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RESUMEN

Introduccion: El proceso de regeneracion puede ocurrir en multiples niveles de la organizacién bioldgica y la habi-
lidad de los diferentes organismos para regenerar partes faltantes es altamente variable. El gen Nanog es un factor
de transcripcion en células madre embrionarias; se cree que es clave en el mantenimiento de la pluripotencia.
Objetivo: Determinar la filogenia de la inactivacidn de los genes Nanog postembrionario en comparacién con el
Ambystoma mexicanum.

Materiales y métodos: Se utilizé un disefio cualitativo, basado en la revision y recoleccidn de las secuencias ge-
ndmicas con datos del Genbank, donde se compararon las secuencias de nucledtidos por BLAST, se trabajé con el
software de alineamiento genético MEGA, para alinear las secuencias y se construyeron dendogramas de Neigh-
bor Joining.

Resultados: Se observo que las especies con mayor similitud con el Ambystoma mexicanum son las aves, al contar
con una distancia evolutiva menos amplia que la del Homo sapiens, entre las que encontraron Taeniopygia gutta-
ta, Zonotrichia albicollis, una especie en particular es el Ornithorhynchus anatinus.

Conclusion: El Ambystoma mexicanum y el Homo sapiens presentan un alto grado de distancia genética por ser
pocas las secuencias gendmicas del gen Nanog que comparten, en comparacidn con otras especies que compar-
ten mas secuencias gendmicas. Se cree que para inducir la regeneracién en humanos lo mejor seria poder repro-
ducir los procesos que la naturaleza nos muestra en animales como la salamandra. Este proceso parece bloquear
la formacién del blastema. En principio, los genes o moléculas que atenuan la inflamacién o que bloquean la
remodelacion de la matriz podrian favorecer una respuesta regenerativa al impedir la cicatrizacion.
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ABSTRACT

Introduction: The process of regeneration can occur at multiple levels of biological organization and the ability of
different organism to regenerate missing parts is highly variable, however, the ability to regenerate at least some
structure is common to all animals. The Nanog gene is a transcription factor in embryonic stem cells is believed to
be key in maintaining pluripotency.

Objective: Determine phylogeny the inactivation of genes Nanog postembryonic compared Ambystoma mexica-
num.

Materials and methods: A qualitative design which is based on the review and collection of genomic sequences
using Genbank data, where the nucleotide sequences were compared by BLAST, the genetic alignment MEGA
software was used to align the sequences was used and they built dendograms Neighbor Joining.

Results: It was found that those with high similarity to Ambystoma mexicanum are birds, to have less extensive
evolutionary distance between Homo sapiens which Taeniopygia guttata, Zonotrichia albicollis, a particular spe-
cies is found Ornithorhynchus anatinus.

Conclusion: Ambystoma mexicanum and Homo sapiens, has a high degree of genetic distance being few genomic
sequences share the Nanog gene, compared to other species that share more genomic sequences. Is believed to
induce regeneration in humans would be best to replicate the processes that nature shows in animals like the sal-
amander. In humans the healing process which could not contribute to the regeneration. This process appears to
block blastema formation occurs. In principle, genes or molecules that attenuate inflammation or blocking matrix
remodeling might favor a regenerative response, to prevent scarring.
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INTRODUCCION

El proceso de regeneracion puede ocurrir en mul-
tiples niveles de la organizacion bioldgica, la habili-
dad de los diferentes organismos para esto es alta-
mente variable, sin embargo esta capacidad es co-
mun en todos los animales (1). El mecanismo pue-
de darse entonces a nivel celular, de tejido, érgano,
estructura e incluso del cuerpo entero pero en al-
gunos organismos no se da o es altamente limitada
(1-2). La renovacion de extremidades faltantes se
presenta en multiples organismos: salamandras,
cangrejos y estrellas de mar, entre otros (2), y en in-
dividuos enteros a partir de pequefios fragmentos
en planarias y varios cnidarios (3). Por otro lado hay
organismos como las aves y los nematodos que son
practicamente incapaces de cualquier tipo de rege-
neracién (1). Las formas mas simples de vida son
células unicelulares que se propagan dividiéndose
en dos (4). Los organismos superiores son aquellos
gue estan constituidos por dos o mas células, en
contraposicién a los organismos unicelulares que
rednen todas sus funciones vitales en una Unica cé-

lula que realiza funciones especializadas (5).

