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La Perfeccidn es el Sentido subjetivo del camino del Inconsciente.

Moria

Nothing without understanding would ever be more beauteous than with understanding.

Plato

If there were no regeneration there would be no 1life. If everything regenerated there would be
no death. All organisms exist between these two extremes.

Richard Goss

Developmental biology is a powerful way to learn how genes and proteins operate in their
natural habitats. In a growing animal, genes come to life.

Matthew P. Scott

El sexto planeta.. estaba habitado por un anciano que escribia libros enormes.

..[E1l principito] echd una mirada a su alrededor, sobre el planeta del gedgrafo.

[y dijo] Es muy bello vuestro planeta.

-No puedo saberlo -dijo el gedgrafo.

- jAh! (el principito estaba decepcionado).

[..] iPero eres gedgrafo!

-Es cierto -dijo el gedgrafo-, pero no soy explorador. ..

El gedgrafo es demasiado importante para explorar. No abandona su escritorio. Pero recibe ahi a
los exploradores. Les interroga y toma nota de sus observaciones. [Escribe geografias,] los
libros mds precisos de todos los libros.

Antoine de Saint-Exupéry

My dreams were at once more fantastic and agreeable than my writings. .What I wrote was
intended at least for one other eye.; but my dreams were all my own..

Mary Shelley




E1l proceso de realizar un estudio en un Area Frontera,
es el proceso de Idealizar al héroe o tema de la historia;
embellecer, ocultar y pecar de una sabiduria no poseida,

hacer propio aquello que nunca lo ha sido.

A Bety.

A WY, Diana y S.

A Héctor.

He de advertir que peco de dos males en la escritura de este texto. Primero,
tengo un sesgo de para quién escribo. Y segundo, de alguna manera este texto es
autobiogrdfico.

Traté de corregir ambos casos..

El primero, creo, fue eficazmente resuelto con las criticas, pero principalmente
con las dudas que me generaron mis sinodales tras su revisidn.

El segundo data de abril de 2007 (mientras cursaba el segundo semestre de 1la
carrera) y tiene su origen en el texto de Anne Casselman, How to Grow a New
Limb?”  Parafraseando a Dinsmore, 4 History of Regeneration Research, el
exponerme a descubrimientos cientificos histdéricamente significantes estimuld a
mi nifio interior: retando mi imaginacién y creatividad. Espero que mi mal se
convierta en un bien y despierte en el lector un poco de curiosidad cientifica.

A 1la 5.

® De ese texto, cuatro puntos influyeron en mi desarrollo conceptual: I) los mamiferos han
perdido la capacidad de regenerar partes de su cuerpo; 2) las rutas de sefializacién que
controlan los procesos de regeneracién pueden estar conservados en los organismos; 3) estas
sefiales hacen que las células cercanas a la herida regresen a un estado similar al de Células
Troncales; y, 4) la capacidad de regenerar “extremidades” estd latente en nifios planteando 1la
duda sobre qué rutas estdn implicadas.
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Resumen

La pérdida de extremidades altera la funcionalidad de los organismos e incluso puede
comprometer su sobrevivencia. E1 proceso de regeneracidén a través de la activacién
de células troncales adultas, de la induccidn del potencial pluripotente en células
diferenciadas o de la activacidén de programas moleculares similares a los del
desarrollo embrionario permite 1la recuperacidén incluso de tejidos u dJrganos

completos.

Durante la regeneracidén de la extremidad, los procesos de cerrado de herida y
de formacidén de un reservorio celular (blastema) en el mufién son determinantes para
el éxito de la regeneracidén y, en organismos que regeneran extremidades completas,
estdn regulados por la funcidn tréfica y mitogénica de los nervios. Sin embargo, en
mamiferos donde la capacidad regenerativa se limita a la punta de los dedos, los
nervios estdn ausentes durante el proceso regenerativo. Aunque los nervios, en
apariencia, no influyen en el proceso regenerativo, generan sintomas sensoriales y

nocioceptivos patoldgicos tras la formacién de neuromas.

En esta tesis después de estudiar el proceso regenerativo en ratones a través
de técnicas histoldgicas cldsicas, inmunohistoquimicas y de la evaluacién de 1la
expresidén de genes se encontré que la capacidad regenerativa del ratén se limita a
los dedos y depende de la edad y el nivel de amputacidén. Asimismo, se encontrd que
durante el proceso de regeneracién se llevan a cabo en la falange terminal un
proceso de inflamacidn transitorio y un proceso de osificacidén directa; ello podria
explicar las deficiencias en la formacién de un blastema. Incluso sin un blastema,

se ha reportado una acumulacién de células con cardcter progenitor bajo el epitelio
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de herida y por arriba de los remanentes dseos. Al evaluar la expresién de genes
caracteristicos de células troncales pluripotentes y mesenquimales troncales en esta
regidén se encontrd una dindmica donde resalta la expresidn de Sox2, c-Myc, Thy-I'y
Endoglina. Se sabe que estos genes participan en procesos de regeneracién axonal,
condrogénesis, reepitelializacidn, desarrollo y remodelamiento vascular y en el
mantenimiento de la multipotencia. La expresién de genes relacionados con el proceso
de regeneracidn axonal y el patrdn de reinervacién digital durante la regeneracidn
llevan a sugerir la posibilidad de que las células nerviosas periféricas desarrollen
procesos de regeneracidn axonal aberrante que Jjunto con los procesos de
reepitelializacidén y cicatrizacidén explican las deficiencias en la formacidén del
blastema y en la regeneracidén digital. Todavia falta evaluar: I) la relacidn de
estos genes y el patrdén de innervacién con el remodelamiento de la membrana basal;
¥y, 2) la necesidad de, al menos, un centro sefializador que detone y/o regule el

proceso regenerativo.

Los resultados de esta tesis permiten sugerir que al inducir en mamiferos 1la
formacién de un reservorio celular (blastema) donde se expresen marcadores de
células troncales se generarian células blanco para los axones, ello permitiria
promover una correcta regeneracién axonal y asi establecer un asa de
retroalimentacién que mantendria la poblacidén celular del blastema en condiciones
optimas para llevar a cabo la regeneracién de la extremidad evitando la formacidn de

neuromas y, a su vez, evitando la aparicidén de sintomas sensoriales y nocioceptivos.




Introduccidn

tPor qué es importante estudiar la regeneracién de las extremidades?

La idea de regenerar: entre 1o Iinmortal y 1o real

El interés por el fendmeno de la regeneracidén ha estado presente en el imaginario
humano desde que se tiene registro™ . La capacidad de regenerar era considerada
una propiedad o habilidad de héroes o seres inmortales -Titus, Prometeo,
Hércules, Mercurio, Xolotl-"*®; 1los humanos solo” al exaltar alguna virtud o
sacrificio podian recibir 1la gracia divina™®*®. Aunque las civilizaciones donde
surgieron estos mitos tenian algun conocimiento de los procesos regenerativos,
fueron incapaces de explicar sus causas reales™®”.

Durante 1la Edad Media, 1los humanos tenian la esperanza de regenerar
extremidades pérdidas gracias a la sensacidén de extremidades fantasma; mientras
la extremidad conservara el alma (teoria vitalista), su regeneracidén seria

2,8-9

posible . Esta creencia fue fortalecida por reportes de regeneracién milagrosa

de extremidades en humanos®. La teoria vitalista de Aristételes”®™ (c. 350 a.c.)
permeéd al estudio de la regeneracién hasta I90I cuando Morgan establecid el

corpus biolégico del proceso regenerativo®™ ™,

* Para la acentuacidén de la palabra solo y las palabras este, ese y aquel, con sus femeninos y
plurales se siguieron las reglas de acentuacidén establecidas por la Real Academia Espafiola en
20I10. Véase p. I02.




Antes de la regeneracion: pérdida de una extremidad

Aunque parezca obvio, para que se inicie el proceso regenerativo es necesario que

I5-16

haya un dafio™ interno (como una enfermedad™™®) o externo (como un accidente o

una guerrarﬁm) que impida la viabilidad y funcionalidad de 1la extremidad”*°. La

pérdida de la extremidad también puede ser una estrategia de sobrevivencia como

la autotomia (autoamputacién) en roedores y humanos™*%.

Aunque 1la regeneracién desempefie funciones distintas en diferentes

animales, algunos mecanismos celulares y moleculares se han conservado a lo largo

de la filogenia®*. Considerar al proceso regenerativo como evolutivamente

conservado®®®*, permite aprender de invertebrados como 1la esponja®, 1a

36-39 40-4I

planaria y la hidra los mecanismos que se han conservado y aquellos que

43-45 46-47

han cambiado®. Por ejemplo, en anfibios y en mamiferos algunos procesos

del programa de regeneracién de extremidades estdn conservados incluso en
condiciones no regenerantes (organismos adultos y en amputaciones extensas); sin
embargo, dicho programa no se lleva a cabo. Aun cuando se han desarrollado
tratamientos especificos capaces de inducir el programa regenerativo, 1la

regeneracién solo es parcial®®*™,

El proceso mds conservado entre los organismos es el mantenimiento de 1la

homeostasis de sus tejidos®®. Para esto, 1los organismos utilizan tres

mecanismos: I) activan células troncales adultas, 2) inducen el potencial

pluripotente o multipotente en células diferenciadas a través de un proceso

56-57,59 3 )

denominado reprogramacidén natural 0 activan programas moleculares

s
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%063 Gurley y Sdnchez Alvarado®™

similares a los del desarrollo embrionario
advierten que aun falta mucho por entender (y por estudiar) sobre la funcién de

las células troncales adultas o reprogramadas en los procesos de regeneracidn.

Si 1la regeneracién de 1la extremidad fuera un proceso conservado
evolutivamente que se ha ido perdiendo por diferentes presiones ambientales,
seria necesario descifrar qué fases o eventos (morfolégicos, celulares y
moleculares) han sido anulados, suprimidos o inhibidos®. En este contexto, Bely™
propone evaluar cuatro eventos: I) el cerrado de herida o reepitelializacidn;
2) la formacién de un reservorio celular o blastema en el frente de regeneracidn;
3) que las células de este blastema hayan estado expuestas a sefiales moleculares
similares a las que estdn presentes durante el desarrollo embrionario® y que
dicha exposicién refleje los patrones morfogenéticos adecuados™; y, 4) que la
extremidad regenerada sea un reemplazo fiel y funcional de 1la extremidad

amputadaZ&Gs.

Los humanos pueden perder alguna extremidad durante el nacimiento® o en el

transcurso de su vida (enfermedad, accidente, guerra o trastornos en la imagen

16-17,24-25,68-70

corporal) . E1 nivel de amputacidn correlacionard con el compromiso de

la funcionalidad de 1la extremidad (Ver Figura I). Asumiendo que 1la persona
sobrevive a la causa de 1la amputacidén, el proceso de curacidén serd largo y
doloroso; se debera remodelar el hueso (desarrolldndose a veces procesos de

71
)

osificacién heterotdpica se generaran cicatrices, se retraerdn los misculos y




se formardn neuromas en el mufiSn debido al proceso de regeneracién axonal

72-73

aberrante (Ver Figura 2).

Figura I. El1 compromiso de la
funcionalidad de la extremi-
dad dependerd del nivel de
amputacidén. A y B) Amputacidn
de 1la falange distal de un
dedo de 1la mano; rayos X y
fotografia donde se muestra
la regeneracién del hueso y
de la ufia. C) Fotografia de
un pie de un paciente
diabético al que se 1le ha
amputado todo el dedo. D)
Amputacién de todo el pie y
parte de la pierna. Note en A
y B que solo los nifios de
forma natural son capaces de
regenerar la punta de sus
dedos®™"™ . A y B) Modifica-
dos de referencia 5I. C)
Modificado de referencia 77.
D) Modificado de referencia
I5.

Figura 2. Regeneracién
aberrante de los nervios o
formacién de neuromas. A) La
regeneracién axonal en 1las
extremidades puede originarse
con el dafio a los nervios sin
la necesidad de axotomia. Los
neuromas se ven como nudos.
B) Neuroma formado tras 1la
amputacion del dedo medio a
nivel de 1la falange inter-
media de 1la mano izquierda
(flecha). C y D) Tras meses
de  recuperacién de una
amputacién de la pierna por
debajo de 1la rodilla se
muestra la formacién de un
neuroma; el paciente repor-
taba dolor de miembro
fantasma. A) Modificado de
referencia 78. B) Modificado
de referencia 79. C y D)
Modificado de referencia 72.




En la actualidad solo existen tres tratamientos posibles, dependiendo del grado y

el nivel de dafio, para que los humanos recobren la funcién de sus extremidades:

I) el reimplante o trasplante de la extremidad (digitos o extremidades completas)
17,80-81,

con o sin reinervacién ; 2) la elongacidn ésea o quirdrgica®; y, 3) el uso

de prétesis”.

Dafio y regeneracion del sistema nervioso periférico

La magnitud de dafio que sufre el sistema nervioso periférico (SNP) tras una
lesidén, determinard las caracteristicas del proceso regenerativo axonal; ello
influird en su grado de recuperacién funcional. Dicha recuperacidén puede ocurrir
a través de tres mecanismos diferentes: restitucidn, sustitucién y
compensacién®. Se han definido al menos cinco grados de dafio neural®™ (Ver Figura
3); de estos, es importante resaltar que la regeneracidn decrece con la magnitud

de dafio, la edad del organismo®™®

y el lugar en donde el axén fue dafiado
-inhibiéndose totalmente cuando es cercano al soma. El1 dafio en los nervios
periféricos genera cambios retrogrados en el SNP que promueven la sobrevivencia y
regeneracion axonal. Las sefiales provenientes de los nervios dafiados participan
de manera general en dos procesos. Mientras que algunas sefiales como 1los
derivados de la degeneracidn Walleriana o cambios en los canales idnicos y sus
respectivos cambios electrofisioldgicos, generardn sintomas sensoriales y
nocioceptivos patolégicosgﬁ%, otras sefiales influirdn en la dindmica celular al

activar: factores neurotréfios, factores de transcripcién, moléculas de

transporte axonal, moléculas especificas del crecimiento del cono axdénico y en el

s
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remodelamiento del citoesqueleto, en particular, de 1la tubulina (componente
esencial en 1la formacién de microtibulos)®. Por ejemplo, 1las diferentes
modificaciones posttraduccionales de la tubulina podrian representar mecanismos
regulatorios de su disponibilidad durante el crecimiento axonal y el transporte
intracelular’ **. La arquitectura del SNP (los axones se extienden desde 1la
médula espinal hasta la punta de los dedos) implica un gran reto para la dindmica
del sistema de transporte retrogrado y anterogrado intracelular de mRNA,
proteinas, moléculas, organelos, neuropéptidos, neurotransmisores y factores de
crecimiento®®. Recientemente, en el SNP se ha asociado 1la dindmica de

acetilacién de los microtdbulos a su estabilidad durante el transporte axonal®

y, por lo tanto, se ha asociado a su funcionalidad.

El proceso de regeneracidén axonal involucra varios pasos: sobrevivir al
trauma inicial, iniciar el crecimiento axonal, abrirse paso por la regidn de
dafio, navegar de nuevo hacia los objetivos originales, restablecer los contactos
sindpticos con dichos objetivos y restablecer el patrdén normal de mielinizacidn
de los axones regenerados®™® (Ver Figura 3). La respuesta inicial del sistema
nervioso es inflamatoria; las neuronas y las células gliales inician un proceso
de apoptosis cuyos derivados son desechados a través del proceso de degeneracidn
Walleriana®. La regeneracién axonal, propiamente dicha, inicia con 1la
proliferacién de las células de Schwann que son una rica fuente de soporte
tréfico que potencia la sobrevivencia neural y producen un ambiente (andamio) que

promueve el crecimiento celular al guiar fisicamente el crecimiento de la fibras




y promover una matriz extracelular (ECM) especializada®™. Las células blanco
recién denervadas también son capaces de producir factores tréficos que

inducirian la regeneracién®*™

. Si los dafios a los nervios son poco severos 1las
células de Schwann proliferantes permitirdn la extensién de las fibras nerviosas
regenerantes hasta sus objetivos originales™. Si las lesiones son severas, las
células de Schwann forman una densa masa en la regién de dafio que los axones
regenerantes son incapaces de atravesar lo que forma un denso neuroma (Ver
Figuras 2 y 3). En el caso de la regeneracidén de la extremidad, se ha propuesto
que en ausencia de nervios, las células de Schwann liberan moléculas que afectan
la proliferacién celular inhibiendo asi 1la correcta formacidén del reservorio

celular (blastema) necesario parar originar la extremidad faltante®™ ™.

