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RESUMEN  

La preservación de la fertilidad en pacientes con cáncer ha cobrado creciente 

importancia debido al aumento de las tasas de supervivencia luego del 

tratamiento. En los mamíferos, la competencia reproductiva de las hembras 

depende de la producción de ovocitos maduros, proceso que ocurre dentro de 

folículos ováricos. Estos son altamente susceptibles a sustancias gonadotóxicas 

como los quimioterápicos. La vincristina, ampliamente utilizada en patologías 

hemato-oncológicas, actúa desestabilizando los microtúbulos y deteniendo la 

proliferación celular, y se ha demostrado recientemente que también induce daño 

mitocondrial favoreciendo la producción de especies reactivas del oxígeno. Dado 

que las mitocondrias del ovocito son esenciales para la maduración, la 

fertilización y el desarrollo embrionario temprano, la vincristina podría 

comprometer la calidad ovocitaria a pesar de considerarse hasta el momento, 

una droga quimioterápica de baja gonadotoxicidad. 

En este contexto, se evaluó el posible efecto protector del dicloroacetato (DCA), 

un modulador del metabolismo mitocondrial que favorece la entrada de piruvato 

al ciclo de Krebs y promueve el metabolismo oxidativo. Se utilizó un modelo 

murino con cuatro grupos experimentales: 1) control, 2) vincristina, 3) DCA y 4) 

DCA y vincristina. Se realizaron análisis de los ovarios y ovocitos empleando 

aproximaciones histológicas, inmunohistoquímicas, moleculares y funcionales, 

evaluando tanto efectos a corto como a largo plazo. 

La vincristina alteró la ciclicidad, disminuyó el número de folículos en crecimiento, 

aumentó la atresia folicular y elevó los marcadores apoptóticos. Además, se 

observó un aumento en la activación de los folículos primordiales, aunque no se 

encontraron modificaciones en el número total de estos folículos. A largo plazo 

se evidenció, reducción del número de ovocitos ovulados, alteración en el 

diámetro de los ovocitos y en la morfología del huso meiótico, lo que indica un 

impacto negativo sobre la calidad ovocitaria. 

El tratamiento simultáneo con DCA no logró revertir completamente el daño 

folicular inducido por la vincristina. En algunos casos incluso exacerbó ciertas 

alteraciones, aunque mostró efectos beneficiosos como la reducción de la 
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fibrosis ovárica y la normalización parcial del huso meiótico, lo que sugiere un 

papel dual sobre la función ovárica.  

Estos resultados resaltan la complejidad de las terapias combinadas y la 

necesidad de comprender los mecanismos por los cuales la vincristina aumenta 

la activación del pool primordial, así como de considerar la posible persistencia 

de efectos posteriores al tratamiento. 
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ANTECEDENTES  

 

Ovario – anatomía e histología 

 

Los ovarios forman parte de los genitales internos del aparato reproductor 

femenino, son órganos que en humanos miden aproximadamente 3 cm de 

longitud por 1,5 cm de ancho y 1 cm de espesor, mientras que en los roedores 

de laboratorio el volumen ronda los 2,50 ± 0,32 mm3 (Zheng et al., 2021). 

Histológicamente se describen cubiertos por un tejido epitelial cúbico o cilíndrico 

bajo simple, el “epitelio germinativo”, debajo del cual se encuentra el tejido 

conjuntivo denso de la túnica albugínea. Se organiza en dos sectores no bien 

delimitados, la corteza y la médula. La corteza es un sector de tejido conjuntivo 

laxo con mucha celularidad, donde se localizan los folículos ováricos que 

constituyen la reserva reproductiva de las hembras de las distintas especies. En 

la región central del órgano se localiza la médula, formada por tejido conjuntivo 

más denso y vasos sanguíneos de mayor calibre y nervios que llegan a este 

sector a través del hilio (Bloom & Fawcett, 1995). Sin embargo, las 

características morfológicas, histológicas y fisiológicas de este órgano varían 

según la especie y la etapa del ciclo de la vida del animal. En los roedores se 

reconocen diferentes etapas a lo largo de la vida, que corresponden a los 

periodos del desarrollo embrionario-fetal, prepuberal (neonatal, infantil y juvenil), 

puberal y adulto (Richards & Pangas, 2010). En el caso de los primates se 

reconoce además la etapa post menopaúsica del ovario.  
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Desarrollo del ovario 

 

El ovario fetal se origina a partir de una protuberancia del mesodermo intermedio, 

recubierta por el epitelio celómico, formando la gónada indiferente bipotencial, 

ya que hasta este momento no puede distinguirse morfológicamente como ovario 

o testículo. En los ratones se forma aproximadamente en el día 10 del desarrollo 

embrionario (Byskov. A.G, 1986), momento en el que las células germinales 

primordiales originadas tempranamente en el epiblasto y que migran 

transitoriamente a la pared del saco vitelino pasan a colonizar dicha 

protuberancia (Eddy & Clark, 1975; Fujimoto et al., 1977).  El número de células 

germinales primordiales aumenta entre 40 a 250 en este periodo (Cummings & 

Kavlock, 2004; Saitou, 2021) y continúan proliferando por mitosis, lo que permite 

aumentar enormemente su número, llegando a contar con alrededor de 25000 

células germinales para el día 13 de gestación (Dolci et al., 2015). Múltiples 

factores de crecimiento modulan la mitosis de las células germinales 

primordiales, tales como los miembros de la familia TGF-β (Transforming Growth 

Factor Beta): activina, BMP (proteína morfogenética ósea) y TGF-β1 (De Felici 

et al., 2004). En embriones humanos la activina aumenta la proliferación de las 

células germinales primordiales, mientras que en ratones la activina y el TGF-β 

inhiben su proliferación y es el BMP el que induce el aumento de las células 

germinales primordiales en cultivo, por lo que esto implica que podría existir una 

regulación específica por especie (De Felici et al., 2004; Richards & Pangas, 

2010). Las células germinales primordiales se diferencian posteriormente en 

ovogonias, células de la línea germinal que darán origen a los gametos 

femeninos. Como se esquematiza en la Fig. 1 las divisiones mitóticas de las 

ovogonias están acompañadas por una citocinesis incompleta, generando de 

esa forma que todas las células hermanas formen nidos o “cordones ovígeros”, 

donde las células quedan conectadas entre sí por puentes citoplasmáticos y 

rodeadas por células del estroma. Estos puentes citoplasmáticos permiten que 

el desarrollo y diferenciación ocurra de forma sincrónica dentro de los cordones 

(Pepling & Spradling, 1998). Los ovarios fetales en los ratones se pueden 

distinguir como tal alrededor del día 13,5 por la presencia de estos cordones o 

nidos ovígeros (Od́or & Blandau, 1969). Para el día gestacional 13,5 las 
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ovogonias comienzan a entrar en meiosis y se denominan ovocitos primarios. 

Los ovocitos en desarrollo se detienen en la etapa del diploteno de la profase de 

la primera división meiótica. Este arresto meiótico es sostenido por los niveles 

altos de AMPc que se mantienen dentro del ovocito, gracias a la interacción con 

las células prefoliculares circundantes (Conti et al., 2002). En los roedores, 

posteriormente al nacimiento, los cordones ovígeros atraviesan una ruptura 

programada para originar los folículos primordiales individuales. Esto se debe a 

la deprivación de la fuente de hormonas maternas que desencadena una 

disminución brusca de los niveles de estrógenos y progesterona circulantes en 

la cría.  En los humanos y otros mamíferos, este evento ocurre alrededor de las 

semanas 14-15 de la gestación, cuando aparecen los primeros folículos 

primordiales con ovocitos en diploteno (Høyer et al., 2005). Este evento se 

encuentra señalizado por la presencia de estradiol, en contraposición con lo que 

sucede en los roedores. El estradiol favorece la formación de los folículos 

primordiales. El ovario fetal humano tiene la capacidad de convertir andrógenos 

en estrógenos a la vez que aumenta la presencia de receptores de estrógenos. 

Además, las enzimas CYP11A1, CYP17A1 y HSD3B2, necesarias para la 

síntesis de esteroides sexuales muestran localización en el citoplasma de los 

ovocitos, así como en las células somáticas, mientras que CYP19A1 coincide 

con los patrones de expresión en adultos. Por otra parte, también aumentan los 

niveles de la transcripción de estas enzimas durante el segundo trimestre de 

gestación (Fowler et al., 2011). 

Fig. 1- Proceso de formación de los folículos primordiales. En A se representa la 
migración y proliferación de las células germinales primordiales. En B se muestra la 
formación de los cordones ovigeros. En C el progreso de la meiosis hasta el arresto de 
la profase I en diploteno, se establece el contacto con las células somáticas (células 
foliculares). En D folículos primordiales individuales. Tomado de  (Telfer et al., 2023). 
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De esta manera se forman los folículos primordiales, que consisten en un único 

ovocito con un citoplasma abundante, el núcleo eucromático y un nucleolo 

evidente, similar a un núcleo interfásico pero que ya comenzó la profase de la 

primera división meiótica. Cada ovocito se encuentra rodeado por una única capa 

de células somáticas planas que llamamos células foliculares.  Aquellos ovocitos 

que, durante este proceso de separación, no logran quedar rodeados 

completamente por células foliculares mueren por apoptosis. De esta forma se 

genera el número máximo de folículos primordiales existentes en el ovario, 

capaces de permanecer en reposo, ingresar al pool de crecimiento o degenerar 

en el correr de la vida de la hembra. A este conjunto de folículos primordiales se 

le denomina reserva folicular ovárica (Pepling & Spradling, 2001). 

En ovarios de ratonas se reporta que la reserva folicular es de aproximadamente 

once mil folículos en el día 1 post natal y hacia el día 7 post natal disminuye 

aproximadamente a la mitad. A los 200 días el número se reduce a solo unos 

doscientos cincuenta folículos (Kerr et al., 2006). En humanos si bien los 

números absolutos son distintos, se mantiene el patrón de disminución presente 

en los roedores, con un número máximo cercano a los 7 millones a la mitad de 

la gestación, y que rápidamente disminuyen a aproximadamente un millón de 

folículos al nacimiento y menos de la mitad de estos al llegar a la pubertad (Fig.2) 

(Kaur & Kurokawa, 2023). 

  

Fig. 2 - Representación de la cantidad de células germinales en los 
ovarios de ratones y humanos en las distintas etapas de la vida 
reproductiva. Tomado de (Kaur & Kurokawa, 2023). 
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Crecimiento folicular 

 

El pasaje del folículo primordial al pool de crecimiento es un proceso 

independiente de las gonadotrofinas que puede ocurrir en cualquier momento de 

la vida del animal (Dierich et al., 1998; Kumar et al., 1997). Se encuentra 

controlado por factores de señalización producidos localmente, así como 

también por las propiedades físicas que surgen de la interacción entre el ovocito, 

las células foliculares circundantes y la matriz extracelular. El diálogo de estos 

procesos de señalización resulta en la inhibición o promoción del reclutamiento 

de los folículos primordiales, procesos que hoy en día continúan 

caracterizándose, pero que se sabe están mediados por factores intraováricos 

(Gershon & Dekel, 2020).  

Algunas vías de señalización involucradas en la activación de los folículos 

primordiales son la vía PI3K (proteína quinasa dependiente de fosfoinositidos), 

el complejo mTOR (mammalian target of rapamycin; la diana de rapamicina en 

mamíferos), y la PKB (proteína quinasa B, también conocida como Akt) (Hannon 

& Curry, 2018).  Las vías conocidas de inhibición de esta señalización son la vía 

del FoxO3a (Forkhead box O3) y PTEN (Phosphatase and TENsin homolog 

deleted on chromosome 10) (Jinno, 2025).  

Como se muestra en la Fig. 3 dentro de los factores involucrados en esta vía de 

señalización, PTEN es una fosfatasa que cataliza la conversión de 

fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) en fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2), lo 

que conduce a una inhibición de la activación de la vía de señalización de Akt, 

una vía importante para el crecimiento, la supervivencia y la proliferación celular.  

