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RESUMEN

La regeneracion de le extremidad es un complejo proceso bioldgico que se divide
en la etapa de curacion de la herida, desdiferencacion, formacién del blastema,
morfogénesis y crecimiento. Se ha propuesto que la activacién de la via de
sefalizacion Wnt/B-catenina favorece el proceso de la regeneracion de las
extremidades al aumentar la proliferacion celular. Sin embargo, es importante
considerar que la via de senalizacion Wnt/B-catenina no tiene una funcién unica,
sino mas bien, juega una gran cantidad de papeles, dependiendo del contexto
celular. Durante el desarrollo embrionario de la extremidad, un proceso que
comparte muchas caracteristicas con la regeneracion de la extremidad, la via de
sefalizacion Wnt/B-catenina requiere ser orquestada de manera adecuada para que
se puedan llevar a cabo eventos de proliferacion, formacion de patrones,
morfogénesis y condrogénesis; el resultado de la desregulacion de la via, ya sea
activandola o inhibiéndola sera diferente dependiendo de la etapa de desarrollo en
la que se encuentre. Hasta la fecha se desconoce cual seria el efecto de activar de
manera irregular esta via de sefalizacion en diferentes momentos a lo largo del
proceso de regeneracion de la extremidad de los urodelos. Debido a la similitud que
comparten el desarrollo y la regeneracion de las extremidades, se especulé que
también durante la regeneracion la activacion de la via de sefializaciéon Wnt/p-
catenina tendra diferentes efectos, ademas de activar la proliferacién. Estos
dependeran del momento de la etapa de la regeneracion en la que la via sea
activada. Con la finalidad de probar esta hipotesis, se colocé el farmaco agonista de
Wnt, en diferentes periodos, a lo largo de las diferentes etapas del proceso de
regeneracion. Encontramos que hay periodos de tratamiento en los cuales la
regeneracion se ve afectada y otros en donde no. Los momentos donde se inhibe
son dos: uno, cuando la droga es administrada al comienzo del proceso de
regeneracion, antes de la formacion del blastema y el otro, cuando la droga se aplica
posterior a la formacion de blastema, justo al comienzo de la morfogénesis. También
observamos que los ajolotes tratados al comienzo del proceso de regeneracion no

desarrollan un blastema debido a que el muidn no se innerva. Por otro lado, los
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animales que son tratados con el agonista posteriormente, carecen de una

organizacion del tejido esquelético.
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ABSTRACT

Limb regeneration is a complex biological process which is divided in wound healing
stage, dediferentation, blastema formation, morphogenesis and growth. It has been
proposed that Wnt/B-catenin signaling activation favors limb regeneration by
increasing cell proliferation. It is important to take into account, however, that Wnt/$3-
catenin signaling has not just one specific function, but plays a wide variety of roles,
depending on the cellular context. During limb development, a process considered
to be similar to limb regeneration, this signaling pathway requires to be well
orchestrated, in order to accomplish processes such as proliferation, patterning,
morphogenesis and chondrogenesis; the result of deregulating such pathway, either
by activation or inhibition, will change depending on the stage of development. Until
now, the effect of Wnt/B-catenin signaling pathway deregulation at different moments
during urodele limb development is unknown. Because of the similarities shared
between limb development and limb regeneration, we speculated that also during
limb regeneration the activation of the Wnt/B-catenin signaling pathway will have
different effects, besides favoring proliferation, depending on the moment of the
regeneration stage in which it is activated. In order to prove this hypothesis, we
applied a Wnt agonist at different moments during the limb regeneration process.
We found that there are periods when the application of the treatment affects
regeneration but others when it is not. The moments in which limb regeneration is
inhibited are two: one, when the drug is administered at the beginning of limb
regeneration, before blastema is formed and other when the drug is applied after the
blastema is formed, just before the onset of morphogenesis. We also observed that
axolotls treated at the beginning of the limb regeneration process do not develop a
blastema, due to the absence of innervation at the limb stump. On the other hand,
at later stages of limb regeneration, the Wnt agonist causes a lack of structural

organization in skeletal formation.
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INTRODUCCION

Casi todos los phyla poseen algun ejemplo de organismo que tiene la capacidad de
regenerar alguna seccion de su plano corporal. Este proceso involucra el
reconocimiento de la pérdida de la estructura, seguido del mecanismo que permite

la reconstruccion o restauracion de dicha parte (Brockes & Kumar 2008).

Aunque el concepto de regeneracion significa diferentes cosas para distintas
personas y a pesar de que no hay un acuerdo general que limite el concepto, en la
literatura de la regeneracion se manejan dos términos que tratan de incluir los
diferentes tipos de regeneracién ya sea en uno u otro. Dichos términos son
morfalaxis y epimorfosis. La morfalaxis se refiera al tipo de regeneracion en la que
una parte se transforma directamente en un organismo nuevo o parte de un
organismo, y conlleva la falta de proliferacion por parte de la superficie cortada.
Ejemplos de este tipo de regeneracion lo llevan a cabo organismos como la hidra.
La epimorfosis engloba los tipos de regeneracion que durante el proceso forman un
blastema que se crea a través de la interaccion entre el epitelio y el mesenquima y
que contiene y expresa informacién morfogénica intrinseca. En este ultimo concepto

esta englobado el proceso de regeneracion de la extremidad (Carlson 2007).

La regeneracion de la extremidad

La regeneracion de la extremidad es un proceso bioldégico que entrafia diversos
eventos fisioldgicos interrelacionados, permitiendo a un organismo restablecer la

forma, estructura y funcion de la parte perdida del cuerpo (Kawakami et al. 2006).

Existen diversos tetrapodos que poseen la capacidad, en mayor o menor medida,
de regenerar las extremidades. Los modelos que usualmente se emplean para este
estudio son el pez cebra (Danio reiro), la rana Xenopus o urodelos como la

salamandra, el triton y el ajolote (fig. 1.1).
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Figura 1.1 Los modelos mas comunes de regeneracion de la extremidad.

El pez cebra Danio reiro, la rana Xenopus como renacuajo y como rana adolescente, “froglet” y
urodelos como los ajolotes, tritones o0 salamandras, son modelos comunes que se usan para estudiar
la regeneracion de las extremidades (Modificado de Susuki et al. 2006, Carlson 2007 y Wehner et
al. 2014).

La regeneracion de la aleta del pez cebra se da de manera rapida y fiable
restaurando el tamafio y la forma de la aleta, una vez que ésta fue amputada. La
estructura que puede regenerar consiste en los radios de esqueleto dérmico,
segmentados y delineados por osteoblastos. Los radios son cilindros huecos con
dos hemi-radios que rodean un tejido mesenquimatico interno que esta inervado,

vascularizado y compuesto principalmente por fibroblastos (Gemberling et al. 2013).

La rana Xenopus tiene dos etapas en las que puede regenerar. Una de ellas es
durante su estado larvario (renacuajo), en el que la capacidad va decayendo
progresivamente conforme el animal avanza en su desarrollo. La regeneracion
completa de la extremidad se da hasta el estadio 50-51 a partir de lo cual declina y

ya para el estadio 58 desaparece (Dent 1962, Muneoka et al.1986).

La otra etapa de regeneracion de Xenopus se da cuando ésta es una rana joven
postmetamorfica (froglet). Sin embargo, este tipo de regeneracion es incompleto
pues la rana unicamente puede formar una protrusion larga de cartilago sin ramificar
conocida como “spike”. Dicha estructura carece de musculo, hueso mineralizado,
articulaciones, tendones y ligamentos. Sin embargo, la formacioén de las glandulas

de la piel ocurre de manera normal (Suzuki et al. 2006)
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Por otro lado, los organismos a los que se les atribuye la mejor capacidad para
regenerar son los urodelos, pues, no solo pueden regenerar a lo largo de toda su
vida ilimitadamente, también tienen la capacidad de regenerar todo tipo de tejidos
incluyendo musculo, nervios, tejido conectivo, dermis, epidermis, etc., a cualquier

nivel que se le ampute (Carlson 2007).

En los urodelos, los eventos fisiologicos interrelacionados que permiten a una
extremidad regenerar han sido clasificados en etapas, de distintas maneras (lten &
Bryant 1973, Smith et al. 1974, Tank 1976, Stocum 1979, Carlson 2007).

En este trabajo y en gran medida con base en la clasificacion de las etapas de la

regeneracion de Carlson (Carlson 2007), se eligio dividir al proceso de regeneracion

en: etapa de curacion de la herida, etapa de desdiferenciacién, formacién de

blastema, morfogénesis y crecimiento (fig. 1.2).

Etapas de la regeneracion de la extremidad

Etapa de curacion de la herida

Inmediatamente después de la pérdida de la extremidad, los musculos del muidn
se contraen retrayendo los tejidos suaves, de tal manera que los huesos pueden
llegar a exponerse. Segundos después, el sangrado de los vasos principales se

detiene debido a la contraccion de las paredes vasculares (Carlson 2007).

Posteriormente, el epitelio que circunda el muiidn migra y cubre la herida (Repesh

& Oberpiller 1978; 1980). Este proceso tiene una duracién muy corta, comparada

con la del humano en donde el proceso de curacion toma de algunos dias a algunas
semanas dependiendo en parte en el tamafo de la herida, mientras que en los
urodelos puede tardar de entre algunas horas a algunos dias dependiendo también

en parte, del tamano de la extremidad amputada (Carlson 2007, Carlson et al. 1998).

A diferencia del epitelio del resto de la extremidad, el epitelio que esta por encima

del mufidn cubriendo la region amputada no posee membrana basal. Esto permite
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la comunicacion entre el epitelio y el tejido subyacente favoreciendo la regeneracion

de la extremidad (Stocum & Dearlove 1972). Este epitelio comienza a engrosarse

para dar lugar a una estructura que se conoce como capa del epitelio apical (AEC,
por sus siglas en inglés). Esta estructura es muy similar a la de la cresta ectodérmica
apical (AER, por sus siglas en inglés) presente durante el desarrollo embrionario de

los tetrapodos (Stocum & Cameron 2011).

Etapa de desdiferenciaciéon

La etapa de desdiferenciacion es la fase de la regeneracion que precede y permite
la formacién del blastema y se caracteriza por la liberacién de las células de su

organizacion tisular (Rao et al. 2009). Alrededor de 1-2 um de los tejidos que

subyacen a la epidermis que cubre el muidn experimentan histolisis. Este proceso
se lleva a cabo gracias a la presencia de metaloproteinasas y hialuronidasas acidas

(Stocum & Cameron 2011). La inhibicion de las metaloproteinasas durante la

regeneracion de la extremidad, ocasiona la inhibicion de la formacion del blastema,

favoreciendo la formacion de una cicatriz (Vinarsky et al. 2005).

La etapa de desdiferenciacion es una de las etapas mas controversiales de la
regeneracion. Una de las preguntas que se generaron a partir del descubrimiento
de la formacion del blastema era si las células de esta estructura eran
descendientes de células de reserva (troncales), o si derivaban de células maduras.
Aunque los primeros estudios llevados a cabo por Thornton en 1938 sugerian que
las células del blastema se derivaban de la desdiferencacion de células que,
mediante la degradacion de la matriz extracelular eran liberadas de su organizacion

tisular (Thornton 1938), los estudios que mejor demostraron el origen de las células

del blastema resultaron de marcar a las células, de tal manera que éstas pudieran

monitorearse a través del proceso de regeneracion (Stocum & Cameron 2011). El

musculo es uno de los tejidos mas empleados como modelo para tratar de dilucidar
de donde provienen las células del blastema. En estudios llevados a cabo por

Sandoval-Guzman et al. en el 2014, concluyeron que mientras que en el ajolote son
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las células satelitales las que contribuyen a la formacion del blastema y por ende, al
musculo de la nueva extremidad; en las salamandras son las fibras musculares las
que contribuyen a la formacién del blastema y por lo tanto, a los musculos de la

nueva extremidad (Sandoval-Guzman et al. 2014).

Otra conclusion que se obtuvo a raiz de estudios de marcar a las células y seguirlas
a lo largo del proceso de regeneracion constituyé en que, con excepcion de los
fibroblastos, que también pueden formar cartilago, las células guardaban una
memoria de su origen tisular, pues en la nueva extremidad daban lugar al mismo

tipo de tejido del que habian derivado (Kragl et al. 2009).

Formacion del blastema

Una vez que las células han sido liberadas de su organizacién tisular, éstas se
acumulan por debajo del epitelio del muidn. Estas células van a ser las que al
proliferar conformaran el blastema. Quien dirige la migracion de las células a la parte
apical del munon es la AEC. Se ha observado que si ésta es movida a alguna otra
region de la extremidad, las células se acumularan por debajo de la AEC ectodpica
(Thornton 1960, Thornton & Thornton 1965).

Durante la etapa de formacion del blastema hay una gran cantidad de sintesis de
ARN, ADN y proteinas. Sin embargo, al comienzo de la acumulacion de células en
la parte apical del mufién, la tasa de mitosis es baja. Esta incrementa bastante una
vez que las células han sido acumuladas (Mescher & Tassava 1975, Tassava &
Mescher 1975, Tassava & McCullough 1978, Maden 1978).

Morfogénesis

La morfogénesis representa el producto morfolégico de la actividad de la formacion
de patrones que ha tenido lugar dentro de la regeneracion del blastema (Carlson
2007). Esta se aprecia, por ejemplo, mediante la condensacion de las células que

van a formar los moldes de cartilago. Ligeramente posterior a la morfogénesis del
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esqueleto, se presenta la morfogénesis del musculo (Grim & Carlson 1974). Al

término de esta etapa, salvo en tamano, la estructura regenerada es indistinguible

de una extremidad no amputada.

Crecimiento

Los organismos que rebasan cierta talla presentan una extremidad mas pequefia
en proporcidén con el resto del cuerpo al término de la morfogénesis. En la ultima
etapa de regeneracién la extremidad crecera de tal manera que ésta pueda al final

tener el tamaro adecuado a la proporcién del cuerpo (Carlson 2007).

Precartilago ﬁ ’ ’

Blastema

Elemento AEC
esquelético Musculo

#

Curacién de la herida Desdiferenciacion Formacion del blastema Morfogénesis Crecimiento

o

Figura 1.2 Etapas de la regeneracién de la extremidad. La regeneracion de la extremidad entrafia
diversos procesos fisioldégicos que estan interrelacionados y que para facilitar su estudio se dividen

en diferentes etapas (Modificado de Carlson 2007).

