  

Brevemente, se decapsuló un testículo y se lo cortó con tijera metálica. El 

homogenado testicular se dejó en hielo 30 min con buffer de lisis (4ml/g de 

tejido, Tris-CL 50mM, NaCl 150mM, SDS 10% mg/ml, EDTA 2mM, desoxicolato Na 

0,5% mg/ml, NP-40 1% mg/ml, pH 7,4) conteniendo inhibidores de proteasas 

(PMSF 1mM, leupeptina 10μg/ml, pepstatina A 10μg/ml y aprotinina 10μg/ml, 

Sigma Aldrich). Luego se centrifugaron a 22000 g durante 30 min a 4° C y se 

preservó el sobrenadante. 

Para obtener la fracción nuclear, el homogenado testicular se incubó con 

el buffer A (Hepes 10mM, KCl 10mM, MgCl2 2mM, DTT 0,5mM, NP-40 1%, Na3VO4 

100mM, PMSF 1mM, aprotinina 5μg/ml, leupeptina 5μg/ml, pepstatina 5μg/ml) 

durante 30 min en hielo. Luego se centrifugó a 22000 g durante 30 min a 4° C y 

se descartó el sobrenadante conteniendo la fracción citosólica. El pellet se 

resuspendió en el buffer B (Hepes 20mM, Glicerol 25%, NaCl 0,42mM, MgCl2 
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1,5mM, DTT 0,5mM, EDTA 0,2mM, Na3VO4 100mM, PMSF 1mM, aprotinina 5μg/ml, 

leupeptina 5μg/ml, pepstatina 5μg/ml), se homogeneizó y se incubó durante 30 

min en hielo. Luego se volvió a centrifugar a 22000 g y se preservó el 

sobrenadante correspondiente a la fracción nuclear. 

Para separar las fracciones tubular e intersticial, el testículo decapsulado 

se incubó en 2,5 ml de colagenasa (0,23mg/ml, Sigma Aldrich) diluida en PBS 

en un baño térmico a 34º C con agitación durante 20 min. Luego de 

observarse la disgregación de los TS se cortó la reacción agregando PBS frío 

hasta 25 ml. Los tubos fueron invertidos 3 veces y se dejaron decantar los TS 5 

min en hielo. Luego se tomó el sobrenadante con pipeta Pasteur y se 

centrifugó 10 min a 300 g. Se resuspendió el pellet en 1 ml de PBS y se lo volvió a 

centrifugar en iguales condiciones obteniéndose la fracción intersticial. Los TS 

decantados se secaron con papel absorbente, se cortaron en trozos con tijeras 

metálicas y se incubaron con buffer de lisis durante 30 min en hielo al igual que 

la fracción intersticial. Luego se centrifugaron a 22000 g durante 30 min a 4° C.  

Previamente a la electroforesis, las muestras fueron hervidas a 100º C 

durante 5 min e inmediatamente enfriadas en hielo y diluidas (1:1 v/v) con 

buffer de siembra (Tris-HCl 500μM pH 6,8, SDS 4%, glicerol 60%, β-

mercaptoetanol 0,5% y azul de bromofenol 0,02%). 200μg de proteína fueron 

sembradas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida en presencia de SDS 

(ver Tabla 2), corridas a 120 volts durante 75 min a TA y luego transferidas a una 

membrana de PVDF (Millipore). El peso molecular de las bandas 

inmunoreactivas fue determinado por comparación con un patrón estándar 

de proteínas pre-teñidas (rango de pesos moleculares de 250 a 10kDa) 

(Precision Plus Protein Standards All Blue, Bio-Rad Lab.) sembrado en cada gel. 



 _____________________________________________________________ MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

64 

La transferencia de las proteínas fue monitoreada por tinción de las 

membranas con Rojo Ponceau. Todas las incubaciones a continuación se 

realizaron con agitación y los lavados entre incubaciones se realizaron con 6 

cambios de buffer Tris-NaCl Tween-20 (TBST, Tris 10mM, NaCl 154mM, Tween-20 

(v/v) al 0,1%, pH 7,5) cada 5 min a TA. Las membranas fueron bloqueadas 

empleando TBST conteniendo 5% de leche descremada (buffer de bloqueo) 

durante 60 min a TA. Luego fueron incubadas con los Ac anti-VEGFA (Santa 

Cruz Biotech.), anti-HIF1α (Millipore), anti-VEGFR1 y anti-VEGFR2 (Santa Cruz 

Biotech.) durante la noche a 4º C (Tabla 2). Como control interno de carga 

proteica de la fracción citosólica se evaluó el contenido de β-actina 

empleando un antisuero anti-β-actina (Sigma Aldrich). Luego de lavados, las 

membranas fueron incubadas con el Ac secundario biotinilado 

correspondiente (Vector Lab.) (1/1000) 60 min a TA (Tabla 2). Por último se 

incubaron con HRP (Millipore) (1/2000) diluido en solución de bloqueo 60 min a 

TA en oscuridad. Las bandas fueron visualizadas empleando un 

fotodocumentador G: Box (Syngene, Frederick, MD, USA) y evaluadas por 

análisis densitométrico empleando el programa Gene Tools. 
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AC PRIMARIO DILUCIÓN AC 

SECUNDARIO 

% GEL TIPO DE 

TRANSFERENCIA 

Anti-HIF1α 1/200 en PBS, 

Cat. N° 07-1585 

 

Anti-conejo 

diluido en 

solución de 

bloqueo 

7,5 % 

 

Durante la 

noche, 

66mA, 4° C  

Anti-VEGFA 1/50 en solución 

de bloqueo, Cat. 

N° SC-7269 

Anti-ratón diluido 

en solución de 

bloqueo 

12 % Durante la 

noche, 

66mA, 4° C 

Anti-VEGFR1 1/30 en solución 

de bloqueo, Cat. 

N° SC-316 

Anti-conejo 

diluido en 

solución de 

bloqueo 

7,5 % 60 min, 

150 volts, 

4° C 

Anti-VEGFR2 1/25 en solución 

de bloqueo, Cat. 

N° SC-6251 

Anti-ratón diluido 

en solución de 

bloqueo  

7,5 % 60 min, 

150 volts, 

4° C 

Anti-β-Actina 1/500 en solución 

de bloqueo, Cat. 

N° A2066 

Anti-conejo 

diluido en 

solución de 

bloqueo 

____ ____ 

 

Tabla 2: Condiciones de anticuerpos, diluciones, porcentaje de geles y transferencias 

utilizados para la técnica de Western Blot. 

 

3.8 Ensayo de angiogénesis 

La capacidad angiogénica del FT fue evaluada in vivo sobre la 

membrana corioalantoidea (MCA) del embrión de codorniz (Coturnix coturnix 

japonica) siguiendo la metodología descripta por Haro Durand y col. (2015). Se 

utilizaron huevos fecundados, los cuales fueron incubados in ovo durante 2 d a 

37,5 ºC. Posteriormente, su contenido fue vertido cuidadosamente en placas 

de cultivo de 6 pocillos. Luego de 5 d de incubación ex ovo, se aplicó sobre las 

MCA discos de papel de filtro (5 mm de diámetro, Whatman) impregnados con 
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FT pre-incubados o no durante 60 min con Bevacizumab (2,5 ng/ml, Avastin, 

Roche). Luego de los 2 d post-tratamiento las MCA fueron fijadas in situ con PFA 

4%/glutaraldehído al 2% en PBS durante 48 h. Luego de la fijación fueron 

disecadas, montadas sobre un portaobjetos y analizadas bajo una lupa 

estereoscópica empleando un aumento de 35X. Se tomaron fotografías de las 

áreas de las MCA delimitadas con el disco de papel de filtro. La evaluación 

morfométrica de la densidad vascular se realizó con el programa ImageJ y 

consistió en cuantificar el número de puntos de bifurcación de los vasos 

sanguíneos en el área (19,62 mm2) de la MCA confinada a cada disco. 

 

3.9 Determinación de Nitritos 

Los nitritos, productos de la oxidación del ON, fueron medidos por la 

reacción de Griess (Green y col., 1982). Para ello se decapsuló un testículo, se 

homogenizó y sonicó en buffer Tris-HCl conteniendo 0,05% Tritón X-100 (100µl/g 

de tejido). Los homogenados fueron centrifugados a 22000 g durante 30 min a 

4° C y se conservó el sobrenadante. Luego se precipitaron proteínas 

agregando ZnSO4 (0,15M, 10μl/ml) y NaOH (10M, 0,6ml/ml) en buffer Tris–HCl, 

0,05% Triton X-100. La solución se incubó en hielo por 15 min y se volvió a 

centrifugar. El sobrenadante fue utilizado para medir el contenido de nitritos. 

Los valores se expresan como concentración total de nitritos (µM) por muestra. 