Por su parte, la proteinkinasa Akt pertenece a la familia de proteínas 

serina/treonina quinasa que se activan en respuesta a factores de crecimiento y 

supervivencia celular, y tienen por sustrato nuclear a los factores de transcripción 

de la familia Forkhead. El factor de transcripción FoxO3a pertenece a esta 

familia, compuesta además por el Foxo1(FKHR) y Foxo4(AFX), efectores de la 

vía PTEN/PI3K/AKT (Castrillon et al., 2003). La activación de esta proteinkinasa 

Akt fosforila a FoxO3a, promoviendo su salida del núcleo al citoplasma y la 

desinhibición de la transcripción dependiente de FoxO3a (Brunet et al., 2001).  
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FoxO3a se localiza habitualmente en el núcleo de las células que lo expresan, y 

en este caso en el núcleo de los ovocitos en reposo de los folículos primordiales. 

Cuando es traslocado al citoplasma, deja de ejercer su función como factor de 

transcripción y es finalmente degradado. Este es uno de los fenómenos 

fácilmente demostrable en el proceso de reclutamiento del folículo primordial 

para continuar su crecimiento a folículo primario. La inmunolocalización del factor 

de transcripción FoxO3a, cuando muestra una marca nuclear es indicadora de 

folículos primordiales en reposo mientras que su localización en el citoplasma 

del ovocito (aunque el folículo aún muestre características morfológicas de 

folículo primordial) indica activación de este y marca el inicio de su pasaje al pool 

de folículos en crecimiento (Albamonte et al., 2023).  
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Diferentes estudios han mostrado que la eliminación condicional de FoxO3a, 

PTEN, y otros factores como TSC1 Y TSC2 (complejo heterodimérico 1 de 

esclerosis tuberosa y complejo heterodimérico 2 de tuberina respectivamente) 

de los ovocitos de ratón dan como resultado una activación global de todos los 

folículos primordiales conduciendo a insuficiencia ovárica (Castrillon et al., 2003). 

En ratones la deleción del gen PTEN estimula el crecimiento de los folículos 

primordiales por un mecanismo que aumenta la fosforilación de Akt que lleva a 

la fosforilación e inactivación de FoxO3a, generando así la activación folicular 

(Albamonte et al., 2023). Por su parte, los factores TSC1 y TSC2, actúan como 

sensores involucrados en la vía de mTOR. La eliminación de estos reguladores 

junto con la del PTEN genera una sinergia en el crecimiento de los ovocitos de 

ratón, no así cuando solo se elimina uno de los dos, evidenciando que la vía de 

PTEN/PI3K y mTOR regulan la activación folicular de forma paralela y 

colaborativa (Sun et al., 2015). 

Se ha demostrado además la acción de algunas hormonas como la hormona 

antimülleriana (AMH) involucrada en la inhibición del reclutamiento inicial de los 

folículos primordiales. Es una proteína dimétrica perteneciente a la superfamilia 

de glicoproteínas del factor de crecimiento transformante β (TGFβ) (La Marca et 

al., 2009) y su receptor especifico es el AMHR2 (di Clemente et al., 2021). La 

AMH es producida en las células de Sertoli fetales durante la diferenciación 

sexual masculina e induce la regresión del conducto de Müller. En el sexo 

femenino esta hormona no se expresa durante la diferenciación sexual, sino que 

aparece por primera vez en el ovario neonatal, en las células de la granulosa de 

los folículos recientemente reclutados y continúa expresándose en las células de 

la granulosa de los folículos preantrales y antrales pequeños del ovario. 

Desempeña un papel inhibidor en el proceso cíclico de reclutamiento folicular al 

determinar los niveles umbral de la hormona folículo estimulante (Hannon & 

Curry, 2018). Estudios en ratones homocigotos para una mutación nula de la 

AMH revelaron que esta hormona participa en la regulación de la tasa de 

reclutamiento inicial de folículos primordiales en la reserva de crecimiento. En 

estos ratones deficientes, se reclutan más folículos primordiales y, como 

consecuencia, la reserva de folículos primordiales disminuye rápidamente 

(Durlinger et al., 1999). Hoy en día la medición de la hormona circulante puede 
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proporcionar información valiosa sobre la reserva folicular funcional de la 

población general, lo que facilita la planificación de la vida reproductiva en 

mujeres (di Clemente et al., 2021).  

El reclutamiento de un folículo primordial en estado inactivo para comenzar su 

crecimiento lleva a éste a la etapa de folículo primario. Esta transición se 

denomina reclutamiento inicial. Una vez comenzado se pueden observar 

cambios en su estructura, donde el ovocito crece en tamaño y las células 

foliculares van cambiando su forma de planas a cúbicas o cilíndricas bajas. 

Mientras conforman una única capa de células foliculares cuboideas, se 

denomina folículo primario unilaminar. Cuando la proliferación aumenta el 

número de capas, pasan a denominarse folículos primarios multilaminares, y las 

células foliculares ahora se reconocen como células de la granulosa (Ross & 

Pawlina, 2016). Al mismo tiempo aumenta la síntesis de ARNm, se van 

organizando las células de la granulosa, y se inicia la formación de la zona 

pelúcida, compuesta por glicoproteínas, nombradas ZP de la 1 a la 4, formando 

una capa acelular que se localiza entre la membrana del ovocito y las células de 

la granulosa. Sin embargo, ambos tipos celulares se mantienen comunicados a 

través de estructuras membranosas tipo filopodio, compuestos por un eje de 

filamentos de actina o tubulina que cruzan la zona pelúcida y contactan con las 

microvellosidades de la membrana superficial del ovocito (Orozco-Galindo et al., 

2025). La conexión de estas prolongaciones de membrana con la superficie del 

ovocito está mediada a través de uniones gap (Fig.4), compuestas por proteínas 

transmembrana, las conexinas, que se ensamblan para formar conexones o 

hemicanales. Tienen un tamaño de poro que les permite la transferencia directa 

de moléculas de hasta 1 kDa, a su través se da el pasaje de iones, piruvato, 

lactato, aminoácidos, AMPc , GMPc y señales electroquímicas (Marchais et al., 

2022). Las uniones gap entre las células de la granulosa involucran a la conexina 

43 (Cx43), mientras que las que conectan el ovocito con las células granulosas 

circundantes están compuestas por conexina 37 (Cx37) (Teilmann, 2005). 

El ovocito también participa en la regulación de la foliculogénesis, modificando 

su propio microambiente mediante la secreción de factores de crecimiento 

parácrinos. Estos factores ejercen un papel esencial en el desarrollo folicular y 

la maduración del ovocito. El factor de diferenciación de crecimiento 9 (GDF9) y 
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la proteína BMP15 son los más conocidos, y actúan como factores parácrinos 

secretados por el ovocito para regular la función de las células de la granulosa 

vecinas dentro del compartimento folicular. El GDF9 se expresa en ovocitos 

durante todas las etapas de crecimiento folicular, influyendo en la proliferación y 

diferenciación de las células de la granulosa, mientras que el BMP15 se expresa 

en ovocitos desde la etapa multilaminar temprana en forma creciente durante el 

desarrollo folicular ejerciendo un papel importante en la regulación de la función 

de las células de la granulosa y proporcionando soporte y señalización 

esenciales durante la maduración del ovocito (Fountas et al.,2024; Kristensen et 

al., 2022). 

Fig. 4 – Contactos celulares de un folículo primario multilaminar. Se representa al 
ovocito en interacción con la zona pelúcida y las células de la granulosa, mediada esta 
conexión por uniones gap presentes en las microvellosidades, además de moléculas como 
el BMP 15, GDF9 y calmodulinas. Tomado de (Orozco-Galindo et al., 2025) 
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El aumento rápido en el número de células granulosas que lleva a una estructura 

multilaminar va acompañado de la síntesis de varios factores de crecimiento 

tales como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento de 

fibroblastos (FGF) y la AMH (Orozco-Galindo et al., 2025). Las células 

estromales circundantes se diferencian durante este proceso y forman la teca 

folicular, generando una capa de células que rodea a las células de la granulosa 

por fuera de la lámina basal. Esta teca folicular se diferencia posteriormente en 

dos capas, la teca interna, capa muy vascularizada, donde las células adquieren 

características de células productoras de esteroides, como lo son la presencia 

de abundante retículo endoplasmático liso, complejo de Golgi abundante sin 

muchos gránulos asociados, numerosas mitocondrias con crestas tubulares 

características y gotitas lipídicas, con gran presencia de receptores para 

hormona luteinizante. La teca externa por su parte tiene mayor presencia de 

fibroblastos, células musculares lisas y fibras de colágeno (Ross & Pawlina, 

2016). 

Una vez completados estos cambios en el folículo primario multilaminar, se 

comienzan a formar pequeñas cavidades entre las células de la capa granulosa, 

que contienen líquido folicular compuesto por proteínas, metabolitos, iones, 

hormonas, lípidos, especies reactivas del oxígeno y vesículas extracelulares. A 

medida que estas cavidades aumentan de tamaño van confluyendo para formar 

una única cavidad llamada antro por lo que pasa a denominarse folículo antral 

(Rodgers & Irving-Rodgers, 2010). Durante este proceso también quedan 

delimitadas diferentes poblaciones de células de la granulosa, las que 

permanecerán en estrecho contacto con el ovocito y que lo acompañará en la 

ovulación, denominadas células de la corona radiada, y las pertenecientes al 

cumulo de células de la granulosa y que mantiene el contacto entre el ovocito y 

el resto del folículo, el cúmulo ovígero. El resto de las células de la capa 

granulosa conforman la población de células granulosas murales. Si bien las 

células de la granulosa de los distintos sectores se originan de la proliferación de 

las células pregranulosas que rodean al folículo primordial, su morfología 

presenta características particulares (Marchais et al., 2022).  

Esta etapa de folículo antral y su crecimiento posterior pasa a ser dependiente 

de las gonadotrofinas hipofisarias y de diversos factores moduladores de 



pág. 17 
 

producción local (IGF-1, activina, inhibina, GDF-9, etc) por lo que solo se produce 

después de la pubertad (Fig.5) (Belli & Shimasaki, 2018; Erickson & Shimasaki, 

2000; Litichever et al., 2009).  

 

 

Esta etapa sigue un ciclo de retroalimentación que inicia cuando el hipotálamo 

comienza a secretar hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), que regula 

la liberación en la hipófisis de hormona foliculoestimulante (FSH) y hormona 

luteinizante (LH). Estas hormonas viajan por el torrente sanguíneo hasta 

encontrar sus receptores. La hormona LH se une a su receptor presente 

mayormente en las células de la teca interna y estimula la producción de 

andrógenos, mientras que la FSH se une a su receptor en las células de la 

granulosa murales para convertir estos andrógenos en estrógenos mediante la 

acción de la enzima aromatasa, siendo este mismo estrógeno el que genera una 

retroalimentación a nivel central (Millier et al., 1994). Esta retroalimentación 

negativa sobre el hipotálamo y la hipófisis ocurre durante la mayor parte del ciclo, 

inhibiendo la liberación de GnRH y de gonadotropinas.  

El folículo antral sano continuará su crecimiento y maduración hasta alcanzar el 

estadio preovulatorio con un ovocito capaz de llegar a ser fecundado (Hirshfield, 

Fig. 5 – Etapas de la foliculogénesis.  En esta imagen se esquematiza la foliculogénesis, 
etapa no dependiente y dependiente de gonadotrofinas y tamaño en µm del ovocito en un 
modelo de ratón. Tomado de (Neill, 2006)  
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1991). Mientras transcurren todos estos cambios, el ovocito se mantiene 

detenido en profase I. Los niveles elevados y sostenidos de estradiol que se 

alcanzan hacia el final del crecimiento folicular desencadenan una 

retroalimentación positiva que provoca un aumento repentino de GnRH y LH que 

culmina en la ovulación (Lenert et al., 2021). En las horas previas, el pico de LH 

desencadena la reactivación meiótica, dándose la finalización de la primera 

división, la expulsión del primer cuerpo polar, y el avance de la meiosis II hasta 

la etapa de metafase, momento en el que vuelve a detenerse (Jinno, 2025). Este 

proceso se acompaña por la síntesis de ácido hialurónico por parte de las células 

del cúmulus, con la consiguiente separación de las células granulosas por la 

acumulación de agua entre las células llevando a la expansión del antro. Este es 

otro indicador de maduración de los distintos componentes del folículo previo a 

la ovulación. El pico de LH también induce un cambio en la síntesis de esteroides 

en el folículo periovulatorio, que lo lleva desde el predominio de secreción de 

estradiol-17β alrededor del pico de LH hacia el predominio de síntesis de 

progesterona alrededor de la ovulación, prerrequisitos para la maduración 

citoplasmática y nuclear óptima en el ovocito y la competencia de su desarrollo 

(Aardema et al., 2025). 

