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Analisis estructural e inmunohistoquimico de la atresia folicular de
Vanellus chilenis (Charadriidae) e Himantopus melanurus (Recurvirostridae)

Structural and immunohistochemical analysis of the follicular atresia of
Vanellus chilenis (Charadriidae) and Himantopus melanurus (Recurvirostridae)

Mirian Bulfon ' y Noemi Bee de Speroni’

Resumen

Se estudiaron los aspectos estructurales e inmunohistoquimicos de la atresia folicular en el ovario de Vanel-
lus chilenis e Himantopus melanurus. Fueron utilizadas cinco hembras adultas de cada especie en fase de
recrudescencia gonadal; las génadas se extrajeron, pesaron, fijaron y procesaron con la técnica de inclusion
en parafina. Las secciones se colorearon con hematoxilina-eosina, tricromico de Mallory, reaccion nuclear de
Feulgen y para la marcacion de células apoptéticas se uso la técnica de TUNEL. De acuerdo a las caracteris-
ticas morfohistologicas de los foliculos atrésicos analizados, en ambas aves fueron identificados dos tipos
de atresia: a) no bursting o pared folicular intacta que comprende la atresia lipoidal (ovocitos primordiales)
y lipoglandular (foliculos previtelogénicos y vitelogénicos pequefios) y b) bursting con ruptura de la pared
folicular (foliculos vitelogénicos mayores de 500 um). En la fase gonadal estudiada se observaron foliculos
atrésicos lipoidales y lipoglandulares, siendo escasos los foliculos bursting. La apoptosis, se detecté al inicio
de lainvolucién en las células granulosas de los foliculos atrésicos lipoglandulares con la reaccién de Feulgen
y se corrobor6 con la técnica de TUNEL. Por el contrario los estadios finales de los diferentes tipos involutivos
de las dos especies se caracterizaron por una notoria necrosis. En base a estos resultados se infiere que, la
muerte celular es un mecanismo fisiolégico normal en la remodelacion del ovario de las aves estudiadas y
que los procesos de apoptosis y necrosis estan estrechamente relacionados con la involucion de los foliculos
ovaricos de estas aves.

Palabras claves: Ovario, estructura e inmunohistoquimica, regresion folicular, muerte celular.
Abstract

We studied the structural and immunohistochemical aspects of the follicular atresia and interpreted the process
of cell death in the ovary of Vanellus chilenis and Himantopus melanurus. We used five female adults of each
species at the stage of gonadal recrudescence. The gonads were removed, weighed, fixed and processed with
the technique of inclusion in paraffin. The sections were stained with Hematoxylin - Eosin, Trichromic Mallory,
Nuclear Reaction Feulgen. The technique TUNEL was employed for marking apoptotic cells. According to the
morphohistologic characteristics of analyzed atretic follicles we identified two kinds of atresia in both bird species:
a) Non-bursting atresia, where follicular walls remain intact, including lipid atresia of primordial oocytes and lipid
glandular atresia of previtellogenic and small vitellogenic follicles and b) Bursting atresia, characterized by the
breakdown of the follicular walls of vitellogenic follicles higher than of 500 um. In the gonadal phase, we obser-
ved lipid and lipid-glandular follicles, while bursting follicles were scarce. Apoptosis was detected at the start
of involution in the granulosa cells of the lipid glandular follicles by employing the nuclear reaction of Feulgen,
and was corroborated with the TUNEL technique. However, a notorious necrosis marked the final stages of the
different types of involutive follicles of the two species. Based on these results, we infer that cell death is a normal
physiological mechanism in the remodeling of ovaries in V. chilenis and H. melanurus and that the processes
of apoptosis and necrosis are closely related to the involution of the ovarian follicles of these birds.