 

3.10 Inmunoensayo para VEGFA (ELISA) 
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Un kit de ELISA específico (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA) fue 

empleado para determinar la concentración de VEGFA en muestras de suero 

provenientes de ratas de los grupos N, C, E 35d y con OAE. Los sueros de los 

grupos E 35d y OAE fueron recogidos en los mismos animales pero a distintos 

tiempos después de la primera inmunización. Los reactivos, soluciones, curva 

estándar y control positivo se prepararon de acuerdo a lo especificado en el 

protocolo del kit. La lectura de la densidad óptica se realizó en un lector de 

placa de ELISA a 450 nm. Previo a realizar la curva de absorbancias, el valor del 

blanco fue restado a cada muestra. Todos los pocillos fueron leídos por 

duplicado. La media de la mínima concentración detectable establecida por 

el kit fue de 8,4 pg/mL. 

 

3.11 Análisis estadístico 

Las evaluaciones estadísticas fueron realizadas empleando el test no 

paramétrico Mann-Whitney Rank test para comparar dos muestras, Kruskal - 

Wallis (ANOVA de un factor) para comparar más de dos muestras o test de 

Tukey (ANOVA de dos factores) y test de regresión lineal para la correlación 

entre dos parámetros. Un valor de p≤0,05 fue considerado estadísticamente 

significativo. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Histopatología testicular 

A los 55d posteriores a la primera inmunización, el 80% las ratas del grupo E 

desarrollaron OAE focal caracterizada por lesiones de los TS en los cuales se 

observaron distintos grados de descamación de las CG y numerosas células 

multinucleadas, producto de la fusión de espermátidas (Fig. 3 C, E). A los 85d, el 

83% de las ratas inmunizadas desarrolló una lesión testicular severa en donde se 

observan grandes áreas de TS aspermatogénicos que sólo contenían 

espermatogonias y células de Sertoli adheridas a la pared tubular (Fig. 3 D y F), 

por lo tanto, su diámetro era menor que el de las ratas de los grupos N, C y E 

35d (Fig. 3 A, B). En el intersticio testicular de los animales que presentaban 

lesión se observó un infiltrado linfomononuclear y frecuentemente, la formación 

de granulomas en las ratas con orquitis severa (Fig. 3 D). Ninguna de las ratas 

de los grupos N, C y E 35d mostraron alteraciones patológicas de los testículos 

(Fig. 3 A, B). A partir de este momento las ratas inmunizadas que desarrollaron 

algún grado de lesión se agruparon bajo el mismo grupo definido como OAE. 

Las ratas inmunizadas que no desarrollaron orquitis no fueron estudiadas. 
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Figura 3. Histopatología testicular. Microfotografías representativas de cortes de 

parafina de testículo de ratas de los grupos control (A), experimental 35 días (B) y con 

orquitis focal (C, E) o severa (D, F). En A y B se observa el epitelio seminífero completo y 

ausencia de infiltrado intersticial, mientras que en C y E los túbulos seminíferos (TS) se 

observan con descamación de las células germinales y cuerpos multinucleados de 

células apoptóticas (punta de flecha). En el intersticio testicular (I) comienza a 

aparecer un infiltrado linfomonicitario peritubular y perivascular. En D y F los TS se 

encuentran atrofiados en los cuales solo células de Sertoli y espermatogonias 

permanecen en la pared tubular. A nivel intersiticial el infiltrado se extiende a todo el 

tejido formando granulomas (GR). Las ratas del grupo normal no difieren del control 
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Tinción con hematoxilina-eosina. La barra corresponde a 100 μm (A, B, C, D) y a 20 μm 

(E, F). 

 

4.2 Expresión de CD31 y cuantificación de vasos sanguíneos testiculares 

Dado que en ratas con orquitis se ha reportado un aumento en el 

porcentaje de células endoteliales testiculares CD31+ (Guazzone y col., 2012), 

se propuso estudiar mediante inmunohistoquímica la expresión de CD31 en 

cortes de criostato de testículo de ratas de los grupos N, C, E 35d y con OAE. 

CD31 se detectó en el endotelio de todos los vasos sanguíneos intersticiales 

desde capilares hasta arterias/venas en todos los grupos estudiados (Fig. 4). Sin 

embargo, en el grupo OAE se observó una mayor densidad de vasos 

sanguíneos por campo en comparación con el resto de los grupos estudiados e 

inmunomarcación en algunas células inmunes mononucleares del intersticio 

(Fig. 4 C, D).  
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Figura 4. Expresión de CD31 en el testículo. Microfotografías representativas de cortes 

de criostato de testículo de ratas de los grupos experimental 35 días (A y B), con orquitis 

(C y D) y control (E). En A, B, C, D y E se observa inmunomarcación en el endotelio de 

los vasos sanguíneos intersticiales. Los testículos con orquitis presentan una mayor 

densidad de vasos sanguíneos por campo correspondientes a la microvasculatura 

testicular (*) e inmunomarcación en algunas células inmunes mononucleares del 

intersticio (punta de flecha negra). (F) Control negativo por omisión del anticuerpo 

primario. Las ratas del grupo normal no difieren del control. Técnica: inmunoperoxidasa. 

Las barras corresponden a 100 μm (A, C, E) y a 50 μm (B, D, F). Aumento de los insertos 

en B y D: 40X.  
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A modo de cuantificar las diferencias observadas por 

inmunohistoquímica, se realizó un recuento de los vasos sanguíneos CD31+ que 

componen la red microvascular del testículo. En las ratas del grupo OAE el 

número de vasos sanguíneos testiculares aumentó significativamente respecto 

al resto de los grupos de estudiados. No se observaron diferencias significativas 

entre las ratas de los grupos N, C y E 35d (Fig. 5 A). El índice de OAE 

correlacionó positivamente con el número de vasos sanguíneos y se ajustó a 

una regresión lineal con un R2=0.846 y con una pendiente significativamente 

distinta de 0 (Fig. 5 B). 
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Figura 5. Cuantificación de la microvasculatura testicular y relación con la severidad de 

la orquitis autoinmune experimental (OAE). Recuento de vasos sanguíneos CD31+ en 50 

túbulos seminíferos (TS) evaluados en ratas de los grupos normal (N), control (C), 

experimental (E) 35 días (d) y con OAE (A). Regresión lineal entre el número de vasos 

sanguíneos CD31+ en 50 TS y el índice de OAE (B) evaluado en ratas del grupo OAE. Las 

barras representan la media ± ES. *p≤0,05 vs N, C, E 35d. n=5 ratas/grupo. La pendiente 

en el gráfico B es significativamente distinta de 0, p≤0,05. 

 

4.3 Estado de oxigenación testicular 

Dado que se ha postulado a la tensión de oxígeno como un posible 

inductor de la la angiogénesis asociada al daño tisular (Wilkinson-Berka y col., 

2013); se evaluó el estado de oxigenación del testículo utilizando la tinción con 
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pimonidazol. En cortes de testículo de ratas de los grupos N, C, E 35d y con 

orquitis se observó tinción positiva en células de Leydig y células inmunes 

presentes en el intersticio testicular (Fig. 6). En los TS, el pimonidazol fue 

detectado principalmente en las células de Sertoli y en el citoplasma de las 

espermátides elongadas en cortes de testículo de ratas de los grupos N, C y E 

35d (Fig. 6 A, B, E). Por el contrario, en las ratas con orquitis la mayor intensidad 

de reacción fue detectada en los TS dañados (Fig. 6 C, D). 
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Figura 6. Localización de células hipóxicas en el testículo. Microfotografías 

representativas de cortes de parafina de testículo de ratas de los grupos experimental 

35 días (A, B), con orquitis (C, D) y control (E). En A, B y E se observa tinción positiva 

principalmente en las células de Sertoli (punta de flecha) conteniendo grupos de 

espermátides elongadas y en algunas células del intersticio testicular. En C y D la marca 

se observa en el intersticio testicular y en los túbulos seminíferos dañados (*). (F) Control 

negativo por omisión del Ac primario. La inmunomarcación observada en el testículo 

de las ratas del grupo normal es similar a la del grupo control. Técnica: 

inmunoperoxidasa. Las barras corresponden a 50 (A, C, E) y 20 μm (B, D, F). 
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4.4 Inhibición de VEGFA in vivo 

Interesados en conocer si VEGFA está involucrado en el proceso de 

angiogénesis observado en el testículo durante el desarrollo de la orquitis, se 

evaluó el efecto de neutralizar su actividad biológica con un Ac específico 

utilizando dos diseños experimentales distintos.  

De acuerdo a lo descripto en “Materiales y Métodos”, en el diseño 

experimental 1, se administró Bevacizumab o vehículo a partir de los 55d 

posteriores a la primera inmunización. El análisis histopatológico no reveló 

diferencias significativas entre los grupo estudiados. La incidencia y la 

severidad de la OAE, el grado de inflamación, así como, el número de vasos 

sanguíneos testiculares fueron similares al comparar los grupos Bevacizumab y 

vehículo (Fig. 7).  

