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RESUMEN

Se ha descrito la presencia de mielina en el sistema nervioso de algunos
invertebrados, tal es el caso de organismos pertenecientes al filo de los anélidos,
en el cual se presentan especies con un alto interés en la investigacion cientifica
por presentar gran capacidad regenerativa. Lumbriculus variegatus es una de estas
especies con alta capacidad regenerativa, pues puede regenerar completamente a
partir de pequefios segmentos tanto la regién anterior como la posterior, y al
regenerar, su sistema nervioso también es capaz de regenerar la mielina que
recubre los axones de fibras gigantes; por lo que esta especie podria ser propuesta
como un modelo para entender la morfologia en la regeneracion de la mielina 'y su
implicacion evolutiva. Con lo anterior se elaboraron cortes histolégicos con distinta
temporalidad que permitieron identificar el momento en la regeneracion en que se
observo la presencia de mielina en el blastema por primera vez desde el inicio de la
regeneracion, encontrandose una diferencia en las ventanas de tiempo en la region
anterior (144 hpa) y la regién posterior (192 hpa). Este trabajo contribuye al estudio
del proceso de regeneracion de la mielina en el sistema nervioso de L. variegatus,
por lo que esta especie es propuesta como un modelo que permita acercarnos al
entendimiento de los procesos de remielinizacion en enfermedades

neurodegenerativas como la esclerosis multiple.

Palabras clave: anélido, mielina, sistema nervioso, regeneracion, evolucion.



ABSTRACT

The presence of myelin has been described in the nervous system of some
invertebrates, such as organisms belonging to the phylum Annelids, which are
species of high interest in scientific research due to their great regenerative capacity.
Lumbriculus variegatus is one of these species with great regenerative capacity, as
it can completely regenerate both the anterior and posterior regions from small
segments, and when regenerating, its nervous system is also capable of
regenerating the myelin that covers the axons of giant fibers; therefore, this species
could be proposed as a model to understand the morphology of myelin regeneration
and its evolutionary implications. With the above, histological sections were prepared
with different temporalities that allowed us to identify the moment in regeneration
when the presence of myelin will be observed in the blastema for the first time since
the beginning of regeneration, finding a difference in the time windows in the anterior
region (144 hpa) and the posterior region (192 hpa). This work contributes to the
study of the myelin regeneration process in the nervous system of L. variegatus and
is therefore proposed as a model that allows us to approach the understanding of

remyelination processes in neurodegenerative diseases such as multiple sclerosis.

Keywords: annelid, myelin, nervous system, evolution.



INTRODUCCION

Lumbriculus variegatus es una especie de oligoqueto perteneciente a la familia
Lumbriculidae que habita en pantanos de agua dulce y se reproduce
predominantemente de forma asexual por fragmentacion (Drewes y Brinkhurst,
1990). L. variegatus se ha presentado como un modelo para el estudio del proceso
de regeneracion en anélidos, por ser una especie con una gran capacidad
regenerativa, ya que es capaz de regenerar ocho segmentos de la cabeza y un
numero variable de segmentos posteriores independientemente del sitio de

fragmentacién (Zoran, 2010).

La regeneracion se define como el proceso de reparacion y remplazo de regiones
del cuerpo perdidas o dafiadas, este proceso se presenta en distintos grupos de
metazoos (Zoran, 2010) y en la actualidad se ha estudiado ampliamente en distintos
organismos, lo que permite identificar las caracteristicas en comun o las diferencias
que componen este proceso. Es importante tener en cuenta que el proceso de
regeneracion ocurre a varios niveles de organizacién biolégica (Bely et al., 2014),

que van desde la reparacion de tejidos, hasta la formacién de estructuras complejas.

Se han realizado estudios que describen la presencia de mielina en el sistema
nervioso de algunos anélidos y sus posibles funciones. Dentro de estos estudios se
han destacado aquellos de algunas especies como Mastobranchus sp., Prionospio
steenstrupi, Clymene products, Clymenella torquata y Lumbricus terrestris. De esta
ultima especie se ha descrito la composicion de las membranas que den forma a la
vaina de mielina (Roots y Lane, 1983). Sin embargo, no se ha descrito el proceso

de regeneracion de la mielina en ninguno de estos organismos.

A pesar de los grandes avances en el campo de las ciencias biomédicas, algunas
enfermedades neurodegenerativas en los humanos siguen siendo un enigma, tal es
el caso de la Esclerosis multiple. Esta es una enfermedad que afecta directamente
al sistema nervioso central, por efecto de una respuesta desencadenada por el

sistema inmunitario que provoca la desmielinizacion y, por lo tanto, defectos en la
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conduccion del impulso nervioso (Dominguez et al.,, 2012; Pericot y Montalba,
2001). Aunque se han realizado varios estudios y tratamientos para atenderla, aun
se presenta como la causa principal de discapacidad neurolégica no causada por
un trauma en adultos jovenes (Dominguez et al., 2012). La desmielinizacion es uno
de los factores abordados para tratar la esclerosis multiple, y son pocos y limitados
los ensayos clinicos que abordan la regeneracion de la mielina (Koutsoudaki et al.,
2020).

La investigacion del proceso de regeneracion de la mielina en L. variegatus y en
otros organismos puede ayudarnos a entender el proceso de desarrollo y el origen
que ha tenido la mielina mediante la comparacion de caracteristicas, con la finalidad
de comprender las funciones y las ventajas que pudiera otorgar el recubrimiento de
la mielina en multiples organismos (Schweigreiter et al., 2006). Por otra parte,
estudiar el proceso de regeneracion de la mielina podria aportar estrategias para la
reparacion de la mielina y sus estructuras axonales, sirviendo como un modelo para
la comprension de procesos que desencadenan enfermedades en el sistema

nervioso.

En este trabajo se elabor6é una descripcion de la morfologia de la mielina en las
fibras nerviosas de L. variegatus, identificando la ventana de tiempo en la que se
forma durante el proceso de regeneracion de sus extremos, realizando multiples
cortes al blastema vy tinciones fluorescentes que permitieron detectar una sefial

producida por mielina.
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ANTECEDENTES

1. Lumbriculus variegatus

1.1 Biologia

El filo Annelida es un grupo de animales que aparecio probablemente hace poco
mas de 600 millones de afios (Fragoso y Rojas, 2014). Este grupo esta constituido
por una gran diversidad de gusanos que habitan en ambientes marinos, de agua
dulce y terrestres. Se han descrito aproximadamente 17,000 especies miembros de
este grupo (Bely et al., 2014; Zrzavy et al., 2009), las cuales comparten como
caracteristica principal un cuerpo alargado constituido por multiples segmentos que
pueden ir de unos pocos a mas de cientos, son pocas las especies que alcanzan un
namero fijo de segmentos (Bely et al., 2014; Martinez et al., 2021). Son animales
protostomados, presentan una amplia cavidad celémica rodeada por una pared
compuesta de musculos circulares. La parte anterior la compone una cabeza
constituida por un ganglio nervioso y un intestino con boca anterior; la parte posterior
esta compuesta por el ano; y a lo largo de todo el cuerpo se encuentra el sistema

nervioso, ganglios ventrales y anillos nerviosos segmentarios (Bely et al., 2014).

Dentro de los anélidos se encuentra la clase Oligochaeta. Con distribucion
cosmopolita, los miembros de esta clase son la adaptacion de los anélidos a los
ambientes dulceacuicolas y terrestres. Se estima que se han propuesto
aproximadamente 9,378 especies (Fragoso y Rojas, 2021). La principal
caracteristica es que presentan pocas y pequefias quetas a lo largo de todo el

cuerpo, aproximadamente 4 pares de estas por segmento (Fragoso y Rojas, 2021).

Los miembros del género Lumbriculus son distinguidos por presentar el extremo
anterior con una pigmentacion verdosa y un comportamiento de natacion helicoidal
(Gustafsson et al., 2009). Este comportamiento es habitual en miembros del género
y es la manera en que se posan sobre las charcas, pues de los sedimentos

sobresalen los extremos pigidiales en forma horizontal, creando una interfaz aire-
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agua, que les permite a los organismos tener un intercambio gaseoso por medio del

vaso sanguineo dorsal (Drewes y Brinkhurst, 1990).

Lumbriculus ha sido estudiado desde el siglo XVIII (Martinez et al., 2021), lo que ha
permitido obtener informacion sobre la biologia de la especie L. variegatus. Esta
especie ha sido identificada como un oligoqueto que habita principalmente en
Europa, América del Norte (Pickavance, 2011; Sardo et al., 2007) y Asia (Sanches
et al., 2023); puede habitar desde margenes poco profundos de agua dulce, en
charcas temporales, estanques y pantanos (Drewes y Brinkhurst, 1990; O'Gara et
al. 2004); hasta grandes lagos y rios, siendo menos abundante en estos ultimos,
se piensa que esto es debido al rapido movimiento y afluencia del agua, y al rapido
lavado en las orillas de arenas y limo de las piedras, ya que prefieren habitats de
aguas estancadas que contienen poco movimiento, limo, barro y/o raices
(Pickavance, 2011). Se alimentan con materia organica y microorganismos que
obtienen de los sedimentos del fondo (Brinkhurst y Gelder, 1991; O'Gara et
al., 2004).

1.2 Morfologia

La descripcibn morfolégica de L. variegatus es general y correspondiente a las
caracteristicas propias del género; de cuerpo alargado, vermiforme y con multiples
segmentos que presentan pigmentacion entre rojiza oscura y marron (Martinez et
al., 2021). En la pared corporal se observan lateralmente elaboradas ramificaciones
que corresponden a los vasos sanguineos (Marchese et al., 2015). La parte anterior
que constituye la cabeza esta formada por 8 segmentos que carecen de pigmento,
esta region es conocida como prostomio. No presentan probdscide como en otros
géneros, sino una boca ectodérmica. En la parte posterior, la region de la cola tiene
un pigidio, una regidon no segmentaria en la que se presenta una zona de continuo

crecimiento posterior (Martinez et al., 2021; Zattara, 2020).
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1.3 Sistema Nervioso

En L. variegatus el sistema nervioso central esta formado por un ganglio cerebral
que se encuentra en el primer segmento de la regién anterior, conectado a un
cordon nervioso ventral que recorre cada uno de los segmentos del cuerpo (Drewes,
2002; Martinez et al., 2021). A excepcion de los dos primeros segmentos de la
region anterior, en cada segmento del cuerpo se presentan cuatro pares de nervios
conocidos como nervios segmentarios, que van unidos al cordén nervioso ventral
(Drewes, 2002).

