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Tinciéon H. E. 100X. Capa serosa (A), granulos de melanina (B) y musculo (C). El

recuadro se muestra a mayor aumento en la Fig. N°55. 93

Figura N°55. Corte histoldgico de intestino grueso de pollo (Old English Game guineo).
Tincion H. E. 400X. Capa serosa (A), granulos de melanina (B) y musculo (C). El
recuadro se muestra a mayor aumento en la Fig. N°56. 93
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RESUMEN

La fibromelanosis (Fm) es una mutacion en Gallus gallus domesticus “pollo
doméstico”, expresada por la melanizacion dérmica y visceral del cuerpo aviar,
surgida probablemente en China. Los pollos con Fm son utilizados en la medicina
popular china, dentro de sus tradiciones religiosas y culinarias. En el Perd, con fines
comerciales, se crian diversas razas de pollos con Fm; sin embargo, ninguna
investigacion ha documentado desde un punto de vista histoldgico la distribucion de
la melanina en los 6rganos internos de estos pollos, lo cual dificulta a los criadores
de estas aves, reconocer estas caracteristicas, y por ende realizar una adecuada
seleccion de sus pollos. En el presente trabajo se realiz6 una comparacién
histolégica de la distribucion de los granulos de melanina en siete érganos (piel y
musculo de la pierna, traquea, gonadas, proventriculo e intestino grueso) y en la
costilla de tres razas de pollo doméstico (Sedoso del Japon, Old English Game
guineo y Modern Game), para que sea un aporte a la elaboracion de un manual
histolégico que sirva como guia y material de consulta para los criadores de pollos
con Fm, permitiéndoles llevar un mejor control y seguimiento de sus cruces, con lo
cual realizardn una mejor selecciéon de sus ejemplares. Se utilizé 20 pollos, 6 de
cada raza y 2 de raza Old English Game (control), en igual nimero de hembras y
machos. Para preparar las laminas histologicas se utilizé la tincion Hematoxilina -
Eosina. Los resultados histoldgicos mostraron que los pollos Sedosos del Japon y
Old English Game guineo, presentaron una distribucién de los granulos de melanina
semejante; diferencidndose de la raza Modern Game la cual no present6é granulos
de melanina en el intestino grueso. Por otro lado, los pollos Sedosos del Japén
mostraron mayor presencia de granulos de melanina en sus 6rganos estudiados, en
comparacion a las otras dos razas.

Palabras clave: fibromelanosis (Fm), granulo de melanina, pollo doméstico e

histologia.



ABSTRACT

The fibromelanosis (Fm) is a mutation in Gallus gallus domesticus “domestic
chicken”, expressed by the dermal and visceral melanization of the avian body,
probably arising in China. Chickens with Fm are used in China folk medicine, within
their religious and culinary traditions. In Peru, for commercial purposes, different
breeds of chickens with Fm are raised; however, no research has documented from
a histological point of view the distribution of melanin in the internal organs of these
chickens, which makes it difficult for the breeders of these birds to recognize these
characteristics, and therefore make an adequate selection of their chickens. In the
present work a histological comparison was made of the distribution of melanin
granules in seven organs (skin and muscle of the leg, trachea, gonads, proventricle
and large intestine) and in the rib of three domestic chicken breeds (Silky Japan, Old
English Game guineo and Modern Game), to be a contribution to the development
of a histological manual that serves as a guide and reference material for chicken
breeders with Fm, allowing them to better control and monitor their crosses, with
which they will make a better selection of their copies. We used 20 chickens, 6 of
each breed and 2 of Old English Game breed (control), in equal number of females
and males. The Hematoxylin - Eosin stains were used to prepare the histological
slides. The histological results showed that the chickens Silky from Japan and Old
English Game guineo presented a similar distribution of melanin granules; differing
from the Modern Game breed which did not present melanin granules in the large
intestine. On the other hand, the chickens Silky from Japan showed greater
presence of melanin granules in their organs studied, in comparison to the other two
races.

Keywords: fibromelanosis (Fm), melanin granule, domestic chicken and histology.



. INTRODUCCION

La fiboromelanosis (Fm) o hiperpigmentacion dérmica es una mutacion en Gallus
gallus domesticus Linnaeus, 1758 “pollo doméstico” conocida durante siglos en Asia
Sudoriental y Europa, expresada por la acumulacion anormal de melanina
(pigmento oscuro en la dermis) en las formaciones de tejido conectivo del cuerpo
aviar. En Asia, los pollos que presentan esta mutacion son comunmente llamados
"pollos deshuesados”, debido a la coloracién oscura del periostio. Hasta el momento
los investigadores suponen que este fenotipo ha surgido en China, aunque la India
y Java también son considerados posibles sitios de origen de Fm; siendo el pollo
Sedoso del Japén o Silkie, la raza de pollo mas antigua con hiperpigmentacion
dérmica. Las primeras investigaciones sobre los mecanismos de pigmentacion y los
origenes genéticos de la Fm se remontan a principios del siglo pasado, realizandose
hasta la actualidad numerosos trabajos sobre el tema. Hoy en dia se conocen mas
de 25 razas de pollo doméstico con Fm, y casi todos tienen su origen al Sudeste de
Asia. La gran cantidad de razas con Fm en esta parte del mundo se debe a que los
pollos con huesos oscuros son utilizados de manera importante en la medicina
popular china, en tradiciones religiosas y culinarias. Muchos productos hechos a
base de pollo con Fm se recomiendan para mejorar la inmunidad de las personas;
ademas, se utilizan para tratar la diabetes, la anemia, la dismenorrea y trastornos
posparto. Estas propiedades medicinales, se deben a los elevados niveles de

carnosina, dipéptido natural, que presentan.

1.1 Planteamiento del problema

Los genes asociados con la migracion y distribucion de los melanocitos en
Gallus gallus domesticus “pollo doméstico” con fibromelanosis han sido
ampliamente investigados; sin embargo, a nivel histolégico se tiene poco

conocimiento acerca de la distribucion de la melanina en sus 6rganos internos.



En América Latina existe gran cantidad de criadores interesados en los pollos
con Fm, los cuales por la poca informacion que existe al respecto, desconocen
las caracteristicas internas de estas aves, lo que les dificulta realizar una

adecuada seleccion de sus ejemplares.

1.2 Formulacion del problema

El Pera alberga diversas razas de pollo con Fm criados con fines comerciales.
Sin embargo, en nuestro pais ninguna investigacion ha abordado ni
documentado desde un punto de vista histologico la distribucion de la melanina
en los érganos internos de los pollos con Fm, ni mucho menos existe un manual
histol6gico relacionado con esta mutacion, que haga conocer dichas
caracteristicas a los criadores de estas aves. Por tal motivo, en el presente
trabajo se propuso realizar una comparacion histolégica de la distribucion de los
granulos de melanina en siete 6rganos (piel y musculo de la pierna, traquea,
gonadas, proventriculo e intestino grueso) y en la costilla de tres razas de pollo
doméstico (Sedoso del Japoén, Old English Game guineo y Modern Game) con
Fm, que sea un aporte a la elaboracion de un manual histologico que sirva de

guia y consulta para los criadores de pollos con Fm.

1.3 Justificacion de la investigacion

Al comparar histologicamente la distribucion de los granulos de melanina en los
organos internos de tres razas de pollo con Fm vy realizar el registro fotografico
correspondiente, se dejara constancia de como estos granulos de melanina
estan dispuestos en los 6rganos de estas razas, su grado de similitud o
diferencia; con lo cual se tendrd un panorama mas claro de la forma de
expresion de Fm en ellas. Asimismo, el manual histolégico a elaborar, podra ser
utilizado como guia y material de consulta por los criadores de pollos con Fm,
permitiéndoles llevar un mejor control y seguimiento de sus cruces, con lo cual
realizaran una mejor seleccion de sus ejemplares, basandose en informacion

cientifica y no empirica, como en la actualidad.



La informacién que se documentara en esta investigacién espera ser un valioso

aporte para un mejor entendimiento de la hiperpigmentacion dérmica en Gallus

gallus domesticus, generando datos relevantes para posteriores investigaciones

en el campo de la patologia e inmunologia en la especie. Asimismo, sera el

primer informe que reporte la presencia de granulos de melanina en los pollos

Old English Game guineo y Modern Game, con lo cual se adicionard mayor valor

econdémico a estas aves, ya que muchos criadores en el mundo buscan esta

clase de pollos, en especial la poblacion asiatica, por su intensa pigmentacion

oscura y sus beneficios medicinales.

1.4 Objetivo general

Comparar histologicamente la distribucién de los granulos de melanina en siete

organos y en la costilla de tres razas de Gallus gallus domesticus Linnaeus,

1758 “pollo doméstico”, con fibromelanosis.

1.4.1 Objetivos especificos

Determinar a nivel histolégico la fiboromelanosis en la piel y masculo de la
pierna, trdquea, costilla, gébnadas, proventriculo e intestino grueso, de
tres razas de pollo doméstico (Sedoso del Japon, Old English Game
guineo y Modern Game), empleando la tincibn Hematoxilina - Eosina.
Identificar en que componentes celulares y estructurales de la piel y
musculo de la pierna, traquea, costilla, gbnadas, proventriculo e intestino
grueso, de tres razas de pollo doméstico (Sedoso del Japén, Old English
Game guineo y Modern Game) con fibromelanosis, se observa granulos
de melanina.

Realizar un registro fotografico para la elaboracion de un manual
histologico sobre pollos domésticos con fibromelanosis.

Aportar conocimiento sobre la fibromelanosis en Gallus gallus

domesticus, para un mejor entendimiento de la mutacion.



II. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades del pollo domestico

2.1.1 Contexto historico

El ave mas antigua conocida, Archaeopteryx lithographica, descubierta a
partir de un fosil encontrado en las calizas de Solnhofen (Alemania) en el
periodo Jurasico (150 millones de afios de antigliedad), poseia plumas y
alas que le permitian volar. De todos los vertebrados terrestres, las aves
son la clase con el mayor niumero de especies, aproximadamente 10.000
(el doble que los mamiferos), y se calcula que existen 300.000 millones de
individuos en todo el planeta (Kardong 2007; Gonzalez y Barbeito 2014).
Gallus gallus domesticus “pollo doméstico”, tienen su origen en el Gallus
bankiva, del Sudeste de Asia, del cual se derivaron las razas y estirpes
actuales. Estos pollos fueron introducidos al continente americano por los
conquistadores hace mas de 500 afios y desde entonces se ha practicado
la avicultura doméstica o de traspatio. Se cree que el pollo fue el primer
animal europeo que piso el continente americano, dado que Cristébal Colon
los embarc6 en su segundo viaje. Las razones por las cuales Colon llevo
pollos en su viaje fueron que ocupaban poco espacio, su alimentacién no
era complicada y ademdas producian huevos. Por otro lado, hay
antecedentes que, en Chile, antes de la llegada de los europeos, los
mapuches criaban una gallina con caracteristicas especiales, la gallina
araucana (Duran y Perucho 2014).

2.1.2 Caracteristicas y taxonomia

Los gallos y las gallinas muestran un evidente dimorfismo sexual,
pudiéndose distinguir a simple vista. Los machos son mas grandes,

midiendo alrededor de los 50 cm y llegando a pesar hasta 4 Kg, mientras



que, las gallinas no suelen medir mas de 40 cm y apenas llegan a los 2 Kg

de peso.

La gallina doméstica, Gallus gallus domesticus, es una subespecie del

género Gallus perteneciente a la familia Phasianidae (Bustamante y
Bustamante 2009; Duran y Perucho 2014).

Dominio:
Reino:
Filo:
Subfilo:
Clase:
Orden:
Familia:
Subfamilia:
Género:
Especie:

Subespecie:
Subespecie:
Subespecie:
Subespecie:

Subespecie:

Subespecie:
Subespecie:
Subespecie:

Subespecie:

Eukarya
Animalia
Chordata
Vertebrata
Aves
Galliformes
Phasianidae
Phasianinae
Gallus (Brisson, 1760)
Gallus gallus (Linnaeus, 1758)
Gallus gallus gallus (Linnaeus, 1758)
Gallus gallus spadiceus (Bonnaterre, 1792)
Gallus gallus bankiva (Temminck, 1813)
Gallus gallus murghi (Robinson & Kloss, 1920)
Gallus gallus jabouillei (Delacour &
Kinnear, 1928)
Gallus gallus domesticus
Gallus gallus gallina
Gallus gallus micronesiae

Gallus gallus philippenisis

Clasificacion y taxonomia de pollos (Al-Nasser et al. 2007).