Caracteristicas importantes que permiten la regeneracién de la extremidad

El epitelio de la herida en la regeneracion de la extremidad

El epitelio que cubre al mufién (epidermis de la herida) se considera una de las
estructuras esenciales que permiten la regeneracion de la extremidad. Si el mufidn
es cubierto por un injerto de piel engrosada, la regeneracion de la extremidad no se
lleva a cabo (Mescher 1976, Tassava & Garling 1979). De igual manera, si el mufion
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es introducido en la cavidad corporal inmediatamente posterior a la amputacion,
resultando en la inhibicion de la formacion del epitelio de la herida, la regeneracion
también se ve inhibida (Goss 1956). Interesantemente, el epitelio de la herida es
importante para la regeneracion incluso antes de que éste se engrose para
convertirse en la AEC. Esto se demostré experimentalmente al permitir unicamente
el cierre de la herida por la migracion del epitelio, pero previniendo la maduracion
de la monocapa epitelial, al remover el epitelio de la herida cada 24 horas
posteriores a la amputacion, durante todo el proceso de regeneracion. Por otro lado,
en este experimento se emplearon dos especies diferentes de anfibios. Uno que fue
incapaz de regenerar y otro que regenero en el doble de tiempo en la cual se da la
regeneracion normal. La diferencia entre las dos especies constataba en que el
tiempo que requerian para curar la herida era distinto. La especie que no regeneré
requeria mas de 24 horas para una completa curacién, mientras que la especie que
si regenerd completaba la formacién del epitelio de la herida en aproximadamente
12 horas. Por lo tanto, en este ultimo caso, el epitelio de la herida estaba en contacto
con el mesénquima por 12 h cada dia, indicando que el epitelio de la herida debe
provocar una respuesta regenerativa del tejido mesenquimatico del muidén muy

brevemente después de su formacion (Thorton 1957).

Se sugiere que la funcién del epitelio de la herida durante la regeneracion consiste
en promover la desdiferenciacion celular y consecuentemente la proliferacion del

tejido subyacente (Yang et al. 1999). Por otro lado, se ha visto que la dermis también

juega un papel importante en la regeneracién al poseer la informacién posicional
(también el musculo la posee) que va a permitir la adecuada formacion de patrones

de la extremidad y que también va a permitir la regeneracion (Carlson 1975). Esto

ultimo es porque se cree que se requiere que para que haya una induccién de la
regeneracion, se necesita que al cerrarse la herida la piel que converge debe tener
diferentes identidades posicionales. Si la piel que se encuentra tiene la misma
identidad posicional (por ejemplo, dos extremos anteriores en vez de uno anterior
con uno posterior), la regeneracion se trunca (Tank 1978). Algunos de los

experimentos que llevaron a sugerir la relacion con la dermis y la informacién
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posicional son los siguientes. Si se rota un anillo de epidermis con parte de la dermis
180° o si se retira la epidermis del anillo y luego se rota la dermis 180° de tal manera
que los ejes de la parte interna y la externa de la extremidad queden contra
encontrados (fig. 1.3 AB y C), y posteriormente se amputa la extremidad en medio
del anillo de piel rotado, se obtienen extremidades con multiplicaciones digitales. En
cambio, si se gira la epidermis asegurandose que ésta no contenga dermis y
posteriormente se amputa la extremidad en medio del anillo rotado, la extremidad

regenera de manera normal (Carlson 1975). Sugiriendo que, a diferencia de la

epidermis, la dermis posee informacion que permite la formacion de patrones. Por
otro lado si se cambia la mitad de la piel (epidermis y dermis) del lado anterior de
una extremidad derecha a la mitad posterior de la extremidad izquierda de tal
manera que en la extremidad trasplantada tenga dos ejes anteriores, y
posteriormente se amputa (fig. 1.3 D y D’), como resultado de la regeneracion, se
obtienen extremidades a las cuales les faltaban varios elementos, o incluso no

regeneran (Carlson 1974, Tank & Holder 1978, Tank 1978), sosteniendo la teoria de

que se requiere que al encontrarse la piel, en el proceso de cerrado de la herida,
ésta tenga diferentes identidades posicionales.

B D

Epidermis

A

P
P
2.Amputar Dermis

\

Dermis profunda y
demas tejidos

1.Rotar 180

Figura 1.3 Algunos experimentos que sugieren que la dermis tiene la informacioén involucrada
en el establecimiento de los patrones de la extremidad. A muestra el anillo de piel que se rota

180 grados. Posteriormente se lleva a cabo el corte de la extremidad, en medio del anillo. By C
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muestran en un corte transversal como quedarian los ejes de la extremidad con el anillo de piel
rotado, B cuando se gira la dermis y la epidermis, C cuando Unicamente esta rotada la dermis. En
ambos casos la extremidad regenerada resultante posee multiples digitos. D muestra el esquema
del cambio de porcion de la piel que se encontraba en la region anterior, a una region posterior de
tal manera que como se ilustra en el corte transversal de la extremidad D’, se obtienen dos ejes
anteriores que al migrar para cerrar la herida tendran la misma identidad posicional. El resultado de

D-D’ es que la regeneracion no se llevara a cabo (modificado de Carlson 1975, Carlson 1974).

El papel de los nervios durante la regeneracion de la extremidad

En 1823 Tweedy John Todd describié por primera vez la importancia que tienen los
nervios para poder llevar a cabo la regeneracion al transectar el nervio de la ciatica

de la salamandra y posteriormente amputar la extremidad, obteniendo como

resultado la completa falta de regeneracion (Carlson 2007).

Singer fue quien describié que era la cantidad de nervios y no el tipo de nervios lo
que importaba para poder llevar a cabo la regeneracion de la extremidad, ademas
desarroll6 una teoria en la cual se menciona que los nervios generan una sustancia
trofica que permite que se lleve a cabo la regeneracion (Singer 1952). Congruente
con esta idea, posteriormente se descubrid que la denervacion conlleva al cese de
la divisién celular, sin importar la etapa de la formacién del blastema (Mescher &

Tassava 1975). Hasta la fecha se desconoce cual es el factor neurotréfico

relacionado con la proliferacion del blastema, sin embargo existen varios candidatos
como son algunos fgfs (fibroblast growth factors), factor del crecimiento glial,
transferrina y la proteina nAG (newt anterior gradient) (Brockes 1984, Mullen et al.
1996, Muniam & Mescher 1986, Kumar & Brockes 2012).

Relacién entre el epitelio y los nervios en la regeneracion de la extremidad

La denervacion de la extremidad a nivel del plexo braquial inhibe la regeneracion
del miembro debido a que la proliferacion del blastema se ve impedida. Dicho
proceso esta mediado por la interaccion entre los nervios y el epitelio de la herida.

La proteina “newt anterior gradient” (nAG) es una proteina relacionada con la

22



regeneracion dependiente de nervios. Después de la amputacién de la extremidad,
la expresion de nAG incrementa en las células de Schwann en la parte distal del
muion. Posteriormente la expresion de nAG se expresa en las células glandulares
de la dermis por debajo del epitelio de la herida en el caso del tritdn, y en las células
glandulares del epitelio (células Leydig) en el ajolote (en este caso se llama aAG).
Si la extremidad es denervada previo a la amputacion, la expresion de nAG no se
da en ninguno de los dos tipos celulares. De manera importante, la expresion
ectdpica de nAG es capaz de rescatar la regeneracion de extremidades denervadas.
Ademas, nAG es capaz de inducir la entrada a fase S del ciclo celular en un cultivo
de células de blastema. Se identificd a nAG inicialmente como un ligando de Prod1,
una proteina que se expresa en la superficie de las células del blastema que es

especifica de urodelos (Kumar et al. 2007, Kumar et al. 2010). Estos experimentos

permiten establecer un modelo de interaccion entre el epitelio de la herida y los
nervios a través de la senal difusora de nAG de los nervios, a las células glandulares

y de éstas al blastema.

La via de senalizacion Wnt/B-catenina

La via de sefalizacion Wnt posee 19 isoformas conocidas para su ligando y diez
variantes para su receptor Frizzled. Los Wnts son proteinas secretadas ricas en
cisteinas que se modifican mediante N-glicosilaciones y palmitoilaciones. La via de
sefalizacion Wnt tiene diferentes vias de transduccion. La mas conocida es la via
canodnica, dependiente de B-catenina. Cuando el ligando Wnt no esta unido a su
receptor, B-catenina es degradada por un complejo multiprotéico que esta
conformado por una proteina de anclaje llamada axina, la enzima glucégeno sintasa
cinasa 3B (GSK-3B) (cuya funcion es marcar, mediante fosforilacion, a las [3-
cateninas para su ubiquitinacién y rapida degradacion mediante proteasomas), una
proteina supresora de tumores llamada poliposis coli adenomatosa (APC) (que une
a 3-catenina fosforilada y la transfiere a B-TrCP (Beta-Transducin Repeat Containing
E3 Ubiquitin Protein Ligase) para su ubiquitinacion) y la enzima caseina cinasa 1a

(CK1a) (que, junto con GSK-3, median la fosforilacion de residuos amino terminal
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de B-catenina). La via de sefalizacion de Wnt/B-catenina se activa al unirse el
ligando al receptor Frizzled y al correceptor de lipoproteinas de baja densidad LRP5
o LRP6. Esto favorece el reclutamiento de la proteina Dishevelled (Dvl) que,
posteriormente, es fosforilada. La activacion de la proteina Dvl recluta a su vez a
proteinas del complejo de degradacién provocando el desensamble del complejo,
favoreciendo de esta manera la acumulacion de B-catenina en el citoplasma, para
que posteriormente pueda traslocarse al nucleo, desplazar al inhibidor de
transcripcion Groucho y unirse a los factores de transcripcion TCF/LEF (factor de
células T/factor estimulador linfoide) (Yang 2003, Yang 2012, Nusse 2012).

Frizzled

Frizzled

1 U AN LA AN AN W AR
Wil Ul [(URERRIBVISHRNRNERNY RUSNOUIY ofpecsecccsectesioies

CITOPLASMA
Ubiquitinacién y degradacion
via Proteosoma ‘
‘¢ ‘ beta-catenina
h .
Groucho NUCLEO

=
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Figura 1.4 Via de sefializacion de Wnt/B-catenina. El esquema del lado izquierdo muestra la via
de senalizacion inactiva, debido a la ausencia del ligando. La del lado derecho muestra la via de

sefializacion activa debido a la presencia del ligando Wnt (modificado de Yang 2003).

El papel de la via de senalizacion Wnt/B-catenina durante el desarrollo
embrionario de la extremidad

La regeneracion de la extremidad se reconoce como un proceso que comparte

muchas caracteristicas con el desarrollo de la extremidad. La via de sefalizacion
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Wnt/B-catenina tiene papeles criticos de manera temporal y tejido-especifica a lo
largo del desarrollo de ésta y por lo tanto esta involucrada en la iniciacion de su
formacion, en su crecimiento, en el establecimiento de patrones y en la
morfogénesis de los tejidos (Chen et al. 1998, Akivama et al. 2002, Takeuchi et al.
2003, Hill et al. 2006, Tanaka 2013).

Senalizacion Wnt/B-catenina en la iniciacion del desarrollo embrionario de la
extremidad

Las extremidades provienen de la placa del mesodermo lateral y aparecen como
protrusiones en los costados del embrion. Al comienzo de su desarrollo, los
primordios de la extremidad se forman como resultado de un asa de
retroalimentacion entre Fgf y la via de sefalizacion de Wnt/pB-catenina. En pollo
Wnt2b se expresa en el mesodermo de la regién que presuntivamente formara la
extremidad anterior y Wnt8c en la que formara la extremidad posterior (Tanaka
2013). Ambos ligandos actuan a través de la via de senalizacion dependiente de f3-
catenina para mantener la expresion de Fgf10, también en el mesodermo. La
inhibicion de la via de senalizacion de Wnt/B-catenina causa una disminucién en la
expresion de Fgf10, no asi de Thx5, un factor de transcripcion involucrado en la
formacion de las extremidades anteriores que, al ser expresado de manera ectopica
en las extremidades posteriores, es capaz de inducir la formaciéon de éstas con
identidad de extremidades anteriores. Tbx5 parece actuar rio arriba en la cascada
de senalizacion de B-catenina y Fgf pues la expresién de un dominante negativo de
Tbx5 suprime la expresion de Wnt2b, Fgf8 y Fgf10 (Takeuchi et al. 2003, Hill et al.

2006). De manera interesante, la colocacion de células que expresan Wht2b en un

costado del embridn es capaz de generar extremidades ectépicas (Kawakami et al.
2001).

Senalizacion Wnt/B-catenina en el crecimiento de la extremidad durante el
desarrollo embrionario
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Cuando se forma el primordio de la extremidad, la unién entre el ectodermo ventral
y dorsal de la extremidad se engrosa para formar la cresta ectodérmica apical
(AER), una estructura esencial para el desarrollo de la extremidad. Como
consecuencia de la induccién de Fgf10 desde el mesodermo, esta estructura
expresa Wnt3 en el raton y Wnt3a en el pollo y a través de la via de Wnt/B- catenina
regula la expresion de Fgf8, que a su vez regula la expresion de Fgf10, formando
de esta manera un asa de retroalimentacion que permite el crecimiento de la
extremidad. Se requiere de una regulacién adecuada de la via de sefializacién de
Wnt/B-catenina para mantener la integridad de la AER pues, tanto la sobreactivacion
como la inhibicidon de la actividad de esta via de sefalizacion afectan a la AER,
alterando por lo tanto el desarrollo de la extremidad (Barrow et al. 2003, Hill et al.
2006).

Senalizacion Wnt/B-catenina durante la formacién de patrones en el desarrollo
embrionario de la extremidad

Los 3 ejes de la extremidad son el antero-posterior (A-P), el proximo-distal (P-D) y
el dorso-ventral (D-V). La via de sefalizacion Wnt/p-catenina esta involucrada en el
desarrollo del patron D-V. Wnt7a se expresa en el ectodermo dorsal de la
extremidad y regula la expresion de Lmx71b en el mesodermo dorsal. Ratones
deficientes tanto para Wnt7a como Lmx1b presentan dorsalizacion de la extremidad
(Parr & McMahon 1995, Chen et al. 1998).

Senalizacion Wnt/B-catenina durante la morfogénesis en el desarrollo embrionario
de la extremidad

La via de senalizacion Wnt/p-catenina controla la morfogénesis de varios tejidos en
la extremidad como son musculos, articulaciones, cartilago y hueso.
Durante la formacion del musculo, Wnt3a regula los precursores miogénicos al

regular la expresion de Pax3 (Munsterberg et al. 1995) y la inhibicion de la via
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reduce el numero de miocitos en el primordio de la extremidad de pollo (Anakwe et
al. 2003).

Durante el desarrollo del esqueleto la via de sefializacién Wnt/B-catenina también
es muy importante. La actividad de la via suprime la diferenciacion de condrocitos
regulando de manera negativa la expresidon de Sox9, uno de los primeros
marcadores condrogénicos conocidos (Akiyama et al. 2002, Chimal-Monroy et al.
2003, Akiyama et al. 2004, ten Berge et al. 2008).