Por el contrario, análisis histopatológico de los testículos de las ratas 

tratadas con el bloqueante del VEGFA a partir de los 30d posteriores a la 

primera inmunización (diseño experimental 2) mostró que la mayoría de las 

ratas del grupo Bevacizumab (Fig. 8 B) no presentaba infiltrados intersticiales 

exhibiendo un epitelio seminífero normal en contraste con las alteraciones 

histopatológicas de los testículos de las ratas del grupo vehículo que 

desarrollaron orquitis (Fig. 8 A).  
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Figura 7. Inhibición de VEGFA in vivo (diseño experimental 1). Evaluación de la 

incidencia y la severidad de la orquitis autoinmune experimental (OAE) (A), índice de 

inflamación testicular (B) y cuantificación de la microvasculatura testicular (C) en ratas 

inmunizadas para desarrollar OAE e inyectadas con Bevacizumab o vehículo. El 

recuento de vasos sanguíneos PAS+ se realizó cada 50 túbulos seminíferos (TS). Las 

barras representan la media ± ES. n=10 ratas/grupo. 
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Figura 8. Inhibición de VEGFA in vivo (diseño experimental 2). Histopatología testicular. 

Microfotografías representativas de cortes de parafina de testículo de ratas 

inmunizadas para desarrollar OAE inyectadas con vehículo (A) o con Bevacizumab (B) 

y ratas normales sin tratar (C). En (A) se observan alteraciones y atrofia de los túbulos 

seminíferos (punta de flecha) con descamación de las células germinales 

correspondientes a un testículo lesionado, mientras que en (B) y (C) se observan el 

epitelio seminífero completo y ausencia de infiltrado. A nivel intersticial el grupo 

vehículo presenta una mayor densidad de vasos sanguíneos PAS+ pertenecientes a la 

red microvascular testicular por campo. Tinción con PAS. La barra corresponde a 50 

μm. 
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Al calcular la incidencia y el índice de severidad de la OAE se observó 

una disminución significativa de ambos parámetros en el grupo Bevacizumab 

respecto del grupo vehículo así como también un menor grado o ausencia de 

inflamación (Fig. 9 A, B). Al realizar el recuento del número de vasos testiculares, 

se observó una disminución significativa en el grupo OAE tratado con 

Bevacizumab como consecuencia del bloqueo especifico de VEGFA (Fig. 9 C).  

Por otro lado, ratas del grupo N fueron tratadas con Bevacizumab para 

determinar si el bloqueo de VEGFA fisiológico podía traer consecuencias a nivel 

de epitelio germinal y de la vasculatura testicular. No se observaron 

alteraciones histopatológicas del testículo ni del número de vasos sanguíneos 

intersticiales (Fig. 8 C; Fig. 9 C). 
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Figura 9. Inhibición de VEGFA in vivo (diseño experimental 2). Evaluación de la 

incidencia y la severidad de la orquitis autoinmune experimental (OAE) (A) e índice de 

inflamación testicular (B) en ratas inmunizadas para desarrollar OAE e inyectadas con 

vehículo o Bevacizumab. Cuantificación de la microvasculatura testicular en ratas 

inmunizadas para desarrollar OAE y ratas normales (N) inyectadas con vehículo o 

Bevacizumab(C). El recuento de vasos sanguíneos PAS+ se realizó cada 50 túbulos 

seminíferos (TS). Las barras representan la media ± ES. ***p≤0,0005 vs vehículo; **p≤0,005 

vs vehículo; *p≤0,05 vs el resto de los grupos. n=10 ratas/grupo.  
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Para evaluar posibles efectos adversos del Bevacizumab se estudiaron 

histopatológicamente muestras de hígado y se comparó el Pc de los animales 

tratados vs el grupo sin tratar. No se observaron alteraciones en la estructura 

hepática, las ratas tratadas como las sin tratar presentaron cordones de 

hepatocitos y sinusoides con morfología y disposición normal (Fig. 10 A, B, C). 

Los Pc de las ratas del grupo tratado con Bevacizumab fueron similares a los del 

grupo sin tratar (Fig. 10 D). 
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Figura 10. Evaluación de la toxicidad del Bevacizumab en el ensayo de inhibición de VEGFA 

in vivo (diseño experimental 2). Histopatología hepática: Microfotografías representativas de 

cortes de parafina de hígado de ratas inmunizadas para desarrollar orquitis autoinmune 

experimental (OAE) inyectadas con vehículo (A) o con Bevacizumab (B) y ratas normales (N) 

sin tratar (C). En los tres grupos estudiados se observan cordones de hepatocitos (Ch) y 

sinusoides (S) sin alteraciones histopatológicas, así como, vasos sanguíneos (punta de flecha) 

correspondientes a venas y arterias hepáticas con morfología y disposición normal en las 

tríadas portales. Tinción con hematoxilina-eosina. La barra corresponde a 20 μm. (D) 

Comparación de los pesos corporales (Pc) al finalizar el tratamiento con Bevacizumab o 

vehículo. Las barras representan la media ± ES. n=10 ratas/grupo. 
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4.5 Expresión de VEGFA testicular 

Considerando los resultados descriptos anteriormente que demuestran la 

relevancia de VEGFA como factor angiogénico durante el desarrollo de la 

OAE, se propuso estudiar su expresión en el testículo.  

Mediante la técnica de inmunoperoxidasa se evaluó su localización en 

cortes de parafina de testículo de ratas de los grupos N, C, E 35d y OAE. La 

expresión de VEGFA fue observada en todos los grupos de ratas estudiados, 

principalmente en el epitelio germinal de los TS con una intensidad variable de 

acuerdo al tipo celular y al estadio del ciclo de la espermatogénesis (Fig. 11 A, 

B, E). La intensidad del producto de reacción fue mínima en espermatocitos en 

paquitene del estadio VII y se fue incrementando hasta hacerse máxima en 

espermatocitos diploténicos del estadio XIII. Luego la marca comienza a 

disminuir su intensidad en las siguientes células de la línea germinal hasta 

hacerse negativa en espermátidas elongadas del estadio XIII (Fig. 11 E, G). No 

se observaron diferencias en la localización de VEGFA entre las ratas de los 

grupos N, C y E 35d. En las ratas con OAE, el grado de expresión en los TS 

disminuyó como consecuencia de la descamación de CG característica de 

este cuadro (Fig. 11 C, D). Las células de Sertoli fueron negativas para esta 

técnica en todos los grupos de ratas estudiados. En el intersticio testicular, 

VEGFA se expresó en el endotelio de algunos vasos sanguíneos, principalmente 

en arterias y arteriolas, en células de Leydig y en células mononucleares con 

morfología tipo macrófago (Fig. 11 B, D).  
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Figura 11. Expresión de VEGFA en el testículo. Microfotografías representativas de cortes 

de parafina de testículo de ratas de los grupos experimental 35 días (d) (A, B), con 

orquitis (C, D) y control (E). En (A), (B), (C), (D) y (E) se observa inmunomarcación en el 

endotelio de algunas arteriolas (punta de flecha), en células del intersticio y en los 

túbulos seminíferos (TS) siguiendo un patrón determinado por los estadios de desarrollo 

espermático en rata (I al XIV) en un ciclo de 12,9 d (modificado a partir de esquema de 

Russel y col., 1990; G). El círculo marca el tipo celular donde aparece la marca 

(espermatocito en paquitene del estadio VII) y el rectángulo donde desaparece 

(espermátides elongadas del estadio XIII). La flecha marrón indica la dirección en la 

que se intensifica la marca haciéndose máxima en los espermatocitos diploténicos del 

estadio XIII. (F) Control negativo por omisión del anticuerpo primario. La expresión de 

VEGFA en testículo de ratas del grupo normal fue similar a la observada en ratas del 

control. Técnica: inmunoperoxidasa. Las barras corresponden a 50 μm (A, C, E) y a 20 

μm (B, D, F). 

 

Dado que se ha reportado la expresión de VEGFA en células de Sertoli 

adultas bovinas, humanas y murinas (Caires y col., 2009; Ergün y col., 1997; 

Nalbandian y col., 2003) y en células de Sertoli de rata en las primeras semanas 

de vida (Baltes-Breitwisch y col., 2010), se quiso evaluar si la ausencia de tinción 

en las ratas adultas estudiadas se debía a una limitación técnica o a una 

expresión diferencial de VEGFA dependiente del desarrollo testicular. Mediante 

la técnica de inmunoperoxidasa y siguiendo el protocolo ya descripto se 

estudió VEGFA en cortes de parafina de ratas de 3 y 21 d de edad (Pre-púber). 