Figura 3. Proceso de regeneracién
axonal. La regeneracién de 1los
] nervios periféricos depende de 1la
severidad del dafio. Lesiones que
dafian al axén, ya sea por una
compresién moderada o una tempera-
tura extrema, sin interrumpir 1la
matriz extracelular son de primer
grado y son  reparadas  sin
dificultad. Las 1lesiones que
separan o rompen al nervio (segundo
grado) inician un proceso de
degeneracidén Walleriana en la parte
—~ {3} Nariias distal al plano de les.s.ién. Mient?as
etivedadis que las capas del tejido conectivo
D ¢ — %Ef /) en tejido se encuentren  intactas  estas
P P — cicatricial lesiones pueden repararse. Las
lesiones del tercero al quinto
J grado implican un incremento en
interrupcién del tejido conectivo
de los nervios y raramente son reparados sin algin tipo de intervencidn quirdrgica que reco-
necte los mufiones de los nerviosos distales y proximales (con trasplantes neurales o andamios
biolégicos™ ™). A) Nervio periférico intacto haciendo contacto con su tejido blanco; B)
Proceso de degeneracién axonal Walleriana; C) Proceso de regeneracién axonal dependiente de
las caracteristicas del dafio. D) Formacién de neuromas. Modificado de referencias 83 y 95.
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:Qué es la regeneraciodn?

La regeneracion: entre la vida y la muerte

En I894, Driesch definidé la regeneracidn como la reactivacidén de los factores que
estuvieron presentes durante el desarrollo embrionario y que le permitiria a los
organismos inducir los procesos celulares elementales para recuperar la forma
original tras un dafio™. En algunos casos la regeneracién permite recuperar
érganos, apéndices y hasta organismos completos (en invertebrados)™®. En
vertebrados, la capacidad regenerativa varia entre especies y cambia con la etapa
de desarrollo ontogenético.

En términos generales el proceso de regeneracidén puede ser de dos tipos:
epimérfico o morfaldxico™ ™™, Por una parte, el proceso epimdérfico se
caracteriza por la formacién de un blastema o reservorio celular localizado en la
regidn distal de la herida. Este blastema es el resultado de una elevada tasa de
proliferacidén de las células que han quedado en el mufién y que, presumiblemente,
se desdiferencian. Por otra parte, el proceso morfaldxico se caracteriza por el
remodelamiento y reorganizacién de los tejidos existentes (es decir, el tejido
que queda se “transforma directamente”” en la parte faltante™).

Tanto la regeneracién epimdérfica como la morfaldctica pueden responder al
dafio tisular a través de la activacidn, reclutamiento y uso de células troncales.

E1l tipo de proceso regenerativo y la gama de procesos celulares implicados estdn

regulados por 1la activacién de centros sefializadores que especifican el

* De acuerdo a la definicidén original de Morgan. Véase referencia I3.

s
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comportamiento celular. Asimismo, las células a partir de las cuales ocurrird la
regeneracién deberdn ser capaces de identificar su posicidén y de restablecer el
patrén espacial tisular; cada célula deberd adquirir la forma y linaje adecuados
para recuperar la funcionalidad de la estructura regenerada%.

Ya desde principios del siglo XX, Morgan se preguntaba sobre las causas por
las que algunos animales, incluido los humanos, carecian de la capacidad de
regenerar partes pérdidasnﬁ. Entender las causas seria vital para lograr inducir
la regeneracién de extremidades; por ejemplo, en la actualidad los grupos de

106

Muenoka™ y de Badylak®™ (entre otros) tienen como meta inducir la formacién de

un blastema en las extremidades de mamiferos, proceso que se ha postulado es una

I107-I109

condicio sine qua non del proceso regenerativo . Asimismo, Morgan consideraba

que las células de los tejidos que quedaban en 1la zona de dafio eran 1las

13,105, 110 y propuso que el medio ambiente seria el

responsables de la regeneracidn
que limitaria las respuestas celulares al generar las presiones necesarias de

. . o 7 O e . o 7 ~ .
diferenciacién'®; 1o que estaria dado por la activacién de centros sefializadores

dentro del blastema.

Factores que influyen en el proceso de regeneracion

En humanos y en roedores, igual que en otros animales (como las ranas), se sabe

que la capacidad regenerativa de extremidades disminuye con su desarrollo Yy

74,76

crecimiento”™ ™. Aunque se ha logrado inducir el programa regenerativo digital en

ranas y roedores adultos®® %M. 14 regeneracién es parcial, ya que el
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desarrollo de los elementos esqueléticos atn es incompleto®®:*®:°0-107.10%.T1e-II3

Aparte de 1a edad del organismo, otra 1limitante de 1la capacidad
regenerativa es la magnitud del dafio tisular (el nivel de amputacién)™®™,
Mientras que 1las planarias e hidras pueden regenerar organismos completos a
partir de fragmentos muy pequefios (por ejemplo, la planaria solo necesita una
I/279 parte o el 0.36% de su cuerpo para poder regenerar), en gusanos de tierra,
roedores y humanos, el nivel de amputacién determinard 1la capacidad

regenerativa' al regular el proceso de cicatrizacién®™

promoviendo o
inhibiéndo1a™'® (se sabe que 1la cicatrizacién inhibe la regeneracién).

Otra explicacién de la incapacidad de regenerar extremidades completas en
mamiferos, es que no se activan las sefiales instructoras que coordinen 1la

64,I05,II7-I1I8

regeneracién de los tejidos que integran a la extremidad incluso cuando

se ha demostrado que los tejidos individuales son capaces de regenerar por

119 Ante 1a incapacidad de los tejidos de 1a extremidad de mamiferos

separado
para regenerar de manera coordinada, se ha propuesto que el transplante de
células embrionarias pluripotentes y células pluripotentes inducidas en la zona
de dafio podria inducir la regeneracidén de la extremidad al ser capaces de evaluar
el medio ambiente celular e incorporarse al programa regeneratiyo®°0:T®-120-124,
Para que la regeneracidén pueda llevarse a cabo es necesario que el estimulo
aversivo detone cambios en el tejido, en las células y en el ambiente celular

circundante a través de sefiales mecdnicas, quimicas o eléctricas. En general, la

respuesta regenerativa comienza con el reconocimiento del dafio tisular o herida

12



local. Sin embargo, las posibilidades para sensar (detectar) la pérdida de 1la
extremidad son diversas e involucran cambios en el flujo eléctrico, en 1la
hemostasis, en la participacién del sistema inmune y en el cerrado de la herida.
Por ejemplo, alteraciones en los campos eléctricos pueden cambiar la polaridad
celular, estimular la liberacidén de factores de crecimiento, promover o inhibir
el cerrado de herida, dirigir la migracién celular, el crecimiento celular,
promover su diferenciacién o incluso estimular y detonar 1la regeneracién

tisular™ %

. Asimismo, la activacién de la proteasa trombina, que participa en
la formacién de costras, es capaz de regresar al ciclo celular a las células
cercanas al sitio de dafio; otros factores liberados por las plaquetas son capaces
de promover la proliferacién celular'®. Del mismo modo, diferencias en los
mecanismos innatos y adquiridos del sistema inmune y su neuromodulacién regulan
las fases tempranas del proceso regenerativo130 a través de la liberacidn de
moléculas que inhiben 1a respuesta inflamatoria. Se ha reportado que 1la
inflamacidn crénica en pez cebra y en ranas inhibe la regeneracidn al retrasar la
reepitelializacién e incrementar la respuesta angiogénica;%. Dependiendo del
organismo, el cerrado de la herida se 1lleva a cabo por la anteposicidén de ejes a
través de la regresién del tejido o por la migracién del epitelio™ ™', E1
epitelio delimitard la zona de dafio y establecerd el frente de regeneracidn. Este
epitelio en organismos que regeneran serd inervado y se engrosard; en conjunto

ello permitird que se forme un blastema con el reclutamiento y la acumulacidn de

células desdiferenciadas e indiferenciadas 1o que iniciard el proceso

13



. 99,132- Z
regenerativo®™ ™', En este caso, las células del blastema sensan exactamente

dénde estan y qué partes de la extremidad faltan; es decir cuentan con 1la
informacién posicional adecuada™ ¥,

Se ha propuesto que las células desdiferenciadas del blastema se parecen a
las células troncales mesenquimales en mamiferos, resaltando su habilidad de
regular la respuesta inmune local y la inflamacién provocada por el dafio’®. Si
las células mesenquimales del blastema temprano tuvieran una funcién paracrina
inmunomoduladora que evitara la formacién de cicatrices y que promovieran 1la

regeneracion axonal™ ™, esto ayudaria a inducir 1a regeneracién de 1la

115,130

extremidad en mamiferos (roedores y humanos) . Algunos de los factores que

participan en la regeneracién de extremidades estdn resumidos en la Tabla I.

Tabla I. Resumen de factores que participan en el proceso
de regeneracién de extremidades

Factores que participan en el proceso de regeneracién Efecto
Pérdida de la hemostasis / Formacién de costra
Activacién del sistema inmune o inflamacidén y reclutamieno celular Inhibidor
Cerrado de herida o anteposicién de ejes / Formacidén de cicatriz
Reinervacién / Degeneracién axonal Promotor / Inhibidor

Pérdida de la continuidad eléctrica
Activacién de factores promotores de la proliferacién celular
Alteracién de los valores posicionales celulares Promotor

14



Caracteristicas del proceso regenerativo

La regeneracién plantea los mismos problemas que el desarrollo, pero
genera soluciones diferentes’: Morfogénesis de 1la extremidad

El proceso de desarrollo de 1la extremidad en vertebrados tienen ciertas

similitudes con el de regeneracidén, principalmente, en la adquisicidén de patrones

147

a través de expresién de genes especificos™ (punto 3 propuesto por Bely® -véase

pdg. 5), en la capacidad celular de autoorganizarse para formar estructuras

. , . . . 9- .
complejas o morfogénesis™ y en el engrosamiento del ectodermo apical™ ™. Sin

embargo, difieren en 1la interaccién del epitelio-mesénquima a través del

remodelamiento de la membrana basal™ ™, en 1a presencia de nervios y vasos

I155-156 53,120,157

sanguineos y en la formacién de un blastema .

Aunque hay claras diferencias anatdmicas entre las extremidades de los
vertebrados que surgen de adaptaciones para su locomocién, alimentacidén y
ejecucidén de funciones esenciales para su sobrevivencia (Ver Rengldn I de 1la
Figura 4), estudios genéticos han mostrado gran similitud en 1las moléculas
seflalizadoras y en 1los genes reguladores que organizan el desarrollo, el
crecimiento y la adquisicién de patrones en las extremidades™ (Ver Panel C de 1a
Figura 5). Las extremidades de los tetrdpodos presentan tres grandes divisiones
anatémicas: el estildpodo o parte mds proximal; el zeugdépodo o parte media; y, la

159

parte mds distal o autdépodo™ (Ver Figura 6). Se sabe que el eje antero-posterior

* Titulo basado en el trabajo de Tickle “Limb Regeneration: Regenerating a limb poses the same
problems of pattern formation as developing a limb, but the solutions are different”. Véase
referencia I52.
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(del dedo pulgar al mefiique) es el que primero se establece, posteriormente el
eje dorso-ventral (del dorso a la palma) y finalmente el prdéximo-distal (del
hombro a los digitos) (ver Figura 6). El desarrollo de la extremidad estd dado
por la interaccién entre los tres centros sefializadores: la Cresta Ectodérmica
Apical (AER) controla el desarrollo prdéximo-distal, 1la Zona de Actividad
Polarizante (ZPA) controla el desarrollo anterior-posterior y el ectodermo del

160

primordio dirige el desarrollo del eje dorso-ventral™ (Ver Paneles B y C de 1la

Figura 5).

Figura 4. Comparacién
del desarrollo de 1la
extremidad entre verte-
brados. Tres estadios
de desarrollo de 1la
extremidad: I) Forma
final de 1la extremidad
2) Primordio, 3) Forma-
cién de 1las condensa-
ciones. Note las simi-
litudes morfoldgicas en
los renglones 2 y 3.
Modificado de referen-
cias I6I y I62.
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Por simplicidad, el desarrollo de la extremidad se ha dividido en cuatro

etapas: I) el establecimiento de 1la identidad de la extremidad y la formacidn del
primordio; 2) el desarrollo de patrones a través de la activacién de los tres
centros sefializadores; 3) la condensacidén de los condrocitos, diferenciacidn y
morfogénesis; y, 4) el crecimiento, segmentacidn, regulacidén de la identidad
digital y la maduracién de la extremidad™'® (Ver Figura 7). Cada primordio

consiste en una capa externa ectodermal que cubre un centro de células
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mesenquimales™, de las interacciones celulares y moleculares entre ambos tipos

celulares se desarrollard una extremidad completa con un patrén esquelético

165

determinado ™. Debido a que el primordio de la extremidad es capaz de dar origen

a todos los linajes celulares mesenquimales -cartilago, hueso, tenddén, tejido

conectivo, 1ligamentos y tejido adiposo- (estas células también tienen 1la

. . . . . , . s . . . 2I,
capacidad de diferenciarse a linajes ectodérmico y endodérmico in witro ?1'%°)

167-I88  ~glulas troncales

se ha propuesto que tiene en la Zona de Progreso (PZ)
mesenquimalesﬂm. Deficiencias en las interacciones moleculares pueden generar

alteraciones en el desarrollo o malformaciones' (Ver Panel B de 1la Figura 5).

Figura 5. Morfogénesis de 1la
extremidad A) Ubicacidén de 1la
extremidad en el cuerpo del
embrién. B y C) La regulacidn
en la expresién de genes
asegurard el correcto
desarrollo. C) Modelo de 1la
interaccion molecular durante
el desarrollo de la
extremidad. D y E) Modelo del
patrén de inervacién de 1las Wwii R
extremidades de ratén. D) Los Dent  [@shh
nervios  motores (verde) (]
provienen de la  médula
espinal -1- y 1los nervios
sensoriales (azul) provienen
del ganglio de 1la raiz
dorsal. En 1la regién del
plexo -2- se inicia el
proceso de fasciculacidn.
Abajo) En el estadio EIO.5,
los nervios sensoriales y
motrices se encuentran en la
regién del ©plexo (lineas
punteadas); los nimeros 1-6
marcan los nervios espinales. E) Las células mesenquimales quimio repelen a los nervios =-3-.
Derecha) Patrén de inervacién en EI2.5, las cabezas de flecha resaltan las diferencias entre la
inervacién sensorial y motriz (compare 1-1’ y 2-2°). GFP (Proteina verde fluorescente) -verde,
nervios motores- y neurofilamentos -rojo, nervios motores y sensoriales-. PZ (Zona de Progreso).
A) Modificado de referencia I7I. B)Modificado de referencia I70. C) Modificado de referencia I72.
D y E) Modificado de referencia I73.
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Figura 6. Divisiones
anatémicas de 1la extre-
midad. La extremidad de los
) vertebrados  tiene  tres
e ' e grandes divisiones anaté-
Estilopodo] |  Zeugopodo [ Autopodo micas: el ESti16p°do (s),
el =zeugépodo (z) y el
autépodo (a). Izquierda)
Deteccidén por hibridacién im sifu en el primordio de ratdén de Sox9, primer marcador molecular
de la formacién del molde de cartilago, en el estadio de desarrollo EI0.75. La Zona de
Progreso estd identificada por un corchete. Compare con el Renglén 2 de 1la Figura 7.
Modificado de referencias I74 y I50.

Distal

Proxdmal

1\ = Figura 7. Etapas del desarrollo de la extremidad. I) Establecimiento de
'“;5“ la identidad de la extremidad y formacidn del primordio; 2) Desarrollo
" 1 de patrones a través de 1la activacién de 1los tres centros

sefializadores; 3) Condensacidén de 1los condrocitos, diferenciacidn y
morfogénesis; y, 4) Crecimiento, segmentacién, regulacién de 1la
Formacién del identidad digital y maduracién de 1la extremidad. AER (Cresta
""m"9° Ectodérmica Apical). Modificado de referencia ISO0.

F -

e "2

:> Durante el proceso de morfogénesis, 1los elementos

Crecimiento y
adquisicion de
patrones

esqueléticos pueden formarse a través de dos procesos

3 generales con programas moleculares particulares: mientras

Kondensacian, condrogénesis y

morfogénesis que la osificacidén endocondral implica que el mesénquima

E_'_-IE_'B'f_' ;
— ‘i-_zl mesodermal forma un molde de cartilago que es reemplazado por

Formacion de carlilago

hueso, la osificacién directa o intramembranosa implica que

el mesénquima a través de 1la generacién de nddulos de osteoblastos forma

I75-176 8

directamente los huesos (1a mitad proximal 1la falange terminal de roedores®

se osifica endocondralmente y la distal intramembranalmente).