El papel de la via de senalizacion Wnt/B-catenina en la formacion de las
articulaciones es controversial. Por un lado, la sobreactivacion de Wnt9a o f-
catenina durante la diferenciacion temprana de los condrocitos causa formacion

ectdpica de las articulaciones (Guo et al. 2004); sin embargo en el trabajo de Spater

se sugiere que la via no es necesaria para la induccion de la formacion de las

articulaciones, sino mas bien para su mantenimiento (Spater et al. 2006). Por otro

lado, un ratébn mutante que expresa una forma constitutivamente activa de LEF bajo
el promotor de la colagena 2A1 presenta elementos esqueléticos fusionados y

articulaciones pobremente formadas (Tamamura et al. 2005).

El papel de la via de sefializacion Wnt/B-catenina durante la regeneracion de
la extremidad en Pez cebra y Xenopus

Pez cebra

En el laboratorio de Randall T. Moon se vio que al inhibir la via de sefalizacion
Wnt/B-catenina mediante mutantes que expresaban condicionalmente Dickkopf-1
(Dkk1), un inhibidor de la via que impide la interaccidn entre el receptor Frizzled y
el correceptor LRP 5/6, o mediante la expresion de un dominante negativo para TCF,
un factor de transcripcion de la via Wnt/3-catenina, los peces no eran capaces de
regenerar la aleta. Por otro lado, al activar la via mediante peces que eran

heterdcigos para una forma no funcional de axina1, un regulador negativo de la via
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Wnt/B-catenina, la regeneracion ocurria mas rapido que en un control. Ademas, se
vio que la sobreexpresion de Wnt8 incrementa la proliferacién celular tanto del
epitelio, como de las células mesenquimales del blastema, aunque esta
sobreexpresién no incrementd la tasa de regeneracion. Consistente con esto, la
sobreexpresion de Dkk1 decremento la proliferaciéon en estos mismos tejidos. Los
autores sugirieron que la via no candnica de Wnt parece tener un efecto contrario
al de la via canonica pues, la sobre activacion de Wnt5b, un ligando que activa vias
no canonicas, inhibe la regeneracion y disminuye la proliferacion celular. Ademas,
una linea mutante conocida como piperal, la cual tiene una pérdida de funcién de

Wnt5b, es capaz de aumentar la tasa de regeneracion (Stoick-Cooper et al. 2007).

Todo esto nos sugiere que la via de sefalizacion de Wnt/p-catenina tiene un papel
importante en la proliferacion celular. Sorprendentemente la via de sefalizacion
Wnt/B-catenina no esta activa en zonas de alta proliferacion. Mediante un reportero
transgénico dependiente de la transcripcion de -catenina, se establecioé que la via
de sefializacion esta activa unicamente en distintas subregiones del blastema
durante la regeneracion, importantemente no se detecto actividad de esta via en la
epidermis. Estas subregiones en las que esta activa la via son la zona mas distal
del blastema (una regidén que no es proliferativa) y una region donde se expresa
and1y runx2, un marcador para células que forman actinotrichia y un marcador para
progenitores osteoblasticos, respectivamente. Mientras que, por otro lado, ni la zona
de blastema de alta proliferacion ni los osteoblastos comprometidos presentaron
actividad (Wehner et al. 2014).

En este mismo articulo sefialan que el hecho de que la via de sefializacién Wnt/j3-
catenina esté involucrada en la proliferacidn, pero a su vez esté activa en regiones
no proliferativas, sugiere que la via de sefalizacion Wnt/B-catenina regula la
proliferacion de manera indirecta, posiblemente a través de Sonic hedgehog (Shh)
y de acido retinoico (AR). Ya que SAG, el agonista de smoothened (receptor que
forma parte de la via de Shh), es capaz de rescatar la proliferacion en aletas que
tienen la via de Wnt/B-catenina inhibida. Por otro lado, mutantes condicionales que
sobre expresan Wnt8 no son capaces de rescatar la inhibicion de la proliferacion

producida por la ciclopamina (un farmaco inhibidor de la via de Shh), sugiriendo que
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la via Wnt esta por encima de la de Shh en el pez cebra. Igualmente, la aplicacion
de AR es capaz de rescatar la proliferacion en peces que tienen la via Wnt/B-
catenina inhibida.

Ademas de regular la proliferacion, en este articulo se vio que la inhibicién de Wnt/3-
catenina afecta la osteogénesis. Ya que un mutante que tiene inhibida la via
especificamente en las células que forman actinotriquia presenta una reduccion en
la calcificacion 6sea ademas de un decremento en la expresidon de Sp7, un
marcador para osteoblastos comprometidos.

Todo esto sugiere que en la regeneracion del pez cebra las regiones que tienen
activa la via de sefalizacion de Wnt/pB-catenina son centros organizadores que
orquestan de manera indirecta tanto la proliferacién como la diferenciaciéon de los
osteoblastos (Wehner et al. 2014).

Xenopus

Kawakami et al. inyectaron un adenovirus que expresaba Dkk1 en extremidades de
larvas de Xenopus amputadas en el estadio 51, inhibiendo de este modo, la via de
sefalizacion de Wnt/B-catenina y encontraron que en estas condiciones la
regeneracion se inhibe o se reduce.

Por otro lado, la inyeccion de un adenovirus que expresa (-catenina activa en larvas
de Xenopus en estadios en los que la capacidad de regeneracion comienza a
declinar (53-54) permiti6 que un 6.7% de las ranas inyectadas regenerara de
manera normal y un 21.5% presentara una regeneracion reducida en comparacion
con un 100% de inhibicion de regeneracion en los animales no inyectados. Sin
embargo, en el estadio 58 cuando la capacidad de regeneracion se perdid
completamente, p-catenina activa no fue capaz de rescatar dicha incapacidad
(Kawakami et al. 2006).

Yokoyama et al. sugirieron que la afectacion en la regeneracion causada por la
inhibicion de la via de sefalizacion Wnt/pB-catenina era mucho mas drastica en
etapas tempranas de la regeneracion de la extremidad de larvas de Xenopus. Esto
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lo observaron al inducir la inhibicion de la via de manera condicional, mediante la
generacion de ranas transgénicas que expresan Dkk1 bajo un promotor de choque
térmico. Lo que ellos observaron fue que al inducir la expresiéon de Dkk1 antes o
durante la formacion del blastema se bloqueaba la regeneracion de la extremidad,
sin afectar el desarrollo de la extremidad contralateral. Sin embargo, si la expresion
de Dkk1 era posterior a la formacion del blastema, las ranas conservaban la

capacidad para regenerar de manera parcial (Yokoyama et al. 2007).

Como se describié en la introduccién, las ranas Xenopus tienen dos estadios en los
cuales ésta es capaz de regenerar. A pesar de que se demostré que en las larvas la
via de sefializacion Wnt/p-catenina es esencial para regenerar, éste no parece ser
el caso para las ranas froglets. Al inhibir la via de sefializacién de Wnt/B-catenina
mediante la sobreexpresién de Dkk1, las ranas froglets son capaces de formar un
spike al igual que los controles. Mientras que como se menciond anteriormente, la
sobreexpresion de Dkk en los renacuajos inhibe la regeneracion.

La diferencia de la respuesta ante la inhibicion de la via parece recaer en los nervios.
Las extremidades de los renacuajos no estan altamente inervadas mientras que las
de las froglets si. Al denervar la extremidad de estas ultimas la regeneracion se ve
inhibida. Sin embargo, si a esta extremidad denervada se le aplica BIO inhibidor de
GSK3 vy por lo tanto, un activador de la via de sefnalizacion Wnt/B-catenina, la
regeneracion se rescata, sugiriendo que los nervios y la via de sefalizacion de
Wnt/B-catenina tienen papeles redundantes durante la regeneracion de la

extremidad de los froglets (Yokoyama et al. 2011).

La via de senalizacion Wnt/B-catenina durante la regeneracion de la
extremidad en Urodelos

Durante la regeneracién de la extremidad del ajolote adulto la inhibicion de Wnt/j3-
catenina mediante la inyeccién de un vector adenoviral disefiado para expresar

Axina1 (un inhibidor intracelular de la via), afecta el proceso de regeneracion de tal
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modo que no forma una extremidad completa. Por el contrario, se regenera un unico
elemento espigado que no posee digitos y termina en punta en un 60% de las
extremidades inyectadas. Por otro lado, si se inyecta un adenovirus que exprese
Dkk1, un inhibidor extracelular de la via en larvas de ajolote, la inhibicion de la
regeneracion es completa en 7% y reducida en 19% de las extremidades

inyectadas, mientras que el resto regenera de manera normal (Kawakami et al.

2006). Esto sugiere que también durante la regeneracion de los urodelos la via de
sefalizacion Wnt/p-catenina es necesaria para poder llevar a cabo la regeneracién

de la extremidad de manera adecuada.

En el tritdbn se ha visto que la inhibicion de la via de senalizacién de hedgehog (Hh)
inhibe la proliferacién celular. El porcentaje de proliferacién puede ser rescatado, sin
embargo, si ademas se tratan a los animales con BIO, un activador de la via de
sefalizacion de Wnt/p-catenina. Esto sugiere que a diferencia del pez cebra, en el
tritdén la via de Wnt/B-catenina esta rio abajo de la via de Hh. Asimismo, la aplicacion
de ciclopamina en tejido de extremidad en regeneracion, reduce los niveles de
expresion de Wnt3a (Singh et al. 2012).
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JUSTIFICACION

Existen muy pocos animales que poseen la capacidad de regenerar sus
extremidades, sin embargo, los ajolotes son los que lo hacen con mayor precision.
Aun se desconocen muchos de los mecanismos moleculares que permiten que este
fendmeno se lleve a cabo. Se sospecha que existe una relacion entre los eventos
que permiten el desarrollo de la extremidad y los que permiten la regeneracion de

la extremidad.

Durante el desarrollo de la extremidad, la via de sefalizacion Wnt/B-catenina esta
involucrada en la iniciacion de la formacion de la extremidad, el crecimiento,
formacion de patrones y morfogénesis. A pesar de que se ha demostrado que la
ausencia de la via de senalizacion durante el proceso de desarrollo de la extremidad
causa el truncamiento de su formacién, la estabilizacién de 3-catenina al comienzo
del desarrollo de la extremidad también resulta en el truncamiento de la extremidad
y en una regresion temprana de la AER, mientras que la actividad ectopica de la via
de senalizacién en estadios mas tardios resulta en anormalidades esqueléticas.
Esto demuestra que se requiere de una fina orquestacion de la via de sefializacion
a lo largo del proceso, para poder llevar a cabo la adecuada formacion de la
extremidad y que el efecto de la desregulacién es dependiente de la etapa en la que

se encuentra el desarrollo de ésta.

Anteriormente se ha evaluado el efecto de inhibir la via de sefalizacion Wnt/-
catenina en la regeneracion de la extremidad, teniendo como resultado la inhibicién
de dicho proceso, mostrando de esta manera que esa via de alguna manera es
importante para poder llevar a cabo la regeneracion. En organismos como el pez
cebra se probd que la via de sefalizacion estaba implicada en la proliferaciéon celular
y que su activacion era capaz de incrementar la tasa de regeneracién. Sin embargo,
hasta ahora no se ha probado el efecto que tiene el sobreactivar la via de
sefalizacion Wnt/B-catenina en el proceso de regeneracion de los urodelos. Por otro

lado, debido a que, como se mencion6 anteriormente, la regeneracion entrafa

32



diversos eventos fisiologicos a lo largo del proceso, tampoco se ha probado si el

efecto es distinto dependiendo de la etapa de regeneracion.

Por otro lado, entender los mecanismos moleculares que afectan la regeneracion
nos acercaria a aclarar el complicado proceso que entraia este fendmeno y podria
ayudarnos a explicar a la larga, por qué animales como los urodelos son capaces

de restablecer sus miembros mientras que los humanos no.
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HIPOTESIS

El efecto que causa el activar la via de sefializacion Wnt/p-catenina en diferentes
momentos a lo largo del proceso de regeneracion de la extremidad del ajolote sera

diferente de acuerdo con la etapa en la que se haya dado el estimulo.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de activar la via de senalizacion Wnt/B-catenina en diferentes

momentos a lo largo del proceso de regeneracion de la extremidad del ajolote.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la localizacion de la actividad de la via de senalizacion Wnt/p-catenina
en diferentes momentos a lo largo del proceso de regeneracion de la extremidad del

ajolote.

Comprobar la activacién de la via Wnt/B-catenina por el farmaco agonista de Wnt.

Activar la via de sefalizacidon Wnt/p-catenina en diferentes ventanas de tiempo a lo

largo del proceso de regeneracion y evaluar el fenotipo final.

Evaluar mediante un analisis temporal la progresion en la regeneracion al activar la
via se safalizacion Wnt/pB-catenina en la ventana de tiempo de 24 horas post

amputacion.
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Investigar si se ve afectada la innervacion en animales tratados con el agonista de

Whnt en la ventana de tiempo de 24 horas post amputacion.

Probar el efecto de activar la via de sefializacién Wnt/p-catenina (a través del
agonista de Wnt) sobre la proliferacion celular en la etapa de formacién del

blastema.

Evaluar histolégicamente la apariencia de extremidades tratadas con el agonista de

Wnt en la etapa posterior a la formacién del blastema, previo a la morfogénesis.
Evaluar la expresion de sox9, un marcador de condrogénesis, en extremidades

regenerantes de animales tratados con el agonista de Wnt en la etapa posterior a la

formacion del blastema, previo a la morfogénesis.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencion y mantenimiento de los ajolotes

Los ajolotes (Ambystoma mexicanum) fueron obtenidos ya sea como larvas o como
huevos del laboratorio de Restauracion Ecoldgica de la Dra. Cecilia Vanegas en la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM); del
M en C. Felipe Correa Sanchez del Laboratorio de Herpetologia de la Facultad de
Estudios Superiores-lztacala, UNAM; del MVZ. M en C. Horacio Mena Gonzalez y
el Dr. Luis Zambrano del Instituto de Biologia, UNAM; de Fernando Arana del Centro
de Investigaciones Biologicas y Acuicolas en Cuemanco (CIBAC) y de Enrique
Godinez de PETMMAL. Estos fueron colocados en recipientes con agua de la llave
filtrada. Los ajolotes en edades de recién eclosionados a un mes fueron alimentados
con artemia (Artemia sp.) recién eclosionada.

Los animales con mas de un mes de edad se alimentaron con artemia adulta. Una
vez que los animales alcanzaron una talla de 3-4 cm, fueron separados del resto de
los ajolotes para ser colocados en recipientes individuales con la finalidad de que
pudieran regenerar las extremidades en caso de que los otros ajolotes se las
hubieran comido o para evitar que esto sucediera y por lo tanto, para que al alcanzar
la talla de 5-6 cm las extremidades pudieran estar disponibles y completas para

proceder a los experimentos.

