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Resumen

Las plumas se han utilizado para estudiar procesos de diferenciacién celular y morfogénesis. Existen
pocos estudios histologicos en animales adultos que describan de manera secuencial la maduracién de
los componentes celulares durante el crecimiento; asi que el objetivo de este trabajo fue describir las
caracteristicas histolégicas de este proceso, abarcando los elementos celulares y sus relaciones anatémicas.
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Se obtuvieron plumas remeras de palomas, en las que se habia inducido un proceso de regeneracion, a los
8, 13, 18, 23 y 28 dias de crecimiento. Se realizaron cortes histologicos teidos con diferentes técnicas.
Se demostro la presencia de la zona ramogénica, que tiende a disminuir de tamano del dia 8 al 28. En
las crestas de la barba se observaron células de la barba, barbulares y de la placa axial, quedando cada
cresta delimitada por la placa marginal. Las caracteristicas celulares variaron de acuerdo con la regién de
las crestas, mostrando en la placa marginal transiciones de células escamosas a cuboides y nuevamente a
escamosas, y, por otro lado, en la placa barbular de células cuboides a columnares y después a fusiformes.
Se identificaron las células obscuras de la zona ramogénica, las cuales, por sus caracteristicas tintoriales,
parecen derivar de la papila dérmica. En conclusién, se realizo la caracterizacion histologica del calamo
y se describiod, por primera vez, de manera secuencial en las diferentes etapas del crecimiento.

Palabras clave: crecimiento de la pluma; morfogénesis de la pluma; pluma; regeneracion de la pluma.

Abstract

Feathers have been studied in processes of cellular differentiation and morphogenesis; however, only
few histological studies in adult animals describe the maturation of the cellular components sequentially.
Therefore, the objective of this work was to describe the histological characteristics, covering the cellular
elements and their anatomical relationships. Pigeon feathers were withdrawn to induce regeneration, and
samples were taken at different times: 8 (sprout time), 13, 18, 23, and 28 days. We prepared histological
cuts using different staining techniques. We demonstrated the presence of a very marked ramogenic zone
that tends to diminish from day 8 to 28. In the barb ridge, we observed the barb, barbule, and axial plate
cells, with the marginal plate delimiting each barb ridge. The cellular characteristics varied according
to the ridges region, showing in the marginal plate transitions from squamous to cuboidal and back to
squamous cells; and, in the barbular plate, from cuboidal to columnar and then to fusiform cells. Obscure
cells from the ramogenic zone were identified as cells derived from the dermal papilla based on their
staining. In conclusion, we characterized the histology of the calamus and, for the first time, described the
different growth stages sequentially.

Keywords: feather; feather growth; feather regeneration; morphogenesis of the feather.
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I. Introduccion

Las palomas son sumamente valiosas en
investigacion; sus plumas han sido utilizadas en
estudios de diferenciacién celular embrionaria,
de interacciones celulares y de morfogénesis
de las plumas (1, 2); ademas de servir como un
modelo Unico para el estudio de organogénesis
y de regeneracion ectodérmica de érganos, por
su capacidad de regenerarse en condiciones
fisiolégicas y en respuesta al desplume normal o
inducido (3).

Los estudios realizados durante el proceso de
morfogénesis de la pluma han servido de base para
iniciar investigaciones en ingenieria de tejidos (4,
5), principalmente en medicina regenerativa, en
donde se aplican conocimientos que permiten
identificarlas células que participan en el desarrollo,
proliferaciéon y crecimiento de los tejidos,
incluyendo estudios moleculares y topobioldgicos,
que incluyen tamano, expansién y forma celular;
asi como la arquitectura y disposicion de los
tejidos durante los procesos de organogénesis
(6, 7). En el caso de la pluma, la mayoria de los
estudios se han realizado empleando embriones o
con animales jévenes, principalmente en pollos,
codorniz y pinzones, sin embargo, pocos se han
realizado en animales adultos.