El corddn nervioso ventral esta formado por tres fibras gigantes. Las fibras gigantes
se forman de la union entre interneuronas dispuestas en cada segmento, lo que da
lugar a los axones gigantes y son nombradas como: una fibra gigante media (axon
medial) y dos fibras gigantes laterales (axones laterales) (Martinez et al., 2021). Se
les distingue como fibras gigantes ya que son al menos una magnitud mas gruesa
que los demas axones que se observan con normalidad (Purschke, 2015), el
diametro en las fibras es variado respecto a la region del cuerpo, la edad del
organismo o la etapa de regeneracion (Drewes y Brinkhurst, 1990; Drewes y
Fourtner, 1990; Martinez et al., 2021).

Los axones presentan una division celular de naturaleza septada con divisiones
segmentarias por un tabique membranoso. Se ha observado que los axones
presentan una envoltura de membranas de células gliales, que permiten la
conduccion sin interrupcion de los impulsos nerviosos (Martinez et al., 2021). Esta
envoltura glial cuenta con una apariencia y funcion similar a la que desarrolla la

mielina en invertebrados (Drewes, 2002).

Las fibras gigantes juegan un papel crucial para las respuestas ante la depredacion
y/o el medio. De acuerdo con el estudio de O'Gara et al. (2004) en L. variegatus se
ha observado que al estimularse de forma téctil el tercio anterior del cuerpo se

obtiene respuesta de la fibra gigante media, mientras que al estimular de forma tactil
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los tres cuartos posteriores del cuerpo la respuesta se obtiene de las fibras gigantes
laterales.

1.4 Reproduccion

Aunque es poco estudiado, se tienen indicios sobre la reproduccion sexual de L.
variegatus. En el trabajo realizado por Drewes y Brinkhurst (1990) se ha descrito
que la reproduccion sexual es dada mediante la formacién de capullos, los cuales
tienen un tamafio aproximado de 3 a 5 mm de longitud y de 0.8 a 1.8 mm de ancho.
Estos capullos contienen de 1 a 8 huevecillos en color amarillo-naranja con un
diametro aproximado de 300 a 600 um. El tiempo de eclosién de los huevecillos es
de 2 a 4 semanas y los gusanos emergentes de estos huevecillos alcanzan el

centimetro de longitud y carecen de pigmento.

Por otra parte, la reproduccion asexual ha sido ampliamente abordada debido a que
se observa con mayor frecuencia en los cultivos de laboratorios de investigacion.
En el laboratorio los organismos no alcanzan la madurez sexual y no son capaces
de producir capullos, por lo que se reproducen por fragmentacion asexual (Rosa et
al., 2016). L. variegatus tiene la capacidad de formar un organismo nuevo a partir
de un solo fragmento. Se piensa que este proceso esta dado evolutivamente y ha
permitido el escape de los organismos contra sus depredadores o sobrevivir al
peligro dado por los cambios tan rapidos que enfrentan en el medio que habitan
(Drewes y Brinkhurst, 1990).

Al proceso de reproduccion asexual se le conoce como fisidn, que si bien es un
proceso que implica una relacion muy estrecha con la regeneracion debe tenerse
en cuenta que, a diferencia de la regeneracion, este proceso es iniciado por el propio
gusano permitiéndole una preparacion fisiolégica y evolutiva distinta a la respuesta
qgue el organismo presenta ante la fragmentacion por una fuerza externa (Sardo et
al., 2007; Zattara y Bely, 2016). En L. variegatus el proceso de fisién es iniciado con

un reflejo de autotomia. En él, el organismo tiene un sitio especifico en el que sera
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fragmentado conocido como “plano de ruptura”. En este sitio especifico el organismo
produce una contraccion de los musculos circulares en conjunto de un anillo
nervioso epidérmico (Martinez et al., 2021), lo que permite la fragmentacion de los
segmentos y un cerrado rapido que impide la pérdida del liquido contenido en el

celoma y la conservacion del resto de las estructuras.

2. Regeneracion

2.1 Proceso de regeneracion

La regeneracion se define como “un proceso biolégico de desarrollo que permite el
remplazo de estructuras perdidas o dafiadas” (Martinez et al., 2021). Este remplazo
no solo debe dar lugar a la estructura sino también a la funcién de esta (Duran,
2008).

El proceso de regeneracion se ha descrito en varios grupos de Metazoos. Sin
embargo, es importante tener en cuenta, que la regeneracion ocurre a varios niveles
de organizacion biologica (Bely et al., 2014) que pueden ir desde la reparacion de
tejidos, la formacion de estructuras complejas como son las extremidades o incluso
la cabezay la cola, hasta la formacién de organismos completos que pueden surgir
de un segmento o parte del animal. Este hecho tan asombroso esta reportado en
animales como las planarias, hidras y estrellas de mar (Chimal et al., 2011). Sin
embargo, aunque la mayoria de los animales presenta la habilidad de curar heridas,
no en todos tienen la capacidad de remplazar o completar una estructura (Bely y
Nyberg, 2010).

La capacidad de regeneracién en los organismos depende de sus relaciones
filogenéticas y de factores importantes como la composicién anatomica y fisioldgica;
es decir, que estos factores proporcionan variabilidad al proceso de regeneracion y

esta variabilidad no se da Unicamente entre los organismos que no presentan una
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relacion genética sino también entre los 6rganos y tejidos de un mismo organismo
(Quispe, 2019).

Esta variabilidad en la capacidad regenerativa ha sido de interés para el amplio
estudio del proceso de regeneracién en distintos taxones, permitiendo asi la
identificacion de caracteristicas en comun o de las diferencias que componen este
proceso. Tales diferencias se centran a un nivel celular, de acuerdo con Chimal et
al. (2011) Ellos mencionan que la regeneracion puede llevarse a cabo por medio de
4 mecanismos celulares, los cuales pudieran no ser aislados uno de otro e incluso
pueden ser complementarios: la regeneracion mediada por células troncales, la

epimorfosis, morfalaxis y regeneracién compensatoria.

Las células troncales son células indiferenciadas, con capacidad de autorrenovarse
y especializarse (Anzaldua et al., 2007), Gnicamente requieren recibir sefiales que
les indiquen el inicio de una diferenciacion celular para participar en la regeneracion
(Chimal et al., 2011; Pérez y Lorenti, 2006). En la epimorfosis, por medio de la
proliferacion celular se da la formacién de un blastema que es un tejido compuesto
por células indiferenciadas que dara lugar a la formacion de una nueva estructura
regenerada (Quispe, 2019). La formacion de dicha estructura puede darse por la
desdiferenciacion de células de los tejidos lesionados, de células indiferenciadas,
de células troncales o por la diferenciacion de estas células (Chimal et al., 2011). La
morfalaxis no requiere, o solo de forma muy reducida, de una proliferacion celular,
ya gue se da por medio de una reorganizacion de los tejidos preexistentes (Chimal
et al., 2011). Se define mas como un reciclaje de los tejidos viejos que se
transforman y sustituyen el tejido dafado o perdido (Quispe, 2019). En la
regeneracion compensatoria se da una proliferacion de células diferenciadas que

restablecen el tejido dafiado (Chimal et al., 2011).
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2.2 Regeneracion en anélidos

La regeneracion en anélidos es sumamente variada. Dentro de este grupo se
encuentran linajes con grandes habilidades regenerativas, capaces de regenerar un
cuerpo completo a partir de un Unico fragmento en cuestion de semanas, mientras
que también se encuentran especies que no presentan la capacidad de regenerar
(Bely et al., 2014; Martinez et al., 2021). Incluso algunas especies de anélidos se
reproducen de forma asexual por medio de un proceso de fragmentacion que se

conoce como autotomia (Martinez et al., 2021).

A pesar de los esfuerzos por comprender la regeneracion en anélidos Zattara y Bely
(2016) reportan que, de 401 especies estudiadas, 11 son capaces de regenerar
Unicamente la region anterior, 25 solo regeneran la region posterior y 212 regeneran
ambas regiones. Con estos datos y estudios previos (Bely et al., 2014), se sugiere

gue la capacidad de regeneracion posterior es un rasgo ancestral para el filo.

Dentro de los linajes de anélidos con alta capacidad regenerativa, se ha estudiado
el proceso de regeneracion, evidenciandose que puede desarrollarse mediante el
proceso de epimorfosis, por morfalaxis y en algunos organismos se puede dar una
combinacion de ambos procesos (Martinez et al., 2005). En los anélidos se ha
estudiado principalmente el desarrollo de células pluripotenciales y multipotentes,
ya que, tanto en los anélidos juveniles como en los adultos, la zona posterior
presenta un crecimiento constante; por lo que se conoce que en algunas de las
especies capaces de regenerar esta region es altamente proliferativa, produciendo
los segmentos nuevos para el crecimiento normal y dando lugar a células

progenitoras de nuevos tejidos durante la regeneracion (Ozpolat y Bely, 2016).

El género Lumbriculus (Clitellata: Lumbriculidae) ha sido ampliamente estudiado
para el entendimiento del proceso de regeneracion en anélidos debido a las
multiples especies con capacidad regenerativa que componen el género. Se

presentan especies que regeneran todo su cuerpo a partir de un solo segmento y
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esta capacidad no solo permite recuperar la estructura, sino también la funcion de

dichos organismos (Martinez et al., 2021).

La investigacion sobre el proceso de regeneracion en el género Lumbriculus ha
permitido entender y proponer las etapas que comprenden al proceso de
regeneracion. Martinez et al. (2021), dividieron el fenébmeno de la regeneracion en
Lumbriculus en cinco etapas. La etapa 1 es la curacion de la herida, en la que justo
después de la amputacién un grupo de musculos circulares que componen la pared
corporal se contraen cerrando la cavidad celémica e impidiendo el contacto con el
exterior. En la etapa 2, formacion del blastema, se da la ingresién desde la epidermis
de células en proliferacién que formaran una masa de células des diferenciadas y
sin pigmento. La etapa 3, diferenciacion del blastema, las células que componen el
blastema comienzan a diferenciarse formando un prostomio con forma de cono en
la parte anterior y el pigidio en el ano para la parte posterior; en esta etapa se da la
diferenciacion de un ganglio cerebral, un estomodeo, una faringe, las neuritas que
dan la conexion al ganglio cerebral con el cordén nervioso ventral y los anillos
musculares circulares se forman de novo. La etapa 4, es la resegmentacion y en
ella las células del blastema se dividen en grupos para completar otras estructuras,
los ganglios nerviosos se forman de un grupo ventral, se termina de formar el
cerebro y musculos circulares adyacentes a la epidermis, lo que permite que se
vayan formando nuevos segmentos a la parte posterior. Por ultimo, la etapa 5, el
crecimiento, en la que se ha concluido la diferenciacion y la parte regenerada debe
retomar el tamafio proporcional al demas cuerpo para su correcto funcionamiento
(Martinez et al., 2021).