2.2 Razas de pollo doméstico

2.2.1 Sedoso del Japén o Silkie

Este pollo doméstico es utilizado en la medicina tradicional china para tratar
diversas enfermedades, fue descrito por Marco Polo en el siglo XIlI, en uno
de sus viajes al Asia, donde mencion6 haber encontrado una gallina que,
en vez de poseer plumas, presentaba un recubrimiento similar al pelo y con
una piel muy oscura. En China algunos la nombran “deshuesado” o “hueso
negro”, desde principios de la dinastia Tang (618-907), debido al color negro
de la piel y los huesos (Pedraglio 2001; Lukanov y Genchev 2013). Este tipo
de pollos presentan una variacion en la estructura de las plumas, el plumaje
sedoso, las plumas de contorno tienen cafiones delicados y barbas largas,
las barbillas estan elongadas, muy visibles, carecen de ganchillos. Las
rémiges (las grandes plumas del ala) y las rectrices (plumas caudales) estan
habitualmente modificadas en la parte distal, pero las rectrices se afectan
mas que las plumas del ala. La pluma carece de ganchillos, por lo que se
pierde la unidad de la pluma. Los machos suelen pesar un maximo de aprox.
1.7 Kg y las hembras 1.4 Kg, mientras que los huevos son de color blanco
con un peso maximo de 40 g. Su principal caracteristica morfoldgica radica
en su plumaje con cafion muy débil y blando, las fibras de vexilum son como
pelo o seda, las patas presentan cinco dedos ligeramente cubiertos de
plumas y un mechoén de plumas en la cabeza. El color del plumaje es variado
(Duran y Perucho 2014).



Gallina y gallo de raza Sedoso del Japon (ukanov y Genchev 2013).

2.2.2 Old English Game

También conocido como el Antiguo Combatiente Inglés, descendiente de aves
de pelea, existe en Gran Bretafia desde el siglo XIX. Esta raza no ha cambiado
mucho durante mas de mil afios de existencia. Fue probablemente la primera
raza desarrollada en Gran Bretafia y siempre han sido aves de pelea.
Probablemente surgida del cruce entre razas malayas y combatientes. Fue
reconocida como raza de exhibicion en 1850, después que en 1849 el
Parlamento decidiera que los combates de gallos serian ilegales y los criadores
empezaron a exhibirla en las exposiciones. En los afios 30 la raza se dividio,
dando lugar a dos tipos: Carlisle y Oxford. Los Old English Game son la raza
con mas numero de variedades entre todas las razas de pollo. Su plumaje es
duro, cefiido, con plumas cortas y con poco plumon. Los gallos estandar pesan
unos 2,3 Kg y las hembras 1,8 Kg aproximadamente, mientras que los huevos

llegan a pesar 55 g, con cascara de color blanco a amarillento (Pedraglio 2001).



Gallina de raza Old English Game
(Ekarius 2016).

2.2.3 Modern Game

Originario de Gran Bretafia, son casi tan variados como los Old English
Game. Los mas conocidos son los ajisecos de ala marron, dorados, dorados
de ala blanca, plateados de ala blanca, carmelos, blancos, negros, etc. Esta
raza es un subproducto de 2 razas de gallos de combate, Malayos y los Old
English Game. Ellos fueron formados entre los afios 1850 y 1900, justo
después de la abolicidn de las peleas de gallos en 1849, en toda Inglaterra.
Lo que caracteriza a esta raza es el gran tamafio de sus patas y cuello,
ademas del tamafo reducido de su cola. Actualmente en Inglaterra estan
registrados cerca de 13 colores o variedades de Modern Game; el peso
promedio de los Bantam o enanos es de 459 — 620 g, y de los de tamafio
estandar es de 2.225 — 4.100 Kg. Su color de piel es blanco, aunque en
algunos casos se puede ver la cara negra, la cascara de los huevos es
blanco (Pedraglio 2001).



Gallo de raza Modern Game (Ekarius 2016).

2.3 La fibromelanosis o hiperpigmentacién dérmica

Es un término que se utiliza para designar una mutacion en pollos domésticos,
expresada por la melanizacion dérmica y visceral (Lukanov y Genchev, 2013).
La descripcion de este fenotipo como fibromelanosis (Fm) fue propuesta por
Hutt en 1949. La hiperpigmentacion se manifiesta con una coloracion gris
oscura de la piel, ojos, serosas, musculos, vainas de tejido conectivo nervioso,
gonadas, traquea y periostio de las aves, debido a la acumulacion anormal de
eumelanina en los tejidos (Muroya et al. 2000; Dorshorst et al. 2011; Lukanov y
Genchev 2013). Los pollos que presentan esta mutacion han sido llamados
"pollos deshuesados", debido a la coloracion oscura del periostio. Se supone
que, en pollos domésticos, este fenotipo surgié en China junto con la mutacion
sedosa del plumaje. India y Java, también se consideran posibles sitios de
origen de fibromelanosis (Lukanov y Genchev 2013). El Gallus gallus
domesticus Brisson “Sedoso del Japdn o Silkie chino”, es la raza de pollo mas
antigua con fibromelanosis. En los viejos textos chinos de la época de la dinastia
Tang se encuentra informacion sobre aves de piel negra y plumaje esponjoso
(Dorshorst et al. 2010). El Silkie es el mas estudiado entre todas las razas de

pollo conocidas que presentan esta mutacion (Dorshorst et al. 2011). Las



primeras investigaciones sobre los origenes genéticos de la fibromelanosis y los
mecanismos de pigmentacion en Silkies se remontan a principios del siglo
pasado por Bateson y Punnett en 1911, Kuklenski en 1915, Dunny Jull en 1927.
A pesar de las numerosas investigaciones sobre el origen y los mecanismos
moleculares de expresion de la mutacion, muchas preguntas siguen sin estar

aclaradas (Dorshorst et al. 2010; Shinomiya et al. 2012).
2.4 Melaninay melanogénesis

2.4.1 Melanina

En los vertebrados las células productoras de melanina, son los
melanocitos, que se originan de las células de la cresta neural, situada al
final del tubo neural, originado por una parte del ectodermo embrionario
(Dorshorst et al. 2011). En el tubo neural, los melanoblastos indiferenciados
migran a distintas partes del cuerpo donde se diferencian en melanocitos
(Lukanov y Genchev 2013). La migracion de melanoblastos en mamiferos
y aves se produce a través de la via dorsal. En los vertebrados inferiores, la
migracion y diferenciacion de las células nerviosas, células gliales y
melanoblastos siguen la via ventral (Shinomiya et al. 2012). En las razas de
pollo con fibromelanosis, los melanoblastos migran no sélo a través de la
via dorsal hacia la piel, sino también a través de la via ventral, y se
almacenan en los 6rganos internos (Muroya et al. 2000; Shinomiya et al.
2012).

Los melanocitos situados en los érganos Y tejidos internos de pollos con
fibromelanosis contienen melanosomas en diferentes etapas de madurez
(principalmente en estadios Ill y IV) como los dérmicos (Ortolani-Machado
et al. 2009). En 1971 Brumbaugh, distinguié dos tipos de melanocitos: los
eumelanocitos que sintetizan eumelanina y los feomelanocitos que
sintetizan feomelanina. Las aves, producen estos dos tipos de melanina
(Stevens 2005). La eumelanina es el pigmento oscuro (marrén oscuro a

negro), con polimeros de acido dihidroindol carboxilico, responsable de la



expresion de la fibromelanosis, mientras que la feomelanina esté presente
so6lo en el emplumado de las aves (Smyth 1994) y presenta un polimero de
benzotiazina que contiene cisteina de color rojo a amarillo (Lukanov y
Genchev 2013). La deposicion de ambos pigmentos en una zona especifica
del cuerpo y plumaje esta determinada por la interaccion de varios genes
(Smyth 1994; Stevens 2005). Los dos tipos de melanina actian en
direcciones opuestas, siendo la eumelanina un pigmento fotoprotector
antioxidante y la feomelanina, fototoxica y con actividad prooxidante (Simon
et al. 2009).

Esquema que representa los pasos de formacion de granulos de melanina. rer:
reticulo endoplasmico rugoso (ribosomas); ser: reticulo endoplasmico liso; G:
aparato de Golgi; n: nucleo; I, I, 1ll, 1V: etapas I, II, Ill, IV, respectivamente.
(Ortolani-Machado et al. 2009).



2.4.2 Melanogénesis

El proceso de sintesis de melanina se denomina melanogénesis. Ambas
formas pigmentarias de melanina se sintetizan por oxidacion del aminoacido
L-tirosina a 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) y posteriormente a DOPA-
Quinona, por accion de la tirosinasa (TYR) (Simon et al. 2009). Aparte de la
tirosinasa, la produccion de eumelanina también se produce a traves de las
proteinas tirosinasa tipo: TYRP1 y TYRP2. Por la misma via se forma
también la ortoquinona que desempefia un papel importante en la
melanogénesis (Lukanov y Genchev 2013). De acuerdo con el tipo de
pigmento producido, la DOPA-Quinona se convierte en ciclodopa,
dopacromo, dihidroindolcarboxilico (DHICA) o dihidroindol (DHI) y
finalmente en eumelanina (Simon et al. 2009). La feomelanina se sintetiza
a través de la conversion de DOPA-Quinona a Cisteinil-DOPA (5-S-Cisteinil-
DOPA ¢ 2-S-Cisteinil-DOPA) mediante la adicion de cisteina. Cisteinil-
DOPA interactia con la DOPA-Quinona para producir Cisteinil-DOPA-
Quinona y DOPA. La Cisteinil-DOPA-Quinona se deshidrata y a
continuacion se transforma en ortoguinonimina, que se convierte después
(con o sin descarboxilacién) en precursor de la feomelanina benzotiazina
(BT) y acido benzotiazina carboxilico (BTCA) (Smyth 1994; Simon et al.
2009). Cuando las actividades de la tirosinasa son bajas, la sintesis de
feomelanina podria ocurrir a partir de la cisteina a la DOPA-Quinona
(Lukanov y Genchev 2013).

Los eventos de sintesis de melanina se dan en los melanocitos, por medio
de un sistema de endomembranas, llamados melanosomas (Smyth 1994;
Simon et al. 2009). Los melanosomas son organelos celulares
melanociticos similares a los lisosomas. Se piensa que se originan en el
reticulo endoplasmatico rugoso melanocitico, como melanosomas
primarios. La formacion de melanosomas se produce a través de cuatro
etapas: fase |, fase Il (premelanosoma), fase Ill (melanosoma) - fase IV

(melanosoma con granulos de melanina). Dependiendo del pigmento



sintetizado, se distinguen en eumelanosomas y feomelanosomas (Simon et
al. 2009; Lukanov y Genchev 2013).

2.5 Factores genéticos de la fibromelanosis

Esta mutacion estéa determinada por un gen autosémico dominante denominado
Fm/EDNS (fibromelanosis) que interactla con el gen recesivo ligado al sexo tipo
salvaje (id*) y posiblemente el gen (W™) que determina el color blanco de la piel
(Lukanov y Genchev 2013). Investigaciones recientes y la nueva terminologia
genética sefalan que, el locus Fm se encuentra en el cromosoma 20, siendo el
gen EDNS3 el principal factor que provoca la fiboromelanosis (Dorshorst et al.
2010; Shinomiya et al. 2012). La fibromelanosis es una de las primeras
caracteristicas fenotipicas de pollo sujeta a un andlisis genético, siendo
estudiada por Bateson y Punnett en 1911 y Hutt en 1949 (Dorshorst et al. 2010;
Lukanov y Genchev 2013).

