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Resumen

La capacidad de regeneracién corporal es frecuente en todos los protostomados pero se
restringe en los deuterostomados. El filum Echinodermata comparte un ancestro comun con
el fillum Chordata, por ello son importantes para entender el origen de la regeneracién en
el superfilum de los deuterostomados. Los equinodermos tienen una gran capacidad para
regenerar estructuras y tejidos derivados de las tres capas germinales. En el presente trabajo
caracterizamos el proceso de regeneracién del brazo de la ofiura Ophiothrix lineata. El brazo
fue amputado desde la primera vértebra en el area de insercién con el disco. La intencién de
realizar la amputacién completa fue inducir la recapitulacién de todo el desarrollo del brazo.
Nos enfocamos en el andlisis de las etapas iniciales de la regeneracién hasta las etapas de
diferenciacién y funcionalidad mecanica. La medicién del crecimiento del nuevo brazo fue
realizada a intervalos de cinco dias durante un mes y se caracterizaron histolégicamente los
primeros ocho dias posteriores a la amputacién. Los resultados demostraron un crecimiento
promedio de 0.23 mm por dia. La regeneracion tiene cuatro fases principales: reepitelizacién
del disco, formacién de un blastema regenerativo, elongacién del blastema con segmentacién
y diferenciacién celular con funcionalidad mecanica del brazo. Destaca en esta especie la
rapida formacién del blastema y los primeros indicios de morfogénesis, asi como la presencia
del nervio radial a partir del sexto dia de la regeneracién.

Abstract

Bodly regeneration is a common ability in most protostomate species, opposite to the lack
of such ability in deuterostomates. Regeneration in Echinodermata species is important to
understand regeneration in some exceptional chordate species. Echinodermata species have
a great ability to regenerate anatomical structures from their three germinal layers. In present
studly, an arm was cut at its insertion in disc, at the first vertebra in Ophiotrix lineata, which
is a deuterostomate eccinoderm in search for its regeneration ability by recording periodical
stages in such a potential ability, since the very starting of a bud until the whole functional
differentiation. Records were taken every five days during a one-month span. Histological ex-
aminations were performed through the first eight days after amputation. Results demonstrated
a growth of 0.23 mm per day. Regeneration process was observed in four stages as follows:
first, re-epithelization of hurt disc, second, the formation of a regenerative blastema, third,
lengthening and segmentation of blastema, and fourth, cellular differentiation and mechanical
function of regenerated arm. It is remarkable the rapid formation of blastema as well as the
presence of radial nerve at sixth day after amputation.
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Introduccion

La regeneracion es un fendmeno muy comun en los
organismos simples que se va restringiendo en los
organismos con mayor complejidad. Es el remplazo
de partes del cuerpo o de érganos perdidos después
de mutilaciones autoinducidas o causadas por algun
trauma; en varios filums incluso puede ser parte de
la reproduccidon asexual." Puede ocurrir en etapas
embrionarias, larvarias y en organismos adultos e
implica procesos de division celular, diferenciaciéon y
morfogénesis, por lo que recapitula en buena medida
los procesos embrionarios y evolutivos.? La regene-
racion esta condicionada por diversos factores como
la etapa de desarrollo, la edad y las condiciones fisio-
I6gicas y ambientales en las que se lleva a cabo. Uno
de los principales eventos después de la pérdida de
una estructura es estimular la produccion de células
adicionales capaces de reconstruir la parte amputada.
Las nuevas células generadas en el sitio de la lesion
forman una estructura denominada blastema de re-
generacion compuesta por células indiferenciadas; la
formacién del blastema da inicio al proceso de mor-
fogénesis, diferenciacién y crecimiento.

Por su relacion filogenética cercana a los verte-
brados y sus capacidades regenerativas, los equi-
nodermos son un atractivo modelo para determinar
cuales son los procesos celulares y moleculares que
se requieren para lograr una regeneracion de manera
exitosa y al mismo tiempo entender el origen evolutivo
de la regeneracion en los deuterostomados.® Se sabe
que cerca del 70% de los genes del erizo de mar son
compartidos con el ser humano.* La clase Ophiuroidea
es la mas abundante con aproximadamente 2,064 es-
pecies.’ Las ofiuras, como los demas equinodermos,
son organismos exclusivamente marinos cuyas es-
tructuras y érganos se han simplificado drasticamente.
Tienen un esqueleto de carbonato de calcio (calcita)
y un sistema vascular acuifero y estan constituidos
por un disco central pentarradial en cuya parte inferior
esta la boca que conecta al sistema digestivo. Gene-
ralmente tienen cinco brazos segmentados que usan
para la locomocion y captura de alimentos y llevan a
cabo el proceso de regeneracion de sus brazos en un
periodo muy corto y de manera muy efectiva. Por ello
representan un modelo animal que ha sido utilizado
para el estudio de este fenédmeno.®

