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Introducci6 

La• capacitat de regeneraci6 i reorganitzaci6 de les planaries 

(Platelmints, Turbelaris), l'existencia de dos grans compar

tirnents cel.lulars - un, format per un tipus cel.lular proli

feratiu i indiferenci~t (els anomenats neoblastes), i 1 ~altre 

forrnat per 12 - 15 tipus cel.lulars diferenciats no prolife

ratius - han fet,d'aque5ts organismes,un model for9a utilit

zat per investigar problemes de tipus rnorfogenetic i histio-

genetic. 

Nornbroses dades sugereixen que els neoblastes son els únics 

amb capacitat de divisi6, Pedersen (1972), Baguña (1976) ;si 

aixo hi afegirn que les cel.lules diferenciades estan sotrneses 

a un renovarnent constant, tot sembla indicar que els neoblas

tesserien la base ·a partir de la que es diferencien els 12-15 

tipus cel.lulars. Per altra banda, el fet que el blastema de 
\ 

regenaraci6 sigui forrnat, basicarnent, per neoblastes ha estat 

una ra6 de més per tractar d'esbrinar les relacions funcionaur, 

entre aquests dos tipus de poblacions cel.lulars . 

Fer tal d'djudar a desxifrar els punts esrnentats abans,hern 

posat a punt tecniques de separacio i purificaci6 de cel . lu

les diferenciades i indiferenciades de planaria. 

"· 

Una altra aplicaci6 inmediata d'aquest treball seria el dis- ~ 

s~ny~de medis de cultiu idonis per establir cultius permanets 

de cel.lules indiferenciades tot seguint els treballs iniciats 

~alauradament inclornperts, de Murray (1927), Ansevin et al . 

• ( 1 ,: ID6 1l) i Betchaku ( 1967). 

Material i metodes 

Material 

L'especie de planaria utilitzada és la Dugesia (G) tig.J:.ina, 
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organisrne abundant a Catalunya i facil de rnantenir al labo

ratori. 

Metodes 

Planaries,previament rentades arnb soluci6 salina,s6n talla

des i disociades per tripsinitzaci6 (tripsina DIFCO 1:250 al 

1% en soluci6 lliure de calci i rnagnesi (CMF,58 rnM) que con

té 1% B.S . A. i 15 mM Hepes) durant 5 hores,a 17QC.La suspen

sió cel. lular obtinguda es renta, du·es vegades, arnb CMF i es 

centrifuga,a 580 rpm,durant 10 rninuts. El sedirnent cel.lular 

obtingut es resuspen,de nou,en CMF . (Fig.l) 

Fig.1 - Disociaci6 cel.lular obtinguda per trip
sinitzaci6 i resuspesa en CMF . (Contrast de fase) 

Perdura terrne la separaci6 dels tipus cel.lulars,els diso

ciats es poden fraccionar seguint dos rnetodes basics: 

a) Metode de separació cel.lular per gradients discontinus de 

Ficoll.De Sutter et al. (1977,1979) . 

El gradient consisteix en fraccions d ; igual volum (0,5,1,2 o 

10 rnl) de Ficoll (400 Pharrnacia),al 15,12,9,6 i 3% en solució 

CMF . Al damunt dels gradients s;afegeix 0,1 rnl de suspensió 

cel.lular (densitat:4.106 cel/rnl) . La separació s;efectua a 



4QC i a diferents velocitats de centrifugaci6 ; 1.200 rpm,660 

rpm durant 30,60,90 i 120 minuts,o bé a una gravetat,durant 

10 hores. Assolida la separaci6,s'extreuen les fraccions amb 

pipetes Pasteur,es dilueixen 1 : 7 amb CMF,i es centrifuguen,de 

nou,a 580 rpm durant 30 minuts. El sedimentes resuspen,al

tra volta,en CMF i s ' observa amb contrast de fase (Leitz Dia

vert) , calculant- se el rendiment i la puresa de les fraccions 

(ent enent per rendiment el% de cel . lules recuperades respec-

te a les inicials i per puresa,el % d'un deterrninat tipus cel . 

lular respecte al total de cel.lules) . La identificaci6 dels 

tipus cel.lulars es fa segons el criteri exposat a Baguña , Ro

mero ( 19 81) . 

b) Metode de filtració . 

La suspensi6 cel . lular (3 . 106 cel/rnl) es filtra sequencial

ment a través de malles de nylon de 160 ~, 40 ),'ln i 20 )"ffi, i 

filtres Whatmann 43 (16;,,n) . El filtrat final es centrifuga 

20 minuts a 580 rpm , i el sediment obtingut es resuspen en CMF 

que conté 1% de B.S.A . ,15 mM Hepes i 10 ;,,g/rnl de Kanamycine 

sulfate . La observaci6 es fa arnb microscopi de contrast de fa 

se,calculant~se el rendiment i la puresa després de cada fil 

trat . 

Resultats 

a) Fraccionament,en gradients discont inus de Ficoll. 

Abans d'arribar a un protocol definitiu,es van estudiar els 

pararnetres més adients peral fraccionament. Les variables es

tudiades foren velocitat de centrifugació (rpm),temps de cen

trifugació,volum de les fases i densitat cel.lular de la mos

tra. 