Eclosion de quistes de artemia

Para eclosionar los quistes de artemia, se prepard una solucion stock de 600 g de
NaCly 6 g de NaHCOs en 1500 ml de agua purificada mediante el sistema Milli-
Q® que posteriormente fue aforada a 2000 ml (Concentracion final aproximada de
20.5 M de NaCl y 0.14 M de NaHCOg3). De esta solucién stock se tomaron 170 ml
y se mezclaron con 1530 ml de agua desionizada por cada 6.75 gr de quistes. Los
quistes fueron mantenidos en luz y aireacion constante en un dispositivo especial
para eclosionar artemia que puede ser elaborado con una botella de refresco de
1.5-2 L.
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Cirugias

Amputacion

Los ajolotes de 5-6.5 cm de talla de cabeza a cola se anestesiaron con Tricaina
(Ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate salt, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
al 0.05% y posteriormente se colocaron en una caja Petri bajo un microscopio de
diseccion. Se amputaron una o ambas extremidades anteriores a mitad del
zeugopodo con un cortaufas o con una navaja de diseccion. Posterior a la
operacion, los animales se regresaron al agua de la llave filtrada.

Al final de cada experimento en cuestion, se colectaron las extremidades anteriores.
Esto se refiere a que fueron cortadas en la base, a nivel del hombro y posteriormente

tratadas de distintas maneras acorde con el experimento deseado.

Denervacion

Los ajolotes de 5-6.5 cm de talla de cabeza a cola se anestesiaron con Tricaina y
posteriormente se les colocod de costado en una caja Petri de tal manera que la
extremidad quedara en el cenit, la cabeza apuntando a la derecha y la cola a la
izquierda. Se humedecieron en tricaina trozos de papel con los que se cubrieron los
ajolotes, dejando expuesta una franja que abarcara el hombro y el brazo (fig. 3.1 A).
Se movieron de lugar las branquias (flecha blanca en fig. 3.1 B) de tal manera que
el hombro y todo el brazo del ajolote quedaran visibles. En caso de que las
branquias no se lograsen retener en una posicion en la cual dejara visible la zona a
operar, se colocé un pedazo de sanita humedecida sobre la branquia una vez puesta
en una posicion adecuada. Se realizé un pequefio hoyo en la epidermis con las
microtijeras de cirugia, ligeramente abajo y posterior al hombro. El tejido por debajo
de la piel se seccion6 hasta llegar a un vaso sanguineo con forma de “Y” (fig. 3.1
B). Los 3 nervios braquiales (de color crema) que se ubican posterior al vaso
sanguineo en forma de “Y” fueron seccionados. Las capas de los tejidos que se
retiraron fueron colocadas nuevamente en su lugar. Posteriormente los animales se
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taparon completamente con una sanita humedecida por un plazo de media hora

para finalmente ser regresados a su recipiente con agua de la llave filtrada.

A B

nervios
braquiales

Figura 3.1 Preparacion del ajolote para denervar. El ajolote anestesiado es colocado de costado
de tal manera que la cabeza quede de lado derecho y la cola del lado izquierdo. Posteriormente es
cubierto con retazos de sanitas humedecidas en Tricaina dejando expuesta la regién de la
extremidad (A). Las branquias son acomodadas para poder exponer la parte posterior del hombro
(flecha blanca). Los tres nervios braquiales se ubican posterior a una rama de una vena en forma de
“Y” y los dos nervios principales flanquean una vena. Para denervar la extremidad los 3 nervios son

seccionados con cuidado de no cortar los vasos sanguineos (B).

Tratamiento con el farmaco agonista de Wnt

El agonista de Wnt (2-Amino-4-(3,4-(methylenedioxy)benzylamino)-6-(3-
methoxyphenyl)pyrimidine) de Calbiochem (Billerica, MA, USA) fue inicialmente
diluido a una concentracién de 50 mM en DMSO. Posteriormente éste se diluy6 en
agua de la llave filtrada a una concentracién de 1uM (aproximadamente en un
volumen final de 100 ml de agua) y el ajolote se colocé ahi en diferentes dias post
amputacion dependiendo del experimento que se llevd a cabo. El farmaco se
recambio regularmente si el experimento excedia los 2 dias de duraciéon. Los
animales que se emplearon como controles se trataron con dimetil sulféxido
(DMSO).
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Con la finalidad de visualizar el efecto local del agonista de Wnt en las células
mesenquimales, se embebieron perlas de intercambio i6nico AGI-X2 (Sigma-
Aldrich) en 10 mM del agonista de Wnt e implantadas con la ayuda de una aguja de

tungsteno dentro del blastema de la extremidad en regeneracion.

Tincidon de esqueleto

Las extremidades colectadas para tincion de esqueleto se fijaron toda la noche en
etanol al 95% y se permeabilizaron en acetona. Posteriormente, las extremidades
colectadas se tifieron en Azul Alciano/Rojo de Alizarina por tres dias. Al finalizar el
periodo de tiempo adecuado, los esqueletos se aclararon en 1% KOH/20% glicerol

y se almacenaron en etanol, glicerol 1:1.

Tincién de Tricromica de Masson

Esta tincion se llevo a cabo en extremidades fijadas en paraformaldehido al 4% a
4°C toda la noche, que posteriormente fueron embebidas en paraplast de acuerdo
a las técnicas convencionales. Los cortes histolégicos de un grosor de 7 um fueron

tenidos también de acuerdo a las técnicas convencionales de Tricromica de Masson.

Esta tincion se utiliza para evidenciar fibras de colagena. La técnica tricromica de

Masson es una tincion diferencial y policrémica. En todos los métodos tricromicos,
se utilizan 3 colorantes:

— Un colorante nuclear, normalmente hematoxilina

— Un colorante citoplasmico, orange G, ponceau de xilidina, escarlata de Biebrich,
azofloxina etc.

— Un colorante del conjuntivo (para las fibras de colagena). Estos colorantes sue-

len ser derivados del anillo de trifenilmetano.
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El procedimiento para llevar a cabo la tincién que se empleo en este trabajo, se

puede encontrar descrito en la pagina: http://www.ihcworld.com/_protocols/spe-

cial stains/masson trichrome.htm.

Inmunohistoquimicas

Se emplearon los siguientes anticuerpos: B-catenin activa (05-665, Millipore,
Billerica, MA, USA) 1:200; tubulina acetilada (T7451, Sigma-Aldrich) 1:400; fosfo-
histona H3 (06-570, Millipore) 1:250; 1:100; Cy3 anti-conejo (111-16544, Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc., Sacramento, CA, USA) 1:500; y alexa 555 anti-
ratdbn (A21426, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 1:500 y alexa488 anti-conejo
(221206, Invitrogen) 1:500. Las inmunofluorescencias se analizaron con el sistema
Fluoview FV1000 del microscopio confocal (Olympus) afiadido en interfase con el
microscopio de luz invertido Olympus IX81, con un objetivo de inmersién en glicerol
20x. Las inmunofluorescencias contra $-catenina activa se llevaron a cabo en cortes
de 40 ym en el criostato. Para ello, las extremidades, una vez colectadas, se
colocaron en PFA a 4°C toda la noche, para posteriormente pasarlas por sacarosa
al 10% por 24 horas, sacarosa al 20% por 24 horas y finalmente sacarosa al 30%
por 24 horas. Concluido este periodo de tiempo, las extremidades se embebieron y
montaron en Tissue Tek para posteriormente poder ser seccionadas en el criostato.
Las inmunofluorescencias contra tubulina acetilada y contra fosfo-hitona H3 se
llevaron a cabo en tejidos embebidos en paraplast (Sigma-Aldrich) de un grosor de
10 ym y 7 um respectivamente. Para ello, una vez colectadas las extremidades,
éstas se colocaron en PFA a 4°C toda la noche, para posteriormente pasarlas por
un tren de deshidratacion en alcohol. Al finalizar el tren, las extremidades se
colocaron en Xilol hasta aclarar, se pusieron en paraplast/xilol 1:1 toda la noche, en
paraplast dos veces una hora y finalmente se montaron para poder ser procesadas

posteriormente.
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Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se llevd a cabo con la técnica de Trizol (Invitrogen). Para ello
se afnadié 1 ml de Trizol por cada 100 mg de tejido. Posteriormente se homogenizo
y se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos al final de lo cual se afiadieron
0.2 ml de cloroformo por cada ml de trizol utilizado. La muestra se agitd en un vortex
y se incubo por un periodo de 2-3 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente
se centrifugdé a 14,000 rmp por 15 minutos. Se transfirié la fase acuosa a un tubo
nuevo y se afadieron 0.5 ml de isopropanol por cada ml de trizol utilizado. Se incubo
10 minutos a temperatura amiente para posteriormente centrifugar 10 minutos a
14,000 rpm. Se eliminé el sobrenadante y se lavé la pastilla con 1ml de etanol al
75% por cada ml de trizol utilizado y posteriormente se centrifugé 10 minutos a
10,000 rpm a 4°C. Se elimino el sobrenadante y se dejo secar la pastilla. Finalmente,

la pastilla fue resuspendida en 100 ul de agua libre de ARNasas.

Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA se llevd a cabo mediante el sistema M-MLV Reverse
Transcriptase (Promega). Para ello se anadié 1 ug de ARN, 1 ul de oligonucléotido
antisentido 5 yM (oligo dT), 1 yl de dNTP’s 10 uM, 8 pl de amortiguador RT 5x, 1 pl
de inhibidor de ARNasa, 1 yl de enzima M-MLV RT Promega y lo restante de agua
para obtener un volumen final de 40 pl. La muestra se incubo a 42°C por 60 minutos

y posteriormente a 70°C por 15 minutos.

RT-PCR

Las reacciones de RT-PCR se llevaron a cabo usando RNA colectado de 8 pieles
de extremidades de ajolotes de 12 dias post amputacion tratados con el agonista

de Wnt o con DMSO. Los oligos que se emplearon fueron los siguientes:

c-myc oligo forward 5-TGACCCTTCAGTGGTCTTCC-3’
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c-myc oligo reverse 5-CGCCTCTTGTCGTTCTCTTC-3’
axina2 oligo forward 5’-GAGTCTGACGCTTGGACACT-3
axina2 oligo reverse 5-AGAAACTCGGTGAGTGGCATT-3’

Las condiciones para Ef1a se obtuvieron de Satoh et al. 2007 (Satoh et al. 2007).

c-myc y axina2 se amplificaron a 35 ciclos. Se llevé a cabo una electroforesis de las
muestras y posteriormente se le tomd una fotografia al gel resultante, para ser
analizado en el programa Image J. Con los datos obtenidos en el programa se llevd
a cabo un analisis estadistico de t de Student con la finalidad de establecer la
diferencia estadistica de la expresion de c-myc y axina2 en las extremidades

controles versus las tratadas con el agonista de Wnt.

Cultivo celular

Las células RKO (carcinoma de colon humano) se obtuvieron de the American Type
Culture Collection (Manassas, VA). Las células RKO se mantuvieron en el medio
Dulbecco Eagle modificado suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS),
antibiético (120 mg/ml de penicilina y 200 mg/ml de estreptomicina) y 2 mM de L-
glutamina. Las células se cultivaron en una incubadora con humedad a 37°C con
5% de CO..

Transfeccién y ensayo de reportero de luciferasa

La transfeccion se llevéd a cabo con Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA)
segun las instrucciones del fabricante. Brevemente, las células se sembraron en
cajas de 24 pozos en una concentracion de 3.5 x 10° células por pozo. 24 horas
después de haber sido sembradas, las células se colocaron en medio libre de suero
y se transfectadaron transitoriamente con 0.7 ug del plasmido reportero
(pTOPFlash) o con el plasmido control (pFOPFlash) mas 0.05 pg del plasmido de

luciferasa pRL (control de transfeccion). El reportero de luciferasa se midié 24 horas
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posteriores a la transfeccion en lisado celular usando el kit del ensayo de lucifersasa
dual (Promega, Madison, WI). La actividad se normalizé con respecto a la actividad

de luciferasa de renilla (Luna-Olloa et al. 2011).

indice mitético

Para medir la proliferacion celular, se contaron un total de 300 células en el blastema
y un total de 150 células en el epitelio en 4 diferentes cortes de la misma extremidad,
haciendo un total de 1200 células para el blastema y 600 células para el epitelio de
cada extremidad de cada animal. Se emplearon 4 animales (por lo tanto, 4
extremidades) para cada grupo. Dentro de las células contabilizadas, también se
contaron las células con una marca positiva para fosfo-histona H3. Se obtuvo el
indice mitotico para el epitelio y para el blastema de cada grupo al dividir el numero
de células positivas a fosfo-histona H3 entre el total del numero de células

contabilizadas

Hibridacion in situ en cortes

Para la hibridacion in situ en cortes (7 um) de tejidos embebidos en paraplast
(Sigma-Aldrich), la sonda empleada (sox9) se obtuvo como se describe en Guimond
et al. 2010 y las hibridaciones para los cortes del tejido se llevaron a cabo de

acuerdo con Garciadiego-Cazares et al. 2004.
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RESULTADOS

Durante el proceso de regeneracion de la extremidad del ajolote la actividad
de la via de senalizaciéon Wnt/pB-catenina se localiza en las células de Leydig

Con la finalidad de dilucidar en qué regién de la extremidad estaba activa la via de
sefalizacion de Wnt/B-catenina, se llevd a cabo una inmunofluorescencia con un
anticuerpo contra B-catenina activa (ABC beta-cat). Dicho anticuerpo, como su
nombre lo indica, reconoce la forma activa de la proteina al unirse a la forma
defosforilada de Ser37 o la Thr41. La B-catenina, al no estar presente el estimulo
del ligando Wnt, es fosforilada en los residuos de Ser37 y Thr41, lo que ocasiona su

posterior degradacion (Lee et al. 2009). Al estar presente el ligando, se impide dicha

fosforilacidon, lo cual evita que se degrade, permitiendo que se acumule en el
citoplasma para posteriormente traslocarse al nucleo, por lo que una marca de un
anticuerpo contra p-catenina localizada en el nucleo es un buen indicativo de que la
via de sefalizacion Wnt/p-catenina se encuentra activa.

Para establecer como variaba la actividad de la via de sefializacién Wnt/p-catenina
a lo largo del tiempo, se realizaron cortes histologicos de extremidades de 1, 5, 7,
10, 12 y 15 dias post amputacién (dpa) y se llevo a cabo la inmunofluorescencia
contra B-catenina activa.

La epidermis de la piel de los ajolotes consiste de tres diferentes tipos de células:
células epidermales no queratinizadas, células basales epidermales y células de
Leydig. Estas células (descritas por Leydig en 1857) son células glandulares
redondas considerablemente mas largas que las células epidermales que las
rodean. Cuando no estan totalmente maduras, las células de Leydig poseen
vacuolas que son posteriormente reemplazadas por pequefios granulos (Hay 1961,
Jarial 1989, Gerling et al. 2012).

