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Abstract

The differential potentialities of neoblasts and differentiated cells injec-
ted into irradiated planarians. Evidence for the role of neoblasts as stem
and regenerative cells.

The origin of blastema cells is still one of the unsolved questions of
planarian regeneration. Two main theories have been put forward: 1) blaste-
ma cells come from a permanent population of undifferentiated cells (neo-
blasts), and 2) blastema cells come from differentiated cell types through
cell dedifferentiation.

To clarify this problem, we have tested the regenerative and stem-cell
capabilities of purified neoblasts and differentiated cells when introduced
into an irradiated organism (host). Neoblast and differentiated cells were
purified by serial filtration through Nylon meshes and discontinuous densi-
ty gradients respectively. The purity of both fractions were over 95%.That
injected differentiated cells survived within the irradiated host was asse-
sed using fluorescence latex beads. ,

The results show that when total cells and purified neoblasts are intro
duced into the irradiated host, mitotic activity recovers leading to a long
survival, and blastema formation does occur. Instead, injection of differen
tiated cells do not lead to mitotic recovery and blastema formation. It is
concluded, that, under this experimental conditions, dedifferentiation does
not play any role in organismal recovery and regeneration, and that neoblasts
appear to be true stem-cells and the only cell type leading to blastema for
tion.

Introduccid

La capacitat regenerativa de les planaries es manifesta externament,als pocs
dies, amb l'aparicié davant de la ferida d'un teixit despigmentat format ma-
joritariament per cél.lules indiferenciades, el "blastema". Donat que durant
tot el procés regeneratiu aquest no presenta mai mitosis (Sald & Baguiia, 1984)
el seu creixement és resultat de 1'aportacié continua de cél.lules de darre-
ra de la ferida.Aquest seria un procés local (Salé & Bagufid, 1983a; b: 1984),
és a dir només les cél.lules dels teixits que estan a meinys de 500)¢m de la
ferida poden participar en la formacié del blastema. Un altre punt a diluci-
dar és el de l'origen de les cél.lules del blastema: sén exclusivament neo-
blasts de les regionshveines?; sén exclusivament cél.lules diferenciades de
les mateixes regions préviameﬁt desdiferenciades?; o sén els dos processos
alhora els responsables de la formacié del blastema?. Aquest.és un dels as-

pectes més actuals i conflictius de la regeneracié a planaries (Slack, 1980)

(Bagufia, 1981).
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Des de mitjans de segle han anat sortin diferents models hipotetics basats,
la major part d'ells, en resultats indirectes que han provocat l'enfrontament
entre diferents autors i l'aparicié de 2 tendéncies principals: la de 1'Es-
cola Francesa (Wolff, 1964; Lender, 1965) que en base als resultats obtinguts
amb irradiacions parcials, consideren la formacidé del blastema com a resultat
de la intervencié exclusiva dels neoblasts' (cél.lules indiferenciades),
aquests s'acumularien en la ferida i s'amplificarien mitjengant una alta taxa
mitdtica . L'altra tendéncia és la sostinguda per la majoria d'autors ameri-
cans (Flickinger, 1959; Hyman & Hay, 1968; Coward, 1975; Chandebois, 1976),
aquests consideren la formacié del blastema com el resultat d'una desdiferen
ciacid de les cél.lules diferenciades situades darrera de la ferida, amb pos
terior proliferacié d'aquestes un cop desdiferenciades. Aquesta teoria es
basa principalment en estudis a nivell de microscdpia optica, electronica i
mesura d'activitats fosfatasiques (vegeu, Sald, 1984, per a revissié general).
Finalment, és interessant esmentar, per la novetat de la técnica, els recents
treballs de Gremigni i col. (1980;1982) en una espécie triploide amb la linia
germinal masculina diploide i la femenina hexaploide. Quan sotmetia aguesta
espécie a unes condicions extremes de regeneracié, observava a n'el blastema
l'existéncia de cél.lules somatiques diploides i hexaploides, d'aqui va con-
cloure que durant la regeneracié hi ha processos de desdiferenciacié, i que
la formacid del blastema s'assoliria pels dos processos alhora: acumulacid