Las primeras investigaciones sobre el mecanismo de herencia de la
fiboromelanosis fueron realizadas por Bateson y Punnett en 1911, en Silkies y
Leghorns marrones. Describiendo dos factores responsables de la
hiperpigmentacion: factor de pigmentacion (P) y factor de inhibicion (I). Segun
estos investigadores, sélo las aves con el genotipo P/P/i/i estan completamente
pigmentadas, el genotipo P/p/l/i determina una ligera pigmentacioén, mientras
que las aves con genotipos p/plifi, p/p/lliy p/p/l/l no estan pigmentadas (Lukanov
y Genchev 2013). Asimismo, establecieron que el rasgo se debia a una herencia
relacionada con el sexo y supusieron la existencia de un tercer elemento - F,
ligado al sexo e influenciando la expresion de la fibromelanosis. Las
investigaciones seguidas por Dunn y Jull en 1927, mostraron el modo de
herencia de los rasgos y su relacién con otros genes (Dorshorst et al. 2010;
Lukanov y Genchev 2013). Hasta hace poco, el gen responsable de la expresion
de fibromelanosis se denominaba Fm; hoy en dia, hablamos de un locus Fm
con un gen denominado EDN3 como principal factor de fibromelanosis
(Dorshorst et al. 2011; Shinomiya et al. 2012).



Sobre la base de estudios anteriores Dorshorst et al. (2010, 2011) y Shinomiya
et al. (2012), utilizaron PCR y marcadores de microsatélite para identificar la
ubicacion del locus Fm en el cromosoma 20 (10,2-11,7 Mb). Asimismo,
Dorshorst et al. (2011), determinaron que la fiboromelanosis se debe a dos
regiones duplicadas en el cromosoma 20 (10,717,600-10,842,919 pb y
11,264,226-11,432,336 pb); ademas, demostraron la presencia de la secuencia
de EDN3 en el genoma de cuatro razas de pollo con fibromelanosis: Silkie,
Ayam Cemani, Svart Hona y Black Hmong, asi como una mayor expresion de
SLMO2 y TUBB1 en el fenotipo con fibromelanosis.

La endotelina 3 (EDN3), ejerce un efecto mitdgeno sobre los melanoblastos,
potencia la proliferacion de melanoblastos y la regulacion melanocitica
(Dorshorst et al. 2010, 2011; Shinomiya et al. 2012). Shinomiya et al. (2012),
informan la presencia de cinco genes especificos en el locus Fm: EDNS3,
HIVEP1, SLMO2 (slowmo homolog 2), F1ATPase-e y TUBB3 (tubulina beta),
en la raza de pollo Silkie.

El otro gen primario que influye en la expresion de la fiboromelanosis es el gen
dominante incompleto ligado al sexo Id, o el inhibidor de la melanina dérmica
ligado al sexo (Smyth 1994; Stevens 2005; Dorshorst et al. 2010). El alelo Id
presenta una actividad inhibidora, mientras que el alelo recesivo de tipo salvaje
(id*) potencia la expresion de la fiboromelanosis. (Dorshorst et al. 2010, 2011)
establecieron la localizacién del locus Id en el cromosoma sexual Z. Segun
Dorshorst et al. (2010), los genes B4GALT1 (beta 1,4-galactosiltransferasa,
polipéptido 1) y VCAN (condroitina sulfato proteoglicano versican), localizados
en el cromosoma sexual Z, son potencialmente inhibidores de la melanina
dérmica.

Se reconoce el papel de B4AGALTL1 en la migracion de células de la cresta neural
(NCC) a traveés de la via ventral durante la embriogénesis (Lukanov y Genchev
2013). BAGALTL1 es detectada en el locus Id a 68.7 Mb, inmediatamente cerca
del gen B (Barring) (Dorshorst et al. 2010). El segundo gen candidato como
inhibidor de la melanina dérmica es VCAN, localizado fuera de la region Id del
cromosoma sexual Z a 61,3 Mb. Presenta un efecto inhibidor sobre la migracion



de las NCC a lo largo de la via dorsal y ventral durante la embriogénesis
(Lukanov y Genchev 2013).

Existen otros inhibidores dérmicos, que podrian aumentar o reducir la expresion
de Fm. Un inhibidor tipico de la melanina es el gen de restriccion ligada al sexo
“B / (Barring)”, que determina la restriccion y el patron de plumas negras en los
pollos (Smyth 1994; Dorshorst y Ashwell 2009). Dorshorst y Ashwell (2009)
detectaron el gen B a 71,8 Mb en el cromosoma sexual Z. Debido a su
presencia, soélo los Silkies tipo cuco (plumas negras) con los genotipos
B/B/Fm/Fm o B/-/[Fm/Fm estén sin fibromelanosis, dependientemente del sexo.
Algunos alelos relacionados con el color de plumaje como E y ER del locus E,
presente en el cromosoma 11, podrian junto con id*, influir en la acumulacion
de melanina dérmica, provocando hiperpigmentacion en la cara y mejoran la
expresion del gen Fm (Smyth 1994; Lukanov y Genchev 2013).

En varias razas de pollo, predominantemente europeas, se encuentra una
mutacion similar a fiboromelanosis llamada "cara gitana". La cual afecta solo a
algunas formaciones de la cabeza (peine, barbas y I6bulos de las orejas). En
este caso, la pigmentacion de melanina es superficial, afectando sélo la piel de
la cabeza; sin embargo, no ha sido muy bien estudiada por los investigadores y
probablemente presente una herencia poligénica. Comunmente, las aves con
un rostro marcadamente oscuro tienen también plumaje oscuro (negro, birchen,
birchen azul, birchen amarillo, etc.) que indica una asociacion de este rasgo
fenotipico con los alelos E y ER del locus E (Lukanov y Genchev 2013).

Se cree que el gen inhibidor de la melanina ligado al sexo tipo salvaje (id*) es
esencial para la aparicion de la cara oscura en las aves. En las aves hembra, la
cara oscura se expresa mejor, con crecimientos faciales carnosos bien
pigmentados. Las razas que llevan esta mutacion son los pollos: Ardennes,
Bruges Game, Liege Game, Sumatras tipo europeo, Modern Game English

Bantam, y algunas razas europeas.



2.6 Importancia social y economica de los pollos domésticos

con fibromelanosis

2.6.1 Social

Los pollos con fibromelanosis son especialmente valorados en China,
Vietnam, Tailandia, India, Indonesia, Malasia y Corea, debido a su
participacion en las creencias religiosas, medicina tradicional y cocina; de
los pobladores del Sureste asiatico. Estos pollos se usan principalmente en
la medicina popular china, ya que se cree que contienen sustancias utiles
desconocidas (Shinomiya et al. 2012). Muchos productos procedentes de
pollos con Fm se recetan para mejorar la inmunidad de pacientes y
procesos anabdlicos. Ademas, se utilizan para tratar la diabetes, la anemia,
la dismenorrea y los trastornos posparto (Tian et al. 2007). Los estudios
comparativos entre pollos Silkies y Plymouth Rock blancos, criados en
condiciones idénticas, mostraron niveles significativamente mas altos de
carnosina en la carne de Silkies (0,45%) que en Plymouth Rock (0,22%)
(Tian et al. 2007). La carnosina es un dipéptido natural que actia como un
tampoén fisiologico en los musculos, es antioxidante, neurotransmisor y

agente antiglicante (Tian et al. 2007; Lukanov y Genchev 2013).

2.6.2 Economico

Los pollos con fibromelanosis, se encuentran frecuentemente en las recetas
de la cocina asiatica y son reconocidos como un valioso alimento saludable
y facilmente digerible rico en carnosina (Shinomiya et al. 2012). Uno de los
platos mas populares preparados con carne de estos pollos es la "sopa de
pollo deshuesado” (Lukanov y Genchev 2013). Estos pollos son buscados
en el mercado asiatico y por los inmigrantes del Sur de Asia en todo el
mundo. Danny Wu, propietario de K. K. Live Poultry informo, la venta de
mas de 3.000 pollos "deshuesados" por semana a restaurantes de
Chinatown en Nueva York (Louie 2007). Por lo tanto, la produccion de carne

de pollos con Fm es un nicho de produccién grande, todavia desocupado



para restaurantes que ofrecen comida tradicional china (Lukanov y Genchev
2013).

Fuera de Asia las aves con piel, madsculos y huesos oscuros son
catalogados como algo mistico, extrafio y exotico, y no son populares para
el consumo. Sin embargo, han encontrado su lugar en la cria de aves
exoticas debido a su apariencia Unica, los Silkies estan entre las razas de
pollo exdtico mas populares del mundo (Tian et al. 2007; Dorshorst et al.
2010, 2011; Ekarius 2016).



[1l. ANTECEDENTES

Moreno et al. (1979). Analizaron algunos aspectos estructurales del estbmago del
pollo doméstico, para lo cual utilizaron 16 ejemplares de distintas edades, cinco de
15 a 20 dias, ocho de 40 a 60 dias, uno de 90 dias y dos de 1 afio. Tomaron
muestras de proventriculo, segmento intermedio y ventriculo; que fueron tefiidos
con H & E., Van Gieson, Artetra, Azul de Toluidina y Gomori. Lograron demostrar
que, en el proventriculo, la mucosa de color rosado palido, presenta una muscularis
mucosae algo esquematizada, existiendo un predominio de las fibras longitudinales
sobre las circulares. Observaron que la pared del estbmago glandular esta
conformada por una delgada capa subserosa de tejido conectivo, recubierta por
serosa peritoneal. Asimismo, en el ventriculo distinguieron un fondo de saco anterior
y otro posterior, y en el medio de estos dos sacos diferenciaron el cuerpo del
ventriculo, con sus dos caras y dos bordes, destacando las aponeurosis de un color

blanco nacarado.

Hirano (1990). Observé la distribucion de las células que contenian granulos de
melanina en los huesos de aves sedosas jovenes y adultas. Asimismo, detectoé que
los granulos de melanina no soélo estaban presentes en los melanocitos que se
distribuian principalmente en el periostio, sino también en todos los tipos de células
presentes en el hueso. Demostrd que, en aves sedosas jovenes, las células que
contienen pigmento se distribuyen en todas las capas del hueso y periostio, pero en
un nimero bajo; y en aves sedosas adultas, la mayoria de las células del periostio
presentaban granulos de pigmento, sin embargo, en el hueso, se observo que los
granulos de pigmento se evidencian sélo en los osteocitos situados cerca de la
superficie. Sus hallazgos sugieren que los melanocitos transfieren granulos de
pigmento a células osteogénicas u osteoblastos antes que se diferencien a

osteocitos, donde se supone que son digeridos.



Dupin et al. (2000). Utilizaron el embrion aviar como modelo, ya que anteriormente
diversos estudios habian demostrado que la endotelina 3 (ET3) promueve la
supervivencia y proliferacion de melanocitos aviares unipotentes y bipotentes (glia-
melanocitos) derivados de la cresta neural (NC). Investigaron si en etapas
posteriores, las células pigmentarias embrionarias responden a ET3. Tal posibilidad
era respaldada por una conclusion anterior que In vivo los melanocitos aviares
expresan el receptor de endotelina B2 (ETRB2) durante la migracion y después de
su diferenciacion en la piel. Encontraron que In vitro ET3, dependiente de la dosis,
ejerce una estimulacién en la proliferacion y melanogénesis en células de la NC,
que habian emigrado a la epidermis de la piel dorsal del embrién de codorniz.
Ademas, en cultivos clonales de células pigmentarias derivadas de la piel, ET3
indujo divisiones celulares rapidas de melanocitos clonogénicos que generan una
progenie mixta de melanocitos y células sin granulos de pigmento, que expresan
marcadores gliales en méas del 40% de las colonias. Por lo tanto, concluyeron que
ET3 ejerce un fuerte efecto mitdbgeno en las células pigmentarias embrionarias y
capaz de alterar su programa de diferenciacion, llevandolos a recapitular la

bipotencialidad glial-melanocito de sus ancestros.

