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Introducció: 

Efecte dels solubilitzadors de membrana a 

la incorporació de timidina ex~gena a planaria 
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La incorporació de timid i na (TdR) exogena en el DNA 

és una tecnica molt úti l i emprada en estudis de llinatge cel . l~ 

lar, cinetica cel . lular, metabolisme del DNA, ... En el cas de 

planaria la seva aplicació podria ajudar a resoldre un conten

ciós llargament discutit : l'origen de les cel . lules del blaste 

ma de regeneració . 

Des ja fa temps, s ' ha observat per tecniques autoradiografi 

ques que les cel . lules de planaria practicament no incorporan 
3H-TdR (Baguña i altrres, dades no publicades), malgrat de te 

nir TdR kinasa, Coward et al . (1970) . 

S'han barallat una serie d ' hipotesi per explicar aquesta ano

mala circunstancia . L ' existencia d'un alt "pool" intracel.lular 

de TTP podria "diluir" el TTP format a part ir de la TdR exogena 

alhora que faria un feedback sobra la TdR kinasa . Una altre p~ 

sibilitat fora que la menbrana cel . lular fos impermeab l e a l a 

timidina exogena . Amb l ' ús de solubilitzadors de menbrana exis 

tiria laposibilitat de que aquest impediment fos superat . 

La present comunicació es propasa discutir els efectes del di

metil sulfoxid (DMSO) en la taxad'incorporació de 3H- TdR . Un es 

tudi previ revelar al DMSO com el solubilitzador més eficient a 

unes concentracions no l etals (dades personals) . Aquest agent 

fusogenic s'usa com inductord: fusions cel . lulars, Noorwood i 

Zeigler (1982) , coma facilitador del transport de sustancies 

exogenes a travers de les menbranes de les cel . lules dels em

brions de Drosophila, Arking ita.rente (1980) . 

Comes discutira més avall, malgrat que els efectes del DMSO 

són notables sobre tot a nivell del "pool" de nucleotids , els 

resultats obtinguts no són totJo satisfactoris que seria de de 

sitjar . 

Material i Metodes: 

El nucleosid radioactiu 3H-TdR (act . esp . 16 . 6 

Ci/mmol) fou suministrat perPmersham . El líquid de centelleig 
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usat era Supersolve (Koch Light Lab.) . Tots els productes ana

litics eran Merck, mentre no s'especifiqui el contrari. 

Tots els experiments es feren amb una mateixa especie de pla

naria asexuada Dugesia (G) tigrina, totes de similar llargada 

(10mm) i provinents de la mateixa població. Aquesta es va divi 

dir en tres grups. El primer estava compost de planaries inta~ 

tes. El segon era de plaharies que havien sigut tellades en 6 

trossos iguals i que portaven regenerant 9 hores; l'elecció 

d'aquest temps de regeneració obeia a que s'ha trobat el pie 
, . . . 32 

de sintesi de DNA, posat de manifest per marcatJe amb P, en-

tre les 9 - 12 hores , Martelly et al . (1981). El terce grup es

tava format per planaries intactes, les quals es disociaven en 

tripsina (1%, Difco) en una solució lliure de Ca++ i Mg++ (CMF) 

durant 5 h . a 17 °. Després d'aquestos tractaments previs, els 

tres grups de planaries estaven en condicions perla incubació . 

Els animals intactes i els regenerants de 9 h . es posaven en 

una solució salina en presencia de 3% DMSO i 30f-LCi/ml de 3tt~dR . 

La incubació era a 17ºdurant 3mres. Simultaneament es feia un 

control amb planaries tractades igual,pero incubades en 3H- TdR 

sense DMSO. Després els animals es rentaven abundosament en so

lució salina, per seguida~ent¡;rocedeixer a l'extracció del DNA 

i del "pool" de nucleotids. 

El sediment cel . lular, obtingut de la disociació del terce 

grup de planaries, es resuspenia en un mitja de cultiu (55 ml·l, 

Schneider's Drosophila Medium , Gibco) amb fungicina (1.25 mcg/ml 

Gibco), suero fetal (10 %, Gibco)ikanamicina (0.001%, Sigma) a 

pH 7.4 en presencia de DMSO (0.1%). Es fa un control sense DMSO . 