Una de las conductas estereotipicas de los vertebrados es su locomocién™’

0 . . 7 z . .+ 2 . .
™ su correcta ejecucién dependerd de la integracién de los circuitos neurales
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que desarrollan asas de retroalimentacién motriz-sensorial en 1los distintos
niveles del Sistema Nervioso Central (SNC) y Periférico (SNP). La parte somdtica
del SNP incluye los nervios sensoriales y motores que inervan a las extremidades.
Los nervios sensoriales provienen del ganglio de la raiz dorsal, mientras que los
nervios motores de la parte ventrolateral de la medula espinal™ (Ver Panel D de
la Figura 5). Los nervios sensoriales pueden hacer blanco en la piel (receptores
mecdnicos, térmicos o nocioceptivos) o en los midsculos (husos musculares y
6rganos tendinosos de Golgi). La pérdida de un dnico ganglio raramente se traduce
en la pérdida total de sensibilidad y genera solamente debilidad parcial (Ver
Panel D de la Figura 5).

Es importante resaltar que, mientras en la extremidad en desarrollo en los
estadios donde se expresan los genes que regulan las asas de retroalimentacién de
los tres centros sefializadores, la inervacién del primordio de 1la extremidad
todavia no se ha iniciado (Ver Paneles C y D de la Figura 5). En el estadio EI0.5
(Ver Rengldén 2 Columna Ratdn en la Figura 4), los nervios sensoriales y motrices
se encuentran en la regidén del plexo donde a través de las interacciones axdén-
axén y con moléculas del medio ambiente se inicia en proceso de fasciculacién'™
(Ver Panel E de la Figura 5). Las células mesenquimales quimio atraen o repelen a
los nervios™. El patrén de inervacién de la extremidad queda establecido en el
estadio EI2.5 de desarrollo’™ (Ver Renglén 3 Columna Ratdén en la Figura 4 y Panel
E de 1la Figura 5) y para el estadio EI5.5 1las proyecciones nerviosas son

laterales y se dirigen hacia la punta de 1los dedos™. Aunque se creia que las
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neuronas motoras y sensoriales inervaban de manera independiente a la extremidad

6315 Huettl et al.™ demostraron que tanto los axones motrices

en desarrollo
como los sensoriales tienen interacciones y dependen uno del otro para 1la
generacién de sus trayectorias. Se sabe que 1las células mesenquimales de 1la
extremidad expresan los ligandos necesarios para atraer a los axones motrices que
expresen los receptores adecuados™ y que los axones motrices funcionan de
andamio para los axones sensoriales; también se sabe que el patrén de
vascularizacién influye en el patrdén de innervacidn al proporcionar nutrientes y

1%, A la fecha no se tiene informacién de que el patrén anormal de

oxigeno
inervacién del primordio de 1la extremidad repercuta en la morfogénesis de 1la
extremidad, pues se sabe que la expresién de genes o exposicién de moléculas en

/ . . / K3 L] * -
el mesénquima de las extremidades no esta mediada por los nervios 173,181, 188-182

Parecido a 1la inervacidn, los mdsculos y la vasculatura forman un patrdén

estereotipico en la extremidad a través de la migracién de sus precursores que

* Es importante mencionar que recientemente dos trabajos del grupo de Hurle han estudiado 1la
participacién de la sefializacién de la glicoproteina Reelin en la muerte interdigital y en 1la
regulacidén de la diferenciacidén condrogénica en los digitos (Referencias I88-I89). Reelin es
secretada en la matriz extracelular (ECM) y tiene una funcidén paracrina (Referencias I90-I9I).
Su funcién se ha estudiado durante el desarrollo embrionario principalmente en células de 1la
corteza cerebral y cerebelar y en el hipocampo y en procesos cancerigenos en células
pancreaticas, criptas intestinales y fibroblastos entre otras. La sefializacidén candnica de
Reelin se ha estudiado en el mantenimiento, sobrevivencia, migracién y morfogénesis del
sistema nervioso central (Referencia I90); sin embargo, vias no candnicas (a través de 1la
activacion de receptores EphB -Referencia I92-) pudieran estar interviniendo en fases tardias
del desarrollo del sistema nervioso periférico (Referencia I8I). La duda que queda es si el
mesénquima de la extremidad al establecer los frentes de inervacidén a través de la activacidn
de la sefializacién Eph:ephrin en los estadios de fasciculacidén motriz y sensorial -Referencias
173 y 18I- (EI0.5-EII) es dependiente o independiente de la sefializacidén de Reelin no candnico
o si 1la sefializacién de Reelin es activada por 1los axones y establece asas de
retroalimentacidén con las células mesenquimales de la extremidad.

s
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provienen de las somitas y que responden a la sefializacién del mesénquima; su

. . . 2 . . . + 19
diferenciacién culmina cuando llegan a la zona de destino dentro del primordio™.

Etapas caracteristicas de la regeneracidén de la extremidad

El proceso de regeneracién engloba una variedad de eventos morfoldgicos,
celulares y moleculares altamente coordinados. Para los objetivos de esta tesis

se ha dividido en cinco eventos coordinados, estos son: I) el cerrado de 1la

- Reepitelializacion
SRSy,

herida con 1la generacién de 1la capa epidérmica | “ i

Salamandra adulta

apical (AEC); 2) la formacidén del blastema con el R

—~ Tt
e Formacion
l de la AER

reclutamiento celular; 3) la adquisicidén de patrones Amputacien

en el blastema; 4) la morfogénesis de la extremidad;

Cerrado de heriday ____ —

formacién de la AEC Formacion

¥y, 5) la maduracién de la extremidad (Ver Figura 8). ( colsisi

N\

l T Ci:luhlsdl:l A
hil. A
- “Fa

ormacion del Blastema

Figura 8. Etapas de la regeneracién de la extremidad de \) ="
salamandra. Se han utilizado organismos que regeneran | - = i
extremidades completas para describir el proceso A\ v morfogénesis '

regenerativo; sin embargo, este difiere en mamiferos. AEC
(Capa Epidérmica Apical). Modificado de referencia 106 y I50.

Algunos autores consideran como el detonante del proceso regenerativo al
estimulo mecdnico que provoca la amputacién, otros consideran a la desregulacidn
eléctrica consecuencia de 1la alteracién de 1la integridad corporal como 1la
responsable, y otros, incluso, atribuyen el inicio del proceso regenerativo a la

. £ P . . 2
reinervacién de 1a epidermis™ y a 1la consecuente liberacién de factores
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mitogénicos™ ™ (Ver Tabla I -p. I4).

Cerrado de herida
Tras la amputacién de la extremidad, la superficie de 1la herida se cubre con
células epiteliales que forman un epitelio de herida; este epitelio influye en
las células subyacentes para que se desdiferencien y vuelvan a entrar y

mantenerse en el ciclo celular’ ™

. A diferencia de una simple reparacidén o
cerrado de herida donde la continuidad tisular es interrumpida por una cicatriz,
la regeneracidn restaura la continuidad tisular generando una nueva extremidad en
el lugar anatémico original™ (Ver Figura 8). El1 epitelio de herida es distinto
al epitelio normal y se forma por la migracién de células epidermales en el borde
del lugar de amputacidén en un proceso de reepitelializacidén a través de 1la
expresién de genes como A5, K6, KI4, KIS, KI7, c-Myc entre otros™*". Este
epitelio de la herida se engruesa (formando la capa epidérmica apical o AEC) y se
cree que es el responsable de la expresidén de factores esenciales para que 1la
regeneracién sea posible, por ejemplo algunas FGFs™>***" (Ver Figura 8).

Durante el cerrado de 1la herida, hay una gran remodelacién de la matriz
extracelular mediada principalmente por la expresién de MMP-2, MMP9, TIMH-2 y
TTHMH-3 entre otros®?*?**°, En mamiferos mientras se 1lleva a cabo el cerrado de
la herida, inician dos procesos que se ha postulado inhiben el proceso de
regeneracion al impedir el libre flujo de factores y células entre el mesénquima
y la epidermis; por un lado, inicia la respuesta inflamatoria que conlleva a 1la

formacién de una cicatriz®™®; y, por otro, inicia el proceso de reconstitucidn
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de la membrana basal que culminard en las 72 horas post herida®®**°

(Ver Figuras
9y I0).

Formacién del reservorio celular o blastema
Se ha sugerido que la formacidén de una cicatriz durante el cerrado de la herida
es el resultado de un epitelio de herida no funcional, ya que este no mantiene a
las células desdiferenciadas e indiferenciadas dentro del ciclo celular el tiempo
suficiente para permitir la formacidén de un blastema, quizd por la incapacidad de

46,1II,195,212,221

recibir y mandar las sefiales adecuadas (Ver Figuras 9 y I0). En vez

de eso, 1la diferenciacién celular ocurre antes produciendo una cicatriz que

impi i i6 ,115,197,221-223
impide 1la consolidacién del blastema®®'™F":%1

. Es necesario que en las células
del epitelio de herida se comiencen a sintetizar proteinas esenciales para el
remodelamiento de la membrana basal y para el reclutamiento celular, por ejemplo,
las metaloproteinasas promueven 1los procesos de desdiferenciacién y de
remodelamiento del tejido que ha quedado™*™**?°,

Posterior al cerrado de la herida se forman dos estructuras que promueven
la regeneracidn de la extremidad: uno, el blastema que se forma entre el epitelio
que cierra la herida y el tejido que queda y, dos, la AEC que se forma del
epitelio que cubre la herida®#*** (Ver Figuras 8, 9 y I0). El1 blastema se ha
considerado como un grupo heterogéneo de células que conservan informacidén sobre
su posicién en la extremidad®®®; los origenes celulares del blastema son tejidos o

nichos cercanos a la herida (Ver Figura II). El1 blastema puede considerarse como

una zona de crecimiento, similar al primordio de 1la extremidad en
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desarrol1o?¥-%#7-%30

(Ver Figuras 5 y 8). En algunos casos las células del blastema
son producto de un proceso de desdiferenciacidn de células adyacentes y adquieren

un estado pluripotencialsa'45'1”‘231"234 (Ver Figura II).

Figura 9. Modelo propuesto de la
regeneracién digital y 1la
participacién de 1la membrana
basal. A) Modelo de la punta de
un dedo que simplemente ha
cerrado su herida tras una
amputacidn; B) La punta del dedo
ha iniciado el ©proceso de
remodelacién de 1la membrana
basal 1o que facilita 1la
formacién de un  blastema.
Modificado de referencia 2I2.

Epidermis Presencdia de

la Membrana
Basal

P

;}b “wp e | Flgura I0. Regeneracién de los dedos de mamiferos. Fases del
— proceso incompleto de regeneracién digital en roedores y
— Amputacion humanos. Modificado de referencia IS0.

= 3 Cerrado de
herida

~ ) Crecimiento y
— proliferacion local Se ha demostrado que en organismos con una alta

- _ | Hueso regenerado
—— . . . <
= capacidad regenerativa, el blastema recibe moléculas

con capacidad mitogénica, principalmente de los nervios, de estos resaltan:

Substancia P (SP)" #®%7 y #9%9 o] factor de crecimiento de Glia (GGF)*® y

factores de crecimiento de Fibroblastos (FGF)?***"*; también se ha propuesto
244-245

que la AEC puede liberar moléculas mitogénicas .

Sin embargo, al estudiar el estado pluripotencial de 1las células del

El blastema recibe moléculas con capacidad mitogénica principalmente de neuropéptidos
provenientes de los nervios; una dindmica similar se ha visto en el crecimiento de tumores
(Referencia 238). Asimismo, se ha visto que en la médula espinal se expresan ciertos
neuropéptidos en varias subpoblaciones neuronales; estas poblaciones inervaran a 1las
extremidades (Referencia 239).

s
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blastema todavia no se han logrado identificar satisfactoriamente cambios en 1la
presencia de células troncales durante el proceso de regeneracidén; mientras Maki

et al.*

han reportado que las extremidades en regeneracién de salamandras
expresan diferencialmente ciertos marcadores de células troncales pluripotentes
principalmente durante el remodelamiento del mufién y la formacién del blastenma,

. . 20
en roedores, Rinkevich et al.l

, basados en los experimentos pioneros de Masaki e
Ide™, solo han logrado “inducir” la regeneracién digital a través del trasplante
de células mesenquimales troncales (estas células no estaban presentes ni se
originaron durante el proceso regenerativo). Esto contrasta con los hallazgos de

Li*® donde 1las células troncales pluripotentes son responsables de 1la

regeneracién de las astas de venados.

Participacion de las células troncales en la regeneracion de la
extremidad

Aunque esté conservado en los organismos el uso de células troncales para

reemplazar tejidos faltantes®

, aun no se sabe su funcidn en el proceso natural
de regeneracién en vertebrados. Una pregunta comin es si las células troncales se
generan, a través de mecanismos de reprogramacidén natural, durante la respuesta
al dafio o si ya estaban presentes en estado quiescente en la zona de dafio y solo
son activadas. La misma pregunta puede realizarse sobre el estado desdiferenciado

de las células. Aunque se ha propuesto que la regeneracién ocurre por 1la

presencia y activacién de células troncales y la desdiferenciacién de células

s
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residentes, la existencia de células troncales quiescentes y de algin proceso de
desdiferenciacién todavia no se ha comprobado satisfactoriamente (Ver Figura II).
La pluripotencia de las células troncales puede evaluarse a través de diversas
metodologias; una de ellas busca evaluar la expresidén de ciertos factores de
transcripcién como Oct4, Sox2, Nanog, K1f4dy c-Myc.

Dentro de las caracteristicas de las células troncales resaltan dos: 1la
capacidad de autorenovarse y de diferenciarse. La tasa de renovacién y el o los
linajes posibles de diferenciacidén determinard 1la potencialidad de dichas
células. Por ejemplo, una poblacién de células troncales pluripotentes puede dar
origen a células de las tres capas germinales, mientras que las células troncales
mesenquimales (evaluadas a través de la expresidén de las moléculas de superficie
CD-I3, CD-73, CD-90 y CD-I05), se ha descrito que solo serdn capaces de originar

células de hueso, cartilago,

Salamandra adulta

) misculo, tendones, tejido
ir),b = ~L r‘f_ O .
// = ® . PN .
/ o  Células adiposo, tejido conectivo y
YT — y, B diferenciadas
[ /& .
- . o e lalie hasta células nerviosas™" ™"
i = desconocido
N 14T,144-146,246-254
.nzf’ \\
| o® 29 |+
00 /
/S
Plano de amputacion Formacion del EHtiemitlac ,
' Blastema e Figura II. Origen hipotético de las
J % células del blastema. E1 blastema
puede formarse por células
2 2 2 — 2 desdiferenciadas o transdiferenciadas
: : : e : (panel inferior izquierdo) o por 1la
o > ® —p © activacién y reclutamiento de células
o o — 0 troncales de nichos locales (panel
P’roceso de Activacion de . A Cn.
desdiferendiacion o Gélulas Ironcales inferior derecho). Modificado de

transdiferenciacion residentes

referencia 255.
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Participacion del sistema nervioso periférico durante 1Ia
regeneracion de la extremidad

El patrén de innervacidn y vascularizacidén de las extremidades, principalmente en
el autdpodo, hace dificil la recuperacidén de la extremidad ante un dafio severo
(amputacidén); el grosor de los nervios y vasos sanguineos lo complica incluso
mds. Cuando un nervio es cortado, mientras que la parte distal es incapaz de
volver a crecer y muere, la parte proximal regenera®. Sin un ambiente adecuado,
el nervio no crecerd de manera adecuada y su funcidén (sensorial o motriz) estard

comprometida%e.

El mufidn del nervio regenerante utilizard las claves que deja el nervio en

% 1o que asegurara el crecimiento préximo-distal en la direccidn y

degeneracidn
posicidén correcta. E1 proceso reparativo de los nervios toma, en mamiferos, unas
semanas y cuando se ha iniciado los nervios, en el sistema nervioso periférico,
crecerdn a una tasa de I mm por dia. Sin embargo, la recuperacién de la sensacién
y movimiento de la extremidad tardard meses (en caso de que se recupere)’ T,
Los nervios digitales corren junto con las arterias a los lados de los dedos. Al
menos en humanos, los nervios digitales son solamente sensoriales™, el efecto
del dafio a los nervios digitales es solo de adormecimiento ya que la funcién

motriz estd controlada por 1los tendones cuyos mdsculos son inervados

proximalmente. En las puntas de los dedos los nervios se dividen y generan
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ramificaciones; debido a su tamafio (las ramificaciones son delgadas) las ramas

terminales no se reparan tras un dafio®®.