Muroya et al. (2000). Extrajeron pigmento (melanina) de varios tejidos de dos pollos
Silky, para determinar su estructura molecular y distribucién interna. Por medio del
andlisis de espectroscopia infrarroja, obtuvieron dos patrones de espectro del
pigmento; uno de ovario y testiculo, el otro de periostio y pluma. Suponiendo que la
diferencia entre los dos espectros posiblemente se deba al contenido de azufre en
la melanina. El espectro del pigmento en plumas y periostio compartian
caracteristicas similares, lo que indicé que los melanocitos dispersados en estos
tejidos eran funcionalmente iguales. De acuerdo con sus analisis cuantitativos,
clasificaron a los tejidos examinados en orden al contenido de pigmento (p <0,05),
siendo el periostio el que mayor cantidad de pigmento presentd, seguido de las
gonadas, traquea, corazon, higado, molleja, ciegos, musculos y piel. Ademas, las
regiones especificas de las células derivadas de la cresta neural embrionaria, tales
como la arteria cardiaca y varias partes de tejidos cefalicos, se encontraron

hiperpigmentadas. Sus datos sugieren que la hiperpigmentacion en el pollo Silky



ocurre de manera especifica en tejidos y organos, lo cual estd fuertemente
relacionado con el desarrollo de las células de la cresta neural.

Faraco et al. (2001). Estudiaron la melanogénesis en pollos Silkie, mediante el uso
de marcadores para las células de la cresta neural y melanoblastos, documentando
el desarrollo del patron de pigmentacion en Silkie. La dispersion inicial de los
melanoblastos fue la misma en pollos Silkie, Leghorn marrén claro (LBL), Leghorn
blanco (WLH) y embriones de codorniz. Sin embargo, en la etapa 22 cuando toda
la migracion de células de la cresta neural ventral ha cesado en WLH, los
melanoblastos en el embridn Silkie continian migrando entre el tubo neural y los
somitas para ocupar el esclertomo. La capacidad de los melanoblastos en los
embriones Silkie, para migrar ventralmente a lo largo del tubo neural y desde el
espacio dorsolateral se correlaciona con la falta de tejidos de restriccién, que estan
presentes en el embrion LBL. Concluyeron que dichos tejidos no estan presentes
en los pollos Silkie, y que sus resultados respaldan la idea que el fenotipo de Silkie
se debe a una diferencia ambiental mas que a un defecto especifico de la cresta

neural.

Ortolani-Machado et al. (2009). Caracterizaron ultraestructuralmente los granulos
de melanina que se desarrollan en los melanocitos dérmicos de la piel dorsal del
pollo Silky japonés (SK), en un intento de comprender mejor los procesos de la
melanogénesis en estas células ectdpicas. Los pasos de la melanogénesis fueron
similares a los descritos en los melanocitos epidérmicos, con melanosomas que van
de la etapa | a la IV pero, en SK, la maduracién se produce en el cuerpo del
melanocito, asi como en los procesos citoplasmaticos. El destino final de los
melanosomas maduros aun no esta claro, aunque observaron que los macrofagos
dérmicos pueden acumular granulos de melanina en sus fagosomas. Incluso con la
gran proximidad entre los melanocitos con otras células dérmicas, no observaron la
transferencia de melanosomas. Sus hallazgos muestran que la melanogénesis que
ocurre en los melanocitos dérmicos de SK, tiene las mismas caracteristicas
morfolégicas que en los melanocitos epidérmicos.

Dorshorst et al. (2010). Realizaron un estudio del genoma de 3 razas de pollo

doméstico (Silkie, Polaco y New Hampshire) mediante un analisis de polimorfismo



de nucledtido simple (SNP), para detectar regiones gendémicas que mostraran una
asociacion significativa entre el gen ligado al sexo, inhibidor de la melanina dérmica
(Id), y el gen autosomico dominante de fioromelanosis (Fm), los cuales interactian
en la hiperpigmentaciéon dérmica; para ello mapearon 2 poblaciones de pollo,
disefiadas a segregar independientemente para Id y Fm. EI SNP mostré que la
mayor asociacion con Id se encuentra a 72,3 Mb en el cromosoma sexual Z y para
Fm la mayor asociacion se mostro de 10,3-13,1 Mb en el cromosoma 20. Antes de
este estudio, el grupo de unién a la que Fm pertenecia era desconocido. Aunque el
objetivo principal de su estudio fue identificar los loci que contribuyen a la
pigmentacién dérmica en el pollo Silkie, también detectaron loci asociados con
varios otros rasgos morfologicos que presentan estas poblaciones. Identificaron
regiones genomicas asociadas con el plumaje del Silkie (h), con las patas
emplumadas (Pti), con el peine de rosa (R) y con el peine duplex (D).

Serrano et al. (2010). Elaboraron un estudio descriptivo histologico del gallinazo
negro (Coragyps atratus), con el fin de identificar sus componentes celulares y
estructurales, realizando una comparacién con los hallazgos reportados en la
especie Gallus gallus domesticus. Encontraron que ambas especies comparten
caracteristicas celulares y estructurales asociadas a aspectos funcionales en
diferentes 6rganos. Las diferencias fueron encontradas en el sistema digestivo del
gallinazo negro, donde destaca la mayor cantidad de tejido queratinizado, ubicado
en la mucosa, desde la porcion de la lengua hasta la molleja. En el intestino grueso,
observaron la ausencia de ciegos e histolégicamente se caracterizo por la presencia
de vellosidades discontinuas. Asimismo, en el sistema tegumentario del gallinazo
negro, determinaron que la capa externa del epitelio plano queratinizado es de un
grosor mayor que el de los pollos domésticos y que la Unica diferencia evidente es
la falta de foliculos plumosos en la piel del cuello, con presencia de pliegues
cutaneos prominentes, y mayor presencia de melanocitos.

Dorshorst et al. (2011). Determinaron que la presencia del alelo dominante Fm da
lugar a una pigmentacion extensa de la capa dérmica de la piel y gran parte del
tejido conectivo interno, en pollos Silkie. Identificaron la causa de esta mutacion

(fibromelanosis), una duplicacion invertida y union de dos regiones genomicas



separadas por mas de 400 kb en individuos de tipo salvaje. Ademas, que una de las
regiones duplicadas contiene endotelina 3 (EDN3), un gen con un papel conocido
en el desarrollo de la proliferacion de melanoblastos. Mostraron que la expresion de
EDN3 se incrementa durante el desarrollo del embridn de Silkie, en el tiempo en el
que los melanoblastos migran y mantienen niveles elevados de expresion en el
tejido de la piel adulta. En este estudio examinaron 4 diferentes razas de pollo de
Asia y Europa que mostraban hiperpigmentaciéon dérmica y concluyeron que la
misma variante estructural causa este fenotipo en las razas de pollo estudiadas.
Este reordenamiento del complejo gendmico causa un rasgo especifico monogénico
en el pollo, e ilustra como nuevas mutaciones con efectos fenotipicos se han

reutilizado durante la formacion de razas en animales domésticos.

Shinomiya et al. (2012). Identificaron las bases genéticas de la fibromelanosis (Fm)
y determinaron el modo de herencia de este fenotipo como, autosémica dominante,
posteriormente realizaron un analisis de ligamiento con marcadores de
microsatélite. Para esto usaron 85 individuos de la progenie de retrocruzamientos
de pollos Minorca negros (BM-C) con individuos F1 obtenidos de los cruces de
pollos Silky blancos (sedosos) y Minorca negros, localizando el locus Fm en el
cromosoma 20 (10,2-11,7 Mb). Ademas, observaron un marcador de ADN que todos
los pollos sedosos e individuos F1 presentaban, teniendo patrones de genotipos
heterocigoticos, lo que sugiere, una duplicacion de genes en la region Fm. Mediante
analisis cuantitativos de PCR en tiempo real, detectaron la duplicacion de cinco
genes especificos en la raza Silky, incluyendo la endotelina 3 (EDN3), que
codificaba un potente mitdgeno para melanoblastos. EDN3 y otros tres genes
duplicados, se expresaron casi dos veces mas en pollos sedosos que, en pollos
Minorca negros. Sus resultados sugieren fuertemente que, el aumento de los niveles
de expresion resultante de la duplicacion de genes en la regiébn Fm, es el
desencadenante de la hiperpigmentaciéon de los 6rganos internos de pollos

sedosos.

Han et al. (2015). Analizaron la distribucion de los melanocitos en 26 tejidos de

pollos sedosos (SF), en el dia 1 y en 2, 3, 4, 6, 10 y 23 semanas de vida.



Determinaron que los melanocitos se distribuyeron por casi todo el cuerpo aviar,
principalmente alrededor de los vasos sanguineos. Observaron la interaccion de los
melanocitos con las células de los tejidos, y que los granulos de melanina,
encapsulados en melanosomas, es transportada a través de filopodios hacia la
membrana de los tejidos. Demostraron que los pollos sedosos menores de 10
semanas de edad, tienen indices mas bajos, en relacion al tamafio, de bazo, timo y
bursa de Fabricio que los pollos Leghorns blancos (WLs). Sin embargo, la
desaparicion del timo y la bursa de Fabricio ocurri6 mas lento en SF que en WL,
después de la madurez sexual. Analizaron las células apoptéticas y su asociacion
con las proteinas Bax y Bcl-2, indicando que la apoptosis esta implicada en la
desaparicion del timo y la bursa de Fabricio. Por lo tanto, sugirieron que la
hiperpigmentacion de los pollos sedosos puede tener una estrecha relacion con su
desarrollo inmune.

Nishimura et al. (2016). Estudiaron las caracteristicas de la distribucion de los
melanocitos en los musculos esqueléticos de pollos Silky, asociadas con su
crecimiento. Para lo cual pesaron musculos pectoralis (PT) e iliotibialis lateralis (ITL)
de once machos Silky de 1, 3, 5, 10, 20 y 30 semanas de edad, y los sometieron a
una prueba inmunohistoquimica. Observaron que, en el pollito de 1 semana,
muchos melanocitos no solo estaban presentes en el perimisio sino también en el
endomisio; sin embargo, los melanocitos disminuyeron rapidamente a las 3
semanas de edad. Determinaron que el area total ocupada por melanocitos en las
secciones histologicas disminuy6 de 0-61% a 0-16% en el musculo PT y de 1-67%
a 0-33% en musculo ITL de 1 a 3 semanas, y luego disminuyé gradualmente.
Concluyeron que la proporcion de melanocitos intramusculares en las aves Silky
difiere entre los tipos de musculos en las primeras etapas de desarrollo, y disminuye
con el crecimiento.

Zhang et al. (2016). Investigaron la microestructura del proventriculo y la
ultraestructura de las células de la glandula gastrica, de pollos Silkie de hueso negro
(BSF). Para lo cual tomaron una muestra del proventriculo de BSF de 4 semanas
de edad. Observaron que la pared del proventriculo de BSF estaba compuesta por

cuatro capas, la mucosa, la submucosa, la muscularis externa y la serosa, como en



otras aves. A diferencia de otros pollos evidenciaron que gran parte de la melanina
estaba presente en el tejido conectivo laxo de la lamina propia de la submucosa, en
el perimisio y endomisio de la capa muscular externa y en la capa serosa.
Determinaron que las células de la glandula gastrica del proventriculo de BSF, solo
son células oxinticopépticas, las cuales secretan tanto acido clorhidrico como
pepsindgeno, las que, en comparacién con las células de la glandula gastrica de los
mamiferos, se encuentran subdesarrolladas.

Guo et al. (2017). Investigaron las caracteristicas de la distribucion de los
melanocitos en la piel de aves Silky, mediante los métodos de tincion histoquimica
de Lillie y DOPA. Sus resultados mostraron que los melanocitos maduros, que
secretan granulos de melanina, se localizaron principalmente en la capa basal de la
epidermis y en los bulbos del foliculo piloso, mientras que los melanocitos
amelandticos se encontraban en la vaina radicular externa de los foliculos capilares.
En diferentes partes de la piel, los niveles de maduracion de los melanocitos
generalmente eran los siguientes: piel de la ufia > piel dorsal > piel abdominal > piel
de la barba > piel de cresta de gallo. Concluyeron que, los melanocitos en la piel
emplumada alcanzaron con mayor facilidad el estado de madurez que la piel
carnosa, y que los melanocitos en la piel dorsal maduraron mas rapido que en la

piel abdominal.



V. HIPOTESIS

Si las razas de pollo doméstico (Sedoso del Japdén, Old English Game guineo y
Modern Game) con fibromelanosis, presentan igual distribuciéon de granulos de
melanina en la piel y masculo de la pierna, traquea, costilla, génadas, proventriculo
e intestino grueso; entonces podremos inferir que esta mutacién se manifiesta de

forma semejante en esas razas.