de neoblasts i cél.lules desdiferenciades. Ara bé, aquests resultats presen
ten certes dificultats d'interpretacié: a) en primer lloc, no mostren 1l'exis
téncia de desdiferenciacié somatica, tan sols germinal; b) durant la determi
nacié o diferenciacié d'un neoblast cap a cél.lula germinal, aquest no perd
cap de les seves totipotencialitats, per tant en condicions extremes de rege
neracié no és d'estrenyar que les cél.lules germinals puguin re-determinarse
cap a neoblasts; c) finalment, i potser el punt clau és el saber si la pér-
dua d'un complement haploide 6 la duplicacié del genoma impliquen una deter-
minacié real. En aquest sentit, cal assenyalar que sols les espermatogonies

i oogdnies sén capaces de '"transdiferenciar-se" (sensu Gremigni). Sembla,
doncs, que aquests resultats abonen més l'existéncia d'una desdeterminacid
que no pas l'existéncia d'una desdiferenciacid.

Amb la intencidé d'obtenir uns resultats més concloents amb els quals poder
dilucidar definitivament 1l'existéncia o no de desdiferneciacié durant la re-
generacié a plandries, varem injectar cél.lules de plandria intactes, prévia
ment separades en neoblasts i cél.lules diferenciades segons el métode de

Auladell i Collet (1984), a l'interior d'organismes irradiats (raigs X).S'ob-

serva quin tipus cel.lular injectat era capag de restituir les potencialitats
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regeneratives i de recanvi cel.lular a l'organisme irradiat.

Material i Métodes

1) Organismes: Els organismes emprats per aquest estudi pertanyen a 1l'espécie

asexuada de Dugesia(G)tigrina. Els organismes irradiats amb raigs X eren sot

mesos a una dosi total de 8.000rads (1.000rads/minut) amb un tub housing HT-
100 (Philips) del Dep. de Dermatologia, Hosp. Clinic de Barcelona, a 100Kv,
8mA. amb un filtre d'alumini de 1'7mm de gruix.

Els organismes suministradors de cél.lules diferenciades marcades amb boles
de latex fluorescents, eren alimentats amb una papilla artificial que consta
va (comunicacié personal R. Romero):

- 0.2 gr d'homogenitzat de fetge

- 10 mgr d'agar de baix punt de gelificacié (15°C) Sea Prepl5/45 (FMC Rockland)

- 2 ml d'H,O dest.

- 40 de s6lucié mare (2'5%; 4.55x1010 boles/ml) de boles de latex fluores-—
cents (maxim d'absorcié 169nm) de lt0.0S,um de ¢ (Polysciences, inc.)

Al cap de 24 hores d'injestié de la papilla eren dissociades, is'obtenia una
suspensid cel.lular amb un 20% de les cél.lules diferenciades marcades amb

boles de latex fluorescents,aquestes es mantenen estables durant més d'un mes.

2) Separacié de neoblasts i cdl.lules diferenciades: primerament s'obtenia

un dissociat cel.lular d'organismes préviament trossejats en CMF (solucié sa
lina sensa calci i magnesi) (Salé 1984; Auladell, 1983).

El métode de millor rendiment en 1'obtencié de neoblasts purs era el de fil-
tracié diferencial, mentre que les cél.lules diferenciades s'obtenien o bé a
partir de dissociats de faringes, drgans formats completament per cél.lules
diferenciades (Bagufid, 1976a), o bé per gradients de Ficoll (Salé, 1984;
Auladell i Collet, 1984).Totes aquestes suspensions cel.lulars presentaven

les cél.lules en bon estat.

3) Introduccié de dissociats cel.lulars purificats en organismes irradiats:

La suspensié cel.lular total o purificada es centrifuga a 400g 30' i es re-
suspen en un volum minim de CMF. Plandries hoste irradiades es deixen sota

un binocular i sobre una placa de gel, per immobilitzar-les el maxim possible.
Aleshores, i amb trossets de fulla d'afaitar de 1mm d'amplada es fan tres in
cissions, formant un triangle (Sald, 1984). Seguidament s'introdueix a través
de les incissions la punta d'un tub d'hematdcrit estirat a la flama, i amb
l'ajut d'un cargol micrométric acoblat a una xeringa hamilton s'introdueixen
dins l'hoste uns Tﬂl de suspensidé cel.lular. A continuacié es recobreix 18o5)
ganisme amb paper de fumar, i es deixa 12h a 4°C i 24h a 12°C dins d'una cap

sula de petri negra amb paper Whatman n®l1 humit amb solucid salina estéril

(fig. 1). Finalment els organismes injectats i els controls no injectats, es
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deixen en solucid estéril a 21°C amb canvis diaris, per a observar la corba

de supervivéncia.

