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Introduccioén

Resumen

Las orejas de los ratones de la cepa MRL y de los ratones adultos de las cepas Balb-c y B6
muestran una respuesta regenerativa cuando son perforadas en el area central. Debido a que
la capacidad regenerativa es muy limitada en los tejidos de los mamiferos, la oreja del ratén
se ha vuelto un modelo muy atractivo para estudiar los mecanismos celulares y moleculares
que inducen esta respuesta regenerativa. Estos estudios, apenas incipientes, han revelado
la importancia que la matriz extracelular, la activacion de ciertas vias de sefializacion y los
mecanismos de reparacion del DNA tienen en la regeneracion de la oreja del raton. En la
presente revisioén describimos la apariencia morfoldgica e histoldgica que ocurre durante la
regeneracion de la oreja del raton y del conejo, y mencionamos algunos trabajos en los que
se establecen determinados procesos celulares y moleculares que controlan la regeneracion
de esta regién anatémica.

Abstract

The ears of mice from MRL strain and adult in mice from Balb-c and B6 strains shows a
regenerative response, when they are drilled in the central area. Because in mammals the
regenerative capacity is limited, the mice ear”s has become an attractive model to study the
cellular and molecular mechanisms that induce regenerative response. These studies, barely
emerging, have revealed the importance of Extracellular Matrix, activation of certain signal-
ing pathways and DNA repair during the regenerative process in the mouse ear. This review
describes the morphologic and histological appearance that occurs during the regeneration of
the mouse and rabbit ears and are mentioned several studies establishing some cellular and
molecular processes that control regeneration of this anatomical region.

mediante la formacion de un coagulo sanguineo y
reclutar células inflamatorias en el lugar de la herida

A diferencia de varias especies de peces, anfibios y
reptiles, las aves y los mamiferos han perdido casi
la capacidad de regenerar sus tejidos y érganos.
Estas clases bioldgicas de animales reparan el dafio
generado por medio de la cicatrizacion, proceso que
consiste en el cierre de la herida caracterizado por un
arreglo alterado e imperfecto de la matriz extracelular
gue genera una fibrosis excesiva.

Se ha propuesto que la cicatrizacion fue selec-
cionada como una respuesta inmediata al ataque de
los depredadores que suelen generar heridas inter-
medias con un alto riesgo de infeccion. A diferencia
de la regeneracion, la cicatrizacion suele producir
una respuesta rapida al detener la pérdida de sangre

que detendran una infeccion potencial. Aunque el
proceso de remodelacion de la matriz extracelular
suele ser relativamente lento, éste se activa concomi-
tante al proceso inflamatorio para iniciar la sintesis
de nueva matriz extracelular en el lugar de la herida
y reparar asi el tejido dafiado lo mas pronto posible.
De esta manera, aunque la cicatrizaciéon no resulta
en un tejido completamente funcional, aumentan las
posibilidades de sobrevivencia del organismo dafiado.
Contrariamente, la respuesta regenerativa, que es
generalmente un proceso lento, puede poner en riesgo
la vida de las aves y los mamiferos debido a que estos
organismos han invadido y ampliado su habitat. Esto
resulta en la exposicién de estos animales a nuevas
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presiones de seleccién en los que requeriria de una
reparacion rapida aunque imperfecta.t

El establecimiento de la civilizacion humana como
una sociedad sedentaria, desarrollada tecnolégica-
mente y capaz de cambiar drastica y aceleradamente
su habitat ha generado nuevas necesidades en el
ambito cientifico y médico. La situaciéon humana ha
cambiado del enfrentamiento a los depredadores al
enfrentamiento de los accidentes laborales y de tran-
sito, asi como a condiciones patolégicas que pueden
llevar a heridas muy drasticas y graves que provocan
la amputacion o la pérdida de estructuras anatémicas
importantes. Con el objeto de recuperar estos tejidos
perdidos, el ser humano ha dirigido su atencion hacia
los animales capaces de regenerar y suefia con la
llegada de los dias en los que la ciencia pueda desa-
rrollar el conocimiento y la tecnologia necesaria para
superar la falta de estructuras provocadas por estas
situaciones a las que esta propenso diariamente.