Keyword: Ovary, structure and immunohistochemical, follicular regression, cell death.

postularon que la atresia estaria involucrada en la jerarquia

El ovario de las aves es una estructura compleja constituida
por numerosos foliculos en diferentes estadios de desarrollo,
cuya principal funcién es la de proveer, desarrollar y optimizar
el nimero de 6vulos viables que asegurardn la propagacién de
la especie.

Gran cantidad de foliculos inician su crecimiento y diferencia-
cién pero sélo unos pocos llegan a ovular debido a que la mayorfa
degeneran por atresia folicular, este es un proceso degenerativo
normal en el ovario de las aves y juega un importante papel
en el balance, entre la proliferacién celular, el desarrollo de los
foliculos y la involucién de los mismos. Con distinta intensidad,
el mecanismo regresivo se produce durante todo el ciclo repro-
ductivo aviario (Gilbert et al. 1983; Forgé et al. 1988; Bulfon
y Bee de Speroni 2001, 2003; Bulfon 2008).

El papel que desempefia la atresia folicular en la economia
reproductiva de las aves, y la naturaleza de los factores que la
regulan adn no han sido explicadas totalmente. Gilbert et al.

folicular del ovario, mientras Forgé et al. (1988)mencionan
que son diversos los factores que intervienen en la regresion
folicular de Anser anser.

Las caracteristicas del proceso de atresia folicular fue exten-
samente estudiado sélo en aves domésticas (Gilbert et al. 1983;
Forgé et al. 1988; Etches 1990; Kovics et al. 1992), siendo en
especies silvestres escasa la informacién de la regresion folicular
(Gupta et al. 1988; Guraya 1989). No obstante, Bulfon y Bee
de Speroni (2003) estudiaron aspectos estructurales del ovario
de Spheniscus magellanicus y Bulfon (2008) analizé las caracte-
risticas ultraestructurales de los foliculos oviricos atrésicos, asi
como también las variaciones histoquimicas que experimentan
las sustancias lipidicas durante el proceso regresivo en Myiopsitta
monachus y Zenaida auriculata, aves silvestres que comprometen
la produccién agricola (Pergolani de Costa 1961; Bucher et al.
1977).

Un proceso estrechamente relacionado a la involucién folicu-
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de las funciones celulares y constituye un mecanismo normal
para el mantenimiento, regeneracién y crecimiento de tejidos y
Srganos; asimismo es parte del proceso de maduracién y enve-

jecimiento celular (Wyllie et al. 1980).

En la atresia folicular, la muerte celular se expresa en dos
procesos diferentes: necrosis y apoptosis. La primera se ma-
nifiesta en los seres vivos por una alteracién provocada por
un fenémeno patoldgico, asociada a condiciones fisiolégicas
extremas, cambios de temperatura en el medio ambiente y ex-
posicién a toxinas o injurias severas en los tejidos, entre otras.
Por el contrario la apoptosis es un proceso fisiolégico normal,
programado genéticamente y parcialmente conservado a través
de la evolucién de los vertebrados; siendo una de sus funciones
la activa participacién en la remodelacién de los tejidos adultos
(Steller 1995; Thompson 1995; Bulfon 2008).

Considerando que atn es poco conocida la implicancia de la
apoptosis en el ovario de las aves, y sobre todo en el proceso de
atresia folicular, en este trabajo se analizaron las caracteristicas
estructurales e inmunohistoquimicas de la génada femenina a los
fines de interpretar el mecanismo de muerte celular en Vanellus
chilensis (Charadriidae) e Himantopus melanurus (Recurviros-
tridae) ambas aves representantes de la Fauna Neotropical y
ampliamente distribuidas en Sudamérica.

Materiales y métodos

El material biol4gico provino de cinco hembras adultas de V/
chilensis e igual nimero de H. melanurus, capturadas entre agosto
y noviembre de los anos 2006 y 2007, en el sistema del Arroyo
Chucul, (33°07°52” S; 63°35’05”W), en Cérdoba, Argentina.

