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RESUMEN

Se estudian las crestas, barbillas y orejuelas a nivel histoquimico, utilizando diversos métodos
clasicos de diferenciacién. Al final presentamos un cuadro comparativo de los resultados metacroma-
ticos a diferente pH de las estructuras estudiadas.

INTRODUCCION

En trabajos anteriores hemos realizado estudios a nivel estructural y ul-
traestructural, de los apéndices cefalicos del Gallus domesticus L. (crestas, barbi-
llas y orejuelas), CEVALLOS BoHORQUEZ, C., 1972-1975 (3a-3b), estableciendo nive-
les de comparacién con trabajos como los de BovyLE, J., 1964 (8), RizzoLi, C. E.,
1950 (19); Szirmal, J. (21-22), Boas, N. F., 1949 (3) y otros a nivel estructural,
ultraestructural e histoquimico. En cuanto a este ultimo punto el de la histoqui-
mica, objeto del presente trabajo, hemos realizado anélisis de los apéndices
cefilicos utilizando métodos cldsicos, encontrando algunas diferencias notables
entre las reacciones que se realizan en las diversas estructuras de las crestas,
barbillas y orejuelas, haciendo surgir nuevamente tan intensamente estudio, tan
intimamente ligado al campo de la histofisiologia, patologia aviar y al de Ia
productividad avicola.

MATERIALES Y METODOS

Para el estudio histoquimico hemos utilizado ejemplares j6venes (dos me-
ses y cuatro meses) de Gallus domesticus L. (hibridos), machos en condiciones
normales y sin ninguna tara patolégica.
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Fueron sacrificados por decapitacion, y las crestas, barbillas' y orejuelas
fijadas de acuerdo a los métodos por realizar, a fin de poner en evidencia las
diferentes reacciones histoquimicas a estudiar.

Se hicieron cortes de 8 1, 10 p y 16 p.

Los métodos de tincién utilizados han sido el PAS, el verde de metilo
pironina-Pappenheim-Unna, reaccién de Feulgen y el azul de toluidina al 0,2 en
solucién tampén a pH 3; 3,5; 4,2, 7y 9.

Los fijadores empleados fueron formol neutro 10 cc, agua destilada 90 cc,
acetato de plomo a saturaciéon. Bouin y formol al 15 % para congelacién.

ANALISIS HISTOQUIMICO Y OBSERVACIONES

Las observaciones a nivel histoquimico, las hemos realizado con el si-
guiente planteamiento:

1) Anadlists de la capa epidérmica. .

2) Anaélisis de la capa dérmica.

3) Estudio de la zona del tejido mucoso.

En todas estas regiones hemos realizado un estudio comparativo de la
presencia de mucopolisacaridos y acidos nucléicos.

Observaciones de la capa epidérmica y de la dermis

En nuestras observaciones hechas con el método del PAS, hemos podido
constatar en la capa reticular de la zona sub epitelial de la cresta y barbillas, la
presencia de gran nimero de vasos sanguineos sinusoidales. Estos vasos se
muestran en cambio ausentes en las orejuelas, en donde hay solamente una
pequena banda de tejido muy similar a la capa reticular de la cresta y barbillas.

En la capa dérmica de la cresta, barbillas y orejuelas, se encuentran en
cambio fibras colagenas de aspecto homogéneo, y vasos sanguineos en espiral
(Fotos A y B).

Los resultados observados con la técnica del PAS, fueron los siguientes,
desde la zona superficial hacia la parte mas profunda:

1.° Intensa reaccién PAS positiva en capa cérnea.

2.9 Positividad mas débil o ausencia de reaccién PAS positiva, en capas
espinosas y basal del epitelio; intensa PAS positividad en la membrana basal del
epitelio.

3.9 PAS positivo en las paredes de los vasos sanguineos y también en el
tejido conectivo situado inmediatamente por debajo del epitelio.

4.° Zona PAS negativa.

5. Mais hacia adentro tejido conectivo PAS positivo.

6. Células sanguineas PAS positivas, lo mismo que la zona mucosa.

7.° Tejido mixomatoso, constituido por células estrelladas con sustancia
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Foto B

Fotos A y B.—Capa dérmica de la cresta de Gallus domesticus L. con fibras coldgenas de aspecto
homogéneo y vasos sanguineos.
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fundamental metacromatica (como veremos mas adelante con las tinciones de
azul de touidina realizados a diferentes pH).

Las orejuelas presentan las mismas caracteristicas que las crestas, en lo
que respecta a la reaccién del PAS.