V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Lugar de ejecucion

El material biolégico, pollos domésticos, fueron obtenidos del criadero “Faisanes
Perd of Eagle Beli's”, en el mes de noviembre del afio 2017, los cuales
posteriormente fueron sacrificados y procesados en los Laboratorios de
Microscopia, Parasitologia y Fisiologia Animal de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Ricardo Palma, ubicada en la Av. Benavides 5440

Urb. Las Gardenias - Lima.

5.2 Tipoy disefo de la investigacion

Este trabajo de investigacion es de tipo exploratorio, con un disefio de

investigacion experimental.

5.3 Variables

Raza, sexo, 6rgano y granulos de melanina.

Tabla N°1. Operacionalizacion de las variables

Variable Tipo de Escala de Indicadores
Variable medicion
Raza Cualitativa Nominal Fenotipo
Sexo Cualitativa Nominal Macho o hembra
Organo Cualitativa Nominal Tipo de estructuras

Gréanulos de melanina Cualitativa Nominal Presencia o ausencia.



5.4 Muestreo

Se obtuvieron 20 pollos domésticos, 2 de raza Old English Game, hembra y
macho, de 6 a 7 meses de edad, utilizados como control (Fig. N°1), y 18 pollos
Sedosos del Japén, Old English Game guineo y Modern Game, 6 de cada raza,

igual numero de hembras y machos, de 6 a 7 meses de edad (Fig. N°2, 3y 4).

5.5 Procedimientos y analisis de datos

5.5.1 Obtencién de muestras

Los pollos fueron sacrificados con T-61, previamente anestesiados con
ketamina. Durante la diseccion de los pollos utilizados como control, los
organos no mostraron pigmentacion oscura (Fig. N°5), mientras que en los
organos de los pollos (Sedoso del Japon, Old English Game guineo y
Modern Game), la pigmentacién oscura era claramente visible (Fig. N°6).
Se tomaron dos muestras de tejido de cada 6rgano a estudiar (piel y
musculo de la pierna, trdquea, costilla, gbnadas, proventriculo e intestino
grueso), las que fueron fijadas en formol al 10% (Butcher y Miles 1993), y
depositadas en viales de vidrio previamente rotulados para poder ser
procesadas, eligiendo la muestra que presentaba mayor pigmentacion

oscura.

5.5.2 Tincion en Hematoxilina - Eosina (H. E.)

Todos los tejidos fueron fijados durante 24 horas, se recortaron, se
deshidrataron usando alcoholes al 70, 80, 90 y 100%; luego fueron
embebidos en parafina y cortados transversalmente en secciones en serie
de 5 um con ayuda de un micrétomo tipo minot marca Slee, modelo
Cut5062, del laboratorio de Fisiologia Animal de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Ricardo Palma. Las secciones se

desparafinaron, rehidrataron y fueron tefiidas en Hematoxilina durante 5



minutos. Luego se enjuagaron con agua destilada, seguidas por HCl al 1%
y en alcohol al 75% durante 20 segundos, posteriormente fueron colocadas
en alcohol al 70 y 80% durante 2 minutos cada una y luego tefiidas con
Eosina durante 30 segundos. Después fueron decoloradas en alcohol al
95% durante 1 minuto, inmediatamente las secciones se deshidrataron en
alcohol al 100% y en xileno, rapidamente fueron montadas con balsamo de
Canada para su posterior observaciéon e investigacion (Han et al. 2015).
Cabe mencionar que las muestras de hueso (costilla) previamente fueron
descalcificadas con EDTA al 5% (Hirano 1990).

5.5.3 Estudio histoldgico y registro fotografico

Se elaboro siete laminas por cada individuo (una de cada érgano), la cual
fue analizada y estudiada utilizando un microscopio marca Leica, modelo
DM500, del laboratorio de Microscopia de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Ricardo Palma, con lo cual se logré observar
las caracteristicas histologicas de cada muestra e identificar en que tejidos
se evidencia granulos de melanina. Asimismo, se realizaron registros
fotograficos de cada lamina observada, empleando una camara digital a
color marca Leica, modelo EC3, con ayuda del software LAS EZ, del
laboratorio de Parasitologia de la misma facultad y universidad, para dejar

constancia de la presencia o ausencia de los granulos de melanina.

5.5.4 Tratamiento de los datos

Con los datos obtenidos se elaboraron tablas estadisticas, las cuales fueron
analizadas y procesadas utilizando los programas: IBM SPSS Statistics

20.0 y Microsoft Excel versiéon 14.0.

5.6 Aspecto ético

Los especimenes fueron obtenidos del criadero “Faisanes Peru of Eagle Beli's”
de propiedad del sefior Benito Amasifuén, quien tuvo pleno conocimiento de la

investigacion realizada. Asimismo, en el sacrificio de los pollos se respeto los



protocolos establecidos. Por otro lado, las aves utilizadas en el presente trabajo

de investigacion, no son una amenaza a la biodiversidad.



VI. RESULTADOS

6.1 Estudio histologico

6.1.1 Piel de la pierna

Es muy delgada y seca, presenta plumas, caracteristica exclusiva de las
aves. Desde un punto de vista histolégico esta formada por una capa
externa denominada epidermis, y una capa interna llamada dermis, las
cuales estan separadas por la lamina basal. Se observé granulos de
melanina en los siguientes componentes celulares, segun se detalla:
Control

- No se evidencio granulos de melanina en sus componentes celulares ni

estructurales (Fig. N°7).

Sedoso del Japon

- Alrededor de los foliculos plumosos.

- Enla lamina elastica y en el estrato superficial, compacto y laxo, de la
dermis.

- Ver figura N°8.

- En el tejido conectivo que rodea a los vasos sanguineos.

Old English Game guineo

- Alrededor de foliculos plumosos.
- En el estrato superficial, compacto y laxo de la dermis.
- Ver figura N°9.

- En el tejido conectivo que rodea a los vasos sanguineos.

Modern Game

- En lalamina elastica y en el estrato superficial, compacto y laxo, de la
dermis (Fig. N°10).



- En el tejido conectivo que rodea a los vasos sanguineos (Fig. N°10, 11
y 12).

- Alrededor de los foliculos plumosos.

6.1.2 Musculo de la pierna

Esta conformado por fibras musculares cubiertas por una capa de tejido
conectivo denominado endomisio, el conjunto o grupo de estas forman el
fasciculo muscular rodeado por perimisio, los cuales a su vez estan
agrupados por el epimisio, para formar los haces musculares. Se visualizé
granulos de melanina en su composicion celular, segun se detalla de la
siguiente manera:

Control

- No se observo granulos de melanina en sus componentes celulares ni

estructurales (Fig. N°13).

Sedoso del Japon

- En el epimisio (Fig. N°14).
- En el perimisio, como también en el endomisio y alrededor de varios

vasos sangufneos presentes en ambas capas.

Old English Game guineo

- En el epimisio (Fig. N°15, 16 y 17).

Modern Game

- En el epimisio.
- En el perimisio, en el endomisio y en el tejido conectivo que rodea a

algunos vasos sanguineos (Fig. N°18).



6.1.3 Traquea

Presenta una forma tubular larga y flexible, su longitud es semejante a la
del cuello del ave. Desde un punto de vista histolégico esta conformada por
tres tldnicas: adventicia, submucosa (zona cartilaginosa) y mucosa. La
presencia de granulos de melanina se logré observar en sus estructuras
celulares, segun se detalla de la forma siguiente:

Control

- No se aprecio granulos de melanina en sus componentes celulares ni
estructurales (Fig. N°19).

Sedoso del Japon

- Presentes en el pericondrio, en el tejido conectivo y en el epitelio
pseudoestratificado (Fig. N°20, 21y 22).

Old English Game guineo

- En el pericondrio.
- En el epitelio pseudoestratificado y tejido conectivo, de la capa mucosa.
- Ver figura N°23.

Modern Game

- En el pericondrio.
- En el tejido conectivo, de la capa mucosa.
- Ver figura N°24.

6.1.4 Costilla

Forma la caja toracica, es un hueso plano y curvo, cubierto por una lamina
de tejido conectivo y por periostio. Donde se evidencié granulos de

melanina, segun se detalla a continuacion:

Control



- No se observo granulos de melanina en sus componentes celulares ni

estructurales (Fig. N°25).

Sedoso del Japén

- Elinterior de la médula 6sea (Fig. N°26).

- En el periostio, que rodea al hueso.

- En el interior de osteoblastos y osteocitos.

- Verfigura N°27 y 28.

- En el interior del Sistema de Havers, asi como también, en el canal de
Volkmann (Fig. N°29).

Old English Game guineo

- En el periostio.
- En el interior de algunos osteoblastos y osteocitos.
- Ver figura N°30.

Modern Game

- En el periostio, que rodea al hueso.

- En el interior de algunos osteoblastos
- Enelinterior de la médula 6sea.

- Ver figura N°31.

- En el interior de osteocitos.

- En el interior del Sistema de Havers.

6.1.5 Ovario

En las aves, solo el ovario izquierdo se desarrolla completamente,
presentando una zona cortical, en donde estan ubicados foliculos de
diferentes tamanos, y una zona medular. La tunica albuginea yace por
debajo del epitelio y esta formada por tejido conectivo denso. La presencia
de granulos de melanina se observé en sus estructuras celulares, seguin se

detalla de la forma siguiente:



Control

No se aprecio granulos de melanina en sus componentes celulares ni

estructurales (Fig. N°32).

Sedoso del Japon

Presentes en la zona cortical y medular.

En el tejido conectivo, tanto en el laxo como en el denso.
En las tecas (interna y externa) de los foliculos.

Ver figura N°33.

Alrededor y en el interior de foliculos atrésicos (Fig. N°34).

Old English Game guineo

En la zona cortical.

En el tejido conectivo.

Ver figura N°35.

Alrededor y en el interior de foliculos atrésicos (Fig. N°35, 36 y 37).

En las tecas (interna y externa) que rodean a los foliculos y en el interior
de un foliculo (Fig. N°38).

En la zona medular.

Modern Game

Presentes en la zona cortical y medular.

En el tejido conectivo, tanto en el laxo como en el denso.
En las tecas (interna y externa) de los foliculos.

Ver figura N°39.

Alrededor y en el interior de algunos foliculos atrésicos.



6.1.6 Testiculo

Los testiculos del gallo son 6rganos ovales y aplanados que se localizaron
dentro de la cavidad abdominal. Estan rodeados de una delgada capsula de
tejido conectivo, tinica albuginea y por peritoneo. Se evidencié granulos de
melanina en su composicion celular, segun se detalla de la siguiente
manera:

Control

- No se observé granulos de melanina en sus componentes celulares ni

estructurales (Fig. N°40).

Sedoso del Japon

- Se evidencio en la tunica albuginea.

- En las fibras conectivas (tejido intersticial) que rodean a los tubulos
seminiferos.

- Ver figura N°41.

Old English Game guineo

- Enlatdnica albuginea.
- Presentes en el tejido intersticial.
- Ver figura N°42.

Modern Game

- En las fibras conectivas (tejido intersticial) que rodean a los tabulos
seminiferos (Fig. N°43).

- Enlatdnica albuginea (Fig. N° 44 y 45).

6.1.7 Proventriculo

También conocido como estomago glandular, cumple funciones
relacionadas con la digestion quimica. Es un organo fusiforme localizado

cerca al higado, de pequefio tamafio en las aves con relacion al cuerpo, de



aspecto esponjoso. Desde el punto de vista histolégico la pared de este
organo esta formada por cuatro tunicas: serosa, muscular, submucosa y
mucosa. Donde se observo granulos de melanina, segun se detalla a
continuacion:

Control

- No se evidencio granulos de melanina en sus componentes celulares ni

estructurales (Fig. N°46).

Sedoso del Japon

- Enla capa serosa.

- Enla capa muscular cercana a la capa serosa.

- En los tabiques que rodean a las yemas proventriculares, en la capa
submucosa (Fig. N°47).

- Presentes en el tejido conectivo y alrededor de los vasos sanguineos
(Fig. N° 48 y 49).

Old English Game guineo

- Enla capa serosa (Fig. N°50).

- Enla capa muscular colindante con la capa serosa.

Modern Game

- Enla capa serosa.

-  En los tabiques y tejido conectivo que rodean a las yemas
proventriculares.