En el laboratorio, las aves fueron anestesiadas y perfundidas
intracardfacamente con formalina neutra 4%, luego se pesaron
y disecaron. La ausencia de la Bursa de Fabricius, observada bajo
microscopio estereoscopico (0,7 x), se utilizé como indicador del
estado adulto de las aves (Wight 1959). Las gonadas completas
fueron removidas y medidas con un calibrador vernier (0,05
mm) y pesaron con una balanza de precisién (0,1 mg).

Cuatro muestras de ovario de cada individuo, se postfijaron
en formol tamponado pH 7,0 y procesaron de acuerdo a la
técnica de inclusién en parafina. Los cortes seriados de 6 pm de
espesor se colorearon con hematoxilina—eosina y tricrémico de
Mallory (Romeis 1928). Para detectar el ADN en el nicleo de
las células foliculares tanto de los foliculos en desarrollo como
de los atrésicos se utilizé la reaccién de Feulgen (Pearse 1960).
Los foliculos atrésicos se distinguieron de los foliculos normales
y postovulatorios de acuerdo al criterio empleado por Bulfon
y Bee de Speroni (2001, 2003). Todos los cortes histolégicos
fueron fotografiados.

Para revelar las células apoptéticas se utilizé una muestra de
ovario de V. chilensis e igual nimero de H. melanurus ambas en
fase de recrudescencia gonadal, las que se procesaron de acuerdo
a la técnica que aplica los fundamentos del método de TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP-biotin
Nick End Labelling) descripto por Gavrieli et al. (1992) y se
utiliz6 el kit /n situ cell death detection, POD (Boehringer Man-
nheim). Las muestras fueron fijadas en formaldehido al 4% y
embebieron en parafina. Las secciones de 4 a 6 pm se adhirieron

a portaobjetos pretratados con una solucién acuosa al 0,01% de
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proteinasa K (20 pg/mL en tampén fosfato 0,041M pH 7,5)
durante 15 minutos y se lavaron con agua destilada. Posterior-
mente, los cortes fueron incubados en una mezcla conteniendo
la enzima deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT), dUTP
unida a una molécula de deteccién como digoxigenina y dATP
en cdmara himeda a 37 °C durante una hora y luego se lavé con
PBS. En los controles se omitié la enzima TdT. Las secciones
histol6gicas se observaron con un microscopio éptico equipado
con un accesorio de fluorescencia de luz y filtros especiales y
fueron fotografiadas.

Resultados

Aspectos estructurales de la atresia folicular en
fase de recrudescencia gonadal

De acuerdo al tamafio y madurez de los mismos, como asi
también a los cambios estructurales detectados en estos foli-
culos durante el proceso regresivo, se identifican dos tipos de
atresia.

1) Atresia 7o bursting (las paredes foliculares se mantienen
intactas y el vitelo se absorbe 7 sizu). Comprende:

a) Atresia lipoidal. Es tipica de los Ovocitos primordiales.
Un signo evidente del inicio de la involucién es la separacién
de las células granulosas de la membrana basal y la aparicién
de vacuolas en el interior del citoplasma que le confieren a los
ovocitos primarios atrésicos una apariencia lipoide, con aspec-
to de “burbuja’, de la cual deriva el nombre de esta regresion
folicular (Fig. 1).

b) Atresia lipoglandular. Este proceso involutivo com-
prende a los foliculos previtelogénicos y foliculos vitelogénicos
blancos pequefios entre 1500 y 2000 pm, y se caracteriza por
la fagocitosis del ovoplasma in situ. Macroscopicamente los
foliculos atrésicos lipoglandulares se observan deformados, de
tonalidad grisicea y con una notoria irrigacién sanguinea en
las envolturas foliculares. Las observaciones histolégicas de los
foliculos atrésicos lipoglandulares permiten diferenciar en este
proceso regresivo cuatro estadios de involucién, muy similares
en ambas especies aviarias.