Si el crecimiento del folículo no es óptimo, se inician mecanismos de 

degeneración (apoptosis y atresia folicular) que le impiden una adecuada 

secreción de hormonas y la formación de un ovocito sano (Hutt, 2015; Yadav et 

al., 2018). La atresia se puede dar en cualquiera de las etapas del crecimiento. 

Este proceso está relacionado con cambios morfológicos e histológicos que se 

pueden reconocer al microscopio por la presencia de conexiones laxas entre las 

células de la granulosa, células picnóticas y cuerpos apoptóticos, así como 

células desprendidas en el antro folicular (W. Wang et al., 2010). Además de los 

cambios morfológicos e histológicos se genera un incremento en la expresión de 

moléculas pro-apoptóticas como el Bax, Bclx, Bad, etc (Singh et al., 2019) y la 

activación de moléculas efectoras de la muerte celular apoptótica como las 

pertenecientes a la familia de las caspasas. Muchos de estos cambios de 

expresión se pueden demostrar por técnicas inmunohistoquímicas, 

cuantificación de proteínas y ARNm previo a que se reconozcan los cambios 

morfológicos mencionados anteriormente.   
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Caspasas y apoptosis 

 

Las caspasas se pueden clasificar en dos grandes grupos, caspasas apoptóticas 

y caspasas inflamatorias. A su vez las caspasas apoptóticas se pueden subdividir 

en iniciadoras o efectoras. La caspasa 3 se encuentra en este último subgrupo 

(Liu et al., 2005). Inicialmente se sintetiza en estado inactivo (pro-caspasa 3), y 

es activada dentro de la célula por diferentes vías. La activación por la vía 

intrínseca se da desde la membrana mitocondrial externa por la liberación al 

citosol del citocromo C (Fig.6). Estas señales proapoptóticas desencadenan la 

dimerización de la caspasa 9 llamada iniciadora, que activa a la pro-caspasa 3 

entre otras (Asadi et al., 2022a). La vía extrínseca de activación es mediada por 

receptores de muerte (Fas, receptores Trail y TNF entre otros), pertenecientes 

todos a la superfamilia del receptor de necrosis tumoral que activan a la caspasa 

8 la que posteriormente activa a la pro-caspasa 3 (Guicciardi & Gores, 2009). La 

caspasa 3 activada escinde y degrada múltiples proteínas cruciales para la 

célula. Por su importante papel en la vía de apoptosis, ser una proteína común 

a ambas vías y por su amplia distribución en los distintos tipos celulares, se utiliza 

como molécula blanco para determinar la apoptosis celular. En el caso del ovario, 

la detección y cuantificación de la forma activada de la caspasa 3 se utiliza como 

estimador del grado de atresia folicular (Moffatt-Blue et al., 2006).   
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Fig. 6 – Representación de las vías extrínseca e intrínseca de muerte celular. Se observa 
la cascada que atraviesa una célula luego de recibir un ligando de muerte celular (vía extrínseca) 
y la activación de la vía de las caspasas 8 y 3. En la vía intrínseca (mitocondrial), el estrés une 
las proteínas citoplasmáticas BID y BAX a la membrana mitocondrial externa. Por otro lado, una 
proteína mitocondrial llamada BAK se une a estas dos proteínas y provoca la liberación de 
citocromo C en el citosol. La unión de este citocromo a Apaf activa la procaspasa 9, que 
finalmente inicia la cascada de caspasas y la muerte celular. Tomado de (Asadi et al., 2022). 
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Mitocondria  

 

Las mitocondrias son organelos altamente dinámicos que se mueven, fusionan 

y dividen continuamente en respuesta a las variaciones en la demanda 

energética celular. La dinámica mitocondrial está mediada por las grandes 

GTPasas de dinamina (DRP1, OPA1, MFN1 y MFN2) incrustadas en las 

membranas mitocondriales. La fisión mitocondrial genera nuevos organelos 

necesarios para el crecimiento y la proliferación celular, a la vez que facilita la 

eliminación de las mitocondrias dañadas mediante mitofagia. La fusión 

mitocondrial garantiza una estrecha complementación entre organelos para 

satisfacer las necesidades energéticas a nivel celular (Dumollard et al., 2007).  

Las mitocondrias son especialmente sensibles a las agresiones tóxicas, ya que 

son una fuente importante de especies reactivas de oxígeno. En los tejidos 

ováricos, la función fisiológica de las especies reactivas del oxígeno (ROS) está 

garantizada por un delicado equilibrio entre estas y las defensas antioxidantes. 

Estas se encuentran presentes en los ovocitos y las células de la granulosa, así 

como el líquido folicular. La superóxido dismutasa de cobre-zinc citosólica 

(SOD1) y la SOD-manganeso mitocondrial (SOD2) reducen el anión superóxido 

a peróxido de hidrógeno y oxígeno molecular. La eliminación del peróxido de 

hidrógeno es catalizada por la catalasa, que lo reduce a agua. Por lo tanto, las 

SOD y catalasa actúan conjuntamente como defensas antioxidantes (Tatone et 

al., 2006). Las ROS llevan a la mutación del ADN mitocondrial (ADNmt) carente 

de la protección brindada por las histonas, y con mecanismos limitados de 

reparación. (Babayev et al., 2016; van der Reest et al., 2021).  

En el ovocito, las mitocondrias apoyan numerosos procesos durante la 

maduración, la fertilización y el desarrollo embrionario temprano por lo que se 

encuentran en estrecha relación con la calidad de los ovocitos y el 

envejecimiento ovárico (Babayev et al., 2016; Boucret et al., 2015; van der Reest 

et al., 2021). Representan una alta proporción del citoplasma y la arquitectura 

mitocondrial es diferente en los ovocitos que en las células somáticas, 

caracterizada por su apariencia más redondeada y por formar una red 

fragmentada. Son típicamente elementos esféricos con pocas crestas que 

rodean una matriz de alta densidad electrónica (Motta et al., 2000). A pesar de 
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este estado aparentemente primitivo, son una fuente esencial de suministro de 

ATP (Dumollard et al., 2007; Van Blerkom et al., 1995).  Las mitocondrias pueden 

distribuirse y localizarse en áreas del citoplasma ovocitario con mayores 

requerimientos de ATP para eventos que consumen energía, como ser la 

maduración citoplasmática y nuclear del ovocito, incluyendo la ruptura de la 

vesícula germinal y el ensamblaje y desensamblaje de microtúbulos para la 

formación del huso meiótico (May-Panloup et al., 2016). 

En los ovocitos maduros la producción de nuevas mitocondrias se detiene hasta 

que el embrión alcanza el estadio de blastocisto, por lo que cualquier alteración 

en la función, cantidad, distribución y ultraestructura mitocondrial podrían resultar 

en alteraciones del desarrollo embrionario preimplantacionales (Hao et al., 

2024). 

Aunque el número de mitocondrias por ovocito es mayor que en cualquier otra 

célula de mamífero, su número y actividad disminuyen con la edad y en 

respuesta a diferentes tipos de factores estresantes, como el estrés oxidativo o 

el daño del ADN. Cuando estos factores superan la capacidad adaptativa de las 

mitocondrias para restaurar la homeostasis, conducen a una disfunción 

mitocondrial (Hu et al., 2024; Motta et al., 2000). Varios estudios muestran 

además que las mujeres con disminución de la reserva ovárica presentan un 

menor número de copias de ADNmt, asociándose este efecto con alteraciones 

en la competencia del ovocito (Boucret et al., 2015; Hou et al., 2019; Urs et al., 

2020).  

Todas estas evidencias muestran a la mitocondria como un factor clave en los 

procesos de reproducción femeninos y permiten sugerir que las terapias que 

mejoren la actividad mitocondrial podrían dar como resultado mejoras en la 

competencia de los ovocitos. 
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Ácido dicloracético  

 

El ácido dicloroacético (DCA) es un ácido haloacético capaz de inhibir a la 

enzima piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK) y aumentar la actividad de la 

enzima piruvato deshidrogenasa (PDH) evitando su fosforilación y 

manteniéndola en su forma activa (Miquel et al., 2012). Al promover la entrada 

de piruvato en el ciclo de Krebs y la formación de acetil-CoA y citrato, mejora el 

metabolismo oxidativo. Esto conduce a un aumento de la producción de ROS en 

células con un metabolismo predominantemente anaerobio, pero no en células 

con metabolismo aeróbico. Esto lleva además a una diminución de la producción 

de lactato (de Mey et al., 2020; Michelakis et al., 2008). El DCA aumenta la 

oxidación periférica de lactato y alanina y previene la acidosis láctica al estimular 

la PDH, inhibiendo la síntesis hepática de glucosa y estimulando su utilización 

por los tejidos periféricos, mejorando así el estado funcional de las mitocondrias 

(Pala et al., 2021). 

En el ovario el crecimiento folicular va acompañado de un aumento del gasto 

energético. Diferentes estudios han demostrado que los niveles de piruvato de 

folículos en etapa primaria y fases previas a la ovulación aumentan 2 y 9 veces 

respectivamente (Harris et al., 2009; Sugiura et al., 2007).  

El DCA se genera como subproducto durante la cloración del agua y puede estar 

presente en el agua potable y en piscinas (Jahnke et al., 2018; Kankotia & 

Stacpoole, 2014). Existen algunos informes sobre su actividad en las funciones 

reproductivas, cuyos resultados son contradictorios. El DCA mejoró la fibrosis y 

la degeneración, así como la reserva ovárica en los ovarios de ratas diabéticas 

(Pala et al., 2021). Además, la exposición in vitro de ovocitos bovinos al DCA 

activa las vías metabólicas durante el proceso de maduración in vitro (Da Silva 

et al., 2023). Varios estudios también han demostrado el efecto anti-fibrótico del 

DCA en diversos modelos, como la enfermedad renal crónica (Wei et al., 2019), 

la hipertensión arterial pulmonar (Tian et al., 2020) o el daño endometrial inducido 

por la hiperglucemia (Pala et al., 2021). Por otro lado, se propone que el DCA es 

un disruptor endocrino reproductivo, ya que induce una reducción significativa de 

la expresión de los receptores de estrógeno (alfa y beta) en el ovario de ratón, 

un aumento de la FSH y una disminución de las concentraciones séricas de 
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estradiol y progesterona (Chen et al., 2024). Asimismo, Deng et al han 

demostrado que el contenido urinario de DCA se asoció negativamente con el 

recuento de folículos antrales en mujeres (Deng et al., 2022). Se describe en la 

literatura su posible aplicación en el tratamiento de enfermedades oncológicas, 

lo que aún se encuentra en fase de ensayo clínico (Stacpoole, 2017), si bien está 

caracterizado para el tratamiento de la acidosis láctica tanto aguda como crónica 

(Tataranni & Piccoli, 2019). 

Por lo expuesto resulta relevante conocer si al introducir al modelo un agente 

que estimule el ingreso del piruvato al ciclo de Krebs y por consiguiente 

favorezca la función mitocondrial se puede mejorar la función ovárica y 

finalmente la calidad ovocitaria.  