- Ver figura N°51.

- Alrededor de los vasos sanguineos.

- Ubicados en la capa muscular cercana a la capa serosa.



6.1.8 Intestino grueso

Es muy corto, se logra diferenciar del intestino delgado por tener una pared
mas gruesa. Presenta dos ciegos y un segmento final colo-rectal. Al igual
gue el proventriculo su pared esta formada por cuatro capas: serosa,
muscular, submucosa y mucosa. Logrdndose observar granulos de
melanina en su composicion celular, segun se detalla de la siguiente forma:

Control

- No se visualizo granulos de melanina en sus componentes celulares ni

estructurales (Fig. N°52).

Sedoso del Japon

- Enla capa serosa.

- Presentes el tejido conectivo que rodea al musculo mas préximo a la
capa serosa.

- Ver figura N°53.

Old English Game guineo

- Enla capa serosa (Fig. N°54, 55 y 56).
- Ubicados en el tejido conectivo que rodea al musculo cercano a la capa

serosa.

Modern Game

- No se apreci6 granulos de melanina en sus componentes celulares ni

estructurales (Fig. N°57).



6.2 Analisis estadistico

6.2.1 Recuento porcentual de érganos y de costilla con granulos de

melanina de tres razas de pollo doméstico con fibromelanosis

Se observaron las laminas histolégicas preparadas, con ayuda de un
microscopio, lograndose evidenciar los granulos de melanina presentes en
los 6rganos y en la costilla de los pollos domésticos utilizados en este
estudio (Tabla. N°2), en donde la piel y musculo de la pierna, traguea,
gonadas y en la costilla, los pollos de raza Sedoso del Japén, Modern
Game y Old English Game guineo, presentaron granulos de melanina en
un 100 % (N=18) (Tabla. N°3, 4, 5, 6 y 7); mientras que en el proventriculo
solo un 55,6 % (N=18) de los ejemplares mostraron dicha caracteristica,
en el que los pollos Sedosos del Japén, Modern Game y Old English Game
guineo, evidenciaron granulos de melanina en 100%, 50% y 16.7 %,
respectivamente (Tabla. N°8). El intestino grueso fue el 6érgano en el que
menos porcentaje de individuos se logré observar granulos de melanina,
con solo el 38,9 % (N=18), en donde los pollos Sedosos del Japén y Old
English Game guineo, presentaron granulos de melanina en 100% y 16.7
%, respectivamente, en cambio en los pollos Modern Game no se logré

apreciar ningun granulo de melanina (Tabla. N°9).



VII. DISCUSION

Es importante tener un adecuado conocimiento de la fibromelanosis en Gallus gallus
domesticus Linnaeus, 1758 “pollo doméstico”; su origen genético, los genes
implicados en el mecanismo molecular de pigmentacion, su relacion con el
desarrollo del ave y la distribucion de la melanina en el cuerpo aviar, ya que los
pollos que presentan esta mutacion pueden ser utilizados como modelos biologicos
para estudiar la migracion, proliferacion y determinacion del destino de las células
pluripotentes que migran desde la cresta neural, y la comprensién de la funcion de
los melanocitos en ellos, podria proporcionar soluciones importantes para tratar los
problemas del melanoma en los seres humanos. Pocos son los estudios e informes
realizados, sobre la distribucién de la melanina en los érganos internos de pollos
con fibromelanosis, por lo que existe un gran frente de investigacion, el cual se debe
abordar inicialmente desde un punto vista histolégico, ya que la patologia,
farmacologia, inmunologia y otras ramas de la Medicina Veterinaria se asientan en
la histologia. Por tal motivo, en esta investigacion se realizé una comparacién
histol6gica de la distribucidén de los granulos de melanina en los érganos internos
en tres razas de pollo doméstico (Sedoso del Japon, Old English Game guineo y
Modern Game) con fibromelanosis; con lo cual se pretende contribuir con el
aumento de conocimientos cientificos sobre esta mutacion, confirmando la
presencia de los granulos de melanina en los 6érganos del pollo Sedoso del Japon,
tal como lo hicieron estudios previos, y hasta donde se sabe, esta investigacion es
la primera en reportar la existencia y distribucion de los granulos de melanina en los
organos internos de los pollos Old English Game guineo y Modern Game.

Los granulos de melanina en los distintos tejidos se ubicaron observando las
laminas histolégicas previamente preparadas, lograndose evidenciar en la piel de la
pierna de los pollos Sedosos del Japén, Old English Game guineo y Modern Game,
la presencia de los granulos de melanina en el estrato basal de la epidermis,

alrededor de los foliculos plumosos, asi como en el estrato superficial, compacto y



laxo, en la ldmina elastica de la dermis, y principalmente alrededor de los vasos
sanguineos. Lo que guarda relacién con lo reportado por Han et al. (2015), quienes
observaron granulos de melanina distribuida en la piel del pollo Sedoso del Japén.
Mientras que, en ratones y seres humanos, la melanina se localiza principalmente
en la epidermis de la piel, contrariamente a esto Faraco et al. (2001), evidenciaron
que en pollos Sedosos del Japon, la melanina s6lo se ubicaba en la dermis,
principalmente alrededor de los vasos sanguineos. Ademas, no observaron
diferencias fenotipicas entre los melanocitos de la piel y de los érganos internos.
Siendo la morfologia de los melanocitos, caracteristica de las células dendriticas,
con nucleos redondos y con abundantes granulos de melanina en el citoplasma. Por
otro lado, Ortolani-Machado et al. (2009), realizaron un estudio para caracterizar
ultraestructuralmente los granulos de melanina que se desarrollan en los
melanocitos ectopicos, presentes en la dermis de la piel dorsal del embrién de 19
dias del pollo Sedoso del Japoén, en la cual observaron que los melanocitos
dérmicos no transfieren granulos de melanina a otras células, incluso con su gran
proximidad entre ellas. Guo et al. (2017), determinaron que en los pollos Sedosos
del Japon, la cantidad de melanocitos maduros y su capacidad para secretar
granulos de melanina, muestran diferencias significativas en varias regiones de la
capa basal epidérmica de la piel; asimismo, concluyeron que los melanocitos
presentes en la piel emplumada alcanzaron con mayor facilidad el estado de
madurez que en la piel carnosa, y que los melanocitos en la piel dorsal maduraron

mas rapido que en la piel abdominal.

Se observé en el musculo gastrocnemio, ubicado en la pierna de los pollos Sedosos
del Japén y Modern Game, que los granulos de melanina de distribuyeron en el
epimisio, perimisio, endomisio y alrededor de los vasos sanguineos, mientras que
en la raza Old English Game guineo, solo se observaron en el epimisio. Este
hallazgo puede relacionarse con lo informado por Han et al. (2015), quienes
visualizaron granulos de melanina en el misculo esquelético del pollo Sedoso del
Japon. Asimismo, Faraco et al. (2001), quienes trabajaron con embriones y pollos
adultos de la raza Sedoso del Japon, lograron observar melanocitos en el musculo

pectoral, los cuales fueron localizados en la fascia muscular e incluso en el tejido



conectivo ubicado entre las fibras musculares. Nishimura et al. (2016), observaron
que en el pollito Sedoso del Japdén de una semana de vida, los melanocitos maduros
se distribuyeron ampliamente en los tejidos conectivos, en los vasos sanguineos,
en el perimisio y en el endomisio; pero disminuyeron al llegar a las tres semanas de
edad y desaparecieron gradualmente en las siguientes etapas de crecimiento,
especialmente en el area endomisial. Determinaron que la proporcion de
melanocitos intramusculares en los pollos Sedosos de Japon, difiere entre los
musculos pectoralis (PT) e iliotibialis lateralis (ITL) en las primeras etapas de

desarrollo, y disminuyen con el crecimiento.

En un estudio previo realizado por Han et al. (2015), detectaron granulos de
melanina en la traquea del pollo Sedoso del Japon. De acuerdo con este estudio,
se observé que en la traquea de los pollos Sedosos del Japén y Old English Game
guineo, los granulos de melanina se ubicaron en el tejido conectivo, en el pericondrio
y cerca al epitelio pseudoestratificado de la capa mucosa, mientras que en la raza
Modern Game, solamente se observaron en el pericondrio y tejido conectivo.
Asimismo, Faraco et al. (2001), reportaron que en embriones y pollos adultos
Sedosos del Japon, visualizaron melanocitos en la trdquea, distribuidos
principalmente en el pericondrio, en la adventicia de los vasos sanguineos y en el
tejido conectivo laxo debajo del epitelio. Resultados que no se asemejan con lo
descrito por Serrano et al. (2010), quienes realizaron un estudio descriptivo
histol6gico de la traguea de Coragyps atratus “gallinazo negro”, con el fin de
identificar sus componentes celulares y estructurales, donde no reportaron la
presencia de ningun granulo de melanina. Esta diferencia puede ser debido a que
en los pollos Sedosos del Japon, en el cromosoma 20 ocurre una duplicacién de
genes, entre ellas el gen EDN3, que aumenta la proliferaciéon de los melanoblastos
en estos pollos, por lo que Shinomiya et al. (2012), sugirieron que esta duplicaciéon
genética, que no ocurre en otros pollos, afecta principalmente a la

hiperpigmentacion de los 6rganos internos de los Sedosos del Japon.

Los resultados revelaron la existencia de granulos de melanina en la lamina de tejido
conectivo y periostio, que rodean al hueso (costilla de los pollos Sedosos del Japdn,
Old English Game guineo y Modern Game), en algunos Sistemas de Havers,



canales de Volkmann, en el interior de la médula 6sea, en el interior de varios
osteoblastos y osteocitos. Lo que guarda relacion con lo reportado por Hirano
(1990), quien detectd granulos melanina no solo en los melanocitos que se
distribuyeron ampliamente en el periostio, sino también en algunos osteoblastos
localizados cerca a la superficie del hueso (costilla y crdneo del pollo Sedoso del
Japodn), en el interior de la médula 6sea y en unos pocos osteocitos. Por lo que
asumio que los granulos de pigmento observados en los osteocitos fueron
transferidos de melanocitos a células osteogénicas u osteoblastos antes que se
diferencien. Han et al. (2015), realizaron una investigacion en donde reportaron una
distribucién significativa de granulos de melanina en el periostio del pollo Sedoso
del Japon. Hasta el momento no se puede aclarar la funcion de la melanina en la
médula dsea, periostio y células dseas, por o que se recomienda realizar mas

trabajos relacionados sobre el tema.

En los pollos Sedosos del Japon, Old English Game guineo y Modern Game, se
observé granulos de melanina tanto en la zona cortical y medular del ovario,
principalmente en el tejido conectivo, en las tecas (interna y externa) de los foliculos,
asi como alrededor y en el interior de algunos foliculos atrésicos. Lo que concuerda
con el estudio realizado por Han et al. (2015), donde mostraron la amplia distribucién
de los granulos de melanina en el ovario de la gallina Sedosa del Japdn,
localizandolos en la membrana externa, en el tejido conectivo y solamente en los
foliculos secundarios y maduros; por tal motivo dichos autores sugirieron que la
melanina podria estar implicada en la regulacion de la secreciébn de hormonas
sexuales e inhibir el desarrollo de foliculos ovaricos; ya que observaron que las
gallinas Sedosas del Japon muestran una tasa de produccién de huevos menor en

comparaci(’)n con otras razas.

Los espectros infrarrojos (IR) obtenidos en la investigacion realizada por Muroya et
al. (2000), determinaron que el pigmento presente en las plumas y 6rganos internos
de los pollos Sedosos del Japdn, era melanina, la cual se clasificaba en eumelanina
y feomelanina. Los IR de las plumas y periostio mostraron la presencia de grupos
que contenian azufre, caracteristica estructural de la feomelanina, en cambio el

ovario y testiculo, presentaron IR caracteristicos de la eumelanina. En el presente



estudio se observd granulos de melanina en la tunica albuginea del testiculo de
pollos Sedosos del Japoén, Old English Game guineo y Modern Game, y en las fibras
conectivas (tejido intersticial) que rodean a los tdbulos seminiferos. Lo que se
asemeja con lo reportado por Han et al. (2015), los cuales informaron sobre la
presencia de granulos de melanina distribuida principalmente en la cépsula del
testiculo del pollo Sedoso del Japdn. Caso contrario ocurre en un informe elaborado
por Serrano et al. (2010), los cuales realizaron un estudio descriptivo histoldgico del
testiculo de Coragyps atratus “gallinazo negro”, donde no observaron ningun

granulo de melanina.

