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INTRODUCCION

Entender el proceso de cicatrizacion tiene implicaciones clinicas evidentes, por
lo que existe un gran nimero de lineas de investigacion enfocadas a descifrar y
caracterizar las diferentes etapas de este proceso. En esta caracterizacion se
han empleado diversos modelos de heridas realizadas en embriones de pollo,
raton y cerdo. El parecido en la organizacion de los tejidos epiteliales que
conforman los sistemas tegumentarios de estos organismos con los del humano,
aunado a la similitud de los sistemas circulatorios, hacen que éstos sean viables
para el estudio de la cicatrizacion de heridas en vertebrados (Clark, 1997; Clark,
1999, Harden, 2005; Martin, 1997). De hecho, la mayoria de las descripciones
de las diferentes etapas del proceso de cicatrizacién en vertebrados como la
cascada de coagulacion, el proceso inflamatorio y la reepitelizacidén, han sido
estudiadas en estos modelos.

En la actualidad las investigaciones también estan orientadas a caracterizar los
mecanismos de regulacién de estas etapas a nivel celular y molecular, por lo
que se utilizan ensayos in vitro de heridas hechas en cultivos celulares
(Farooqui, 2004; Clark, 1999). La fisiologia del proceso de cicatrizacion en
vertebrados resulta compleja de estudiar ya que participan varios tipos celulares,
que actuan sinérgicamente. Por lo anterior, en los ensayos in vitro se pierde la

posibilidad de entender a la cicatrizacién de manera integral.

Para salvar estas limitaciones se ha propuesto a D. melanogaster como modelo
para el estudio del proceso de cicatrizacién. Este modelo presenta varias
ventajas. Una de éstas es que se pueden seguir los cambios en la coagulacion y
la reepitelizacién durante la reparacion de heridas en organismos mutantes para
un gen en particular. Ademas se han descrito analogias en los cambios celulares
que se dan en una de las etapas de la cicatrizacién, la reepitelizacion, con uno
de los estadios del desarrollo embrionario de D. melanogaster, el cerrado dorsal.
Esta similitud permite considerar mecanismos comunes de regulacion para el

estudio y la caracterizacion de genes involucrados en la cicatrizacién (Noselli y



Agnes, 1999; Harden, 2002). Los movimientos morfogenéticos del cerrado
dorsal son activados por la via de la cinasa de Jun, lo que ha permitido iniciar la
caracterizacion por medio de alteraciones en los genes que componen la via de
la cinasa de Jun y conocer la participacién de dicha via en el proceso de
cicatrizacion (Galko y Krasnow, 2004; Ting, 2005); aunque la mayoria de los
estudios de la cicatrizacion en D. melanogaster se han realizado en etapas

larvarias.

Por lo anterior, los experimentos de este trabajo se enfocaron a caracterizar un
modelo de cicatrizacibn en adultos de D. melanogaster, para asi poder
establecer los controles adecuados con los cuales se puedan comparar,
categorizar y/o contrastar estudios futuros bajo diferentes condiciones y fondos
genéticos.



ABSTRACT

One function of the skin is to form a dynamic, protective barrier against
environmental assaults. When skin integrity is interrupted, a process called
wound healing ensues. This process is characterized by two general aspects:
clot formation and, subsequently, epithelial regeneration. In view of the diversity
of these responses in vertebrates it has been difficult to elucidate the
mechanisms that regulate wound healing at the genetic level. Studies in
Drosophila melanogaster have identified phylogenetically conserved genes that
mediate wound healing processes. Moreover, it has been proposed that the early
developmental process that takes place during D. melanogaster embryogenesis
known as “dorsal closure” is analogous to wound healing. Several genes
operating during dorsal closure are also involved in wound healing. The
morphogenetic movements of dorsal closure are activated by the Jun kinase
pathway, a pathway elucidated through genetic analysis in flies, and later shown
to be implicated in wound healing. Prior to the work presented in this thesis,
wound healing had only been studied during embryonic and larval stages in D.
melanogaster. Here, we present a study of wound healing in the thorax of the
adult fly. We have characterized the different steps in healing following septic
injury by histological techniques and scanning electron microscopy. Our studies
do not reveal reepitelizacién, just formation of a crust. If this is case, adult wound
healing might well provide a simple model in which to elucidate the contribution
of different genes to clot formation without the contribution of epithelial

regeneration.



RESUMEN

Una de las funciones de la piel es formar una barrera protectora dindmica a las
agresiones del medio. Cuando la integridad de esta se ve afectada se lleva a
cabo el proceso de cicatrizacion, que se caracteriza por dos aspectos generales:
la formacion de la costra y la subsecuente reepitelizacién. En mamiferos se ha
descrito la participacion de diferentes tipos celulares y la secrecion de varias
proteinas sefalizadoras que regulan y controlan la velocidad del cerrado de la
herida. La diversidad celular ha dificultado la dilucidacion de los mecanismos de
regulacion de la cicatrizacién a nivel genético. Se han encontrado sin embargo
genes homologos involucrados en la cicatrizacion que se conservan a lo largo de
la escala filogenética. Por ello el artrépodo Drosophila melanogaster es un buen
modelo para caracterizar los genes necesarios para la cicatrizacién, asi como su
regulacion. Ademas, se ha propuesto al cerrado dorsal de D. melanogaster
como un proceso analogo a la cicatrizacién, lo que resulta util para el estudio y la
caracterizacion de genes involucrados en la misma. Los movimientos
morfogenéticos del cerrado dorsal son activados por la via de la cinasa de Jun,
lo que ha permitido iniciar la caracterizacion de esta via por medio de
alteraciones en la dosis génica de los componentes de la via de la cinasa de
Jun, y caracterizar la participacion de dicha via en el proceso de cicatrizacion.
Sin embargo, el proceso de cicatrizacién en D. melanogaster no ha sido del todo
caracterizado en adultos.

La mayoria de las investigaciones de la cicatrizacion se ha realizado en estadios
embrionarios y larvarios. En este trabajo estudiamos la cicatrizacién en adultos
de D. melanogaster. Caracterizamos las etapas de la cicatrizacion en el térax de
animales adultos después de una punciéon usando microscopia electrénica de
barrido y Optica. Nuestros estudios no muestran un proceso de reepitelizacién,
solo la formacion de la costra. De ser cierto a nivel ultraestructural, esta
particularidad puede ser util para analizar la contribucion de los genes que se
requieren durante la formacién de la costra sin la complicacion del proceso de

reepitelizacion. Cabe destacar que este modelo sentara las bases para futuras



investigaciones usando mutaciones de posibles genes involucrados en estos

procesos.



1- ANTECEDENTES

1.A- Biologia del proceso de cicatrizacion

Una vez que ha ocurrido un corte en la continuidad de la piel, se llevan a cabo una
serie de cambios temporales en los componentes de los sistemas tegumentarios.

Dichos cambios se han clasificado en dos etapas generales:

1. Formacion de la costra

2. Reepitelizacion

Aunque estas etapas se pueden distinguir temporalmente una de otra, éstas se dan
de forma continua, ya que durante la formacidén de la costra los elementos de los
fluidos internos bloquean la herida y también inducen a los epitelios que conforman
el borde de la herida a una reepitelizacion del sitio de la herida. La velocidad en la
que ocurren estas etapas también varia. Los procesos que dan lugar a la formacion
de la costra ocurren con mayor velocidad para evitar la pérdida de fluidos y
mantener la hemostasis del organismo, mientras que los procesos de la
reepitelizacion se llevan a cabo de manera mas lenta. La descripcion anterior es el
resultado de diversas investigaciones de heridas hechas en diferentes modelos de

investigacion (Martin, 1997).

Uno de los modelos mas convenientes para el estudio de los mecanismos de
regulacion de las etapas del proceso de cicatrizacion es la mosca de la fruta (D.
melanogaster). Sin embargo, es importante destacar que este modelo presenta la
desventaja de tener un sistema circulatorio abierto y carecer de vasos sanguineos,
por lo que esta limitado para el estudio del proceso inflamatorio en vertebrados,
aungue dicho proceso es considerado como una etapa independiente a la formacion
de la costra y la reepitelizacion (Clark et al., 1996). Ademas, en este insecto la
fuente del oxigeno es proporcionada por el sistema traqueal y no por las células
sanguineas (Meister, 2004).

Sin embargo, este modelo ha permitido la diseccidon genética in vivo de la fase

migratoria de los macréfagos y leucocitos en la respuesta inflamatoria. Esto es



clinicamente relevante ya que perturbaciones en dicha fase provocan falta de
afluencia de leucocitos al sitio de la herida en vertebrados, dando lugar a patologias
como el sindrome Wiskott Aldrich y la trombocitopenia (Redd et al., 2004; Stramer et
al., 2005). Aparte de la implicacion clinica anterior, el modelo de la migracion de los
hemocitos hacia el sitio de la herida en etapas embrionarias de D. melanogaster se
ha utilizado en estudios in vivo de la movilidad celular para conocer los genes que
regulan dicha migracion celular. De esta forma se ha podido estudiar la funcién de
proteinas que pertenecen a la familia de las GTPasas como Rho, Rac, y Cdc42

durante la migracion celular in vivo (Stramer et al., 2005).

Por otra parte, se ha descrito una gran convergencia evolutiva entre las enzimas que
forman las cascadas de coagulacién en la sangre y en la hemolinfa (Scherfer et al.,
2004; Minakhina y Steward, 2006; Meister, 2004). También se han descrito
similitudes en la morfologia y en la funcionalidad de los componentes celulares que
participan en la formacién de la costra (Jiravanichpaisal et al., 2006). Se sabe que al
menos parte del andamiaje molecular en el proceso de reepitelizacion es semejante
entre vertebrados y D. melanogaster. Por todo esto, D. melanogaster se ha
convertido en un modelo Util para estudiar la cicatrizacion de heridas. La siguiente

seccion resume lo que se conoce de este proceso en la mosca.