 

Quimioterápicos  

 

Las primeras fases de desarrollo de quimioterápicos se localizan en la década 

del 40, con el uso de antagonistas del ácido fólico y mostazas nitrogenadas para 

el tratamiento de la leucemia aguda en niños, siendo esto el comienzo del 

constante avance en los fármacos quimioterápicos (Galmarini et al., 2012). Años 

después se utilizó el metrotexato en tratamiento de tumores sólidos, siendo una 

de las primeras veces que se observó regresión tumoral y se estableció el 

concepto de que las enfermedades oncológicas son sensibles a fármacos 

específicos (Buckle, 1959). También en la década del 40 se inició el tratamiento 

empírico de mustina (agente alquilante) a pacientes con linfoma no Hodgkin, 

consiguiendo una reducción de la masa tumoral, impulsándose así el desarrollo 

de otros agentes alquilantes como el clorombucilo y la ciclofosfamida, conocidos 

por su inhibición a la replicación del ADN (Galmarini et al., 2012). Luego de 1970 

y con el avance en el entendimiento de los procesos biológicos se conocen otras 

familias de fármacos antitumorales, como algunos antibióticos (actinomicina D, 

bleomicina, antraciclinas), antimitóticos (alcaloides de la vinca), el cisplatino 

entre otros, desarrollando tres pilares fundamentales de los tratamientos 

oncológicos, la administración intermitente de los fármacos, la combinación de 

fármacos con distintos mecanismos de acción y el tratamiento del cáncer como 
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enfermedad sistémica. Hacia los años 90 los tratamientos quimioterápicos fueron 

avanzando hacia una terapia dirigida, acompañado del conocimiento de 

oncogenes, genes supresores y vías de señalización (Edith A. Perez et al., 2005; 

Rian et al., 2001). Los avances de los tratamientos dirigidos a las enfermedades 

oncológicas trajeron consigo repercusiones sobre otros órganos sensibles a 

estas drogas. El aumento de la aparición de enfermedades oncológicas en 

edades tempranas hace que sea inevitable pensar en la repercusión de los 

tratamientos en la salud sexual y reproductiva de las mujeres. El cáncer de 

mama, cáncer más frecuente en mujeres aumentó su casuística en mujeres 

premenopáusicas en la última década, reportándose un incremento del 10% de 

incidencia en mujeres menores de 40 años (Bardia & Hurvitz, 2018). Sin 

embargo, gracias a los avances en los tratamientos, el número de pacientes que 

sobreviven a la enfermedad se ha visto incrementado. Por lo tanto, es de 

particular interés en este trabajo el estudio de los efectos de las drogas 

quimioterápicas sobre el ovario y la reserva ovárica dado que la tasa de 

supervivencia relativa a 5 años aumento del 49% en la década de los 70 al 69% 

entre el 2013 y 2019 (Siegel et al., 2025). Además, las mujeres con diagnóstico 

de cáncer tienen un 38% menos de probabilidad de quedar embarazadas 

(Spears et al., 2019) por lo que surge así la necesidad de un abordaje específico 

que considere las necesidades de las mujeres en etapa reproductiva con 

diagnóstico oncológico, ofreciendo mejorar la calidad de vida, respetando los 

derechos sexuales y reproductivos, a través de la preservación de la fertilidad y 

la planificación familiar. Esta disciplina llamada “Oncofertilidad” desde 2005, 

conjuga los aspectos reproductivos y oncológicos necesarios para lograr el 

tratamiento más adecuado considerando el deseo reproductivo (Woodruff, 2015).  

Los efectos de la quimioterapia sobre la fertilidad varían desde la reducción de 

la concentración de AMH circulante, la reducción o pérdida de la fertilidad hasta 

una menopausia precoz (Romito et al., 2021). Estos factores pueden ser 

causados por el aumento del estrés oxidativo generado durante el periodo de 

tratamiento (Luderer, 2014), provocando oxidación del ADN y proteínas, con 

disfunción de membranas, organelos, y la aparición de apoptosis y necrosis entre 

otros (Aboutalebi et al., 2025). Además de inducir directamente la apoptosis 

folicular, los agentes quimioterápicos pueden afectar indirectamente la función 
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ovárica al dañar el microambiente ovárico. La supervivencia folicular y la 

foliculogénesis dependen también de las propiedades mecánicas de la matriz 

extracelular (MEC) ovárica, y cualquier alteración de estas propiedades 

mecánicas puede conducir a la disfunción ovárica y, eventualmente, acelerará el 

envejecimiento ovárico (Guo et al., 2024), mecanismos que se ejemplifican en la 

Fig. 7.  

 

El efecto gonadotóxico de los quimioterápicos depende del tipo de fármaco 

administrado, la dosis utilizada y el plan administrado. Las enfermedades 

oncológicas se dividen en tres categorías con relación al riesgo de infertilidad, 

riesgo bajo, riesgo medio y riesgo alto. Estas categorías están determinadas por 

el tipo de protocolo utilizado para el tratamiento por lo que esta clasificación 

permite determinar el riesgo reproductivo al que se enfrenta cada paciente 

teniendo en cuenta además del tratamiento, la edad y la reserva ovárica previa 

(Feldberg & Purandare, 2025). El grado de insuficiencia ovárica varía según la 

toxicidad de las drogas quimioterápicas. Los agentes alquilantes pertenecen al 

grupo de riesgo alto en la generación de insuficiencia ovárica; los agentes en 

base a platino son de riesgo intermedio y los antimetabolitos y los taxanos se 

clasifican como de riesgo bajo (Feldberg & Purandare, 2025). En muchos casos 

para aumentar la eficacia de los tratamientos, éstos se realizan con 
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combinaciones de fármacos específicos. Algunos de los planes más conocidos 

son el MOPP (mecloretamina, vincristina, pracarbozina y prednisona) y ABVD 

(adriamicina, bleomicina, vincristina y dacarbazina) para el tratamiento del 

linfoma de Hodgkin y CHOP (ciclofosfamida, doxirubicina, vincristina y 

prednisona) para el linfoma no Hodgkin (Bhardwaj et al., 2023).  

Un resumen de la clasificación de estas drogas se puede ver en la Fig. 8, sin 

embargo, es importante considerar que a medida que las investigaciones en el 

área avanzan, los fármacos pueden presentan variabilidad en su clasificación.  

  

 

Fig. 8 – Agentes quimioterápicos y riesgo gonadotóxico asociado. Tomado de  (Himpe et 
al., 2023). 
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Vincristina  

 

La vincristina y otros alcaloides de la Vinca como vinblastina, vinorelbina, y 

vindesina son utilizados como agentes quimioterápicos. Se obtienen a partir de 

la planta Vinca rosae y forman parte de los compuestos anti-tubulina como el 

paclitaxel. La vincristina tiene como mecanismo de acción más caracterizado la 

desestabilización de los microtúbulos, en particular los que forman parte del huso 

mitótico, generando la detención de la metafase e inhibiendo así la proliferación 

celular (Moudi et al., 2013). La mitosis es fundamental para el crecimiento 

folicular por lo que su afectación durante los tratamientos con vincristina es 

esperable. Se ha demostrado la efectividad de esta droga en el tratamiento de 

enfermedades hematoncológicas que se presentan en poblaciones pediátricas, 

así como adultas-jóvenes como son los linfomas, leucemia linfoblástica, 

neuroblastoma, sarcoma y tumores del sistema nervioso central entre otros. El 

plan terapéutico en estas patologías oncológicas se plantea en conjunción con 

más de un grupo de drogas quimioterápicas, es por esta razón que resulta difícil 

comprender el efecto individual que cada grupo farmacológico tiene sobre los 

distintos órganos diana y los efectos no deseados en otros órganos y sistemas 

(Triarico et al., 2021). Uno de los efectos adversos bien caracterizados del uso 

de la vincristina es la neuropatía periférica, caracterizado por alteraciones en la 

funcionalidad de los nervios periféricos, con manifestaciones de hormigueo, 

entumecimiento, debilidad y dolor. Su mecanismo de acción es causado por la 

alteración del transporte axonal inducido por la disrupción de la estructura de los 

microtúbulos y disfunción axonal. La aparición de estos síntomas es un criterio 

de suspensión del tratamiento al generar severa neurotoxicidad (Triarico et al., 

2021). 

Aunque la vincristina es un fármaco que se encuentra catalogado dentro de los 

grupos de bajo riesgo de gonadotoxicidad, un estudio reciente en un modelo 

murino ha reportado que su administración provoca disminución de los folículos 

en crecimiento (primarios y secundarios) y aumento en los índices de atresia 

folicular, pero poco se describe sobre el efecto de este tratamiento en los 

folículos primordiales (Winship et al., 2019).  Recientemente también se ha 

descrito que su administración induce daño mitocondrial. Se reporta que el daño 
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mitocondrial se produce por un aumento del proceso de la fisión, evidenciado por 

un aumento de la expresión de la forma fosforilada de Drp1 (dynamin related 

protein 1) y de la Fis1 (mitochondrial fission protein 1) mientras que la fusión 

mitocondrial se inhibe (Wang & Hutt, 2021). Estas proteínas aseguran que las 

mitocondrias dañadas se separen (fisión) y se eliminen para mantener la salud 

general de la red mitocondrial. Las mitocondrias disfuncionales sufren 

despolarización de su membrana y son degradadas a través del proceso de 

mitofagia (Picca et al., 2018). Sumado a este efecto se identificado que la 

vincristina influye en la homeostasis del calcio (Ca2+) reduciendo su absorción y 

disminuyendo su salida, con la consecuente liberación de ROS, conduciendo al 

incremento de la excitabilidad neuronal y glial y activación de la apoptosis.  
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HIPÓTESIS  
 

Los efectos de la vincristina han sido ampliamente caracterizados en modelos 

de neuropatía periférica; sin embargo, su impacto sobre el ovario permanece 

poco explorado, especialmente en lo que respecta a la población de folículos 

primordiales. Hasta el momento, no se han reportado estudios que evalúen si el 

DCA sería capaz de mitigar o revertir los posibles efectos negativos inducidos 

por el tratamiento con vincristina. 

Teniendo en cuenta los antecedentes presentados, se plantea como hipótesis 

del trabajo que la administración de vincristina provoca efectos deletéreos 

sobre el ovario, en particular sobre la reserva de folículos primordiales, 

destacando a la mitocondria como posible blanco, por lo que al modular su 

función por la administración de DCA, disminuiría dicho efecto.  
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OBJETIVOS 
 

Objetivo general  

 

Evaluar si la modulación mitocondrial inducida por DCA resulta protectora frente 

a los efectos generados por la vincristina en ovarios murinos adultos. 

Objetivos específicos  

 

1) Evaluar el efecto gonadotóxico de la vincristina en ratonas adultas 

jóvenes.  

2) Caracterizar y comparar el efecto del DCA sobre el ovario y en particular 

la población folicular en hembras expuestas y no expuestas a vincristina.  

3) Caracterizar los patrones de atresia y activación folicular, frente a la 

exposición a las distintas drogas.  

4) Evaluar los posibles efectos del tratamiento sobre los ovocitos luego de 4 

semanas de finalizado el mismo.  
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MATERIALES Y MÉTODOS  

 

Animales  

 

Todas las aproximaciones experimentales utilizadas en este trabajo de tesis 

fueron realizadas sobre ratones hembra de la cepa C57BL/6 de 8 semanas de 

edad (19 ± 1 g), provenientes de la colonia de la Unidad de Reactivos para 

Biomodelos de Experimentación (URBE) de la Facultad de Medicina-UdelaR. 

Los animales fueron alojados en cajas plásticas con cama de viruta estéril, 

proporcionándoles alimentos y agua ad libitum y mantenidos bajo condiciones 

constantes de temperatura (21-22ºC) e iluminación (12 h. luz/12 h. oscuridad). 

Dos grupos de animales fueron tratados con sulfato de vincristina (disuelto en 

solución salina) a dosis de 100 μg/kg/día por vía intraperitoneal, o solución salina 

por vía intraperitoneal, por un total de 10 días repartidos en dos ciclos de 5 días 

cada uno y con 48 horas de descanso en la mitad del tratamiento (Fig.9). La 

dosis de vincristina fue elegida de acuerdo con reportes previos en la literatura 

(Höke & Ray, 2014). El DCA se administró en el agua de beber a razón de 500 

mg/L ad libitum protegido de la luz y con un recambio cada 48 horas (Miquel et 

al., 2012).  Se estima una dosis diaria aproximada de 125 mg/kg (basado en un 

consumo diario promedio de 5 ml de agua). Dos grupos recibieron DCA en la 

semana previa y durante todo el tratamiento con vincristina. Para asegurar 

resultados representativos, cada experimento fue repetido al menos 4 veces.  