La regeneracion de la oreja del conejo
y del ratén

La capacidad regenerativa de los mamiferos esta
limitada exclusivamente a ciertos tejidos u 6rganos y
esta siendo extensivamente estudiada. La epidermis
de la piel, la linea epitelial del intestino, el higado y la
punta de la Ultima falange de los dedos son algunas de
las estructuras que presentan un destacado potencial
regenerativo.2® Hace tiempo, un modelo de regene-
racion en mamiferos que fue ampliamente estudiado
desde una perspectiva descriptiva fue el cierre de
perforaciones hechas en las orejas de los conejos.
Desde 1953 se descubrié que esta reparacion se lleva
a cabo por un proceso de regeneracion.” La oreja del
conejo consiste de una lamina de cartilago elastico
flanqueado dorsal y ventralmente por piel. Cuando
se realiza una perforacién de 1 cm de diametro en
la oreja, se forma un coagulo sanguineo y cartilago
necroético alrededor de la herida. Cinco a seis dias
después de la perforacion, la epidermis migra hacia
los bordes de la herida y retira la costra del tejido en
regeneracion, de tal forma que la epidermis cubra la
superficie circular de la herida. Dos semanas después
de la perforacion, la epidermis que cubre las regiones
lesionadas genera una estructura en forma de «len-
gua» que se orienta hacia los tejidos subyacentes de
la herida (Figura 1a). Estos crecimientos internos son
transitorios y van siendo menos evidentes en los dias
subsiguientes. A las «lenguas» epidérmicas se les ha
atribuido un papel durante la regeneracion de la oreja,
ya gque estan ausentes en animales que no regeneran
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sus orejas, tal como las ovejas y los perros.tLas areas
previamente ocupadas por las «lenguas» epidérmicas
son invadidas por células indiferenciadas altamente
proliferativas y forman el denominado blastema de re-
generacion, que es evidente a la tercera semana.® Los
bordes de la herida empiezan a crecer y a elongarse
cerrando paulatinamente la perforacion; mientras que
el blastema que se encuentra adyacente al cartilago
dafiado empieza a diferenciarse en células de cartila-
go, las cuales van organizandose conforme la herida
se cierra.® Aproximadamente dos meses después, la
perforacion se cubre con un tejido que morfoldgica
e histolégicamente es igual al original. Ademas del
cartilago y la piel, se ha descrito la formacién de
glandulas sebéaceas y foliculos pilosos en el area de
regeneracion.

Con el fin de investigar la interaccion entre el carti-
lagoy la piel durante la regeneracion de la oreja, Goos
y Grimes observaron que la regeneracion se inhibia al
retirar el cartilago adyacente al area lesionada, lo que
indica que se requiere de la interaccion y la comunica-
cion entre la piel y el cartilago para que se complete
el proceso de regeneracion.®

Posteriormente se descubrié que los ratones de la
cepa MRL muestran capacidad regenerativa cuando se
les realiza una perforacion de hasta 2 mm de diametro
en la oreja. Esta cepa se ha utilizado para estudiar
enfermedades autoinmunes, ya que las mutaciones
genéticas que acarrean generan una enfermedad
parecida al lupus. En los laboratorios de investigacion
gue comunmente realizan experimentos con ratones
se requiere de diferenciar a ratones experimentales de
los controles. El método mas comun para lograr este
fin es perforando una oreja de los individuos experi-
mentales. El grupo de la Dra. Heber-Katz realizaba un
estudio inmunoldgico en estos ratones aplicandoles
un farmaco, a los ratones que recibian el farmaco se
les marcaba perforandoles la oreja. Tiempo después
observaron que la perforacion habia cerrado por un
proceso de regeneracion (Figura 2).1* Estudios histo-
I6gicos detallados muestran que hay una respuesta in-
flamatoria en el borde del tejido dafiado a las 24 horas
poslesion, concomitante empieza a migrar el epitelio
que bordea a la herida. A los dos dias hay una reepite-
lizacion completa, mostrandose un epitelio engrosado
en la region de la herida (Figura 1a). A los cinco dias
el tejido necrotico se despega y, de manera similar ala
regeneracion de la oreja del conejo, se forma un blas-
tema que puede reconocerse formalmente alrededor
de una semana poslesién con los crecimientos internos
epidérmicos (Figura 1a).*2 A los 21 dias el epitelio se
observa delgado, y a las 4 semanas se observa un
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Figura 1. Esquemas que re-
presentan los cortes histol6-
gicos sagitales de las orejas
perforadas en el ratobn MRL
durante algunas etapas de la
regeneracion: a) Extremos
del tejido en reparacion
separados por la perfora-
cion. Se observa un epitelio
engrosado con crecimien-
tos epidérmicos internos
denominados lenguas epi-
dérmicas. Subyacente a la
epidermis de reparacion se
establece el blastema de
regeneracion. Estas carac-
teristicas suelen observarse
desde el dia 5 al 14 después
de la perforacion; b) Fusion
epitelial entre los bordes de
la herida en crecimiento y
el establecimiento de las
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regeneracion
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cartilaginosos

