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Resumen

La regeneracion es un proceso llamativo que permite la reconstitucion de un miembro u
organo afectado o perdido. La regeneracion en los organismos depende de sus caracteristicas
filogenéticas, las cuales permiten la agrupacion de ciertos seres que son conocidos por su gran
capacidad de reconstitucion anatdmica como es el caso de los platelmintos y equinodermos.
Dentro del grupo de los equinodermos, el pepino de mar Holothuria glaberrima es un organismo
modelo poco comun que tiene la capacidad de regenerar sus 6rganos internos. Es un organismo
invertebrado con un desarrollo embrioldgico similar a los vertebrados y al igual que estos se
clasifica como deuterostomado. El estudio de los distintos mecanismos que se producen a
partir de su capacidad regenerativa permite obtener valiosa informacion en el campo de la
biologia celular y molecular. Gracias al estudio pionero de este organismo por parte del grupo
de investigadores del Laboratorio de Neurobiologia de la Universidad de Puerto Rico, se ha
obtenido informacién concerniente a procesos celulares que permiten la regeneracion de los
oérganos internos en Holothuria glaberrima. Entre los estudios realizados que se han realizado
en Puerto Rico, la actividad de la ruta de sefializacién de Wnt durante el inicio del proceso de
regeneracion, ha permitido descifrar que tipo de genes estan involucrados en la activacion
de mecanismos celulares durante la regeneracion. Estos estudios permiten asociar procesos
celulares que pueden activarse en los seres que no gozan de la misma capacidad regenerativa
que Holothuria glaberrimay asi avanzar en el desarrollo de tratamientos médicos.
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Abstract

Regeneration is a striking process that allows the reconstitution of an affected or lost member
or organ. The regeneration in organisms depends on their phylogenetic characteristics, which
allow the grouping of certain beings that are known for their great capacity for anatomical
reconstitution like the case of the flatworms and echinoderms. Within the group of echinoderms,
the sea cucumber Holothuria glaberrima is an uncommon model organism that has the ability to
regenerate its internal organs. It is an invertebrate organism with an embryological development
similar to vertebrates and like them it is classified as deuterostome. The study of the different
mechanisms that are produced from its regenerative capacity allows obtaining valuable
information in the field of cellular and molecular biology. Thanks to the pioneering study of
this organism by a group of researchers at the Laboratory of Neurobiology of the University of
Puerto Rico, valuable information has been obtained concerning cellular processes that allow
the regeneration of the internal organs in Holothuria glaberrima. Among the studies carried out
in Puerto Rico, the activity of the Wnt signaling pathway during the beginning of the regeneration
process has allowed to decipher which type of genes are involved in the activation of cellular
mechanisms during regeneration. These studies allow associating cellular processes that can
be activated in beings that do not enjoy the same regenerative capacity as Holothuria glaberrima
and thus advance the development of medical treatments.
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Introduccién

La regeneracion es un proceso de desarrollo donde se involucra la reparacion de tejidos,
reemplazo de 6rganos o extremidades y hasta la formacion de un nuevo ser a partir de
un fragmento del organismo inicial. Juega un papel fundamental en la respuesta a dafios
o afectaciones de tejidos, 6rganos y extremidades. De igual forma se considera como un
proceso regulatorio importante que esta implicado en eventos biolégicos de estructuracion,
reproduccion y reconstitucion [1].

El entendimiento del proceso regenerativo requiere del uso de modelos experimentales, asi
como de la funcion de genes asociados a eventos celulares de proliferacion y migracion celular.
Unos pocos organismos son utilizados como modelos y son considerados como tradicionales
para el estudio de la regeneracion. Entre estos, los equinodermos son un filo de animales
invertebrados que se han usado para investigacion durante los ultimos afios debido a que la
regeneracion es un aspecto fisiolégico comun en todas sus clases. Esta caracteristica que los
distingue la emplean en la reconstruccion de sus estructuras afectadas y para la reproduccion
asexual. Su potencial de regeneracion no solo les permite reemplazar estructuras externas, sino
que también pueden regenerar 6érganos vitales como las génadas, intestino y la masa visceral

[1].