Se ha postulado que el patrén de inervacién de 1la extremidad previo 1la
amputacién y durante la regeneracidén establecerd el éxito de la regeneracidén de
la extremidad; sin embargo, la regeneracidén funcional de la extremidad regenerada

28,194

solo ha sido estudiado de manera indirecta . Asimismo, la participacién del

sistema nervioso periférico en el proceso de regeneracién de la extremidad en

mamiferos™® %

ha sido insuficientemente estudiada. Mientras que en anfibios los
nervios son necesarios para iniciar y mantener el proceso de regeneracién%7, en
mamiferos el proceso parece ser independiente de nervios™. Por ello, en
mamiferos no se sabe si los nervios promoverian la regeneracién de la extremidad
al brindar sefiales que faciliten o potencien mecanismos celulares especificos
(proliferacién de las células en el blastema) o si la regeneracién de la

I A través de experimentos

extremidad ayudaria a promover la regeneracién axonal
en organismos incapaces de regenerar extremidades (donde el proceso regenerativo
no se activa tras una amputacién) como las ranas adultas, ratas, lagartijas,
pollos, monos y zarigiieyas®™ ™, se ha intentado inducir la regeneracién al
incrementar la densidad de fibras nerviosas o al transplantar tejido neural en la
zona de amputacién%s. Dos son las conclusiones de estos trabajos: el proceso de
regeneracidn se encuentra en estado latente y la poca densidad de inervacidn es

269-270

capaz de explicar la incapacidad para regenerar las extremidades . Asimismo,

a la fecha nadie ha relacionado la regeneracidn axonal aberrante durante procesos
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regenerativos de la extremidad en mamiferos y la deficiencia de estos para
regenerar. Por estudios en conejos y observaciones en humanos, se ha establecido
que los neuromas generan sensaciones de dolor e impiden el correcto proceso de

regeneracién axonal de la extremidad®”.

Regeneracién en mamiferos

Regeneracion total de apéndices en mamiferos

Dentro de los mamiferos con astas, solo los venados tienen 1la capacidad de
regenerar ciclicamente dichos apéndices. De manera general, las astas se forman
por cartilago y hueso (componente interno) y por piel, nervios y vasos sanguineos

(componente externo)??

. E1 crecimiento, osificacidén y la consecuente pérdida de
piel, nervios y vasos sanguineos de las astas estd relacionado con el ciclo
reproductivo®”. E1 proceso ciclico de recambio de astas es parecido al proceso de
regeneracion de la extremidad, pues implica un proceso de cerrado de herida con
reepitelializacién y la formacién de un blastema, quizd de células troncales
provenientes del periosteo” y de nichos cercanos, y depende de la regulacién de
factores y vias de sefializacién locales (por ejemplo, la sefializacién mediada por
Acido Retinoico y Wnt***?) y del remodelamiento de la matriz extracelular que en
conjunto evitan la formacién de cicatrices®”. De manera general, resaltan tres

puntos del proceso de regeneracidén de astas: I) las células que participan

durante 1la regeneracién de las astas expresan marcadores clave de células

s
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troncales pluripotentes (Oct4, Namog y Sox2)*®; 2) 1la regeneracién de las astas

precede a su inervacién y depende de las rutas establecidas por los vasos
sanguineos” *"®; y, 3) tras la axotomia de las astas, los venados muestran la

formacién de neuromas y conductas estereotipicas de dolor que han sido

interpretadas como sensacién de un miembro fantasma®”®.

Regeneracion digital en mamiferos: particularidades

Algunos estudios han demostrado que en las extremidades de mamiferos solo 1las
puntas de los dedos en la parte distal de la falange terminal y en edades
perinatales pueden J:egenerarm'53'55'm’I‘r’o'm"?’g‘283 (Ver Figura I2). Otros estudios
que buscan evaluar el proceso de regeneracién en condiciones en 1las que
normalmente no regeneran han utilizado ratones adultos y amputado a distintos

niveles™®"** (Ver Figura I2).

S Figura I2. Nivel de amputacién de los digitos de ratén De manera
A esquemdtica se representan tres niveles de amputacién digital: I)
N nivel distal (la regeneracién es completa), 2) nivel intermedio (la
regeneracién es parcial), y 3) nivel proximal (no se lleva a cabo
B ' algin proceso regenerativo). Modificado de referencias I50 y 255.

1) Aunque a finales del siglo XVII ya se tenia registro

de la regeneracién de dedos en humanos, fue hasta I768 con
los estudios en vertebrados de Spallanzani cuando la regeneracidén se convirtié en
un paradigma para los cientificos, ya que implicaba la posibilidad de que los

nuevos conocimientos pudieran aplicarse a los humanog?-59-10%:284-288
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Observaciones clinicas sugieren que la regeneracién de extremidades en

5I1,76,106

humanos estd restringida a la parte distal de la falange terminal . Esto se

debe a que se conserva parte de la matriz ungueal responsable de la expresidn de
genes que mantienen las células en estado indiferenciado®**"*%**¥2%  por su
parecido con la de los humanos, la capacidad regenerante de los dedos de ratones
ha sido wutilizada como modelo experimental para encontrar 1los mecanismos
celulares y moleculares que se activan durante la regeneracién digital1®°*%.
Estudios recientes han tratado de identificar marcadores de células troncales
durante el proceso de regeneracidn, encontrando en algunos casos marcadores de
células troncales mesenquimales™® ™" *”, Otros estudios han utilizado ratones
adultos y han evaluado distintos niveles de amputacién (condiciones no
regenerantes), examinando distintas técnicas para inducir 1la regeneracidn, por
ejemplo, poniendo ectépicamente proteinas (BMP2, BMP4, BMP7 'y DbFGF-

FGFR) 48-113,283.:292-293  quministrando modificadores del estado de la cromatina (TSA o

5-aza-2'-deoxicitidina)“®*%%*,

Todavia falta por estudiar a profundidad 1los eventos morfoldgicos,
celulares y moleculares esenciales para el inicio y consolidacién de 1a
regeneracién de la extremidad, en particular los procesos del cerrado de 1la
herida con 1la generacién de la AEC y 1la formacién del blastema con el
reclutamiento de células. Aunque en fechas recientes se ha descrito la presencia

120,157,279

de células troncales en la regeneracién del digito , aun queda la duda si

estas células participan reemplazando el tejido faltante durante el proceso de
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regeneracién en la extremidad de mamiferos.

E1l proceso de regeneracién de digitos en ratones es diferente al proceso de
regeneracién de la extremidad en anfibios en tres aspectos: uno) en el tiempo del
cerrado de herida y su relacién con la formacidén de blastema; dos) en el origen
celular del blastema; y, tres) en la cantidad de tejido que se puede regenerar;
solo los digitos de ratones que mantienen parte de la matriz ungueal son capaces
de regenerar’”.

De manera interesante, durante la escritura de esta tesis se publicaron

varios trabajos, uno de ellos aporta informacién valiosa al tema***'. Takeo et

221 292,295

al.” han recuperado la propuesta de Zhao y Neufeld y los estudios de Munoka

et al.*

donde la la matriz ungueal es la responsable para la regeneracidén de la
falange terminal®"**"'***¥  Takeo et al.*’ demostraron que la activacién de Wnt en
la matriz ungueal es necesaria para la regeneracidén del epitelio de 1la ufia, su
diferenciacidén y para la atraccién de los nervios que promoverdn el crecimiento
del blastema (se ha demostrado que la sefializacién Wnt es capaz de promover y

. 2 . 13 98-299
regular la regeneracién de la extremidad en anfibios®®*%)

. Del trabajo de Takeo
et al.”’, es importante resaltar que el 90% de las células del blastema tienen un
compromiso celular hacia osteoblastos; estas células mesenquimales comprometidas
a la regeneracidn ésea (particularmente de la falange terminal) reciben, a través
de los nervios que reinervan al epitelio de la ufia -matriz ungueal-, factores
mitogénicos (FGF2). De su estudio puede concluirse que la funcién de los nervios

difiere de otros modelos de regeneracién de extremidad'’-'®%134-1%,300-301
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Justificacién

De acuerdo con el Consejo Nacional para las Personas con Discapacidad (Conadis),
cada mes en México se realizan 780 mil amputaciones que van desde el dedo mefiique
hasta la extremidad completa. E1 50% de los casos estd relacionado con problemas
de salud, 30% con accidentes automovilisticos y 20% con malformaciones congénitas

o de nacimiento.

Del elevado numero de personas amputadas, solo algunas son candidatas a la
reimplantacién, al uso de prdétesis o al uso de aparatos que les permitiria
recobrar la funcién que la extremidad desempefiaba. Las limitaciones de estos
tratamientos han llevado a buscar terapias alternativas, entre ellas sobresalen
la terapia celular y 1la ingenieria de tejidos. Sin embargo, el reto sigue siendo
grande. En la actualidad estas aproximaciones se han concentrado en estudios en
roedores particularmente en el estudio del potencial de las células troncales
para promover e inducir el proceso de regeneracién de la extremidad. Todavia
queda la interrogante si esta extremidad regenerada seria funcional. Asimismo,
hasta ahora solo se han logrado entender algunos de los mecanismos celulares y

moleculares que subyacen a la regeneracidén de digitos en roedores.

Debido a que las sefiales moleculares que se activan durante el proceso
regenerativo parecieran estar conservadas en los organismos y que dichas sefiales
hacen que las células cercanas a la herida regresen a un estado similar al de

células troncales, el propdésito de la presente tesis es buscar durante el proceso
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de regeneracidn digital en ratones evidencia experimental que indique la posible

presencia de células troncales en el frente de regeneracidn.

En este contexto, pueden plantearse algunas preguntas sobre el proceso de
regeneracién de extremidades de mamiferos principalmente sobre 1la dindmica de
expresién de genes que regulan las actividades celulares y sobre los eventos que
se han modificado inhibiendo el proceso de regeneracién. E1 interés ha recaido en
determinar si células troncales pluripotentes o mesenquimales troncales
participan en este proceso. La presente tesis pretende aportar evidencia que
muestre la presencia de marcadores de células troncales pluripotentes y

mesenquimales troncales durante la regeneracidén del digito de ratdnm.

Al mismo tiempo, debido a las diferencias en la participacién del sistema
nervioso periférico durante la regeneracién de la extremidad entre organismos
capaces e incapaces de regenerar extremidades completas y debido a la activacién
de procesos de regeneracién axonal aberrante en mamiferos, la presente tesis
busca correlacionar 1la presencia de marcadores de células troncales con 1los

patrones de reinervacidn durante la regeneracidén de digitos de ratdnm.
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Hipdédtesis

Las diferencias en la capacidad regenerativa de los digitos de ratén entre 1la
condicién regenerante y la no regenerante pueden explicarse por la expresidn
diferencial de marcadores de células troncales pluripotentes y troncales
mesenquimales durante las fases de cerrado de herida y formacidn del blastema. La
correcta formacién del blastema donde se expresen estos marcadores de células
troncales podria favorecer la adecuada regeneracidén axonal del digito y de esta

manera promover su regeneracién funcional.

Objetivos

Identificar cambios en los genes marcadores de células troncales pluripotentes y
mesenquimales troncales durante 1la regeneracién de digitos de ratén, en
particular durante el proceso de cerrado de herida y formacién del blastema.
Relacionar los cambios en la expresién de genes con cambios en la morfologia y en
los patrones de innervacién y proliferacidn, durante el proceso de regeneracién

digital entre las condiciones regenerante y no regenerante.
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I.

Objetivos particulares

Determinar a través de una secuencia temporal los dias postnatales a los
que un ratén puede regenerar tras la amputacién de la udltima falange del

digito.

Describir por histologia mediante una tincidén tricrémica de Masson, los
cambios morfoldgicos que acontecen durante el cerrado de herida y 1la
formacién del blastema en el proceso de regeneracidn de digitos en ratones
cuando han sido amputados en diferentes condiciones: a) donde se sabe si
regeneran, y; b) donde la regeneracidén no se lleva a cabo.

Describir por RT-PCR, la presencia y posibles cambios en la expresidén de
genes marcadores de células troncales pluripotentes (Oct4, Sox2, Kif4, c-
Myc y Nanog) 'y mesenquimales troncales (CDI3-Aminopeptidasa, CD73-
Nucleotidasa, CD90-Thy-I, y CDIO5-Endoglina) durante el cerrado de herida y
la formacién del blastema en el proceso de regeneracién de digitos en
ratones.

Describir por inmunohistoquimicas el patrén de proliferacidén e inervacién
tras la amputacidén digital a través de 1la inmunodeteccién de 1los

anticuerpos: Ki67" °*%, PGP 9.5 **°%® tubulina acetilada y Substancia P.

Existen diversas formas para detectar células en proliferacién. Entre estas estdn 1la

incorporacién de Brdu y la inmunodeteccidn de células positivas a los anticuerpos PCNA y Ki67.
En estudios sobre la dindmica de proliferacidén de la epidermis se ha descrito que el uso del
anticuerpo Ki67 es mds sensible. (Referencia 302)

** La inmunodetccién de células positivas a PGP 9.5 se ha utilizado para detectar los patrones
de inervacidén motriz y sensorial en diversos drganos internos y en apéndices de la piel. La
ventaja sobre otros anticuerpos es que permite localizar las terminales axonales y que se ha
utilizado durante el proceso de regeneracidén axonal. (Referencia 303-305)
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Materiales y Métodos

Animales

Para 1llevar a cabo los objetivos descritos, en el proyecto se utilizaron ratones
de la cepa CDI, provenientes de 1la colonia del Instituto de Investigaciones
Biomédicas (UNAM). Los animales se mantuvieron en cuartos con temperatura e
iluminacidn controladas (I2 hrs luz/I2 hrs obscuridad) y tuvieron acceso a agua y
comida ad 1ibitum. E1 nimero de crias por caja se mantuvo en 8. Los
procedimientos experimentales fueron aprobados por la Comisién para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio del Instituto. Todos los experimentos se disefiaron

para usar el menor nuimero de animales y aminorar su posible sufrimiento.

Obtencidén y preparacién de las muestras

Para hacer los diferentes experimentos de esta tesis se determind, después de
realizar algunos experimentos piloto, utilizar ratones de las edades postnatales
3, IT y I3 dias postnatales (dpn) (Ver Figura I3 y I4). En los experimentos

piloto se utilizaron ratones de 3, 5, 7, 9, II, I3, I9, 20 y 50 dpn.

Figura I3. Edad
de amputacién y
dedos  amputa-
dos. (&) A) Se
muestran las
edades post-
natales en dias
(3, II y I3
dpn) a las que
se realizaron las amputaciones y cuyos experimentos estdn reportados en esta tesis. B) Se
muestran los dedos (2, 3 y 4) de la extremidad posterior que se amputaron para la realizacidn
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de esta tesis. A) Modificado de la Tabla de edades de The Jackson Laboratory cepa CDI. B)
Modificado de referencia 47.

De manera general, para la caracterizacidn del proceso de regeneracidén se
utilizaron ratones de II y I3 dias postnatales y para la caracterizacién de 1las
fases de cerrado de herida y de formacidn del blastema se utilizaron ratones de 3
dias postnatales. Las amputaciones se realizaron de acuerdo a los diferentes

puntos de la Figura IS.

Figura I4. Modelo de la estructura anatémica de los dedos en las edades evaluadas. A) Iera
semana postnatal (I-7 dpn), B) 3era semana (21 dpn) y C) 7ma semana (49 dpn). En color café se
representa la epidermis y algunos de sus apéndices como foliculos pilosos y gldndulas, en rosa
la dermis, en fiusha la médula ésea y en azul las falanges intermedia y terminal; en el tono
de azul mds claro se muestra la zona de crecimiento.

Figura I5. Modelo digital comparativo y tabla que
muestran en el digito los niveles de amputacién
donde la capacidad regenerativa estd conservada y
donde se pierde. Se muestra en diferentes colores
los tejidos. En la tabla se explican los diferentes
niveles de amputacién y la nomenclatura. Modificado

S— /D de referencia 306.
: 1A P1 o
AP3
Tipo de amputacion Nivel de amputacion Referencia
AD Amputacion Distal Amputacion del 30-40% de la falange terminal Han et al 2008
AP1 Amputacion Proximal nivel 1 Amputacion del 50% de la falange terminal Han et al 2008
A P2 Amputacion Proximal nivel 2 Amputacion donde solo queda el 30% de la falange terminal Neufeld y Zhao 1995
AP3 Amputacion Proximal nivel 3 Amputacion del 50% de la falange intermedia Wang et al 2010
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Para la presente tesis se utilizaron solo los dedos 2, 3 y 4 ya que se
encontraron dindmicas de desarrollo y de regeneracién similares®’-?7**°*%"  pe
manera general, las amputaciones distales se realizaron dentro del 30-40% de 1la
falange terminal (1linea punteada en azul turquesa) y las proximales donde inicia
el lecho ungueal (linea punteada en naranja) (Ver Figura I5). Especificamente, la

amputacién distal (A D) se basé en el trabajo de Han et al.*®

, la amputacidn
proximal del 50% de la falange distal (A PI) en el trabajo de Han et al.*®, 1a
amputacién proximal donde solo queda aproximadamente el 30% de 1la falange
terminal (A P2) se basé en el trabajo de Neufeld y Zhao®®, y la amputacién
proximal a la mitad de la falange intermedia (A P3) se basé en el trabajo de Wang
et al.® (Ver Figura I5). Tras realizar 1la amputacién en diferentes dias
postnatales (3, IT y I3 dias postnatales) se tomaron y analizaron las fotografias
del digito amputado; dichas fotografias fueron tomadas en distintos dias
postamputacién (0, I, 2, 3, 4, 5, I0, I5, 20, 25, 30 y 35 dias postamputacidn
-dpa-). Después de 35 dias de 1la amputacién (tiempo aproximado que dura el
proceso regenerativo), se fijé y preservd el tejido regenerado para su posterior
procesamiento morfoldgico e inmunohistoquimico. Asimismo, se colectéd la zona mds

I57

distal del digito amputado -basado en referencias y #- (Ver Figura I7) para
su procesamiento molecular (RNA, cDNA y RT-PCR) buscando marcadores de células
troncales pluripotentes y mesenquimales troncales. Para la recoleccidén del tejido

se colectaron el drea propuesta de blastema de los digitos amputados en una

secuencia temporal determinada (dpa O, I, 2, 3, 4, 5, I0) (Ver Figura I7).
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Figura 1I6. Area propuesta de blastema. Se
colecté 1la =zona mds distal del digito

Modelo del dedo (0 dpa) Nivel Recoleccion del drea

amputado, (b) Dblastema presuntivo, en
de ratén (1-7 dpn) de amputacion Propuesta de blastema

distintos dias después de 1la amputacidn.
Modificado de referencia I57. Abajo) Esquema
de recoleccién de tejido de 1los digitos
durante el proceso de regeneracién en 1las
condiciones regenerante (amputacién distal) y
no regenerante (amputacién proximal). Los

~N

(-
¥
T4

9 wa

nimeros I-4 representan cuatro de las

_ s . caracteristicas mds sobresalientes durante
DiaCero DiaUno Dia 3-4 Dia Diez

las fases de regeneracién evaluadas.