En un informe anterior elaborado por Han et al. (2015), revelaron la existencia de
granulos de melanina localizada en la lamina propia de la mucosa del estbmago
glandular del pollo Sedoso del Japdén. Asimismo, Zhang et al. (2016), investigaron
la microestructura del proventriculo del pollo Sedoso del Japén, en donde lograron
evidenciar que los granulos de melanina estaban presentes en el tejido conectivo
laxo de la lamina propia de la submucosa, en el perimisio y endomisio de la capa
muscular externa y en la capa serosa; ademas sugirieron que los pollos Sedosos
del Japon los cuales vivieron en una zona geogréaficamente sofocante de China, por
la alta temperatura, necesitaron producir mucha melanina en sus cuerpos para
poder adaptarse a las inclemencias ambientales de la zona, lo cual pudo ser una
estrategia de supervivencia. En esta investigacion se aprecié que en el proventriculo
de los pollos Sedosos del Jap6n y Modern Game, los granulos de melanina se
ubicaron en la capa serosa, en la capa muscular cercana a la serosa, en los tabiques
y en el tejido conectivo que rodea a las yemas proventriculares y vasos sanguineos,
mientras que en el pollo Old English Game guineo, solamente se observaron en la
capa serosa y en la capa muscular préxima a la serosa. Contrariamente a estos
resultados Moreno et al. (1979), no reportaron la presencia de ningiin melanocito ni
granulo de melanina, cuando analizaron los aspectos estructurales y celulares del

estdbmago glandular de pollos domésticos.

En la mayoria de los vertebrados homeotérmicos, los melanocitos estan confinados
en la piel, pero en el pollo Sedoso del Japon, mutante de origen natural, estos

melanocitos se ubican en los tejidos conectivos, dandole una intensa pigmentacion



oscura. Esto ocurre porque los melanoblastos contindan migrando desde la cresta
neural por la via dorsolateral y ventral, ya que las barreras naturales que
normalmente restringen la migracién de melanoblastos, no estan presentes en estos
pollos (Vala et al. 2015). En un estudio anterior elaborador por Faraco et al. (2001),
reportaron la presencia de melanocitos en el intestino de embriones y pollos adultos
de la raza Sedoso del Japon, los cuales solo se ubicaron en el tejido conectivo laxo.
Mientras que Han et al. y Vala et al. (2015), observaron granulos de melanina en la
capa muscular y en la capa serosa de los intestinos del pollo Sedoso del Japén. En
este estudio se visualizé granulos de melanina en la capa serosa y en el tejido
conectivo que rodea al masculo mas proximo a la serosa, en los pollos Sedosos del
Japon y Old English Game guineo; en cambio en los pollos Modern Game, no se

aprecio ningun granulo de melanina en sus componentes celulares ni estructurales.

En la presente investigacion, se observé mayor presencia de granulos de melanina
en las gbnadas, en la costilla y en la trAquea, de los pollos evaluados, mientras que,
en el musculo de la pierna (gastrocnemio), proventriculo e intestino grueso, la
presencia de granulos de melanina fue menor. Lo que se asemeja con lo reportado
por Muroya et al. (2000), quienes cuantificaron la cantidad de melanina presente en
los 6rganos del pollo Sedoso del Japén, para lo cual utilizaron la cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC), determinando mayor cantidad de melanina en el
periostio del fémur, seguido de las génadas y traquea (21, 9.7 y 8.6 mg/g de tejido,
respectivamente); mientras que, en la piel, en los ciegos géastricos, en el musculo
pectoral y estbmago muscular, la cantidad de melanina fue mucho menor (0.94,
0.88, 0.05 y 0.03 mg/g de tejido, respectivamente). Asimismo, observaron pigmento
en otros organos, infiriendo que dicha pigmentacion interna no se produce al azar,
por lo que sugirieron que la melanina en los pollos Sedosos del Japon se distribuye

de manera especifica en tejidos y 6rganos.



VIIl. CONCLUSIONES

Utilizando la tincibn Hematoxilina - Eosina, se determind histolégicamente que, en
la piel y musculo de la pierna, traquea, costilla, gdbnadas, proventriculo e intestino
grueso, de los pollos Sedosos del Japén y Old English Game guineo, los granulos
de melanina presentaron una distribucion semejante; diferenciandose de la raza

Modern Game la cual no present6 granulos de melanina en el intestino grueso.

Los granulos de melanina en la piel y masculo de la pierna, traquea, costilla,
gbnadas, proventriculo e intestino grueso, de los pollos utilizados en esta
investigacién, se ubicaron principalmente en el tejido conectivo y alrededor de los

vasos sangu ineos.

La fibromelanosis (Fm) no se expreso con la misma intensidad en los 6rganos de
los pollos Sedosos del Japén, Old English Game guineo y Modern Game. Siendo
las gbnadas, trAdquea y costilla, en donde se observé mayor presencia de granulos
de melanina, mientras que, en el musculo de la pierna, proventriculo e intestino
grueso, la presencia de granulos de melanina fue menor

Se confirmo la presencia de los granulos de melanina en los érganos del pollo
Sedoso del Japdén. Asimismo, se reporta por primera vez la existencia y distribucion
de los granulos de melanina en los érganos internos de los pollos Old English Game

guineo y Modern Game.

La fibromelanosis (Fm) se manifestd de forma semejante solo en los pollos de raza
Sedoso del Japéon y Old English Game guineo, los cuales presentaron una

distribucion semejante de granulos de melanina en sus drganos evaluados.



IX. RECOMENDACIONES

1. Para complementar los conocimientos acerca de la distribucion de los granulos de
melanina en los 6rganos de los pollos Sedosos del Japén, Old English Game guineo
y Modern Game, con fibromelanosis (Fm), se debe aumentar el tamafio de la
muestra, incrementar el nimero de 6rganos a evaluar y de igual manera ampliar el

namero de laminas histologicas por cada tejido.

2. Para posteriores estudios relacionados con este tema de investigacion, y con la
finalidad de obtener mejores resultados, es necesario utilizar tinciones especificas

para melanina.

3. Las fotografias macroscépicas y microscopicas de los érganos evaluados en el
presente estudio, por su nitidez y descripcion detallada, podran ser utilizadas para
elaborar un manual histolégico que sirva de guia y material de consulta para los
criadores de pollos con fibromelanosis, permitiéndoles realizar una eficiente

seleccién de sus ejemplares.
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ANEXOS



Figura N°2. Fotografias de pollos Sedosos del Japdn. Macho (A) y hembra (B).



Figura N°3. Fotografias de pollos Old English Game guineo. Macho y hembra (A), macho
(B) y hembra (C).

Figura N°4. Fotografias de pollos Modern Game. Macho (A) y hembra (B).



Figura N°5. Vista macroscopica de siete 6rganos de pollo sin fibromelanosis. Testiculo (A),
ovario (B), traquea (C), intestino grueso (D), piel de la pierna (E), proventriculo (F), musculo

de la pierna (G) y ademas costilla (H).

Figura N°6. Vista macroscépica de siete 6rganos de pollo con fibromelanosis. Testiculo (A),
ovario (B), traquea (C), intestino grueso (D), piel de la pierna (E), proventriculo (F), musculo
de la pierna (G) y ademas costilla (H).



Figura N°7. Corte histologico de la piel de la pierna de pollo (control). Tinciéon H. E. 100X.
Epidermis (A) y dermis (B).

Figura N°8. Corte histoldgico de la piel de la pierna de pollo (Sedoso del Japdn). Tincion H.
E. 100X. Epidermis (A), dermis (B), foliculo plumoso (C) y granulos de melanina (D).



Figura N°9. Corte histoldgico de la piel de la pierna de pollo (Old English Game guineo).
Tincién H. E. 400X. Epidermis (A), dermis (B), foliculo plumoso (C) y granulos de melanina

(D).

Figura N°10. Corte histologico de la piel de la pierna de pollo (Modern Game). Tincion H.
E. 100X. Epidermis (A), dermis (B), vaso sanguineo (C) y granulos de melanina (D). El

recuadro se muestra a mayor aumento en la Fig. N°11.



Figura N°11. Corte histologico de la piel de la pierna de pollo (Modern Game). Tincién H.
E. 400X. Vaso sanguineo (A) y granulos de melanina (B). El recuadro se muestra a mayor

aumento en la Fig. N°12.

Figura N°12. Corte histologico de la piel de la pierna de pollo (Modern Game). Tincion H.
E. 1000X. Vaso sanguineo (A) y granulos de melanina (B).



Figura N°13. Corte histoldgico del muasculo de la pierna de pollo (control). Tincién H. E.

100X. Epimisio (A), perimisio (B), endomisio (C) y fibra muscular (D).

a B

Figura N°14. Corte histolégico del musculo de la pierna de pollo (Sedoso del Japon). Tincion
H. E. 100X. Epimisio (A), granulos de melanina (B) y fibra muscular (C).



Figura N°15. Corte histologico del masculo de la pierna de pollo (Old English Game
guineo). Tincién H. E. 100X. Epimisio (A), granulos de melanina (B) y fibra muscular (C).
El recuadro se muestra a mayor aumento en la Fig. N°16.

Figura N°16. Corte histologico del muasculo de la pierna de pollo (Old English Game
guineo). Tincién H. E. 400X. Epimisio (A), granulos de melanina (B) y fibra muscular (C).
El recuadro se muestra a mayor aumento en la Fig. N°17.



Figura N°17. Corte histologico del masculo de la pierna de pollo (Old English Game

guineo). Tincién H. E. 1000X. Epimisio (A), granulos de melanina (B) y fibra muscular (C).

Figura N°18. Corte histolégico del musculo de la pierna de pollo (Modern Game). Tincion
H. E. 100X. Granulos de melanina (A), perimisio (B), vaso sanguineo (C), fasciculo muscular
(D), endomisio (E) y fibra muscular (F).



Figura N°19. Corte histoldgico de traquea de pollo (control). Tincién H. E. 100X.
Pericondrio (A), anillo traqueal cartilaginoso (B), tejido conectivo (C) y epitelio

pseudoestratificado (D).

Figura N°20. Corte histoldgico de traquea de pollo (Sedoso del Japdn). Tincién H. E. 100X.
Pericondrio (A), anillo traqueal cartilaginoso (B), tejido conectivo (C), epitelio
pseudoestratificado (D) y granulos de melanina (E). El recuadro se muestra a mayor aumento

en la Fig. N°21.



Figura N°21. Corte histologico de traquea de pollo (Sedoso del Japon). Tincién H. E. 400X.
Anillo traqueal cartilaginoso (A), tejido conectivo (B), epitelio pseudoestratificado (C) y
granulos de melanina (D). El recuadro se muestra a mayor aumento en la Fig. N°22.

Figura N°22. Corte histolégico de traquea de pollo (Sedoso del Japon). Tincién H. E. 1000X.
Anillo traqueal cartilaginoso (A) y granulos de melanina (B).



Figura N°23. Corte histoldgico de traguea de pollo (Old English Game guineo). Tincién H.
E. 100X. Pericondrio (A), anillo traqueal cartilaginoso (B), tejido conectivo (C), epitelio
pseudoestratificado (D) y granulos de melanina (E).
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Figura N°24. Corte histolégico de traquea de pollo (Modern Game). Tincion H. E. 100X.
Pericondrio (A), anillo traqueal cartilaginoso (B), tejido conectivo (C), epitelio

pseudoestratificado (D) y granulos de melanina (E).



Figura N°25. Corte histoldgico de costilla de pollo (control). Tincion H. E. 400X. Periostio
(A), osteablasto (B), osteocito (C), hueso compacto (D) y médula 6sea (E).
gre T TRl TN

Figura N°26. Corte histologico de costilla de pollo (Sedoso del Japén). Tincién H. E. 100X.
Médula désea (A) y granulos de melanina (B). El recuadro se muestra a mayor aumento en la
Fig. N°27.