Aunque el proceso de morfogénesis de la pluma
es muy complejo, se sabe que ocurre en la
etapa embrionaria y durante la regeneracién del
plumaje, lo cual tiene como base la formacién de
pliegues epidérmicos dentro del foliculo plumoso
(cada pliegue se conoce como cresta de la barba),
a partir de los cuales se van a originar los diferentes
elementos de la pluma (5). Una vez que se forma la
pluma dentro del foliculo, se realiza su crecimiento
y maduracion. Estos eventos varian con la especie,
localizacion geografica, alimentacion, factores
fisiolégicos, etc. (8, 9).

Como se sabe, la pluma presenta un calamo, que
se inserta en el foliculo plumoso y se contintia con
el raquis, en donde se insertan las barbas con sus
barbulas. Es el calamo la estructura en donde se
empieza a formar la pluma; externamente presenta
una vaina, que va a formar el epitelio de la pluma,

a partir del cual se originan las crestas de la barba,
gue son las responsables de la ramificacion de la
pluma. De manera especifica, en el espacio interno
del cdlamo se localiza el tejido mesenquimatoso
que forma la papila, la cual queda rodeada
por la pulpa; es a partir de estas dos estructuras
que se liberan las moléculas inductoras de la
regeneracion de la pluma, estructuras que estan
delimitadas por el ombligo inferior y superior del
calamo (10, 11). Sin embargo, en los estudios que
se han realizado durante la morfogénesis no se ha
abarcado de manera sistematica la maduracién de
los componentes histolégicos y sus interacciones
durante la etapa de crecimiento de las plumas de
animales adultos; es decir, hasta la fecha no se
han realizado estudios comparativos dentro de
la misma etapa, y pocos estudios relacionan las
interacciones de los componentes celulares de
la papila y la pulpa con el epitelio. Por ello, en
este trabajo se describe la estructura histolégica
del calamo de plumas remeras de palomas adultas
y los cambios que ocurren durante las diferentes
etapas de crecimiento.

Il. Materiales y métodos

Se utilizaron diez palomas mensajeras (Columba
livia), machos, adultos (entre 5 y 9 afos de edad),
que pertenecian a un criadero particular y se tenian
confinadas en palomares. Las aves se alimentaron
con concentrado a base de maiz amarillo, sorgo
rojo y trigo y con agua limpia a libre acceso, y se
mantuvieron a temperatura ambiente (20 a 25 °C).

A. Toma de muestra

Para inducir su regeneracién se hizo la extraccion
manual de algunas plumas, elegidas de manera
aleatoria. Las plumas se dejaron crecer hasta que
empezaron a brotar (dia 8) y, posteriormente, a
intervalos de 5 dias se extrajo de cada ave una
pluma en crecimiento, hasta cubrir el periodo de
estudio (dias 8, 13, 18, 23 y 28 a partir del dia
en que se extrajeron las plumas). Las muestras
se fijaron en paraformaldehido al 4 % con buffer
salino de fosfatos (PBS) a pH 7.4. Una vez fijadas
las muestras, la regién del cidlamo fue disecada
y se procedieron a realizar las preparaciones
histolégicas (11, 12, 13).
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B. Preparaciones histologicas

Se empled la técnica de inclusion en parafina
de rutina, descrita por Estrada et al. (14), la cual
consistié de lavado de las muestras para eliminar el
exceso de fijador, deshidratacién con alcohol al 70
%, 80 %, 90 % vy, finalmente, alcohol absoluto (100
%), con dos cambios en cada uno, aclaramiento
con xileno y, para darle consistencia al tejido, se
hizo la infiltracién e inclusion en parafina a 60 °C.
Posteriormente, se realizaron cortes transversales
y longitudinales de 5-7 uym y se montaron en
portaobjetos para su posterior tincién. Las técnicas
de coloracion empleadas fueron; Hematoxilina-
Eosina (H-E), Tricromica de Gomori, Tricromica de
Cason y Acido Peryédico de Shiff (PAS). Asimismo,
se realizo la histoquimica de Chévremont-Frederic
para corroborar el proceso de cornificacion.