Se observó una inmunomarcación positiva difusa para VEGFA en el citoplasma 

de las células de Sertoli que forman los cordones seminíferos, siendo más 

intensa en el citoplasma de los gonocitos a los 3d (Fig. 12 A). En las ratas pre-

púberes la tinción comienza a tomar el patrón observado en las adultas 

alcanzando su máxima expresión en las CG más diferenciadas (espermatocitos 

en paquitene) ubicadas hacia la luz de los TS. Sin embargo, contrariamente a 
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lo observado los testículos de ratas adultas, algunas células de Sertoli fueron 

positivas para VEGFA (Fig. 12 B). En el intersticio testicular, se observó una 

tinción muy intensa en las células de Leydig de las ratas de 3d, que fue 

disminuyendo en los testículos de pre-púberes y adultas (Fig. 12 C). Los vasos 

sanguíneos fueron negativos en los tiempos previos a la adultez. 
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Figura 12. Expresión de VEGFA durante el desarrollo testicular de la rata. 

Microfotografías representativas de cortes de parafina de testículo de ratas normales 

de 3 (A), 21 (pre-púber) (B) y 50 (adulto) días (C) de edad. VEGFA se localiza en los 

gonocitos (punta de flecha blanca) de los cordones seminíferos (CS), en algunas 

células de Sertoli (punta de flecha negra) y en las células de Leydig (L) agrupadas en el 

intersticio testicular. A lo largo del crecimiento la marca de las células germinales se 

hace estadio dependiente y la marca en células de Sertoli desaparece en los animales 

adultos. (D) Control negativo por omisión del anticuerpo primario. TS: túbulo seminífero. 

Técnica: inmunoperoxidasa. Las barras corresponden a 20 μm.  
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Por otro lado, a efectos de identificar si los macrófagos podrían ser las 

células mononucleares del intersticio testicular que expresan VEGFA, se realizó 

una técnica de inmunofluorescencia doble sobre cortes de criostato obtenidos 

de testículo de animales con orquitis en los cuáles se ha reportado un aumento 

en el número de células ED1+ y ED2+ (Suescun y col., 2003). Los macrófagos 

testiculares fueron identificados utilizando los anticuerpos ED2 y ED1, específicos 

de macrófagos residentes y monocitos provenientes de la circulación, 

macrófagos y CD, respectivamente. Se observó co-localización para ambos 

marcadores sugiriendo que tanto las células ED1+ como ED2+ expresan VEGFA 

(Fig. 13).  
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Figura 13. Expresión de VEGFA en macrófagos testiculares ED1 y ED2 positivos (punta de 

flecha). Cortes de crióstato de testículo de ratas con orquitis inmunomarcados con 

VEGFA, ED1 y ED2. Además de la co-localización de los marcadores, puede verse la 

expresión de VEGFA en el endotelio de una arteriola (*). NEG: control negativo por 

omisión del anticuerpo primario. Técnica: inmunofluorescencia doble. Las barras 

corresponden a 20 µm. 
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Luego de confirmarse la expresión y distribución de VEGFA en el testículo 

de ratas adultas, se estudió mediante la técnica de Western Blot la expresión 

de VEGFA en el testículo de ratas de los grupos N, C, E 35d y con OAE. El análisis 

densitométrico mostró una disminución significativa de la expresión de VEGFA 

en el homogenado testicular proveniente de ratas con OAE respecto a las 

ratas de los grupos N, C y E 35d, no observándose diferencias significativas 

entre estos últimos tres grupos (Fig. 14 A).  

Dado los resultados previamente descriptos y considerando que el aporte 

de los TS al contenido total del VEGFA testicular podría estar enmascarando 

cambios a nivel de la secreciones por parte de las CE e intersticiales, se decidió 

estudiar su expresión en el FT el cual resulta más representativo en cuanto a las 

secreciones del compartimento intersticial (Sharpe y col., 1984). Se observó un 

aumento significativo en el contenido de VEGFA en las ratas del grupo E 35d 

respecto a las ratas de los grupos N, C y OAE, no observándose diferencias 

entre estos últimos tres grupos (Fig. 14 B). Al analizar histopatológicamente el 

testículo contralateral a los 55d, se comprobó que las ratas del grupo E 35d que 

tenían alto contenido de VEGFA testicular desarrollaron OAE. 
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Figura 14. Expresión de VEGFA en testículo. Western Blots representativos y resultados 

semi-cuantitativos del contenido de VEGFA (21 kDa) en homogenados (A) y fluidos 

testiculares (B) provenientes de ratas de los grupos normal (N), control (C), experimental 

(E) 35 días (d) y con orquitis (OAE). Las barras representan la media ± ES, *p≤0,05 vs el 

resto de los grupos. n=8 ratas/grupo. 

 

4.6 Medición in vivo de la respuesta angiogénica de los fluidos testiculares 

Habiendo detectado valores elevados de VEGFA en los FT de ratas E 35d 

se propuso evaluar la capacidad angiogénica in vivo de estas muestras sobre 

las MCA siguiendo la metodología previamente descripta. Para ello las MCA 

fueron incubadas con FT provenientes de ratas de los grupos N y E 35d en 

presencia o ausencia de Bevacizumab. La evaluación morfométrica mostró 

una mayor densidad vascular en las MCA incubadas con FT de ratas del grupo 

E 35d en comparación con las incubadas con FT de ratas N (Fig. 15 B). El 

aumento en el número de puntos de bifurcación se atenúa al pre-incubar los FT 

con Bevacizumab (Fig. 15 D). 
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Figura 15. Respuesta angiogénica in vivo. Fotografías representativas de membranas 

corioalantoideas de codorniz incubadas con fluidos testiculares provenientes de ratas 

de los grupos normal (N) (A), experimental (E) de 35 días (d) (B) y E 35d en presencia de 

Bevacizumab (C). En B se observan vasos sanguíneos contorneados formando figuras 

típicas en respuesta a estímulos angiogénicos (punta de flecha). (D) La cuantificación 

de la densidad vascular fue calculada como puntos de bifurcación de los vasos 

sanguíneos por área (19,62 mm2). Aumento: 35X. Las barras representan la media ± ES, 

*p≤0,05 vs el resto de los grupos. n=4 ratas/grupo. 
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4.7 Expresión de HIF1α 

Dado que HIF1α es un factor con la capacidad de modular la 

transcripción de VEGFA y otros factores pro-angiogénicos (Kim y col., 2013), se 

evaluó su expresión durante el desarrollo de la OAE. Mediante la técnica de 

inmunoperoxidasa, la expresión de HIF1α fue observada en CG (principalmente 

en espermatocitos del compartimento adluminal) y en células de Sertoli de 

ratas de los grupos N, C y E 35d (Fig. 16 A, C). En el grupo OAE la marca en los 

TS disminuyó producto de la descamación de CG, además de perderse la 

expresión por parte de las células de Sertoli (Fig. 16 B). En el intersticio testicular, 

HIF1α se localizó en las CE y en la túnica media de los vasos sanguíneos 

testiculares de todos los grupos de ratas estudiados (Fig. 16).  
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Figura 16. Expresión de HIF1α en el testículo. Microfotografías representativas de cortes 

de crióstato de testículo de ratas de los grupos experimental 35 días (A), con orquitis (B) 

y control (C). En (A) y (C) se observa inmunomarcación positiva para HIF1α en los 

espermatocitos (punta de flecha blanca) y células de Sertoli (punta de flecha negra) 

de los túbulos seminíferos. En intersticio testicular, la inmunomarcación positiva se 

observa en los vasos sanguíneos (*) de de los 3 grupos estudiados. (D) Control negativo 

por omisión del anticuerpo primario. La expresión de HIF1 en testículo de ratas del 

grupo normal es similar a la observada en ratas del grupo control. Técnica: 

inmunoperoxidasa. Las barras corresponden a 50 μm. 
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Luego se realizó una evaluación semi-cuantitativa del contenido de HIF1α 

en todos los grupos estudiados. Mediante la técnica de Western Blot se 

determinó la expresión de HIF1α en extractos nucleares de homogenados de 

testículo de ratas de los grupos N, C, E 30d, E 35d y con OAE. El grupo E 30d fue 

estudiado a efectos de evaluar HIF1α en un tiempo previo al tiempo en el cual 

se detectó el mayor contenido de VEGFA. El análisis densitométrico de la 

bandas correspondiente a las dos isoformas de HIF1α estudiadas (70 y 120 kDa) 

no mostró diferencias significativas para ninguno de los grupos experimentales, 

sin embargo cabe destacar una tendencia a valores aumentados de HIF1a en 

las ratas E 30d (Fig. 17). 