2.2.1 El sistema nervioso en la regeneraciéon de anélidos
En experimentos enfocados al funcionamiento del corddén nervioso en la

regeneracion de algunas especies de oligoquetos se ha observado una alta

capacidad regenerativa, estudiando principalmente la regeneracion de las fibras
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gigantes (Drewes et al.,1988; Lesiuk, y Drewes, 2001). En la regeneracion de
miembros del género Lumbriculus se ha visto que tal proceso requiere de un
extremo de corddén nervioso ventral cortado, el cual se recupera y comienza a
formarse a la par del blastema. También se han hecho extracciones del cordén
nervioso ventral, lo que da como resultado la regeneracion fuera de lugar que llega

a formar la extremidad anterior o la posterior (Martinez et al., 2021).

2.3 Lumbriculus variegatus como modelo en el proceso de regeneracion

La especie L. variegatus ha sido ampliamente estudiada y utilizada como modelo
para el entendimiento del proceso de regeneracién en anélidos. L. variegatus tiene
la capacidad de regenerar en ambos sentidos: anterior y posterior a partir de un solo
segmento corporal (Martinez et al., 2021). Tras sufrir una lesién forma un blastema
en el que se observa una proliferacion de células a 24 horas post amputacion (hpa),
el crecimiento y surgimiento de nuevos tejidos es visible a 120 hpa, hasta llegar a
una temporalidad de 2 semanas en las que se concluye el proceso de regeneraciéon
(Téllez, 2022).

De acuerdo con Lesiuk y Drewes (2001), L. variegatus cuenta con caracteristicas
que lo vuelven ideal para el estudio de la plasticidad neural, estas son su alta
capacidad de regeneracion de segmentos, la formacion de novo del cordon nervioso
ventral y la capacidad para la transformacién morfalactica del sistema nervioso. Se
han identificado cambios morfalacticos pasando 48 horas tras una lesién (Téllez,
2022) y respuestas de escape mediadas por la fibra gigante media de 6 a 24 horas

tras un proceso de fragmentacion (Lybrand et al., 2019).
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3. Mielina

3.1 Mielina

La mielina es definida “como una vaina formada por multiples capas de membranas
que rodean los axones nerviosos” (Roots, 2008) y tiene la funcion de facilitar la
propagacion y aumentar la velocidad en los impulsos nerviosos (Roots, 2008;
Werner, 2013). Estas capas estan compuestas principalmente de lipidos y
proteinas. La mielina ha sido estudiada y caracterizada ampliamente en los
organismos vertebrados; sin embargo, se han reforzado las investigaciones en las
que la presencia de mielina no es unica de organismos vertebrados, sino también
de organismos invertebrados, en los que se describe la existencia de capas que
recubren los axones nerviosos. Aunque algunas de estas capas pueden variar en
cuanto a su composicion o estructura (Schweigreiter et al., 2006), se ha comparado
su funcion (Gunther, 1976; Kusano, 1966; Kusano y LaVail, 1971) y estas
investigaciones sugieren que la definicion y su descripcién, no deben limitarse en

términos unicamente a vertebrados (Hartline, 2008).

La funcion de la mielina esta dada por una vaina axonal compuesta de multiples
laminas que aumentan la velocidad de conduccién del impulso nervioso. El proceso
de propagacion del impulso es conocido como conduccion saltatoria, inicia cuando
el impulso ingresa por medio de canales de sodio en un nodulo, este es una regién
en el axén desprovista de mielina y a lo largo del axén se encuentran multiples
nodulos. Se forma una membrana internodal que permite la propagacién del impulso
con mayor velocidad ya que la vaina reduce la capacitancia (Hartline, 2008;
Schweigreiter et al., 2006). Este proceso aumenta la velocidad de conduccion en
una magnitud mayor a comparacion de una fibra no mielinizada que posea el mismo
diametro (Hartline, 2008; Roots, 2008).
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3.2 Mielina en invertebrados

Se ha identificado la presencia de vainas axonales en organismos invertebrados de
distinto grupo taxondomico: en miembros de Anélida y Artrépoda. En estos
organismos se han observado vainas que presentan las propiedades funcionales y
estructurales caracteristicas de la mielina. De acuerdo con Hartline (2008) “las
similitudes entre la mielina de diferentes taxones son mayores que las diferencias”,
pero existe una amplia divergencia entre estos grupos mielinizados por lo que es
poco probable que provengan de un ancestro en comun. Con ello se propone que
el surgimiento de la mielina en estos tres grupos ha sido de manera independiente

como un ejemplo de evolucién convergente (Roots, 2008).

A través de estudios de microscopia electronica se ha observado que la mielina de
distintos grupos de invertebrados tiene una estructura y funcién similar (Hartline y
Colman, 2007). Es importante reconocer el papel evolutivo que confiere la presencia
de mielina en el sistema nervioso de invertebrados, por o que se plantea que la
principal funcidén es el proporcionar mayor velocidad de conduccidon del sistema
nervioso (Hartline, 2008).

Hartline (2008) menciona que la hipétesis de las ventajas que otorga la presencia
de mielina son el posibilitar en los organismos un mayor tamafno corporal, ya que
facilita el mantener una comunicacion entre las partes distantes. A su vez permite
mejorar la sincronizacion de eventos, por lo que reduce el tiempo en la
comunicacion entre dos puntos y la reduccién del requerimiento energético,
permitiendo mejorar la capacidad de un organismo para resistir niveles bajos de

oxigeno y periodos de inanicion.

3.3 Comparacion de la mielina de anélidos y vertebrados

El estudio de la estructura y composicion de la mielina en distintos taxones ha

permitido ampliar su definicion y descripcidn, volviendo su funcionalidad uno de los
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aspectos mas importantes. Se han encontrado similitudes significativas en las
caracteristicas que presenta la mielina en distintos organismos tanto de
invertebrados como vertebrados (Lybrand et al., 2019), al igual que diferencias que

proponen que la mielina tiene un origen en la evolucién convergente (Roots, 2008).

En el caso de los anélidos se cuenta con una referencia del estudio de la
composicion de la membrana mielinica. En Lumbricus terrestris se presenta una
predominancia en proteinas de 42 y 80 kDa y en una porcion menor proteinas de
28 a 32 kDa, que, en comparacion a la composicion proteica de la membrana en
vertebrados, no presenta el contenido proteico importante como: la proteina basica
de la membrana (MBP), la proteina proteolipidica (PLP) o la glicoproteina asociada
a la mielina (MAG) (Roots, 2008). Estas proteinas son esenciales en la
conformacién de la mielina en vertebrados. La MBP es una proteina esencial en la

mielinizacion del sistema nervioso central (Nawaz, 2013).

De forma estructural Hartline (2008) propone que “las similitudes entre las mielinas
de diferentes taxones son mayores que las diferencias”, basandose en la
comparacion de cuatro rasgos: multiplicidad de la membrana, condensacion de la

membrana, sellos marginales y en los nodos.

En anélidos oligoquetos y en vertebrados se comparte la similitud de multiples
membranas no conductoras que rodean fuertemente los axones y que presentan un
enrollamiento en forma de espiral (Hartline, 2008). La condensacion de la
membrana en oligoquetos se define como semicompacta, en los vertebrados las
membranas son compactas en su totalidad. Esta es una forma de sellar vias de
corriente extracelular que evitan el fallo con el aislamiento de la membrana (Roots,
2008). Otra forma de bloquear el fallo en la corriente es la estructura que confieren
los bordes marginales. En oligoquetos estos bordes marginales estan
especializados y son similares a los desmosomas, confieren la estructura de
filamentos gliales (Hartline, 2008). Mientras que en vertebrados se crean estructuras
septadas que presentan la union con los axones y permiten en sellado en la

membrana (Roots, 2008). Las caracteristicas y el tamafio de los nédulos son
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importantes para el proceso de conduccidn del impulso nervioso. Los nodulos son
interrupciones en la membrana mielinica. En los oligoquetos los nédulos se definen
como “fenestrados” y han sido observados mas a manera de poros circulares
restringidos que atraviesan la membrana (Roots, 2008). En vertebrados la definiciéon
de los nodulos es bien conocida y se definen con forma anular y rodeando el axén
(Hartline, 2008).

3.4 Mielina en L. variegatus

Estudios recientes reportan la presencia de mielina en anélidos, en especifico para
miembros del género Lumbriculus (Hartline, 2008), y la especie L. variegatus no es
la excepcion (Drewes y Brinkhurst 1990; Roots, 2008). Se plantea que tal
caracteristica ayuda al aumentar la velocidad de conduccion en las fibras gigantes,

facilitando un reflejo de escape rapido (Martinez et al., 2021).
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HIPOTESIS

Lumbriculus variegatus es capaz de llevar a cabo el proceso de regeneracion de la
mielina en una temporalidad definida durante el proceso de regeneracion del

sistema nervioso.

OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar la morfologia de la mielina en las fibras nerviosas gigantes en Lumbriculus
variegatus durante y después de la regeneracion, con el fin de establecer el tiempo

en que regenera la mielina de las fibras nerviosas gigantes.

Objetivos especificos

1) Elaborar una descripcién de la morfologia de la mielina en las fibras nerviosas

de Lumbriculus variegatus durante la formacion y desarrollo del blastema.

2) Establecer el margen de temporalidad en que se lleva a cabo el recubrimiento
de mielina de las fibras nerviosas de Lumbriculus variegatus durante el
proceso de regeneracion en la region anterior utilizando ensayos de tincién

de fluorescencia.

3) Establecer un margen de temporalidad en que se lleva a cabo el
recubrimiento de mielina de las fibras nerviosas de Lumbriculus variegatus
durante el proceso de regeneracion en la region posterior utilizando ensayos

de fluorescencia.
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MATERIALES Y METODO

Cultivo de L. variegatus

Se usaron ejemplares de L. variegatus, adquiridos del proveedor comercial
Aquarem, los cuales se mantuvieron en contenedores de plastico transparentes tipo
pecera (proporciones de 30 cm x 20 cm x 20 cm). Las tapas de estos contenedores
contaron con perforaciones que permitieron el flujo de oxigeno. A los contenedores
se les agregd aproximadamente 400 ml de agua purificada, procurando que las
lombrices quedaran superficialmente cubiertas, y también se afiadieron tiras de
toallas de papel biodegradable de 2.5 cm de ancho usadas como sustrato artificial
(Lesiuk y Drewes, 2001). Los contenedores se colocaron en las condiciones
especificas de 5° C y expuestos a poca luz. Para su mantencioén y estabilidad, se
realiz6 un cambio de agua dos veces por semana y en cada cambio se agregd
espirulina en polvo como alimento rociando sobre la superficie del agua (Téllez et
al., 2021).