1.A.1- Formacion de la costra

La primera etapa que se da durante el proceso de cicatrizacion es la formacién de
un tapén en el sitio de la herida, que eventualmente se convertird en una costra. La
funcidn de este tapon es evitar la pérdida de los fluidos internos. Esto es de gran
importancia para mantener los procesos homeostaticos de los organismos. Para la
formacion de dicho tapén se requiere de un tipo celular especializado contenido en
la sangre en vertebrados y en la hemolinfa de invertebrados. De este modo, resulta
prioritario hacer una descripcion de los tipos celulares en la hemolinfa de D.
melanogaster, para poder establecer cuales de ellos participan en la formacién de la

costra durante el proceso de cicatrizacion.



1.A.1l.a- Componentes celulares de la hemolinfa

Uno de los componentes del sistema circulatorio de D. melanogaster es la
hemolinfa. Este fluido es analogo a la sangre de los vertebrados ya que comparten
algunas funciones. Una de ella es la distribucién de nutrientes a todos los tejidos y
colaborar en el mantenimiento de la homeostasis de los organismos.

La hemolinfa esta compuesta de un liquido incoloro (plasma) y células libres
conocidas como hemocitos. La facilidad con la que se obtiene la hemolinfa de larvas
de tercer estadio de D. melanogaster facilitd que en este estadio se realizaran las
primeras descripciones morfologicas e histolégicas de estos componentes celulares.
Se han caracterizado tres tipos celulares que componen la hemolinfa de D.
melanogaster como: lamelocitos, plasmatocitos y células cristal (Meister y Lagueux,
2003).

1.A.1.b-Lamelocitos

Este hemocito se ha descrito como el de mayor tamafio pues mide de 16 a 24
micras. Estas células se caracterizan por tener una forma aplanada y regular y rara
vez presentan extensiones membranales. No muestran inclusiones citoplasmaticas y
sus estructuras poliribosomales son numerosas en comparacion con su reticulo
endoplasmatico, que esta poco desarrollado (panel D de la figura 1). Los lamelocitos
no estan presentes en condiciones normales. Se presentan solo en el momento en
gue las larvas son parasitadas y son privativos de estos estadios. La funcién de tipo
celular es encapsular y neutralizar materiales extrafios y de gran tamafio, lo que
explica que estos hemocitos sean igualmente de gran tamafio. En el momento en
gue un patdgeno ingresa al interior de la larva los lamelocitos tienen la propiedad de
encapsularlo. Ya inmovilizados en el interior del lamelocito son recubiertos
progresivamente con melanina. Existen evidencias de que los patégenos no son
degradados. Los lamelocitos forman parte de los mecanismos de defensa contra

ataques de parasitos durante las etapas larvarias de D. melanogaster (Ribeiro y

Brehelin, 2006).



1.A.1.c-Plasmatocitos

Se ha determinado que estos hemocitos en D. melanogaster son diferentes tanto en
su tamafio como en su morfologia en comparacion con los plasmatocitos
observados en otras especies de otras ordenes de insectos, especialmente de los
lepidopteros (Jiravanichpaisal et al., 2006). Se ha reportado que la mayoria de los
hemocitos de la hemolinfa de organismos adultos de D. melanogaster son
plasmatocitos, los cuales tienen actividad fagocitica. Se menciona que existe un
aumento en el nimero de plasmatocitos durante la etapa de metamorfosis ya que es
necesario que se digieran los tejidos larvarios para formar las nuevas estructuras
adultas. Esto requiere de una gran actividad fagocitica de los plasmatocitos (Stramer
et al.,, 2005). Este tipo celular se caracteriza por tener un aparato de Golgi bien
desarrollado asi como un abundante reticulo endoplasmatico rugoso, ademas de un
namero alto de vesiculas pinociticas. Ensayos in vitro han mostrado que estos
hemocitos presentan lamelopodia y filopodia asi como un incremento en volumen

dependiente de su actividad fagocitica (paneles de E-F de la figura 1).

1.A.1.d-Células cristal

Las células cristal se encuentran en una proporcion menor al 5% del total de
hemocitos (Meister, 2004). Estas células miden entre 10.0 y 12.2 um, son de forma
regular, con un nucleo excéntrico e inclusiones citoplasmicas irregulares. Estas
inclusiones cristalinas en el citoplasma son las que le dan el nombre de células
cristal; dichas formaciones cristalinas nunca estan limitadas por una membrana y
estan compuestas de agregados de la enzima fenoloxidasa (Karlsson et al., 2004).
La liberacién de los componentes citoplasmaticos de las células cristal es critica
para la formacion de la costra ya que en ella estan contenidos componentes
enzimaticos, como la pro-fenoloxidasa y la fenoloxidasa. La funcién de esta enzima
es catalizar la dltima reaccién para la formacion de un polimero formado por
quinonas llamado melanina. La acumulacion de este polimero se evidencia por la
pigmentacion oscura en el sitio de la herida. A este proceso se le conoce como

melanizacion (Shrestha y Gateff, 1982; Lavine y Strand, 2002; Karlsson et al., 2004).



Funcidén

Melanizacién

Figura 1. Tipos celulares de la hemolinfa. En las imadgenes A-D se muestran
micrografias de un prohemocito (A) tomadas con el microscopio electrénico de
transmisién. Este linaje dara origen a los linajes celulares que constituyen a la
hemolinfa: B células cristal; C Plasmatocitos; D Lamelocitos. (Tomado y
modificado de Meister, 2004).

En las imagenes E-G se muestran células de la hemolinfa vistas con el
microscopio de contraste de fases, observadas a diferentes tiempos de
incubacion. Transcurrido 5 minutos se empiezan a disolver las inclusiones de
la célula cristal, a los 8 minutos se libera su contenido citoplasmético. Pla:
Plasmatocitos, cc: Células cristal (Tomado y modificado de Ribeiro y Brehelin,
2006). En este experimento, las condiciones del cultivo inducen un cambio
osma@tico, puesto que se observa un aumento en el volumen de los
plasmatocitos y es probable que las cc sean mas sensibles a esta variacion
osmotica, dando como resultado su lisis.

Una caracteristica notable de las células cristal de D. melanogaster es que son un
tipo celular fragil (Bidla et al., 2005). Se ha reportado que poco después de la
coleccion de la hemolinfa y en la ausencia de fijador estas células se lisan facilmente

liberando su contenido citoplasmatico (Ribeiro y Brehelin, 2006) (Figura 1, paneles
E-G).



TABLA 1. Mediciones del tamafio celular y nuclear de los diferentes
tipos de hemocitos de la hemolinfa de Drosophila melanogaster.*

TIPO DE HEMOCITOS TAMANO CELULAR TAMANO NUCLEAR
(m) (4m)
Lamelocitos 16.0 - 24.0 4.0 -5.0
Plasmatocitos 8.0 - 10.0 3.4-5.6
Células cristal 10.0 - 12.2 3.5-5.0
Prohemocitos 48-7.4 2.6 -4.5

*

Las mediciones fueron obtenidas de micrografias tomadas con
microscopia electrénica y corroboradas con mediciones hechas con
muestras tomadas con microscopia de contraste de fase. (Tomado vy
modificado de Shrestha y Gateff, 1982).

Se han descrito una serie de reacciones enzimaticas que participan en la etapa de

coagulacion y melanizacion de la costra, las cuales se describen a continuacion.

1.A.1.f- Procesos de coagulacion y melanizacion en D. melanogaster

Las heridas en D. melanogaster y en general en los insectos pueden provocar una
pérdida importante de la hemolinfa. Como consecuencia, si esta herida no es sellada
inmediatamente se pone en riesgo la supervivencia del organismo. Uno de los
mecanismos que evita la pérdida de hemolinfa en D. melanogaster es la
coagulacion. Los mecanismos celulares y moleculares que regulan este proceso no
son del todo claros. Ademas, estos varian durante la ontogenia del organismo. Se
han caracterizado por medio del analisis protedmico de la hemolinfa a 65 tipos
diferentes de proteinas presentes, de las cuales, por homologia, 11 participan en la
coagulacion (Karlsson et al., 2004). Una de las limitaciones de este estudio en
particular es que no se tomo en cuenta el proceso de coagulacion, pero describe la
homologia estructural y funcional de las proteinas identificadas. Un claro ejemplo de
lo anterior es la enzima fenoloxidasa (PO) que se expresa en las células cristal junto
con sus sustratos (Minakhina y Steward, 2006). Esta enzima es activada en el

momento en que se presenta una herida y ha sido caracterizada en diferentes



modelos de cicatrizacién en invertebrados. La funcidén de la fenoloxidasa es catalizar
la dltima reaccién enzimatica para la formacién de un polimero de quinonas llamado
melanina. La acumulacion de este polimero se evidencia por la pigmentacion oscura
en el sitio de la herida. A este proceso se le conoce como melanizacién y ocurre de
manera conjunta con el mecanismo de la coagulacion para asegurar el sellado de la
herida. La melanina también actla como desinfectante matando organismos

oportunistas, debido a su alta citotoxicidad (Sugumaran, 2002).

La melanizacion de la costra esta controlada por una cascada de proteasas de
serina que tiene como substrato final a una forma inactiva de la fenoloxidasa llamada
pro-fenoloxidasa. Esta pro-fenoloxidasa se activa por un ataque proteolitico y una
vez activada cataliza la oxidacién de fenoles para transformarlos en quinonas, que
se polimerizaran de forma no enzimatica para formar la melanina (Karlsson et al.,
2004).

Como se menciond anteriormente, se piensa que la melanizaciéon es un mecanismo
de sellado rapido del sitio de la herida. Lo anterior se corrobora con observaciones
de heridas hechas en mutantes para la fenoloxidasa. Los organismos mutantes
presentaron una pérdida mayor de hemolinfa y una baja tasa de supervivencia
(Ramet et al., 2002). A pesar de esto no es del todo claro cual es la relacion que
guardan las proteinas de la hemolinfa que participan en la coagulacion y los
mecanismos moleculares que se llevan a cabo durante la melanizacion (Meister y
Lagueux, 2003; Meister, 2004).