C. Observacién de las preparaciones histologicas

La interpretacion de las muestras se realizé en un
microscopio Carl Zeiss, modelo Axioscop Axio
con los aumentos totales de 100", 200" y 400°.
Finalmente, se tomaron fotografias con una cdmara
digital Canon E05 1000D.

I1l. Resultados y discusion

En este estudio se caracteriza por primera vez
el desarrollo histologico del cadlamo durante el
crecimiento de las plumas remeras de palomas

mensajeras adultas. Asi, se observd que el calamo
esta constituido por una cavidad interna ocupada
por tejido conectivo y limitada por una pared
externa que, en los cortes transversales realizados
cerca del ombligo inferior del cidlamo y en los
cortes longitudinales a nivel del eje del calamo, esta
constituida por un tejido epitelial de revestimiento
de tipo estratificado escamoso queratinizado; este
epitelio presenté cambios morfolégicos durante la
etapa de crecimiento, para dar origen a la rama de
la pluma, originando posteriormente sus elementos
anatémicos, como vaina, barbas, barbulas y raquis.

En las muestras del dia 8 se observd, a nivel del
estrato basal del epitelio, el inicio de la formacion
de algunos pliegues, mientras que hacia la region
intermedia del epitelio se observd de manera
dispersa la presencia de células finamente alargadas
(fusiformes), dispuestas de manera vertical, las
cuales presentaron mayor apetencia tintorial
a H-E, Tricromica de Gomori y Chévremont-
Frederic que el resto de las células del epitelio.
Estas caracteristicas histolégicas coinciden con
las de las células obscuras, observadas en la zona
ramogénica en etapas posteriores del crecimiento
de la pluma, y de donde se originaran las crestas
de las barbas. Con las mismas tinciones, las células
obscuras mostraron la misma coloracién que las
células de la papila dérmica, lo cual sugiere que
se trata del mismo tipo celular. Las tinciones
tricromicas se utilizaron para diferenciar los tejidos
epitelial y conectivo (Figs. 1y 2).
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Cambios morfologicos del calamo de las plumas remeras en crecimiento de palomas

Fig. 1. Componentes histologicos del filamento de la pluma a nivel del calamo. Cortes del calamo de las
plumas remeras en los dias 8 (I) y 28 (Il) de crecimiento. A. Hematoxilina-Eosina (I y Il, cortes transversales).
B. Tricrémica de Gomori (I, corte transversal y Il, corte longitudinal). E. Epitelio, Pp. Papila, P. Pulpa, Zr.
Zona Ramogénica. Microscopio 6ptico. Barra = 500 ym.

Fig. 2. Corte transversal del calamo a nivel del epitelio al dia 23 de crecimiento. A. Se observan cambios
morfolégicos a nivel del estrato basal del epitelio (EB), como la formacion de las crestas de la barba (CB)
y entre estas se observa la presencia de las células obscuras (CO). B. Corresponde a la amplificacion del
area contenida en el recuadro. Las flechas sefialan la presencia de posibles células adiposas. Tincién
tricrémica de Gomori. Microscopio optico. Barra = 250 um.

Los cortes longitudinales permitieron observar
adecuadamente los pliegues conocidos como
crestas de las barbas en el epitelio. La region
proximal del cadlamo estuvo constituida por crestas
pequeias formadas por células de morfologia no
definida, mientras que en la region distal las crestas
eran de mayor tamano (datos no mostrados).

De los dias 13 al 23 se observo, en los cortes
transversales, un plegamiento marcado del estrato
basal en la base del epitelio, lo que evidencia la
formacién de las crestas de las barbas. En el interior
de cada cresta se observaron componentes celulares
anidados, que daran origen, posteriormente, a las
zonas de la barba (con las barbulas) y a la placa
axial. Las células del estrato basal y suprabasal,
a nivel del apice de la cresta, presentan un
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citoplasma claro o blanquecino. Entre cada
pliegue se observaron las células obscuras. En los
estratos intermedio y superficial del epitelio, entre
los queratinocitos, fue posible apreciar una serie
de espacios redondeados, pequeiios, con nucleos

desplazados hacia un extremo, coincidiendo con
la apariencia normal de los adipocitos (Fig. 2).
También se identificaron melanocitos que siempre
permanecieron entre las células de las crestas (Fig.
3B, 3Cy 3D).