A lo largo de todo este tiempo, se han propuesto
teorias y desarrollado conceptos que tratan de ex-
plicar cbmo se recupera una parte de un érgano o
tejido e incluso una estructura compleja completa
cuando se pierde por razones diversas. En este pun-
to es importante resaltar la diferencia entre repa-
racién y regeneracion. La reparacién es un proceso
gue sustituye el tejido dafiado o perdido por otro
gue «curay, es decir, que permite, al menos de for-
ma parcial, la viabilidad del tejido u érgano pero
no mantiene su identidad estructural ni funcional.
Entonces, asi entendida, esta es tipica en vertebra-

dos adultos como aves y mamiferos. Sin embargo,

YURLEY ROSANY TATIANA ORTEGA GARCIA, CARLOS HERNANDO PARGA LOZANO

supone la sustitucion del tejido perdido por otro
igual que conserva la estructura y funcionalidad del
original; es una caracteristica propia de numerosos
invertebrados y de algunas estructuras de ciertos
vertebrados adultos, principalmente anamniotas

(peces y anfibios) (6-9).

De esta manera tiene dos caracteristicas impor-
tantes. En primer lugar, la capacidad de producir el
blastema, una estructura especializada que dirige
la formacion del 6rgano perdido. Por otro lado, la
memoria, ya que siempre se regenera solo la parte
que falta, y esto implica que las células que van a
iniciarse de esta forma saben a qué nivel se ha pro-
ducido la amputacién (9-12). Todo comienza con la
formacion del blastema, que esta relacionado con
una flexibilidad en el proceso de diferenciacién ce-
lular. Esta estructura estd compuesta por células
gue se acumulan en el lugar de la herida y que son
totipotentes, es decir, son capaces de dar lugar a
todo tipo de tejidos, como las células primigenias
del embrién (13). Tras cerrarse la herida, estas cé-
lulas no diferenciadas se dividen para producir mas
células y luego se especializan para generar las es-
tructuras necesarias: musculo, hueso, tendones,
entre otros. Lo que distingue a los distintos ani-
males regeneradores es el origen de estas células
del blastema. En unos casos son células madre pre-
existentes que son reclutadas al lugar de la ampu-
tacion (14, 15). Para las planarias, donde este tipo
de células estan distribuidas por todo el cuerpo y
constituyen hasta el 20 % del total del organismo
(16-19). En otros, como en la salamandra, son célu-
las musculares cercanas a la herida las que, en un
sorprendente proceso deconstructivo de marcha
atras, se desdiferencian, adquieren la potencialidad
de células madre y regeneran los tejidos. Pero para

gue la regeneracion sea efectiva, las células deben
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saber qué es lo que deben reconstruir; no solo don-
de fabricar hueso y déonde musculo, sino también
qué hueso y qué musculo. Esta informacion po-
dria estar presente en el entorno de la amputacién
(en las células proximas que, de alguna manera, la
transmitirian a las regeneradoras), o en las propias
células madre o desdiferenciadas, por algun meca-
nismo de memoria molecular alin desconocido. Un
abordaje para promover la regeneracion en huma-
nos seria conseguir la presencia de células madre
en la herida (18-20).

Las células madre tienen la cualidad tanto de re-
generar como de reparar: en principio son capaces
de generar todos los tipos celulares presentes en
un animal. Una posibilidad por lo tanto seria reclu-
tar este tipo de células al lugar de la herida (21). El
problema es que los humanos no disponen de gran
cantidad de células madre totipotentes repartidas
por el cuerpo como las planarias. Si bien es cierto
gue existen las células madre adultas, encargadas
de la renovacion de los tejidos, estas se encuentran
en escaso numero, no son facilmente reclutables al
producirse una herida y ademas tienen una capaci-
dad de diferenciacion limitada, no pudiendo gene-
rar todos los tipos de tejido sino solo un subconjun-
to (22,23). Por eso surge la idea de identificar uno
de los genes que participan en la regeneracion en
este caso el gen Nanog, que se encuentra presente
en la embriogénesis al igual que en el Ambystoma
mexicanum a la hora de regenerar una de sus extre-

midades amputadas.