1.A.2- Reepitelizacion

El estudio de esta etapa del proceso de cicatrizacion es complicada en mamiferos,
ya que al igual que en la etapa de la formacion de la costra, hay un aumento en el
namero de estructuras que participan en el proceso. La piel de los mamiferos esta
constituida por varias capas epiteliales poli-estratificadas; en comparacién, el
tegumento de los invertebrados estd conformado de wun solo epitelio
monoestratificado simple. Este epitelio secreta los componentes estructurales de la
cuticula en la parte externa y la ldmina basal en la parte interna. A pesar de estas
diferencias, en el proceso de reepitelizacion se han caracterizado cambios
morfologicos similares en las células del borde de la herida.

En estos cambios morfologicos se ha observado la formacion de filamentos de
actina y la union de estos filamentos para dar lugar a un cable de actina. Estos
cables eventualmente se contraen para reducir la circunferencia de la herida
alargando las células del borde de la herida. Este cambio de forma se acompafa de
la formacion de filopodia, que son extensiones de la membrana celular en forma de
digitos con citoesqueleto de actina. A esta serie de cambios se le conoce como
“cierre de bolsa” y se ha descrito este proceso en heridas hechas en monocapas de
epitelios in vitro de la linea celular Caco-2gge.(collagen coated) derivada de
adenocarcinoma de colon humano (Bement et al., 1993) (Figura 2). También se ha
observado este fendmeno en heridas hechas en la cérnea de conejos y en
embriones de raton y de pollo, asi como en cultivos in vitro de fibroblastos y de
células de la linea MDCK (Madin-Darbin Canine Kidney) (Farooqui y Fenteany,
2005; Clark, 1999).



Figura 2. Imagenes de heridas comparadas con el cerrado dorsal.
En a se muestra una herida hecha en una monocapa de epitelio estomacal del tipo celular
CaCo-2zgg, €en la cual se puede observar la formacion tanto de cables de actina (flechas) como
la formacion de los laminopodia (cabezas de flecha). La tincion fue realizada con fluoresceina
acoplada a un anticuerpo anti-actina (verde). En b se muestra la extension de los filopodia en
una etapa final del cerrado dorsal en embriones de D. melanogaster. La técnica empleada para
este caso fue la expresion de una proteina fusion, GFP-o catenina para evidenciar las
estructuras formadas por actina. En ¢ se muestra la reparacion de una herida hecha en larvas
de tercer instar (L3) de D. melanogaster, también con una tincién especifica para actina en
donde se puede observar la formacion de los filopodia (flechas) en los bordes de la herida.
(Las imagenes fueron tomadas y modificadas de diferentes fuentes: a, Jacinto et al., 2001. b,
Martin-Blanco y Knust, 2001 y ¢, Martin y Parkhurst, 2004).

Las evidencias arrojadas por los estudios antes mencionados indican que la
formacion y contraccion del cable de actina y la formacién de filopodia es un proceso
altamente conservado filogenéticamente. Por lo tanto es posible postular que los
mecanismos moleculares que regulan dichos cambios estructurales deben ser
similares. Lo anterior se demostré explotando una de las ventajas de D.
melanogaster como modelo experimental: la facilidad para realizar experimentos
genéticos, ya que este modelo se ha utilizado ampliamente para caracterizar la
participacion de genes involucrados en procesos celulares o fisiolégicos. En
particular, en los 70s y 80s se utiliz6 también como modelo de cicatrizacion y
regeneracion de heridas hechas en regiones epiteliales que crecen en el interior de
la larva, a partir de las cuales se desarrollan los 6rganos de la mosca adulta,
denominados discos imagales. Estudios recientes de heridas hechas en discos
imagales han demostraron la participacion de genes de la via de cinasa de Jun en la

generacion de cambios en el citoesqueleto de las células del borde de los epitelios

dafiados del disco imagal durante la reepitelizacion (Bosch et al., 2005).

La reepitelizacion durante la cicatrizacion en la mosca se ha comparado con una

etapa del desarrollo embrionario de D. melanogaster conocida como cerrado dorsal



(Noselli,1998; Martin y Parkhurst, 2004). Esta comparacion se establecié debido a
gue en ambos procesos se han observado la formacion de los filopodia y cables de
actina. Los avances en el conocimiento de los componentes de las vias de
regulacion del cerrado dorsal ha permitido demostrar que exisiten estos
componentes homologos en los mecanismos moleculares que regulan el proceso de
cicatrizacion durante la reepitelizacion de heridas (Noselli, 1998). Ademas se sabe
que la via de la cinasa de Jun (JNK) y de TGF-f (via de dpp en D. melanogaster) se
requieren para ambos procesos. Esto ultimo es relevante ya que en mamiferos se ha
descrito que el TGF-B1 es la citocina con el espectro mas amplio de actividad
durante el proceso de cicatrizacion juntamente con la via también activan (Clark et
al., 1996). Aungue no se han descrito todos los componentes de las vias JNK y dpp,
estudios de la cicatrizacion han identificado componentes de estas vias en este
proceso (Noselli, 1998). Por ejemplo, ahora se sabe que la expresion de dpp en la
cicatrizacion y el cerrado dorsal depende de la activacion de JNK (Harden, 2002). El
cerrado dorsal se ha caracterizado en detalle, no asi la cicatrizacion de heridas.
Dado que el cerrado dorsal sirve como modelo de reepitelizacion, se describe
brevemente el proceso del cerrado dorsal en D. melanogaster y la via de la cinasa

de Jun.

1.A.2.a- Descripcion del cerrado dorsal

Se ha descrito la participacion de tres grupos celulares en el cerrado dorsal. Las
células que conforman la hilera mas dorsal del epitelio lateral del embrién conocidas
como células del borde, o "leading edge" (LE), las células del epitelio lateral y las
células de la amnioserosa. Estos grupos se movilizan en cuatro etapas para lograr el
cerrado dorsal. La fase de iniciacién ocurre justo al inicio de la retraccion de la banda

germinal y culmina con el inicio de la contraccion de las células de la amnioserosa.

Durante la segunda fase se da el alargamiento de las células del borde. Estas
células cambian de forma por la acumulacién de filamentos de actina, mismos que
se unen para formar cables de actina, con el fin de llevar a cabo una constriccion

apical por medio de un mecanismo de arrastre laminopodial; este rearreglo del



citoesqueleto y la contraccién de los cables de actina en las células del borde

provoca una elongacion de las células en su eje dorso ventral.

La tercera fase, conocida como cerrado en "zipper", consiste en la aproximacion de
las laminas epiteliales, a ambos lados del embridn, y el alineamiento correcto de las
células del "LE" de cada lado, mientras se inicia y lleva a cabo el alargamiento de las
células de todo el epitelio lateral (Figura 3).

La fase de terminacion se da con la integracion de las dos capas epiteliales en la
parte media del embrién por medio de uniones adherentes (Esquema 1). Harden
hizo una revisién de los mecanismos de sefializacion que dirigen los movimientos
durante el cerrado dorsal (Harden, 2002). Se ha demostrado que este proceso es

sefalizado por la via de la cinasa de Jun como ruta central.

ETAPA INICIAL
-

FIGURA 3. Micrografias tomadas
por microscopia confocal de las
etapas sucesivas del cerrado dorsal
en embriones de D. melanogaster.

Se muestran cuatro fases del cerrado
dorsal usando la expresion de una
proteina fusidon de GFP-a catenina. En
A la fase de iniciacion, en B el
estiramiento del epitelio, en C el
cerrado en "ziper" y en D la fase de
terminacion. La cabeza de flecha
sefiala las células de borde o LE,
"leading edge"; VE, ectodermo lateral y
AS, amnioserosa.

El tiempo total es de 2:30 hrs. a 22°c.
La flecha bidireccional sefala la parte
anterior A y la parte posterior P.
(Tomado y modificado de Martin vy

ETAPA FINAL

Tiempo total 2:30 hrs
e Parkhurst, 2004).




ESQUEMA 1. Esquema de rearreglos temporales del citoesqueleto de celulas de la hilera guia en
el cerrado dosal.

En A-C se ilustran filamentos de actina en verde, las uniones adherentes en azul y los nlcleos en rojos.

En A se muestra la etapa inicial.
En B se esquematiza la formacién de cables de actina en la parte apical de las células del borde al
inicio del cerrado dosal.

En C se muestra la reduccién de la circunferencia dada por la contraccion de los cables de actina,
asi como la redistribucion de las uniones adherentes.

Los asteriscos indican las células sufren apotosis y dejan de formar parte de la hilera guia (Tomado y
modificado de Martin y Parkhurst, 2004).

La participacion, en los procesos de cicatrizacion, de la via de la cinasa de Jun se ha
demostrado mediante la generacidon de heridas en larvas mutantes de dos
componentes de la via: msn (misshapen) y bsk (basket). Con estos trabajos se
pudieron discriminar dos eventos, al parecer independientes, en el proceso de

cicatrizacion en los que la activacion de la via de la cinasa de Jun es esencial:



a).- El proceso de reepitelizacion.
b).- EI cambio de forma de las células del borde de la herida (Galko y Krasnow,
2004).

El estudio de cicatrizacién de heridas hechas en adultos de D. melanogaster se ha
estudiado muy poco y en el Unico trabajo reportado se realizaron heridas en
condiciones de expresion ectépica de algunos de los componentes de la via de la
cinasa de Jun (Ramet et al., 2002). En dicho trabajo observaron una cicatrizacion
deficiente de heridas hechas en alelos hipomorfos del gen (kay) kayak el cual
codifica para el factor de transcripcion Dfos, lo que afecta la expresion de genes

blanco de la via JNK.