\
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Condensaciones condrogénicas

condensaciones condrogénicas que se observan aproximadamente a los 30 dias; ¢c) Condensaciones 0 agregaciones
cartilaginosas que formaran el cartilago elastico en un borde de la herida (Modificado de Metcalfe y Ferguson, 2005).2”

Imagen en color en: www.medigraphic.com/rid

Figura 2. Comparacion entre la cepa C57BL/6 que no
regenera la oreja y la MRL que si la regenera. A ambas
cepas se les perford una oreja creando un orificio de 2
mm de didmetro. Los esquemas muestran una oreja de
cada cepa a diferentes dias después de la perforacion:
a), b), ¢) y d) corresponden a 1, 9, 20 y 33 dias posper-
foracion de la cepa C57BL/6 y los esquemas e), f), g) y
h) corresponden a los mismos dias en la cepa MRL. El
orificio realizado en la oreja de la cepa MRL se cierra
gradualmente por un proceso regenerativo (basado en
Heber-Katz, 1999).

Imagen en color en: www.medigraphic.com/rid

blastema reducido, con formacién de musculo nuevo,
foliculos pilosos y vasos sanguineos adyacentes a la
herida.® El cierre de la perforacion ocurre de los 30 a
los 40 dias posperforacion, durante este proceso se
puede observar la fusion epitelial de los bordes de la
herida!* (Figuras 2y 1b) y, paralelamente, la formacion
de nuevas condensaciones o agregados cartilaginosos
gue formaran el nuevo cartilago (Figura 1c).

La capacidad regenerativa del ratén MRL no se
limita solo a la oreja, sino al corazény al cartilago. Una
lesién en el ventriculo del corazén de este raton generé
una reparacion sin cicatriz con un miocardio totalmente
funcional.’> Ademas, este raton mejora la respuesta de
reparacion en lesiones profundas del cartilago articu-
lar en los que se evidencian abundantes condrocitos
y una alta sintesis de proteoglicanos, colagena Il y
colagena VI en el sitio de la herida.® Esto ha llevado
a la realizacion de estudios genéticos aplicados en
este raton en el que se han identificado al menos 36
genes que son diferencialmente expresados en esta
cepa respecto a las cepas no regenerativas.'’” Debido
a las ventajas que presenta el cuidado de la cepa
mencionada, dicho modelo esta siendo fuertemente
explotado para estudiar los mecanismos celulares y
moleculares involucrados en la regeneracion.

Investigacion en Discapacidad
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La remodelacion de la matriz extracelular
durante la regeneracion de la oreja