  



 _______________________________________________________________________ RESULTADOS 

 

 

97 

 

Figura 17. Expresión de HIF1α en testículo. Western Blot representativo y resultados semi-

cuantitativos del contenido de HIF1α en extractos nucleares de homogenado testicular 

de ratas de los grupos normal (N), control (C), experimental (E) de 30 días (d), 35d y con 

orquitis (OAE). Las barras representan la media ± ES. n=10 ratas/grupo. 
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Teniendo como antecedente que el ON estabiliza e induce la actividad 

transcripcional de HIF1a (Sumbayev y col., 2007), y que éste tiende a aumentar 

en las ratas del grupo E 30d, se midió el contenido de nitritos en homogenados 

testiculares de ratas de los grupos N y E 30d. Los nitritos son productos finales de 

la oxidación del ON y poseen una estabilidad molecular mayor, por lo tanto 

pueden ser medidos en diferentes tejidos como estimadores de la formación 

total de ON. Acorde a lo esperado la concentración de nitritos fue 

significativamente mayor en las ratas del grupo E 30d respecto a las ratas N 

(Fig. 18). 

 

 

Figura 18. Contenido de nitritos en el testículo. Concentración de nitritos medidos en 

homogenado testicular de ratas de los grupos normal (N) y experimental (E) 30 días (d). 

Se observa un aumento significativo en el contenido de nitritos en el grupo E 30d 

respecto a los N. Las barras representan la media ± ES.*p≤0,05 vs N. n=10 ratas/grupo. 

 

4.8 Expresión de los VEGFRs en testículo 

Adicionalmente, se estudió la expresión de los receptores específicos de 
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su localización en cortes de parafina de testículo de ratas de los grupos N, C, E 

35d y OAE. A nivel de los TS, el epitelio germinal presentó una leve tinción para 

VEGFR1que se intensificó en las células en degeneración en animales con OAE 

(Fig. 19 C, D). Se observó inmunomarcación específica intensa para este 

receptor a nivel del compartimiento intersticial en las células de Leydig, a nivel 

de la túnica íntima en las CE de algunos capilares, arteriolas y arterias 

medianas; y en menor medida en las células con morfología tipo macrófago 

(Fig. 19 A, B, C, D, E). Si bien no se observaron diferencias en la localización 

tisular, la intensidad de la marca disminuyó a nivel intersticial en el grupo OAE vs 

los grupos N, C y E 35d (Fig. 19 C, D). 
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Figura 19. Expresión de VEGFR1 en el testículo. Microfotografías representativas de 

cortes de parafina de testículo de rata de los grupos experimental 35 días (A, B), con 

orquitis (C, D) y control (E). En A, B, C, D y E VEGFR1 se localiza en células endoteliales 

de pequeñas y medianos arteriolas (punta de flecha), y en células del intersticio. Las 

células germinales presentan una tinción leve que se acentúa en las células que se 

descaman en la orquitis (d) (D). Si bien la localización celular no cambia, la intensidad 

de la marcación a nivel intersticial disminuye en (C) y (D). (F) Control negativo de la 

técnica por omisión del anticuerpo primario. Las ratas del grupo normal no difieren del 

control. Técnica: inmunoperoxidasa. Las barras corresponden a 50 (A, C, E) y 20 μm (B, 

D, F).  
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Al estudiar la expresión del VEGFR2 se observó inmunomarcación en el 

intersticio testicular correspondiente a células de Leydig y células con 

morfología tipo macrófago, además este receptor se localizó en las fibras 

musculares lisas de la túnica media de arteriolas y arterias pequeñas y 

medianas (Fig. 20 A, B, C, D, E). En los TS, se observó marca en CG 

principalmente en colas de espermatozoides y células en degeneración en el 

grupo OAE (Fig. 20 C, D). Esta expresión fue similar entre los distintos grupos 

estudiados (Fig. 20). 
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Figura 20. Expresión de VEGFR2 en el testículo. Microfotografías representativas de 

cortes de parafina de testículo de rata de los grupos experimental 35 días (A, B) con 

orquitis (C, D) y control (E). En A, B, C, D y E se observa tinción positiva para VEGFR2 en 

fibras musculares lisas de la túnica media de pequeñas y medianas arteriolas (*), en 

células del intersticio y en células germinales, principalmente en colas de 

espermatozoides (z) y células en degeneración (d). (F) Control negativo de la técnica 

por omisión del anticuerpo primario. Las ratas del grupo normal no difieren del control. 

Técnica: inmunoperoxidasa. Las barras corresponden a 50 (A, C, E) y 20 μm (B, D, F). 
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Mediante la técnica de Western Blot se analizó el contenido de VEGFR1 y 

VEGFR2 en las fracciones tubular e intersticial del testículo de ratas de los 

grupos estudiados previamente. El análisis densitométrico de las bandas 

correspondientes a VEGFR1 mostró una disminución significativa en las ratas 

con OAE tanto en la fracción intersticial como en la fracción tubular en 

comparación con el contenido del receptor en las ratas de los grupos N, C y E 

35d (Fig. 21). 

 

 

Figura 21. Expresión de VEGFR1 en testículo. Western Blots representativos y resultados 

semi-cuantitativos del contenido de VEGFR1 (180-190 kDa) en las fracciones intersticial 

(A) y tubular (B) del testículo de de ratas de los grupos normal (N), control (C), 

experimental (E) 35 días (d) y con orquitis (OAE) relativizadas a β-Actina (42 kDa). Las 

barras representan la media ± ES, *p≤0,005 vs el resto de los grupos. n=10 ratas/grupo. 
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Al estudiar el contenido de VEGFR2  se observó un aumento significativo 

en las ratas del grupo E 35d respecto a los grupos N, C y OAE en la fracción 

intersticial (Fig. 22 A). Al analizar la fracción tubular no se observaron diferencias 

en el contenido del receptor entre los grupos estudiados (Fig. 22 B). 

 

 

Figura 22. Expresión de VEGFR2 en testículo. Western Blots representativos y resultados 

semi-cuantitativos del contenido de VEGFR2 (150 kDa) en las fracciones intersticial (A) y 

tubular (B) del testículo de ratas de los grupos normal (N), control (C), experimental (E) 

35 días (d) y con orquitis (OAE) relativizadas a β-Actina (42 kDa). Las barras representan 

la media ± ES, *p≤0,05 vs el resto de los grupos. n=10 ratas/grupo. 

  



 _______________________________________________________________________ RESULTADOS 

 

 

105 

4.9 Detección de VEGFA circulante 

Interesados en evaluar si los niveles de VEGFA circulantes reflejan la 

condición particular del microambiente testicular, se evaluó si sus niveles eran 

detectados a nivel sistémico. La concentración de VEGFA fue evaluada por la 

técnica de ELISA en suero de ratas de los grupos N, C, E 35d y con OAE. VEGFA 

sólo fue detectado en el suero proveniente de ratas del grupo E 35d y su 

concentración promedio fue 70.69±11.77 pg/ml (Fig. 23). Los mismos animales 

evaluados posteriormente cuando el cuadro de orquitis se desarrolló (grupo 

OAE) presentaron valores indetectables de VEGFA al igual que las ratas de los 

grupos N y C. 

 

 

Figura 23. Determinación de VEGFA en suero. La concentración de VEGFA fue 

cuantificada por ELISA en suero proveniente de ratas de los grupos normal (N), control 

(C), experimental (E) 35 días (d) y con orquitis (OAE). La barra representa la media ± ES. 

ND: valores no detectables. n=10 ratas/grupo. 
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5. DISCUSIÓN 

 

Se acepta que la inflamación y las infecciones del tracto genital 

masculino pueden ser causas frecuentes o cofactores de infertilidad. En efecto, 

aproximadamente el 6-10% de los pacientes con infertilidad posee un 

componente inflamatorio y/o autoinmune que involucra la presencia de 

infiltrados intersticiales del testículo asociados a un daño del epitelio seminífero 

y/o a la producción de anticuerpos contra antígenos espermáticos (Weidner y 

col., 2013). El modelo de OAE murino es útil para estudiar la autoinmunidad 

órgano‐específica ya que refleja las alteraciones histopatológicas del testículo 

descriptas en el hombre. Es por ello que en nuestro laboratorio es utilizado 

como herramienta para comprender los mecanismos involucrados en el 

desarrollo de patologías inflamatorias testiculares que resultan en subfertilidad o 

infertilidad. 

La inflamación crónica tisular promueve directa o indirectamente la 

angiogénesis. Por otra parte, teniendo como antecedentes que el número de 

vasos sanguíneos testiculares y el porcentaje de CE intersticiales aumenta 

significativamente en ratas (Guazzone y col., 2012) y ratones con OAE (Pérez y 

col., 2015), se propuso dilucidar la contribución del proceso de angiogénesis 

mediado por VEGFA en el desarrollo del cuadro patológico.  