Estadio 1: En el inicio, caracterizada por una marcada
hiperplasia del epitelio folicular y fragmentacién de la zona
radiada. Los signos de atresia también se evidencian en el
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Figura 1. Ovario de Vanellus chilenis. Atresia lipoidal de los ovocitos
primordiales. Las flechas sefialan las desorganizadas células folicula-
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Figura 2. Ovario de Vanellus chilenis. Inicio de atresia lipoglandular
en un foliculo previtelogénico. Notoria hiperplasia de las células
foliculares (c.f) y presencia de vacuolas (v) en la zona cortical del
ovoplasma. H/E. Barra 150 pm.

ovoplasma por la presencia de numerosas vacuolas de dife-
rentes tamanos (Fig. 2).

Estadio 2: La hiperplasia del epitelio folicular es muy evi-
dente, las células foliculares exhiben nicleos picnéticos y el
ovoplasma disminuye de tamafo a causa de la contraccién
de los foliculos atrésicos (Fig. 3). En este estadio regresivo, la
teca interna se hipertrofia y las células presentan abundantes
vacuolas, en tanto la teca externa ain no muestra cambios
importantes y se mantiene fibrosa.

Estadio 3: Las células foliculares se unen débilmente entre
ellas y presentan gran cantidad de vacuolas que les provee al
foliculo una apariencia glandular caracteristica. Estas células
se entremezclan con elementos de tejido conectivo y son
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Figura 3. Ovario de Himantopus melanurus. Foliculo vitelogénico
blanco menor de 2 mm en estadio 2 de atresia lipoglandular. En el
centro del foliculo atrésico se visualizan las células foliculares (c.f)
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Figura 4. Ovario de Himantopus melanurus. Foliculo vitelogénico
blanco menor de 2 mm en estadio 3 de atresia lipoglandular. Se
incrementan las vacuolas (flechas) en las células del epitelio folicular
(e.f) y el foliculo toma un aspecto glandular en este estadio regresivo.
Envolturas tecales (e.t). H/E. Barra: 200 pm.

observadas de color azul con tricrémico de Mallory. Sélo
quedan restos del ovoplasma debido a que sus componentes
son gradualmente fagocitados por las células foliculares. Las
hipertrofiadas envolturas tecales son notorias en este estadio,
la teca interna presenta abundante tejido conectivo que se
disopone alrededor del foliculo involutivo mientras que la
externa adn es muy fibrosa (Fig. 4).

Estadio 4: Durante el estadio atrésico mds avanzado, los
foliculos disminuyen considerablemente de tamao y el tejido
conectivo cubre précticamente toda la superficie folicular. Al
final de este estadio regresivo, el aspecto de los foliculos es
similar a una cicatriz de tejido conectivo intensamente azu-
lada con tricrémico de Mallory reduciéndose paulatinamente
de tamano hasta su completa reabsorcién en el parénquima
cortical del ovario.

2) Atresia bursting o por ruptura de la pared folicular

Este tipo de involucién es tipica de los foliculos vitelogénicos
mayores de 2 mm. El examen de las secciones histolégicas del
ovario de ambas especies de aves, coloreadas con hematoxilina-
eosina revela que, en los primeros estadios de involucién de
los foliculos atrésicos bursting de las dos especies de aves, el
hipertorfiado epitelio folicular ocupa paulatinamente el 4rea
de la cavidad folicular. Los niicleos de las células foliculares son
muy baséfilos y con escasa actividad mitética, mientras que en
el citoplasma se destacan numerosas vacuolas.