Fig. 3. Caracteristicas morfologicas de las crestas de las barbas. A. Regién proximal del calamo (Acido
Perybdico de Shiff); crestas pequenas no diferenciadas (CP). B. Inicio de la regién media del calamo
(Acido Peryédico de Shiff); presencia de crestas de las barbas medianas (CM). C. Regién media del calamo
(Acido Peryodico de Shiff); transicion de crestas medianas a grandes. D. Region distal del calamo (Acido
Peryédico de Shiff); presencia de crestas grandes y alargadas. E y F. Zona de transicién entre calamo y
raquis (H-E). Células cuboides (CC). Células cuboides de la placa barbular (Cc). Células columnares (CCI).
Células escamosas (CE). Células fusiformes (CF). Células de la barbula (CLB). Barbula (BL). Epitelio (E).
Pulpa (P). Placa axial (PA). Papila (Pp). Queratina (Q). Melanocitos (M). Microscopio éptico. Barra = 250

um (A, B, Cy D). Barra = 60 um (Ey F).

Los cortes longitudinales permitieron observar
que, en todas las etapas de crecimiento, las crestas
de las barbas, en la region proximal del calamo,
estan constituidas por una masa de células con
una morfologia no definida (Fig. 3A); asi como
que a lo largo del cidlamo las crestas empezaron
a desarrollarse y crecer. En la placa marginal se
identificaron células escamosas, conforme se
alargaban las crestas; también se observaron
células cuboides, y nuevamente se presentaron
células escamosas en la region distal del calamo.
A nivel de la placa marginal, a partir del estrato

intermedio, se dispuso otra capa de células
cuboides que también presentd una transicion
a células columnares y que, finalmente, dieron
origen a las placas barbulares (Fig. 3B, 3C). Tanto
la placa marginal como las placas barbulares se
observaron rodeando toda la cresta; ambos estratos
de células se encontraron en la superficie lateral de
la cresta, proximal y distalmente, separadas por un
grupo de células que se disponen en el eje de la
misma cresta; estas células formaran la placa axial
(Fig. 3C).
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Las muestras pertenecientes al dia 28 mostraron
que las crestas fueron disminuyendo en tamafio
en toda la longitud del calamo, tendiendo a
desaparecer en el epitelio, y también disminuyé
la presencia de las células obscuras en la zona
ramogénica, quedando nuevamente un epitelio
estratificado escamoso queratinizado. En esta
etapa se observo la capa externa queratinizada
muy unida al epitelio para formar la vaina (datos
no mostrados).

Por otra parte, en la zona de transicion, entre la
regién distal del calamo y el raquis, se observaron
completamente diferenciadas las crestas de las
barbas, adquiriendo la estructura ramificada a
partir de la barba. Al emerger de la vaina, las barbas
desplegaron las barbulas, que son estructuras
alargadas formadas con células de morfologia
fusiforme, las cuales se expandieron externamente
para formar la veleta o vano (Fig. 3E y 3F).

Con la técnica de Chévremont-Frederic se
detecté mayor cornificacion, que se incrementé
gradualmente conforme la pluma fue creciendo.
Asimismo, se observo la presencia de melanocitos
(Fig. 3Cy 3D). ConP.A.S. no se observé la presencia
de glucégeno en las células de las crestas, por lo
qgue no se pudo determinar el momento de inicio
de su degeneracién (datos no mostrados).