Los animales fueron asignados a uno de los siguientes grupos experimentales:   

• Grupo VH - se le administro sulfato de vincristina (ip) y recibió agua de 

beber sin aditivos.  

• Grupo VD - recibió el mismo tratamiento con sulfato de vincristina (ip) y 

simultáneamente DCA a en el agua de beber.  

• Grupo SD - recibió solución salina (ip) y DCA en el agua de beber.  

• Grupo SH - recibió solución salina (ip), sin ningún agregado en el agua 

de beber (control).  
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El protocolo experimental fue evaluado y aprobado por la Comisión Honoraria de 

Experimentación Animal de la Universidad de la República (N° 070151-500140-

21) garantizando el cumplimiento de las normativas de la Comisión Nacional de 

Experimentación Animal (CNEA) sobre aspectos éticos en investigación.  

Durante todo el periodo experimental se controló el peso corporal, la ingesta de 

agua y se monitoreo el ciclo estral mediante la realización diaria de frotis 

vaginales. 

 

Control del ciclo estral por colpocitología vaginal exfoliativa 

 

Normalmente las ratonas presentan ciclos estrales con una duración aproximada 

de 4-5 días. Esta secuencia se ve interrumpida en situaciones de gestación, 

lactación o vejez.  Para verificar el correcto funcionamiento del eje hormonal que 

permite la ciclicidad, se controló el ciclo estral mediante frotis vaginales diarios 

en la semana previa al inicio y durante la exposición a vincristina. Clásicamente 

en los frotis vaginales se pueden reconocer hasta cuatro etapas del ciclo estral, 

proestro, estro, metaestro y diestro (Fig. 10). Cada fase se reconoce al 

microscopio con las siguientes características celulares (Saldaña & Chávez-

Genaro, 2023).   

Fig. 9 – Modelo experimental: se muestra la estrategia utilizada para los experimentos tanto 
a corto como largo plazo. S1-S7: Semana 1- Semana 7 
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• En proestro observaremos una mezcla de células, algunas pocas 

basales, muchas parabasales e intermedias y algunas poligonales 

queratinizadas.  

• En el estro se observan, casi en su totalidad, grandes células 

poligonales superficiales queratinizadas. 

• En metaestro o diestro se observan gran cantidad células epiteliales 

pequeñas o medianas, a las que les distingue el núcleo y se observan 

además abundantes leucocitos.  

 

Para llevar a cabo esta técnica se utilizó solución fisiológica estéril (15 µl), que 

se introdujo con pipeta por el orificio vaginal de la ratona realizando un pequeño 

lavado vaginal. La muestra obtenida se depositó sobre un portaobjetos, se secó 

al aire y se coloreó con hematoxilina y eosina obteniéndose un extendido vaginal 

coloreado que favorece su observación al microscopio y clasificación de acuerdo 

con las características celulares.  

Las muestras fueron obtenidas diariamente a una hora constante en la mañana 

(entre las 9 y las 10 AM). Con el registro se confeccionaron gráficas que 

permitieron analizar los pasajes por los distintos estadios. Dadas las similitudes 

Fig. 10 - Imágenes representativas del proestro (A), estro (B) y diestro (C), luego de la 

tinción con hematoxilina-eosina. Las imágenes fueron obtenidas a mediano aumento (10x), 

y las de los recuadros a 40X 

B CA
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entre las etapas de metaestro y diestro se clasificaron ambas como diestro 

(Saldaña & Chávez-Genaro, 2023).  

 

Obtención de muestras biológicas  

 

Veinticuatro horas luego de culminado el tratamiento los animales fueron 

anestesiados profundamente con una mezcla de ketamina (Ketonal 50®, 

Richmond Veterinaria S.A. Buenos Aires-Argentina) y xilacina (Xilacina 20®, 

Richmond Veterinaria S.A. Buenos Aires-Argentina) en dosis de 100 mg/kg y 5 

mg/kg respectivamente, y sacrificados mediante dislocación cervical o 

perfundidos con solución fijadora (paraformaldehído al 4% en PBS - PFA). Los 

ovarios fueron disecados rápidamente y mantenidos en fijador durante 24 h para 

luego ser transferidas a etanol 70% en el que se mantuvieron hasta su 

procesamiento.  

 

Análisis morfológico  

 

Al menos 6 ovarios por grupo (de animales y repeticiones diferentes) fueron 

procesados para histología clásica y coloración con Hematoxilina y Eosina. Las 

muestras ya fijadas y mantenidas en etanol 70% fueron deshidratadas en 

concentraciones crecientes de alcohol (95 y 100%) mediante pasajes sucesivos 

durante al menos 40 minutos en cada uno. Luego de finalizada la deshidratación 

se realizó el aclaramiento sustituyendo el deshidratante por un agente miscible 

con el medio de inclusión, en nuestro laboratorio se utiliza cloroformo como 

agente aclarante (20 min). Posteriormente se realizó la impregnación en 

parafina, donde se colocaron las muestras en parafina fundida en estufa de 60°C 

por un periodo de 20 minutos, para finalmente incluir el material biológico en un 

bloque de parafina. Luego de enfriada la parafina, quedo confeccionado el 

bloque.  

El bloque fue tallado y llevado al micrótomo donde se obtuvieron cortes seriados 

de 6 µm de espesor, posteriormente se colorearon con Hematoxilina – Eosina. 
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Los cortes obtenidos fueron utilizados para el análisis de los distintos parámetros 

que se detallan a continuación:  

1) Determinación del volumen ovárico. Se utilizó una aproximación 

estereológica basada en el principio de Cavalieri para determinar el 

volumen del ovario a partir de cortes seriados del mismo. En forma 

sistemática, a cada décimo corte se le tomo una fotografía en lupa a un 

aumento de 5X y se le aplicó una grilla de puntos ubicados a una distancia 

fija que delimita un área correspondiente a 20.000 µm2 (0,02 mm2) y se 

contaron los puntos que se ubicaron sobre la imagen del órgano. El 

número total de puntos a lo largo de todos los cortes analizados se utilizan 

para determinar el volumen que se calcula aplicando una fórmula que 

considera el espesor de los cortes y el área entre los puntos (Mühlfeld et 

al., 2010) 

Vol ovárico (mm3) = Σ (N° de puntos) X distancia entre cortes (mm) X area2 

de la grilla (mm2) 

Esta estimación nos permitió evaluar de forma rápida el volumen del 

ovario e inferir de acuerdo con este parámetro, posibles cambios en la 

estructura interna del mismo como pueden ser folículos antrales con 

cavidades grandes o cambios en el número de cuerpos lúteos.  

 

2) Recuento de la población folicular. Se obtuvieron cortes seriados de 

ovario de los diferentes grupos experimentales (n=6) que fueron 

coloreados con Hematoxilina-Eosina y examinados a un aumento de 40X 

cada quinto corte. Se clasificaron y registraron el número de folículos 

primordiales, preantrales y antrales tanto sanos como atrésicos en los que 

se pudiera evidenciar la presencia del núcleo y nucleolo del ovocito, 

evitando de esta manera conteos dobles (Anesetti & Chávez-Genaro, 

2016).  

El recuento folicular se realizó adaptando los criterios de clasificación 

folicular de (Mazaud et al., 2002) 
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• Folículo primordial: ovocito completamente rodeado por células 

pregranulosas planas.  

• Folículo primario unilaminar: ovocito con una capa de células 

cúbicas o la aparición de éstas entre células planas  

• Folículo preantral o primario multilaminar: ovocito rodeado por al 

menos dos capas de células de la granulosa sin formación de antro.  

• Folículo antral: ovocito rodeado por más de dos capas de células de 

la granulosa con antro presente.  

• Folículo atrésico preantral: ovocito en degeneración o al menos dos 

células de la granulosa picnóticas.  

• Folículo atrésico antral: picnosis en células de la granulosa, picnosis 

en células de la granulosa con ovocito en degeneración, ovocitos 

degenerados con pocas células de la granulosa picnóticas y teca 

interna hipertrofiada.  

 

Inmunohistoquímica  

 

Todas las técnicas de inmunohistoquímica realizadas en el presente trabajo 

siguieron los protocolos habituales utilizados en el laboratorio (Chávez-Genaro 

& Anesetti, 2018). Para realizar esta técnica se utilizaron cortes en parafina de 

ovarios montados sobre portaobjetos silanizados lo que permite una mejor 

adherencia del material al portaobjetos evitando desprendimientos con los 

procesos posteriores. Los cortes fueron desparafinados en xilol e hidratados en 

soluciones de concentraciones decrecientes de etanol hasta su hidratación 

completa en agua destilada. Luego se realizó la reactivación antigénica en buffer 

citrato 10 mM pH 6 en microondas por 10 minutos con posterior enfriado durante 

20 minutos y se inactivaron las peroxidasas endógenas con H2O2 en PBS por 30 

minutos. Los cortes fueron lavados con PBS, permeabilizados y bloqueados con 

una solución de albúmina sérica bovina (BSA) al 2% y Tritón al 0,2% diluidos en 

PBS durante una hora. Luego los cortes fueron incubados durante toda la noche 

a temperatura ambiente con el anticuerpo primario en PBS en las diluciones 

especificadas en la Tabla 1.  
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Al día siguiente se realizaron lavados sucesivos con PBS, los cortes se incubaron 

con el anticuerpo secundario biotinilado correspondiente diluido en PBS por una 

hora, seguido de los lavados se incubaron con el complejo streptavidina-

peroxidasa por 30 minutos, y revelados utilizando diaminobencidina como 

cromógeno. La reacción se detuvo con la inmersión de los portaobjetos en agua 

corriente. Los cortes fueron contracoloreados con hematoxilina, y luego 

deshidratados en concentraciones crecientes de etanol, clarificados en xilol y 

montados con DPX. En todos los casos se incluyeron controles negativos que 

se realizaron reemplazando el anticuerpo primario por solución bloqueante. 

Cada inmuno-reacción se realizó por triplicado, donde cada portaobjetos 

contenía entre 3-4 cortes representativos de toda la extensión del ovario.  
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Tabla 1. Anticuerpos utilizados en el desarrollo de esta tesis.   
IHQ (Inmunohistoquímica); IF (inmunofluorescencia); WB (Inmunoblotting) 

Anticuerpos Origen 
Proveedor Tiempo de 

incubación 
Dilución  

Técnica  

Primarios 

Ki-67 
Monoclonal, Conejo. 

Cell Signaling 

Technology 
Toda la noche 1:800 IHQ 

Caspasa 3 

activada 
Monoclonal, Conejo. 

Cell Signaling 

Technology 
Toda la noche 1:2000 IHQ 

FoxO3a 
Monoclonal, Conejo. 

Cell Signaling 

Technology 
Toda la noche 1:1600 IHQ 

Hormona anti-

mulleriana 
Policlonal, Cabra. 

Santa Cruz 

biotechnology 
Toda la noche 1:200 IHQ 

PDH1 
Monoclonal, Ratón. Abcam Toda la noche 1:800 WB 

PDH fosforilada 

(fosfo S293) 
Policlonal, Conejo. Abcam Toda la noche 1:2000 WB 

Catalasa Monoclonal, Conejo. 
Cell Signaling 

Technology 
Toda la noche 1:1000 WB 

SOD2 Monoclonal, Conejo. 
Cell Signaling 

Technology 
Toda la noche 1:1000 WB 

GAPDH Monoclonal, Conejo. Abcam Toda la noche 1:10000 WB 

Actina  Monoclonal, Ratón. 
Cell Signaling 

Technology 
Toda la noche 1:1000 WB 

anti α/β tubulina  Monoclonal, Conejo 
Cell Signaling 

Technology, 
Toda la noche  1:100 IF 

Secundarios   

anti- IgG ratón 
Policlonal, cabra. 

Marcador verde. 
Li-Cor 1 hora 1:5000 WB 

anti- IgG conejo 
Policlonal, cabra. 