Por ello este trabajo estd encaminado a caracterizar a detalle el proceso de
cicatrizacion en adultos silvestres de D. melanogaster, identificado las diferentes

etapas que se dan durante la cicatrizacion:

A. La coagulacion
B. La melanizacion

C. La reepitelizacion

Y aunque estas etapas se sobrelapan parcialmente, es posible acotarlas, definiendo
las diferencias en cuanto a la temporalidad y a los cambios estructurales que se dan

en cada una de ellas.

Es importante definir estas etapas puesto que las alteraciones, ya sea en el tiempo o
en la morfologia, podrian ser una forma indirecta de evaluar los mecanismos
moleculares y las vias de sefalizacion que regulan el proceso de cicatrizacion en
adultos. Esto se podria investigar también realizando heridas en tejido mutante para
los componentes de la via JNK, y comparando los cambios morfolégicos y
temporales de cada una de las etapas que se dan durante el proceso de

cicatrizacion con experimentos en animales silvestres.



2- HIPOTESIS

El proceso de cicatrizacion de heridas hechas en el térax de individuos adultos de D.
melanogaster se puede dividir en diferentes etapas y es distinta a la que ocurre en
larvas y embriones.

3- OBJETIVOS GENERALES

e Caracterizar la morfologia del proceso de cicatrizacién en adultos silvestres de
D. melanogaster.

3.A- Objetivos Particulares

e Optimizar las técnicas histolégicas para analizar el proceso de cicatrizacion en

el térax adulto de D. melanogaster.

e Estudiar el curso temporal del proceso de cicatrizacion, observando los
cambios morfoldgicos en la cuticula y los tejidos subyacentes al tegumento del
torax de D. melanogaster.



4- MATERIAL Y METODOS

Las heridas fueron realizadas en organismos adultos silvestres de D. melanogaster
de la cepa Oregon y fueron cultivadas a 25 °C en un ciclo de 12 horas de oscuridad

por 12 horas de luz.

4 A- Realizaciéon de la herida toréacica

Las heridas se hicieron en zonas dorsales del térax en individuos previamente
anestesiados con una atmosfera enriquecida de CO, y asi anestesiados se
orientaron los animales, bajo el microscopio estereoscopico, en un soporte que tiene
un canal de 3.5 mm de largo por 0.6 mm de ancho dejando libre acceso a la zona
del térax dorsal. Con una aguja de tungsteno para microdiseccion de 0.15 mm de
diametro y 10 mm de largo (Fine Science Tools, modelo 26002-10), se hicieron
punciones a una profundidad aproximada de 100um en el dorso de cada animal y se
dejaron recuperar de 10 a 25 min. y en diferentes tiempos post-puncion se fijaron las
moscas en Bouin durante una hora. Para la realizacion del analisis histolégico de
material impregnado de parafina; se empled una solucion fijadora compuesta por
glutaraldehido al 2 % vy tetradéxido de osmio (0OsO,) al 1%, ambas disueltas en una
solucion amortiguadora a pH 7 de cacodilatos y porsteriormente se proceso para su

inclusién en resina.

4.B- Microscopia electrénica de barrido

Las moscas ya punzadas se anestesiaron con éter y se montaron en el soporte
metalico para microscopia de barrido. Se utilizo pintura conductora para asegurar el
contacto eléctrico entre la mosca y la base metélica. Se colocé entonces el soporte
con la muestra en la camara del microscopio electronico de barrido (Zeiss). Se hizo
vacio en la cdmara y se localiz6 el sitio de la herida y se tomaron micrografias a

diferentes aumentos.



4.C- Prueba de difusién de colorante fluorescente a través del sitio de la herida

Para la realizacibn de esta prueba se llevdé a cabo previamente un ensayo de
sobrevivencia de las moscas con el fin de determinar la letalidad del colorante. Este
resulté inocuo para los propdsitos del estudio ya que los organismos inyectados
sobrevivieron por mas de 5 horas posteriores a la microinyeccion del colorante.

Con el fin de determinar el momento en que el tapon bloguea por completo la salida
de la hemolinfa a través del sitio de la herida, se realizaron microinyecciones, en la
parte ventral del abdomen de moscas adultas, de una solucién al 1% de dextran
acoplado a rodamina diluido en PBS 1x. La parte ventral del abdomen de la mosca
es mucho mas blanda y facil de inyectar y no altera la zona de la herida en estudio.
Para asegurar que el colorante difundiera completamente en todo el hemocele de las
moscas, se realizd la microinyeccion de dextran-rodamina dos horas antes de
cumplir el tiempo de estudio excepto en los animales utilizados para el ensayo con
menos de una hora de realizada la puncion, los cuales se inyectaron
inmediatamente después de haberse realizado la herida, antes de ser observadas al
microscopio. Las observaciones se realizaron bajo un microscopio de fluorescencia
a una de longitud de onda entre 570 y 590 nm. En este ensayo se utilizaron

organismos a tres tiempos posteriores a la puncién: 0, 24 y 48 horas posteriores.



4.D- Andlisis externo de la formacién de la costra

Se realizaron punciones en el térax de moscas adultas de tipo silvestre y se
colocaron en un soporte montado en un portaobjetos, y se observaron al
microscopio optico con el objetivo de 10x. Se tomaron fotografias de la herida y se
regresaron las moscas al tubo de cultivo. Esta accion se repitié a diferentes horas de

recuperacion.

4.E- Histologia

Para el estudio de los cambios morfolégicos que se dan debajo de la cuticula
durante el proceso de cicatrizacién se emplearon técnicas histolégicas de dos tipos:

e Cortes histologicos de material embebido en parafina.

e Cortes histolégicos de material embebido en resina.

Ambas técnicas se describen a continuacion:



4.E.1- Histologia de tejidos embebidos en parafina

El material embebido en parafina se tifi6 con hematoxilina-eosina.

4.E.1.a- Fijacion del tejido

En experimentos preliminares se probaron dos tipos de fijadores a diferentes

tiempos, como se muestra en la siguiente tabla:

TABLA 2. Prueba de dos tipos de fijadores a diferentes tiempos.

FIJADOR TIEMPOS DE FIJACION
Bouin 1 hora* 6horas 8 horas 12 horas
Glutaraldehido al 4%/ 1 hora 6horas 8 horas 12 horas
en PBS

*Tratamiento de fijacion utilizado en los experimentos.

La composicion del fijador Bouin es: 20% formaldehido, 5% &cido acético y 75%
acido picrico (Electron Microscopy Sciences). El glutaraldehido (Fluka) se tomé de
una solucién a 25% y se hizo una dilucién con una solucién amortiguadora de buffer
de fosfatos (PBS), a una concentracion final de 4%. Se realizaron cinco pruebas de
fijacion para los dos tipos de fijadores a los diferentes tiempos indicados en la tabla
2. El tratamiento seleccionado para los experimentos fue el Bouin a 1 hora de
fijacion. Si se aumenta el tiempo de exposicion de las muestras en este fijador el
tejido se endurece y se dificulta la realizacion de los cortes. Las muestras tratadas
con glutaraldehido al 4% presentaron una buena preservacion de los tejidos
internos, fibras musculares y estructuras del sistema digestivo, pero una baja
preservacion de los elementos del sistema tegumentario. En los cortes histolégicos
de tejido fijado con glutaraldehido se observo la ruptura continua de la cuticula, lo
que dificultaba la localizacion de la zona de la herida (datos no mostrados).



4.E.1.b- Inclusién de tejido en parafina

Después de la fijacion, se separaron las cabezas de las moscas del resto del cuerpo
y se transfirieron éstos a cartuchos de inclusion. Se colocaron en una solucion de
etanol al 70% en una unidad de procesamiento automatizado (Leica TP 1020 Tissue
Processor) y se deshidrataron con un programa de 1 hora para cada paso,
terminando con cera de inclusién. La deshidratacién consisti6 en sumergir a las
muestras en bafios de concentracion crecientes de etanol, pasando dos veces por
cada solucion de alcohol. Las diluciones de alcohdlicas utilizadas fueron al 70%,
80%, 90% y alcohol absoluto. Terminando el tratamiento de deshidratacion se
aclararon las muestras en dos bafios de xilol al 100%. Por ultimo se colocaron las
muestras en parafina fundida a 60°C. Terminado el programa de deshidratacion se
embebieron en la estacion de inclusién (Leica) con parafina. En este punto se
orientaron los cuerpos en posicion vertical, con la parte anterior hacia el fondo de la
capsula de inclusion. Se enfriaron los bloques a una temperatura de -6 °C y se
retiraron de las capsulas de inclusion. Los bloques se montaron y se alinearon para
hacer los cortes en el microtomo (Leica) a un grosor de 5 um. Se utilizaron navajas
desechables (Leica). Los cortes se transfirieron entonces a un bafio de flotacién a
50°C en una solucion diluida de grenetina. De éste Ultimo se tomaron los cortes en
portaobjetos de 76 x 26 mm, los cuales habian sido tratados previamente con una
mezcla de albumina y glicerol 1:1, tratamiento que mejora la adhesion de los cortes.
Estos se desparafinaron en una incubadora a 60 °C. Los residuos de parafina se
removieron con xilol, como parte de la fase inicial del tren de tincidbn para
hematoxilina eosina (H/E) (Bancroft et al., 1996). Después de la tincion los cortes se
montaron en un portaobejtos con Permount y se cubrieron con una laminilla

cubreobjetos.