Con el avance de la atresia se inicia la ruptura del epitelio
folicular, que culmina con la formacién de una apertura simple
y pequena en cualquier zona de la superficie folicular exceptuan-
do el drea del estigma; este proceso afecta primero a las células
granulosas y a posteriori a las envolturas tecales (Fig. 5). A través
de la zona de ruptura de las paredes foliculares, el ovoplasma
es liberado al exterior del foliculo sobre el estroma del ovario o
en la cavidad peritoneal donde la masa ectdpica serd digerida
posteriormente (Fig. 6). Finalmente la cavidad central del FAB
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Figura 5. Ovario de Himantopus melanurus. Atresia bursting o por
ruptura de las paredes foliculares de un foliculo vitelogénico amarillo
mayor de 2 mm. Las flechas indican el inicio de la abertura caracte-
ristica de este tipo involutivo. Se observan células foliculares (c.f.)
necrosadas y restos de la zona radiada (z.r). Envolturas tecales (e.t);
vitelo (v). H/E. Barra 300 pm.

Caracteristicas morfoldgicas de las células apop-
téticas

Algunas de las células apoptéticas identificadas en el epitelio
folicular de los foliculos atrésicos no bursting (lipoglandular
mayor de 2 mm, exhiben con la tincién hematoxilina y eosina
y la coloracién nuclear de Feulgen, ntcleos picnéticos con cro-
matina dispuesta en las margenes del mismo, mientras que otras,
nicleos densamente tenidos. Sélo ocasionalmente se observan
restos celulares con pequefios fragmentos nucleares en su interior
o cuerpos apoptdticos (Fig. 7).

Figura 7. Ovario de Vanellus chilenis. Las flechas indican la presencia
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Figura 6. Ovario de Himantopus melanurus. Atresia bursting de un
foliculo vitelogénico amarillo mayor de 2 mm. A través de la zona de
ruptura de la pared folicular (p.f) el vitelo (v) es liberado fuera del

foliculo. Células foliculares (c.f); zona radiada (z.r); envolturas tecales
(e.t) H/E. Barra: 300 um.

Valoracion de la apoptosis por la técnica de TU-
NEL

Las marcaciones realizadas en los foliculos ovéricos atrésicos
de V. chilenis e H. melanurus revela que, las células apoptoticas o
los cuerpos apoptéticos, se observan en ambas especies, durante
los primeros estadios de atresia lipoglandular en los foliculos de
aproximadamente 2 mm. Estas células en diferentes estadios
de muerte celular programada se localizan en forma aislada o

formando pequenos grupos en el epitelio folicular junto a células
foliculares de apariencia normal (Fig. 8).

Figura 8. Ovario de Vanellus chilenis. Identificacion de apoptosis me-
diante inmunofluorescencia en el epitelio folicular de un foliculo atrésico
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Cabe acotar que, tanto en V. chilenis como en H. melanurus
no se observan células células apoptdticas en las envolturas
tecales. La mayor densidad de células apoptdticas se localizé en
los extremos apicales de los foliculos atrésicos lipoglandulares,
de las dos especies analizadas.

Caracteristicas morfologicas de la necrosis en los
foliculos atrésicos lipoglandulares y bursting

En los dltimos estadios de involutivos de los foliculos no
bursting y bursting de las dos especies de aves, una notoria ne-
crosis afecta la organizacion de los foliculos atrésicos Este tipo
de muerte celular se evidencia con el microscopio éptico por la
presencia de abundantes vacuolas y gotas de aspecto lipidico en
las células foliculares. Ademds de estas alteraciones morfoldgicas
también se modifica el patrén normal de afinidad tintorial, a los
distintos colorantes empleados (Fig. 5).

Discusion

El andlisis estructural del ovario de V, chilenis e H. melanurus
en fase de recrudescencia gonadal, permite distinguir dos proce-
sos complementarios uno de desarrollo y diferenciacién folicular
y el otro de atresia folicular que lleva a la involucién de una
gran cantidad de foliculos ovdricos, siendo muy escasos aquellos
seleccionados para el crecimiento, madurez y ovulacidn.

La atresia folicular es mds frecuente en el ovario de las aves
que en el de los reptiles y segtiin Gupta y Maiti, (1986) interviene
en la regulacién de la cantidad de foliculos maduros en cada
ciclo para mantener, de ese modo, el patrén normal de postura
de cada especie.