Marcador rojo. 
Li-Cor 1 hora 1:5000 WB 

anti-IgG cabra 

biotinilado 
Policlonal, burro. Invitrogen 1 hora 1:400 WB/IHQ 

anti-IgG conejo 

biotinilado 
Policlonal, cabra 

Jackson 

Immunoresearch 
1 hora 1:500 IHQ 

anti-IgG ratón 

biotinilado 
Policlonal, cabra 

Jackson 

Immunoresearch 
1 hora 1:500 IHQ 

anti-IgG conejo 

Alexa Fluor 488 
Policlonal, cabra Thermo-Fisher 1 hora 1:500 IF 
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Los anticuerpos primarios utilizados fueron seleccionados para evaluar:  

- Atresia folicular:  

La estimación del índice de atresia folicular se realizó mediante la 

inmunodetección de la caspasa 3 clivada, estado en el que la enzima se 

encuentra activa. Se considera que un folículo en crecimiento con al menos 5 

células de la granulosa marcadas con este anticuerpo se encuentra en vías de 

atresia. El índice de atresia fue expresado como el porcentaje de folículos 

atrésicos frente al total de folículos en crecimiento contados (Hussein, 2005).  

 

- Activación de folículos primordiales:  

El estado de reposo o de activación de los folículos primordiales fue determinado 

mediante la detección de la localización del factor de transcripción FoxO3a. Se 

consideraron en reposo aquellos folículos en que la marca estaba presente en el 

núcleo del ovocito y como folículos activados aquellos en los que la marca estaba 

desplazada al citoplasma. El índice de activación fue expresado como el 

porcentaje de folículos con marca citoplasmática frente al total de folículos 

contados (Hardy, K., et al. 2018). En el conteo se incluyeron folículos 

primordiales, en transición y primarios. 

El marcador Ki-67 que es una proteína nuclear no histónica que se expresa en 

las células proliferantes (fases G1, S, G2 y M del ciclo celular) y está ausente en 

las células quiescentes (G0) por lo que se considera un excelente indicador de 

proliferación celular (Weigel & Dowsett, 2010). Para estimar el grado de 

activación folicular, se analizó la proporción de células foliculares 

inmunomarcadas con respecto al total de células foliculares de cada folículo 

primordial y primario de los distintos grupos y se expresó como promedio (Kashi 

et al., 2023).   

 

- Presencia de la hormona AMH:  

Se utilizó la inmunoreacción a AMH con el objetivo de identificar folículos en las 

primeras etapas del crecimiento. Se calculó el área ocupada por folículos 

positivos para AMH sobre el área total del ovario utilizando el plugin “threshold” 

del software FIJI (ImageJ 1.51w) (Pascuali et al., 2018). 
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Inmunoblotting  

 

Todas las técnicas de inmunoblotting realizada en el presente trabajo siguieron 

los protocolos habituales en el laboratorio de Biología de la Reproducción 

(Anesetti & Chávez-Genaro, 2016). Muestras frescas de ovario fueron 

homogeneizadas en tampón de lisis (RIPA) conteniendo detergente y cóctel de 

xinhibidores de proteasas y sonicadas hasta su homogeneización. Se determinó 

la concentración de proteína en cada muestra mediante un ensayo de curva 

colorimétrica, ensayo de ácido bicinconínico (BCA). Una vez determinada la 

concentración de proteínas de cada muestra, las mismas fueron preparadas para 

su separación por electroforesis. Para ello, se ajustó el volumen de la muestra 

para que cada una tuviera la misma concentración (30 µg de proteína cada 40 µl 

de solución) conteniendo además buffer Laemmli, beta-mercaptoetanol y agua. 

Treinta microgramos de proteínas de tejido se separaron en geles de 

electroforesis de SDS-poliacrilamida al 12%, durante 30 minutos a 80V y luego 

a 110V por una hora más. Finalizada esta etapa se realizó la transferencia de las 

proteínas contenidas en el gel a membranas de nitrocelulosa o de PVDF por 1 

hora a 100V constantes. Una vez finalizada la transferencia se corroboró el éxito 

de ésta mediante la tinción de la membrana con el colorante rojo Ponceau. Las 

membranas fueron lavadas con agua destilada y luego PBS o TBS (dependiendo 

del anticuerpo a utilizar) para eliminar el colorante. Las membranas fueron 

bloqueadas en solución de BSA al 5% en PBS o TBS durante una hora y 

posteriormente incubada con el anticuerpo primario de interés según la 

descripción del fabricante (Tabla 1) durante toda la noche a 4°C y en agitación 

continua. Posteriormente las membranas fueron lavadas y luego incubadas con 

el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con un marcador infrarrojo 

y detectado utilizando el Odyssey infrared imaging system (LiCor, Nebraska 

USA). A partir de estas imágenes se determinó la intensidad de la señal, 

cuantificada y comparada utilizando el programa FIJI (ImageJ 1.51w).  
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Cuantificación de colágeno 

 

Cortes de ovario fueron desparafinados, rehidratados y coloreados con el kit de 

tinción con Picro Sirius Red (Abcam, Cambridge, UK) siguiendo las instrucciones 

del fabricante. Luego los cortes fueron deshidratados y montados. Para cada 

muestra se tomaron al menos 5 áreas aleatorias utilizando una cámara digital 

Nikon conectada a un microscopio Nikon Eclipse e600 con un objetivo de 20X. 

Se analizaron las imágenes para cuantificar el porcentaje promedio de área 

ocupada por colágeno, utilizando el software FIJI (ImageJ 1.51w). En cada grupo 

experimental se incluyeron muestras de al menos 5 animales. 

 

Inducción de la ovulación y análisis del huso meiótico 

 

Cuatro semanas después de finalizado el tratamiento, los animales se 

sometieron a una prueba de ovulación inducida. Este tiempo de espera (definido 

como largo plazo para esta tesis) se consideró para asegurar que los ovocitos 

obtenidos estuviesen en el estadio de folículo primordial durante el tratamiento 

(Kano et al., 2017). Para ello, se inyectaron 4-5 ratonas de cada grupo 

experimental con 5 UI de PMSG (Novormon, Zoetis SRL, Argentina) y, 48 h 

después, 5 UI de hCG (Chorulon, MSD Salud Animal, Argentina). Veinte horas 

después de terminada la administración hormonal, los animales fueron 

anestesiados profundamente con una solución de ketamina/xilazina a dosis de 

100 mg/kg de peso corporal y 5 mg/kg, respectivamente, y seguida por eutanasia 

mediante dislocación cervical. Se realizó la disección de ovarios y trompas y los 

ovocitos ovulados se recuperaron del sector de la ampolla. Se contaron y 

colectaron en medio de lavado Ferticult™ (FertiPro, Bélgica) a 37 °C y se trataron 

con 1 mg/ml de hialuronidasa (Sigma-Aldrich, USA) en el mismo medio para 

separar las células del cúmulo de los ovocitos. Los ovocitos denudados se 

separaron y fijaron inmediatamente en una solución fresca de PFA durante 1 h. 

Una vez fijados fueron observados al microscopio y fotografiados a 40X para 

medir el diámetro de los ovocitos utilizando el software FIJI (ImageJ 1.51w). 

Posteriormente, los ovocitos fijados se lavaron en PBS, se permeabilizaron en 
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una solución conteniendo Triton X-100 al 0,25 % y BSA al 2% en PBS durante 2 

h y se incubaron durante toda la noche a 4°C con un anticuerpo anti-α/β tubulina 

según la descripción del fabricante (Tabla 1). Tras varios lavados en PBS de 10 

min cada uno, los ovocitos se incubaron con un anticuerpo secundario de cabra 

anti-conejo conjugado con Alexa Fluor 488 durante 1 h a temperatura ambiente. 

La cromatina se tiñó con DAPI durante 10 min, se lavó en PBS y se montó en 

portaobjetos de vidrio con una gota de medio antifade (Vectashield, Burlingame, 

USA.). Todos los ovocitos se examinaron y fotografiaron con un microscopio 

epifluorescente Nikon Eclipse e600. La longitud del huso se determinó utilizando 

el software FIJI (ImageJ 1.51w) solo cuando era evidente una clara organización 

del huso. 

 

Análisis estadístico  

Los datos provenientes de los distintos grupos se compararon estadísticamente 

utilizando el software GraphPad Prism 8 mediante la prueba de ANOVA para 

determinar si existían diferencias significativas entre los grupos. Para aislar el o 

los grupos que presentaron diferencias significativas se realizó la prueba de 

Tukey. En caso de que los datos no cumplieran con alguno de los supuestos de 

la estadística paramétrica, se procedió a comparar los datos utilizando la prueba 

de Kruskal–Wallis no paramétrico (ANOVA en rangos) seguido por la prueba de 

Dunn. Las comparaciones de proporciones se analizaron mediante la prueba de 

chi-cuadrado. En todos los casos se consideraron estadísticamente significativos 

valores de p<0,05.  

 

 

RESULTADOS 
 

Durante el período de tratamiento los animales tuvieron un consumo hídrico 

normal y no presentaron signos evidentes de dolor o malestar físico. No se 

registraron muertes asociadas al protocolo experimental. 



pág. 44 
 

 

Comprobación de la presencia de la enzima PDH y su modulación 

por DCA 

 

Se detectó la presencia de la enzima PDH en las muestras de ovario, tanto en 

su forma fosforilada como no fosforilada. La relación entre ambas señales mostró 

disminución de la marca de PDH-P en los animales expuestos a DCA, lo que 

indicaría una mayor proporción de la forma activa de la enzima en este grupo en 

respuesta al DCA (Fig.11). 
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Fig.11- Detección de la presencia de enzima PDH en el ovario. En A se observa imagen representativa de WB 
para PDH/PDH-P y su colocalización en los diferentes tratamientos. En B se grafica la relación entre PDH-P/ PDH 
(n=3 por grupo).  

SH- solución salina/H2O   VH- vincristina/H2O   SD-solución salina/DCA   VD- vincristina/DCA 
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Efectos del tratamiento sobre el peso corporal  

 

La ganancia de peso corporal al final del periodo experimental en los animales 

que recibieron vincristina o DCA fue semejante a lo observado en los animales 

control, mientras que en los animales que recibieron vincristina junto con DCA la 

ganancia de peso fue significativamente menor (Fig.12).  

 

Efectos del tratamiento sobre el ciclo estral  

 

Los animales del grupo control y aquellos expuestos a DCA mostraron 

periodicidad acorde con las diferentes fases del ciclo estral con una duración de 

entre 4 y 5 días, mientras que en el grupo al que se le administró vincristina los 

ciclos duraron entre 6 y 7 días, con permanencia en la fase de estro o diestro por 

más de dos días. En los animales expuestos a vincristina y DCA la actividad 

cíclica fue similar al grupo control. El análisis de la duración de cada fase del 

ciclo estral durante un periodo de 21 días no mostró diferencias significativas 

entre los grupos (Fig.13). 
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Fig. 12- Variación del peso corporal. Se grafica la variación (Δ) peso entre el inicio y el final del 
periodo experimental (n= 7 por grupo). (*) p<0,05. 

SH- solución salina/H2O   VH- vincristina/H2O   SD-solución salina/DCA   VD- vincristina/DCA 
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Fig. 13- Ciclo estral. Se grafica de forma representativa los ciclos estrales de dos ratonas de cada grupo 
experimental. E = estro, P = proestro, D = diestro. En la tabla se presenta el porcentaje promedio (± SEM) 
del tiempo en cada una de las fases del ciclo estral para cada grupo durante el periodo experimental. 
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Efectos sobre el ovario 

 

A la inspección microscópica de los cortes de ovarios de los distintos grupos no 

se observaron diferencias morfológicas llamativas, encontrándose en todos ellos 

la presencia de folículos primordiales, folículos en crecimiento y cuerpos lúteos. 

No se encontraron estructuras quísticas en ninguno de los casos. 

 

Volumen ovárico  

 

No se encontraron diferencias significativas en el volumen ovárico entre los 

distintos grupos experimentales (Fig.14).  

 

Población folicular  

 

El número total de folículos primordiales no fue afectado por ninguno de los 

tratamientos.  