Cerrado de herida

Formacion de Blastema

Nivel de Costra
amputacién Reepitelializacion Blastema
1 2 3 4

Los animales de edad postnatal 3, II y I3 fueron anestesiados mediante 1la
técnica de hipotermia®”®. Esto significa que de manera individual los ratones
fueron colocados en un cama de hielo molido de uno a cinco minutos; al retirarse
del hielo inmediatamente se amputaron 1los digitos con microtijeras bajo un
microscopio estereoscdpico. Tras la amputacién los animales fueron regresados a
su caja después de comprobar su recuperacién del proceso de anestesia. El
comportamiento de la madre fue observado para vigilar la aceptacién de las crias.
Para la adquisicidén de las fotografias también se utilizé la técnica de anestesia
por hipotermia y los ratones fueron sacrificados después de la udltima adquisicidn
de las fotos en el dia 35 postamputacidn; en el caso de la recoleccidén de los
blastemas el procedimiento no implicaba el sacrificio de los animales, por lo que

se donaron a otro bioterio para que formaran una colonia CDI. En el caso de los
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ratones de 3 dias postnatales, los animales fueron sacrificados para recolectar
tejido los dias postnatales 3, 4, 5, 6, 7, 8 y I3 correspondientes a los dias
postamputacién 0 (control-ctl-), I, 2, 3, 4, 5 y I0 por asfixia con CO,. Los
animales fueron agrupados en tres grupos: grupo I Control de Amputacién (dpa 0);
grupo 2 Cerrado de herida (dpa I-5); y, grupo 3 Formacidén del Blastema (dpa I0) y
en tres condiciones: Desarrollo de extremidad, Condicidén regenerante o amputacién

distal, y Condicién no regenerante o amputacidén proximal.

Tras su recoleccidn, el tejido se fijé por inmersién (volumen de al menos
I:20) con 4% paraformaldehido disuelto en amortiguador salino de fosfatos (PBS;
4% PFA) pH 7.4 en viales a 4°C por I-5 dias (dependiendo el tamafio de 1la
extremidad). Los digitos de 1las extremidades fueron procesamiento
individualmente. Después del proceso de descalcificacién con Descalcifier II
(Surgipath, Richmond) que puede variar de I-5 dias dependiendo el tamafio de 1la
extremidad, se postfijé con el buffer neutro de formalina I0% pH 7 por I-3 dias y
se procesé la muestra para su deshidratacidén con un tren ascendente de Metanol
(PBT (PBS + Tween 20 0.I%), MeOH 25%/PBT 75%, MeOH 40%/PBT 60%, MeOH 50%/PBT 50%,
MeOH 75%/PBT 25%, MeOH 80%/PBT 20%, MeOH 85%/PBT I5%, MeOH 90%/PBT I0%, MeOH
95%/PBT 5% y MeOH Abs (2 veces) por una hora cada uno). Tras su deshidratacidn,
las muestras fueron separadas segin su condicidn experimental y almacenadas en un

ultracongelador a -74°C hasta efectuar los experimentos morfoldgicos.

Después de su almacenaje en el ultracongelador, las muestras fueron

fotografiadas para ver el fenotipo final con un microscopio estereoscépico (Nikon

s
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SMZI500) acoplado a una cdmara (AxioCam MSc Zeiss) con el programa (AxioVision
4.3, Carl Zeiss Vision). Posteriormente las muestras se procesaron para inclusidn
en parafina (Parablast embedding media, Sigma). Después de dejar que la parafina
se solidificara en los cassettes, I-2 dias a temperatura ambiente, se realizaron
cortes seriados en el eje dorso-ventral del digito de 7 pm de espesor, con un
micrétomo a temperatura ambiente. Los cortes se colocaron en portaobjetos
previamente tratados con TESPA 4% (3-aminopropyl-triethoxysilane, Sigma) y se
dejaron en la plancha de estiramiento (Leica HI I220) toda la noche a 42° C. Tras

su estiramiento las laminillas se almacenaron a 4°C.

Antes de su procesamiento el tejido se desparafiné y rehidratdé poniendo las
laminillas en la plancha de estiramiento por 30-60 mins a 55°C, las laminillas en
una caja coplin donde se lavaron por inmersidén en Xilol I0 mins 2 veces, y en
EtOH Abs, EtOH 96%/H,0 bd, EtOH 90%/H,0 bd, EtOH 85%/H.,0 bd, EtOH 70%/H.0 bd, EtOH

50%/H,0 bd, EtOH 25%/H,0 bd y H,0 MilliQ cada uno por 5 minutos.
Tinciones histoldgicas

Tincion tricromica de Masson
Para realizar la tincién tricrémica de Masson, se utilizaron 1las siguientes
soluciones: hematoxilina de Weigert, fuscina dcida-escarlata de Biebrich,
solucién de dcido fosfotungsténico-fosfomolibdico, solucién azul de anilina y
solucién de dcido acético I%. En el tejido, en negro se detectaron los nucleos
celulares, en rojo se identificé el fondo (keratina, mdsculo y citoplasma) y en

azul se detectdé las fibras de coldgeno.
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Inmunohistoquimicas

Tras su rehidratacidén, las laminillas se lavaron dos veces (5 minutos cada vez)
en una caja coplin con PBS. Para permeabilizar el tejido se 1lavaron 1las
laminillas I5 minutos con PBS con tritén X-I00 al 3% (PBS+T). A continuacidn, las
laminillas se incubaron en una solucién desenmascaradora de antigenos a 70°C por
45 minutos y a temperatura ambiente por I5 minutos (Immuno/DNAretriever; Bio SB,
EE. UU.). Después de lavar tres veces con PBS, el tejido se bloqueé con una
solucién de suero de caballo o de cabra al 5% (en PBS+T) por I hora. Tras el
bloqueo, las laminillas se dejaron incubando toda la noche a temperatura ambiente
con alguno de los siguientes anticuerpos: Conejo a-PGP 9.5 (I:I,000; Chemicon),
Rata a-Ki67 (I:400; Chemicon), Ratdn a-Acetylated Tubulin (I:250; Sigma) o Conejo
a-Substance P (I:850; Chemicon). Los anticuerpos se diluyeron en la solucidén de
bloqueo. Tras tres lavados con PBS, las laminillas se incubaron por dos horas con
alguno de los anticuerpos secundarios biotinilados: Burro a-Conejo, Cabra a-Rata
0 Burro a-Ratén  (I:500; Chemicon). Concluido el tiempo, las laminillas se
lavaron tres veces por 5 minutos con PBS. Finalmente, se incubd con el complejo
avidina-biotina (ABC kit Vector Laboratories, EE. UU.) por 90 minutos a una
dilucidén de I:400. E1 revelado de la inmunohistoquimica fue obtenido con una
solucién de 3,3-diaminobencidina (DAB) y niquel (Vector Laboratories). Después de
lavarlas con H,0 bd, los cortes fueron contratefiidos con Verde de Metilo o Eosina

Y, deshidratados y montados con resina.
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RT-PCR

Para la obtencién del RNA se siguid el protocolo del TRizol Reagent (Molecular
Research Center). Comprobada la integridad del RNA, se realizé el cDNA de las
muestras de interés siguiendo el protocolo del kit First Strand cDNA Synthesis
Kit for RT-PCR (AMV) (Roche Diagnostics, Indianapolis, USA). Tras la obtencidn de
los cDNAs se realizaron las reacciones de RT-PCR siguiendose las recomendaciones
del fabricante (Roche Diagnostics) utilizando Ipl de la enzima Taq DNA Polimrase
(Invitrogen). Las reacciones se realizaron a Tm (temperatura media) determinadas
y utilizando los primers sentido y antisentido que fueron disefiados por la M. en
C. Marcia Bustamante Zepeda en el laboratorio del Dr. Jesis Chimal como se
muestra en la Tabla 2. Para realizar la reaccién de RT-PCR se utilizé el
termociclador PTC-I0O0 Programmable Thermal Controller (MS Research) y se
siguieron las recomendaciones de Roche. Los geles de agarosa I% se corrieron a 80

V, 400 mA por 50 minutos en una cdmara de electroforesis Bio-Rad Power Pac 300.

Tabla 2. Primers utilizados para detectar la expresién de marcadores de células
troncales pluripotentes y troncales mesenquimales; (bp) pares de bases y (Tm)
temperatura media.

| MSCs  Gene Tm Peso

Oct 4. 63.7° 414 pb CD-13 60.5° 600 pb
tgttcagccagaccaccatc Primer F acctggccagtgctaaaatg
goggcagaggaaaggataca Primer R caatgctgatgatggtggag
Sox2 63.2° 406 pb CD-73 60.5° 448 pb
aaaaaccaccaatcccatcc Primer F caacgtgctgtttttggatg
aaacccagcaagaacccttt Primer R gcacttctttggaagegtgea
Nanog 58° 412 pb CD-90 61.3° 406 pb
tatctggtgaacgcatctgg Primer F taaggggcgtatggtggotag
aaggaaggaacctggctttg Primer R gcaggctcgtgttttagagg
Kif-4 60.1° 410 pb CD-105 62.4° 437 pb
gogottttggtttgaggttt Primer F acccctgecttcatetgtat
gtcgttgaacteeteggtet Primer R aacgtcacctcaccccttgt
c-Myc 60.1° 567 pb
atctgcgacgaggaagagaa
gogacgaggtacaggatttgg
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Adquisicidn de fotografias y andlisis del tejido

Las fotografias de los animales anestesiados y de los dedos completos se
adquirieron para analizar el fenotipo final con un microscopio estereoscdpico
(Nikon SMZI500) acoplado a una cdmara (AxioCam MSc Zeiss) con el programa
AxioVision 4.3 (Carl Zeiss Vision). Tras las diversas técnicas de histoldgicas o
inmunohistoquimicas, las laminillas se observaron en un microscopio Olympus BX5I
WI (Tokio, Japan) con el programa StereoInvestigator 9 (MBFBioscience, EE.UU)
para ver en campo claro los tejidos procesados con los objetivos 4X, IOX, 20X y
40X y una platina motorizada en los ejes X-Y-Z. Se realizdé la captura de imdgenes
pertinentes y se armaron las composiciones en el programa Adobe Photoshop CS5.
Las fotografias de los geles de agarosa se tomaron con una cdmara Kodak EDAS 200
acoplada a un transiluminador Sigma TI20I y se procesaron con el software Kodak

ID v.3.5.4 (Scientific Imaging Systems, New Haven USA).
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Tabla 3. Resumen de uso de digitos por condicidn experimental.

Piloto* | 3 1 5 | 7 ] 9 | 12 | 13 | 1s | 19 | 20 | 50
AD-AP1 (Condicién regenerante}| 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
AP2 (Condicién no regenrante) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Control de desarrollo 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Caracterizacion **
AD 9
AP1 4
AP2 4
Dpnill AP3 8
AD 4
Dpnl3 AP2 4
Histologias*** Dpa0 Dpa7 Dpal5 Dpa25 Dpa3s
AD 3 3 3 3 3
Dpnll Control 3 3 3 3 3
DPN 3 DPN 4 DPN 5 DPN 6 DPN 7 DPN 8 | DPN 13
Caracterizacién CH y FB**** DPAO DPA 1 DPA2 DPA 3 DPA 4 DPAS5 | DPA10
AD 3 3 3 3 3 3 3
AP2 3 3 3 3 nd
Dpn3 CTL 3 3 3 3 3 3 3
DPN 3 DPN 4 DPN 5 DPN 6 DPN7 DPN8 | DPN 13
PCR***** DPAD DPA 1 DPA 2 DPA 3 DPA 4 DPAS5 | DPA 10
AD (Condicién regenerante) 9 9 9 9 9 9 9
AP2 (Condicién no regenrante) 9 9 9 9 9 9 9
Control de desarrollo 9 9 9 9 9 9 9

Piloto*
Se colectaron los digitos en proceso regenerativo (cinco digitos por condicidén) del dia O
postamputacidén (CTL) hasta el dia quince postamputacidn.

Caracterizacidn**
Se hizo un seguimiento fotogrdfico de los animales amputados hasta 35 dias después de 1la
amputacidn.

Histologias**#*
Se caracterizé todo el proceso regenerativo digital.

Caracterizacién CH y FB#*##*
Se caracterizé el proceso regenerativo digital, particularmente el cerrado de la herida y el
proceso de formacién de blastema utilizando técnicas histoldgicas e inmunohistoquimicas.

PCR*#%%%%

Se caracterizé el proceso regenerativo digital, particularmente el cerrado de la herida y el
proceso de formacidn de blastema evaluando la expresidén diferencial de genes. Los experimentos
se hicieron de un pool de 9 dedos
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Resultados

La capacidad regenerativa de los dedos depende de la edad y
del nivel de amputacidn.

Primero se determind la edad 1imite para la regeneracién digital; posteriormente
se determiné el nivel de amputacidén limite para la regeneracién. Se determind a
través de amputaciones en la parte distal de la falange terminal la edad (en dias
postnatales) en la cual el digito es capaz de regenerar (Ver Figura I4). Se
hicieron amputaciones piloto los dias postnatales 3, 5, 7, 9, II, I3, I5, I9, 20
y 50 y se determiné que se utilizarian para realizar esta tesis los animales de
los dias 3, II y I3 (Ver Figuras I3 y I4). Se encontrdé que los animales amputados
el dia I5 postnatal fueron capaces de regenerar sin ningin problema, mientras que

edades posteriores presentaron deficiencias en la regeneracidn.

Asimismo, se determinaron los niveles de amputacién en el eje préximo-
distal donde el digito fuera capaz de regenerar. Se encontrd que en amputaciones
distales (A D) y en las proximales I (A PI) el digito era capaz de regenerar (Ver
Figura I5); se decidié considerar a los digitos que habian sido amputados a nivel
(A D) como regenerantes ya que las amputaciones realizadas a nivel (A PI)
mostraban deficiencias en la regeneracién de la falange terminal. En cuanto a las
amputaciones proximales 2 y 3 (A P2 y A P3) no se encontré ninguna capacidad
regenerativa. Se wutilizé como condicién no regenerante 1las amputaciones

realizadas en el nivel proximal 2 (A P2) (Ver Figura I5).
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| DPAO , DPA5 . DPA 10, DPA 20, DPA 35

Figura I7. El1 incremento en el nivel de amputacidn digital dificulta 1la
regeneracién de la falange terminal. Evaluacién del proceso de regeneracidn
digital cuando la amputacidén se realiza en cuatro niveles diferentes (Ver Figura
I5). El1 seguimiento del proceso se realizé durante 35 dias después de 1la
amputacidén. Los renglones representan los cuatro niveles de amputacién y las
columnas los dias postamputacidén. Las fotografias reflejan casos representativos
de (A D) n=9/9, (A PI) n=3/4, (A P2) n=3/4, y (A P3) n=8/8.