Nanog es un factor de transcripcién involucrado
en la autorrenovacion de indiferenciadas células
madre embrionarias. En los seres humanos, esta
proteina es codificada por el gen Nanog. La pro-

teina Nanog es esencial para la reprogramacion de

células adultas en células madre, donde se da el
proceso de seleccidn en la regeneracidn para cada
una de las células que hacen parte de los tejidos
amputados. Las células de un organismo plurice-
lular estdn estrechamente relacionadas al haberse
formado recientemente a partir de una célula, en
el estado fundamental pluripotente pueden dar lu-
gar a células somaticas y las células germinales, y
la adquisicion de la pluripotencia es dependiente
de la expresidon de Nanog (5,24-25). La pluripoten-
cia se conserva en el ectodermo primitivo de em-
briones de mamiferos y anfibios urodele y aqui se
presenta el aislamiento de un Nanog ortélogo de
ajolotes (axNanog). axNanog no contiene un domi-
nio de repeticion de triptéfano y se expresa como
un mondmero en el casquillo animal axolotl (2,26).
La forma monomérica es suficiente para regular la
pluripotencia de las células madre embrionarias de
ratén, pero dimeros como el axNanog estan obliga-
dos a rescatar a la autorrenovacion independiente.
Los resultados de varios estudios muestran que las
interacciones proteinicas mediadas por Nanog de
dimerizacién promueven la proliferacion. Mas im-
portante aun, demuestran que los mecanismos que
regulan la pluripotencia se conservan desde urode-

le anfibios a mamiferos (20,27-28).

Los organismos unicelulares han tenido éxito al
adaptarse a una gran variedad de ambientes dis-
tintos, esto ha permitido que algunos de ellos se
dividan mas de una vez cada hora. Sin embargo,
los organismos pluricelulares pueden explotar re-
cursos que ninguna célula aislada podria utilizar. La
pluricelularidad hace que una planta llegue a ser
fisicamente grande, que tenga raices en el suelo,
donde un grupo de células puede absorber agua y
nutrientes, y que posea hojas en el aire, para que

otro grupo de células puede captar eficazmente
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energia radiante del sol (14-16). La distribucidn fi-
logenética de la regeneracion también indica que
esta capacidad se restringio y/o perdid en repeti-

dos eventos (17).

El estado fundamental de la pluripotencia es la
caracteristica de las células madre embrionarias
(CME), la definicidn de las células con el potencial
de producir cualquier tipo de células somaticas o
células germinales primordiales (PGC), que esta-
blecen la linea germinal. Durante el desarrollo del
ratén, la expresion del factor de transcripcion Na-
nog es esencial para el establecimiento de la plu-
ripotencia en el ectodermo primitivo (epiblasto).
Nanog se ha demostrado recientemente para nu-
cleétidos de determinados genes y de aminoacidos

de ciertas proteinas (29-31).

También actia como un regulador maestro de la
pluripotencia y su activacién marca un paso final
en la adquisicién de pluripotencia durante el de-
sarrollo, o en la reprogramacion de nucleos soma-
ticos. Nanog existe ortélogos en polluelo y Anolis
(que representa los reptiles), sin embargo, recien-
temente una secuenciacion de Xenopus tropicalis
demuestra que el genoma de la rana no contenia el
gen Nanog ortdélogo lo que plantea la cuestidon de
como evoluciona pluripotencialmente en amniota
(1,32-33). Aqui demostraremos un Nanog ortélo-
go de ajolotes para verificar su identidad mediante
mapeo comparativo, andlisis estructural, y los es-
tudios funcionales en comparacién con los del ser
humano, esto con el fin de identificar la manera de
reactivar el proceso molecular de la regeneracion
celular asi como se dio a nivel embrionario la gene-
racién de drganos. Hay animales que pueden hacer
precisamente eso. En el caso de los ajolotes, por

ejemplo, esta propiedad parece relacionada con el
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mantenimiento de un estado larvario de por vida

(algo que se denomina en biologia neotenia) (8,33).