En las figuras 4.1 y 4.2 se muestra la inmunofluorescencia con el anticuerpo contra

B-catenina activa y la co-localizacién con el marcador nuclear DAPI. En la figura 4.1
se muestra la marca del anticuerpo en el epitelio de una de las extremidades en

regeneracion, mientras que en la figura 4.2 se muestra la marca del anticuerpo para
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la parte distal de la extremidad amputada, presentada en diferentes momentos a lo
largo del proceso de regeneracion. También se incluye un acercamiento de una
region de la extremidad en los diferentes dias post amputacién. Ademas, se muestra
una inmunofluorescencia control llevada a cabo unicamente con el anticuerpo
secundario en un corte de una extremidad de 15 dpa.

Como se puede observar en la figura 4.2, la inmunofluorescencia muestra la marca
del anticuerpo co-localizando con la del marcador nuclear DAPI en las células de
Leydig del epitelio de la extremidad a lo largo de todo el proceso de regeneracion,
tanto en el epitelio de la extremidad de la regidén que esta regenerando, como en la
region no regenerante. La marca no se observa co-localizando en el nucleo de otras

células.

Figura 4.1. La marca para -catenina activa esta presente en las células de Leydig.

Se llevé a cabo una inmunofluorescencia con el anticuerpo contra -catenina activa y se muestra la
epidermis de una extremidad de ajolote en regeneracién. (A) Campo claro del confocal mostrando
las grandes y redondas células de Leydig (flechas negras). (B) DAPI. La flecha muestra el nacleo de
una célula de Leydig (C) inmunofluorescencia de B-catenina activa. La flecha muestra marca positiva
para una célula de Leydig. (D) Co-localizacién de B y C. La flecha muestra la sobre posicion de la

marca nuclear con la marca positiva del anticuerpo contra B-catenina activa en las células de Leydig.
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El farmaco agonista de Wnt activa la via de sefalizacion Wnt/pB-catenina en la
piel de la extremidad

Con la finalidad de activar la via de senalizacion de Wnt/B-catenina a lo largo del
proceso de regeneracion se empleo el farmaco agonista de Wnt (2-Amino-4-(3,4-
(methylenedioxy) benzylamino)-6-(3-methoxyphenyl) pyrimidine) (Calbiochem).
Dicho farmaco es un pequeio compuesto quimico que actua como un potente y
selectivo agonista de la via de sefializacién de Wnt sin inhibir la actividad de GSK-
3B. Es capaz de mimetizar el efecto de la induccion de 3-catenina mediada por Wnt

y de la actividad transcripcional dependiente de TCF.

El farmaco agonista de Wnt activa la via de senalizacidon de Wnt/B-catenina en la
linea celular de cancer de colon RKO

Primeramente, se llevd a cabo una prueba para comprobar la funcionalidad del
farmaco mediante un ensayo de actividad de luciferasa responsivo a TCF/LEF con
la linea celular de cancer de colon RKO que, a diferencia de varias lineas de cancer
de colon, no tiene sobre-activada la via de sefalizacion de Wnt/p-catenina. Como
se muestra en la figura 4.3, dicho ensayo se realiz6é en ausencia de compuestos, en
presencia de 100 ng/ml de la proteina Wnt3a o en presencia de distintas
concentraciones del farmaco agonista de Wnt. FOP es el plasmido control, el cual
no responde a la activacion de la via de sefalizacion mediada por Wnt y como
consecuencia muestra menores niveles de actividad de luciferasa. TOP representa
el plasmido responsivo a Wnt sin estimulo, por lo tanto, se trata de la actividad basal
de las células RKO. El tratamiento por 8 horas con 100 ng/ml de la proteina Wnt3a
incrementa la actividad de la luciferasa y 1 uM del farmaco agonista de Wnt es capaz
de mimetizar este mismo efecto. Una dosis siete veces mayor del farmaco
incrementa aun mas la actividad, pero esta se estabiliza para una concentracion de
10 uM.
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Figura 4.3 El farmaco agonista de Wnt incrementa la actividad transcripcional dependiente de
B-catenina en una linea celular de cancer de colon. Las células RKO se co-transfectaron con pRL
y el plasmido reportero TOPFlash o FOPFlash (Control). 24 horas ulteriores a la transfeccion, las
células fueron crecidas en ausencia de suero (2%) por 12 h posterior a lo cual se afiadi6é al medio
por 8 horas, la proteina Wnt3a (100ng/ml) o el farmaco agonista de Wnt con la finalidad de estimular
alas células. Después de incubar a las células en presencia o ausencia del quimico, éstas se lavaron,
lisaron y la actividad de la luciferasa se analizé. La actividad se normaliz6 con respecto a la actividad
de la proteina Renilla Luciferasa. Los resultados representan el promedio * el error estandar de al
menos tres experimentos independientes. Para TOP los valores son: 1.818 + 0.2015, para Wnt3a:
2.514 + 0.1663; para el agonista de Wnt 1 uM: 3.251 + 0.3122; para el agonista de Wnt 7 yM: 5.615
1+ 0.6369, y para el agonista de Wnt 10 uM: 5.265 + 0.4617. Los resultados representan el promedio
* el error estandar de al menos tres experimentos independientes. *p < 0.05, **p < 0.01, ****p <
0.0001.
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El farmaco agonista de Wnt incrementa la via de senalizacion Wnt/B-catenina en las
células de Leydig durante la regeneracion de la extremidad del ajolote

Con la finalidad de probar si el farmaco tiene algun efecto durante la regeneracion
de la extremidad y de encontrar la dosis adecuada para ello, se administraron
diferentes concentraciones del agonista de Wnt diluida en el agua, en un tratamiento
que se aplicé los primeros 7 dpa. Las extremidades fueron analizadas al final del
periodo normal que toma a un animal de esas dimensiones regenerar, que es
cercano a los 30 dpa. Las dosis empleadas fueron 0.25 yM, 1 uM y 2.5 uM. La
primera dosis no tuvo efecto sobre la regeneracion, mientras que la segunda dosis
causo la inhibicidon completa de la regeneracion y la dosis de 2.5 uM causé la muerte
del animal. Basandonos en estos resultados se decidié emplear la dosis de 1 uM en
todos los tratamientos futuros.

Posteriormente se confirmé el efecto del agonista de Wnt sobre la via de
sefalizacion Wnt en las extremidades regenerantes. Animales con una extremidad
en regeneracion de 12 dpa se trataron por 24 horas con el farmaco. Concluido el
tiempo de tratamiento las extremidades se colectaron y se trataron para una
inmunofluorescencia usando un anticuerpo contra -catenina activa. Se eligio este
momento de regeneracion puesto que la extremidad del animal en este periodo
posee un blastema bien formado, permitiéndonos evaluar de esta manera si el
farmaco también afectaba dicha estructura, tipica de la regeneracion. Como se
muestra en la figura 4.4 el farmaco agonista de Wnt incrementa la union del
anticuerpo a las células de Leydig del epitelio, co-localizando con la marca nuclear
DAPI, en comparacion con un animal control tratado con el vehiculo (DMSO). Este
hecho sugiere que el farmaco agonista de Wnt efectivamente esta teniendo un
efecto sobre la via de sefializacién Wnt/p-catenina. El farmaco parece no tener un
efecto ectdpico sobre la activacion de la via, pues como se aprecia en la figura 4.4
la marca parece unicamente exacerbada y no se aprecia que colocalice con la
marca nuclear DAPI en alguna otra region de la extremidad en donde no haya

estado presente la marca de una muestra control.
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Figura 4.4 El farmaco agonista de Wnt incrementa la marca del anticuerpo contra -catenina
activa. Animales con extremidades de 12 dpa fueron tratados por 24 h con DMSO (control) o con el
agonista de Wnt [1 uM]. Al finalizar el tratamiento las extremidades se colectaron y procesaron para
cortes histolégicos con la finalidad de llevar a cabo una inmunofluorescencia con un anticuerpo
contra B-catenina activa. La marca positiva se puede observar con mayor intensidad en las
extremidades de los animales tratados con el farmaco, en comparacion con las extremidades de los

animales control. La linea intermitente blanca muestra el plano de la amputacion.

El farmaco agonista de Wnt afecta la expresidon de genes blanco de la via de

senalizacion Wnt/B-catenina durante la regeneracion de extremidades

Con la finalidad de corroborar de otra manera el efecto del farmaco sobre la via de
sefalizacion de Wnt/B-catenina, se analizé la expresion de dos genes blanco
caracteristicos de dicha via de sefalizacidon, c-myc y axinaZ2. Para ello, ajolotes con
extremidades de 12 dpa se trataron por 12 horas con el farmaco agonista de Wnt.
Una vez terminado el periodo de tratamiento, las extremidades fueron colectadas y

se les retird la piel para que con ésta se llevara a cabo una RT-PCR con un pool de
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8 extremidades controles y 8 extremidades de animales tratados. El motivo por el
cual se selecciono la piel y no toda la extremidad, es que -como se observa en la
figura 4.2 y 4.4,- es el epitelio el que posee la mayor actividad y de esta manera se
puede obtener un tejido mas enriquecido, haciendo que el resultado se haga mas
evidente. Como nos revela la imagen del gel de la RT-PCR y la grafica que se
muestran en la figura 4.5, los animales tratados con el agonista de Wnt tienen
significativamente (*p<0.05) mayor expresién tanto de c-myc como de axina2 en
comparaciéon con los animales controles tratados con el vehiculo. De esta manera
se confirma que el farmaco agonista de Wnt efectivamente activa genes regulados

por la via de senalizacion Wnt/p-catenina.
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Figura 4.5 El farmaco agonista de Wnt incrementa la expresion de genes blancos de la via de
senalizacion Wnt/B-catenina. Animales con extremidades 12 dpa fueron tratados por 12 horas con
el agonista de Wnt [1 uM] o con DMSO. Posteriormente las extremidades se colectaron y se les retiré
la piel para con ella llevar a cabo una RT-PCR de los genes blanco de la via de sefializacion Wnt/p-
catenina, c-myc y axinaZ2. ef1-a se considero el gen control. Los genes ¢c-myc y axin2 incrementan
significativamente con el tratamiento experimental. La grafica representa el valor relativo de la
expresion de c-myc/ef1-o. y de axina2/ ef1-a en controles (vehiculo) y en animales tratados con el
agonista de Wnt. Los valores relativos de la expresion de c-myc y de axinaZ2 para los controles fueron
de 0.273 + 0.006 y 0.466 + 0.053 respectivamente. Los valores relativos de la expresién en animales
tratados con el agonista de Wnt fueron de 0.456 + 0.045 para c-myc y de 0.726 £ 0.047 para axinaZ2.

*p<0.05 para ambos genes.
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Estructura esquelética de una extremidad anterior de ajolote

Con la finalidad de facilitar la comprension de las modificaciones esqueléticas
ocasionadas por el farmaco que se muestran mas adelante, la figura 4.6 nos
muestra mediante la tincion de Rojo de Alizarina y Azul Alciano la estructura
esquelética de una extremidad anterior de un ajolote normal. Esta estructura esta
compuesta por el humero en la region del estilopodo, por el radio y la ulna en la
region del zeugdépodo y finalmente el autépodo esta compuesto por 8 carpos, 4
metacarpos y las falanges que estan constituidas por 2, 2, 3 y 2 elementos,

correspondiendo al digito I, II, lll y IV respectivamente.

Figura 4.6 Estructura esquelética de la extremidad anterior de un ajolote que regenera de
manera normal. La extremidad regenerada de un ajolote de 5-6 cm se colecté a los 30 dpa y se tifd
mediante la técnica de tincién de esqueleto de Azul Alciano y Rojo de Alizarina. En azul se muestran
las estructuras de cartilago, mientras que en rojo se muestran las estructuras éseas. El eje anterior
se muestra en la parte izquierda y la posterior en la derecha. A= autépodo, Z= zeugdépodo, E=
estilépodo, F= falanges (Anterior-Posterior= 2, 2, 3 y 2), M = metacarpo, C= carpos (8 en total), R=

radio, U= ulna, H= humero.
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Al activar quimicamente la via de senalizacion Wnt/B-catenina en diferentes
etapas de regeneracion de la extremidad del ajolote el proceso de

regeneracion se ve afectado de manera negativa en dos ventanas de tiempo

Con la finalidad de dilucidar cual es el efecto de activar la via de senalizacion de
Wnt/B-catenina en diferentes momentos a lo largo del proceso de regeneracion,
como se ilustra en la figura 4.7 A, los ajolotes amputados se trataron con el farmaco
agonista de Wnt (con una duracion de tres dias) en distintas ventanas de tiempo, a
lo largo del proceso de regeneraciéon de la extremidad, abarcando asi diferentes
etapas de la regeneracién (curacién de la herida, formacién de blastema,
morfogénesis). Ademas de los animales experimentales, los controles fueron
tratados con el vehiculo (DMSO) en las mismas condiciones. Un representante de
estos controles se muestra en la figura 4.7 B. Ninguno de los animales tratados con
el vehiculo presentaba anomalias y todos regeneraron en un periodo de 30 dias. La
tabla 4.1 ilustra el resumen de los resultados de los experimentos que se describen

a continuacion.

La activacién quimica de la via de sefalizacion Wnt/B-catenina durante la etapa de
curacion de la herida afecta de manera negativa el proceso de regeneracién en los
tratamientos dados a las 0 v 24 horas posteriores a la amputacion

Las ventanas de tratamiento que abarcaron el proceso de curacién de la herida
comenzaron a los 0, 1y 2 dpa en los cuales, los animales fueron expuestos por un
periodo de 3 dias al farmaco. Cercano a los 30 dias, que es el tiempo en que un
control regenero (fig. 4.7 B), los animales se examinaron para corroborar el avance
de la regeneracion. Si ésta aparentaba estar retrasada, se permitié al animal
regenerar unos dias mas antes de colectar la extremidad. Una vez colectada la
extremidad se llevé a cabo la tincion de esqueleto de Azul Alciano y Rojo de
Alizarina.

Cuando los animales fueron tratados a los 0 dpa por un periodo de 3 dias, no se

observo regeneracion de las estructuras distales a la amputacion en 2 de 4 casos,
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los otros 2 casos regeneraron de manera normal, aunque con un poco de retraso,
ya que la regeneracion concluyo a 35 dpa (fig. 4.7 C)

En la segunda ventana de tratamiento que comenz6 24 horas posterior a la
amputacidon, cinco de las siete extremidades de los animales tratados no
regeneraron ninguna estructura distal al plano de amputacion (fig. 4.7 D), las otras
dos extremidades unicamente regeneraron la porcion del eje posterior de la
extremidad. De estas dos extremidades una poseia un digito ectdpico que surgia
de la falange mas proximal del segundo digito. El digito | estaba ausente (fig. 4.8
A). En la otra extremidad, los digitos | y Il no estaban presentes (fig. 4.8 B).

El tercer periodo de tratamiento que abarcaba el proceso de curacién de la herida,
comenzo 48 horas posterior a la amputacion y como todas las demas ventanas de
tratamiento, comprendié un periodo de tres dias de exposicién al farmaco. Para esta
ventana de tratamiento todos los animales regeneraron sin malformaciones, aunque
con un retraso de 6 dias (fig. 4.7 E). Por lo tanto, durante la ventana que abarca la
etapa de curacion de la herida, se observa que los animales tratados a las 0 y 24
horas, con el farmaco agonista de Wnt, se ven afectados por el tratamiento y esta
afectacion ya no se observa en el tratamiento dado 48 horas posteriores a la

amputacion.