Figura N°27. Corte histologico de costilla de pollo (Sedoso del Japdn). Tincién H. E. 400X.
Periostio (A), osteoblasto con granulos de melanina (B), osteocito con granulos de melanina
(C), hueso compacto (D) y granulos de melanina (E). El recuadro se muestra a mayor

aumento en la Fig. N°28.

Figura N°28. Corte histologico de costilla de pollo (Sedoso del Japdn). Tincién H. E. 1000X.
Periostio (A), osteoblasto con granulos de melanina (B), osteocito con granulos de melanina

(C), hueso compacto (D) y granulos de melanina (E).



Figura N°29. Corte histoldgico de costilla de pollo (Sedoso del Japén). Tincién H. E. 400X.
Canal de Volkmann (A), granulos de melanina (B), Sistema de Havers (C), canal de Havers
(D) y médula ésea (E).

Figura N°30. Corte histoldgico de costilla de pollo (Old English Game guineo). Tincion H.
E. 400X. Periostio (A), osteoblasto con granulos de melanina (B), osteocito con granulos de
melanina (C), hueso compacto (D), médula ésea (E) y granulos de melanina (F).
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Figura N°31. Corte histologico de costilla de pollo (Modern Game). Tincién H. E. 400X.
Periostio (A), osteoblasto con granulos de melanina (B), osteocito (C), hueso compacto (D),

médula ésea (E) y granulos de melanina (F).



Figura N°32. Corte histoldgico de ovario de pollo (control). Tincién H. E. 100X. Foliculo
ovarico (A), nucleo del ovocito (B), membrana granulosa (C), tecas del foliculo (D) y tejido

conectivo (E).

Figura N°33. Corte histolégico de ovario de pollo (Sedoso del Japdn). Tincién H. E. 100X.
Foliculo ovarico (A), membrana granulosa (B), teca interna con granulos de melanina (C),

teca externa con granulos de melanina (D), granulos de melanina (E) y tejido conectivo (F).



Figura N°34. Corte histolégico de ovario de pollo (Sedoso del Japén). Tincién H. E. 100X.
Foliculo atrésico con granulos de melanina (A), tejido conectivo (B) y granulos de melanina

©).

Figura N°35. Corte histolégico de ovario de pollo (Old English Game guineo). Tincién H.
E. 100X. Zona cortical. Foliculo ovarico (A), membrana granulosa (B), tecas del foliculo (C),
foliculo atrésico (D), granulos de melanina (E) y tejido conectivo (F). El recuadro se muestra

a mayor aumento en la Fig. N°36.



Figura N°36. Corte histolégico de ovario de pollo (Old English Game guineo). Tincién H.
E. 400X. Foliculo atrésico (A) y granulos de melanina (B). El recuadro se muestra a mayor

aumento en la Fig. N°37.

Figura N°37. Corte histolégico de ovario de pollo (Old English Game guineo). Tincién H.
E. 1000X. Granulos de melanina (A).



Figura N°38. Corte histoldgico de ovario de pollo (Old English Game guineo). Tincion H.
E. 100X. Foliculo ovarico (A), nucleo del ovocito con granulos de melanina (B), membrana
granulosa (C), teca interna con granulos de melanina (D) y teca externa con granulos de

melanina (E).

Figura N°39. Corte histolégico de ovario de pollo (Modern Game). Tincion H. E. 100X.
Foliculo ovérico (A), teca interna con granulos de melanina (B), teca externa con granulos

de melanina (C), granulos de melanina (D) y tejido conectivo (E).



Figura N°40. Corte histoldgico de testiculo de pollo (control). Tincién H. E. 100X. Tunica

albuginea (A), tabulos seminiferos (B) y tejido intersticial (C).

Figura N°41. Corte histoldgico de testiculo de pollo (Sedoso del Jap6n). Tincion H. E. 100X.
Tunica albuginea (A), granulos de melanina (B), tbulos seminiferos (C) y tejido intersticial

con granulos de melanina (D).



Figura N°42. Corte histolégico de testiculo de pollo (Old English Game guineo). Tincion H.
E. 100X. Tudnica albuginea (A), granulos de melanina (B), tubulos seminiferos (C) y tejido

intersticial con granulos de melanina (D).

Figura N°43. Corte histolégico de testiculo de pollo (Modern Game). Tincion H. E. 100X.
Tunica albuginea (A), granulos de melanina (B), tabulos seminiferos (C) y tejido intersticial
con granulos de melanina (D). El recuadro se muestra a mayor aumento en la Fig. N°44.
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Figura N°44. Corte histoldgico de testiculo de pollo (Modern Game). Tincion H. E. 400X.
Tunica albuginea (A) y granulos de melanina (B). El recuadro se muestra a mayor aumento
en la Fig. N°45.

Figura N°45. Corte histoldgico de testiculo de pollo (Modern Game). Tincién H. E. 1000X.
Tunica albuginea (A) y granulos de melanina (B).



Figura N°46. Corte histoldgico de proventriculo de pollo (control). Tincion H. E. 40X. Capa

serosa (A), capa muscular (B), capa submucosa (C), yema proventricular (D) y capa mucosa

(E).

Figura N°47. Corte histoldgico de proventriculo de pollo (Sedoso del Japon). Tincion H. E.
100X. Capa mucosa (A), granulos de melanina (B), tabique con granulos de melanina (C),
yema proventricular (D), tejido conectivo (E) y vaso sanguineo (F). El recuadro se muestra

a mayor aumento en la Fig. N°48.



Figura N°48. Corte histoldgico de proventriculo de pollo (Sedoso del Japon). Tincion H. E.
400X. Vaso sanguineo (A), granulos de melanina (B) y tejido conectivo (C). El recuadro se

muestra a mayor aumento en la Fig. N°49.

Figura N°49. Corte histoldgico de proventriculo de pollo (Sedoso del Japon). Tincion H. E.
1000X. Vaso sanguineo (A) y granulos de melanina (B).



Figura N°50. Corte histologico de proventriculo de pollo (Old English Game guineo).
Tincién H. E. 100X. Capa serosa (A), granulos de melanina (B), yema proventricular (C) y
tabique (D).

Figura N°51. Corte histolégico de proventriculo de pollo (Modern Game). Tincion H. E.
100X. Capa serosa (A), granulos de melanina (B), yema proventricular (C) y tabique con

granulos de melanina (D).



Figura N°52. Corte histolégico de intestino grueso de pollo (control). Tincién H. E. 100X.

Capa serosa (A), capa muscular (B), capa submucosa (C) y capa mucosa (D).

Figura N°53. Corte histoldgico de intestino grueso de pollo (Sedoso del Japdn). Tincion H.
E. 100X. Capa serosa (A), granulos de melanina (B) y musculo (C).



200 pm

Figura N°54. Corte histologico de intestino grueso de pollo (Old English Game guineo).
Tincion H. E. 100X. Capa serosa (A), granulos de melanina (B) y musculo (C). El recuadro

se muestra a mayor aumento en la Fig. N°55.

Figura N°55. Corte histologico de intestino grueso de pollo (Old English Game guineo).
Tincién H. E. 400X. Capa serosa (A), granulos de melanina (B) y musculo (C). El recuadro
se muestra a mayor aumento en la Fig. N°56.



Figura N°56. Corte histologico de intestino grueso de pollo (Old English Game guineo).

Tincion H. E. 1000X. Capa serosa (A) y granulos de melanina (B).

Figura N°57. Corte histologico de intestino grueso de pollo (Modern Game). Tincion H. E.
100X. Capa serosa (A), musculo (B) y capa mucosa (C).



Tabla N°2. Presencia de granulos de melanina en siete érganos y en la costilla de tres razas

de pollo domeéstico con fibromelanosis.

No
1

~N

10

11

12

13
14
15
16
17
18

Raza
Sedoso del
Japén
Sedoso del
Japon
Sedoso del
Japén
Sedoso del
Japon
Sedoso del
Japdn
Sedoso del
Japon

Old English
Game guineo

Old English
Game guineo

Old English
Game guineo

Old English
Game guineo

Old English
Game guineo

Old English
Game guineo

Modern Game
Modern Game
Modern Game
Modern Game
Modern Game

Modern Game

Sexo
Macho

Macho

Macho

Hembra

Hembra

Hembra

Macho

Macho

Macho

Hembra

Hembra

Hembra

Macho
Macho
Macho
Hembra
Hembra

Hembra

Granulos de melanina

Piel
1

L o S O = Y

1 = Presencia, 2 = Ausencia

Misculo Traquea Costilla Goénadas

1

L o S O = Y

1

[ T S O = Y

1

[ T S O = Y

1

[ T S O = Y

Proventriculo
1

R R R NN

l. grueso
1

N N N N NN



Tabla N°3. Presencia de granulos de melanina en la piel de la pierna de

tres razas de pollo doméstico con fibromelanosis.

Piel de la
Raza pierna
Presencia Total
Sedoso del Japon Recuento 6 6
% dentro de raza 100,0% 100,0%
Modern Game Recuento 6 6
% dentro de raza 100,0% 100,0%
Old English Game Recuento 6 6
guineo % dentro de raza 100,0%|  100,0%
Total Recuento 18 18
% dentro de raza 100,0% 100,0%

Tabla N°4. Presencia de granulos de melanina en el madsculo de la pierna de

tres razas de pollo domeéstico con fibromelanosis.

Musculo de
Raza la pierna
Presencia Total
Sedoso del Japon Recuento 6 6
% dentro de raza 100,0% 100,0%
Modern Game Recuento 6 6
% dentro de raza 100,0% 100,0%
Old English Game Recuento 6 6
guineo % dentro de raza 100,0%|  100,0%
Total Recuento 18 18
% dentro de raza 100,0% 100,0%




Tabla N°5. Presencia de granulos de melanina en la traquea de tres razas
de pollo doméstico con fibromelanosis.

Raza Traquea
Presencia Total
Sedoso del Japon Recuento 6 6
% dentro de raza 100,0% 100,0%
Modern Game Recuento 6 6
% dentro de raza 100,0% 100,0%
Old English Game Recuento 6 6
guineo % dentro de raza 100,0%|  100,0%
Total Recuento 18 18
% dentro de raza 100,0% 100,0%

Tabla N°6. Presencia de granulos de melanina en la costilla de tres razas

de pollo domeéstico con fibromelanosis.

Raza Costilla
Presencia Total
Sedoso del Japon Recuento 6 6
% dentro de raza 100,0% 100,0%
Modern Game Recuento 6 6
% dentro de raza 100,0% 100,0%
Old English Game Recuento 6 6
guineo % dentro de raza 100,0%| 100,0%
Total Recuento 18 18
% dentro de raza 100,0% 100,0%




Tabla N°7. Presencia de granulos de melanina en las génadas de tres razas
de pollo doméstico con fibromelanosis.

Raza Gonadas
Presencia Total
Sedoso del Japon Recuento 6 6
% dentro de raza 100,0% 100,0%
Modern Game Recuento 6 6
% dentro de raza 100,0% 100,0%
Old English Game Recuento 6 6
guineo % dentro de raza 100,0%|  100,0%
Total Recuento 18 18
% dentro de raza 100,0% 100,0%

Tabla N°8. Presencia de granulos de melanina en el proventriculo de tres razas de

pollo doméstico con fibromelanosis.

Raza Proventriculo Total
Presencia | Ausencia
Sedoso del Japo6n Recuento 6 0 6
% dentro de raza 100,0% 0,0%| 100,0%
Modern Game Recuento 3 3 6
% dentro de raza 50,0% 50,0%| 100,0%
Old English Game Recuento 1 5 6
guineo % dentro de raza 16,7% 83,3%| 100,0%
Total Recuento 10 8 18
% dentro de raza 55,6% 44,4%| 100,0%




Tabla N°9. Presencia de granulos de melanina en el intestino grueso de tres razas de

pollo doméstico con fibro

melanosis.

Intestino grueso

Raza Presencia | Ausencia Total
Sedoso del Japén Recuento 6 0 6
% dentro de raza 100,0% 0,0%| 100,0%
Modern Game Recuento 0 6 6
% dentro de raza 0,0% 100,0% | 100,0%
Old English Game Recuento 1 5 6
guineo % dentro de raza 16,7% 83,3%| 100,0%
Total Recuento 7 11 18
% dentro de raza 38,9% 61,1%| 100,0%