Tratamiento

Para realizar el experimento se requiri6 de 96 organismos, los cuales se
seleccionaron por medio de la observacion en estereoscopio, tomando en cuenta
caracteristicas importantes como: no presentar anormalidades, que contaran con
cabeza y cola, que no se hubieran seccionado recientemente (que no se visualizara
un blastema o extremidad con poca o nula pigmentacion), que el tamano total del
cuerpo fuera mayor a 2.5 cm, y que no presentaran cualquier otro caracter distintivo.
Los organismos seleccionados fueron seccionados en la parte media utilizando una
navaja de bisturi de forma ventral; separando la parte anterior (incluyendo la
cabeza) y la parte posterior (incluyendo la cola) en cajas Petri. Se colocaron 12
organismos por caja teniendo un total de 16 cajas Petri: 8 cajas Petri con 12
organismos con regién anterior y 8 cajas Petri con 12 organismos con region

posterior. A las 16 cajas Petri se les agrego agua purificada y se colocaron en una
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incubadora manteniéndola a 20°C mientras se llevaba a cabo el proceso de

regeneracion requerido para cada tratamiento.

Fijacion

Para visualizar el surgimiento de la mielina durante el proceso de regeneracion se
escogid una caja Petri con regiones anteriores y otra con regiones posteriores por
cada 24h; es decir, cada 24h se fijaron 2 tratamientos: uno correspondiente a la
parte anterior y el otro a la parte posterior por 8 dias, teniendo por tanto fijacion a
las 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 y 192 horas post amputacion (hpa).

Pasando las horas requeridas para la regeneracion, segun lo requiriera cada
tratamiento respectivamente, en un tubo Eppendorf se colocaron los organismos
correspondientes a un tratamiento (12 organismos), con ayuda de una pipeta se
retird la mayor cantidad de agua posible, y se agregdé 400 um de solucion fijadora
de paraformaldehido al 4 % (elaborada 1:1 con Paraformaldehido al 8 % y Buffer de
paraformaldehido). La solucion fijadora se dejo actuar durante una hora. Pasada la
hora, se retird del tubo la solucién fijadora y se hicieron tres enjuagues utilizando
tampodn fosfato salino (PBS). Por ultimo, se dejo la muestra en PBS y se almacend

a 5°C para ser utilizada posteriormente.

Laminillas

Para la elaboracion de laminillas se requirio la preparacion de 4 cortes para cada
organismo por tratamiento. Estos cortes se realizaron en la region de la
regeneracion: es decir, a los tratamientos separados con la region anterior se les
hicieron 4 cortes en la parte que regenerd para recuperar la parte posterior y en los
separados como region posterior se realizaron 4 cortes en el sitio de recuperacion
de la region anterior. Los cortes fueron hechos ventralmente, lo mas finamente
posible con ayuda de una navaja tipo exacto en punta de acero SK5, grosor de hoja
de 0.05 mm.
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El orden de estos 4 cortes por organismo corresponde a: la region mas extrema del
blastema (Regenerante 2); el siguiente a esta region es el blastema junto al sitio de
amputacion (Regenerante 1); el siguiente pertenece al cuerpo en donde se realizo
la amputacion (No Regenerante 1); y por ultimo el continuo a esta region del cuerpo
(No Regenerante 2), en la figura 1 se muestra el orden de los cortes
correspondientes a la regién anterior: Anterior Regenerante 2 (AR2); Anterior
regenerante 1 (AR1); Anterior no Regenerante 1 (AR1); y Anterior no Regenerante
2 (ANR2). La figura 2 corresponde a los cortes en la regién de recuperacion
posterior: Posterior Regenerante 2 (PR2); Posterior regenerante 1 (PR1); Posterior
no Regenerante 1 (PR1); y Posterior no Regenerante 2 (PNR2). Los cortes fueron

almacenados en un tubo Eppendorf con 600uL de PBS y almacenados a 4°C para

ser usados posteriormente.

—7

Figura 1. Representacion esquematica de los cortes realizados en la regién anterior, siendo
la parte mas clara el blastema: Anterior Regenerante 2 (AR2); Anterior regenerante 1(AR1);

Anterior no Regenerante 1 (ANR1); y Anterior no Regenerante 2(ANR2).
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Figura 2. Representacion esquematica de los cortes realizados en la region
posterior, siendo la parte mas clara el blastema: Posterior Regenerante 2 (PR2);
Posterior regenerante 1(PR1); Posterior no Regenerante 1 (PNR1); y Posterior no
Regenerante 2(PNR2).

Tincién

Para elaborar la tincion, en una placa para cultivo celular se juntaron los cortes por
region; es decir, en un pozo se colocaron los 12 cortes pertenecientes a AR1, en
otro los 12 cortes correspondientes a AR2, en otro los correspondientes a ANR1 y
uno mas para los cortes ANR2. Se repitié el procedimiento para los cortes de la
region posterior. Una vez colocados en el pozo, se retird el PBS con el que fueron
almacenados, para la tincion. En cada pozo se colocaron 400 uL por pozo de
tetraciclina preparada al 0.5%, la cual es capaz de tefir las membranas de mielina
de vertebrados e invertebrados (Pereyra y Roots, 1988), la cual se dej6é actuar por
2 minutos. Pasado este tiempo se realizaron dos enjuagues con agua destilada,

posteriormente se agregaron 400 pL de alumbre KAI(SO4)2 preparado al 1%,
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dejando reposar durante 6 minutos, y pasando este tiempo se realizaron 3
enjuagues con agua destilada. Se realiz6 una tincion de un corte en la regién media
y se tifid bajo el mismo proceso para ser utilizado como control en relacion con los

resultados (Fig. 3).

Los cortes fueron montados sobre un portaobjetos y se agregd una gota de glicerol
anhidro que recubri6 los cortes para evitar que la muestra se secara. Los cortes
fueron observados bajo microscopio de fluorescencia marca UNICO, modelo
G506HS, filtro de excitacion 475 y filtro de emisidn 520. Se usé el aumento 20X. Las
imagenes se obtuvieron utilizando la camara de un movil, usando el lente gran

angular de 50MP, ISO 800 para rescatar la sefial en las fotos de fluorescencia.
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Figura 3. Corte ventral en una regién media del cuerpo de L. variegatus. (A) Corte ventral
observado bajo microscopio optico, aumento 20x. (B) Corte ventral observado en
microscopio de fluorescencia, aumento 20x, con sefial de las fibras gigantes; fgl, fibra

gigante lateral; fgm, fibra gigante media; cnv, cordén nervioso ventral; i, intestino.
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RESULTADOS

Descripcion de la morfologia de la mielina durante la regeneracion de la regién
anterior

Morfologia anterior 24 hpa:

En esta temporalidad fue complicado distinguir entre el tejido que compone el
blastema. La coloracion fue poco distintiva, no se encontré presencia de las fibras
gigantes y tampoco del cordon nervioso. En AR1, la region del blastema mas
cercana al cuerpo, unicamente se observé en el centro el tejido del intestino que
aun no se desarrollaba en su totalidad pues presentaba una delimitacion en forma
circular y estaba rodeado por tejido color rojizo (Fig. 4B). En los cortes AR1 tefidos
no fue posible distinguir la region en donde se formaria el corddn nervioso,
unicamente se observé al intestino y las regiones que darian lugar a la vena dorsal

y a la vena ventral (Fig. 4C).

La comparacion de la estructuracién que mantenian los cortes de ARN1, la region
del cuerpo cercana al corte es muy distinta, permiti6 observar al intestino bien
desarrollado, rodeado de musculo, la vena ventral y vena dorsal estuvieron bien
delimitadas (Fig. 4D) y se identifico la estructura del cordon nervioso. Por medio de
la tincion fue posible observar la sefal de la mielina presente en las fibras gigantes
(Fig. 4E).

32



Figura 4. Cortes de region anterior de 24 hpa. (A) Esquema de las regiones de corte; la
zona en color representa los cortes; AR1(By C) y ANR1(D y E). (B) AR1 es la region del
blastema cercana al cuerpo, se distingue poco el tejido. (C) AR1 regién del blastema
cercana al cuerpo bajo filtro de fluorescencia. (D) ARN1 regién del cuerpo cercana al
blastema. (E) ARN1 regién del cuerpo cercana al blastema observada bajo filtro de
fluorescencia, la flecha indica la sefial que distingue la presencia de una fibra gigante; cnv,

corddn nervioso ventral; i, intestino; vd, vena dorsal; vv, vena ventral.
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Morfologia anterior 48 hpa:

La estructuracion y distincion de los tejidos continuo siendo compleja, en AR1 se
distinguio el tejido del intestino, la vena ventral y la vena dorsal (Fig. 5B). Si bien fue
posible notar una formacién del cordén nervioso, esta estructura fue poco definida
y aun no se encontré una sefial emitida por la mielina de las fibras nerviosas, por lo

que las fibras gigantes no son evidentes (Fig. 5C).

El cambio estructural en el tejido de ANR1 fue parecido al observado a las 24hpa,
se encuentran definidos el intestino, la vena dorsal y el cordon nervioso (Fig. 5D)
Bajo tincién fue posible observar la sefial para mielina en circunferencias amorfas,
por lo que no pudo hacerse la distincion clara de cual representa a la fibra gigante

media o las fibras gigantes laterales (Fig. 5E).
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Figura 5. Cortes de region anterior de 48 hpa. (A) Esquema de las regiones de corte; la
zona en color representa los cortes; AR1(By C) y ANR1(D Y E). (B) AR1 es la region del
blastema cercana al cuerpo. (C) AR1 regién del blastema cercana al cuerpo bajo filtro de
fluorescencia. (D) ARN1 region del cuerpo cercana al blastema. (E) ARN1 region del cuerpo
cercana al blastema observada bajo filtro de fluorescencia, las flechas indican la sefal de
mielina en las fibras gigantes; cnv, corddn nervioso ventral; J, intestino; vd, vena dorsal; vv,

vena ventral.
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Morfologia anterior 72 hpa:

La distincidon y orientacion del tejido fue mas clara en AR1, se identificé el intestino
rodeado de tejido que posiblemente dara lugar al musculo; las venas dorsal y ventral
fueron evidentes y fue posible distinguir la region del cordon nervioso ventral (Fig.
6B). Bajo fluorescencia fue notoria una estructura definida en forma de “w”, esta era
distintiva entre el resto del tejido y posiblemente parte de las células primordiales
para la formacion del corddn nervioso. Ademas, se observd el celoma y una

definicidn mucho mas solida de la pared corporal (Fig. 6C).