MATERIALES Y METODOS

Se determind utilizar un diseno cualitativo, el cual
se basa en la revisidn y recoleccién de secuencias
gendmicas para encontrar la relacion filogénica
entre el ser humano y el Ambystoma, teniendo
en cuenta el poder regenerativo y cdmo este se
ha perdido en la escala evolutiva sin utilizar da-
tos cuantitativos (34-35). El proyecto se inicié con
la busqueda y organizacién de datos con base bi-
bliografica de ncbi.nlm.nih.gov y su herramienta
Genbank, por medio de la cual encontramos las
secuencias de genes de las especies a estudiar y se
analizara la relacién entre si a través de la herra-
mienta BLAST y del programa genético MEGA en
el cual se alinearon las especies estudiadas que se
pueden observar en la Tabla 1. La revision bibliogra-

fica ademads se apoya en el empleo de documentos,

Tabla 1. Especie, grupo poblacional y género
de las especies estudiadas

Especie Grupo poblacional Género
Ambystoma Ambystomatidae Ambystoma
mexicanum
Homo sapiens Hominidae Homo
Macaca fascicularis | Cercopithecidae Macaca
Taeniopygia guttata | Estrildidae Taeniopygia
Ficedula albicollis Muscicapidae Ficedula
Pseudopodoces Paridae Pseudopodoces
humilis
Ornithorhynchus Ornithorhynchidae | Ornithorhynchus
anatinus
Geospiza fortis Thraupidae Geospiza
Zonotrichia albicollis | Emberizidae Zonotrichia
Pan troglodyte Hominidae Pan
Pan paniscus Hominidae Pan
Macaca mulatta Cercopithecidae Macaca
Papio anubis Cercopithecidae Papio




ESTUDIO DE LA INACTIVACION FILOGENETICA DE LOS GENES NANOG POSTEMBRIONARIO EN COMPARACION CON EL AMBYSTOMA MEXICANUM

como articulos, periddicos, libros, entre otros. Por
su parte, el andlisis y comparacion se realizaran te-
niendo en cuenta los dendrogramas y datos arroja-
dos por MEGA (36-38).

Se muestran mds adelante los resultados obteni-
dos, en algunas secuencias aparece una serie de
puntos que indican los nucledtidos iguales en las
especies que se comparan con la especie en obser-
vacion que es el Ambystoma mexicanum, en el lu-
gar donde los nucledtidos difieren aparece la letra

gue corresponde al nucledtido (25,39-40).

RESULTADOS

Como se aprecia en la Figura 1, las especies que

mas similitudes tienen con el Ambystoma son las
aves, al contar con una distancia evolutiva menos
amplia que la del Homo sapiens, como por ejem-
plo, Taeniopygia guttata, Zonotrichia albicollis, una
especie en particular es el Ornithorhynchus anati-
nus, que estando entre los mamiferos tiene mas re-
lacion con el Ambystoma. El mayor grado de diver-
gencia es presentado por los primates como Homo
sapiens, Macaca fascicularis, Pan troglodyte, Pan

paniscus, Macaca mulatta y Papio anubis.
DISCUSION
Desde la antigliedad, el humano se ha interesado

en el proceso de la regeneracion, probablemente

por el deseo de recuperar estructuras del cuerpo

Figura 1. Neighbor Joining con las secuencias genéticas del gen Nanog en las respectivas especies estudiadas, para observar su
lejania o cercania filogenética del Ambystoma mexicanum durante su evolucidn. Cada una de las especies fue codificada asi:
la primera letra significa el género, la segunda letra la especie, Nanog el gen y el nimero el codigo de este estudio
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perdidas por alguna lesién o enfermedad (41-42).
El estudio de la regeneracidn, ha llevado a consi-
derar el proceso como un mecanismo molecular
evolutivamente conservado. Para fines de estudio,
podemos decir que la regeneracién ocurre por cua-
tro mecanismos: 1. la regeneracion mediada por
células troncales residentes. 2. La epimorfosis ca-
racterizada por la formacién de un blastema. 3. La
morfalaxis, en la cual el tejido restante se reorgani-
za para reconstruir la morfologia original y 4. La re-
generacion compensatoria, que se enfoca en la re-
cuperacién de la funcién, y no de la forma, median-
te la proliferacién y restauracién de la masa tisular
funcional (31,43-44). El conocimiento generado a
partir de los estudios basicos en modelos animales,
permite generar la expectativa que en un futuro la
Medicina Regenerativa logre avances importantes
y proponga pensar en la restauracién o reemplazo
de tejidos, 6rganos o estructuras complejas en los
humanos (17,45-46).