4.E.2- Histologia de tejidos embebidos en resina

Para esta técnica se disecO el torax del resto de la mosca y se trasfirid6 a una
solucion Ringer. Después se sustituyo el Ringer por una solucion fijadora de
glutaraldehido al 2 % y tetraéxido de osmio (0OsO,) al 1%, ambas disueltas en una
solucion amortiguadora de cacodilatos al 0.1M, pH 7.0. El tiempo de fijacion fue de
30 minutos. Los tejidos fueron fijados después en solucién de OsO, al 2 % disuelta
en la misma solucion amortiguadora de cacodilatos durante 2 horas. Estas fijaciones
se realizaron en hielo. Transcurrido este tiempo se procedié a la deshidratacion del
tejido. La secuencia de deshidratacion se realiz6 en un equipo automatizado (Leica
EMTP) empezando con una soluciéon de acetona al 30 % hasta llegar a una solucién
de acetona absoluta; el tiempo de deshidratacion en cada paso fue de 5 minutos,
excepto los dos pasos finales de acetona 100%, de 10 minutos cada uno. Las
diluciones de acetonas utilizadas fueron 30%, 50%, 70%, 90%, 96% y 100%. Al
término de la deshidratacion se transfirieron las muestras a una solucién compuesta
por medio de inclusién (Spurr), la cual es una resina compuesta por 7.5g de dioxido
de vinilciclohexano, 19.5 g de nonenil succinico anhidro, 3.75 g de propilengliol
diglicil éter y 0.3 g de dimetilaminoetanol. Esta resina se diluyd con acetona absoluta
en una proporcion 1:1. Las muestras se dejaron en esta solucién por
aproximadamente 13 horas. Posteriormente se cambiaron a Spurr 100% por cuatro
horas, y finalmente se transfirieron los tejidos a los moldes de inclusion y se
rellenaron con medio de inclusion Spurr y se dejaron solidificar en el horno a 65 °C

por un periodo de 18-70 horas.

Para la realizacion de cortes semifinos, los bloques se montaron en un microtomo
(Leica RM2265) y se hicieron cortes con un grosor de 1000 6 1500 nanémetros.
Para este procedimiento se utilizaron cuchillas de vidrio. Los cortes obtenidos se
colocaron en un portaobjetos y fueron tefiidos con azul de metileno, montados en
Permount y cubiertos con una laminilla cubreobjetos. Las observaciones de estos
cortes se realizaron en el microscopio Optico, al igual que los cortes de tejidos

embebidos en parafina.



4. F- Andlisis de cortes

Las preparaciones se observaron bajo el microscopio 6ptico (Nikon) a diferentes
aumentos (40x-inmersion en aceite y 60x). En un primer analisis se seleccionaron
los cortes que presentaron una cuticula integra en las preparaciones histologicas. En
una segunda revisibn se seleccionaron los cortes que presentaban heridas y
cicatrizacion. Los cortes seleccionados fueron observados a mayor aumento (con
obejetivos 60x y 100x). Se digitalizaron imagenes de cortes que presentaron
cicatrizacion con una camara (Roper Scientific) y las imagenes fueron capturadas
con un programa de digitalizacion de imagenes (IP LAB). Las imagenes capturadas
fueron ajustadas a un tamafio uniforme. Sin perder la proporcién original se hicieron
ajustes de contraste para realzar la nitidéz de la zona de interés y ademas se
adicionaron elementos de referencia como: cabezas de flechas, lineas punteadas,

etc. (Photoshop).



5.-RESULTADOS

5.A.-Cambios morfolégicos en la parte externa de heridas

La primera etapa del analisis del proceso de cicatrizacibn en adultos de D.
melanogaster, consistié en la observacién bajo el microscopio electrénico de barrido
de cambios morfolégicos de la parte externa del tapon que bloquea la salida de
hemolinfa en el sitio de la herida. Para este estudio se utilizaron animales silvestres

de la linea Oregon en dos grupos:

A. Moscas adultas fijadas a tiempos menores a una hora
de haberse realizado la puncién en el térax (paneles a-c de la figura 4)
B. Moscas adultas fijadas a tiempos mayores o iguales a 24 horas

posteriores a la puncién en el térax (paneles d-f de la figura 4)

Los paneles a y d de la figura 4 son micrografias tomadas con el microscopio
electrénico de barrido de la zona del térax a un aumento de 100x. La zona en donde

se realizo la puncién se indica con el recuadro rojo.

A mayor aumento de la zona de la herida fue posible analizar a detalle los cambios
morfologicos de las costras en las dos condiciones antes descritas; imagenes b-c y
e-f de la figura 4. La costra formada a menos de una hora de la puncion adquiere
una forma con superficie lisa (imagenes b y ¢ de la Figura 4), mientras que la costra
a 24 horas tiene superficie rugosa (imagenes e y f). Después se analizaron los

cambios internos en el proceso de cicatrizacion.



Figura 4. Apariencia externa de la costra

Imégenes tomadas con el microscopio electronico de barrido. Los recuadros rojos en a y d indican la zona donde se
realiz6 la puncién. Las imagenes de la columna izquierda corresponden a heridas a 0 horas de recuperacion, mientras
que las imagenes de la derecha corresponden a heridas a 24 horas de recuperacion. La amplificacién de los recuadros va
en aumento de arriba hacia abajo. La amplificacion en ay d es de 100x, b y e de 350x, en c y f de 800x.

Con la obtencion de estas imagenes se pudieron contrastar los diferencias en la apariencia externa de la costra a 0 hrs.
con respecto a la de 24 hrs. de recuperacion. Esta Ultima adquiere una superficie mas rugosa, en comparacion con la
costra a 0 hrs. de recuperacion (Paneles b y e).



5.B.-Prueba de difusién de colorante fluorescente al sitio de la herida

En este ensayo se utilizaron animales adultos silvestres de la cepa Oregon, en tres

grupos experimentales:

A. Moscas adultas estudiadas antes de tener una hora de haberse
realizado la puncion en el térax (paneles a-d de la Figura 5)

B. Moscas adultas a 24 horas de haberse realizado la puncion
en el térax (paneles e-h de la Figura 5)

C. Moscas adultas a 48 horas posteriores a la puncién en
el torax (paneles i-l de la Figura 5)

Los animales utilizados en este ensayo fueron microinyectados con dextran
acoplado a rodamina y observadas al microscopio de flourecencia. En las heridas
estudiadas a menos de una hora de realizada la puncion, se observé acumulacion
del compuesto fluorescente en el sitio de la herida. Se observé una perdida de la
sefal fluorescente en el sitio de la herida a tiempos mas posteriores a la puncion.
(paneles a-i de la figura 5). Esta perdida de sefal fluorescente es probable que esté
relacionada con la acumulaciéon de pigmento en el sitio de la herida (paneles g y k de
la Figura 5).
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Figura 5. Bloqueo de la herida por componentes de la hemolinfa.

Las fotografias b, d, f, h, j y | se realizaron exponiendo a las muestras a luz fluorescente para observar la
localizacion del colorante. Se localiz6 el sitio de la herida en las mismas muestras (recuadros negros de
las imagenes a, c, e, g, i y k) con luz transmitida. Las dos columnas de la izquierda corresponden a las
amplificaciones a 200x, tomadas con fluorescencia y luz transmitida, respectivamente. Las zonas
amplificadas se marcan en las imagenes de la derecha, las cuales fueron tomadas a una amplificacion de
20x.

En la figura 5 se analizaron los procesos de coagulaciéon a 1, 24 y 48 horas de recuperacion. Se inyecto
dextran-rodamina en la parte ventral de las moscas dejando que los organismos se estabilizaran después
de este procedimiento. Se observé la acumulacion de sefial fluorescente en la herida. A 48 hrs.
posteriores a la puncion, el dextran -rodamina no esta ya acumulado de la costra (Panel I). En cambio, a 0
y 24 hrs. se observé acumulacion del dextran-rodamina debajo de la costra (Paneles d y h) lo que
demuestra la continuidad del espacio subyacente a la costra con la hemolinfa. Nétese la pigmentacion
creciente de la costra a 24 y 48 horas. La barra de escala en k es de 50 um y en j es de 100 pum.



5.C.-Estudio temporal del proceso de cicatrizacién en heridas realizadas en el
torax de organismos adultos de D. melanogaster

En este estudio se observaron los cambios de coloracion de la herida en moscas
adultas silvestres de la cepa Oregon (en el panel a de la Figura 6 se indica con la
linea punteada en rojo la extensién de la costra y con la flecha roja el sitio en donde
se realiz6 la herida). Se observé un oscurecimiento progresivo en la zona de la
herida a partir de las 12 horas de haber realizado la puncion (paneles a-e de la
Figura 6). Después de las 24 horas no aumenta la pigmentacion; es decir, los
cambios se dan en las primeras 24 horas (paneles f-j de la Figura 6). El area
estudiada estd indicada con las lineas puntadas en azul en los paneles a 'y j de la
Figura 6.

La segunda fase de nuestra investigacion se enfocé en determinar cuales eran los
cambios morfolégicos en la parte interna de la zona dafiada, y si se podran

correlacionar con cambios observados en la parte externa de la herida.
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Figura 6. Estudio temporal del proceso de pigmentacion de heridas realizadas
en el térax de organismos adultos de D. melanogaster.

Se muestra el aspecto exterior del sitio de una herida realizada en el térax de un
organismo adulto de tipo silvestre. Las imagenes fueron tomadas a diferentes
tiempos de cicatrizacion de 0 a 168 horas posteriores a la puncion, con un objetivo
de 20x (paneles a-j). En este estudio progresivo se pudieron observar cambios en
la consolidacion de la costra (linea punteada azul, paneles a y j) y la melanizacion
progresiva de la costra (linea punteada roja, paneles a y j). La flecha roja indica el
sitio en donde se realiz6é la puncion (paneles a y j). Cabe notar que existe una
reduccion en el tamafio del area total de la costra, conforme aumenta el tiempo de
cicatrizacion. En j la barra de escala es de 100 pum.



5.D.-Cambios morfoldgicos en la parte interna de la zona dafiada

Para estudiar la morfologia se hicieron cortes transversales de térax de moscas
adultas silvestres de la cepa Oregon. Los intervalos de tiempo en que se realiz6 este
estudio morfologico fue menos de una hora de cicatrizacion y de 24 horas
posteriores a la realizacion de la herida.