La complejidad y estructuracion de ANR1 fue mas definida en comparacion a las 24
y 48 hpa, pues ademas del intestino rodeado por el musculo y la vena dorsal y
ventral, fue posible identificar las fibras gigantes laterales y la fibra gigante media
dentro del corddn nervioso (Fig. 6D). Ademas, fue posible observar la sefial emitida

por la mielina es las fibras gigantes (Fig. 6E).

36



Figura 6. Cortes de region anterior de 72 hpa. (A) Esquema de las regiones de corte; la
zona en color representa los cortes; AR1(By C) y ANR1(D Y E). (B) AR1 es la region del
blastema cercana al cuerpo. (C) AR1 region del blastema cercana al cuerpo bajo filtro de
fluorescencia. (D) ARN1 region del cuerpo cercana al blastema, se observa la presencia de
las fibras gigantes. (E) ARN1 region del cuerpo cercana al blastema observada bajo filtro
de fluorescencia, con sefial de mielina en las fibras gigantes; fgl, fibra gigante lateral; fgm,
fibra gigante media; cnv, cordén nervioso ventral; i/, intestino; vd, vrna dorsal; vv, vena

ventral.
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Morfologia anterior 96 hpa:

En AR1 la estructuracion de los tejidos parecid mantenerse, las venas ventral y
dorsal se presentaron de forma ovalada-irregular, pero mas definida en
comparacion con los tratamientos antes analizados; el cordon nervioso de forma

ovalada continuo formando una “w” (Fig. 7B y C).

En ANR1 se observd una definicion de los tejidos, compuesta por el intestino
rodeado de musculo, la vena dorsal y vena ventral. En el corddén nervioso se
distinguié notoriamente que las células forman una “w” que se va dispersando hacia
el margen del cordén (Fig. 7D). También se presentaron las tres fibras gigantes, y

el marcado para la presencia de mielina (Fig. 7E).
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Figura 7. Cortes de region anterior de 96 hpa. (A) Esquema de las regiones de corte; la
zona en color representa los cortes; AR1(By C) y ANR1(D Y E). (B) AR1 es la region del
blastema cercana al cuerpo. (C) AR1 regién del blastema cercana al cuerpo bajo filtro de
fluorescencia. (D) ARN1 region del cuerpo cercana al blastema. (E) ARN1 region del cuerpo
cercana al blastema observada bajo filtro de fluorescencia; con sefial de mielina en las
fibras gigantes; fgl, fibra gigante lateral; fgm, fibra gigante media; cnv, cordén nervioso

ventral; i, intestino; vd, vrna dorsal; vv, vena ventral.
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Morfologia anterior 120 hpa:

En AR2 no fue clara la orientacion ventral-dorsal, ni la distincion de los tejidos,
unicamente se reconocio el tejido que forma al intestino y la presencia de las venas
sanguineas (Fig. 8B). Pudo distinguirse el celoma que divide la region de la pared
corporal y el intestino. Ademas, este delimitaba la zona en que se encontraban la
vena dorsal y ventral, y no hubo presencia o indicio de la formacién del cordén
nervioso (Fig. 8C). El cambio en la estructuracion de los tejidos fue notorio en los
cortes AR1 en comparacion a los tratamientos de temporalidad pasada. Fue
evidente la orientacién en la que se distinguio el intestino de forma circular, rodeado
por tejido rojizo que continud la circunferencia y en él estaban insertas las venas
dorsal y ventral. Se observo el corddn nervioso bien definido (Fig. 8D), separado del
resto del tejido por el celoma, y la formacion en “w” continio siendo muy distintiva,

no fue posible observar sefal para las fibras gigantes (Fig. 8E).
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Figura 8. Cortes de regién regenerante anterior de 120 hpa. (A) Esquema de las regiones
de corte; la zona en color representa los cortes; AR2(By C) y AR1(D y E). (B) AR2 es la
region extrema del blastema; (C)AR2 la regién extrema del blastema observada bajo filtro
de fluorescencia; (D) AR1, el blastema mas cercano al resto del cuerpo; (E) AR1, el
blastema mas cercano al resto del cuerpo bajo filtro de fluorescencia; cnv, cordén nervioso

ventral; i, intestino; vd, vena dorsal; vv, vena ventral.
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Los cortes en ANR1 a las 120 hpa, mostraron mantener su estructura en la que se
identifico el intestino, parte de los musculos, las venas ventral y dorsal, ademas de
la region bien definida distintiva a las células que rodeaban el cuerpo (Fig. 9B). En
el corddn nervioso fue posible observar las fibras gigantes, las cuales se
presentaron marcadas en respuesta a la sefal emitida por la tincion de la mielina
(Fig. 9C). En los cortes de ANR2 esta estructuracion se mantuvo, los tejidos fueron
similares, a diferencia de una musculatura mas definida (Fig. 9D). En el corddn
nervioso fue posible observar las tres fibras gigantes, las cuales presentan la senal

con relacion a la tincion de la mielina (Fig. 9E).
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Figura 9. Cortes de region no regenerante anterior de 120 hpa. (A)Esquema de las regiones
de corte; la zona en color representa los cortes; ANR1(By C) y ANR2(D y E). (B) ARN1, es
la regidn mas cercana al blastema; (C) ARN1, mas cercana al blastema observada bajo
filtro de fluorescencia, se observa la presencia de senal de mielina en las fibras gigantes;
(D) ARNZ2, mas cercana al resto del cuerpo; (E) ARN2, mas cercana al resto del cuerpo bajo
filtro de fluorescencia, se observa la presencia de sefal de mielina en las fibras gigantes;
fgl, fibra gigante lateral; fgm, fibra gigante media; cnv, cordén nervioso ventral; i, intestino;

vd, vena dorsal; vv, vena ventral.
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Morfologia anterior 144 hpa:

Bajo esta temporalidad los cortes AR2, mostraron mayor definicion en comparacion
a los tratamientos pasados. La organizacién del intestino y venas permitieron la
orientacién dorsoventral, ademas fue posible comenzar a notar los indicios de la
formacién del corddn nervioso en esta region (Fig. 10B). La tincidn permitié observar
una sefal leve de las células comenzando a formar la “w” y se percibieron sefiales
muy bajas que representan la tincion de la mielina durante el surgimiento de las
fibras gigantes (Fig. 10C). Los cortes de AR1 mostraron una estructuracion solida
conformada por el intestino, las venas, el cordon nervioso (Fig. 10D) y las células
de la pared corporal diferenciadas del resto por un amplio celoma. Se registro la
primera observacion de la sefial de mielina en la presencia de las fibras gigantes

para esta region (Fig. 10E).
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Figura 10. Cortes de region regenerante anterior de 144 hpa. (A) Esquema de las regiones
de corte; la zona en color representa los cortes; AR2(By C) y AR1(D y E). (B) AR2 es la
region extrema del blastema; (C)AR2 la regién extrema del blastema observada bajo filtro
de fluorescencia, se observa la sefial de mielina en las fibras gigantes; (D) AR1, el blastema
mas cercano al resto del cuerpo; (E) AR1, el blastema mas cercano al resto del cuerpo bajo
filtro de fluorescencia se observa la sefial de mielina en las fibras gigantes; fgl, fibra gigante
lateral; fgm, fibra gigante media; cnv, corddn nervioso ventral; J, intestino; vd, vena dorsal;

vV, vena ventral.
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En los cortes ANR1 la estructura se mantuvo en comparacioén al corte realizado en
una parte media del cuerpo (Fig. 2). El tejido muscular se definié y fue observado
rodeando al intestino (fig. 11B). Se presentdé un amplio celoma y fue evidente la
senal en la mielina de las fibras gigantes (Fig. 11C). ANR2 fue constante con
respecto a los observado en cortes de esta regidn en otras temporalidades pasadas,
el tejido muscular fue mas grande (Fig. 11D) y en el corddn nervioso se evidencié la

senal de mielina en las fibras gigantes (Fig. 11E).

Figura 11. Cortes de region no regenerante anterior de 144 hpa. (A) Esquema de las

regiones de corte; la zona en color representa los cortes; ANR1(By C) y ANR2(D y E). (B)
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ARN1, es la regidon mas cercana al blastema, se observan las fibras gigantes; (C) ARN1,
mas cercana al blastema observada bajo filtro de fluorescencia, se observa la sefal de
mielina en las fibras gigantes; (D) ARN2, mas cercana al resto del cuerpo, con presencia
de las fibras gigantes; (E) ARN2, mas cercana al resto del cuerpo bajo filtro de
fluorescencia, se observa la sefial de mielina en las fibras gigantes; fg/, fibra gigante lateral;
fgm, fibra gigante media; cnv, corddn nervioso ventral; i, intestino; vd, vena dorsal; vv, vena

ventral.

Morfologia anterior 168 hpa:

La AR2 mostré poco cambio en el desarrollo de los tejidos con respecto a los cortes
analizados en la temporalidad pasada de la misma region. A diferencia de una
delimitacién mas clara para las venas ventral y dorsal con una forma circular amorfa,
se observé una reduccidon de espacio para la vena ventral entre el cordén nervioso
y el intestino (Fig. 12B). El corddn nervioso presenté la formacion de la “w” y la sefial
de mielina fue mas intensa, por lo que se hacen visibles las fibras gigantes (Fig.
12C).

Los cortes de AR1, estructuralmente comenzaron a perder la forma redonda, tanto
en la pared corporal como en el intestino. Los musculos comenzaron a desplegarse,
las venas dorsal y ventral adquirieron forma mas limitada y redonda (Fig. 12D), y
fue posible distinguir la senal emitida por la mielina en los axones gigantes (Fig.
12E).
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Figura 12. Cortes de region regenerante anterior de 168 hpa. (A) Esquema de las regiones
de corte; la zona en color representa los cortes; AR2(By C) y AR1(D y E). (B) AR2 es la
region extrema del blastema; (C)AR2 la regién extrema del blastema observada bajo filtro
de fluorescencia, las flechas indican la observacion de la sefial de mielina en las fibras
gigantes; (D) AR1, el blastema mas cercano al resto del cuerpo; (E) AR1, el blastema mas
cercano al resto del cuerpo bajo filtro de fluorescencia se observa la sefial de mielina en las
fibras gigantes; fgl, fibra gigante lateral; fgm, fibra gigante media; cnv, cordén nervioso

ventral; i, intestino; vd, vena dorsal; vv, vena ventral.
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Los cortes de ANR1 y ANR2 llegaron al punto de ser muy idénticos en cuanto a
estructura y tamafio entre si y en comparacién a un corte ventral de la regién media
(Fig. 2). No hubo cambios distintivos entre los tejidos y en ambos se obtuvo la sefal

de mielina en las fibras gigantes (Fig. 13).