Por lo regular, la regeneracion en los ofiuroideos se
da como consecuencia de la autotomia. Este es un fe-
némeno autoinducido con el que logran desprenderse
de una parte del brazo y que puede ocurrir gracias a
que poseen un tejido conectivo variable, el cual puede

ser rigido o flexible y que es controlado a voluntad por
el organismo. Cuando esto ocurre, se produce una
rapida despolimerizacion de proteinas en el punto de
fractura acompanada de contracciones musculares
que conducen al desprendimiento del brazo.” La rege-
neracion es un fenémeno esencial en el ciclo de vida
de los ofiuroideos relacionada con una amplia gama de
aspectos bioldgicos y ecoldgicos: poder sacrificar uno
o varios brazos aumenta el potencial de supervivencia
y el éxito evolutivo.® Es un hecho que la regeneracion
no es un fenémeno aislado en el ciclo de vida de los
ofiuroideos; esta presente de manera significativa
en las poblaciones estudiadas en su habitat natural
donde existe una alta tasa de organismos con signos
de regeneracion a causa de diversos factores como
la depredacién y el oleaje.®

En el presente trabajo se analizé el tiempo de rege-
neracion del brazo completo de la especie Ophiothrix
lineata hasta etapas en que es funcional y esta com-
pletamente diferenciado. Los estudios histologicos del
proceso mostraron una rapida formacion de blastema
regenerativo y una rapida morfogénesis. La diferen-
ciacion comenzo alrededor del dia ocho cuando es
evidente la formacion de células musculares y la pre-
sencia de un corddn nerviosos, 1o que permite que el
brazo adquiera movilidad desde esa etapa.

Material y métodos

Area de colecta: las ofiuras se recolectaron en el
arrecife ubicado dentro del sistema arrecifal Tuxpan
(SAT) a 14 kildometros de la desembocadura del rio
Tuxpan en el Golfo de México. Los organismos selec-
cionados (n = 30) se colectaron en mayo de 2012 y
fueron encontrados a una profundidad de entre 1y 2
metros; posteriormente fueron transportados al Labo-
ratorio de Evolucidon y Embriologia de la Universidad
Veracruzana. Los acuarios donde se mantuvieron se
acondicionaron previamente con agua, sedimento y
roca viva obtenidos del mismo arrecife y un espuma-
dor. Los parametros del agua fueron monitoreados con
regularidad con un medidor multiparamétrico (Hanna
HI9828) y un densimetro. Se mantuvo la temperatura
del agua a 26 °C con un equipo enfriador de agua au-
tomatizado y se realizaron cambios regulares con agua
del arrecife para mantener en buenas condiciones el
agua de los acuarios. Previo a la experimentacion, las
ofiuras se mantuvieron durante una semana en estado
de aclimatacion y fueron alimentadas con nauplios de
artemias tres veces por semana.

Para la medicion del crecimiento del brazo post-
autotomia se seleccionaron organismos que tenian
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un didmetro de disco de 5 a 7 milimetros. A todas las
ofiuras se les desprendio uno de los cinco brazos ele-
gidos al azar con la ayuda de una pinza de diseccion
bajo un microscopio estereoscopico. Se hizo presion
en la base del brazo para que la ofiura lo liberara
por si misma desde la primera vértebra y los restos
fueron quitados con pinzas de diseccion, logrando asi
la extraccion completa del brazo. Para llevar a cabo
las mediciones y el analisis de la regeneracion se uti-
lizaron 24 ofiuras; los brazos en regeneracion fueron
fotografiados y medidos los dias 5, 11, 16, 21, 26 y
31 post-autotomia. La medicién se realizé con ayuda
del Software Motic Images Plus 2.0 ML que permite
mediciones muy precisas. Para correlacionar el tama-
fio del brazo regenerado, con el tiempo se utilizé la
correlacion lineal de Pearson como analisis estadistico
con la ayuda del Programa Statistica 7.