En la Figura 7 se muestran los resultados del analisis histolégico de cortes en
parafina de heridas realizadas en el térax de organismos adultos de D.
melanogaster, inmediatamente después de realizada la punciéon. En la Figura 8 se
muestran los resultados del andlisis histolégico de cortes en parafina de heridas
realizadas en el torax de organismos adultos de D. melanogaster, a 24 horas de
haberse realizado la puncion.

Se utilizé la tincion de hematoxilina-eosina para identificar estructuras del sistema
tegumentario de D. melanogaster. Se detectaron las zonas en donde se realizé la

puncion usando tres caracteristicas morfolégicas distintivas:

A. La interrupcion de la continuidad de la cuticula en el sitio donde se realizo la
puncién

B. La formacion de un tapon 06 costra en el sitio de la herida (indicadas con las
lineas punteada en azul de los paneles a de las Figuras 7 y 8)

C. Alteraciones en el arreglo de las fibras musculares subyacentes a la zona de

la heridas (paneles a'y b de la Figura 7)

Se observo un cambio en la coloracion de las costras en las heridas a 24 horas
posteriores a la puncion (paneles a-f de la Figura 8), en comparacion con el tapon
formado en heridas realizadas inmediatamente después de la puncion, las cuales
carecen de pigmentacion (paneles a-f de la Figura 7). Otro cambio destacable son
los arreglos de las fibras musculares las cuales tiene una apariencia mas
desorganizada en heridas realizadas inmediatamente después de la puncion en
comparacion con las fibras musculares de heridas a 24 horas posteriores a la

puncion.



Figura 7. Anélisis histolégico de cortes en parafina de heridas realizadas en el
torax de organismos adultos de D. melanogaster, inmediatamente después de
la puncion.

En esta figura se muestran micrografias de cortes transversales seriados del torax
de un organismo adulto, tefiido con hematoxilina/eosina (H/E). Las micrografias
fueron tomadas con el objetivo de 60 x (a-f). En el panel a se indica el sitio en donde
se realiz6 la puncién (flecha). La linea punteada azul denota la formacién de un
tapon en la parte externa en el sitio de la herida. Se puede ver la discontinuidad de
la cuticula (c) y una seccion de una queta (q). En la parte interna se puede observar
la disrupcién de fibras musculares (m), tanto en el panel a como en el b. En este
ultimo se observa lo que podria ser un adipocito (a). Cabe remarcar que la costra
carece de pigmentacion, lo que indica que no se ha melanizado. La barra de escala
en el panel f es de 20 um.



Figura 8. Analisis histolégico de cortes en parafina de heridas realizadas en el
torax de organismos adultos de D. melanogaster, a 24 horas de recuperacion.

En esta figura se muestran micrografias de cortes transversales seriados del torax de
organismos adultos, teflidos con hematoxilina/eosina (H/E). Las micrografias fueron
tomadas con el obejtivo de 60x (a-f). En el panel a, se indica con la linea punteada azul
la formacién de la costra en el sitio de la herida (flecha). Se puede ver la discontinuidad
de la cuticula (c), asi como una seccién de una queta (g), paneles d y e. En la parte
interna se pueden observar fibras musculares (m) marcadas en los panelesay b. En b
se observa posible tejido adiposo (a). Notese el oscurecimiento de la costra (paneles c 'y
f) en comparacion al tapon formado inmediantamente después de la puncion (paneles ¢
y f de la figura 7). Esto indica que a las 24 horas de recuperacion ya existe un proceso
de melanizacién. La barra de escala en el panel f es de 20 um.



Para hacer mas robusta nuestra investigaciéon y obtener mas informacion de los
cambios morfolégicos que se suceden durante el proceso de cicatrizacion
realizamos cortes semifinos de material embebido en resina. Los resultados de este
analisis se muestran en las Figuras 9, 10 y 11. Para la realizacién de esta técnica se
emplean otros fijadores, que preservan mucho mejor el tejido y permiten examinar
con mas detalle las estructuras. Esta técnica nos dio la posibilidad de observaciones
con mayor definicion, ademas de obtener cortes seriados de mucho menor grosor, lo
que permiti6 obtener mayor numero de preparaciones y rastrear los cambios

morfologicos de toda el area en donde realizo6 la puncién.

Identificamos una banda de pigmentacion localizada en la interfase subyacente a la
costra a 24 horas de haberse realizado la puncién. Esta banda se indica con unas
llaves en los paneles 3, 8 y 13 de la Figura 10. Esta banda no se observé en las

moscas con menos de una hora de haber sido heridas (Figura 9).

Las imagenes de la Figura 11 muestran los resultados del andlisis histolégico de la
herida mostrada en la Figura 6. En las imagenes se identificaron las bandas de
pigmentacion descritas en la Figura 10. La formacidén de estas bandas es probable

que se deba a la acumulacién progresiva de melanina.






Figura 9. Analisis histologico de material embebido en resina. Heridas
realizadas en el térax de organismos adultos de Drosophila melanogaster a O
horas de recuperacion.

El panel A es una vista externa de la herida, tomada con el objetivo de 20x; cada
linea roja indica un nivel del corte presentado abajo en la figura. Los paneles 1 a 15
son micrografias de cortes de una micra de espesor tomadas con el objetivo 60x. La
numeracion corresponde a la seriacion con que fueron colectados los cortes,
indicado en el panel A. En la figura se pueden identificar las diferentes estructuras
gue conforman a los sistemas tegumentarios de D. melanogaster, como lo son
guetas (q), masculos (m) y cuticula (c), indicados en el panel 3. En el panel 12 se
indica con una flecha una posible acumulacion de tejido adiposo. Esta serie de
imagenes nos permiten ver un aumento progresivo de la zona de la herida, asi como
el inicio y el fin del tapdn. Se observa en el interior del tapdn estructuras granulares
(g) marcadas en el panel 4; comparar con las Figuras 6 y 7. La barra de escala en el
panel A es de 100 um y en el panel 15 es de 20 um.






Figura 10. Andlisis histolégico de material embebido en resina.

En esta figura se muestran micrografias de vistas externas de la herida con menos
de una hora de cicatrizacion (panel A) y de la misma herida a 24 horas posteriores a
la puncion (panel B). Ambas micrografias fueron tomadas con el objetivo de 20x. La
linea punteada azul indica la zona de la herida. Se observa un aumento en la
pigmentacion de la zona de la costra en el panel B. En este panel las lineas rojas
indican los niveles de corte.

Los paneles 1 a 15 son micrografias de cortes transversales seriados del torax de
una micra de espesor teflidos con azul de toluidina tomadas con el objetivo de 60x.
La numeracion de los paneles 1-15 corresponde a la seriacion en que fueron
colectados los cortes. En el panel 4 se pueden identificar las diferentes estructuras
que conforman a los sistemas tegumentarios de D. melanogaster, como quetas (q),
musculos (m), y cuticula (c). En las imagenes de los paneles 7 y 8 se observaron
extensiones de fibras musculares localizadas en el sitio de la herida (flecha).

Esta serie de imagenes demuestran que existen cambios en la coloracién, asi como
en la forma del tapon localizado en la parte externa del sitio de la herida, a 24 horas
posteriores a la puncion, en comparacion con las imagenes de la figura 9. Dichos
cambios de coloracién también son evidentes en las imagenes de la vista externa de
la herida (paneles Ay B). Es probable que esta acumulacion progresiva de pigmento
sea el resultado de un proceso de melanizacién. Ademas, como se observa en las
micrografias de los cortes de los paneles 3, 8 y 13, esta acumulacién de pigmento
estd localizada en la parte basal de la costra formando una banda oscura,
probablemente como resultado de un proceso de melanizacion (localizadas con
corchetes en las micrografias). La barra de escala en el panel A es de 100 um (para
los paneles A y B) y para los paneles 1-15 la barra es de 20 um y esta en el panel
15.



~ Figura 11. Andlisis
histolégico de cortes de
muestras embebidas en
resina de heridas
realizadas en el térax de
organismos adultos de D.
melanogaster a 168 horas
de recuperacion.

La imagen del panel A
corresponde a la imagen del
panel j de la figura 6,
| tomadas con el objetivo de
20x; las lineas rojas indican
el nivel de corte. El area total
de la costra se muestra con
la linea punteada azul y la
acumulacion de pigmento a
lo largo del sitio de herida
con la linea punteada roja.
Los paneles 1, 2 y 3 son
micrografias  de  cortes
transversales tefiidos con
azul de toluidina y tomadas
con el objetivo de 60x.
Seccion de quetas (q), fibras
~ musculares (m).

En el panel 1 se puede identificar el inicio del sitio de la herida, por la pérdida
de la continuidad de la cuticula (¢) y una zona melanizada en la parte interna de
la herida (flecha roja). En el corte del panel 2 se observa una mayor extension
de la zona de la herida; cabe resaltar que dicha zona se encuentra altamente
melanizada. En este tipo de cortes es dificil localizar el epitelio subyacente a la
cuticula. En la micrografia del panel 3 se muestra la parte final de la zona de la
herida.

La barra de escala en el panel A es de 100 um y para los paneles 1-3 es de 20
um, indicado en el panel 3.



6. DISCUSION

6.A- Cambios en la parte externa durante la cicatrizacién de heridas de adultos
de D. melanogaster

Con la obtencion de las imagenes de la figura 4 se pudieron constatar las diferencias
en la apariencia externa de la costra en los animales con menos de una hora de
haber sido dafiadas con respecto a los animales a 24 horas posteriores a la puncién.
Si comparamos las imagenes de los paneles b y e, se observa que el tapén tiene
una apariencia lisa en comparacion con la costra. Este estudio se realizd por
duplicado para cada tiempo de recuperacion. Este cambio de apariencia debe estar
relacionado con cambios internos y la interperizacion de la misma. Estudiamos
después la continuidad entre la hemolinfa y el tapon y costra. Es evidente que existe
un intercambio entre la hemolinfa y la costra en las primeras horas de haberse
realizado la herida. Después de la puncion se forma un tapon de apariencia cristalina
y la parte interna de la herida carece de pigmentacion.