Els resultats més satisfactoris s'obtingueren amb un volum de 

fase de 0,5 ml,una velocitat de 1 . 200 rpm i centrifugacions de 

2 hores de duració . (Fig. 2A) Em aquestes condicions,s'obtin

gué una fracci6 de cel.lules diferenciades a la interfase 3 -

6% del 85 - 89% de puresa. (Fig . 3) Al temps,la interfase 9- 12 % 

presentava neoblastes a una puresa del 70 - 75% mentre que la 

interfase 12-15%,la puresa dels neoblastes atanyia el 90%. El 

rendiment global fou del 20 %. 
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Fig . 2- Patr6 de distribuci6 de les 
cel . lules a través dels gradients 
discontinus de Ficoll . A) despres 
de centrifugar a 1.200 rpm 120minuts . 
B) Despres de centrifugar a lg,10 h. 

Per tal d ' incrernentar el nombre total de cel . lules fracciona 

des es realitzar una separaci6 arnb gradients del 15,12,9,6,i 

3% de Ficoll utilitzant volums de fase de 10 rnl . i centrifuga

ció a 1 g . durant 10 hores a 12QC , El resultat obtingut (Fig. 

2B) rnostra, corn en el cas precedent, una fraccio purificada ,..; 

de cel . lules diferenciades (puresa 85 - 90%) a la interfase 3-6 

i una fracci6 purificada de neoblastes (puresa superior al 90%) 

a la interfase 9-12% (Fig . 4) . El rendiment global fou del 30-

35% . 

b) Fraccionament per filtraci6 

A partir d'una suspensi6 cel . lular (densitat: 2. 1 06 cel/ml) i 

seguint el protocol descrit els rnetodes, s'obtinguerenJ els 

resultats que es rnostren· al quadre l. 



Fig . 3- Fracci6 pura de cel . lules di
ferenciades, obtinguda a la interfase 
3- 6%després de centrifugar els gradients 
de Ficoll a 1 . 200 rpm,120 minuts . 
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Fig . 4- Fracci6 pura de cel . lules indi
ferenciades (neoblastes ) obtinguda a la 
interfase 9- 12%,després d~haver centri
fugat els gradients de Ficoll a una g, 
10 hores . 
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Puresa Rendiment 

So% neoblastes 
60- 65% neoblastes 30% diferenciades 

80-85% neoblastes 15% neoblastes 

Quadre l. furesa i rendirnent obtinguts c . 
per filtraci6. 

Es interesant asse~yalar que les úniques cel . lules que es po~ 

den recuperar amb un rendirnent adient són els neoblastes ja 

que l es cel.lules diferenciades, de tamany sernpre rnés gran, 

quede n retingudes a les malles i filtres , essent rnolt difícil 

recuperar- les. 

Discussi6 

Lls resultats obtinguts rnostren !'eficiencia d'ambdos rnetodes 

de separaci6 en obtenir fraccions de cel.lules diferenciades 

i indiferenciades deparadarnent. Ara bé, tot i que la puresa ob

tinguda es de 80 - 90%, caldria rnillorar el protocol per acostar

nos a pureses rnés altes (superior al 95% ) tot millQrant tarnbe 

els rendiments . ~n aquest contexte, estero actualment cornparant 

els rendiments fent centrifugacions a velocitats rnés elevades 

per tal que tots els neoblastes sedimentin~ a la interfase 12-

15%, augmentant aixi el rendiment. Per altre bandahem iniciat 

estudis utilitzant gradients discontinus de Percoll (Pharrnacia) 

amb resultats prelirninars interesants. L'objectiu final: acon

seguir fraccions pures, és en la practica, inabastable amb ~ 

aque.sts procediments, i haur±em d'anar a tecniques rnés sofisti

cades per assolir- los, per exernple, l'ús dels separadors cel. 

lulars en unió amb els citofluorómetres que poden separar cel

l ules en rnitosi (neoblastes) de cel.lules que no ho estan (cel

lules diferenciades) amb eficiencies del 100% . 

Prespectives futures 

L'assolir fraccions pures de neoblastes d'una banda i cel . lules 

diferenciades de l'altra ens permetera,en un futur proper, 

dura terme els següents treballs: 



1) Injecci6 de neoblastes o organismes hostes irradiats,exa

minant la seva capacitat de repoblament,així com injectar a 

organismes hoste,també irradiats,cel.lules pures diferencia

des . Aixo ens podria donar dades valuoses sobre 1-origen de 

les cel.lules que formen el blastema durant la regeneraci6, 

tot ajudant a clarificar la dicotomia neoblast-metaplasia. 

2) Agregaci6 dels neoblastes i estudi dels agregats a dife

rents temps d-dgregaci6 . Amb aixo es podria determinar els 

tipus cel.lulars a que poden donar lloc,així com la seva ca

pacitat de· restituir,totalment o parcial,un organisme sencer. 

3) Obtenci6 de cultius,"in vitro",de neoblastes,i estudi de 

la seva capacitat clonogenica en organismes de diferent llar

gada,estadi de desenvolupament i sotmesos a 1-acci6 de dife

rents metabolits. 

Tots aquests estudis ens poden donar dades sobre la naturale-

sa de la cel . lula soca de planaria . Altrament,aixo aportara in

formaci6 valuosa en procesos de recambi i diferenciaci6 cel

lular, dos punts base de fenomens en el desenvolupament, re

generació i dinamica tisular. 
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