Conforme se incrementa el nivel de amputacién digital a lo largo del eje
préximo-distal, la capacidad de regeneracién de la falange terminal disminuye
llegando incluso a ser nula (Ver Figura I7 renglones A D, A PI, A P2 y A P3). El

hueso es el tejido que mds se ve afectado por el nivel de amputacidn, perdiéndose
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totalmente su capacidad regenerativa en amputaciones proximales (A P2 y A P3).
Del mismo modo, conforme el nivel de amputacién digital es mds proximal, 1la
capacidad regenerativa de la ufia se pierde, procesos regenerativos intermedios
producen grados variables de deformidad (niveles A PI y A P2 en los DPA20 y
DPA35); aunque la reepitelializacidén se acelera en amputaciones digitales
proximales, la costra que se genera por arriba del epitelio de herida se mantiene
mds tiempo (A P3 en los DPAS, DPAIO y DPAR0). Por otra parte, los foliculos
pilosos mantienen su capacidad regenerativa independientemente del nivel de

amputacién(A P3 en DPA35).

De acuerdo a lo establecido por anteriormente, el proceso de cerrado de
herida empieza justo después de la amputacidén y hasta el dia 8 post-amputacidn.
Si se toma en cuenta la formacién de una costra como indicador de cerrado de
herida, puede verse que entre mds proximal sea la amputacidén (A P3) mds tiempo
dura la costra (Ver Figura I7). Asimismo, se ha propuesto que el proceso de
formacién del blastema comienza a partir del cuarto dia post-amputacién y dura
hasta el dia 20, sin embargo, con excepcién de los digitos de los niveles A Dy A
PI en el dia 20 postamputacién y el digito del nivel A P3 el dia 1I0
postamputacidén, no pudo observarse el crecimiento de alguna protuberancia en 1la
regidén distal de dafio que semejara a un blastema. Se encontré para todos los
niveles de amputacién evaluados que para el dia 35 postamputacidén el proceso de

regeneracién o de simple cerrado de herida habia concluido. Los datos obtenidos
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en animales amputados el dia I3 postnatal son similares a los obtenidos en

animales amputados el dia II postnatal por lo que no se incluyeron.

Durante el proceso de regeneracidn, en la falange terminal se lleva a
cabo un proceso de osificacién directa y un proceso transitorio de
inflamacién.

Desarrollo del digito Amputacion Distal

18 dias

postnatales postnatales postnatales

amputacion amputacidn

36 dias

A€ dias
35 dias post 25 dias post 7 dias post

amputacion

Figura I8. Procesos de osificacién directa y de inflamacién durante 1la
regeneracién de la falange terminal. A, C y E) Desarrollo normal del digito a
los I8, 36 y 46 dias postnatales. B, D y F) Proceso regenerativo tras una
amputacién realizada a nivel proximal I (A PI) en el dia II postnatal a los dias
7 dias postamputacidn (I8 postnatales), 25 dias postamputacidén (36 postnatales) y
35 postamputacién (46 postnatales). A-F) En cada panel, el lado izquierdo muestra
fotografias macroscépicas de los digitos controles o regenerantes y en el lado
derecho se muestran mediante la tincidén tricrdmica de Masson los tejidos del
digito en un corte dorso-ventral. (f.t.) falange terminal, (m.u.) matriz ungueal,
(m.o.) médula ésea, (t.o.) tejido déseo (c.) cojinete.

La regeneracién de digitos de ratdén se lleva a cabo a través de proceso de
osificacidén directa en la parte distal de la falange terminal; este proceso es

evidenciado en la Figura I8 (paneles D y F). Debido a que se observé que desde
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las fases de cerrado de herida durante la regeneracidn de amputaciones proximales
(Ver Figura I7 renglones A P2 y A P3) se inhibia el proceso regenerativo, se
evaluaron los procesos de regeneracién digital en amputaciones distales (Ver
Figuras I5 y I7 renglones A D y A PI). Se observé que los digitos de ratdén en 1la
zona de amputacién (Ver Figura I8 panel B) tienen foliculos cercanos a la matriz
ungueal (m.u.), pericondrio por encima de la falange intermedia (f.m.), cojinetes
(c.) por debajo de la falange terminal (f.t.) que contiene gldndulas y una ufia
(u.) que cubre la falange terminal. Se ha demostrado, a excepcién del hueso y la
ufia, que los tejidos del digito son fuentes probables de células troncales,
quedando la duda de si estos tejidos participan en la regeneracién digital. A
diferencia del digito control (Ver Figura I8 panel A), el digito regenerante (Ver
Figura I8 panel B) se ve ligeramente inflamado. A los siete dias postamputacién
la falange terminal casi ha desaparecido y no hay médula dsea (m.o.), pero al
menos la mitad de la matriz ungueal se mantiene. La reepitelializacidn o cerrado
de herida ha concluido y ya no hay costra (Ver Figura I8 panel B). La
regeneracién de la falange terminal implica que la parte mds distal inicia un
proceso de osificacién directa (Ver Figura I8 panel B, D y F). Debido a este
proceso de osificacidén, durante la regeneracién del digito, la médula dsea se
transforma en tejido déseo (Ver Figura I8 paneles C y E). Se ha sugerido que 1la
regeneracién se debe a la existencia de células troncales presentes en la regién
ungueal por su cercania con la falange terminal (Ver Figura I8 paneles B, Dy F),

sin embargo, de acuerdo con los resultados obtenidos previamente (Ver Figura I7)
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la presencia de la matriz ungueal podria influir en la capacidad regenerativa
digital; ello no descarta una combinacién de variables donde la presencia de 1la
matriz ungueal desempefie una funcidén necesaria mas no suficiente para que 1la
regeneracién digital se 1lleve a cabo; si la matriz ungueal sirve de fuente
celular para la regeneracidén auin falta por estudiarse. Cabe recalcar que la
cantidad de tejido perdido repercutird en el proceso de regeneracidn
principalmente en 1la forma del digito regenerante y en 1la regeneracién de

estructuras como foliculos, ufia y cojinetes (Ver Figura I8 paneles E y F).

El reclutamiento celular en el frente de regeneracidn no es suficiente
para que se forme un blastema debido a la continuidad de la membrana
basal y al engrosamiento no funcional del epitelio de herida.

Se evaluaron los procesos de reepitelializacién y de formacidén de blastema del
digito de ratén en animales amputados AD-A PI (Ver Figura I5) el dia II post-

natal (Ver Figuras I9 y 20).
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Figura I9. Concluido el cerrado de herida, el proceso inflamatorio no inhibe 1la
regeneracidn; sin embargo, el reclutamiento celular en el frente de regeneracidn
no es suficiente para formar un blastema. Tincidn tricrémica de Masson donde se
muestra: A) Desarrollo del digito de ratén a los I8 dias postnatales. Condicién
con dedos no amputados. B) Regeneracidén del digito de ratdén amputado distalmente
(IT dias postnatales + 7 dias postamputacidn).

Se muestran algunos de los tejidos en ambas condiciones. I) punta del digito
donde se muestra el ectodermo en rojo solido, la punta de la falange distal en
azul y en el espacio intermedio células posiblemente fibroblastos, 2) se muestra
un foliculo piloso en fase de crecimiento con la protuberancia a la derecha y a
la izquierda el tejido intrafolicular, posiblemente fibroblastos, 3) se muestra
el pericondrio de la falange intermedia, 4) se muestra infiltracidén de vasos
sanguineos a la falange, 5) se observa la medula dsea y proceso de osificacién de
la falange, 6) se muestra una gldndula caracteristica de los cojinetes, 7) se
muestra las fibras musculares por debajo de la falange distal y por arriba del
ectodermo de los cojinetes, 8) se muestra arriba la matriz ungueal con un arreglo
celular tipo columnar y abajo la falange distal, en el espacio de en medio se
muestra fibroblastos. B) En el digito que estd en regeneracién se observa solo la
falange intermedia y la parte proximal de la falange terminal. I’-8’) Se muestra
una desorganizacién celular generalizada, posiblemente de fibroblastos, como
consecuencia al dafio ocasionado por la amputacidén. I’-5’) Se muestra en rojo un
engrosamiento en el ectodermo; sin embargo, no se ve la formacién de AEC ni en
I’, ni en 4. En I'-4’ es posible ver la continuidad de la membrana basal. En 4’
por arriba de los remanentes de la falange terminal puede observarse una zona de
reclutamiento celular, posiblemente fibroblastos.
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De acuerdo a lo establecido con anterioridad y a los resultados obtenidos Figura
I7, se decididé evaluar el inicio presuntivo de la formacién del blastema. Para el
séptimo dia postamputacién se encontré que la zona de herida ya se habia
reepitelializado completamente y ya no habia costra (Figura I9 panel B cabeza de
flecha); en el frente de regeneracién por arriba de los remanentes de la falange
terminal en regeneracién y por debajo del epitelio se encontrdé una acumulacién
celular (Figura I9 paneles I' y 4' flechas), posiblemente fibroblastos, condicidn
necesaria para la formacién de un blastema. Adn queda por resolver los tejidos o
nichos de donde surgen estas células. Como se ha mencionado, por su cercania al
plano de amputacién los foliculos pilosos (Figura I9 panel 2), las glandulas del
cojinete (Figura I9 panel 6), el periosteo (Figura I9 paneles 3, 4 y 5 flechas),
las fibras musculares (Figura I9 panel 7 flecha) y la matriz de la ufia (Figura
I9 panel 8 flecha) son fuentes celulares probables que podrian contribuir a 1la
formacidén del reservorio celular o blastema que dard origen a la nueva falange
terminal. De manera general, una comparacién entre los digitos A y B (Figura I7)
muestra un proceso inflamatorio alrededor de 1la falange intermedia. Como se
demostré en la Figura I9 este proceso inflamatorio no impidié la regeneracién de
la falange terminal mientras se conservara la matriz ungueal (Figura I9 paneles
I' y 2° flechas). Es de resaltar que tanto en la condicién control como en la
condicién regenerante se observa la continuidad de la membrana basal en la punta

del dedo o en el frente de regeneracién y a lo largo de la matriz ungueal (Figura
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I9 paneles I, 8, I'-4’). Asimismo, es importante hacer notar que el epitelio del
dedo regenerante estd engrosado tanto en el frente de regeneracidén, como en 1la
matriz ungueal como en la zona de cojinetes en comparacidén al epitelio de 1los
digitos control (Figura I9 paneles I vs I'-5’). Finalmente, se puede observar un
cambio en el arreglo celular de fibroblastos entre los tejidos digitales. Por
ejemplo, arriba de la falange terminal (Figura I9 paneles I vs 4’), por debajo de
la matriz ungueal (Figura I9 paneles I vs I'-2’), por arriba y debajo de 1la
falange intermedia en el periosteo (Figura I9 paneles 3-5 y 8 vs 6'-8’) e

incluso en la zona de cojinetes (Figura I9 paneles 7 vs 3’ y 5°).

Figura 20. Proceso de osificacién directa durante la regeneracién digital y 1la
ausencia del blastema en el dia I5 postamputacidén. A) Digito de ratdn después de
I5 dias de ser amputado. B y D) Se muestra la matriz ungueal y la falange
terminal en regeneracién. C y E) Se muestra la punta del dedo con islotes de
osificacidn directa y una zona de fibroblastos por debajo del epitelio

Se ha postulado que a los I5 dias de ser amputada una extremidad deberia haber un
blastema maduro, sin embargo, la desorganizacién celular que se vio tras el

cerrado de la herida (Ver Figura I9) se ha concentrado por arriba y por debajo de
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la falange terminal que ha iniciado su proceso de osificacién directa (Ver Figura
20). Una semana después del inicio del reclutamiento celular en el frente de
regeneracién se muestra un ligero engrosamiento de la matriz ungueal que mantiene
su organizacidén columnar caracteristica (paneles B y D). Asimismo, mientras que
en el panel D se muestra el proceso de osificacién endocondral en 1la parte
proximal de la falange terminal, en los paneles B, C y E se pueden ver islotes
caracteristicos del proceso de osificacidén directa. Finalmente, en el panel E
puede verse el flanco distal de regeneracidén, en esta regién es donde deberia
estar el blastema, pero solo puede verse una zona de fibroblastos; sin embargo,

puede observarse la integridad de la membrana basal y la carencia de una AEC.

En el blastema presuntivo (parte distal del digito en frente de
regeneracidon) se expresaron los genes: Sox2, c-Myc, y Thy-I que
se sabe participan en la regeneracién axonal, condrogénesis,
reepitelializacién y en el mantenimiento de la multipotencia.

Patron de expresion de genes relacionados con cé€lulas troncales
pluripotentes y mesenquimales troncales durante las fases de cerrado de
herida y formacion de blastema
A través de RT-PCR se detectaron durante el proceso de regeneracidén cambios en la
expresién de genes relacionados con células troncales pluripotentes (0Oct4, Soxe,
Ki1f4, c-Myc y Nanog) y mesenquimales troncales (CDI3-Aminopeptidasa, CD73-
Nucleotidasa, CD90-Thy-I, y CDIO5-Fndoglina) -ver Figuras I6 y 2I- durante 1la

fase de cerrado de herida, dias postamputacién 0-5, y durante fase de formacidn
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del blastema,

(amputacién distal) y no regenerante.

dias 4,

5 y I0 postamputacidén, en 1la condicién regenerante
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Resumen de la expresidn
diferencial de marcadores de
células troncales pluripotentes
y troncales mesenquimales
durante 1la regeneracién de
digitos de ratdn.

La tabla se ha dividido para
facilitar su lectura en tres. De
manera horizontal por dias post-
amputacién y se han identificado
las fases del proceso regene-
rativo correspondientes. De
manera vertical, en 1los ren-
glones se ha dividido, a 1la
izquierda, por gen de interés
(I0) y, a 1la derecha, por
condicién (Desarrollo, Regene-
rante y No regenerante). El
simbolo % representa que el gen
SI se expresa.




Figura 2I. Expresidn diferencial de marcadores de células troncales pluripoten-
tes y mesenquimales troncales durante las fases de cerrado de herida y formacidn
del blastema en 1la regeneracién de digitos de ratén. La tabla se divide
horizontalmente en dias postamputacién identificando la condicidén experimental
(desarrollo D-color naranja, regenerante R-color verde, no regenerante N-color
azul). Verticalmente, la tabla se divide por gen de interés.
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Para evaluar la dindmica de expresidén génica durante 1la regeneracién
digital se utilizaron animales que fueron amputados al tercer dia postnatal; ello
debido a que se ha caracterizado ampliamente el proceso™’*®. Paralelamente a 1la
dindmica de expresién se evaluaron los procesos de cerrado de herida,

infiltracidn de células del sistema inmune, patrén de proliferacidén, patrén de

regeneracidén axonal y patrdn de reinervacién.
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Mientras que el en la condicidn regenerante (amputacidén distal) 1la
punta de la falange terminal inicia su regeneracién a partir del
tercer dia, el proceso de reepitelializacidén en la condicién no

regenerante (amputacién proximal) es mds rapido.

Dia Post natal 3 DPA O DPA 1 DPA 2 DPA 3 DPA 4 DPA 5

Control
Desarrollo
Yo,

Figura 22. En la condicién regenerante la punta de la falange terminal inicia su
regeneracién a partir del tercer dia, el proceso de reepitelializacidén es mds
rdpido en la amputacidén proximal (condicidén no regenerante). Vista macroscdpica
de los proceso de cerrado de herida y formacién de blastema. Se puede ver 1la
costra en la parte distal de la falange terminal.

Amp
Distal

Amp
Proximal

Las fases de cerrado de herida y de formacién de blastema son importantes para 1la
regeneracién digital. Durante la reepitelializacidén en el frente de regeneracién,
en la condicién regenerante, comienzan a acumularse células posiblemente
fibroblastos (Ver Figuras I9 y 22). En la condicidén no regenerante el proceso de
cerrado de herida se acelera, sin embargo, es probable que desemboque en 1la

formacidén de una cicatriz al caerse la costra (Ver Figura 22).
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Mientras que la amputacién proximal acelera el proceso de cerrado de
herida que desemboca en la formacién de un doble epitelio, el digito
amputado distalmente todavia no cierra la herida y mantiene su
osificacién endocondral.

Figura 23. El1 proceso de regeneracién en digitos amputados proximalmente
desemboca en la formacién de un doble epitelio; sin embargo, en el proceso de
regeneracién en la condicidn regenerante todavia no cierra la herida y continua
su proceso de osificacidén endocondral. A-A’’) Digito amputado a nivel distal. B-
B’’) Digito amputado a nivel proximal. Las figuras son imdgenes representativas
de los procesos descritos.

En el digito amputado a nivel distal después de cinco dias de iniciado el proceso
regenerativo (Ver Figura 23 paneles A-A’’) aun se observa una costra, el proceso
de reepitelializacidn continua y no se observa indicios de blastema o de algin
espacio donde pudiera originarse. De manera interesante, puede observarse un
proceso de osificacién endocondral en los paneles A’-A’’. Para el quinto dia
postamputacién, los digitos que fueron amputados a nivel proximal (Ver Figura 23

paneles B-B’’) ya terminaron su proceso de reepitelializacién y se observa 1la

generacién de dos epitelios, ello podria explicar la incapacidad de formar un
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blastema. Asimismo, puede observarse que ya no hay remanentes de la falange
terminal y que la parte distal de la falange intermedia se ha remodelado (Ver
Figura 23 paneles B y B’’). A diferencia del frente distal de regeneracién en
amputaciones a nivel distal (Ver Figura 23 paneles A’-A’’), en la regidn distal
bajo el doble epitelio en amputaciones proximales (Ver Figura 23 paneles B y B’’)
hay una zona donde se han acumulado células desorganizadas, posiblemente

fibroblastos.