Para la histologia se utilizaron cinco ofiuras que fue-
ron fijadas los dias 1, 2, 4, 6 y 8 posterior a la induccion
de la autotomia de uno de los brazos. La fijacion de
cada una de las ofiuras se realiz6 con para-formalde-
hido al 4% en amortiguador fosfato-salino durante 24
horas. Posteriormente se descalcificaron con quelante
de calcio EDTA al 10% durante ocho dias. Una vez
descalcificadas, las muestras fueron impregnadas en
sacarosa al 15% y después al 30% durante 10 minutos
c/u. A continuacion se incluyeron en gel para cortes en
congelacion (Tissue-Tek OCT compound) durante toda
la noche para que se impregnaran los tejidos. Los cortes
histoldgicos se realizaron en un criostato (Microm HM
520) a una temperatura de -25 °C. Se realizaron cortes
de 10 um de grosor que fueron puestos en portaobjetos
previamente recubiertos de poli-L-lisina. La orientacion
de los cortes se realizd de manera transversal al disco
y fueron recolectados aquellos cortes que pasaban
por la parte media a la altura del brazo desprendido.
Posteriormente se procesaron con la tincién tricromica
de Masson.

Resultados

La regeneracion del brazo fue medida por un periodo
de 31 dias tomandose como dia 0 cuando se da el
desprendimiento por autotomia. En_este lapso, la
regeneracion ocurrié de manera rapida'y constante.
Los datos de las mediciones los ajustamos a un mo-
delo lineal para describir la relacion entre la longitud
regenerada y el tiempo transcurrido (Figura 1). Los
promedios de crecimiento mostraron que el brazo en
regeneracion aumenté 1.15 milimetros de longitud
cada cinco dias. La ecuacion fue continua, lo que
permitié realizar una prediccion: la regeneracion y el
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crecimiento completo del brazo que llegé a alcanzar
hasta su tamafo original de 3 a 4 cm como ocurriria
entre los dias 131 a 176. El coeficiente de correlacion
(R =0.8928) indica una fuerte correlacion positiva en-
tre el tiempo y la longitud regenerada del brazo o una
covarianza positiva. El coeficiente de determinacion
(R2=0.7970) indica que el tiempo, considerado como
variable independiente, explica el 79% de la variabili-
dad de la longitud regenerada.

Morfologia del proceso de regeneracion. Dia 0, el
brazo fue retirado desde la primera vértebra y deja una
cavidad grande en el disco, el cual adquiere una forma
céncava en esa zona (Figuras 2A y 2B). A pesar del
extenso dafio es sorprendente la capacidad de recu-
peracion y viabilidad de estos organismos. En el dia
2 la herida ya se habia epitelizado y es mas notoria la
concavidad y se observa una pequefia aglomeracion
de tejido conectivo y epitelial, lo que pudiera ser un
pseudoblastema (Figura 2B). Dia 3, es evidente el
nuevo epitelio que cubre toda la herida y es clara la
presencia de un blastema mas pronunciado con res-
pecto al dia anterior (Figura 2C y D). En el dia 4, el
blastema crece de manera longitudinal y se engrosa
en la base adoptando una forma coénica. Comienza
la diferenciacion morfologica y se desarrollan los
primordios de un par de espinas en el area basal (Fi-
gura 2E). Para el dia 5, el brazo ha adquirido mayor
longitud y se ensancha en el area basal; ademas son
visibles tres primordios de espinas, lo que prefigura la
segmentacion de las vértebras del brazo (Figura 2F).
El crecimiento continlia y aumentan secuencialmente
el numero de segmentos y hacia el dia 11 el nuevo
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Figura 1. Promedio estdndar de regeneracion del brazo.
Relacion entre el tiempo (en dias) y la longitud regene-
rada del brazo (en mm).
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Figura 2. Vista oral del mismo organismo a diferentes tiempos postamputacion del brazo. A Aspecto de la ofiura
después de la amputacién completa del brazo. B Al dia 2 se observa una hendidura en el disco en el sitio de la
amputaciéon. C Después del dia 3 la hendidura desaparece y D una imagen a mayor aumento muestra claramente
un blastema en formacion (flecha). E Al dia 4 el blastema adquiere una forma piramidal y empieza la diferenciacion
morfolégica de dos espinas en la base (cabezas de flecha). F En el dia 5 es notoria la elongacién, segmentacion y
diferenciacion del blastema que tiene tres espinas en la zona proximal a la base (cabezas de flecha). G Después de
11 dias se ha formado un pequefo brazo H con podios y espinas bien diferenciados (flecha). Al dia 21, el brazo es
completamente funcional y sélo resta que alcance la longitud original.

brazo se encuentra diferenciado por completo con
placas, espinas y podios bien definidos; comienza a
pigmentarse y ha adquirido plena movilidad (Figura 2G
y H). Para el dia 21 continda el crecimiento longitudinal
y engrosamiento del area basal del brazo, el cual ya
tiene total funcionalidad; de hecho, registramos que la
ofiura lo utiliza para atrapar nauplios de artemia que
desplaza con los podios hacia la boca (Figura 2I). El
dia 31 fue el ultimo en el que se analizé la regeneracion
del brazo pues es claro que la morfogénesis ya se'ha
completado y ha adquirido la total funcionalidad y sélo
resta la elongacion de los elementos ya diferenciados.