La reaccion PAS positiva, fue observada especialmente intensa en la
membrana basal del epitelio pavimentoso de revestimiento y en la capa cornea.
La PAS positividad se presenté también, en paredes vasculares y en algunos
haces de fibras coldgenas. Esta misma reaccién se encontré con intensidad

uniforme en la zona media.

Observaciones en la barbilla con la tincién de Feulgen

Hemos observado que los nucleolos de las células de las capas basal y
espinosa, se mostraron negativos a la reacciéon de Feulgen. Fueron en cambio
positivos los nuacleos, especialmente los de las células sanguineas. Se observé
gran acimulo de linfocitos alrededor de los vasos.

Observaciones con el verde metilo pironina

Los nucleolos mostraron intensa coloracién con la pironina (buena tincién
del RNA), observiandose que el DNA se coloreaba en verde. La coloracién del
DNA por verde de metilo, mostraba distribucién semejantes a la revelada por la
técnica de Feulgen. Con este altimo método no se tifien las capas de gueratina,
pero se puede notar bien la zona de transicién.

Se parecia una transicién desde la capa basal a la zona epidérmica quera-
tinizada, observandose disminucién de la tincién de los niicleos, los cuales se
hacen cada vez menos visibles a medida que nos acercamos a la capa cérnea.

Andlisis del tejido mucoso

El andlisis del tejido mucoso, lo hemos realizado utilizando los métodos del
PAS y la metacromasia con azul de toluidina.

Indudablemente, el estudio de las reacciones del PAS en cada una de
estas estructuras nos ha llevado a demostrar la presencia de polisacdridos en
dichos tejidos, y como veremos en su capitulo correspondiente, los materiales
metacromaticos fueron observados casi exclusivamente en el espacio interfibrilar
de la capa mucoide.

La capa mucoide estd ligeramente tenida en comparaciéon con la intensa
reaccién de la capa del tejido conectivo.

En la capa mucoide, la metacromasia se localiza en la sustancia fundamen-
tal, entre las fibras, mientras que la sustancia PAS positiva estd asociada estric-
tamente a las fibras mismas. En la capa mucoide las fibras son sélo estructuras
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PAS positivas. Al tefir con el PAS obtuvimos un color rojo intenso, indice de un
gran contenido en mucopolisacaridos neutros.

La reaccién de PAS se observé negativa en la sustancia mucoide de la
cresta, pero menos pronunciada o casi imperceptible en las orejuelas.

Bien podemos decir por nuestras observaciones, que el PAS tife positiva-
mente a las fibras colagenas.

ESTUDIO DE LAS ZONAS DEL TEJIDO MUCOSO
CON LA REACCION METACROMATICA

El analisis histoquimico se realizé utilizando la reaccién metacromadtica con
azul de toluidina.

Las variaciones que hemos observado han sido conseguidas utilizando pH a
diferents escalas.

Nuestras observaciones nos han dado los siguientes resultados:

Barbillas

Metacromasia con azul de toluidina (pH 4,2). Se observé una fuerte meta-
cromasia en ¢l tejido mucoide (Fot. 1-2), correspondiente a los mucopolisacaridos
dcidos, que se manifiestan en forma de color rojo purpura. Tal metacromasia
disminuyé en la zona inferior en donde observamos mds bien una abundancia de
vasos PAS positivos.

Utilizando un pH mas bajo, del orden de 3,5, los mucopolisacaridos carbo-
xilados ya no deben mostrar reaccién metacromatica, pudiendo de ese modo
distinguir, si la metacromasia es debida a grupos carboxilados o a otros grupos
acidos. Es asi como las metacromasias observadas a estos pH bajos podemos
considerarlos debido a la presencia de fosfomucopolisacaridos y de sulfomucopo-
lisacéridos.

Continuando bajando el pH, observamos que a pH 3 desaparecen la meta-
cromasias, por lo que puede decirse que la metacromasia de las barbillas es debida
a la presencia de mucopolisacdridos acidos carboxilados.

Crestas

En las crestas observamos una metacromasia mas marcada que en las
barbillas. Los mucopolisacaridos dcidos se encuentran concentrados en la capa
fundamental, integrando las zonas interfibrilares en donde estd ampliamente
repartido el tejido mucoide. Sin embargo la zona central constituida por los
grandes vasos, no se tifie metacromaticamente.