Tomando en consideracion los hallazgos
encontrados en los cortes histologicos realizados
para describir la regeneracion de las plumas, es
importante destacar la formacién de las crestas
de las barbas, las cuales se desarrollan a partir
del epitelio estratificado escamoso queratinizado
que conforma la pared del filamento de la pluma.
La formacion de las crestas inicia en el epitelio,
con la zona ramogénica, en donde se pudieron
encontrar las células obscuras, de las cuales se
piensa que son células epiteliales en degeneracion
o células mesenquimales infiltradas (3). Cada
cresta se encontré perfectamente delimitada; en
los cortes longitudinales se observaron dispuestas
como pliegues en forma de columnas, y en los
cortes transversales, como celdas. Lo anterior
concuerda con estudios previos realizados en
pollos y pinzones por Alibardi (11, 13) y Lin et al.
(4). Nuestros resultados, considerando los dias 8,

13, 18 y 23, muestran la presencia de crestas de
diferentes tamanos, ya que se pudo detectar un
alargamiento durante este periodo, encontrandose
crestas de tamano pequeno, mediano y grande,
desde la region proximal hasta la region distal.
En las crestas pequenas se observdo que las
células mantienen una morfologia similar, y en
las crestas medianas y grandes se observaron
estratos celulares bien definidos. Algunas de estas
caracteristicas coincidieron con lo reportado por
Alibardi (12, 13), quien observé en la region
basal de las crestas de las barbas que la epidermis
permanecio poco diferenciada. A diferencia de lo
sefialado por este autor, en el sentido de que no se
tiene el conocimiento de la organizacion celular
en las crestas de la barba (11, 12), en este trabajo
se encontraron crestas bien definidas y delimitadas
en forma de pliegues (Fig. 3B, 3C y 3D).

Las caracteristicas celulares de las crestas de las
barbas coincidieron con los estudios realizados por
Alibardi (11), Prum y Dyck (10), Sawyer et al. (15)
y Yue et al. (16), quienes sefalan que durante la
formacion de las crestas el estrato basal se dispone
en la periferia de la regiéon interna del calamo,
rodeando por completo las crestas, mientras que
en el interior de estas, a partir del estrato celular
intermedio, se forman las zonas medular y cortical,
dividida en las placas laterales de las barbulas y
una placa axial. En la zona medular las placas
laterales de las barbulas se disponen en la cara
proximal y distal de la cresta, unidas al eje que
forma la zona medular y que va a originar la placa
axial. En la placa marginal se observé la presencia
de células escamosas que, conforme las crestas
se alargaban, pasaron a ser células cuboides y
nuevamente escamosas en la regiéon distal del
calamo, desapareciendo completamente de la
placa marginal al madurar las crestas de las barbas,
permitiendo la liberacion de las barbulas; estos
resultados coinciden con lo descrito por Alibardi
(13).

En las placas barbulares se observé una transicion
celular de acuerdo con el tamano de las crestas; en
las crestas pequenas se observo un epitelio simple
cuboide, mientras que en las crestas medianas
y grandes pasé a ser un epitelio columnar.
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Esta transicion, hasta donde se sabe, no ha sido
reportada en las placas barbulares (Fig 3B y 3C).
En los estudios de Alibardi (18), realizados en
pinzéon cebra, cerca de la zona de la barba, la
placa barbular presenté un solo estrato de células
barbulares de forma cuboide, y el resto del epitelio
se observd diestratificado, con una morfologia
celular fusiforme. En este trabajo encontramos
que en la placa axial, las células alargadas que
la componen tendieron a desaparecer a nivel de
las crestas ya ramificadas, lo cual coincide con lo
reportado por Bragulla y Hirschberg (17) y Prum
(10), quienes las identifican como un tipo de células
de apoyo que se caracterizan por presentar un
proceso de lipogénesis y posterior desintegracion,
dejando solo las regiones queratinizadas unidas
a las crestas, perdiéndose asi su relacién con las
células barbulares y permitiendo la separacion
entre cada una de las células, para dar origen a las
barbulas. En este trabajo fueron las Unicas células
de apoyo que se percibieron claramente, aunque
se han descrito otro tipo de células de apoyo,
como las células de la cuna, que se localizan en la
placa marginal de las crestas largas de las plumas
en regeneracioén, pero estas son células que acttan
como espaciadores de las crestas de la barba y
participan en la cornificacion (18).