Notables cambios estructurales se detectan en las envolturas
foliculares y en el ovoplasma de los foliculos atrésicos de V. chile-
nis e H. melanurus al inicio del proceso regresivo. Un importante
papel es el desempeniado por las células foliculares las cuales
fagocitan los diversos componentes ovopldsmicos, mientras que,
las células tecales realizarfan una funcién menos relevante en la
remocién del vitelo. De acuerdo a la modalidad involutiva se
diferencian dos tipos de regresién: una es la atresia no bursting,
cuyo vitelo se digiere en el interior del foliculo y la otra es la
atresia bursting o por ruptura, asi denominada, porque a través
de una abertura el vitelo es liberado a la cavidad abdominal
donde ser4 digerido posteriormente.

La atresia lipoglandular de los foliculos previtelogénicos y
foliculos vitelogénicos blancos pequenios de estas especies avia-
rias se denomina lipoglandular por el aspecto morfohistolégico
de las células vacuolizadas de las envolturas foliculares. Estas
caracteristicas concuerdan con las descripciones de los foliculos
ovéricos de otras aves silvestres y domésticas realizadas por di-
ferentes autores (Halse 1985; Gupta et al. 1988; Guraya 1989;
Bulfon y Bee de Speroni 2001, 2003; Bulfon 2008). Asimismo
este tipo de involucién fue descrito en el ovario de reptiles como
lagartos (Varma 1970) y coldbridos (Betz 1973).

Con respecto a los foliculos vitelogénicos amarillos de mayor
tamano de V. chilenis ¢ H. melanurus, atresian por ruptura de
las paredes foliculares o bursting; de esta manera, liberando al
exterior del ovario la gran cantidad de vitelo contenido en los fo-
liculos grandes se facilita la répida involucién de los mismos.

En la literatura consultada sélo Hugues y Goroscope (1991)

v Tillvy et al (1901 mencionan el nrocecn de 1a miierte celiilar

tratado en diferentes especies de mamiferos por Gavrieli et al.
(1992); Palumbo and Yeh (1994); Jolly et al. (1997), los que
identifican numerosas células necrosadas y apoptdticas en el
epitelio folicular de los foliculos atrésicos.

Mientras que la apoptosis se detecté sélo en los primeros
estadios de involucién no bursting (lipoglandular) en el ovario de
Vanellus chilenis e Himantopus melanurus, en los ltimos estadios
de involucién de los foliculos atrésicos (no bursting y bursting)
de estas aves, se revelé ademds, abundantes células necrosadas.
A diferencia de la apoptosis, la necrosis no es un proceso fisio-
l6gico, estd causado por diferentes injurias y también exhibe
una degradacién en el ADN, no obstante, las observaciones
estructurales realizadas en este estudio y corroboradas con la
utilizacién de un método de alta sensibilidad para la fragmen-
tacién de ADN, validan la marcacién de las células apoptdticas
en estas especies de aves.

Los cambios morfolégicos e inmunohistoquimicos de las
células apoptéticas de V. chilenis e H. melanurus coinciden con
aquellos observados en el ovario de diferentes especies de ma-

miferos (Murdoch 1995; Jolly et al. 1997).

En conclusién el andlisis comparado de la atresia folicular del
ovario de V. chilenis e H. melanurus muestra similitudes a nivel
estructural e inmunohistoquimico en estas especies aviarias.

Asi, la involucién folicular constituye un proceso dindmico
en el ciclo reproductivo contribuyendo al mantenimiento de la
homeostasis del ovario de estas aves. En este mecanismo regresivo
interviene activamente la necrosis y la apoptosis, promoviendo
la remocién de los foliculos supernumerarios y la jerarquia de
los foliculos dominantes.

De este modo, este trabajo es un aporte original al estudio
de la biologfa reproductiva de las aves y constituye una contri-
bucién al conocimiento de la atresia folicular en el ovario de
estas especies silvestres.
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