Por inmunohistoquímica, mediante el uso de un marcador especifico de CE 

(CD31) se confirmó el incremento del número de vasos sanguíneos testiculares 

y que el mismo correlacionó positivamente con el índice de OAE, sugiriendo 

que existe una asociación entre el proceso angiogénico y la progresión y la 

severidad de la orquitis en la rata. 
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Dado que la hipoxia induce angiogénesis y que la baja tensión de oxigeno 

en patologías como varicocele y torsión testicular se asocia a subfertilidad o 

infertilidad (Reyes y col., 2012), se evaluó el estado de oxigenación testicular en 

el modelo de OAE. La tinción con pimonidazol observada en los TS e intersticio 

testicular de las ratas del grupo N reflejan la condición hipóxica del órgano en 

condiciones fisiológicas y esto se correspondió con lo descripto en el ratón 

(Gruber y col., 2010). Esta situación se explica por el gran consumo y demanda 

de de oxigeno del testículo para poder llevar a cabo la espermatogénesis. 

Resultados similares se observaron en los testículos de ratas de los grupos C y E 

35d, sin embargo en las ratas con orquitis la tinción disminuyó en los TS que no 

presentaban daño del epitelio germinal. El aumento en el número de vasos 

sanguíneos que se observa en el testículo con OAE contribuiría a la re-

oxigenación del tejido resolviendo en gran medida la situación de hipoxia que 

queda limitada a los TS dañados como consecuencia de la inflamación.  

Hay numerosos factores que estimulan la angiogénesis, como factores de 

crecimiento, quimiocinas, integrinas, metaloproteasas, prostaglandinas, etc. 

Estos han sido estudiados en procesos patológicos de inflamación, 

autoinmunidad y crecimiento tumoral (Ferrara y Adamis, 2016). VEGFA ha sido 

postulado como el principal regulador de la angiogénesis fisiológica y 

patológica (Shibuya y col. 2013b). Para determinar si VEGFA es un factor clave 

en el proceso angiogénico en la OAE, se evaluó mediante un ensayo in vivo los 

efectos de su bloqueo con un Ac específico utilizado de rutina en la clínica 

médica para el tratamiento de distintos tipos de cáncer (Calvetti y col., 2015). 

Los resultados obtenidos indicaron que Bevacizumab reduce el número de 

vasos sanguíneos testiculares, la incidencia y la severidad de la OAE así como 
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también el grado de inflamación testicular cuando se comienza a aplicar antes 

de observarse el daño histopatológico, a partir de los 30d de la primera 

inmunizacion. MacMillan y col. (2012) también registraron una reducción en la 

angiogénesis y en los índices patológicos al aplicar Bevacizumab previo a la 

aparición de los primeros signos clínicos de la EAE en ratón. Nuestros resultados 

revelaron que VEGFA es un factor necesario para desencadenar la respuesta 

angiogénica observado durante el desarrollo de la orquitis en la rata. Sin 

embrago, el tratamiento con Bevacizumab una vez establecido el cuadro 

inflamatorio y la lesión del epitelio germinal no resultó efectivo.  

Dada la importancia del VEGFA a nivel del mantenimiento del epitelio 

germinal y de los capilares que transportan los metabolitos necesarios para la 

proliferación y diferenciación de las CG (Rudolfsson y col., 2004), Bevacizumab 

fue administrado a un grupo de ratas N para determinar si el bloqueo del 

VEGFA fisiológico podía traer consecuencias en el testículo. La dosis de droga 

empleada no provocó alteraciones de la histomorfología testicular, ni tampoco 

modificó el número de vasos sanguíneos de la microvasculatura testicular. Es 

probable que las inmunoglobulinas anti-VEGFA (Bevacizumab) no fueron 

capaces de atravesar la BHT en la cual las uniones estrechas de las células de 

Sertoli adyacentes forman un cierre circunferencial continuo (Lui y col, 2003). Se 

sabe que estas uniones estrechas cumplen tres funciones principales: a) 

Juegan un rol esencial en la compartimentalización, creando una barrera que 

restringe la difusión de solutos a través de la vía paracelular, b) crean un límite 

entre los dominios apical y basolateral de la célula, que difieren en su 

composición lipídica y proteica, creando polaridad celular y c) reducen el 

pasaje de antígenos de la superficie de las CG a la circulación sistémica y 
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excluye total o parcialmente la entrada de inmunoglobulinas circulantes y 

linfocitos al compartimento adluminal.  

VEGFA se localizó en las CG de los TS con una expresión diferencial 

dependiendo del tipo celular y del estadio del ciclo de la espermatogénesis, 

siendo mayor en espermatocitos en paquitene y en diplotene, lo cual fue 

similar al patrón de expresión previamente descripto para rata y ratón (Ai y col., 

2008; Nalbandian y col., 2003). La marca diferencial de CG podría depender 

de los requisitos propios de cada célula. Los espermatocitos en paquitene de la 

rata pueden permanecer en ese estadio hasta por 2 semanas, siendo las CG 

que más prevalecen en los TS, por otro lado aumentan relativamente su 

tamaño y sus requerimientos energéticos en relación a la fase de la meiosis que 

atraviesan (Russel y col., 1990). Dado que VEGFA tiene efectos tróficos en el 

testículo de roedores con ciclo reproductivo estacional (Young y Nelson, 2000) 

y estimula la sobrevida in vitro de trozos de testículo bovino (Caires y col., 2009) 

y de ovocitos porcinos (Kere y col., 2014) podría pensarse que posee un efecto 

autócrino sobre el desarrollo y la sobrevida de las CG testiculares. En las ratas 

con orquitis, la marca en los TS disminuyó como consecuencia de la 

descamación de CG característica de este cuadro. A diferencia de lo 

publicado por Bott y col. (2006) en roedores y Ergün y col. (1997) en humanos, 

las células de Sertoli fueron negativas en nuestro modelo. Dado que la 

expresión de VEGFA mediada por las células de Sertoli está involucrada en el 

desarrollo testicular de la rata durante la vida embrionaria y el periodo post-

natal (Baltes-Breitwish y col., 2010), se propuso evaluar si la ausencia de 

expresión de VEGFA en las células de Sertoli adultas se debía a una limitación 

de la técnica o si esta expresión era dependiente del estadio de desarrollo del 
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animal (período postnatal: 3d; pre-púberes: 21d; adultas: 8 semanas). En las 

ratas de 3d se observó una marca difusa para VEGFA en la zona central de los 

cordones seminíferos siendo más intensa en el citoplasma de los gonocitos. Esta 

marcación particular en el período postnatal se corresponde con la descripta 

por Caires y col. (2012). En las ratas pre-púberes la distribución de la expresión 

de VEGFA se asemejó más a la observada en el epitelio germinal de los 

adultos, excepto que algunas células de Sertoli fueron positivas sobre todo en 

la parte apical de su citoplasma el cual contacta con las CG más maduras. 

Este resultado permitió comprender que el patrón de marcación para VEGFA 

cambia durante el proceso de maduración y desarrollo testicular en la rata. 

Esto está asociado al rol no vascular que posee VEGFA sobre el testículo adulto 

promoviendo el mantenimiento del epitelio germinal, respectivamente (Ergün y 

col., 1997). 

A nivel del intersticio testicular VEGFA se expresó en células de Leydig, CE, y 

en células mononucleares en testículos de ratas de los grupos N, C, E 35d y con 

OAE. La expresión de VEGFA por las células de Leydig ha sido reportada en 

testículo adulto humano y murino bajo condiciones fisiológicas y estimularía la 

permeabilidad de las CE vecinas mediante un efecto parácrino (Ergün y col., 

1997; Collin y Bergh, 1996). La expresión de VEGFA detectada en las células 

mononucleares del intersticio testicular en ratas con OAE correspondió a 

macrófagos residentes (ED2) y monocitos provenientes de la circulación, 

macrófagos y CD (ED1). En relación a los macrófagos testiculares, previamente 

demostramos que además de los macrófagos residentes (ED2+) y de los 

monocitos provenientes de la circulación (ED1+) existe una población doble 

positiva, mas indiferenciada en relación a ED2+, que aumenta en la orquitis y 
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que está bajo la influencia de las citocinas pro-inflamatorias ,TNFα, MCP1 y IL6, 

entre otras (Rival y col., 2008). En la angiogénesis tumoral, se demostró que la 

población de monocitos intermedios y algunos monocitos circulantes secretan 

VEGFA y MMP9 para inducir la formación de capilares en modelos de 

carcinomas a través de Ang2 (Ziegler-Heitbrock y Hofer, 2013; De Palma y col., 

2005; Subimerb y col., 2010; Chambers y col., 2013). Similarmente, en la 

inflamación crónica como la artritis reumatoide se ha reportado que las 

distintas subpoblaciones de macrófagos residentes pueden estimular la 

angiogénesis y la reparación de heridas tomando un perfil pro-angiogénico 

mediante la secreción de bFGF, PIGF, VEGF, TNFa, IL8 o IGF1 (Sunderkötter y 

col., 1994; Schmid y Varner, 2010). Del linaje mieloide, las CD también son 

capaces de regular la formación de vasos sanguíneos. Estas células 

presentadoras de antígenos profesionales pueden ser reclutadas hacia un 

microambiente inflamado donde secretan osteopontina, IL8, TNFa, IL6 y TGFβ 

aumentando así la respuesta angiogénica (Curiel y col., 2004; Feijoo y cl., 2005; 

Riboldi y col., 2008). 