Para establecer en que momento se interrumpe este intercambio se realiz6 una
prueba de difusion. Antes de analizar como difundia la solucion inyectada hacia la
zona de la herida, se hicieron pruebas de sobrevivencia para determinar la toxicidad
de la solucién de dextran-rodamina inyectada. Se observé que si esta solucion se
inyectaba 2 horas antes del ensayo, no causaba letalidad y permitia que el colorante
se difundiera por todo el cuerpo de la mosca.

Aunque se observlo una acumulacién de la sefal fluorescente en las heridas a 0
horas de haberse realizado la puncion (panel d de la Figura 5), no es comparable
con los estudios a tiempos posteriores, ya que el tiempo en el que se inyecté el
colorante, difiere de los ensayos realizados para heridas a 24 y 48 horas posteriores
a la puncion, en donde se observa una perdida de sefial a medida que el tiempo de

estudio aumenta (paneles d y | de la Figura 5).



A 24 horas de realizada la puncién se observo acumulacién de sefial en la herida, y
aunque no se cuantifico la emision de luz fluorescente (panel h de la Figura 5). En
cambio a 48 horas no se observé una sefal fluorescente (panel | de la Figura 5),
demostrando que el intercambio de fluido queda interrumpido. A pesar de la
pigmentaciéon a 24 y 48 hrs. (que tedricamente debe de reducir la sefal), se
observan diferencias entre 24 y 48 hrs. (ver mas adelante). Entre 24 y 48 hrs no

parece haber un aumento significativo de la melanizacion.

La presencia de pigmento en el sitio de la herida esta relacionada con la capacidad
de bloqueo de la costra. Por eso, nosotros determinamos el momento en que se
presenta dicha pigmentacién. Realizamos un estudio detallado de los cambios de
pigmentacion en el sitio de la herida a lo largo del tiempo. Los resultados de estos
cambios se pueden ver en la Figura 6. De estas observaciones de este estudio
resalta el incremento gradual en la pigmentacion en el sitio de la herida de 0 a 24
horas de haberse realizado la puncién (paneles a-f de la Figura 6). Después de 24
hrs. el grado de pigmentacion permanece constante (paneles g-j de la Figura 6).

Existen evidencias en la literatura de que la pigmentacion en el sitio de la herida es
resultado de la melanizacion. Estudios in vitro de hemolinfa han demostrado que
fibras de melanina forman agregados que se compactan a medida que aumenta la
polimerizacion de ésta. A este proceso de compactacion se le conoce como
melanizacion (Bidla et al., 2005). Estas observaciones nos permitieron determinar la

ventana temporal para realizar el analisis histolégico a 0 y 24 horas de cicatrizacion.



6.B- Estudio histologico del proceso de cicatrizacion en adultos de
D. melanogaster

Se utilizaron diferentes técnicas histolégicas para estudiar los cambios morfolégicos
en las estructuras internas en el sitio de la herida a 0 y 24 horas posteriores a la
puncion. Una de las técnicas utilizadas fueron cortes de material embebido en
parafina; los resultados se discuten en la seccion 6.B.1. La otra técnica empleada
para este proposito fue el andlisis de cortes de muestras embebidas en resina; los

resultados de estas observaciones se discuten en la seccion 6.B.2

6.B.1- Estudios en cortes histoldégicos de material embebido en parafina.

Se observé una marcada acumulacion de pigmentacion en los cortes (Figura 8)
realizados a 24 horas de recuperacion de la herida (paneles b, ¢ y f), en
comparacion con los cortes realizados a 0 horas de recuperacion (Figura 7). En la
Figura 7 se puede observar la formacién de un tapén de apariencia cristalina en la
parte externa de la herida. La diferencia de pigmentacién entre los cortes con 0y 24
horas es congruente con el analisis de los cambios en la parte exterior de la herida
mostrados en la figura 6. La pigmentacion esta limitada al sitio de la herida, acotada
a sus bordes (panel c de la Figura 8).

Esta acumulacion de pigmento es debida a la actividad enzimatica de la
fenoloxidasa que da como resultado la produccién de melanina. En el presente
trabajo no se utilizé ninguna técnica bioquimica o histoquimica para determinar la
actividad de esta enzima, pero el producto de la misma es evidente en el material
examinado. Datos no mostrados realizando observaciones con intervalos de una

hora entre 0 y 24 horas, corroboran estos resultados.



Se ha reportado una formacion defectuosa de la costra en heridas de mutantes de la
fenoloxidasa, pero no existe en la literatura un trabajo histoldégico contundente que
demuestre este defecto (Galko y Krasnow, 2004). Por esto, este trabajo es un
precedente para futuras correlaciones entre los procesos de melanizacion,
coagulacion y cicatrizacion de heridas. A este nivel de resolucidon no se detectaron
cambios estructurales ni formacion de nuevo tejido muscular en ninguno de los dos
tiempos de recuperacion analizados. Sin embargo, se observé la probable aparicion
de tejido adiposo. Este tipo de tejido se caracteriza por tener gran ndmero de
vacuolas y presentar un citoplasma y nudcleo restringidos a una pequefia area. La
mayoria del espacio celular esta ocupado por grandes gotas de grasa. Su estructura
histolégica es poligonal y alargada (Demerec, 1950). Para corroborar que se trata de
este tipo de tejido habria que realizar una tincion especifica (paneles b y b de las

Figuras 7 y 8).

6.B.2- Estudios en cortes histolégicos en resina.

En la imagen de la Figura 9, panel A se muestra una vista externa de una herida
hecha a cero horas de recuperacion. En ella las lineas rojas indican la zona en la
gue se realizo el corte, de tal forma que la linea marcada con el numero 1 es la parte
mas anterior de la herida y la linea con el numero 15 indica la parte mas posterior.
Este tipo de analisis seriado nos permitié tener un punto de referencia mas preciso y
poder seguir los cambios morfoldgicos en la parte interna del sitio de la herida a todo
lo largo de la misma. Como se puede apreciar en los paneles del 1 al 15 el estudio
va de extremo a extremo de la herida dado que en esos cortes se puede ver que hay

discontinuidad en la cuticula, y presentan parte de la costra en la parte externa.

Si se observan los paneles 3 a 14 de esta figura se percibe un aumento y reduccion
progresivos del area dafiada. Este mismo tipo de andlisis lo realizamos en heridas
con 24 horas de recuperacion (Figura 10). Primero se obtuvieron vistas externas de

la herida a 0 horas y 24 horas de recuperacion (paneles Ay B de la Figura 10).



Si comparamos los resultados obtenidos en la Figura 9 contra las imagenes de la
figura 10, se puede observar un aumento en la pigmentacion en el sitio de la herida
a 24 horas de recuperacién en comparacion con las muestras a 0 horas de

recuperacion.

Los resultados obtenidos con las dos técnicas histolégicas indican que se pueden
identificar en ambas claramente los cambios ocurridos en la zona en donde se
realizé la herida. En ambos casos se puede identificar la interrupcién de la cuticula,
asi como la formacion de una protuberancia (costra o tapon) en la parte externa del

sitio de la herida, y una alteracién de los tejidos musculares subyacentes.

Por otra parte se encontraron diferencias morfolégicas durante el transcurso de la
cicatrizacion. Algunos autores han identificado la formacion de un tapdén blando en
larvas en las primeras horas de la cicatrizacion. Este se va oscureciendo
progresivamente; es decir, se melaniza (Galko y Krasnow, 2004). Nosotros hemos
corroborado este proceso de melanizacion en heridas realizadas en organismos

adultos de D. melanogaster.

Es necesario realizar observaciones con el microscopio electrénico, pues es
probable que las formaciones granulares observadas en la costra correspondan a
restos de células cristal que han liberado su contenido citoplasmico. Esto se ha
observado en cultivo. A medida que trascurre el tiempo estas células probablemente

se lisan y desaparecen de las costras con melanizacion avanzada.

Con este método histologico se observaron extensiones de las fibras musculares
indicadas con flechas en los paneles 3y 7 de la Figura 10. Dichas extensiones solo
se observaron a 24 horas de recuperacion de la herida. Estas estructuras no fueron
identificadas en los cortes de material embebido en parafina, probablemente por el
hecho de que el grosor de los cortes de las muestras embebidas en parafina es

mucho mayor y el conjunto de fibras oculta la observacion de estas extensiones.

El epitelio que subyace a la parte interna de la cuticula no se pudo observar con esta
técnica histoldgica; por consiguiente no podemos afirmar, hasta el momento, que la

etapa de reepitelizacion ocurre en organismos adultos. Un hecho claro es que si



comparamos esta etapa con la reepitelizacion descrita en heridas realizadas en
larvas de tercer estadio encontramos diferencias tanto en su aspecto morfoldgico
como en la temporalidad, ya que la reepitelizacion en larvas ocurre a las 60 horas de
haberse realizado la lesion y es total, asi como la regeneracion completa de todos
los componentes tegumentarios (Galko y Krasnow, 2004). Sin embargo, en nuestro
estudio, a las 168 horas no se observaron cambios como los descritos en larvas
(Figura 11). Esencialmente, la cicatriz es semejante a las examinadas a 24 horas de
recuperacion. Esto sugiere la posibilidad de que la reepitelizacion no ocurre en

adultos, a diferencia de la cicatrizacion observada en larvas y embriones.



6.C- Modelo del proceso de cicatrizacion en adultos de D. melanogaster.

A continuacién proponemos un modelo que describe las etapas mas evidentes
observadas durante el proceso de cicatrizacion de heridas en adultos de D.

melanogaster:

¢ Recién hecha la puncion se rompe la continuidad de la cuticula, paneles Ay B
del esquema 2.