La activacién quimica de la via de senalizacion Wnt/B-catenina durante |la etapa de
formacién del blastema no se ve afectada de manera negativa en los tratamientos
dados a los 7 dpa, sin _embargo, produce malformaciones esqueléticas en los
tratamientos dados a los 10 y 12 dpa

La evaluacién del efecto del farmaco agonista de Wnt durante la etapa de formacion
del blastema se llevd a cabo con tratamientos a los 7, 10 y 12 dpa. Cuando los
animales se expusieron al farmaco a los 7 dpa, no se observaron anormalidades en
la extremidad regenerada, salvo por el retraso en el proceso de regeneracion (las
extremidades se colectaron a los 36 dpa) y un caso de una extremidad con un carpo
fusionado que se muestra mediante una flecha en la figura 4.7 F.

Los tratamientos que se llevaron a cabo al final del proceso de la formacion del

blastema (10 y 12 dpa) presentaban afectaciones en la extremidad regenerada (3/3
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para ambas ventanas de tratamiento). En la ventana de tratamiento llevada a cabo
a los 10 dpa, como se muestra en la figura 4.7 G, uno de los animales desarrolld
unicamente un digito y un tipo de protuberancia que probablemente se trataba de
un segundo digito. En esta extremidad no se formaron los carpos y el radio presento
una bifurcacion (sefalado por la flecha en la figura 4.7 G). La figura 4.8 Cy 4.8 D,
nos muestran los otros dos fenotipos que se obtuvieron con la ventana de
tratamiento que corresponde a los 10 dpa. En el primer caso se observa que
unicamente se formaron 3 digitos, aunque también se alcanza a apreciar una ligera
tincion en Azul Alciano en la parte mas posterior (sefialado por la flecha en la figura
4.8 C). Debido a que esta estructura ligeramente tefiida se encuentra bastante
separada de los carpos, es dificil identificarla como un digito. También se puede
observar que de los tres digitos que se formaron en esta extremidad, el que se
encuentra en la region mas anterior posee unicamente una pequena falange, el
digito que le sigue fue el mas completo, aunque carecia de la articulacion mas distal
y el digito mas posterior presentaba unicamente dos falanges. La mayoria de los
carpos de esta extremidad estaban fusionados.

Como nos muestra la figura 4.8 D el otro caso de la extremidad tratada a los 10 dpa
se desarrollé casi con normalidad, sin embargo, este ejemplo no desarroll6
completamente el digito mas posterior. Interesantemente ninguno de los animales
tratados en esta ventana de tiempo, presentaron osificacion (como se evidencia por
la falta de tincion con rojo de Alizarina).

Como se muestra en las figuras 4.7 H, 4.8 E y 4.8 F, todos los animales que fueron
tratados en la ventana de tratamiento que correspondia a los 12 dpa, tenian en
diferente grado de severidad ausencia de digitos en la extremidad regenerada. Dos
de estas extremidades, las mostradas en las figuras 4.7 H y 4.8 E, presentaron
fenotipos muy similares, mostrando unicamente tres digitos delgados y sin
articulacion; los primeros dos digitos anteriores, largos y aproximadamente de la
misma longitud y el digito mas posterior de una longitud reducida. La tercera
extremidad, mostrada en la figura 4.8 F, formo dos digitos reducidos en tamafio y
también sin articulaciones. Todas las extremidades tratadas en esta ventana de

tiempo tuvieron los carpos fusionados.
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La activacidén quimica de la via de sefalizacion Wnt/B-catenina durante la etapa de
morfogénesis no causa grandes anomalias en la extremidad regenerada

Cuando el tratamiento comenz¢ al inicio del proceso de morfogénesis (15 dpa), no
se observaron grandes anomalias en la extremidad regenerada; sin embargo, se
observo un retraso en el desarrollo de la regeneracion (3/3). A los 35 dpa todas las
extremidades ya habian regenerado los 4 digitos. Dos de las extremidades como la
que se muestra en figura 4.7 | presentaron una ligera malformacion, la cual consistia
en que al digito Il le faltaba una falange, haciéndolo similar a un digito IV. Dicho
digito se observo mas delgado en la base del metacarpo y por lo tanto con una
mayor separacion de la base de la mano en comparacion con el resto de los digitos

(sefalado mediante una flecha en la figura 4.7 1).

ca. 30 dias
Fin de
regeneracion

o E
ol Ventanas de[ — l

7 dpa

10 dpa
12 dpa
15 dpa

tratamiento — Recoleccion de
la extremidad

m Curacion de la herida W Formacion del blasmtema | Morfofénesis
(Tincidn de esqueleto)

Control 0 hpa 24 hpa 48 hpa

C D

Figura 4.7 La regeneracion de la extremidad no se logra de manera adecuada, al tratar los

7 dpa 10 dpa 12dpa 15 dpa

e

animales con el agonista de Wnt en dos diferentes ventanas de tiempo a lo largo del proceso
de regeneracién. Se trataron animales amputados a mitad del zeugopodo en diferentes periodos
de tiempo con el farmaco agonista de Wnt o con DMSO. Esto se llevoé a cabo sumergiendo a los
animales en agua de pecera con el farmaco en una concentracion final de 1 uM por 3 dias. Alrededor
del tiempo en el que las extremidades controles ya terminaron de regenerar, las extremidades se
colectaron para llevar a cabo con ellas, una tinciéon de esqueleto (A). Cuando el farmaco se
administré a las 0 y 24 hpa, antes de que el blastema se forme (linea azul claro en la flecha de la

linea del tiempo), la regeneracién se inhibe completamente o la extremidad regenerada no se forma
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de manera adecuada (C y D). Los animales tratados 48 hpa y durante la formacién del blastema
(linea morada en la flecha de la linea del tiempo) a los 7 dpa, formaron extremidades normales (E y
F), salvo ligeras anomalias, como fusiones de elementos esqueléticos (fecha en F). Las
extremidades regeneradas de animales tratados 10 dpa y 12 dpa regeneraron de manera anormal
(G yH).Alos 10 dpa se pueden observar anomalias como bifurcacion de los elementos esqueléticos
(flecha en G) y ausencia de algunos digitos o digitos mas delgados. También se observé que algunos
elementos esqueléticos estaban fusionados. Los animales que fueron tratados 15 dpa, al comienzo
de la morfogénesis (linea azul oscuro en la flecha de la linea del tiempo), regeneraron las
extremidades de manera normal salvo por la falta de una falange en el digito Il (flecha negra, 1) en

2 de 3 casos. La linea negra intermitente indica el plano de amputacién

24hpa 10dpa 12dpa
B

Figura 4.8 Otras extremidades regeneradas afectadas por el tratamiento con el agonista de
Whnt. La tincion de esqueleto muestra otros fenotipos que se obtuvieron al tratar a los animales en la
ventana de tiempo de 24 hpa (A, B); 10 dpa (C,D) y 12 dpa (E,F). La flecha en C muestra una
estructura cartilaginosa dificil de identificar como un digito. La parte anterior de la extremidad

corresponde al lado derecho y la posterior al izquierdo.

Ventana de Morfologia Mufédn sin regenerar Morfologia anémala
tratamiento normal

0 hpa 2 2 0

24 hpa 0 5 2 extremidades a las

cuales les faltaba la
parte anterior

48 hpa 4 0 0
7 dpa 4 0 0
10 dpa 0 0 3 extremidades con
malformaciones
esqueléticas
12 dpa 0 0 3 extremidades con
malformaciones

esqueléticas
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15 dpa 1 0 2 extremidades con
una falange faltante
en el digito 11l

Tabla 4.1. Resumen de la morfologia final de extremidades regenerantes obtenidas a raiz de haber

tratado a los animales en diferentes ventanas de tiempo por un periodo de tres dias.

Las extremidades tratadas con el agonista de Wnt no son capaces de
recuperarse si se les permite regenerar por un periodo mas prolongado

Con la finalidad de determinar si el efecto de inhibir la regeneracién de la extremidad
al tratar a los animales con agonista de Wnt era reversible, a los ajolotes que fueron
tratados en la ventana de tiempo de 24 horas post amputacion por un periodo de
tres dias, se les permitid regenerar por un periodo de 3 meses antes de colectar la
extremidad. Lo que se obtuvo como resultado fue que ningun animal fue capaz de
recuperarse (fig. 4.9 A) (n=4), con excepcion de la extremidad de un individuo que
desarroll6 tardiamente un tipo de digito proyectado desde la ulna (aunque ningun
carpo) y otro tipo de elemento esquelético que surgia del lado del radio.
Interesantemente esta estructura esquelética que regenerd no presento osificacion,

pero si articulaciones (fig. 4.9 B).

A B

Figura 4.9 Las extremidades tratadas con el agonista de Wnt que no son capaces de
recuperarse si se les permite regenerar por un periodo de 3 meses. A algunos animales tratados
24 hpa con el agonista de Wnt se les permitié regenerar por 3 meses con la finalidad de corroborar

si la regeneracion podia recuperarse, sin embargo, no se observo distalizacion en la mayoria de los

58



casos (4/5) (A). Una sola extremidad regener6 un tipo de digito y una estructura aledana. No formo

carpos ni tampoco presenté osificacion (B).

Las extremidades que no regeneran debido al tratamiento con el agonista de
Wnt desarrollan una cicatriz

Alas extremidades que se les permitié regenerar por 3 meses se les realizo la tincidon
tricromica de Masson con la finalidad de poder analizar si existia la posibilidad de
formar una cicatriz. La figura 4.10 Ay su acercamiento (fig. 4.10 B) nos muestran la
presencia de tejido fibrético, evidenciado por el color rosa que nos da la tincion.
También se observa un desarreglo en las fibras de colagena (mostrado en azul por
la tincion), en comparacioén con la presencia de fibras mejor organizadas en una
region de la extremidad que no fue amputada, lo cual también es caracteristico de

una cicatriz (fig. 4.10 C).

Colectada 3
meses post
amputacién

Figura 4.10 La inhibicién de la regeneracién forma una cicatriz. Algunas extremidades tratadas
en la ventana de tiempo de 24 hpa a las cuales se les permitid regenerar por tres meses fueron
colectadas y se tifieron con la técnica de Tricromica de Masson con la finalidad de observar la
presencia de una posible cicatriz (A, B). Esta tincion permite ver la presencia de tejido fibrético en un
acercamiento (B) ademas de un desarreglo en las fibras de colagena (sefialado mediante una flecha
en B) comparado con una seccion de la extremidad que no fue amputada (sefialado mediante una
flecha en C), lo que sugiere la formacion de una cicatriz. E: epidermis, F: tejido fibrético, H: hueso,

M: musculo. La escala equivale a 500 ym en Ay a 200 ymen By C.
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La activacion quimica de la via de senalizacién Wnt/B-catenina en etapas
anteriores a la formacion del blastema inhibe la futura formacion del blastema

Con la finalidad de determinar los cambios histologicos presentados durante la
regeneracion de la extremidad en animales tratados con el agonista de Wnt, se
procesaron ajolotes controles y ajolotes tratados por 3 dias con el farmaco en la
ventana de tratamiento en donde se obtuvo el mayor porcentaje de inhibicion de la
regeneracion (24 hpa), haciendo cortes en parafina a los 2, 4, 7, 10 y 15 dpa (fig.
4.11). La figura 4.11 nos muestra que en las extremidades control, a los 2 dpa el
epitelio ya ha cubierto el mufidn (flecha roja), a los 7 dpa un blastema se ha formado
(flecha verde) y posteriormente incrementa su tamano. Interesantemente en
animales tratados con el agonista de Wnt se observa un retraso en la epitelializacion
de la herida (flecha azul), sin embargo, a los 4 dias se puede apreciar que el cerrado
de la herida se ha completado (flecha naranja). La desdiferenciacién también se
aprecia en animales tratados (mostrado con una flecha blanca a los 10 dpa), sin
embargo, el blastema no llega a formarse, como se aprecia a los 15 dpa de animales
tratados, en comparacion con animales no tratados con el farmaco. Es muy normal
que después de la amputacion los huesos se protruyan debido a una contraccion
muscular. Esto es lo que se observa en el control a los 2 dpa. El borde de la
membrana basal nos permite determinar el nivel al cual se cort6 la extremidad

(mostrado mediante una flecha negra a los 2dpa en el control).
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Figura 4.11 Los animales tratados con el agonista de Wnt al inicio de la regeneracion de la
extremidad no forman blastema. Las extremidades de animales tratados en la ventana de
tratamiento de 24 hpa y las extremidades controles se colectaron en diferentes dias a lo largo del
proceso de regeneracion (como se muestra en la flecha de la linea del tiempo) y fueron tefiidas con
la técnica Tricréomica de Masson. La flecha de la linea de tiempo muestra en letras rojas el comienzo
del tratamiento. Las letras negras indican el momento en que las extremidades fueron colectadas.
La linea azul claro muestra que el tratamiento abarcaba la etapa de curacién de la herida. En una
extremidad control se puede observar que 2 dpa el epitelio ya ha cubierto casi completamente el
mufon (flecha roja). La flecha negra indica el borde de la membrana basal. A los 7 dpa el blastema
esta presente (flecha verde) y continda creciendo hasta que a los 15 dpa se observa un blastema
tardio. Por otro lado, un analisis temporal de las extremidades tratadas en la ventana de tiempo de
24 hpa nos muestra que, aunque el epitelio cubre la herida (flecha naranja), lo hace con algunos dias
de retraso, pues a los 2 dpa aun no ha epitelializado por completo (flecha azul). También se puede
observar que el proceso de desdiferenciacion esta presente (sefialado mediante una flecha blanca)
y que se acumulan algunas células en la parte mas distal del mufdn, sin embargo, un blastema
nunca llega a formarse. La linea intermitente negra indica el plano de amputacién. La escala equivale
a 500 pym.

La activacion quimica de la via de senalizacion Wnt/B-catenina en etapas
previas a la formacion del blastema inhibe la innervacion del munén de la
extremidad

Las extremidades denervadas no logran regenerar. No forman blastema, sin

embargo, si presentan desdiferenciaciéon (Mescher & Tassava 1975, Stocum &

Cameron 2011). Debido a esta coincidencia entre el fenotipo que observamos en

nuestros tratamientos y el fenotipo obtenido al denervar las extremidades, se hizo
una inmunohistoquimica con un anticuerpo contra tubulina acetilada (marcador de
nervios), con la finalidad de corroborar el estado de los nervios en animales tratados
con el agonista de Wnt en la ventana de tiempo de 24 hpa. Como se observa en la
figura 4.12, el mufion de una extremidad de un animal control esta inervado a los 3
dpa. En cambio, a los 3 dpa un animal tratado con el agonista de Wnt no lo esta.