Figura 13. Cortes de regidon no regenerante anterior de 168 hpa. (A) Esquema de las

regiones de corte; la zona en color representa los cortes; ANR1(By C) y ANR2(D y E).
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(B) ARN1, es la regiébn mas cercana al blastema; (C) ARN1, mas cercana al blastema
observada bajo filtro de fluorescencia, se observa la senal de mielina en las fibras gigantes;
(D) ARNZ2, mas cercana al resto del cuerpo; (E) ARN2, mas cercana al resto del cuerpo bajo
filtro de fluorescencia, se observa la sefal de mielina en las fibras gigantes; fgl, fibra gigante
lateral; fgm, fibra gigante media; cnv, corddn nervioso ventral; J, intestino; vd, vena dorsal;

vv, vena ventral.

Morfologia anterior 192 hpa:

Los cortes AR2 comenzaron a cambiar en cuanto a la forma estructural dada desde
la pared corporal, comenzandose a ensanchar, y perdieron la forma redonda que se
habia visto en los cortes AR2 de los tratamientos anteriores (Fig. 14B). El corddn
nervioso continud presentando la sefial en forma de “w” evidente y se distinguid la
sefal para la mielina en las fibras gigantes (Fig. 14C). Los cortes de AR1 se
mantuvieron en cuanto al desarrollo de sus tejidos, no hubo mayor cambio aparente
y la mayoria del tejido muscular no presenté cambio (Fig.14D). Sin embargo, la

sefal de la mielina para las fibras gigantes presento mayor intensidad (Fig. 14E).

50



Figura 14. Cortes de region regenerante anterior de 192 hpa. (A) Esquema de las regiones
de corte; la zona en color representa los cortes; AR2(By C) y AR1(Dy E). (B) AR2 es la
region extrema del blastema; (C)AR2 la regién extrema del blastema observada bajo filtro
de fluorescencia, se observa la sefial de mielina en las fibras gigantes; (D) AR1, el
blastema mas cercano al resto del cuerpo; (E) AR1, el blastema mas cercano al resto del
cuerpo bajo filtro de fluorescencia se observa la sefial de mielina en las fibras gigantes; fgl,
fibra gigante lateral; fgm, fibra gigante media; cnv, cordén nervioso ventral; J, intestino; vd,

vena dorsal; vv, vena ventral.
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Bajo esta temporalidad los cortes pertenecientes a las regiones del cuerpo ANR1 y
ANRZ2, no presentaron cambios aparentes en la organizacién o composicion de sus

tejidos. En el corddn nervioso de ambas regiones se observo la sefial de mielina en

las fibras gigantes (Fig. 15).

cnv

Figura 15. Cortes de region no regenerante anterior de 192 hpa. (A) Esquema de las

regiones de corte; la zona en color representa los cortes; ANR1(By C) y ANR2(D y E).
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(B) ARN1, es la regiébn mas cercana al blastema; (C) ARN1, mas cercana al blastema
observada bajo filtro de fluorescencia, se observa la sefial de la mielina en las fibras
gigantes; (D) ARN2, mas cercana al resto del cuerpo; (E) ARN2, mas cercana al resto del
cuerpo bajo filtro de fluorescencia, se observa la senal de la mielina en las fibras gigantes;
fgl, fibra gigante lateral; fgm, fibra gigante media; cnv, cordén nervioso ventral; i, intestino;

vd, vena dorsal; vv, vena ventral.

Descripcion de la morfologia de la mielina durante la regeneracion de la regiéon
posterior

Morfologia posterior 24 hpa:

Bajo esta temporalidad la organizacion de los tejidos fue muy temprana y no se logré
encontrar una orientacion en los cortes PR1, unicamente se observé el tejido que
constituira el intestino separado por el celoma del tejido que constituye la pared

corporal (Fig. 16B y C).

En los cortes de PNR1 fue mas sencillo orientar de forma ventral-dorsal, se observo
el intestino delimitado y rodeado por tejido muscular (Fig. 16D), ademas de la
presencia del corddn nervioso, pero no hubo sefnal de la mielina ni evidencia clara

de las fibras gigantes (Fig. 16E).

53



Figura 16. Cortes de region posterior de 24 hpa. (A) Esquema de las regiones de corte; la
zona en color representa los cortes; PR1(B y C) y PNR1(D y E). (B) PR1 es la regién del
blastema cercana al cuerpo, se distingue poco el tejido. (C) PR1 regidon del blastema
cercana al cuerpo bajo filtro de fluorescencia. (D) PRN1 regién del cuerpo cercana al
blastema. (E) PRN1 region del cuerpo cercana al blastema observada bajo filtro de
fluorescencia, las flechas indican la sefial para las fibras gigantes; cnv, corddn nervioso

ventral; i, intestino; vd, vena dorsal; vv, vena ventral.
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Morfologia posterior 48 hpa:

La estructura y definicion de los cortes de PR1 fue compleja, porque no se observo
gran distincion del tejido, solo fue distintivo el tejido que daria origen al musculo por
su coloracién rojiza; pero el resto parecia un mismo tejido en el que no se diferencian

las venas ni el corddén nervioso (Fig. 17By C).

En los cortes pertenecientes a la region del cuerpo PNR1 se observé una
orientacién dorsal-ventral completa, fue posible distinguir la presencia de la vena
dorsal, el intestino rodeado de musculo, la vena ventral y el corddn nervioso, en el
cual no se expreso la sefial de mielina y tampoco fue posible reconocer la estructura

o presencia de las fibras gigantes (Fig. 17D y E).
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Figura 17. Cortes de region posterior de 48 hpa. (A) Esquema de las regiones de corte; la
zona en color representa los cortes; PR1(B y C) y PNR1(D y E). (B) PR1 es la regién del
blastema cercana al cuerpo. (C) PR1 region del blastema cercana al cuerpo bajo filtro de
fluorescencia. (D) PRN1 region del cuerpo cercana al blastema. (E) PRN1 region del cuerpo
cercana al blastema observada bajo filtro de fluorescencia, las flechas indican la sefal en

las fibras gigantes; cnv, corddn nervioso ventral; i, intestino; vd, vena dorsal.
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Morfologia posterior 72 hpa:

Los cortes de la PR1 fueron dificiles de orientar de forma dorsal-ventral. Se observo
que el intestino tuvo forma de media luna y no se situé en el centro como se vio en
los cortes de 48 hpa (Fig. 18B) si no que este se situé mas cercano a la pared
corporal, mientras que en el extremo contrario se encontrd cubierto de tejido (Fig.
18B). Mediante la fluorescencia se distinguio el celoma rodeando el intestino y no

hubo presencia del cordén nervioso en esta region (Fig. 18C).

En la region PNR1 se identific el intestino y las venas dorsal y ventral, ademas de
una notoria diferenciacién en el cordén nervioso (Fig. 18D). En el corddn nervioso
fue evidente la presencia de posibles sefiales de tincion de mielina en las fibras

gigantes, pero la intensidad de estas fue muy baja (Fig. 18E).
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Figura 18. Cortes de region posterior de 72 hpa. (A) Esquema de las regiones de corte; la
zona en color representa los cortes; PR1(B y C) y PNR1(D y E). (B) PR1 es la regién del
blastema cercana al cuerpo. (C) PR1 region del blastema cercana al cuerpo bajo filtro de
fluorescencia. (D) PRN1 region del cuerpo cercana al blastema. (E) PRN1 region del cuerpo
cercana al blastema observada bajo filtro de fluorescencia, las flechas indican la sefal en

las fibras gigantes; cnv, corddn nervioso ventral; i, intestino; vd, vena dorsal.
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Morfologia posterior 96 hpa:

En PR1 los cortes fueron dificiles de orientar; sin embargo, el intestino se identifico
orientado hacia el centro y fue perdiendo la forma de media luna que se habia
observado con anterioridad (Fig. 19B). El tejido tanto en la pared corporal interior
como en el intestino y las células y tejidos que compusieron esta estructura tuvieron
una apariencia similar pues la coloracion y la forma no permitieron distinguir alguna
otra estructura (Fig. 19B). No se observaron indicios de la formacion del corddn

nervioso, solo una pared corporal que separa el intestino por el celoma (Fig. 19C).

Los tejidos en los cortes de PRN1 mostraron el intestino rodeado de musculo, la
vena dorsal y ventral, y la presencia del corddn nervioso (Fig. 19D), el cual presento

poca sefal que pudo indicar la presencia de mielina en las fibras gigantes (Fig. 19E).

59



Figura 19. Cortes de region posterior de 96 hpa. (A) Esquema de las regiones de corte; la
zona en color representa los cortes; PR1(B y C) y PNR1(D y E). (B) PR1 es la regién del
blastema cercana al cuerpo. (C) PR1 region del blastema cercana al cuerpo bajo filtro de
fluorescencia. (D) PRN1 region del cuerpo cercana al blastema. (E) PRN1 regién del cuerpo
cercana al blastema observada bajo filtro de fluorescencia, las flechas indican la sefal en

las fibras gigantes; cnv, corddn nervioso ventral; i, intestino; vd, vena dorsal.
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Morfologia posterior 120 hpa:

En los cortes PR2 se posibilitd el comenzar a hacer una distincidn entre la parte
dorsal y la ventral. Se distinguié el tejido del intestino, que aun ligeramente mantuvo
la forma de media luna. Se presentaron bien delimitadas las venas dorsal y ventral.
La pared corporal fue gruesa (Fig. 20B) y en la regidén que se establecié como ventral
de la pared corporal se extendio el tejido que parecio daria lugar al cordon nervioso.
No se obtuvo evidencia de la sefal para la mielina en las fibras gigantes (Fig. 20C).
En PR1, los cortes también presentaron una orientacion, el intestino se encontro
mas expandido en comparacion a los cortes vistos en PR2 y se observo parte del
tejido que daria lugar a los musculos y las venas dorsal y ventral (Fig. 20D). Fue
posible identificar el indicio de la formacion del corddn nervioso, el cual surgia de un
abultamiento que se formo en la region ventral, y se percibio la sefial que daba forma
a una “w”. No fue posible identificar la presencia de las fibras gigantes, por lo que la

tincion no mostré sefal para la mielina (Fig. 20E).
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Figura 20. Cortes de region regenerante posterior de 120 hpa. (A) Esquema de las regiones
de corte; la zona en color representa los cortes; PR2(By C) y PR1(D y E). (B) PR2 es la
region extrema del blastema; (C)PR2 la regién extrema del blastema observada bajo filtro
de fluorescencia; (D) PR1, el blastema mas cercano al resto del cuerpo; (E) PR1, el
blastema mas cercano al resto del cuerpo bajo filtro de fluorescencia; cnv, cordén nervioso

ventral; i, intestino; vd, vena dorsal; vv, vena ventral.
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En las regiones correspondientes al cuerpo, la estructuracion de los tejidos se
mantuvo. Se encontrd el intestino rodeado de musculo y un amplio celoma. La
presencia de las venas ventral y dorsal fue mas evidente sin tincion (Fig. 21B y D).
En PNR1 y PNR2 fue evidente la sefal marcada por la tincion de la mielina. (Fig.
21CyE).