En el dendrograma se pueden observar regiones de
similitud y de divergencia en el proceso evolutivo
de las especies teniendo en cuenta el gen Nanog
y partiendo del Ambystoma mexicanum (47). Se
aprecia que la especie que mas similitudes tiene
con el Ambystoma son las aves, debido a que su dis-
tancia evolutiva es menos amplia, como por ejem-
plo, Taeniopygia guttata (ave), Zonotrichia albicollis
(ave); una especie en particular es el Ornithorhyn-
chus anatinus que estando entre los mamiferos
tiene mds relacién con el Ambystoma, estas bases
genéticas concuerdan con el estilo de vida del Or-
nitorhynchus, semiacuatico similar al Ambystoma.
Por ultimo tenemos el mayor grado de divergencia,
presentado por los primates como Homo sapiens,
Macaca fascicularis, Pseudopodoces humilis, Pan
troglodyte, Pan paniscus, Macaca mulatta y Papio
anubis (48-50).
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El paso que parece ser esencial en cualquier rege-
neracion es la capacidad de producir un blastema, y
esto, como casi todo en la naturaleza, es un asunto
de competicion. En los animales regeneradores, la
formacion del blastema es mas rapida y eficiente
que la formacién de una cicatriz como consecuen-
cia de la respuesta inflamatoria. Sin embargo, en
los animales que no pueden regenerar, se activa de
forma intensa el proceso de inflamacidn tras pro-
ducirse una herida. En él participan macrofagos y
otras células inmunitarias y tiene lugar una gran re-
modelacion de la matriz extracelular, dando como
consecuencia el cierre de la herida y la formacién
de una cicatriz. Inhibiendo asi la expresion del gen
Nanog en muchas especies, pero en otras como el
Ambystoma no tiene cicatrizacidn haciendo que se
exprese asi el gen en ellas y se dé el proceso de
regeneracion celular a partir de la formacion del

blastema.

CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los procesos de secuenciacion
y alineamiento que se realizaron, la relacién entre
el Ambystoma mexicanum y el Homo sapiens pre-
sentan un grado alto de discrepancia, por ser pocas
las secuencias gendmicas del gen Nanog que com-
parten las especies. Tradicionalmente se asume
qgue los primeros tetrapodos se desarrollaron en
habitat de agua dulce bajos y pantanosos hacia el
final del Devdnico, hace poco mas de 360 millones
de afos. Estos organismos se originaron a partir de
un antepasado comun y los peces de aletas lobula-
das conservando aun agallas y escamas, pero que
en lugar de aletas presentaban patas anchas y apla-
nadas con un gran nimero de dedos. En este grupo
termind la convergencia de los Homo sapiens con
el Ambystoma, ya que este Ultimo tomd el camino

evolutivo amphibian y los Homo sapiens los amnio-

22 Biociencias ® Volumen 10 ¢ NUmero 1 ¢ 17 - 25 ¢ Enero-Junio 2015 ¢ Universidad Libre Seccional Barranquilla



ESTUDIO DE LA INACTIVACION FILOGENETICA DE LOS GENES NANOG POSTEMBRIONARIO EN COMPARACION CON EL AMBYSTOMA MEXICANUM

tas, los cuales muy tempranamente en dos grandes
lineas evolutivas; por un lado, los sindpsidos que
culminan en los mamiferos y por otro, los saurdp-
sidos, el linaje que derivo en los reptiles actuales y
las aves, pero que también incluye muchos grupos
extintos como dinosaurios, pterosaurios, plesio-
saurios, ictiosaurios, entre otros, sin embargo se
sabe que las interacciones proteinicas mediadas
por Nanog promueven la proliferacién celular. Mas
importante aun, demuestran que los mecanismos
qgue regulan la pluripotencia se conservan desde
urodele, anfibios a mamiferos. Se cree que para
inducir la regeneracién en humanos lo mejor seria
poder reproducir los procesos que la naturaleza
nos muestra en animales como la salamandra. En
esta especie se da el proceso de cicatrizacion lo que
podria no contribuir a la regeneracidn. Este proce-
so parece bloquear la formacidn del blastema. En
principio, los genes o moléculas que atenuan la
inflamacidn o que bloquean la remodelacion de la
matriz podrian favorecer una respuesta regenerati-

va al impedir la cicatrizacidn.
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