¢ Salida de la hemolinfa y formacion de un tapon blando en el sitio de la herida.
La apariencia del tapon es cristalina y con inclusiones granulosas
(probablemente células cristal y plasmatocitos; Panel C del esquema 2). Este
tapén bloquea en primera instancia la pérdida de hemolinfa. En el presente
trabajo probamos, por medio de difusion de dextran-rodamina, que esté tapon
bloquea la salida al exterior de hemolinfa, pero la hemolinfa fluye libremente al
interior de la costra durante 24 horas. La falta de pigmentacion inicial indica que
aunque hay un proceso de coagulacién al principio seguido de un proceso de
melanizacion.

e Acumulacion progresiva de pigmento (probablemente melanina) en el sitio de la
herida. Esto ocurre a partir de las 12 horas de recuperacion.

e A las 24 horas posteriores a la puncién hay una reduccion de las formaciones
granulosas y se evidencia un cambio gradual de la forma de la costra. Aunado
a este cambio de forma de la costra se observa un gran cumulo de pigmento en

la parte interna del sitio de la herida; ver panel E del esquema 2.

El cdmulo de células y/o materiales de secrecién que conforman la costra, no son
del todo degradadas y permanecen por un periodo mayor de lo que se ha descrito
en larvas (Galko y Krasnow, 2004; Ramet et al., 2002). A este nivel de analisis no
detectamos cambios en los epitelios del borde de la herida, por lo que no se incluyen
en este modelo. De no existir la reepitelizacidn, significaria un cambio importante

con respecto a la cicatrizacion en embriones y larvas.



Esquema 2. Modelo del
proceso de cicatrizacion de
heridas realizadas en el
torax de organismos
adultos de D. melanogaster.

Con base en los resultados
obtenidos se pueden describir
aspectos temporales del
proceso de cicatrizacion en
adultos de D. melanogaster:

; = Puncidén
Sin dafno Se observa la formacién de

un tapén desde el momento
de la puncion a 0 horas.
Dicho tap6én tiene una
apariencia homogénea, vy
contiene elementos
granulares en la parte interna.
(cuerpos granulares en
violeta).

O horas

A partir de las 12 horas de
recuperacion de la herida se
observa el inicio de Ia
melanizacién del tap6n (en café,
figura 6).

12 horas

A medida que aumenta el
tiempo de recuperacion la
apariencia de la costra
cambia, y se hace irregular y
rugosa.

24 horas

Por otra parte el estudio de difusion y acumulacién de dextran-rodamina demostrd
gue existe comunicacion entre la hemolinfa y el interior del tapon 6 costra antes de
las primeras 24 horas de recuperacion. Esto implica que no se ha sellado la herida
en la base de la cuticula en las primeras 24 horas.



Otro punto que esta fuera del modelo propuesto son los cambios que ocurren en los
demas tipos tisulares dafiados. Lo que se observd es que a las 24 horas de
recuperacion aparecen extensiones de fibras musculares, como se pueden ver en el
panel 3 de la Figura 10. Dichas estructuras tal vez forman parte de un proceso de
regeneracion muscular. Para comprobar tal aseveracion habria que hacer una
caracterizacion de los cambios morfologicos de las fibras musculares durante todo el
proceso de cicatrizacion en intervalos mas cortos y largos de tiempo, utilizando

microscopia electrénica.

Como se ha discutido anteriormente también habria que realizar una tincion
especifica para poder estudiar los cambios morfolégicos que ocurren con el tejido
adiposo subyacente al sitio de la herida, y caracterizar los cambios que ocurren en
este tejido. Esto es de importancia por el hecho de que existen autores que
consideran que en este tejido se producen enzimas que forman parte de la cascada
de melanizacion (Meister y Lagueux, 2003) y justificaria su aparicion y presencia en
el sitio de la herida.



7- CONCLUSIONES

En conclusion, hemos demostrado que la cicatrizacion de heridas en adultos es un
proceso complejo de varias etapas, compuesto al menos de la coagulacion y la
melanizacion. La etapa de reepitelizacion no es del todo clara, debido al bajo grosor
del epitelio subcuticular descrita para los sistemas tegumentarios de larvas y
embriones (Galko y Krasnow, 2004; Ramet et al., 2002). Este epitelio subyacente a
la cuticula no es perceptible facilmente con los aumentos al microscopio foténico
utilizado en este trabajo. Por otro lado, el hecho de no haber encontrado cambios en
los epitelios del borde de la herida, podria ser evidencia de que esta etapa es
distinta en adultos, es decir, que varia dependiendo de la etapa de desarrollo en el
que se estudie la cicatrizacion. Para comparar con el proceso de cicatrizacion en

larvas es necesario tomar en cuenta dos aspectos:

e La elevada proliferacion celular que se da en las etapas larvarias podria
acelerar el tiempo necesario para la reparacién de la herida en comparacion
con el tiempo de cicatrizacién en organismos adultos.

e Las diferencias estructurales de las cuticulas que conforman los sistemas
tegumentarios de los embriones, larvas y organismos adultos. La formacion de
un exoesqueleto distinto en los organismos adultos confiere mayor rigidez al
tegumento y podria, por consiguiente limitar el desplazamiento de los epitelios
subyacentes a la cuticula. Como ya no mudan mas el exoesqueleto, la

capacidad de regenerar todo el tegumento podria no existir.

En consecuencia, el proceso de cicatrizacion en organismos adultos de D.
melanogaster parece depender en gran medida de las interacciones de las etapas
de coagulacién y melanizacion. Ademas, es posible que la recapitulacion de los
genes involucrados en los procesos embrionarios durante el proceso de cicatrizacion
y cerrado dorsal (Noselli,1998; Martin y Parkhurst, 2004), esté limitada y/o alterada

en los adultos.



8- PERPECTIVAS

e Los resultados obtenidos durante el presente trabajo permiten establecer un
primer acercamiento a los procesos de cicatrizacion en adultos de D.
melanogaster. Para continuar con este trabajo sera importante identificar y
estudiar, por medio de microscopia electrénica, los diferentes tipos celulares
gue estan participando durante la coagulacion y la melanizacion de la costra.
Otro aspecto que se debe aclarar, por medio de técnicas histoquimicas, es la
presencia de los componentes de la melanina y verificar si la acumulacion de
pigmento en el sitio de la herida, descrito en este trabajo, corresponde

efectivamente a melanina.

e Otro tipo de abordaje permitiria estudiar también los mecanismos moleculares
gue se dan durante el proceso de cicatrizacion tales como los componentes de
la cascada proteolitica que se activan durante la coagulaciéon. En D.
melanogaster, se pueden utilizar mutaciones en genes involucrados 6 que se
sospecha estan involucrados, y ver las consecuencias fenotipicas. Por ejemplo,
algunas enzimas, como la ya descrita fenoloxidasa. Ademas, faltaria hacer el
analisis histologico de heridas realizadas en tejidos mutantes para las vias de
sefalizacion involucradas en la cicatrizacidn realizando analisis histolégicos en

fondos mutantes.

e Un punto que no ha sido dilucidado a tiempos largos en el presente trabajo es
la etapa de reepitelizacion. Para obtener un modelo méas detallado del proceso
de cicatrizacion habria que incluir una descripcion mas puntual de los cambios
morfolégicos de los tipos tisulares estudiados involucrados en reparacion de

heridas: tejido adiposo, muscular y tegumento.

e Con todo lo anterior, el presente trabajo pretende establecer las bases para la
completa caracterizaciébn del proceso de cicatrizacibn en adultos de D.
melanogaster, para asi poder establecer los controles adecuados con los
cuales poder comparar, categorizar y/o contrastar estudios futuros bajo

diferentes condiciones y fondos genéticos.



e Estudiar aspectos moleculares del proceso de cicatrizacion en adultos de D.
melanogaster abre la posibilidad de realizar una busqueda de los componentes
homologos (genes y/o moléculas) en otros modelos como cultivos celulares y
sistemas embrionarios de vertebrados. En la medida en que se homologuen
estos mecanismos de regulacion, se podrian escalar las investigaciones a
sistemas biolégicos mas complejos como la cicatrizacion en vertebrados. Las
implicaciones clinicas de lo anterior son de suma importancia, ya que no se
conocen por completo los mecanismos de regulacion génica de la cicatrizacion
en humanos. Este conocimiento podria servir para, eventualmente, mejorar las

condiciones en que se lleva a cabo este proceso complejo.

e El estudio de la cicatrizacion en adultos de D. melanogaster también despliega
la posibilidad de entender los mecanismos celulares y moleculares durante la
respuesta a stress mecanico y quimico, dado que en este tipo de
preparaciones experimentales se pueden caracterizar, realizando heridas en
organismos sensibilizados genéticamente y en condiciones fisioldgicas
diversas, los mecanismos de regulacion molecular que estan presentes durante

cualquier agresion mecéanica o quimica que induzca la respuesta al stress.

e El estudio de la cicatrizaciéon en D. melanogaster también ha sido utilizado en
investigaciones en las que el objetivo es caracterizar moléculas que participan
en la respuesta inmunoldgica, homdlogas a moléculas de vertebrados (Redd et
al., 2004; Stramer et al., 2005). Hasta hoy, dichos estudios no son concluyentes
ya que sélo se han descrito los eventos en etapas larvarias de D.
melanogaster; por lo que es importante determinar si estos mismos
mecanismos de defensa existen en la etapa adulta (Galko y Krasnow, 2004;
Ramet et al., 2002).



e El proceso de reepitelizacion en D. melanogaster en organismos adultos no es
del todo clara, por que lo consideramos necesario estudiar el proceso de
cicatrizacion a tiempos mas largos ya que al parecer existen diferencias
significativas tanto en la morfologia, como en la temporalidad de la etapa de

reepitelizacion de larvas y adultos.
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