Després de 2 hores d 'incubació en 5 ¡tCi/ml 3H-TdR , les cel. lules 

són rentades de 3-5 cops amb una solució isotonica de la manera 

com descriu Bray et Brent (1972) . Amb el sediment cel.lular ob 

tingut es procedeix a l'eatracció dels nucleotids i del DNA. 

tle~u~a_de la radioactivitat en el_DNA: 

Tan el sediment cel.lular com les planaries homogeneitzades 

són tractades amb HC1O4 O.4Md.Jrant 30 ' a Oº. Un cop centrifugat, 

de la fracció acida precipitables'extreuen els acids nucleics 

per el metode de Schneider revisat per Hutchison et al . (1961). 

Una alíquota del sobrenadant que conté els acids nucleics hi

drolitzats es fa servir per mesurar la radioactivitat i una al

tre s'usa per fer la determinació del DNA segons Burton (1956) . 



Mesura de la radioactivitat de_la fracció acida soluble: 

La fracció acida soluble obtinguda després de la precipitació 

de l es macromolécules amb acid percloric fred és neutralitza 

com descriu Bagnara and Finch (1972) . Una alíquota es fa servir 

per mesurar la radiactivitat total del "pool" de nucleotids . 

Per estudiar la distribució de la radiactivitat a nivell dels 

diferents timidín nucleotids, nucleosid i base s ' utilitza el 

metode de separació cromatograficce capa fina en plaques de 

PEI cel.lulosa, Baudendistelet al. (1978) . S'aplican en l ' ori

gen 20 )'4L. de la fracc ió soluble neutralitzada junta 10r L, 

d'una barreja de TTP, TDP, TMP , TdR i T (2 mM) no radiactius. 

El solvent utilitzat era O.1M LiCl/ O.O6M (NH
4

)
2
so

4
. Es fa co

rrer en una dimensió fins a una distancia de 12 cm . de l'ori

gen. Cada. taca obtinguda es retallada i posada a contar en un 
líquid de centelleig basat en tolué. 

Resultats: 

Efecte del_ DMSO en_la taxa d ' incorEoració de_ 3H-TdR en_el DNA: 

Les dades obtingudes estan resumides en el cuadre I . Es pot 

observar que practicament no hi ha variació en la radiactivitat 

incorporada en presencia de DMSOrespecte a un control sense ell. 

.. C P M 3H DNA/ DNA . - - mcg . 

INTACTES REGENERANTS B~t ?fa~tl~s 
CONTROL 12 !.3 . 7 2-¼0 ! ~ . q 23 ±4 , 2 

DMSO 52 + 10 . 1 350 +40 . 0 25 +4,2 
- - -

CUADRE I 

Cal destacar la diferéncia d'incorporació entre planaries in

tactes i plana.ríes regenerant. 'Ibt i 1 'ús de DMSO, en planaries 

intactes mai s ' aconsegueixen ma.rcatjes similars als obtinguts 

en regenerants sense solubilitzador. 

ff~_c_!e_d~l_ D!:!SQ ~n_la taxa d' incorEoració ':!_e_T':!_R_ e!!_ 1,a_f!:_a~ci:_ó_ 
aci<la soluble: -- - - - --
L'efecte del DMSO en quant a la incorporació de radiactivitat 

a la fracció acida soluvle ésnolt més dr~stic que en el cas de 
la incorporada al DNA (taulaII) . 
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- c . p.m. - uc eo i s 3H N 1 t 'd / mcg. DNA- -
DISOCIATS 

I NTACTES REGENERANTS CEL . LULARS 

CONTROL 750 +52,1 2800 ±205,3 756 !5 3. 4 

DMSO 1675 ! 180.5 5000 !270 . 8 857 !60 .2 

ElUADRE II 

Com anteriormant, la incorporació que provoca el fet de que 

una planaria estia regenerant és molt superior a qualsevol e

fecte del DMSO. 