Cabe destacar la de participación del TNFa y MCP1 en la regulación de 

la angiogénesis. Por ejemplo, Goukassian y col. (2007) han proporcionado 

evidencia de que la neovascularización inducida por isquemia es parcialmente 

dependiente de la señalización a través del receptor p75 de TNFa. Ratones con 

deficiencia del receptor p75 muestran una pierden la capacidad de recuperar 

el flujo sanguíneo normal después de la isquemia provocada en la extremidad 

posterior, asociada con un aumento en la apoptosis de las CE, disminución de 

la densidad capilar y bajos niveles de VEGF y bFGF en el tejido isquémico y en 

células progenitoras circulantes pro-angiogénicas (Goukassian y col., 2007). 
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Como antecedente en nuestro laboratorio, Suescun y col. (2003) detectaron un 

mayor porcentaje de macrófagos que expresaban TNFα en el testículo de ratas 

con OAE. Por otro lado en estas células aumentó la producción de IL6 (Rival y 

col., 2006b). Se desconoce el contenido de TNFa e IL6 testicular previo al 

desarrollo de la orquitis. 

En relacióna MCP1, Salcedo y col. (2000) demostraron sus propiedades 

angiogénicas ya que la quimiocina fue capaz de inducir la quimiotaxis de CE 

humanas que expresaron CCR2 y la formación de vasos sanguíneos en ensayos 

en matrigel y en el modelo de MAC. En ensayos de cultivos de anillos de aorta 

de rata, MCP1 indujo la formación de capilares y la expresión génica de HIF1a 

y VEGFA (Hong y col., 2005). En nuestro laboratorio se demostró que los niveles 

de la quimiocina MCP1 en FT y medio condicionado de macrófagos aumentan 

en las ratas inmunizadas para desarrollar OAE en un tiempo previo al daño 

histopatológico y se mantienen elevados en la orquitis (Guazzone y col., 2003). 

Por otro lado se demostró que las CE del intersticio testicular expresaron el 

receptor CCR2, sugiriendo que además de reclutar células inmunes, MCP1 

estaría involucrado en la angiogénesis observada en la OAE.  

El contenido de VEGFA en homogenados de testículo disminuyó en las 

ratas con orquitis como consecuencia de la gran descamación de CG de los 

túbulos lesionados las cuales aportarían una proporción importante de VEGFA 

al testículo. A efectos de sortear este obstáculo, decidimos estudiar el VEGFA 

secretado al FT. En el FT los niveles de VEGFA aumentaron previo al daño 

histopatológico y estos valores disminuyeron hasta valores basales luego de 

establecerse la orquitis. Este resultado indicaría que existe una regulación 

positiva en la producción de VEGFA a los 35d y una regulación negativa del 
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mismo en las ratas con lesión testicular. A su vez explicaria el resultado obtenido 

al usar Bevacizumab una vez establecida el daño testicular. 

Los mecanismos por los cuáles el VEGFA secretado aumentaría podrían 

ser: la transcripción y la estabilización de su mensajero por parte de HIF1a y ON; 

o por la estimulación de las células secretoras con factores pro-

inflamatorios/pro-angiogénicos. Por otro lado, este pulso en los niveles de 

VEGFA podría ser el desencadenante del aumento observado en el número de 

vasos sanguíneos testiculares cuantificados por inmunohistoquímica en las ratas 

con OAE.  

Sharpe y Cooper (1983) determinaron que las secreciones colectadas en 

los FT están representadas principalmente por el aporte de las células 

pertenecientes al compartimiento intersticial, ya que la contaminación con BSA 

marcada inyectada en los TS fue despreciable. Por lo tanto, el VEGFA 

detectado en el FT en nuestros resultados sería aportado principalmente por las 

CE, las células de Leydig, los macrófagos y las CD. El porcentaje de las los 

macrófagos ED1+, ED2+ y la población intermedia ED1+ ED2+ aumentado a los 

30d argumentaría nuestra hipótesis (Rival y col., 2008; Rival y col., 2005). El 

porcentaje de CD también se incrementa en tiempos previos al daño testicular 

y en la OAE en los ganglios drenantes del testículo los cuáles reflejan la 

situación particular del mismo; y además expresan el receptor CCR2 (Guazzone 

y col., 2011; Rival y col., 2007), por lo tanto podría suponerse que estas células 

sean responsables de contribuir a la mayor producción de VEGFA observada 

en el FT. Al evaluar la capacidad angiogénica del FT en un ensayo de MCA se 

observó que los FT obtenidos de ratas del grupo E 35d fueron capaces de 

inducir la formación de pequeñas estructuras capilares a partir de las ramas 
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vasculares iniciales. A su vez, la pre-incubación de los FT con Bevacizumab 

atenúa la respuesta angiogénica ya que disminuyó el número de 

ramificaciones cuantificadas. Este resultado confirma que el VEGFA secretado 

por el testículo de ratas inmunizadas para desarrollar OAE es uno de los factores 

angiogénicos relevantes durante el desarrollo del cuadro.  

En ratones transgénicos que sobreexpresan VEGFA, la descamación de CG 

está asociada a un aumento en la tasa de apoptosis de espermatocitos y a la 

perdida de adhesión a las células de Sertoli (Huminiecki y col., 2001). A su vez, 

valores elevados de VEGFA en el testículo de ratones (Korpelainen y col., 1998)y 

en el semen de pacientes(2-100 ng/ml) (Obermair y col., 1999) fueron 

asociados con alteraciones de la fertilidad. Sumado a esto, Kilic y col. (2009) 

establecieron que la expresión de VEGFA aumenta en biopsias testiculares de 

pacientes fumadores azospérmicos y tiene efectos apoptóticos en los TS a 

través de la activación de la caspasa 3. Sin embargo, nuestros resultados 

preliminares indican que el número de CG apoptóticas es similar en fragmentos 

testiculares de ratas normales incubados o no con distintas concentraciones de 

VEGFA, (5-100 ng/ml). No se podría descartar algún efecto indirecto del VEGFA 

sobre la descamación de las CG. Como se describió en la “Introduccion”, la 

apoptosis de las CG en la OAE  está dada, en gran medida, por la producción 

de citocinas proinflamatorias por parte de las células pertenecientes al 

infiltrado linfomonocitario que alteran el microambiente inmunosupresor normal 

(Theas y col., 2008; Jacobo y col., 2014).  

HIF1a es el factor de transcripción responsable de inducir un aumento en 

los niveles de VEGFA en condiciones hipóxicas y de inflamación (Yuan y col., 

2003). Mediante la técnica de inmunoperoxidasa HIF1α se expresó en CG 
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(principalmente en espermatocitos del compartimento adluminal) y células de 

Sertoli en las ratas de los grupos N, C y E 35d. En los TS del grupo OAE, la tinción 

disminuyó producto de la descamación de CG y la ausencia de marca en las 

células de Sertoli. El patrón de expresión en las CG se correspondió con lo 

descripto en ratón (Marti y col., 2002) y en rata en condiciones normóxicas y de 

isquemia (Kilinç y col., 2004). En el intersticio testicular, HIF1α se localizó en las CE 

y en la túnica media de los vasos sanguíneos testiculares de todos los grupos de 

ratas estudiados. Este resultado difiere de lo publicado previamente en ratón 

adulto en donde se observaron células de Leydig HIF1a+ (Lysiak y col., 2009). En 

relación al contenido de HIF1α testicular y de acuerdo a la tendencia 

observada, aumentaría en ratas del grupo E 30d en un tiempo previo al 

aumento del VEGFA secretado (E 35d) y disminuiría en las ratas con OAE 

cuando también los valores de VEGFA vuelven a ser basales. Un incremento en 

los niveles de HIF1a ha sido reportado el testículo de rata en respuesta a la 

isquemia experimental para restablecer la perfusión vascular (Powell y col., 

2002). 

Las moléculas reactivas del nitrógeno como el ON participan en la 

transducción de señales hipóxicas, principalmente por un aumento en la 

expresión y la estabilización del HIF1a (Sumbayev y col., 2007), o directamente 

en la angiogénesis, estimulando los niveles del ARNm de VEGFA y la síntesis de 

proteína (Jozkowicz y col., 2001; Iyer y col., 2015). Por lo tanto, se cuantificó la 

concentración testicular de nitritos, metabolitos estables del ON, en el tiempo 

en el cual se detectó el mayor contenido de HIF1a (30d posteriores a la 

inmunización). Acorde a lo esperado se observó un aumento significativo en la 

concentración de nitritos en las ratas del grupo E 30d sugiriendo que el estrés 
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oxidativo podría estar involucrado en la regulación de la angiogénesis 

observada durante el desarrollo de la orquitis. Por otro lado, los antecedentes 

de nuestro laboratorio mostraron que el estrés oxidativo generado por el 

aumento de los niveles del ON contribuye al sostenimiento de un estado 

inflamatorio en ratas con OAE y que la acción del inhibidor competitivo de la 

ONS disminuye la incidencia y la severidad de la orquitis (Jarazo Dietrich y col., 

2012; Jarazo Dietrich y col., 2015). 