A
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Figura 21. Cortes de region no regenerante posterior de 120 hpa. (A) Esquema de las
regiones de corte; la zona en color representa los cortes; PNR1(By C) y PNR2(D y E).
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(B) PRN1, es la regién mas cercana al blastema; (C) PRN1, mas cercana al blastema
observada bajo filtro de fluorescencia, se observa la senal de mielina en las fibras gigantes;
(D) PRN2, mas cercana al resto del cuerpo; (E) PRN2, mas cercana al resto del cuerpo bajo
filtro de fluorescencia, se observa la sefal de mielina en las fibras gigantes; fgl, fibra gigante
lateral; fgm, fibra gigante media; cnv, corddn nervioso ventral; J, intestino; vd, vena dorsal;

vv, vena ventral.

Morfologia posterior 144 hpa:

A esta temporalidad los cortes de PR2 permitieron hacer una diferenciacion
estructural de los tejidos. El intestino se localizé centrado y no fue posible observar
los tejidos musculares que comunmente se habian observado (Fig. 17B; 18By 19B).
Las venas dorsal y ventral si estuvieron delimitadas y se observé el cordén nervioso
que se integraba al resto del tejido en la region dorsal, restringiendo el abultamiento
caracteristico observado en los cortes de temporalidad pasada (Fig. 22B); pero que
de esta forma le confirid una estructura semi ovalada (Fig. 22). No se distinguieron

las fibras gigantes y no se encontré senal de mielina (Fig. 22C).

Los cortes pertenecientes a la region del cuerpo PR1 permitieron observar una
estructuracién definida: intestino, venas dorsal y ventral. El corddén nervioso se
acabd de integrar, evitando el abultamiento dado en la regidén dorsal, por lo que la
pared queda constituida de forma ovalada (Fig. 22 D) y dentro del cordén nervioso
se comenzo a percibir la sefial de mielina en algunas de las fibras gigantes (Fig.
22E).
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Figura 22. Cortes de region regenerante posterior de 144 hpa. (A) Esquema de las regiones
de corte; la zona en color representa los cortes; PR2(By C) y PR1(Dy E). (B) PR2 es la
region extrema del blastema; (C)PR2 la regién extrema del blastema observada bajo filtro
de fluorescencia; (D) PR1, el blastema mas cercano al resto del cuerpo; (E) PR1, el
blastema mas cercano al resto del cuerpo bajo filtro de fluorescencia, se observa la sedal

de la mielina en las fibras gigantes; fgm, fibra gigante media; cnv, cordén nervioso ventral;
i, intestino; vd, vena dorsal; vv, vena ventral.

65



En las regiones PNR1 Y PNR2 no se encontré una distincion aparente y fueron
perdiendo la forma ovalada o redondeada. Se reconocieron el intestino, recubierto
por musculo bien desarrollado, y las venas ventral y dorsal en ambos cortes (Fig.
23B y D). Fue posible observar la organizacién del cordon nervioso y se distinguio

marcadamente la sefal de mielina en las fibras gigantes (Fig. 23 C y E).

Figura 23. Cortes de region no regenerante posterior de 144 hpa. (A) Esquema de las
regiones de corte; la zona en color representa los cortes; PNR1(By C) y PNR2(D y E). (B)

PRN1, es la regiébn mas cercana al blastema; (C) PRN1, mas cercana al blastema
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observada bajo filtro de fluorescencia, se observa la sefal de la mielina en las fibras
gigantes; (D) PRN2, mas cercana al resto del cuerpo, se puede observar la fibra gigante
media; (E) PRN2, mas cercana al resto del cuerpo bajo filtro de fluorescencia, se observa
la sefial de la mielina en las fibras gigantes; fgl, fibra gigante lateral; fgm, fibra gigante

media; cnv, corddn nervioso ventral; i, intestino; vd, vena dorsal; vv, vena ventral.

Morfologia posterior 168 hpa:

En PR2 la orientacion dorsoventral fue sencilla. El intestino adquirié forma triangular,
dirigiendo una de sus esquinas de forma dorsal hacia el cordén nervioso. El tejido
muscular fue poco. Se distinguieron la vena ventral y la vena dorsal. El cordén
nervioso también fue aparente (Fig. 24B) por su forma en “w” y no se percibi senal
de mielina ni presencia de las fibras gigantes (Fig. 24C). En PR1 los cortes
mantuvieron la organizacion. El intestino de igual forma fue adquiriendo una forma
triangular. El tejido muscular fue escaso y poco definido, y el corddn nervioso fue
distinguible del resto de tejidos en la cavidad corporal (Fig. 24D). Dentro del cordén
se percibid senal de baja intensidad, pero distinguible que permitié reconocer la

presencia de mielina en algunas fibras gigantes (Fig. 24E).
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Figura 24. Cortes de region regenerante posterior de 168 hpa. (A) Esquema de las regiones
de corte; la zona en color representa los cortes; PR2(By C) y PR1(Dy E). (B) PR2 es la
region extrema del blastema; (C)PR2 la regién extrema del blastema observada bajo filtro
de fluorescencia; (D) PR1, el blastema mas cercano al resto del cuerpo; (E) PR1, el
blastema mas cercano al resto del cuerpo bajo filtro de fluorescencia, las flechas indican la

ligera sefal de mielina en las fibras gigantes; cnv, corddn nervioso ventral; /, intestino; vd,
vena dorsal; vv, vena ventral.

68



Las regiones PNR1 y PNR2 presentaron similitud en cuanto a su organizacion. Los
tejidos presentaron la misma distribucidén y unicamente fueron distinguibles por la
pigmentacién, pues en PNR1 se observd poca pigmentacion (Fig. 25B), mientras
que PNR2 presentd la pigmentacion café-rojiza natural que rodea los tejidos
muscular e intestinal (Fig. 25D), como es normal en un corte de region media (Fig.
2). En ambas regiones se observo la sefal de mielina en las fibras gigantes (Fig. 25
CyE).

fgl ffn:/fgl

cnv

Figura 25. Cortes de region no regenerante posterior de 168 hpa. (A) Esquema de las

regiones de corte; la zona en color representa los cortes; PNR1(By C) y PNR2(D y E).
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(B) PRN1, es la region mas cercana al blastema, se observa la fibra gigante media; (C)
PRN1, mas cercana al blastema observada bajo filtro de fluorescencia, se observa la sefial
de las fibras gigantes; (D) PRN2, mas cercana al resto del cuerpo, se puede observar la
fibras gigantes; (E) PRN2, mas cercana al resto del cuerpo bajo filtro de fluorescencia, se
observa la sefial de mielina en las fibras gigantes; fgl, fibra gigante lateral; fgm, fibra gigante

media; cnv, corddn nervioso ventral; i, intestino; vd, vena dorsal.

Morfologia posterior 192 hpa:

PR2 se pudo observar con mayor definicidon su organizacién. Se definié el intestino
perdiendo la forma de media luna y el musculo que lo rodeaba comenzé a moverse
hacia la pared corporal. Se distinguieron la vena dorsal y ventral, y se facilité la
distincién del cordén nervioso que presentaba la caracteristica forma en “w” (Fig.
26B). Ademas, dentro del corddn nervioso se encontraron sefiales de baja
intensidad que podrian representar el surgimiento de la mielina en los cordones
nerviosos en esta region (Fig. 26C). En PR1 el intestino adopto una forma triangular;
el tejido muscular fue poco, pero se situé mas hacia la pared corporal; las venas
ventral y dorsal se encontraron definidas; y el corddn nervioso se distinguié con
claridad entre el tejido (Fig. 26D). Fue posible identificar la sefal para mielina en las

fibras gigantes de esta regién (Fig. 26E).
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Figura 26. Cortes de region regenerante posterior de 168 hpa. (A) Esquema de las regiones
de corte; la zona en color representa los cortes; PR2(By C) y PR1(D y E). (B) PR2 es la
region extrema del blastema; (C)PR2 la regién extrema del blastema observada bajo filtro
de fluorescencia, las flechas indican una baja sefial de mielina en las fibras gigantes; (D)
PR1, el blastema mas cercano al resto del cuerpo; (E) PR1, el blastema mas cercano al
resto del cuerpo bajo filtro de fluorescencia, se observa la sefial de mielina en las fibras
gigantes; fgl, fibra gigante lateral; fgm, fibra gigante media; cnv, cordén nervioso ventral; i,
intestino; vd, vena dorsal; vv, vena ventral.
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Las regiones PNR1 y PNR2 presentaron similitud a un corte de region media (Fig.
2), por lo que los tejidos no presentaron modificaciones aparentes (Fig. 27 B y D).

En ambas regiones se observo la sefial de mielina en las fibras gigantes (Fig. 27 C

y E).

100 pm

Figura 27. Cortes de regién no regenerante posterior de 168 hpa. (A) Esquema de las

regiones de corte; la zona en color representa los cortes; PNR1(By C) y PNR2(D y E).

72



(B) PRN1, es la region mas cercana al blastema, las fechas sefialan la observacion de las
fibras gigantes; (C) PRN1, regién mas cercana al blastema observada bajo filtro de
fluorescencia, las flechas indican la sefal de mielina en las fibras gigantes; (D) PRN2, mas
cercana al resto del cuerpo, se puede observar la fibras gigantes; (E) PRN2, mas cercana
al resto del cuerpo bajo filtro de fluorescencia, se observa la sefial de mielina en las fibras
gigantes; fgl, fibra gigante lateral; fgm, fibra gigante media; cnv, corddn nervioso ventral; i,

intestino; vd, vena dorsal; vv, vena ventral.
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DISCUSION

Una temporalidad definida en la regeneracion de la mielina e implicaciones
en el proceso de regeneracion de L. variegatus.