En dissociats cel . lulars no s ' observa cap efecte del DMSO; 

cal posar emfasi en la baixa concentració de DMSO (0.1%) a 

que es treballa en disociats cel.lulars que podria explicar la 

manca de diferencies respecte alcnntrol . 

Compartimentalització de_la radioactivitat a ~i~ell de ~u~l~o~ 

tids: 

Pel metode descri t de fraccionament del "pool" de nucleotids 

s'obtenen bones resolucions dels derivats fosfatats de timidi

na, d 'ella ma teixa i de llur base. les figures 1a i 1b mostren 

tan els Rf com la distribució de la radiactivitat a animals 

intacte~ c ~:m_trol i tractats amb D1SO. 
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Dos aspectes destacan de sobremanera. El 80-90% de la radioac 

tivitat total esta incorporada a nivell de TdR en animals con

trol . Practicament no existeixradiactivtat a nivell de TTP, al 

contrari de lo que succeeix en cel . lules de mamifers on el 90% 

de la radioactivitat esta situada a nivell de TTP , . Hauschka(1973). 

L ' altre aspecte interesantes dona en el cas del DMSO. A ni

vell de timina apareix el 30% de la radiactivitat total i a ni-



vell de la TdR hi ha el 65%. Aquest resultat pot donar suporta 

la idea de que un tant per centforc,.a alt de la TdR s'esta cata 

bolitzant cap a T i posteriorment cap a co2 i H2O, en lloc de 

seguir la ruta metabólica cap a TTP comen la majoria de les 

cel.lules que tenen TdR kinasa. 

Discussió : 

En plana.ríes regenerant la incorporació de la TdR 

en el DNA mostra un increment brusc respecte a planaries intac

tes. Aquest augment es degut aJa sincronització cel .lular que 

provoca la amputació d 1 una planaria . 

L 1 Ús de detergents, en concret el DMSO a concentracions per

misives, es revela com un metode efica~ per incrementar l 1 en

trada de TdR exogena , el que a la llarga provocara un increment 

de la radioactivi tat incorporada a1 el DNA. 

El fet de que el 85% de la radioactivitat de la fracció acida 
' . . soluble esta a nivell de TdR dona¡:eu a pensar que en realitat 

aquesta TdR exogena no arriva mai a entrar dins de la cel.lula. 

Per veure aquest darrer punt,~tualment s'esta treballant en el 

sentit de veure quin% d'aquesta radiactivitat és extracel . lular 

i quin és intracel.lular . Les plana.ríes intactes, un cop incu

bades en 3H-TdR d urant 3 h. , es treuen de la solució radioactiva 

i - es disocian o bé en 1% tripsina (com s'esmenta més amunt) o be' 

per maceració durant 5-7 h . a 0° . Els resultats parcials obtin

guts indican que el 96% de la radiactivitat és extracel . lular . 

Arabé nosaltres no excluim la posibilitat de que durant les 5-7 

hores que dura la disociació,larrenbrana cel . lular no qued~ afe~ 

tada, produint-se així la sortida cap al fora de la cel . lula de 

la TdR que havia entrat . 

Per tal de verificar el posible rol del "pool" intracel. lular 

de TTP en la deficiencia de 3H- TdR incorporada al DNA de plana

ria, estem abordant aquest aspecte des una doble vessant . Per 

una banda, mitjancant l ' acciód'inhibidors de la sÍntesi d~ DNA 

(5 '-Fluorouracil, 5 1 -Fluoro-2'-Deoxyuridine, ... ) que provocan 

una devallada del "pool" de TTP . Ai.xí podrem fer desapareixer 

els efectes negatius que te sobra l'entrada de TdR exogena dins 

de la cel.lula un alt contingutde TTP . Des d 1 un altre costat, 

l ' intent de quantificació de la TTP intracel . lular, mitjancant 
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HPLC, 1 veure els efectes del DMSO i dels inhibidors de la 

s {ntesi de DNA sobra el "pool" de TTP, ens pot donar mol ta in 

formació respecte al problema. Creiem que amb l 1 enfoc esmentat, 

podrem donar una resposta satisfactoria a la baixa taxa d 1 in

corporació de la TdR exógena en el DNA que presenten les plana

ries . 
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