A partir de nuestros resultados, postulamos que
las células que inician la proliferacion estuvieron
alojadas en el epitelio de la regién proximal,
dando origen a crestas pequenas que presentan
un crecimiento hacia la regién distal, realizandose
una maduracién préximo-distal del filamento de la
pluma. El crecimiento, por lo tanto, abarco, a nivel
del epitelio, la presencia de la zona ramogénica,
que dio origen a las crestas de las barbas.
Asimismo, estas crestas presentaron cambios
morfolégicos en sus componentes celulares,
iniciando con las modificaciones del estrato
basal del epitelio, realizdndose su plegamiento,
formando la placa marginal, constituida de una
capa de células cuboides en las crestas medianas.
En las crestas mas grandes se observaron células
escamosas, cuboides y nuevamente escamosas,
presentandose este epitelio a partir de la base de
las crestas. Esta transicion no ha sido reportada,

pero puede relacionarse con lo observado por
Chang et al. (4), quienes observaron a nivel
del raquis y en las crestas de las barbas una
diferenciacién terminal, presentandose queratina,
lo cual sefala un proceso de apoptosis en las
células con diferenciaciéon terminal; las células
de la placa marginal de las crestas cercanas al
raquis crean espacios al morir, permitiendo que
las células barbulares (barbulas) de toda la rama
se liberen. Nuestros resultados concuerdan con
lo descrito por Chang (4) y también nos hacen
suponer que lo que observamos, principalmente
la presencia de las células escamosas, en la base
de las crestas de mayor tamano, cerca de la zona
de transiciéon con el raquis, se debe al proceso de
apoptosis que probablemente inicia en la base de
la cresta; por lo tanto, se observa un epitelio simple
con células escamosas, cuboides y nuevamente
escamosas, permitiendo la separacion de las
células barbulares. La placa axial estd presente
en etapa temprana y desaparece en etapa tardia,
dejando un espacio entre las placas barbulares. En
cuanto a las células de la placa barbular, Chang (4)
menciona que las células se vuelven voluminosas,
realizando un proceso de diferenciacion
terminal; en este proceso las células producen
o 0 B queratinas y se convierten en corneocitos,
similar a lo que ocurre en células epidérmicas de
mamiferos. Cuando la § queratina es dominante y
adquiere forma de andamio, las células se vuelven
queratinocitos y van a formar las estructuras
permanentes (como el pelo en los mamiferos). En
la pluma, esto sucede en las células de la placa
barbular que originaran las barbulas. Con estos
datos podemos decir que, en nuestro estudio, la
transicion de las células de la placa barbular se dio
por la acumulacion de queratina en el citoplasma,
adquiriendo, inicialmente, una forma celular
cuboide; posteriormente, columnar, y, finalmente,
fusiforme. Asi mismo, proponemos que las células
de la barba desarrollan un proceso parecido al
que sucede en los condrocitos, denominado
oncosis, en el cual se da un hinchamiento de la
célula, cariorrexis y cariolisis, que en el caso de las
células de la barba dejan un vacio a todo lo largo
del brazo de la barba, para hacer menos pesada la
pluma (4, 19).
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IV. Conclusiones

Se hizo la caracterizacién histolégica del calamo de
las plumas remeras durante la etapa de crecimiento
en palomas adultas. Este estudio permitio
identificar por primera vez de manera secuencial
las diferentes etapas del crecimiento de la pluma en
la base de las crestas. A nivel de la placa marginal
en cualquiera de las etapas de crecimiento, se
presentan células de morfologia escamosa; las
células presentaron morfologia cuboide, y en la
zona de transicion entre el calamo vy raquis, las
células son, nuevamente, de morfologia escamosa.
Ahora bien, a nivel de las placas barbulares, en las
crestas pequeiias se observé un solo estrato celular
de morfologia cuboide; durante el alargamiento de
estas crestas se presentaron células de morfologia
cuboide y columnar; mientras que en la zona de
transicion entre el calamo y raquis las células son
de morfologia fusiforme. Finalmente, las células
obscuras de la zona ramogénica se identificaron
con base en sus caracteristicas tintoriales, las
cuales fueron similares a las células de la papila
dérmica, lo cual permite considerar que podrian
ser células que derivan de esta estructura.
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