El andlisis de los cortes histoldgicos mostrd una no-
toria y rapida reparacion del area afectada mediante el
cerrado de las cavidades celdmicas y la reepitelizacion
de la superficie expuesta pocas horas después de la
autotomia. Las caracteristicas observadas durante
este periodo se describen a continuacion: dia 1, la

superficie donde estaba el brazo toma una forma cén-
cava y esta cubierta por una capa celular delgada. La
reepitelizacion todavia no es completa y la capa subya-
cente cicatricial esta constituida por células migratorias
dispersas entre tejido conectivo pero sin conformar un
epitelio estratificado bien definido (Figura 3A). En el dia
2 de regeneracion, la superficie del disco se encuentra
recubierta por una capa gruesa cicatricial. En este dia
se observa la acumulacion de una masa de células
indiferenciadas. distribuidas entre una malla densa
de fibras de tejido conectivo; estas células indiferen-
ciadas representan la primera formacién del posible
blastema regenerativo o pseudoblastema (Figura 3B).
En el dia 4 de regeneracién se observa claramente el
crecimiento del blastema regenerativo que adquiere
una forma segmentada que prefigura las futuras vér-
tebras. Hay una estructura histolégica mas definida y
las células indiferenciadas son homogéneas en forma,

Investigacion en Discapacidad
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tamafo y densidad (Figura 3C). Para el dia 6 el brazo
ha crecido notoriamente y se observa la presencia del
nervio radial, caracteristico por su aspecto hialino, el
cual se proyecta longitudinalmente a lo largo del lado
oral del brazo (Figura 3D). Las células que conforman
la mayor parte del brazo contintan indiferenciadas y

Figura 3. Histologia de las primeras etapas de regenera-
cion del brazo. A Después de un dia de la amputacién
la abertura en el disco es cubierta con tejido conectivo y
células epiteliales (flechas). B Al dia 2 el tejido cicatricial
conectivo se engrosa con més células epiteliales (flecha).
C En el dia 4 se observa claramente un blastema en cre-
cimiento (flecha). D Después de los seis dias, el blastema
se elonga y segmenta (cabezas de flecha) prefigurando
los cuerpos vertebrales articulados. E Hacia el dia 8 pos-
tamputacién, un pequeno brazo se ha formado con al-
gunas células musculares diferenciadas (flechas) y se nota
claramente el nervio radial (cabezas de flecha).
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se observan algunos primordios de podios hacia el
lado oral del brazo en donde podemos observar un
epitelio simple bien definido. Hacia el dia 8 se observa
el crecimiento y engrosamiento del brazo, el corddn
nervioso es de mayor grosor y mas definido y en las
zonas intervertebrales aparecen células musculares
0 miocitos que interconectan las nuevas vértebras
del brazo (Figura 3E). Los miocitos son las primeras
células claramente diferenciadas pero en el resto del
brazo las células siguen indiferenciadas aunque estan
mas dispersas, lo cual es indicativo de una mayor pro-
duccién de matriz extracelular y movimientos celulares.