Caracteristicas de la Regeneracion

La capacidad regenerativa de los organismos depende de muchos factores como la composicion
anatémica y las caracteristicas fisioloégicas. Cuando se desencadena el proceso regenerativo,
existe variabilidad en cuanto al grado de recuperaciéon morfolégica y funcional. Este grado de
variabilidad se da no solamente entre organismos que no estan relacionados genéticamente,
sino que también entre organismos cercanos y hasta en érganos y tejidos del mismo organismo.
A pesar de la vision de la capacidad regenerativa como una caracteristica propia de organismos
simples y primitivos, la misma esta ampliamente distribuida a través de la filogenia y es
independiente del nivel de complejidad del organismo. Las capacidades regenerativas parecen
asociarse mayormente al potencial de plasticidad histogenético y morfogenético del individuo,
donde entran en juego la proliferacion y migracion celular, expresion de genes involucrados en
el proceso y el suministro de reguladores tréficos especificos [2] [3] [4]. Mediante los procesos
mencionados y de manera tradicional, la regeneracion involucra dos mecanismos distintos,
epimorfosis y morfalaxis. En la epimorfosis se forman nuevos tejidos a partir de la proliferacion
activa de células indiferenciadas que se agrupan para dar origen a un blastema. A partir de esta
masa de células indiferenciadas se derivan las nuevas estructuras regeneradas. En el caso de
la morfalaxis, ocurre un arreglo o reciclaje de los tejidos viejos que se transforman para sustituir
los que se han perdido. Este ultimo es un proceso de regeneracion localizado donde las células
redefinen su identidad [5].

Existen ciertas similitudes entre la regeneracion y la embriogénesis que ha permitido una
comparacion de eventos celulares entre los dos procesos. Las diferencias entre embriogénesis
y regeneracion se basan al inicio de cada mecanismo, donde en el primero ocurre la unién
de gametos en un proceso sexual, mientras que en la regeneracion toda la estructura del
organismo es creada completamente de novo. En la regeneracion se recupera una parte
definida de la constitucion anatémica debido a la pérdida o afectacion de la misma. El proceso
de regeneracion es versatil debido a que el inicio se da en una region donde existen células
diferenciadas y bien caracterizadas. Ademas, la regeneracion de diversos tejidos permite
tomarla como un proceso de desarrollo distintivo para cada érgano o tejido involucrado [1] [6].
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Organismo modelo Holothuria glaberrima

Como se menciond anteriormente, los equinodermos son un gran ejemplo de organismos
modelos debido a su gran capacidad regenerativa. Entre los equinodermos mayormente
estudiados se encuentran las estrellas de mar, los erizos de mar y los pepinos de mar (figura
1). El Ultimo de estos organismos es ampliamente estudiado en Asia debido a que su consumo
es habitual en lugares como China y Japdn. En estos paises la mayoria de estudios se realizan
con el pepino de mar Apostichopus japonicus, el cual abunda en estos territorios. En el
Laboratorio de Neurobiologia de la Universidad de Puerto Rico se utiliza H. glaberrima, debido
a su simplicidad y accesibilidad.

El pepino de mar H. glaberrima es considerado un organismo modelo excepcional para el
estudio de la regeneracion, esto debido a su capacidad para recuperar tejidos y érganos
como el intestino, el sistema respiratorio y las génadas. La mayor cantidad de estudios en este
organismo se han centrado en la regeneracion intestinal, donde se incluyen investigaciones
concernientes a cambios histolégicos y actividad celular [7]. Unido a su gran capacidad
de reestructuracion, su cercania filogenética como equinodermo a organismos vertebrados
permite conocer mecanismos de regeneracion que se podrian reactivar en organismos como
los seres humanos.

Figura 1. Pepino de mar Holothuria glaberrima. 2

El desarrollo embriologico de los equinodermos muestra caracteristicas de organismos mas
avanzados, lo cual ha servido para que sean clasificados como deuterostomados. Esta
clasificacion es parte de la misma rama evolutiva donde se encuentran los vertebrados (figura
2). Aparte de los equinodermos los demas invertebrados que pertenecen a este grupo son los
tunicados, hemicordados y cefalocordados, mientras que todos los demas pertenecen a los
protostomados. Esta cercana relacion a los vertebrados convierte a los equinodermos como
el pepino de mar en un organismo modelo interesante, especialmente al observar como en
otros invertebrados como Drosophila melanogaster y Caenorhabditis elegans se ha obtenido
informacion importante concerniente a eventos celulares y moleculares [8].

2 Ver https://www.cienciapr.org/es/monthly-story/sea-cucumber-and-regeneration
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Figura 2. Arbol filogenético representando la relacién de los equinodermos
con otros filos del reino animal. Fuente: [8].