No se detectaron células de Langerhans en la epidermis durante 1la
regeneracién de digitos de ratém.

La intencidén de evaluar la participacidén del sistema inmune en la regeneracidn de
digitos es por su posible regulacidn para el reclutamiento celular y también para
descartar que el sistema inmune a través de 1la activacién de 1la respuesta
angiogénica inhibiera el proceso de regeneracidén digital retrasando el inicio de
procesos de reepitelializacién. Sin embargo, como lo muestra la Figura 23 no se
encontraron infiltrados de células de Langerhans en los dias y condiciones

evaluadas.
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El proceso de regeneracidn induce la aparicidén de fibras SP+ en los
remanentes de la falange terminal incluso en la condicién no
regenerante. Sin embargo, no se detectaron fibras SP+ en
el flanco de regeneracidn.

Figura 24. Inmunodeteccién de
fibras SP+ en el frente de
regeneracién a los tres dias
postamputacién. A) Digito control
de desarrollo, dia postnatal 6.
B) Digito en regenracidén amputado
a nivel distal. C) Digito amputado
proximalmente. Las fibras estan
indicadas con cabezas de flecha.

Durante el desarrollo de 1la
extremidad y en 1las condiciones
regenerante y no regenerante, se

encontraron fibras SP+ alrededor

de la matriz ungueal (Figura 24
paneles A-C). Asimismo, en 1las
tres condiciones, los foliculos,
tanto de 1a parte dorsal como
ventral del digito, tienen fibras
SP+ (Figura 24 paneles A-C). es
importante resaltar que la

inervacién SP+ no se localiza en
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el flanco distal de regeneracién durante el proceso de reepitelializacidn (Figura
24 paneles B-C). Tampoco se encontraron queratinocitos inmunoreactivos a SP. Las
fibras SP+ se encontraron en los remanentes de la falange terminal incluso en la
condicién no regenerante (Figura 24 panel C). De manera interesante, se encontré
que en digitos que estaban concluyendo su proceso regenerativo a los 25 dias
postamputacién (ratones amputados el dia once postnatal), las fibras que llegan
al periosteo, a la placa de crecimiento y a los centros de osificacién directa
eran SP+ (Figura 25 paneles A, B y C-E, respectivamente). Resultados similares se
encontraron en digitos tras 35 dias postamputacidén. En los animales control de a
los 36 y 46 dias postnatales (dias 25 y 35 postamputacidn) también se encontraron

nervios SP+ cercanos a las falanges intermedias (Ver Figura 25 paneles A-B).

Figura 25. Inmunodeteccidén de fibras SP+ en digitos en proceso de regeneracidn
tras 25 dias postamputacién (amputados distalmente el dia II postnatal). A) Las
fibras SP+ se localizan en el periosteo de la falange intermedia. B) Las fibras
SP+ se localizan en la placa de crecimiento de la falange intermedia. C-E) Digito
de un animal 25 dias postamputacién, de manera interesante se ve
inmunoreactividad en 1la zona del cojinete y en los centros de osificacidn
directa.
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La capa basal de la epidermis, los foliculos pilosos, los fibroblastos
y las zonas de crecimiento de las falanges se encuentran proliferando
en el momento de la amputacidén; durante la regeneracién, solo la
epidermis cercana al plano de amputacidén muestra mayor proliferacidn.

Figura 26. Patrdén de proliferacion en el digito el dia de amputacién (3 dia
postnatal). A-B) Control de desarrollo. C-D) Amputacién distal. E-F) Amputacidn
proximal. Las células en café son Ki67+. capa basal de 1la epidermis (*)
fibroblastos (**) células de la matriz ungueal (***) condrocitos (****) foliculos
pilosos (). La parte distal de la falange terminal estd identificada con una

cabeza de flecha.
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Debido a que en el tercer dia postnatal, dia cuando se realizé 1la
amputacidn, el digito de ratén aun no ha llegado a su forma final, la capa basal
de la epidermis (Figura 26 paneles A, D y E), los foliculos pilosos (Figura 26
paneles B, C y E), los condrocitos (Figura 26 panel F), los fibroblastos (Figura
26 paneles A, B y D), la matriz ungueal (Figura 26 paneles A, C y F) se

encuentran proliferando.

Tres dias después de amputar el digito puede verse que la proliferacidn
celular en la epidermis estd sobre activada (Figura 27 paneles C y F), no solo se
encuentran proliferando las células de la capa basal (Figura 26 panel E), sino
también de estratos superiores (Figura 27 paneles C y F). Mientras que en los
paneles D y E puede apreciarse que los condrocitos también estdn proliferando,
solo en amputaciones distales también los fibroblastos en la parte distal de 1la
falange terminal proliferan (Figura 27 panel C). El patrén de proliferacién de 1la
epidermis en los digitos amputados proximalmente podria explicar 1la rdpida

reepitelializacién (Ver Figura 23).
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Figura 27. Patrdén de proliferacidn en el digito después de tres dias de ser
amputado (6 dia postnatal). A-B) Control de desarrollo. C-D) Amputacidén distal.
E-F) Amputacidén proximal. Las células en café son Ki67+. Capa basal de 1la
epidermis (*) fibroblastos (**) células de la matriz ungueal (***) condrocitos
(****) foliculos pilosos ().
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Las fibras PGP9.5+ intraepidérmicas que bordean al digito y que estdn
presentes en la zona de foliculos pilosos previo a la amputacién
desaparecen durante el proceso de regeneracién digital; asimismo, las
fibras tubulina acetilda+ no reinervan la epidermis distal y tras la
regeneracidén axonal desarrollan un patrén desorganizado.

Antes de la amputacidén, las fibras PGP9.5+ se localizan intraepidérmicamente
bordeando al digito, en la zona de foliculos y cojinetes (Figura 28 paneles A-B).
Tanto en los digitos amputados distal (Figura 28 paneles C-D), como proximalmente
(Figura 28 paneles E-F) se puede ver que 1la continuidad de 1las fibras

intraepidérmicas PGP 9.5+ se interrumpe.

Tres dias después de la amputacidn la densidad de las fibras PGP 9.5+
disminuye en la falange terminal (Figura 29 paneles A, B y C). En amputaciones
distales 1a densidad de 1las fibras PGP 9.5+ incrementa 1ligeramente,
principalmente, en la zona de la matriz ungueal (Figura 29 panel C); sin embargo,
en amputaciones proximales las fibras PGP 9.5+, en lo que queda de la matriz
ungueal, son escasas y en los foliculos pilosos su numero es reducido (Figura 29
Paneles C). Del mismo modo, la continuidad de las fibras intraepidérmicas PGP

9.5+ no se ha restablecido.
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Figura 28. Patrén de innervacién digital en el dia de amputacién (3 dia
postnatal). A-B) Control de desarrollo. C-D) Amputacién distal. E-F) Amputacidn
proximal. Las fibras en negro son PGP 9.5+; las -> delinean sus posibles
trayectorias. Las células en café (Ki67+) se encuentran proliferando.
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Figura 29. Patrén de innervacién en el digito después de tres dias de ser
amputado (6 dia postnatal). A) Control de desarrollo. B) Amputacién distal. C)
Amputacién proximal. Las fibras en negro son PGP 9.5+; las —> delinean sus
posibles trayectorias.
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Al tercer dia postamputacién cuando ya se ha cerrado la herida, el patrdén de
reinervacidén en los digitos con amputaciones proximales y su concentracién en una
densa red en el centro del dedo (figura no mostrada), llevan a sugerir 1la
formacién de neuromas. En la condicién regenerante (amputaciones distales), para
el dia I0 postamputacidén, los nervios se encuentran cercanos al flanco de
regeneracion (Figura 30 panel C), muestran una densa red que a diferencia de 1la
inervacidén en los dedos control aun no reinervan la epidermis (Figura 30 panel
A). Mientras que en los dedos control los nervios rodean la falange terminal
hasta llegar 1la punta del dedo (Figura 30 panel A y B), en los dedos en
regeneracion solo se han forman complejas redes en la base de la falange terminal

y en el frente de regeneracién (Figura 30 paneles C y D).

Figura 30. Patrén
de reinervacién
digital después de
I0 dias postampu-
tacidn en la
condicién regene-
. : | rante. A y B)
Dedos control. C y D) Dedo amputado distalmente. A y B) Los nervios corren
bordeando la falange terminal y llegan a la punta del dedo. C) En el flanco de
regeneracién se ve una densa red de nervios, sin embargo, no inervan ni 1la
epidermis, ni la matriz ungueal. D) A lo largo del dedo, puede observarse un
patrén desorganizado de reinervacidén. Las —> delinean sus posibles trayectorias.
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Discusién

Ante la pérdida de 1la extremidad”'®, 1la regeneracién permite 1la
recuperacién funcional (recuperacién de 1la forma y la funcidén) de tejidos al

reactivar los factores inductores de los procesos celulares elementales presentes

13,6I,147

durante el desarrollo embrionario que regulan: I) el estado metabdlico

celular’; y, 2) el programa de diferenciacién®” generando un medio ambiente
permisible para 1la regeneraciénmm. En organismos que regeneran extremidades
completas estos procesos celulares elementales hacen que las células vuelvan a
adquirir 1los patrones moleculares™ adecuados para autoorganizarse y formar

estructuras complejasa&lﬁﬂ

Los organismos utilizan dos mecanismos para reemplazar sus tejidos

faltantes, por una parte pueden activar células troncales adultas y por otra

pueden inducir el potencial pluripotente en células diferenciadas®’-*®-?**?**:*"°_ Ep

el caso de los digitos su limitadada capacidad de regeneracién en roedores,

parecida a la de los humanos, ha evidenciado las particularidades evolutivas del

proceso regenerativo en las extremidades de mamiferos®'****"*™. Como se ha

descrito, la regeneracién de 1la extremidad implica una variedad de eventos

103

morfoldgicos, celulares y moleculares altamente coordinados~ donde los eventos

tempranos del proceso, el cerrado de la herida con el engrosamiento del epitelio
de herida y la formacién de un blastema con el reclutamiento de células con

cardcter multipotente, son determinantes para el éxito de 1la regeneraciénﬂzam.
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La recuperacién funcional de la extremidad regenerada solo se ha deducido

8I,194,3I4-316

por el patrdn de reinervacidén de la nueva extremidad . Sin embargo, 1la

funcién de los nervios durante el proceso regenerativo de ratones ha sido poco

156,221

estudiada describiéndose funciones diferentes a las funciones tréficas y

mitégenicas reportadas durante la regeneracién en anfibios y que regulan los

procesos de cerrado de herida y de formacién del blastema®®*".

Mientras que en 1los roedores solamente se han descrito procesos de

2I,26-27,318-320

autotomia por la falta de nervios , en humanos se han descrito procesos

de regeneracién axonal aberrante o formacién de neuromas y 1los sintomas

sensoriales y nocioceptivos que estos generanzs"7'2’73’80’87’318’321“325

(ambos procesos -

formacién de neuromas y sensacidén de dolor- también han sido reportados en otros
, 2 < £ P IR S e .

mamiferos®™® con amputacién fisioldgica o axotomia), incluso hay reportes de

¢ _16,25,68-69
procesos de autotomia™?%%,

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta tesis sobre el patrén de
inervacién (fibras PGP 9.5+, SP+ y Tub Acet+) durante la regeneracién digital, 1la
posible independencia y ausencia (debido al probable proceso de degeneracidn-
regeneracién axonal) de 1los nervios en 1las primeras etapas del proceso
regenerativo de los dedos de mamiferos puede explicar la capacidad limitada de
regenerar extremidades™?"***. Esto debido a que, como se ha reportado en
organismos con la capacidad de regenerar extremidades completas, 1la correcta

inervacién de la epidermis de herida es esencial (detona el proceso regenerativo)

en la regeneracién. La influencia de los nervios en la epidermis probablemente
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resulta en el establecimiento de nuevos centros sefializadores (como la AEC)™ y

en la generacién de un ambiente celular “rejuvenecedor” regenerativo  que
promueve el reclutamiento celular que culminard en la formacidén de un blastema.
De acuerdo a esta idea, podria plantearse que en mamiferos 1la correcta
regeneracion axonal detonaria la formacién de un blastema que permitiria 1la

regeneracidn.

Sin embargo, una propuesta alternativa seria que el proceso de regeneracién
axonal en mamiferos podria ser detonado o potenciado por sefiales quimioatrayentes
provenientes de células troncales del blastema cuando este se formg®® 143 140,325-329
y, a su vez, mejoraria 1la capacidad regenerativa de 1la extremidad. Esto
significaria que regenerar los nervios ayudaria a regenerar la extremidad y de
este modo establecer mecanismos de retroalimentacién para su recuperacidn
funcional. Ello implicaria que la regeneracién axonal fuera dependiente de 1la

regeneraciéon de la extremidad y esta, a su vez, estuviera regulada por otros

procesos como el cerrado de herida.

Los resultados obtenidos en esta tesis permiten discutir sobre tres temas
en particular: el proceso de cerrado de herida, la formacién del blastema y 1la
participacién de 1los nervios durante el proceso de regeneracién; y, sugerir
métodos para inducir el proceso regenerativo en extremidades de mamiferos. Como
se ha planteado en el pdrrafo anterior, el proceso de regeneracidén digital en los
roedores no puede verse como un proceso “paso a paso” donde la ejecucidén de un

paso o evento regenerativo estaria condicionada a un paso o evento regenerativo
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anterior. Esto implica que los eventos regenerativos inician o son detonados de
manera independiente, pero que su mantenimiento y consolidacién dependen de 1la
coordinacién de la activacién de ambos pasos o eventos regenerativos'™. Una
interpretacién alternativa es que existen pasos o eventos regenerativos
necesarios para la activacién y regulacién de otros eventos regenerativos, pero
aun falta por descubrirse y, como en otros casos, es posible que varien entre
especies. De acuerdo a los resultados obtenidos en esta tesis, dos ejemplos
claros son: I) la secuencia de eventos que llevan al cerrado de la herida con el
engrosamiento del epitelio y la formacién de la AEC; y, 2) la secuencia de
eventos que llevan a la formacién del blastema con el reclutamiento celular. De

manera ilustrativa véanse las Figuras 3I y 32.

Figura 3I Modelo de

B errado de Herida B Formacidn de Elastema los pasos o0 eventos
. C L e ) regenerativos y su

Rediferenciacién y Morfogenesis B Participacidn de los Nervios <
relacién temporal

durante la regene-
77— 7| racién de 1la extre-
T midad en anfibios. En
azul pastel se muestra
la dindmica de cerrado
de herida. En los
primeros 6 dias se
reepitelializa la
herida. En azul claro
se muestra el engrosa-
miento del epitelio de
e —— herida y se muestra en
26 3 36 41 16 | 1os dias 6-8 1a
Dias de postamputacion formacién de 1la AEC.
La formacidn del
blastema comienza con el reclutamiento celular a partir del dia 4 y hasta el 20. Y posterior
al dia 20 inicia el proceso de morfogénesis. La participacién de los nervios se muestra en
morado, se ha planteado que la regeneracién de la extremidad en anfibios tiene una fase de
dependencia de nervios hasta los I8 dpa a partir de ahi se vuelve independiente. En el eje Y
se muestra la Dindmica de los eventos regenerativos. Modificado de referencias 330 y 33I.

Engrosamiento y formacidn de 1a ARC
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Figura 32. Modelo de los paso o eventos regenerativos y su relacién temporal durante 1la
regeneracién de digitos en roedores. De acuerdo a la Figura I4, A) Representa un digito en 1la
primera semana de vida postnatal, B) Representa un digito en la tercera semana y C) Representa
un digito en la séptima semana. Los nimeros del I al 6 representan las fases de regeneracidn:
I) Representa la fase de amputacidén que muestra el nivel de amputacidén, proximal y distal
2) Representa la fase de cerrado de herida por formacidn de costra, 3) Representa la fase de
cerrado de herida con reepitelializacidén, 4) Representa la fase de formacidén de un blastema,
5) Representa la fase de morfogénesis o adquisicién de patrones y 6) Representa la fase de
Crecimiento y Maduracién. En rojo ladrillo se representa la costra, en morado el blastema
presuntivo, en verde la zona regenerante, en café claro el nuevo epitelio, en azul obscuro la
falange que ha terminado su desarrollo, en gris la zona de osificacidén endocondral y en azul
opaco la zona de osificacién directa. Los nimeros (‘) representan la condicidén no regenerante
y los (¢’) la regenerante. E1 signo (?) representa fases ain no descritas. Léase texto.