Con la finalidad de probar si existia algun tipo de retraso en el proceso de inervacion,
se evalud la marca de tubulina acetilada en extremidades de 7 dpa. Sin embargo,

inclusive en este tiempo, no se observd que el muidn estuviera inervado. Estos
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resultados nos sugieren que la inhibicion de la regeneracion de la extremidad
observada en animales tratados con el agonista de Wnt antes de la formacion del

blastema, podria ser causada por la falta de inervacion.

Tratamiente

Control Agonista de Wnt

Control de Anticuerpo

3 dpa

7 dpa

Tubulina acetilada/ DAPI

Figura 4.12 Las extremidades de los animales tratados con el agonista de Wnt al comienzo de
la regeneraciéon de la extremidad no se innervan. La flecha de la linea de tiempo muestra el
comienzo del tratamiento en letras rojas. Las letras negras indican el tiempo en el que la extremidad
fue colectada para este experimento y la linea azul claro muestra que el tratamiento abarcaba la
etapa de curacion de la herida. Una inmunohistoquimica contra tubulina acetilada muestra que el
mufidn de una extremidad de un animal control de 3 dpa esta inervada mientras que ni el muidn de

3 dpa ni el de 7 dpa de una extremidad de un animal tratado lo estan.
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La activacion quimica de la via de senalizacion Wnt/B-catenina induce
proliferacion en la etapa de formaciéon del blastema aiun en extremidades
denervadas

Debido a la conocida funcién de la via de sefalizacion Wnt/B-catenina para inducir

proliferacion celular durante la regeneracién del pez cebra (Stoick-Cooper et al.

2007), decidimos evaluar el indice mitotico en extremidades regenerantes durante
el estadio de formacion de blastema (una etapa de proliferaciéon celular) en animales
expuestos a la activacion quimica de la via de sefalizacion Wnt/B-catenina. Para
ello, ajolotes de 7 dpa fueron tratados con el agonista de Wnt por un periodo de 24
horas para posteriormente llevar a cabo una inmunohistoquimica contra
fosfohistona H3 (PHHS3). La figura 4.13 nos muestra que la activacion de la via de
sefalizacion de Wnt/B-catenina mediante el farmaco agonista de Wnt incrementa
significativamente (* p<0.0001) la proliferacion celular tanto en el blastema como en
el epitelio de la extremidad regenerante en comparacion con una extremidad de un

animal control.

Por otro lado, durante la regeneracion, como se mencion6 anteriormente, el papel
de los nervios es muy importante para inducir proliferacién celular (Mescher &
Tassava 1975, Petrosky et al. 1980, Satoh et al. 2008, Lévesque et al. 2010). Con

el propdsito de evaluar si la activacion de la via de sefializacién de Wnt/B-catenina
era capaz de inducir proliferacion a pesar de la ausencia de nervios, las
extremidades de ajolotes de 7 dpa fueron denervadas, y 24 horas después tratadas
con el farmaco agonista de Wnt por un periodo de 24 horas. La figura 4.14 nos
muestra que la activacion de la via de sefalizacion Wnt/p-catenina mediante el
farmaco agonista de Wnt incrementa significativamente (*p<0.0001) la proliferacién
celular tanto en el blastema como en el epitelio de la extremidad regenerante en
comparacién con una extremidad de un animal control, a pesar de que la extremidad

carece de nervios.
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Figura 4.13 El tratamiento con el agonista de Wnt incrementa la proliferaciéon en el blastema y
la epidermis. La flecha de la linea del tiempo muestra en letras en tinta roja el comienzo del
tratamiento, en negro muestra el momento en que las extremidades fueron colectadas para este
experimento y la linea morada indica que el tratamiento abarcaba la etapa de la formacién del
blastema. Las extremidades de animales tratados a los 7 dpa con el agonista de Wnt por 24 h
mostraron significativamente mayor marca positiva para el anticuerpo contra fosfohistona H3 en
comparacion con los animales control tratados con el vehiculo, tanto en el epitelio (E) como en el
blastema (Bl) como muestra la grafica (*p< 0.0001). n=4. La linea intermitente blanca, muestra el

plano de amputacion.
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Figura 4.14 El tratamiento con el agonista de Wnt incrementa la proliferaciéon en el blastema y
la epidermis aun si la extremidad esta denervada. La flecha de la linea del tiempo muestra en
letras en tinta roja el comienzo del tratamiento, en negro muestra el momento en que las
extremidades fueron colectadas para este experimento, en letras verdes se muestra el momento de
la denervaciéon. Se comparé la proliferacion celular de extremidades de animales denervados a los
7dpa y tratados a los 8 dpa con el agonista de Wnt por 24 horas contra animales denervados no
tratados. Los animales tratados con el farmaco mostraron significativamente mayor marca positiva
para el anticuerpo contra fosfohistona H3 en comparacién con los animales control tratados con el
vehiculo, tanto en el epitelio (E) como en el blastema (Bl) en extremidades denervadas a los 7dpa,
como se evidencia por la grafica (*p< 0.0001) (C). n=4. La linea intermitente blanca, muestra el plano

de amputacion.
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La organizacion del tejido esquelético es anormal en animales tratados con el
farmaco agonista de Wnt en etapas posteriores a la formacién del blastema

Como se mencioné anteriormente, el tratamiento con el agonista de Wnt en estadios
de regeneracion posteriores a la formacidén de blastema resultdé en extremidades
con elementos esqueléticos fusionados ademas de falta de osificacion (figura 4.7 G
y Hy figura 4.8 C-F). Como se ilustra en la figura 4.15, los analisis histolégicos en
extremidades que estan en el final del periodo de formacion del blastema, que
fueron tratadas en esos estadios, muestran que el cartilago no estaba organizado
como el tejido esquelético de una extremidad que regeneré de manera normal.
También se observa que hay algunas regiones del tejido esquelético que no estaban
bien delimitadas (sefialado mediante una cabeza de flecha en la figura). Ademas,
en lo que presuntivamente es la interzona (sefialado mediante una flecha azul), las
células no se encontraron tan compactadas como en una interzona normal
(sefialado mediante una flecha roja). Por otro lado, en general, los nucleos celulares
se observaron mas grandes y la distribucion celular mas homogénea y no de

manera columnar.

Extremidad con
regeneracion normal

Agonista de Wnt

Figura 4.15. El tratamiento con el agonista de Wnt causa un tejido esquelético desorganizado.

Las extremidades se colectaron alrededor de los 30 dias post amputacién en animales tratados con
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el agonista de Wnt a los 12 dpa y posteriormente fueron tefiidas con la técnica Tricromica de Masson
con la finalidad de analizar las caracteristicas del tejido. Un digito de una extremidad que regener6
de manera normal muestra una organizacion tipica de un tejido esquelético endocondral, en donde
las células estdn mayormente condensadas en la interzona (las articulaciones se muestran
sefialadas mediante flechas rojas) y mas expandidas en la regiéon media de la unidad esquelética
(hueso). Un animal tratado con el agonista de Wnt en la ventana de tratamiento de 12 dpa muestra
un arreglo del tejido esquelético muy distinto. Las células de la posible interzona (flecha azul) no
estan condensadas y las células estan en general distribuidas de manera mas homogénea. Los
nucleos celulares se observan también mas grandes. En algunas partes el tejido esquelético no se

observa bien delimitado (cabeza de flecha). La escala es equivalente a 500 ym.

El tratamiento con el agonista de Wnt no afecta la expresion de sox9

Durante el desarrollo de la extremidad Sox9 es un importante factor de transcripcion
para la diferenciacion del cartilago, y junto con Sox8 uno de los marcadores mas
tempranos que se sabe se expresan en la cascada molecular de la condrogénesis

(Chimal-Monroy et al. 2003). Debido a las malformaciones esqueléticas que se

obtuvieron con los experimentos y debido a que durante el desarrollo, Sox9 es
regulado de manera negativa por la via de senalizacion Wnt, se especuld que
también durante la regeneracion de la extremidad sox9 se veria afectado de manera
similar y que esto explicara las malformaciones obtenidas al tratar a los animales en
la ventana de tratamiento de formacién de blastema. Con el propdsito de estudiar la
expresion de sox9 durante la regeneracion, animales de extremidades de 12 dpa se
trataron con el farmaco agonista de Wnt por un periodo de 24 horas. Se escogi6
esta duracion del tratamiento, ya que se han observado cambios en la expresion de

Sox9 en tiempos mas cortos durante el desarrollo de la extremidad (Day et al. 2005).

Posterior al tratamiento, las extremidades fueron colectadas con la finalidad de
llevar a cabo una hibridacion in situ para sox9.

Como se muestra en la figura 4.16, no se observaron cambios en la expresion de
este gen entre animales tratados con el agonista de Wnt y animales controles (4/4).
Con la finalidad de asegurarse que la falta de efecto no se debiera a que el
compuesto era incapaz de penetrar hasta el blastema, los animales no fueron

sumergidos en el farmaco, en lugar de ello, se emplearon perlas embebidas en 10
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mM del agonista de Wnt y se insertaron dentro del blastema. Tampoco en este caso
se aprecian diferencias (3/3). Esto sugiere que la expresidén de sox9 no parece estar

afectada por el agonista de Wnt.

> L
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Figura 4.16. El tratamiento con el agonista de Wnt no afecta la expresion de sox9 24 horas
posteriores al tratamiento. Linea de tiempo mostrando el momento del tratamiento y la duracion
de un tratamiento sumergiendo un animal o incrustandole en el blastema una perla embebida en
agonista de Wnt. Las letras rojas indican el comienzo del tratamiento y las letras negras indican el
momento en el que se colectaron las extremidades para este experimento; la linea morada indica
que el tratamiento abarcaba la etapa de formacién de blastema. La expresién de sox9 no se ve
alterada en animales expuestos a los 12 dpa por 24 horas a 1 uM del agonista de Wnt o al vehiculo.
Las lineas intermitentes indican el plano de amputacion. La linea de escala equivale a 500 ym, n=4.
La expresion de sox9 en animales tratados a los 12 dpa por 24 h con una perla (asterisco) embebida
en 10 mM del agonista de Wnt o el vehiculo tampoco se ve alterada, en este caso, la escala equivale
a 200 um, n=3.

68



DISCUSION

El propdsito de este trabajo consistio en determinar el efecto que tiene la activacion
de la via de senalizacion Wnt/B-catenina en diferentes momentos, a lo largo del
proceso de regeneracion de la extremidad del ajolote.

Primeramente, se establecid que la actividad de la via de sefializacion Wnt/j3-
catenina esta presente principalmente en las células de Leydig (células glandulares)
del epitelio de ajolote, tanto en la regidn de la extremidad que esta regenerando,
como en la que no, a lo largo de todo este proceso.

El epitelio del ajolote es pseudo-estratificado y contiene células epiteliales y células
de Leydig. Estas son células especializadas que poseen un citoplasma altamente

granulado que secreta sustancias cuya funcion se desconoce (Kumar et al. 2010,

Seifert et al. 2012). La implicacién que tiene el hecho de que la via de sefializacién

Wnt/B-catenina esté activa en las células de Leydig es incierta. Se esperaba ver
activa la via de manera mas prominente en las células del blastema, co-localizando
la presencia de la actividad con las zonas altas en proliferacién. Especialmente
debido a que durante el desarrollo de la extremidad la via de sefializacién Wnt/-
catenina esta activa en el primordio de la extremidad (el analogo al blastema durante

el desarrollo embrionario) que es altamente proliferativo (ten Berge et al. 2008). No

es forzoso, sin embargo, que la zona de proliferacion y el inductor de proliferacién
co-localicen espacialmente. El inductor podria estar regulando la proliferacion de
manera indirecta. Durante la regeneracion de la aleta caudal del pez cebra, en

donde la via de sefializaciéon Wnt/B-catenina se requiere para la proliferacion del

blastema (Kawakami et al. 2006, Stoick-Cooper et al. 2007), se ha demostrado que
dicha via de sefializacion no esta activa en la zona mas proliferativa del blastema,

sino en la region no proliferativa donde se cree que regula la proliferacion vy

diferenciacion a través de una sefalizacion secundaria (Wehner et al. 2014). En el
caso del ajolote, sin embargo, se debe esclarecer aun si la proliferacion celular es
regulada, como en el caso del pez cebra, de manera indirecta a través de la via de

senalizacion Wnt/B-catenina.
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Otra caracteristica que poseen las células de Leydig es que éstas expresan la
proteina aAG en el epitelio de la extremidad del ajolote en regeneracién y en el
epitelio de la region de la extremidad que no se encuentra regenerando (Kumar et
al. 2010). Como se mostré en este trabajo, la marca del anticuerpo contra 3-catenina
activa esta presente en este mismo tipo celular también en el epitelio de la
extremidad en regeneracion y en el epitelio de la region que no se encuentra
regenerando. Aunado a esto, la proteina nAG, el ortdlogo de la proteina aAG en
tritones que se expresa en las células glandulares, demostré controlar la
proliferacion celular, como parece hacerlo también la via de sehalizacion Wnt/[3-
catenina. Mas aun, nAG es capaz de rescatar la regeneracién en extremidades

denervadas (Kumar et al. 2007). Se debe esclarecer aun si es simplemente una

coincidencia que tanto nAG-aAG como la via de sefalizacion Wnt/B-catenina
puedan activar la proliferacion y estén presentes en las células glandulares, o si hay
una relacion entre estas dos. También seria interesante evaluar si hay actividad de
Wnt/B-catenina en las células glandulares de los tritones, donde se expresa nAG.
(Kumar et al. 2010).

Con la finalidad de determinar el efecto que tiene la desregulacién de la activacion
de la via de senalizacion Wnt/B-catenina en diferentes momentos a lo largo del
proceso de regeneracion, usamos una sustancia quimica conocido comercialmente
como agonista de Wnt. Aunque no se sabe concretamente como funciona a nivel
celular este farmaco, se sugiere que su efecto es a nivel de receptor pues, al colocar
el antagonista Dkk-1 (el cual se une y secuestra al co-receptor LRP5/6, inhibiendo
de esta manera la transduccion de sefial inducida por la union del ligando) junto con
el farmaco agonista de Wnt en un cultivo de células inmortalizadas de endotelio
cerebral humano, el efecto que se observo consistio en la localizacion perinuclear
de B-catenina y no en la localizacion nuclear que se observa cuando se coloca

unicamente el agonista de Wnt (Lim et al. 2008).