En ambos grupos expuestos a vincristina se observó una disminución 

significativa en la población de folículos sanos en crecimiento. La administración 

de DCA en el agua de beber no indujo cambios significativos en esta población 

folicular en ninguno de los grupos estudiados.  

No se detectaron folículos atrésicos en la categoría de folículos primordiales. El 

número total de folículos atrésicos en crecimiento no mostró diferencias entre los 

distintos grupos.  

Cuando se analizó la proporción de folículos atrésicos con respecto a la 

población total de folículos en crecimiento (sanos y atrésicos), se evidenció un 

incremento significativo en los grupos que estuvieron expuestos a vincristina. El 

agregado de DCA no modificó este parámetro (Fig. 15).  
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Fig. 14- Volumen ovárico. En la imagen A se observa un corte de ovario con una grilla superpuesta como 
las utilizadas para el cálculo del volumen del órgano. La barra de calibración corresponde a 300µm. En B 
se grafica el volumen calculado en los distintos tratamientos (n=5-6 por grupo).  
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Fig. 15- Población folicular. En A se grafica el número de folículos primordiales y en B los de crecimiento 
en los distintos grupos experimentales; en C se grafica la proporción de folículos atrésicos con respecto 
al total de folículos en crecimiento (n=6-9 por grupo) (*) p<0,05, (**) p<0,01 (***) p<0,001, (****) p<0,0001. 
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Atresia folicular – caspasa 3 activada 

 

No se encontraron células marcadas en la población de folículos primordiales. 

Se observó un aumento significativo del porcentaje de folículos en crecimiento 

con células marcadas en los animales a los que se les administró vincristina en 

comparación con los animales control, sin modificación de este resultado con la 

administración de DCA. El incremento en la atresia folicular identificado por esta 

técnica afectó significativamente a la categoría de folículos antrales (Fig. 16).  

 

Expresión de proteínas proapoptóticas  

 

Cuantificación de la expresión de la proteína Bax realizada a partir de al menos 

tres experimentos diferentes. La expresión de Bax se encontró significativamente 

disminuida por la administración de DCA, tanto cuando se administró solo o junto 

con vincristina (Fig.17).  

 

Evaluación de indicadores de estrés oxidativo 

 

Los niveles de Catalasa aumentaron significativamente en ambos grupos 

expuestos a vincristina en comparación con el grupo control. Los niveles de 

SOD2 encontrados en los extractos de proteína completa no difirieron 

significativamente entre los diferentes grupos experimentales (Fig.18).  

 

 

Cuantificación de colágeno  

 

La exposición a vincristina no modificó el porcentaje de área ocupada por fibras 

de colágeno. La administración de DCA tendió a disminuir el porcentaje de fibras 

de colágeno en los ovarios en comparación con el grupo control; esta reducción 

fue significativa en los animales expuestos a vincristina y DCA (Fig. 19).  
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Fig.16- Detección de caspasa 3 activada en ovario. En A se observan imágenes representativas de 
ovarios de los distintos grupos experimentales. La imagen en el recuadro muestra un control negativo. 
Barra de calibración corresponde a 100µm. En B se grafica la cuantificación del porcentaje de folículos 
preantrales y antrales atrésicos por inmunohistoquímica (n=3 por grupo). (*) p<0,05.  
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Fig.18- Detección de indicadores de estrés oxidativo en ovario. Se grafica en A la cuantificación de la 
densidad óptica de la marca de la proteína Catalasa y en B la de proteína SOD2. En ambos casos se 
utiliza GAPDH como proteína de referencia. (*) p<0,05, (**) p<0,01 (***) p<0,001, (****) p<0,0001. En C 
las membranas de WB representativa del ensayo realizado (n=3 por grupo).  
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Fig. 17- Detección de Bax en ovario. En A se observa una membrana de WB representativa del ensayo 
realizado para evaluar la expresión de Bax, se utilizó actina como proteína de referencia. En B se grafica 
la cuantificación de la densidad óptica de la marca de la proteína Bax en ovarios de los distintos grupos 
experimentales (nótese que el orden de las muestras es diferente al del WB) (n=3 por grupo).  
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Fig.19- Detección de fibras de colágeno en ovario. En A se observan imágenes representativas de 
ovarios de los distintos grupos experimentales en los que se realizó la detección de fibras de colágeno. 
Barra de calibración corresponde a 200µm. En B se grafica la cuantificación del área de colágeno 
expresado como porcentaje del área total (n=5 por grupo). (**) p<0,01 
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Activación de folículos primordiales  

  

No se detectaron diferencias significativas en los porcentajes de células 

marcadas con anticuerpo Ki-67 en ninguno de los folículos analizados en los 

distintos grupos (Fig.20).   

Otro indicador de activación analizado fue la detección inmunohistoquímica del 

factor de transcripción FoxO3a (Fig.21) La cuantificación evidenció una 

disminución significativa del porcentaje de marca nuclear de folículos 

primordiales en los animales tratados con vincristina respecto al control. Este 

efecto no se revirtió con la coadministración de DCA. 

 

Detección de AMH 

 

Se detectó una disminución sustancial en el porcentaje promedio del área de 

inmunorreactividad para AMH después del análisis semicuantitativo en ovarios 

de animales tratados con vincristina y DCA con respecto al grupo control (Fig.22).  
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Fig.20- Detección de Ki-67 en folículos primordiales y primarios. En A imágenes representativas de 
un folículo primordial con el total de células foliculares negativas (flecha) y en B un folículo primordial con 
algunas células foliculares positivas (flecha) para Ki-67. Barra de calibración corresponde a 10 µm. En C 
se grafica el porcentaje de células marcadas (positivas) para Ki-67 en folículos primordiales y primarios 
de los distintos grupos experimentales (n=2 por grupo). 
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Fig. 21- Detección de FoxO3a en folículos primordiales, transición y primarios. En A ovocito en 
reposo (marca nuclear), en B ovocito en vías de activación (marca tanto en núcleo como en citoplasma), 
en C ovocito activado (marca citoplasmática), el recuadro en A muestra un control negativo. Barra de 
calibración corresponde a 10 µm. En D se grafica la distribución proporcional de la marca en folículos 
primordiales, en transición y primarios en los distintos grupos (n=3 por grupo). 
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Fig.22- Detección de AMH en el ovario. En A imágenes representativas de la localización 
inmunohistoquímica de hormona anti mulleriana en los distintos grupos. (*) p<0,05. Barra de calibración 
corresponde a 250 µm. En B se grafica el área de inmunoreactividad expresada en porcentaje (n=6 por 
grupo) 
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Efectos del tratamiento sobre los ovocitos ovulados 

 

Luego de la inducción de la ovulación el número de ovocitos obtenidos se redujo 

significativamente en los animales del grupo expuesto a vincristina y DCA. El 

análisis morfológico de los ovocitos mostró que los animales tratados con 

vincristina presentaron un diámetro significativamente mayor, acompañado de 

un aumento en la longitud del huso meiótico. Las características del huso de los 

animales del grupo que recibió vincristina junto con DCA fueron similares a las 

del grupo control. La disposición de los cromosomas en el plano ecuatorial no se 

vio afectada por ninguno de los tratamientos (Fig.23). 
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Fig.22- Evaluación de los ovocitos a largo plazo. En A imágenes representativas del huso meiótico, se 
muestra a la tubulina (verde) y al ADN (azul) en ovocitos de los distintos grupos experimentales. Barra de 
calibración corresponde a 50 µm. En B se grafica la tasa de ovulación inducida, el diámetro del ovocito y la 
longitud del huso de cada grupo (n=9 por grupo). (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,005; (****) p < 0,0001. 
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DISCUSIÓN  
 

En este estudio, la exposición a vincristina indujo alteraciones en el ciclo estral 

durante el tratamiento. Esto se asoció con un aumento de la atresia de los 

folículos en crecimiento, una mayor activación de los folículos primordiales y una 

disminución de la señalización mediada por AMH. En el análisis de los efectos a 

largo plazo se destaca como resultado interesante la disminución de la tasa 

ovulatoria y la alteración del huso meiótico, resultados que no se encuentran 

reportados en la literatura y que podrían generar impactos importantes sobre el 

desarrollo embrionario. 

Por otro lado, la coadministración de DCA y vincristina reduce aún más el número 

de folículos en crecimiento y el número de ovocitos ovulados. Sin embargo, en 

los efectos a largo plazo los ovocitos presentaron husos meióticos similares a los 

de los controles. 

Varios estudios han permitido clasificar a la vincristina y otros alcaloides de la 

vinca como quimioterápicos con bajo riesgo de inducir insuficiencia ovárica en 

pacientes sometidas a estos tratamientos (Feldberg & Purandare, 2025; Himpe 

et al., 2023). Sin embargo, los avances en el conocimiento de los efectos 

sistémicos de los agentes antineoplásicos han propiciado la constante 

reevaluación de sus implicancias clínicas, generando nuevos consensos 

respecto a su toxicidad y seguridad reproductiva. En el presente trabajo se utilizó 

un modelo en ratón con administración de DCA en el agua de beber con la 

finalidad de modular la actividad mitocondrial a nivel del ovario y de esta forma 

paliar los efectos gonadotóxicos de la vincristina. 

Se comprobó la presencia de la enzima PDH en el tejido ovárico, así como la 

modulación de la actividad de la enzima PDK por la presencia de DCA. La 

importancia del sistema PDH/PDK en el metabolismo energético y la función 

mitocondrial en el ovario, y particularmente en las células granulosas, ya ha sido 

mostrada previamente (Imanaka et al., 2022; Zhang et al., 2025). Los resultados 

encontrados en el modelo luego de la cuantificación de la relación PDH-
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fosforilada/PDH sugieren una modulación mitocondrial favorable y una posible 

mejora en los procesos metabólicos celulares inducida por la presencia de DCA.  

 

Efectos de la vincristina y DCA sobre los parámetros fisiológicos y 

conductuales 

 

Dado que la vía de administración de la vincristina fue sistémica, se evaluaron 

parámetros adicionales relacionados con la toxicidad general. En el contexto 

oncológico, uno de los efectos adversos más relevantes es la aparición de dolor 

neuropático, el cual puede conducir a la suspensión del tratamiento (Arrúa et al., 

2024). Este parámetro no fue evaluado directamente en el presente trabajo, pero 

si se realizó un seguimiento del comportamiento de los animales, así como del 

peso corporal y el consumo de agua durante todo el periodo experimental. Los 

animales expuestos a vincristina y DCA presentaron una disminución 

significativa en la ganancia de peso, sin evidenciar pérdida ponderal. Por otro 

lado, el consumo de agua se mantuvo constante a lo largo del tratamiento. En 

ningún caso se evidenciaron alteración de la marcha o signos de dolor. Varios 

estudios muestran que las hembras desarrollan menos signos de dolor y que 

estos desaparecen en forma más rápida que en los machos (Amodeo et al., 

2025; Parsania et al., 2014), lo que podría explicar esta falta de síntomas. 

Finalmente, se analizó el ciclo estral como indicador del funcionamiento del eje 

hormonal reproductivo, observándose irregularidades en los animales tratados 

con vincristina, lo que podría reflejar una alteración en la regulación endócrina 

ovárica. 

 

Efectos de la vincristina y DCA sobre la fibrosis en ovario 

 

La exposición del tejido ovárico a algunos grupos de agentes quimioterápicos ha 

demostrado inducir alteraciones en el estroma, particularmente mediante el 

aumento de la fibrosis (Guo et al., 2024b). En el presente estudio, la vincristina 

no produjo cambios significativos en la cantidad de fibras de colágeno presentes 

en el estroma ovárico, en comparación con el grupo control, lo cual concuerda 
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con estudios previos que no atribuyen este efecto a la vincristina, aunque si lo 

relacionan con otros grupos de agentes quimioterápicos como la ciclofosfamida 

y la doxorrubicina (Guo et al., 2024b). Sin embargo, los animales tratados con la 

combinación de vincristina y DCA mostraron una disminución significativa en la 

densidad de fibras de colágeno, tanto en relación con el grupo control como con 

el grupo tratado exclusivamente con vincristina. Este hallazgo sugiere un posible 

efecto modulador del DCA sobre la matriz extracelular ovárica, en línea con 

reportes previos que describen su acción antifibrótica en modelos de fibrosis 

ovárica inducida por diabetes (Pala et al., 2021d) y en modelos de enfermedad 

renal crónica (Wei et al., 2019) Si esta disminución de la presencia de colágeno 

está asociada a una promoción del crecimiento folicular en este grupo es un 

parámetro que queda por determinar.  