Las diferencias entre las Figuras 3I y 32 radica en que 1la dindmica

representada por la Figura 3I es caracteristica de organismos que mantienen una
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capacidad total de regenerar sus extremidades a lo largo de toda su vida,
mientras que la dindmica representada en la Figura 32 nmuestra 1las

particularidades de los roedores.

Finalmente, 1los resultados obtenidos en esta tesis muestran que 1la
capacidad regenerativa de la extremidad del ratén se limita a los dedos y depende
de la edad y el nivel de amputacién manteniéndose hasta el dia IS5 postnatal y
solo cuando se conserva la matriz ungueal de 1la falange terminal. Esto
correlaciona con el patrén de osificacién de 1a extremidad donde 1a mitad
proximal de la falange terminal osificada endocondralmente, mientras que la mitad

43,50,53,II2,283,289,332-333

distal a través del proceso de osificacién directa . Aunque se

encontréd que en las amputaciones distales, condicién regenerante, la matriz
ungueal estaba inervada, en la presente tesis no se pudo evaluar su funcién; una

posible funcidn es la planteada por Takeo et al.?!

, donde los nervios que inervan
la matriz ungueal regulan el comportamiento de una poblacidén celular necesaria
para la regeneracidén digital dependiente de la sefializacién de la matriz ungueal.
Asimismo, los resultados de esta tesis muestran que durante el proceso de
regeneraciéon digital se llevan a cabo, de manera transitoria, un proceso de

212,215

inflamacién (que no inhibe el proceso regenerativo) y un proceso de

osificacidén directa en la falange terminal lo que podria explicar la incapacidad

de que un blastema se forme®****3*

en ratones amputados en 1la segunda semana de
vida (dias postnatales II, I3 y I5)**™. Sin embargo, se encontrd que la dindmica

de reclutamiento celular durante 1la formacién del blastema cambiaba en ratones
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amputados la primera semana de vida (3er dia postnatal), comparada con ratones
amputados posteriormente, pues 1la poblacién celular que posibilita 1a
regeneracién es diferente. De ahi que sean aparentemente contradictorios 1los

trabajos que se han realizado en roedores postnatales y en roedores adultos™

47,289

Para evaluar la participacién del sistema inmune durante la regeneracidn
digital, en esta tesis se evalud la presencia de células de Langerhans (aun que
deben evaluarse otros tipos celulares). Las células de Langerhans son células
epidermales derivadas de precursores sanguineos que se encuentran dentro del
estrato espinoso y participan en reacciones inflamatorias. Sin embargo, no se
encontraron infiltrados de estas células en la epidermis en los estadios mds
sensibles a la formacién de cicatrices: durante el cerrado de herida y 1la
formacién de blastema. De manera genérica, las células de Langerhans pueden
detectarse a través de tinciones histoldgicas, y a través de inmunohistoquimicas
ya que expresan, de acuerdo a su grado de diferenciacidn, proteinas neuronales
especificas como PGP 9.5, el receptor a SP y otras®. Es importante resaltar que
en ninguna de las condiciones evaluadas, ni con ninguna de las metodologias
utilizadas en esta tesis se encontraron infiltrados de células de Langerhans.
Asimismo, la rapidez del proceso de cerrado de herida descrita en esta tesis
muestra rastros de paraqueratosis indicativo de una diferenciacién inapropiada de
los queratinocitos en la epidermis lo que concuerda con procesos de cerrado de

heridas cutdneas en modelos con deficiencias en la recuperacién de la homeostasis
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20I

de la piel®™ y plantea la duda sobre una regulacién de los nervios durante el

proceso de reepitelializacién durante el proceso regenerativo de 1la

extremidad® 333,

E1 proceso de osificacidén directa encontrado en el proceso regenerativo de
la falange terminal solo explica la incapacidad para formar el blastema en
ratones amputados durante la segunda semana de vida. Sin embargo, como se
observé, el reclutamiento celular en el frente de regeneracién de animales
amputados la primera semana de vida postnatal no es suficiente para que se forme
un blastema debido a la continuidad de la membrana basal y al engrosamiento no
funcional del epitelio de herida. Por lo que para que se forme un blastema, y de
acuerdo a lo descrito en esta tesis, es necesaria una combinacién de eventos
morfoldgicos, intracelulares y extracelulares que permitan tener un frente de
regeneracién con las células adecuadas (con capacidad de formar los tejidos
adecuados) para re-desarrollar la extremidad faltante. Por los resultados que se
obtuvieron en la presente tesis se observa que el blastema o reservorio celular
en el frente distal de regeneracién estd limitado a formar los tejidos de 1la
falange terminal (en la condicidén regenerante); sin embargo, recientemente se ha
demostrado inm vitro que las células provenientes de regiones vecinas a 1la
amputacién en niveles diferentes tienen caracteristicas diferentes y capacidades
de diferenciacién diferentes™. Estas diferencias resaltan la importancia de
estudiar y comparar el proceso regenerativo, sus fases o eventos durante 1la

regeneracién de digitos en organismos amputados en diferentes edades postnatales
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y evaluar el proceso de formacién de blastema su dindmica de expresidn

Lo s 5I,280,283,296,31I,337
génica .

Los resultados obtenidos de amputaciones en organismos en la segunda semana

53,113

de vida concuerdan con la propuesta del grupo de Badylak que propone que el

proceso de regeneracidén en mamiferos es de tipo epimérfico sin la formacidn de

blastemal® *6-53.105,120,157

generando posiblemente una regidn reparativa. Los
resultados obtenidos sugieren que puede haber diferencias celulares en 1la
formacién del blastema; diferencias principalmente entre el reclutamiento de
células osteoprogenitoras y de células formadoras del molde de cartilago y,
también en el reclutamiento de fibroblastos. Asimismo, Heber-Katz ha planteado
que la incapacidad para que se forme un blastema en el flanco de regeneracidén se
debe, por una parte, a la no degradacién de la membrana basal y a la carencia de
metaloproteinasas en concentracién suficiente para el remodelamiento del tejido
en el plano de amputacién dificultando el proceso de desdiferenciacién

celularnljm.

Otra explicacién de 1la no formacién del blastema es el proceso de

84,I15,338-340

degeneracidn-regeneracidén axonal del digito , ya que entre los dias 8 y

o+ /7 ~ 7 7z . * 3
IT postamputacidén en el mufién aun se detectan nervios en fase degeneratlvaBI y el
patrén de reinervacidn descrito en esta tesis no hace verosimil que los nervios

desempefien funcién tréfica o mitogénica alguna comparable con la regeneracidn en

I133-I35 221

anfibios . Sin embargo, de acuerdo a lo planteado por Takeo et al.”™, y de

acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio del patrén de
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innervacidn los nervios podrian desempefiar funciones reguladoras en la migracidnm,
proliferacidén y diferenciacidén de células mesenquimales en la zona por arriba de
los remanentes 6seos y por debajo de el epitelio de herida durante el proceso de
regeneracién digital. Esto implica, como 1lo detectamos, que los nervios no
dirigen o participan en el inicio del proceso regenerativo. Los resultados de
esta tesis aunque no concuerdan con la propuesta de un reclutamiento de células
mesenquimales generado por los nervios, establecen que el proceso de regeneracidn
en mamiferos difiere en aspectos bdsicos de la regeneracién de extremidades en
otros modelos como 1los anfibios. Por el patrén de inervacién durante 1la
regeneracion digital se puede sugerir que los nervios tampoco participan en el
cerrado de 1a herida o cerrado de la epidermis®‘; como suele sugerirse™ lo que

puede representar un interesante tdépico de estudio para futuras investigaciones.

Aunque en el presente trabajo no se encontraron indicios de la formacidn de
un blastema como tal, se ha reportado una acumulacién de células con cardcter

progenitor bajo el epitelio de herida y por arriba de los remanentes 6seos’®**1

. En la presente tesis se observé que los digitos de ratén en la zona de
amputacidén podrian tener acceso a células con cardcter regenerante provenientes
de nichos cercanos, por ejemplo, la capa basal de la epidermis, los foliculos
pilosos cercanos a la matriz ungueal, la matriz ungueal, el pericondrio por
encima de la falange intermedia y las gldndulas de los cojinetes que estdn por

debajo de 1a falange terminal. En el presente trabajo se encontrdé que todos estos

tejidos activan su proliferacidén tras una amputacién planteando la posibilidad de
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que fueran fuentes probables de células troncales (Figuras I9, 26 y 27). Cabe
mencionar que Morgan, en I906, ya sugeria que los tejidos de la extremidad en
humanos iniciaban de manera independiente su regeneracién lo que le permitia
sugerir que solo faltaba algin centro coordinador'®. Sin embargo, 1la
participacién de estos tejidos durante la regeneracién digital fue recientemente

descartada por Lehoczky et al1™"*”

. Al evaluar la expresién de genes relacionados
con células troncales pluripotentes y troncales mesenquimales durante 1la
regeneracién digital en la acumulacidén de células bajo el epitelio de herida y
por arriba de los remanentes O6seos en el presente trabajo, se encontrdé una
dindmica diferente a 1la reportada en otros modelos de regeneracion de
extremidadln ,221-222,224,341-342 .

De la dinamica encontrada en el presente trabajo resaltan la expresidén de
los genes: SoxZ2, c-Myc, Thy-I y la ausencia de £Zndoglina a lo largo del proceso

de regeneracidén durante las fases de cerrado de herida y formacidén del blastema.

Se sabe que estos genes participan en eventos celulares de regeneracién

53,343-348 349-350 35I-352

axonal , condrogénesis , reepitelializacidn , angiogenesis353 y en el

mantenimiento de 1la multipo‘cenc:iam'354"355

en ciertas poblaciones celulares. En
este trabajo se observéd que a lo largo de los cinco primeros dias del proceso
regenerativo solo hay dos marcadores que se expresan a lo largo del proceso, CDI0
y c-Myc. Debido a que no se expresan en combinacién con otros marcadores o que

varia su expresidon de acuerdo a la condicidén de amputacidn, puede decirse decir

que estdn reflejando funciones alternas como procesos de osificacidén endocondral
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. o2 . s . 201,349-350
y de cerrado de herida; esta hipétesis concordaria con la 1literatura®"*->°,

Asimismo, la dindmica de expresidén de SoxZ y de ANanog, que se encontrdé en el
presente estudio, podria estar reflejando intervalos transitorios de
reprogramacién natural®®; sin embargo, tendria que evaluarse la expresién de
otros marcadores de linajes especificos buscando determinar qué tipo de célula se
estd reprogramando y su funcién durante el proceso regenerativo digital. Con base
en los resultados obtenidos en el presente trabajo de la dindmica de expresidén de
genes relacionados a células troncales pluripotentes y mesenquimales troncales
durante la regeneracién de digitos de ratén es posible sugerir que durante el
proceso regenerativo se lleva a cabo una reprogramacién natural transitoria con
una conversién directa de linaje con o sin desdiferenciacidén lo que resalta la
importancia del medio ambiente celular y extracelular durante el proceso
regenerativo y sobre todo la necesidad de un centro sefializador en el frente de
regeneracién que coordine otros comportamientos celulares en las extremidades de
mamiferos.

Aunque CD90 se ha reportado como un regulador de la regeneracién axonal®®,
todavia falta determinar las caracteristicas del proceso de reinervacidn durante
la regeneracién digital de mamiferos. Una de las aproximaciones que se utilizé en
el presente estudio para evaluar la funcidén de los nervios en la formacidn del
blastema fue la inmunodeteccién de fibras o células SP+. Ya que dentro de 1las

caracteristicas de organismos con capacidad de regenerar extremidades completas

resalta que los nervios son capaces de 1liberar neuropéptidos (como SP), que
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participan en el cerrado de herida, en la regulacién de nichos de células
troncales y en la activacién de procesos de desdiferenciacién y llevar a ciclo
celular a células ya “diferenciadas” %0.357-33 14 expresién de genes relacionados
con el proceso de regeneracién axonal y el patrén de reinervacidén digital llevan
a plantear la posibilidad de que las células nerviosas periféricas desarrollen
procesos de regeneracidén aberrantes que se pueden observar en una regeneracién
digital deficiente y en la formacién de neuromas con probables consecuencias
neurofisiolégicas al no tener células blanco que inervar®® %7,

En conclusidn, los resultados obtenidos en esta tesis podrian indicar que
al inducir la formacién de una zona que sirva de reservorio celular donde se
expresen marcadores de células troncales pluripotentes o mesenquimales troncales
en el flanco de amputacidén se generarian células blanco para los axones lo que
permitiria promover 1la regeneracién de 1la extremidad en mamiferos. Ello
concordaria con el modelo dual durante 1la regeneracién de astas de venado

planteado por Li**®

. Asimismo, se ha reportado que la capacidad regenerativa en
digitos se 1incrementa cuando se  trasplantan células mesenquimales
“troncales”®” %1% y que la reprogramacién de células con factores definidos
(Oct4, Nanog, Sox2 y Lin28) y su posterior trasplante en la extremidad tiene
efectos terapéuticos positivos ante procesos isquémicosm. Establecido en el
presente estudio que el limite de regeneracién en el digito de ratén tiene un

componente temporal y otro espacial (hasta el I5 post natal y solo cuando 1la

amputacién se dejaba parte de la matriz ungueal), se decidié utilizar una
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aproximacién de generacidén de células pluripotentes inducidas (iPSCs) in wivo
(son células diferenciadas o somdticas que han sido reprogramadas
artificialmente). Se buscé potenciar o promover el proceso de regeneracidén en
condiciones donde se sabe no estd activo. Estos experimentos piloto con vectores
lentivirales (datos no mostrados) no han logrado promover la regeneracidén digital
lo que abre la posibilidad a nuevas aproximaciones conceptuales y experimentales

%8 donde la combinacidn

mds integrativas, por ejemplo la propuesta de Lin et al
de: I) células capaces de dar origen a los tejidos de una extremidad, 2) células
con la capacidad de responde a un centro sefializador, 3) la exposicidén de estas
células a sefiales de mantenimiento de estado indiferenciado, 4) de sefiales de
diferenciacién, y 5) sefiales de remodelamiento extracelular, entre otros factores

son capaces de detonar el proceso de regeneracién de la extremidad en condiciones

y organismos no regenerantes.
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Conclusiones

Los ratones son capaces de regenerar la falange terminal de sus digitos hasta 1la
tercera semana de vida a través de un proceso dual de osificacién endocondral y
de osificacién directa. Las diferencias radican en las caracteristicas de las
células mesenquimales reclutadas en el frente de regeneracidén. En otras palabras,

depende de que células conformen el blastema o reservorio celular.

El proceso de regeneracién digital es la culminacién de la integracién de sefiales
promotoras e inhibitorias que permitirdn se recupere la forma original del dedo.
Es importante resaltar principalmente las sefiales que permitan 1la
reepitelializacidén de la zona de amputacidén sin la formacién de una cicatriz en
el frente de regeneracidén y las sefiales que promuevan la formacidn del blastema
quizds a través de la degradacién de la membrana basal y el establecimiento de
gradientes moleculares que le permitan al digito en proceso de regeneracidén saber

que parte de si hace falta.

Ain queda sin resolver la dindmica de expresién de marcadores de células
troncales pluripotentes y mesenquimales troncales a lo largo de todo el proceso
de regeneracién de digitos; al menos en las condiciones estudiadas en las fases
de cerrado de herida y formacién del blastema temprano la dindmica encontrada
refleja eventos celulares especificos y abre la posibilidad de una reprogramacién

transitoria mediada por Sox2. La presencia de células troncales pluripotentes
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durante la regeneracidén digital al menos en las condiciones evaluadas queda
descartada, pero la hipdtesis de la presencia de células mesenquimales troncales
durante 1la regeneracidén digital todavia podria mantenerse pues no se ha
establecido un criterio dnico para la determinacidén de esta poblacidn en roedores
particularmente en las extremidades. Aunque no se observé un patrdén claro de
expresion de factores de transcripcidén, hay dos dindmicas de expresidén. Las

consecuencias de estas dindmicas no quedan claras.

El patrén de innervacién durante el proceso de regeneracién digital en ratones
demuestra que el proceso es independiente de nervios al menos con lo que se ha
descrito con otros modelos animales. Ello permite resaltar la importancia de 1la
activacién del proceso regenerativo digital para la regeneracién axonal de 1la
extremidad y 1la influencia de 1los nervios en pasos o eventos regenerativos
digitales atin no descritos. Otra aproximacién sobre la influencia de los nervios
durante la regeneracién de las extremidades en mamiferos buscaria evaluar 1la
posible mejoria o rescate del proceso regenerativo si un mamifero estuviera
hiperinervado. Sin embargo, ain queda la duda de cémo los nervios participarian
en procesos regenerativos tras amputaciones mds extensas p.e. extremidades

completas.
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