Regeneracion de 6rganos internos en Holothuria glaberrima

La especie H. glaberrima tiene la capacidad de expulsar su tracto digestivo (figura 3) en
condiciones de estrés. Normalmente esta caracteristica conocida como evisceracion, es usada
como una estrategia defensiva, sin embargo puede ocurrir por estimulos ambientales e incluso
se puede inducir en el laboratorio. La evisceracion desencadena el proceso de regeneracion
del tracto digestivo, compuesto mayormente de intestino grueso y delgado que recorre el
tracto. Durante el proceso de regeneracion, se demostrd que el nuevo intestino se forma por
un engrosamiento del mesenterio, el cual da forma a un tejido grueso que conecta el eséfago
con la cloaca. Eventualmente células del epitelio luminal del esdfago y la cloaca migran al
tejido regenerado, formando un lumen continuo a lo largo del mismo. Luego de un mes de
haber comenzado la regeneracion se produce un intestino mas pequefio pero aparentemente
funcional [9].
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Figura 3. Anatomia del tracto digestivo del pepino de mar H. glaberrima en estado
normal y en distintos puntos de la regeneracion. Fuente: [10].

Se demostré que en este modelo, luego de expulsar la masa visceral, el nuevo intestino
empieza a formarse a partir del extremo del mesenterio que queda libre. Durante el proceso,
en el mesenterio se da un engrosamiento formando un tejido que se extiende desde el eséfago
hasta la cloaca. Luego de la formacion de esta estructura, ocurre una migracion de células
epiteliales desde el esdfago y la cloaca al tejido conectivo, dando origen a la capa mucosa
del lumen intestinal [11]. En todo este proceso de regeneracion intestinal, se estudiaron los
eventos celulares involucrados los cuales constan de diferenciacion celular, reestructuracion de
la matriz extracelular, division y migracion celular. Estos mecanismos son también comunes en
otros organismos con capacidades regenerativas como Hydra, Planaria, el pez cebra y algunos
anfibios [9].

Aspectos moleculares de la regeneracion estudiados en Holothuria glaberrima

En andlisis de eventos celulares durante la regeneracion de equinodermos se identificd un
patron paralelo al proceso correspondiente de regeneracion en los vertebrados. Este dato hace
pensar que los procesos de regeneracion que se han mantenido en estos organismos pueden
eventualmente ser reactivados en los vertebrados que no gozan de la misma capacidad [12].

Los procesos moleculares que se desencadenan durante el proceso regenerativo han sido
estudiados tanto en A. japonicus como en H. glaberrima. Sin embargo, en este aspecto la falta
de herramientas para caracterizar ampliamente el perfil genémico del pepino de mar y por lo
tanto la poca disponibilidad de informacion en bases de datos ocasiona que algunas veces se
marginen los estudios de regeneracion modernos en este organismo modelo. A pesar de estas
dificultades se realizaron esfuerzos para identificar genes asociados al proceso regenerativo
como el establecimiento de una base de datos con mas de 7000 marcadores de secuencia
expresada a partir de una libreria de ADN copia de dos diferentes estados de regeneracion
[13].

Mediante microarreglos se determiné el perfil de la actividad de distintos genes durante la
regeneracion intestinal temprana en H. glaberrima [14]. Entre los genes que poseen una
sobreexpresion llamativa en la regeneracion intestinal de H. glaberrima se encuentra el Wnt-9
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[14]. Este gen codifica una glicoproteina extracelular de la familia proteica Wnt. Al unirse a sus
respectivos receptores, estas proteinas intervienen en la ruta de sefializacion de la B-catenina.
La ruta que involucra a Wnt es de interés debido a que esta asociada a procesos regenerativos.
Se han realizado numerosos estudios donde se encontré la implicacion de esta ruta en la
formacion de blastemas en renacuajos y de tener un rol clave tanto en la proliferaciéon como en
la diferenciacion de células madre intestinales [15] [16].

La ruta de Wnt y su relacion con la regeneracion

En conjunto durante todo el proceso regenerativo se llevan a cabo varios mecanismos celulares
que involucran proliferacion, movimiento y comunicacion entre células. Se requiere de una
sintonia de procesos que son clave para el desarrollo de un nuevo tejido u o6rgano. Todas
estas actividades celulares dirigen procesos tanto de regeneracion como de desarrollo y son
originadas por la activacion de la ruta de senalizacion de Wnt que aumentara la concentracion de
B-catenina y permitira la expresion de genes asociados a los procesos celulares anteriormente
mencionados [17].

Existen tres rutas de sefalizacion de Wnt donde se llevan a cabo varios procesos celulares
que involucran a esta glicoproteina. Unicamente la denominada ruta candnica incide sobre la
concentracion de B-catenina dentro de la célula, por lo tanto esta ruta es la que mayormente se
ha estudiado para conocer los eventos celulares que resultan de la activacion de la misma [18].