Debido a que no habia certeza sobre si este farmaco realmente fungia como

agonista durante la regeneracion de la extremidad del ajolote, se realizaron diversos
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experimentos para corroborar su funcionalidad en este sistema. Uno de ellos
consistio en una inmunofluorescencia con el anticuerpo contra -catenina activa y
el otro en la evaluacion de la expresion de los genes blancos de dicha via. Ambos
resultados mostraron que el farmaco funcionaba adecuadamente en el sistema. El
efecto observado del farmaco sobre el organismo parece ser el de sobre activar mas
que de activar ectopicamente (fig. 4.4). Es posible que esto se deba a que solo las
células con receptores a Wnt fueran las que responden a la adicién del farmaco y
que sélo en el epitelio hubiera dichos receptores. Por otro lado, también, el hecho
de que no se observe actividad ectépica podria deberse a que células como las del
blastema (en donde no se observa marca positiva para el anticuerpo contra [3-
catenina), no sean receptivas al farmaco, mas que al hecho de que el farmaco no
pudiera penetrar, pues por ejemplo, al colocar perlas con el farmaco dentro del
blastema no se observan diferencias en la regulacion del gen sox9 (fig. 4.16),
cuando ya se ha reportado que este gen es regulado negativamente por la via de
sefalizacion Wnt/B-catenina (ten Berge et al. 2008).

Al tratar a los animales durante diferentes ventanas de tiempo con la droga, se
determiné que existen dos momentos en los cuales al afiadir el agonista de la via
de sefalizacién Wnt/p-catenina se tienen efectos negativos sobre la regeneracion.
Uno es durante la etapa de curacién de la herida, antes de que el blastema se forme
(alas 0 y 24 horas de tratamiento post amputacion) y el otro es después de que el
blastema se ha formado, pero antes de que comience el proceso de morfogénesis
(alos 10y 12 dpa). El hecho de que en ciertas ventanas de tratamiento haya efecto,
y en otras no, llama la atencién pues, como se aprecia en las inmunohistoquimicas,
se puede observar que hay actividad de la via de sefializacién Wnt/B-catenina a lo
largo de todo el proceso de regeneracion (fig. 4.2). Esto nos haria suponer que, al
colocar el farmaco en cualquier momento a lo largo del proceso de regeneracion,
estariamos teniendo el efecto de sobre-activaciéon. Sin embargo, no siempre se
obtuvieron fenotipos en los cuales la regeneracion se viera afectada. Esto podria
deberse probablemente, a que en los momentos en los que no hay efecto, los

componentes que estan rio abajo en la cascada molecular (Hh, TGF-f3, Fgf, o algun
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otro) de la via de sefalizacion no son sensibles al incremento de la actividad de la
via 0 no estan presentes, no pudiendo de esta manera concluir un efecto notorio.
Otra opcidén podria ser que si hubiera algun efecto, como el incremento en la
proliferacion (como se observa a los 7 dpa, fig. 4.13 y 4.14) pero que éste no

repercutiera de manera permanente o global en el proceso de regeneracion.

También se analizdé como evolucionaba la regeneracidon en animales tratados con el
agonista de Wnt antes de la formacion del blastema (en la ventana de tratamiento
de 24 hpa), de tal manera que se pudiera determinar qué eventos se veian
afectados por el tratamiento. Lo primero que se observé es que parece haber un
retraso en el proceso de curacion de la herida. Este resultado concuerda con otros
sistemas de curacion de heridas en donde la via de sefalizacion Wnt/p-catenina se
observa mas activa en heridas cronicas. Ademas, en un cultivo organotipico de piel
humana, el tratamiento con LiCl (un activador de la via Wnt/B-catenina) ocasiona un
retraso en la curacién de la herida y este mismo tratamiento en un ensayo de herida
por rasgadura, inhibe la migracion de los queratinocitos, incluso cuando el cultivo

es tratado con el estimulante de migracion EGF (Stojadinovic et al. 2005).

Otra observacion que se tuvo durante la evolucion de la regeneracion de la
extremidad en animales tratados en la ventada de tiempo de 24 hpa, fue que, a
pesar de la inhibicion de la regeneracidon de la extremidad, el proceso de
desdiferenciaciéon estaba presente, aunque, probablemente debido al retraso del
proceso de curacion de la herida, se encontraba desfasado comparado con el
control. El hecho de que la desdiferenciacion esté presente en ventanas de tiempo
donde la regeneracion se ve inhibida y que, por otro lado, en la ventana de
tratamiento donde comienza la desdiferenciacion (tratamiento 48 hpa) la
regeneracion no se vea afectada, sugiere que el tratamiento con el farmaco agonista
de Wnt no afecta la desdiferenciacion. Se ha reportado en el pez cebra que la

desdiferenciacion no se ve afectada por FGF (Knopf et al. 2011) y en los tritones

parece ser que el tratamiento con ciclopamina (inhibidor de la via de sefalizacion

de Hh) tampoco inhibe la desdiferenciacion, ya que al tratar a los animales con este
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farmaco no se observan diferencias en ese aspecto en comparacion con el control

(Singh et al. 2012), sugiriendo que tampoco estas dos vias de sefalizacion estan

involucradas en este proceso.

No se observo, sin embargo, que se formara un blastema durante el estudio de la
evolucion de la regeneracion en animales tratados con el agonista de Wnt,
demostrando que la regeneracion de la extremidad se ve afectada por la falta de la

formacion de esta estructura.

Posteriormente analizamos a qué se debia esta falta de formacion de blastema.
Interesantemente, el hecho de que haya un proceso de curacion de la herida y de
desdiferenciacion, pero una ausencia de formacion de blastema, se presenta

también cuando las extremidades son denervadas y amputadas (Salley & Tassava

1981, Kumar et al. 2007). Por lo tanto, quisimos verificar el estado de innervacion

de las extremidades tratadas con el agonista de Wnt durante el proceso de curacion
de la herida (24 hpa). Lo que se observd fue que, a diferencia del control, las
extremidades amputadas no estan inervadas a los 3 dpa y esta innervacién no se
presenta tiempo después, pues en esta misma ventana de tratamiento, los mufiones
de las extremidades de los ajolotes de 7 dpa aun no estan inervados. No sabemos
a qué se deba la inhibicion en la regeneracién de los nervios ocasionada por el
farmaco. Por lo general, se reporta que la activacion de la via tiene un efecto positivo

sobre la regeneracion neuronal (Patel et al. 2017). Podia ser que la inhibicion de la

regeneracion en los nervios sea un efecto secundario de algun otro proceso que no

se llevd a cabo de la manera adecuada, como la epitelializacion de la herida.

El estudio de la innervacion se efectué mediante una inmunofluoerescencia con un
anticuerpo contra tubulina acetilada. Dicho anticuerpo, ademas de marcar los
nervios, también dio positivo para la region en donde estan ubicadas las células de
Leydig. No se sabe si esto se debe a que las células de Leydig tienen tubulina

acetilada o a que éstas estan inervadas.
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El proceso de curacién de la herida se vio afectado por el tratamiento con el agonista
de Wnt en dos ventanas de tiempo (0 y 24 hpa) y una ventana no mostré afectaciéon
(48 hpa). Esto sugiere que algun evento relevante debe estar ocurriendo entre estos
dos periodos que hace la diferencia entre ser o no ser afectado por un incremento
en la actividad via de sefializacién Wnt/p-catenina. Una posibilidad podria consistir
en que una vez que se ha logrado la innervacién de la extremidad (probablemente

antes de los 3 dpa (Satoh et al. 2008)), la desregulacion en la activacion en la via

de senalizacion Wnt/B-catenina ya no afecta la regeneracion de la extremidad.

Otra observacion que se hizo en este trabajo es que las extremidades que no
regeneran forman tejido fibrético en el mufion. Coincidentemente, el tejido fibrético
también se forma en extremidades denervadas que usualmente no poseen la
capacidad de regenerar. Sin embargo, en los urodelos, los nervios de extremidades
denervadas también llegan a regenerar. Si esto sucede antes de que se forme tejido

fibrético, la extremidad puede regenerar (Salley & Tassava 1981, Kumar et al. 2007).

Notablemente en nuestro trabajo no todas las extremidades que fueron tratadas en
la ventana de tiempo de curacién de la herida (0O dpa) fueron afectadas por el
tratamiento (2/4), lo que podria deberse a que el nervio alcanza a recuperarse antes

de que se forme una cicatriz.

Se ha establecido en varias ocasiones que tanto durante la regeneracion, como
durante el desarrollo de las extremidades, la via de sefalizacion Wnt/B-catenina

afecta la proliferacion (Kawakami et al. 2006, Stoick-Cooper et al. 2007, ten Berge

et al. 2008). En este trabajo quisimos comprobar si en nuestro sistema, el farmaco
también era capaz de incrementar la proliferacion. Por lo cual se aplicé el
tratamiento con el agonista de Wnt en la etapa de formacion de blastema.
Efectivamente, el agonista de Wnt fue capaz de incrementar la proliferacién celular.
Sin embargo, a pesar del incremento en la proliferacién, los tratamientos dados en
las ventanas de tiempo que comprendian la etapa de formacion del blastema (7, 10
y 12 dpa) no aceleraban el procesos de regeneracion, contrario a lo que se ve en la

regeneracion de la aleta del pez cebra en un mutante del inhibidor de la via Wnt/$3-
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catenina, Axina2 (Stoick-Cooper et al. 2007). Mas aun, dos de las ventanas de

tratamiento, 10, 12 dpa tuvieron afectaciones en la regeneracion. Mientras que, a

los 7 dpa no se presentd mas que un leve retraso en el proceso.

También durante la formacion del blastema se probd que el farmaco agonista de
Wnt es capaz de incrementar la proliferacion a pesar de la ausencia de los estimulos
de los nervios, que fueron retirados mediante una cirugia de denervacion (en esta
ventana de tratamiento los nervios ya se han establecido en el mufion).

Como se mencion6 anteriormente, tanto la via de sefializacion Wnt/p-catenina,
como los nervios, son capaces de inducir la proliferacion durante la regeneracién de
la extremidad (Petrosky et al. 1980, Brockes 1984, Mescher & Tassava 1975,
Kawakami et al. 2006, Stoick-Cooper et al. 2007, Stocum & Cameron 2011). Sin

embargo, en este trabajo no queda claro si en los urodelos los nervios y la via de

sefalizacion Wnt/B-catenina trabajan de manera sinérgica, si hay redundancia en la
funcién de ambos o si uno regula al otro. En el caso de la regeneracién de la
extremidad de las Xenopus juveniles, se ha sugerido que la via de sefalizacidon
Wnt/B-catenina y las senales derivadas de los nervios tienen papeles redundantes
durante el inicio de la regeneracion de la extremidad como se menciond en la

introduccién (Yokoyama et al. 2011).

Cuando los animales fueron tratados después de que el blastema se formé, pero
antes del comienzo del proceso de morfogénesis (10 y 12 dpa), el fenotipo final de
la extremidad regenerada presentd varias malformaciones esqueléticas. Dichas
malformaciones consistieron principalmente en elementos esqueléticos fusionados,
falta de osificacion y ausencia de algunos elementos esqueléticos. Aunado a esto,
los cortes histologicos revelaron la falta de organizacion tisular, entre otras cosas.
Existen dos mutantes de ratén, uno que expresa CA-LEF, una forma
constitutivamente activa de LEF-1, bajo el promotor/enhancer de la colagena de tipo
Il, y otro que lleva una forma estable de B-catenina (B-catenin*/fox(ex3): Col2a1-Cre),
que presentan fenotipos muy similares en el desarrollo de la extremidad a los que

se obtuvieron en la regeneracion de la extremidad. Alguno de estos son: falta de
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organizacion tisular del esqueleto, falta de articulaciones, inhibicion de osificacién
endocondral y la ausencia de una organizacion en forma de columnas paralelas de
los condrocitos en proliferacion, que estan presentes en un elemento esquelético

normal (Akiyama et al. 2004, Tamamura et al. 2005). Esto sugiere que, al igual que

durante el desarrollo de la extremidad, la via de sefializacion Wnt/B-catenina durante
la regeneracion de la extremidad debe de ser bien regulada, para que se pueda

formar una estructura esquelética adecuada.

Durante la diferenciacion condrogénica en la formacion esquelética endocondral,
Sox9 tiene diferentes papeles de manera sucesiva que procuran la formacién

adecuada de los elementos esqueléticos (Akiyama et al. 2002). Por otro lado, esta

bien documentado que la via de sefalizacion Wnt/p-catenina es capaz de inhibir

Sox9, consecuentemente afectando el proceso condrogénico (Akiyama et al. 2004,

Day et al. 2005, ten Berge et al. 2008). Debido a esto y al fenotipo que se obtuvo al

tratar a los animales después de que el blastema se ha formado, pero antes del
proceso de morfogénesis (formacion inadecuada de los elementos esqueléticos),
esperabamos ver una afectacion en la expresion de sox9. Sorprendentemente no
vimos ningun cambio en un periodo de tratamiento de 24 horas ya sea sumergiendo
a los animales o mediante la insercion de perlas. Esto podria deberse a que sox9
no se ve afectado directamente por el agonista de Wnt. Por ejemplo, podria ser que
sox9 no se viera afectado, pero si algun otro gen rio abajo de sox9 dentro de la

cascada condrogénica, explicando el fenotipo que obtuvimos.
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CONCLUSIONES

La via de sefalizacién Wnt/B-catenina esta activa en las células de Leydig.

La regeneracion de la extremidad no se lleva a cabo de manera adecuada al activar
la via de sefalizacion Wnt/pB-catenina en dos momentos diferentes del proceso de
regeneracion. El primero, al comienzo del proceso de regeneracion, antes de la
formacion del blastema. El segundo, después de la formacion del blastema, antes

de la morfogénesis.

El tratamiento con el agonista de Wnt causa un efecto irreversible sobre la

regeneracion y ocasiona la formacion de una cicatriz.

El tratamiento con el agonista de Wnt inhibe la formacion de un blastema en etapas
tempranas de la regeneracion de la extremidad, lo que correlaciona con una falta
de innervacion.

El agonista de Wnt incrementa la proliferacion aun en extremidades denervadas.
La activacion de la via de sefalizacion Wnt/B-catenina ocasiona una

desorganizacion tisular del esqueleto y no afecta la expresion de sox9 a las 24 h

posteriores al tratamiento.

77



PERSPECTIVAS

A pesar de que en urodelos ya se ha inhibido la via de sefalizacion Wnt/B-catenina
durante la regeneracion de la extremidad, esta inhibicion no se ha efectuado en
diferentes momentos a lo largo del proceso de regeneracion. Esto nos permitiria
visualizar cobmo se afectan los distintos procesos que se dan a lo largo de la
regeneracion. Por lo tanto, seria interesante llevar a cabo una inhibicion de la via en

distintas ventanas de tiempo a lo largo del proceso de regeneracion.

Por otro lado, también seria interesante evaluar si existe una relacion entre la via

de senalizacion Wnt/B-catenina y la expresion de aAg.

Seria interesante evaluar la relacion que guarda la via de sefializacion Wnt/j3-

catenina con los nervios y la proliferacion.

Queda por estudiar si Wnt/B-catenina controla un centro organizador y si este centro

organizador son las células glandulares de la piel.

Ademas seria importante establecer la relacién que tiene la via de sefializaciéon

Wnt/B-catenina con otras vias de sefializacién como la via de Hh y de BMPs
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