Utilizando pH 3,5 observamos que las metacromasias se siguen presen-
tando intensas en la zona del tejido mucoide, pero no en las fibras coldgenas. Las
zonas epidérmicas profundas y dérmicas dan en cambio metacromasia negativa.
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REACCION METACROMATICA

Las ilustraciones que presentamos en blanco y negro nos muestran zonas maés o
menos oscuras que representan zonas de mayor o menor reaccién metacromdtica,

Foto 1

Foto 2

Foto 1-2.-Barbillas de Gallus domesticus L. tefiidas con azul de toluidina (pH 4.2). Fuerte metacroma-
cia en el tejido mucoide.
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Segiin nuestras observaciones, por lo tanto se demuestra la presencia de mucopo-
lisacaridos carboxilicos, ya que observando estas mismas crestas a un pH 3, se
pudo observar disminucién de la intensidad de la metacromasia. Esta disminucién
corresponderia por lo tanto a la ausencia de reacciones de mucopolisacaridos
carboxilicos a pH tan bajo.

Al aumentar los pH a 4,2 7 y 9 (Fot. 3-4), pudimos evidenciar incremento
de la intensidad de la metacromasia, observando menos diferencia de dicha
intensidad en las diferentes regiones estudiadas. Tal es el caso de las observacio-
nes hechas a pH 9. Esto es probablemente debido a que en los lugares en donde
ex mds acentuada la metacromasia existen menos mucopolisacdridos fosforados o
sulfatados que mucopolisacdridos carboxilicos.

Orejuelas

En las orejuelas hemos observado una metacromasia mucho méds marcada
a pH 4,2 (Fot. 5), con una especial diferenciacién. Se observa en cambio una baja
de esta metacromasia a pH 7, ocasiona pérdida de la diferenciaciéon entre el tejido
mucoso y los elementos interfibrilares, aunque persisten ain ligeras diferencia-
ciones de la metacromasia estudiada a pH 7 y 9, hecho contrario de lo que hemos
podido observar en las crestas y barbillas.

En cuanto a nuestras observaciones en las capas fibrosas intercelulares,
ninguna reaccion de color especifico pudo ser detectada.

Cuadro comparativo de la reaccion metacromdiica de las crestas, barbillas y
orejuelas de Gallus domesticus L.

pH Cresta Barbillas Orejuelas
3,5 +- + +
4,5 : e + ++
7 +4=F ++ ++
-+ kst ++
DISCUSION

Como habjamos sefialado en trabajos anteriores (3a-3b), pocos trabajos a
nivel histoquimico se han realizado de las crestas, barbillas y orejuelas de Gallus
domesticus L. Sin embargo algunos trabajos especializados se han realizado al
respecto, como los de SzirMmal, J. (21-22), referente a la capa fundamental de la
capa mucoide de la cresta del pollo respondiendo favorablemente a la reaccién
metacromatica, pero es negativa a la reaccion de PAS, las fibras son PAS
positivas. Esta observacion de SziRMal coincide plenamente con nuestros resulta-
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Foto 4

Foto 3-4.-Crestas de Gallus domesticus L. tefiidas con azul de toluidina (pH 4,2 y 7). Aumento de la
intensidad de la metacromacia.
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Foto 5.-Orejuela de Gallus domesticus L. tenidas con azul de toluidina (pH 4,2). Metacromacia mucho
mas marcada con especial diferenciacién.

dos, sin embargo nosotros hemos encontrado que cuando existe un aumento del
pH, aumenta la metacromacia y si bajamos el pH desaparece la metacromacia.

En cuanto a la presencia de la reaccién PAS, del mismo modo pudimos
comprobar que es negativo en la sustancia mucoide de la cresta, siendo positiva
en cambio en las fibras. En el estudio de las barbillas se encontré la misma
reaccién de PAS que en las crestas, pero fue menos pronunciada en las orejuelas,
DoYLE (6), nos dice que aproximadamente la mitad de la acumulacién total en
proteinas de la cresta, se encontré que era coldgena, esta proporcién esta relati-
vamente constante durante el periodo de regresion. El total de la acumulacion de
coldgena, es similar a la total aparicién de la proteina, esto parece estar relacio-
nado con el peso.

Nosotros hemos comprobado estas reacciones utilizando en nuestras ob-
servaciones el verde de metilo pironina, en la cual hemos observado una buena
tincién del RNA, observando que el DNA se tifie en verde, mediante el método de
Feulgen comprobamos que los nucleolos de las células de la capa basal y espi-
nosa, se mostraron negativos a la reacciéon de Feulgen.
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