Una de las diferencias fisiolégicas entre las cepas
regeneradoras y las no regeneradoras del ratén
es que existe un extenso y acelerado proceso de
remodelacion de la matriz extracelular en las cepas
regeneradoras. Durante la reparacién de una herida
se deposita una matriz provisional, ésta es cambiada
por una matriz definitiva que mantendra estable el
tejido cicatrizado. Durante el recambio de la matriz
extracelular participan las metaloproteinasas (MMPS),
las cuales degradan la matriz provisional que sera
sustituida por la definitiva. Sin embargo, la actividad
de las MMPs debe regularse con el fin de que la matriz
nueva que esta siendo sintetizada y depositada no sea
degradada. Las moléculas que se encargan de mane-
ra especifica de controlar la actividad de las MMPs,
son los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas
(TIMPs). Estas moléculas interaccionan directamente
con el sitio activo de las MMPs, inhibiendo su activi-
dad.'® Durante la regeneracion de las orejas del raton
MRL es posible observar un aumento en la actividad
de MMP-2 y -9, asi como durante los primeros 7 dias
poslesion. Contrariamente, la cepa C57BL/6 que no
regenera presenta mayor expresion de TIMP-2 y
de TIMP-3 que inhiben la actividad de MMP-2 y de
MMP-9, respectivamente. Asimismo, la expresiony la
actividad de estas MMPs son mas bajas en este raton
que en el ratén regenerador MRL. Se ha reconocido
gue una de las fuentes principales de MMP-2 y MMP-
9 en el raton MRL son los neutrdéfilos, ademés de los
macrdéfagos vy los fibroblastos. La alta actividad de las
MMPs esta correlacionada con una rapida degradacion
de la membrana basal y de la matriz extracelular que,
al parecer, es necesaria para la formacién y estableci-
miento del blastema de regeneracion.®. Las células del
blastema del ratbn MRL aisladas en cultivo expresan
marcadores de células progenitoras e indiferenciadas
como DLK (Pref-1) y Msx-1. Estas células secretan
hacia el medio extracelular un conjunto de factores
de crecimiento tales como FGF-2, EGF, HGF, KGF y
VEGF, a su vez, éstos son depositados en la matriz
extracelular sintetizada por dichas células. La aplica-
cién de estos factores aislados de la matriz extracelular
establecida por las células del blastema, promovié la
migracion y la proliferacién de estas mismas células
cuando se cultivaron in vitro y aceleraron el cierre de
heridas realizadas previamente en la espalda de rato-
nes de la cepa B6. Los analisis histolégicos realizados
durante el transcurso de la reparacién de las heridas,
las cuales fueron tratadas con los factores derivados
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de la matriz, mostraron una reparacion regenerativa,
ya que se observaron foliculos pilosos, glandulas se-
baceas, formacion de nuevos vasos sanguineos, asi
como dermis y epidermis bien desarrollados. Estos
resultados indican que algunas citocinas sintetizadas
y depositadas en la matriz extracelular por las células
del blastema de la oreja en regeneracion contribuyen
de manera importante en la respuesta de estas mismas
células hacia un proceso regenerativo.?°

La progresion del ciclo celular durante la
regeneracion de la oreja

Actualmente, se ha considerado que una caracteristica
de las células de la oreja de la cepa MRL, a diferen-
cia de otras que no regeneran, es que sus células se
encuentran en fase G2/M del ciclo celular y que, ade-
mas, su DNA es altamente propenso al dafio y a un
estado de constante reparacion. Se ha observado la
falta de activacion de p21 en estas células de la oreja
regeneradora del ratdbn MRL; p21 es una molécula que
mantiene a las células en fase G1 del ciclo celular, al
ausentarse la activacion de p21 se provoca que las
células pasen a lafase Sy después a lafase G2/M en
donde quedan quiescentes, deteniendo la progresion
de la proliferacion. La estancia de las células en esta
fase resulta en la activacion de los procesos de repara-
cion del DNA que han resultado ser muy eficientes en
las células de la oreja del raton MRL. Se ha sugerido
que esta reparacion ocurre por recombinacién homo-
loga. Ademas, el raton knock out para p21 es capaz de
regenerar las heridas realizadas por perforacion de sus
orejas. Las células de la oreja de este raton mutante
presentan detencion en fase G2/M del ciclo celular,
ademés de ser propensas al dafio y reparacion del
DNA de manera similar ala cepa MRLy alaLG/J, una
cepa parental de la MRL que también regenera.? Se
ha reportado que las células de los tejidos u drganos
que regeneran tal como las células epiteliales y del
pie de la hidra, asi como las células musculares de
las salamandras y los hepatocitos de los mamiferos
muestran detencion celular en fase G2/M.?22
Inesperadamente se ha descrito regeneracion de
perforaciones en la oreja de cepas comunes, tales
como la B6 y la BALB/c, pero soélo en individuos de
edad adulta; aproximadamente de 8 meses de edad.
Este reporte ha resultado intrigante, ya que el para-
digma que mas se ha aceptado es que la capacidad
regenerativa disminuye al incrementar la edad. Esta
afirmacion incrementard y facilitara los estudios de
regeneracion utilizando a la oreja perforada como
modelo animal de facil manutencion y manipulacion.?
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Perspectivas

Este modelo de regeneracién en la oreja del ratén
MRL y en cepas comunes de individuos adultos
esta permitiendo aclarar y dilucidar los estudios
sobre los mecanismos celulares y moleculares que
subyacen al proceso de regeneracion. Entendiendo
estos mecanismos, la esperanza en el ser humano
de regenerar tejidos y 6rganos perdidos se hara
cada vez mas tangible.
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