Discusion

La rapidez con que crecen y diferencian los brazos de
los ofiuroideos puede variar significativamente entre
las diferentes especies; sin embargo, se sabe que la
regeneracion histoldgica es muy parecida entre ellas y
es comparable aun con la regeneracion de los brazos
de los crinoideos.'®'" En el presente trabajo, los brazos
de Ophiothrix lineata fueron medidos a intervalos de
cinco dias por considerarse éste un lapso de tiempo
adecuado para cuantificar la longitud regenerada sin
causar un alto estrés, lo que pudiera resultar en la pér-
dida de los otros brazos y en la consecuente alteracion
en la capacidad para alimentarse y desplazarse. Por
lo general, las ofiuras no presentan dimorfismo sexual
y en Ophiothrix lineata el tamafio de las hembras y los
machos es similar. El brazo experimental fue elegido
al azar, ya que se sabe que todos poseen las mismas
capacidades de regeneracion si se cortan a la misma
distancia con respecto al disco central.” Por ello con-
sideramos que la regeneracion y el crecimiento del
brazo no estuvieron influenciados significativamente
por estas dos variables: el sexo y el brazo elegido.
Las mediciones del brazo experimental las reali-
zamos hasta el dia 31 postautotomia porque en ese
momento claramente ha concluido la diferenciacion
del brazo y es completamente funcional. Con los re-
sultados obtenidos podemos calcular que el tiempo en
el que se completaria el crecimiento del brazo hasta
su tamano original de 3 a 4 cm a 26 °C ocurriria entre
los dias 131 a 176. Nuestros resultados mostraron
que el crecimiento promedio de los brazos en esta
especie es de 1.61 mm por semana, el cual es casi
la mitad del crecimiento reportado para Amphiura
filiformis, que es de 3.3 mm por semana.'? El grupo
de Dupont demostré con una serie de experimentos
algunos fenédmenos muy interesantes: por ejemplo,
que la regeneracién es mas rapida cuanto mas cerca
del disco se corta el brazo, aunque la diferenciacion y
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por lo tanto la funcionalidad del brazo es mas lenta. Se
ha reportado que la Ophioderma longicaudatum tiene
un rango de regeneraciéon de 0.17 mm por semana,
velocidad muy inferior a la que observamos en el
presente trabajo.'® Estos comparativos nos demues-
tran variaciones muy acentuadas en la velocidad de
regeneracion; se sabe que estas variaciones estan
asociadas a la capacidad intrinseca de cada especie
para autotomizar. Las especies que autotomizan con
dificultad y que requieren estimulos mas fuertes para
hacerlo tienden a regenerar mas lentamente y vice-
versa. Por ejemplo, la especie que utilizamos tiende a
autotomizar con facilidad, al igual que la Macrophiothix
longipeda, la cual regenera poco mas de 5 mm por
semana en promedio.' Otro factor relacionado con
la regeneracion y crecimiento de los brazos es la
temperatura. Los organismos que llevan a cabo este
proceso en ambientes calidos regeneran con mayor
rapidez que los que lo hacen en ambientes frios; por
ejemplo, las especies que comienzan el proceso de
regeneracion en los meses de verano a otofio (10-11
°C) llevan a cabo la regeneracion y crecimiento de
manera mas rapida, mientras que las que lo hacen
en invierno (7.6 °C) tienen una tasa de crecimiento
75% mas lenta. Se sabe por trabajos realizados que
en la Antartida hay temperaturas alrededor de 0 °C
y que la regeneracion es muy lenta por tratarse de
organismo ectotérmicos. A una temperatura de -0.5
+ 0.4 °C la Ophionotus victoriae regenera 0.22-0.68
mm/semana’®, y la Ophiura crassa 0.16 mm/semana.'®

Las etapas de la regeneracion en la Ophiothrix
lineata ocurrieron de manera muy similar a las repor-
tadas en la Ophioderma longicaudum 'y la Amphiura
filiformis, con una fase de cicatrizacion y formacion
del blastema regenerativo, crecimiento del blastema
y finalmente diferenciacion y elongacion del brazo.
Las caracteristicas de este proceso de regeneracion
permiten decir que es de tipo epimorfico.” Aunque las
etapas de regeneracion, formacion de blastema y dife-
renciacion son iguales, los tiempos en que ocurren son
muy distintos; por ejemplo: en la Amphiura filiformis la
aparicion del blastema regenerativo ocurrié hacia el
dia cuatro, muy semejante a lo que observamos no-
sotros;'? sin embargo, en la Ophioderma longicaudum
ocurrié hasta la segunda semana. La diferenciacion
del blastema en la Amphiura filiformis ocurrié hacia el
dia ocho y en la Ophioderma longicaudum hasta des-
pués de las cinco semanas,'® mientras que nosotros
observamos los primeros indicios de morfogénesis en
Ophiothrix lineata desde el dia cuatro de regeneracion.
El analisis histolégico muestra que muy pronto se es-
tructura el nervio radial a lo largo del nuevo brazo. Este

cordon nervioso se forma por proyecciones provenien-
tes del anillo nervioso del disco; se considera que es
una fuente de factores de crecimiento y que funciona
como un inductor y regulador del proceso regenerati-
vo.8 Estudios realizados con otros modelos de regene-
racion, como los anfibios urodelos, han demostrado la
importancia de las terminaciones nerviosas para que
ocurra la regeneracion de manera correcta y se sabe
que algunos factores de crecimiento tipo FGF (factor
de crecimiento fibroblastico) son producidos por los
nervios y favorecen la division celular necesaria para
que el proceso ocurra.

Finalmente, cabe mencionar que esta especie fue
colectada en una zona donde hay una extensa activi-
dad petrolera y un acentuado trafico maritimo. Uno de
los aspectos utiles de la caracterizaciéon que realiza-
mos es usar a la Ophiothrix lineata como organismo
bioindicador,' pues se sabe que la regeneracion se
puede alterar o inhibir por compuestos toxicos y deri-
vados del petréleo.
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