Por otro lado, existen evidencian que apuntan al papel crucial de HMGB1 

(proteína de alta movilidad de grupo 1) en la mediación de eventos tardíos en 

inflamación de novo y autoinmunidad, estableciendo nuevas conexiones entre 

procesos inflamatorios y angiogénesis patológica (Andersson y Harris, 2010; van 

Beijnum y col., 2008). A través de su receptor RAGE, este factor puede activar la 

proliferación de las CE, inducir la migración de las mismas y favorecer los brotes 

angiogénicos en la progresión y la propagación tumoral (Schlueter y col., 2005). 

En tejido sinovial de pacientes con artritis reumatoide se demostró que HMGB1 

regula la expresión de HIF1a, lo que consecuentemente aumenta la 

producción de VEGFA por parte de los fibroblastos y estimula la proliferación de 

CE (So Youn Park y col., 2015). Por otro lado, dado que el bloqueo especifico 

de HMGB1 en ratas inmunizadas para desarrollar OAE atenúa la inflamación 

testicular (Aslani y col., 2014) y disminuye el número de vasos sanguíneos 

testiculares (datos personales no publicados), no podemos descartar que exista 

una relación HMGB1-HIF1a o HMGB1-VEGFA que regule el proceso de 

angiogénesis en el modelo de OAE.  

En relación a los receptores de VEGFA, demostramos que VEGFR1 es 

expresado principalmente en CG y en CE testiculares, mientras que el VEGFR2 
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se localiza en CG y en células musculares lisas de la túnica media de los vasos 

sanguíneos. A su vez, la expresión de ambos receptores fue detectada en 

células con morfología tipo macrófago y células de Leydig. Tanto en el testículo 

normal como en el testículo bajo condiciones de inflamación la localización 

para esta marcación fue similar, excepto que en las ratas con OAE la 

intensidad de la marca disminuyó a nivel intersticial. La distribución tisular de los 

receptores de VEGFA se correspondió con lo previamente observado en el 

testículo humano, ratón y bovino (Ergün y col., 1997; Nalbandian y col., 2003; 

Caires y col., 2009).  

El contenido de VGFR1 disminuyó significativamente en las ratas con orquitis 

tanto en la fracción de TS como en la fracción intersticial en comparación con 

el contenido de las ratas de los grupos N, C y E 35d. Estos resultados indican 

que una regulación negativa estaría ocurriendo en la expresión de este 

receptor en la orquitis. El contenido de VEGFR2 aumentó significativamente en 

las ratas del grupo E 35d en la fracción intersticial el cual se correspondió con el 

pico observado para la expresión de VEGFA en los FT, mientras que en las ratas 

que desarrollaron orquitis ambos parámetros volvieron a valores basales. Este 

resultado fue contrario a lo observado para la expresión de VEGFR1, mostrando 

un comportamiento diferencial en la regulación de los dos receptores de 

VEGFA. El aumento del VEGFR2 podría explicarse por una regulación positiva 

ejercida directamente por el VEGFA. Caires y col. (2009) demostraron que 

VEGFA induce la expresión de VEGFR2 en cultivos de testículos bovinos. Se ha 

reportado en HUVECs y en células neoplásicas de pulmón que la activación del 

VEGFR2 rápidamente induce varias cascadas de señalización que incluyen 

fosfatidilinositol-3-quinasa, fosfolipasa C, MAPK, y Src involucrados en la 
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promoción de la proliferación celular, la sobrevida, y eventos de diferenciación 

(Takahashi & Shibuya 2005); mientras que la activación del VEGFR1 provoca 

una pobre respuesta mitogénica (en comparación con la generada por 

VEGFR2) y principalmente funciona como regulador de la quimiotaxis, la 

sobrevida y las interacciones célula-célula en monocitos, macrófagos y células 

madre hematopoyéticas (Kaplan y col., 2005, Takahashi & Shibuya 2005, 

Fragoso y col. 2006). Nuestros resultados sugieren que en el proceso 

angiogénico observado en el cuadro de OAE, el VEGFR2 también sería el 

receptor más relevante. 

Se ha descripto una fuerte correlación entre los niveles de VEGFA en el suero 

de pacientes y el contenido detectado en el órgano afectado por patologías 

autoinmunes (Colville-Nash y Scott, 1992; Peacock, 1992) y el cáncer (Macedo 

y col., 2017). En casos clínicos de cáncer gástrico se vio que el contenido de 

VEGFA en el suero de pacientes con regresión de los tumores disminuía; 

mientras que en pacientes con metástasis aumentaba (Macedo y col., 2017). 

Los niveles de VEGFA también se asociaron negativamente con la sobrevida en 

pacientes con cáncer colorectal metastásico (Suénaga y col., 2016. En 

pacientes con patologías autoinmunes como la artritis reumatoide se 

determinó un incrementode VEGFA en el fluido sinovial y suero  (Fava y col., 

1994). Esta correlación también se observó entre fluido vítreo y suero de 

pacientes con retinopatía diabética (Aiello y col., 1994; Maier y col., 2008), así 

como, en los fluidos oculares de pacientes con trastornos retinianos isquémicos 

(Ferrara y Kerbel, 2005). Estos antecedentes han permitido la postulación de 

VEGFA como un marcador sistémico de la progresión tumoral y de procesos 

inflamatorios. Basándonos en esta premisa, nos propusimos analizar si VEGFA 



 _________________________________________________________________________ DISCUSIÓN 

 

 

120 

podría ser un marcador sistémico relevante de la OAE. En nuestros ensayos 

encontramos valores detectables de VEGFA (70 pg/ml) únicamente en el suero 

proveniente de ratas del grupo E 35d coincidiendo con el aumento de VEGFA 

detectado en las secreciones testiculares de las ratas inmunizadas previo al 

daño histopatológico y el brote angiogénico. VEGFA está regulado 

positivamente en biopsias de tumores de CG y en el suero de los pacientes, 

pero en este caso, no posee especificidad como biomarcador de tumores 

testiculares debido a que no se ha encontrado una correlación entre los niveles 

séricos y el riesgo de metástasis (Bentas y col., 2003). Sin embargo, no se ha 

estudiado este rol en patologías testiculares asociadas a la inflamación. 

Nuestros resultados proveen nueva evidencia que señala al VEGFA como 

posible marcador temprano de la inflamación crónica testicular 

independizando el diagnostico clínico de las biopsias testiculares. 
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6. CONCLUSIONES 

 

 El número de vasos sanguíneos pertenecientes a la microvasculatura 

testicular se correlaciona positivamente con la progresión y severidad de la 

OAE 

 

 El estado de oxigenación de las células presentes en los TS y en el 

intersticio testicular fue similar en las ratas de los grupos N, C y E 35d. Sin 

embargo, en las ratas con orquitis la inmunomarcación fue menor en aquellos 

TS que no presentaban alteraciones histopatológicas del epitelio germinal

 

 La inhibición específica de VEGFA in vivo reduce el número de vasos 

sanguíneos testiculares, la incidencia y la severidad de la orquitis



 VEGFA y sus receptores se localizan en los mismos tipos celulares en 

el testículo de ratas de los grupos N, C, E 35d y OAE y 



 Los niveles de VEGFA secretados aumentan en el FT de ratas del 

grupo E 35d previo a la lesión testicular y vuelven a valores basales en la orquitis



 El VEGFA presente en los FT de ratas E 35d es el factor responsable 

de estimular la angiogénesis in vivo en el modelo de MAC y su efecto se 

atenúa al pre-incubar las muestras con Bevacizumab 

 

 Los niveles de HIF 1α no difieren significativamente entre los grupos 

estudiados, sin embargo tienden a aumentar en ratas del grupo E 30d previo al 

pico de expresión de VEGFA



 La concentración de nitritos testiculares es mayor en ratas del grupo E 

30d, sugiriendo una relación entre ON- HIF1α
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 La expresión del VEGFR2 aumenta previo a la lesión testicular y 

ambos receptores están regulados negativamente durante la orquitis

 

 VEGFA es sólo es detectable en el suero de ratas del grupo E 35d, 

previo al daño histopatológico
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Los resultados obtenidos demuestran la relevancia del sistema VEGFA-

VEGFR en el desarrollo de un cuadro de inflamación crónica testicular. La 

detección de VEGFA podría utilizarse como un marcador predictivo de 

inflamación testicular y la neutralización del mismo como una potencial 

herramienta terapéutica en el tratamiento de la infertilidad asociada a 

mecanismos autoinmunes. 
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