Al ocurrir la activacion de la via candnica, Wnt interactia con su receptor FZD y un co-receptor
lipoproteico de baja densidad denominado LRP5/6. Esta interaccion provoca la asociacion
de la proteina DVL (también llamada “Dishevelled”) al receptor FZD. Una vez realizada la
asociacion de estas proteinas, se produce la retencion de un complejo de degradacion formado
por las proteinas APC, Axina y GSK3-beta. En condiciones de inactivacion este complejo se
encuentra asociado a B-catenina lo que produce su degradacion. Al ocurrir la incorporacion
de este complejo a FZD/DVL, se promueve la actividad cinasa de GSK3-beta y de caseina
cinasa (Ck1) sobre el co-receptor LRP5/6. Las modificaciones producidas al co-receptor
provocan la union de la proteina Axina a los residuos fosforilados de LRP5/6, lo que resulta en la
disociacion del complejo de degradacion. Finalmente en ausencia del complejo, B-catenina se
acumula progresivamente en el citoplasma y desencadena una migracion al ndcleo. Una vez la
B-catenina ingresa al nucleo y junto con co-factores transcripcionales como TCF/LEF, se activa
un conjunto de genes, entre los cuales se encuentran algunos asociados a la proliferacion y la
apoptosis [19] [20].
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Figura 4. Modelo de la activacion de la via de sefalizacion Wnt/B-catenina. La unién de Wnt al
receptor FZD provoca la asociacion de la proteina DVL y posteriormente la disociacion del complejo
de degradacion (APC, Axina y GSK3-beta). La B-catenina se acumula e ingresa al nucleo donde
participa en la expresion de los genes blanco de la via de sefalizacion. Fuente: [21]

Un punto importante a tomar en cuenta en la ruta de sefializacion de Wnt es su sistema de
regulacion, ya que no se puede tomar como un modelo binario de “encendido y apagado”. Esta
ruta requiere una adecuada sintonfa de modo que pueda funcionar apropiadamente durante
la fisiologia normal de un organismo. Esto se puede esquematizar tomando en cuenta los
efectos de una alta o baja sefializacion de Wnt (figura 4). La primera puede resultar en cancer,
mientras que la segunda puede causar fallos cardiacos y osteoporosis (dependiendo del tipo
de célula). La importancia de su modulacion y el creciente nimero de enfermedades asociadas
a mutaciones dentro de la ruta de sefializacion de Wnt (23 enfermedades se han asociado a
mutaciones en la ruta), provocan la necesidad de elaborar tratamientos terapéuticos que sean
especificos para regular esta ruta [22].
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Figura 5. Esquema a modo de termostato de la expresion de Wnt. La expresion
se representa como porcentajes donde 0% indica que no hay expresion y 150%
representa un 50% mas sobre la actividad normal de Wnt. Fuente: [22].

Las proteinas Wnt son reguladas por moléculas que interfieren con la asociacion de Wnt y
sus receptores. Entre las moléculas antagonistas de esta proteina se encuentran las que son
codificadas por los genes de la familia Dickkopf (DKK). Las proteinas DKK son importantes para
el desarrollo debido a que regulan la actividad de la ruta de Wnt y en el caso de los vertebrados
este aspecto es importante para el desarrollo de miembros, somitogénesis y formacion del ojo
[23]. Con respecto a este Ultimo, se encontré que durante la regeneracion de retina del pez
cebra, existe una disminucion de la expresion de los genes que codifican para proteinas DKK.
De igual forma al inducir una sobreexpresion de los genes de DKK, ocurre una supresion de
la proliferacion de células de MUller, las cuales son necesarias en la regeneracion de la retina
[24]. En este mismo organismo durante el proceso de regeneracion activado por lesiones en la
espina dorsal, se demostrd que la sobreexpresion de los genes codificantes de DKK1 inhiben
la ruta de sefializacion Wnt/B-catenina que esta involucrada en el proceso de regeneracion de
la espina dorsal [25].

Consideraciones e importancia del estudio de la regeneracion

En el laboratorio de Neurobiologia de la Universidad de Puerto Rico se ha realizado un gran
esfuerzo por entender el proceso regenerativo en H. glaberrima. Las limitaciones en términos
de protocolos y herramientas para estudiar este tipo de organismo se han solventado con gran
dedicacion. Sin embargo, aun falta mucho por estudiar acerca de un organismo que puede
brindar mucho mas conocimiento acerca de la gran capacidad regenerativa que posee y su
posterior activacion en otros seres que no gozan de la misma capacidad. La biologia regenerativa
puede brindar informacion valiosa en la busqueda de nuevos tratamientos a condiciones
humanas relacionadas a la reparacion de tejidos y 6rganos. De igual forma los procesos a
nivel celular y molecular permiten obtener abundante informacion que posteriormente se puede
utilizar para relacionarlo en seres humanos. Entre las vias importantes de estudio y que se
encuentran en proceso de investigacion, la ruta de sefializacion de Wnt se posiciona como
un tema prometedor para entender los mecanismos moleculares que derivan en los procesos
celulares involucrados en la reconstitucion anatomica.
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