En respuesta a la hipdtesis planteada para este trabajo, se comprobd que existe
una temporalidad determinada para la regeneracion de la mielina, la cual esta
presente incluso antes de la organizacion de algunos tejidos como el intestino y el
musculo, o antes del desarrollo de estructuras mas complejas como la faringe, la
boca ectodérmica y la ramificacion de los vasos sanguineos. Por lo tanto, fue posible
reconocer que la regeneracion en la mielina ocurre antes de la etapa 3 en del
proceso propuesto por Martinez et al. (2021) de una region, ya sea anterior o
posterior; etapa en la que se observd que se desarrollan estructuras importantes

como el ganglio cerebral, la faringe, neuritas y los anillos musculares circulares.

En consecuencia, esta observacion también puede estar estrechamente
relacionada con las investigaciones de regeneracion hechas previamente para
miembros del género Lumbriculus. Se ha observado que la regeneracion de las
extremidades tanto anterior como posterior requieren de una lesibn o amputacion
del corddn nervioso, ya que el blastema comienza a formarse junto a esta zona
(Martinez et al., 2021), con lo cual se podria especular que la mielina en las fibras

gigantes de L. variegatus tiene una participacion en el proceso de regeneracion.

Esto tendria connotaciones importantes para entender en parte la biologia del
desarrollo y el proceso de regeneracion celular, ya que nos guiaria a la respuesta
de la pregunta planteada por Schweigreiter et al. (2006) “las caracteristicas de
mielinizacion ¢ facilitan/inhiben la regeneracion y la reparacion?”. Con esta
investigacion la respuesta es que la mielina en esta temporalidad puede facilitar el
proceso de regeneracion, en base a su funcion, implica el surgimiento del impulso
nervioso en los sitios de regeneracion, posibilitando una respuesta rapida y una

posible intervencidn en la organizacion de los tejidos.
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La observacidn de que se presentara una ventana de tiempo anticipada para la
regeneracion de la mielina en la region anterior en comparacion de la posterior
podria estar relacionado también con la importancia y pronta necesidad del
organismo de desarrollar una parte anterior o cabeza, por las estructuras complejas

que requiere para su sobrevivencia, como los ganglios cerebrales, la boca y faringe.

Implicaciones evolutivas para el entendimiento de sistemas nerviosos
mielinizados.

Ademas de reafirmar la presencia de mielina en un organismo invertebrado como
L. variegatus, como ya se habia descrito por Drewes y Brinkhurst (1990) y Roots,
(2008), se comprobo que la mielina regenera, proceso que no habia sido estudiado
en miembros del género Lumbriculus, pero que podria ser de importancia para
comprender histéricamente la adquisicién de caracteres evolutivos convergentes.
De acuerdo con Schweigreiter et al. (2006) se requiere de la investigacion en
muchos animales para la comprension de la evolucion en los sistemas nerviosos
mielinizados, Estos estudios nos permitiran acercarnos al entendimiento de
relaciones mas sofisticadas implicadas en el mantenimiento de las fibras

mielinizadas.

La comparacion en la evolucion de la mielina en distintos organismos podria estar
relacionada en base a su funcion, ya que la forma en que se da la conduccion del
impulso nervioso es universal (Roots, 2008) y no estrictamente guiada por la
composicion, que es en donde se han descrito las principales diferencias (Hartline,
2008). La capacidad de un organismo para regenerar mielina tiene un impacto
significativo, enfocandonos en el desarrollo, ya que se propone que la evolucién de
la mielina esta vinculada con las células gliales (Roots 2008), lo que permite abarcar
un entendimiento mas extenso en la evolucién y desarrollo de los sistemas

nerviosos.
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Implicaciones en la definicion de mielina.

Ademas de la propuesta de L. variegatus como modelo para el entendimiento del
proceso evolutivo de regeneracion, este trabajo podria aportar al entendimiento de
la existencia de mielina en invertebrados, contribuyendo a la complementacion del
concepto sesgado que aun se tiene para definir a la mielina, el cual se describe
como caracteristica principal en vertebrados. Schweigreiter et al. (2006) mencionan
que la mielina se encuentra mayormente en vertebrados y solo “una pequeia
porcion de axones de invertebrados estan mielinizados”. Si dejamos de lado el
sesgo de estudios en organismos invertebrados y redefinimos el termino de mielina,
no solo basado en su composicion estructural, y lo enfocamos a las caracteristicas
funcionales, ampliariamos la vision sobre el proceso evolutivo que tiene y ha tenido
la mielina. La propuesta de ampliar este concepto no es nueva. Si bien Roots (2008)
propone el redefinir la mielina como “una vaina de multiples capas de membranas
alrededor de los axones nerviosos que aumenta la velocidad de conduccion”, lo que
permite hacer una comparacion de la presencia de mielina en distintos organismos,
es importante la obtencién de informacion sobre los mecanismos implicados en el
desarrollo que permiten la regeneracion y el surgimiento de la mielina de forma

evolutiva en los distintos grupos de animales.

L. variegatus como organismo modelo.

L. variegatus ya ha sido propuesto como modelo de estudio para entender aspectos
importantes de la regeneracion, tales como una alta capacidad de regeneracion de
segmentos, la formacién de novo del corddn nervioso ventral y la capacidad para la
transformacién morfalactica del sistema nervioso (Lesiuk y Drewes, 2001). A estas
caracteristicas podriamos atribuir la presencia de mielina, la regeneracion de estay
la temporalidad en la que se presenta durante el proceso de regeneracion del
sistema nervioso. Aqui se propone que la mielina tiene funciones importantes que

permiten concretar la regeneracion de la region anterior o posterior.
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Un aspecto a considerar en la propuesta de L. variegatus como organismo modelo
es que se desconoce el mecanismo de respuestas nociceptivas (definido en los
humanos como el dolor) (Ledn, 1993). Los anélidos cuentan con células “N” que son
consideradas como nociceptores, pero unicamente se ha estudiado la respuesta a
aversion inducida en L. terrestris (Kavaliers, 2008). De este modo seria favorable

estudiar a detalle los mecanismos implicados en la respuesta de L. variegatus.

Por otra parte, el emplear a L. variegatus como modelo para estudiar el proceso de
regeneracion de la mielina brinda ventajas importantes como lo son su facil
mantenimiento y manejo en el laboratorio, y el poco tiempo en el que se presenta
esta regeneracion, volviéndolo un modelo apto para indagar en el proceso de
remielinizacion y afeccion axonal causante de defectos en el impulso nervioso. Por
lo tanto, se podrian proponer futuras investigaciones que nos permiten un

acercamiento a la comprensiéon de enfermedades como la esclerosis multiple.

La esclerosis multiple es una enfermedad cronica desmielinizante que afecta al
sistema nervioso central (Podbielska et al., 2013), en la que se produce un dano
neuroaxonal, una afeccién axonal y de la mielina que recubre estos axones
(Fernandez et al., 2015), causando defectos en la conduccion del impulso nervioso
(Dominguez et al., 2012; Pericot y Montalba, 2001). Aunque se han realizado
multiples estudios para comprender y tratar esta enfermedad, su origen sigue siendo
desconocido y se considera como principal etiologia una respuesta autoinmune
(Fernandez et al., 2015).

En la esclerosis multiple se conoce que los factores que conducen a la progresion
y a la discapacidad estan relacionados con la falta de reparacion en las lesiones, la
remielinizacion incompleta y la neurodegeneracion. La falta de conocimientos sobre
estos factores a orillado a un tratamiento de la enfermedad principalmente en
mecanismos inmunes (Diaz-Laviada, 2015; Torres et al., 2020). Por lo que este
aporte en la investigacion en la regeneracion de la mielina se centraria en tratar la
enfermedad como lo propone Podbielska et al. (2013) desde un enfoque

neurorregenerativo a partir de “La remielinizacion como verdadero proceso

77



regenerativo”. En este proceso los axones desmielinizados son recubiertos de

nuevas vainas de mielina.

El principal obstaculo al entendimiento del mecanismo de la esclerosis multiple es
que se presenta unicamente en humanos. En investigaciones actuales no existe un
unico modelo que permita entender los procesos en la enfermedad. Por lo que se
requiere una variedad de modelos experimentales animales que permitan generar

mayor conocimiento (Torres et al., 2020).

Resultados de la metodologia utilizada.

En las imagenes que aqui se muestran como parte del resultado, se observo la
fluorescencia no solo de mielina si no de multiples tejidos, ya que la tetraciclina al
mantenerse bajo condiciones idéneas presenta unién a Ca 2* haciendo el marcaje.
Se ha observado la fluorescencia provocada por esta unidn en mitocondrias
cerebrales y en la mielina (Carvalho, 1978. En el trabajo de Pereyra y Rooots (1998)
se prueba el uso de tetraciclina como tincidn histoldgica de los nervios mielinizados.
Se ha confirmado la fluorescencia de tetraciclina en mielina de la lombriz de tierra,

de roedores, anfibios y peces.
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CONCLUSION

Las pruebas realizadas permitieron encontrar una ventana de tiempo en la que se
hizo evidente la sefial de la mielina en las fibras gigantes de L. variegatus antes de
concluir el desarrollo de otras estructuras fundamentales para el funcionamiento

adecuado de la region anterior o posterior.

En ambas regiones, tanto regeneracion de la parte anterior como la regeneracion
de la parte posterior, la organizacién, estructuracion y orientacién en los tejidos del
blastema en la temporalidad de 24 a 96 hpa, mostraron tener cambios aparentes en
sus tejidos, pero se comenzaron a definir mejor a partir de las 120 hpa. En la parte
anterior las orientacion y region de los tejidos fue posible a partir de las 72 hpa,
donde ya hay un surgimiento del corddén nervioso, mientras que, en la region
posterior, la orientacion y distincion de los tejidos fue evidente a partir de las 120

hpa, y el cordon nervioso fue evidente a las 120 hpa.

La regeneracion de la mielina en las fibras gigantes de la region anterior se presenté
de forma concreta en el blastema a partir de las 144 hpa, confirmada por los analisis
en AR1; mientras que fue completa para todo el blastema a las 168 hpa,

confirmando la identificacidon de la sefal en los cortes AR2.

En la region posterior, la mielina en las fibras gigantes se evidencié a partir de las
168 hpa, identificandose la senal en la mielina en los cortes de PR1; pero se
sustenté con mayor contundencia a partir de las 192 hpa, temporalidad en donde la

sefal ya se encontrdé en ambas regiones del blastema, incluidos los cortes de PR2.
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