 

Efectos de la vincristina y DCA sobre indicadores de estrés 

oxidativo 

 

La evaluación de enzimas involucradas en la eliminación de ROS ha sido 

considerada de particular interés, dado el impacto que estas especies tienen 

sobre la función mitocondrial y, en consecuencia, sobre la calidad ovocitaria, los 

procesos reproductivos, y el desarrollo embrionario temprano (Tatone et al., 

2006). Los resultados obtenidos en este trabajo evidencian que los grupos 

experimentales tratados con vincristina presentan una mayor expresión de la 

enzima catalasa en comparación con el grupo control. Este hallazgo podría 

atribuirse a un incremento en la generación de ROS en el tejido ovárico, lo cual 

activaría mecanismos compensatorios orientados a restablecer el equilibrio 

redox mediante la eliminación de dichas especies reactivas. Otros estudios han 

sugerido que la modulación de estos sistemas antioxidantes provoca una 

respuesta adaptativa del ovario frente al estrés oxidativo inducido por el 

tratamiento quimioterápico (Bezdíček et al., 2025). Dado que la actividad de la 

enzima SOD, no fue modificado por los distintos tratamientos, es posible sugerir 

que la respuesta antioxidante inducida por el tratamiento con vincristina estaría 

mediada principalmente por la catalasa. La falta de incremento en la enzima 
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SOD2 podría estar indicando que otras enzimas se encuentran implicadas en 

este proceso.  

Efectos de la vincristina y DCA sobre los folículos primordiales 

 

Numerosos estudios han mostrado la disfunción ovárica y la reducción de la 

fertilidad como consecuencia de la quimioterapia en pacientes con diferentes 

tipos de cáncer, en particular cuando se han utilizado agentes alquilantes, debido 

a la disminución o pérdida de la reserva ovárica (Morgan et al., 2012; Sonigo et 

al., 2019). El impacto de la quimioterapia en la reserva ovárica humana se evalúa 

indirectamente mediante parámetros clínicos como la amenorrea y los niveles de 

AMH y FSH. Muy pocos estudios analizan el efecto de distintos regímenes de 

quimioterapia sobre la población folicular de mujeres mediante aproximaciones 

histológicas (McLaughlin et al., 2017). Además, el uso combinado de drogas, la 

variabilidad de edad de las pacientes y de sus condiciones de salud, así como el 

bajo número de casos al que es posible acceder para realizar este tipo de 

análisis, hacen necesario el uso de modelos animales en los que se puedan 

controlar todos estos parámetros. 

La población de folículos primordiales representa la reserva ovárica funcional y 

está compuesta por estructuras en estado quiescente (Pepling & Spradling, 

2001), lo que los hace menos susceptibles a agentes quimioterapéuticos que 

actúan sobre sobre estructuras en división activa, como los folículos en 

crecimiento. Sin embargo, en el presente trabajo se observó un aumento de 

indicadores de activación de folículos primordiales, como ser una mayor 

proporción de traslocación de FoxO3a del núcleo al citoplasma en respuesta a 

la exposición a vincristina lo que no fue reportado hasta el momento. Este efecto 

no fue revertido por la administración concomitante de DCA. Estos hallazgos 

ponen de relevancia la necesidad de no solo cuantificar la población folicular de 

reserva, sino también evaluar su estado (reposo o activo).  

Sería esperable que la disminución del número de folículos en crecimiento 

encontrada en los grupos expuestos a vincristina estuviese asociada con una 

disminución de la señalización mediada por AMH. En este estudio, el análisis del 

área inmunomarcada para esta hormona mostro una disminución de la presencia 
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de la misma solo en el grupo expuesto a vincristina y DCA. Esto coincide con los 

hallazgos de activación folicular mostrados por la localización de FoxO3a. Esto 

sugiere que los folículos primordiales podrían estar siendo activados por 

ausencia de inhibición por parte de la AMH. Sin embargo, en el grupo expuesto 

solo a vincristina, no se encontró diferencia en el área inmunomarcada para AMH 

respecto al control. Este resultado podría atribuirse a la limitada sensibilidad de 

la técnica empleada, lo que habría impedido detectar cambios sutiles en los 

parámetros evaluados. Por lo tanto, seria relevante corroborar estos hallazgos 

mediante métodos complementarios, como la determinación de la hormona en 

sangre. 

Por otra parte, el marcador de proliferación celular Ki-67 no mostró diferencias 

significativas entre los grupos experimentales, lo que podría indicar que la 

activación observada es un evento temprano que podría estar determinado por 

un aumento del tamaño de las células foliculares y que aún no se traduce en 

proliferación celular detectable o que quizás no llega a activar completamente al 

ovocito. Para confirmar estos resultados se podrían evaluar otros marcadores 

vinculados a la activación folicular, como ser la localización de proteína asociada 

a Yes (Yap), factor de transcripción que es translocado desde el citoplasma al 

núcleo de las células foliculares una vez que es activada la vía Hippo. Esta vía 

ha sido implicada en la regulación de la ovogénesis y el crecimiento folicular (De 

Roo et al., 2020; McGee & Hsueh, 2000; Zhu et al., 2023) 

Tomando en consideración todos estos hallazgos, los efectos generados por 

vincristina sobre la población de folículos primordiales, podrían ser similares a 

los inducidos por otros agentes gonadotóxicos como la ciclofosfamida, pero de 

menor magnitud y relevancia y hacen necesario profundizar en el estudio de los 

mecanismos implicados con el fin de buscar estrategias que permitan mejoras 

en la preservación de la reserva ovárica. 
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Efectos de la vincristina y DCA sobre la población de folículos en 

crecimiento 

 

Estudios previos realizados en modelos murinos han aportado evidencia sobre 

los efectos deletéreos de la vincristina en la población de folículos en crecimiento 

(Winship et al., 2019). Este fenómeno se explica por la alta afinidad de la 

vincristina hacia células que se encuentran en procesos activos de división 

celular, como las células foliculares. Su principal mecanismo de acción se basa 

en la interferencia con la polimerización de los microtúbulos y la formación del 

huso mitótico (Moudi et al., 2013). En el presente estudio, se muestra que la 

administración de vincristina induce que una mayor proporción de folículos en 

crecimiento presente atresia. Este resultado es coincidente con el encontrado 

mediante la detección inmunohistoquímica de la caspasa 3 activada, la cual 

mostró que este incremento significativo en el porcentaje de folículos atrésicos 

afecta principalmente a la categoría de folículos antrales. El incremento en la 

expresión de la proteína proapoptótica Bax, sugiere que el proceso de atresia 

folicular inducido por vincristina se encuentra mediado principalmente por la vía 

apoptótica. 

 

Efectos de la vincristina y DCA en la ovulación  

 

La estimulación ovárica cuatro semanas luego de la finalización del tratamiento 

permitió la recolección de ovocitos que estuvieron expuestos al agente 

quimioterápico en su etapa de folículo primordial. Los resultados obtenidos 

indican que, a largo plazo, el tratamiento con vincristina produce una disminución 

en la tasa de ovocitos ovulados, aunque esta no alcanza diferencias estadísticas 

respecto al grupo control. No obstante, se observaron alteraciones en la 

morfología del huso meiótico, lo que sugiere un impacto sobre la integridad 

estructural del huso. Alteraciones similares se han reportado en el huso meiótico 

de ovocitos de ratón expuestos in vivo a vincristina u otros alcaloides de la vinca 

(Chang et al., 2024; Russo & Pacchierotti, 1988). En estos estudios el análisis 

se realizó durante o inmediatamente después de la exposición. Resultados 

comparables se encontraron también durante la maduración in vitro de ovocitos 
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tratados con vinorelbina, otro alcaloide de la vinca. En todos estos casos, se 

describió una disrupción en el ensamblaje del huso y en la alineación 

cromosómica, lo que derivó en la inducción de aneuploidías (Cheng et al., 2024). 

Además, la exposición in vivo a vinblastina redujo la capacidad de unión entre 

ovocito y espermatozoide y el número de gránulos corticales en la corteza de los 

ovocitos de ratón (Russo & Pacchierotti, 1988). Todos estos trabajos coinciden 

en que los alcaloides de la vinca alteran la estructura del huso meiótico y son 

potencialmente generadores de aneuploidías afectando así el desarrollo 

embrionario posterior. Es de interés resaltar que estos trabajos hacen referencia 

a efectos en el corto plazo, mientras que en el presente trabajo se observa que 

estas alteraciones en el huso meiótico están presentes luego de 4 semanas de 

finalizado el tratamiento, hecho que reafirma la importancia de tener en cuenta 

que los efectos pueden perdurar, aunque se restablezca el ciclo y los valores 

hormonales estén dentro de los parámetros esperados.  

Por otro lado, la coadministración de vincristina y DCA resultó en una disminución 

significativa de la tasa de ovocitos ovulados, y en un mantenimiento de la longitud 

del huso meiótico, cuando se compara con el grupo control. Este hallazgo resulta 

interesante y al momento desconocemos el o los mecanismos implicados en ese 

acontecimiento, por lo que el estudio de las proteínas del citoesqueleto 

involucradas en el mantenimiento de la estabilidad del huso nos podría aportar 

datos esclarecedores teniendo en cuenta las particularidades que presenta el 

huso meiótico.  

Además, resulta importante continuar con esta línea en base a los hallazgos 

obtenidos y evaluar las características del desarrollo embrionario luego de 4 

semanas de finalizado el tratamiento y observando las características de las 

camadas para contar con una evaluación más completa de los efectos sobre la 

reproducción a largo plazo.  
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CONCLUSIONES 
 

La vincristina, a pesar de considerarse un agente de baja gonadotoxicidad, 

afecta de forma significativa la función ovárica. El tratamiento con vincristina 

produjo alteración de los ciclos estrales, disminución de folículos en crecimiento, 

aumento de la atresia y activación del pool de folículos primordiales. A largo 

plazo, provocó disminución del número de ovocitos ovulados y alteraciones en 

su morfología y la del huso meiótico, lo cual comprometería la maduración 

ovocitaria y la eficiencia reproductiva.  

La administración de DCA como posible modulador de la función mitocondrial no 

fue capaz de revertir globalmente el daño folicular inducido por la vincristina. Sin 

embargo, mostró efectos duales: en algunos casos exacerbó las alteraciones 

foliculares, mientras que en otros casos tuvo un efecto positivo ya que redujo la 

fibrosis ovárica y mejoró la morfología del huso meiótico, lo que indica un posible 

beneficio parcial sobre la calidad ovocitaria.  

En conjunto, estos hallazgos demuestran que la vincristina puede tener un 

impacto más profundo de lo esperado sobre la reserva folicular y la calidad 

ovocitaria, y que el DCA podría ofrecer protección limitada y específica más que 

un efecto protector general.  

Continuar con la exploración de los efectos nos permitirá tener una mejor 

comprensión de los procesos que suceden a nivel ovárico durante y luego del 

tratamiento con vincristina con vistas a poder aplicar parte de estos hallazgos en 

la actividad clínica y de esta manera asesorar a las pacientes de forma más 

completa contribuyendo a mejoras en su calidad de vida. 
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PERSPECTIVAS 
 

A partir de los resultados presentados en este trabajo de tesis, nos planteamos 

los posibles ejes de acción para un futuro cercano.  

• Profundizar en los mecanismos moleculares por los cuales la vincristina 

induce la activación prematura de los folículos primordiales, ya que este 

fenómeno podría acelerar el agotamiento de la reserva ovárica. 

• Determinar la capacidad reproductiva funcional posterior al tratamiento, 

tanto in vivo como in vitro (maduración y desarrollo embrionario).  

• Explorar otras combinaciones terapéuticas metabólicas o antioxidantes 

que puedan mitigar la gonadotoxicidad sin comprometer la eficacia 

oncológica 
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