4) Control de la supervivéncia de les cél.lules diferenciades injectades en

hostes irradiats: Suspensions de cél.lules diferenciades marcades amb boles

de latex fluorescents obtingudes per purificacié de dissociats d'organismes
alimentats amb papilla artificial (métode 1} eren injectades (Métode 3) dins
d'hostes irradiats. A diferents temps després de la injeccid, els organismes
eren macerats i amb l'ajut d'un hemocitdmetra i un microscopi Zeiss amb equip
de fluorescéncia, es quantificava el nombre de cél.lules diferenciades en bon
estat marcades amb boles de latex fluorescents. Els resultats s’expreéen en

percentatges respecte al nombre total de cél.lules de l'hoste.

5) Quantificacié de l'activitat mitdtica: La quantificacié de l'activitat mi

tdtica d'hostes irradiats i injectats amb diferents suspensions cel.lulars,
es va realitzar incubant els organismes amb Cochicina 0.05% durant 4h a 22°C,
seguit d'una tincid amb orceina segons el métode de Gomory modificat (Salé,

1978).

6) Quantificacié del nombre de neoblasts en organismes irradiats: Organismes

control irradiats, eren macerats segons el métode de (Bagufid & Romero, 1981)
a diferents temps post-irradiacié, i amb l'ajut d'un hemocitémetre i un mi-
croscopi de contrast de fase, es quantificava el nombre de neoblasts del ma

cerat.Els resultats venen expresats en % respecte al nombre total de cél.lules.

Resultats

1) Efecte dels raigs X: Els organismes irradiats mostren a partir d'una dosi

total de 4.000rads la desaparicié de l'activitat mitdtica. Aixd provoca un

decreixement de la poblacié de neoblats (23'5%), aixi als 3 dies després de
la irradiacié aquesta ha disminuit un 50% (12%), i queda reduida a un valor
insignificant a les dues setmanes, tant en organismes sencers com regenerant

(fig. 2). La manca de neoblasts impedeix el recanvi cel.lular i provoca la

lisi de 1l'organisme als 21 dies.
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Figura 2. Percentatge de neo-
blasts presents en organismes
irradiats. Abscissa: temps en
dies després de la irradiacié.
(0———-0) organismes irradiats
regenerant; (e——e) organis-
mes irradiats sencers.

2) Introduccié de suspensions cel.lulars totals i purificades a organismes

irradiats: Els resultats d'aquests experiments s'exposen en la Taulal, mentre

que les corbes de supervivéncia dels diferents hostes es presenten en la Fig 3.

2.1.) Introduccié de dissociats de cél.lules totals:La introduccié d'una sus-

pensid cel.lular total a l'interior d'un hoste irradiat. sencer o regenerant
provoca, als 15 dies a 22°C, l'aparicié de densitats altes de mitosis (TaulaI)
en regions puntuals de l'organisme. Aquestes, perd, sén insuficients per a
repoblar tot l'organisme, i aquest mort, encara que té un temps mitja de su-

pervivéncia lleugerament més llarg (26d) que els controls.

2.2.) Introduccié de dissociats de neoblasts purs: La introduccié d'una sus-

pensié de neoblasts (90% puresa) a l'interior d'un hoste irradiat, sencer o
regenerant provoca, als 15 dies a 22°C, l'aparicid de mitosis distribuides,
no uniformement, en clapes d'alta densitat (superior a 1l'observada en injec-
cions de dissociats totals). Tot i aixi, no tots els organismes injectats re
cuperen amb el temps necessari el nombre suficient de neoblasts per a sobre-
viure a la irradiacié, i a la llarga moren, si bé amb un temps mitja de super
vivéncia significativament més llarg que tots els altres grups (30 dies).
Solament el 20% .d!organismes injectats amb neoblasts sobreviuen a 1'efecte
letal de la irradiacié, i presenten un comportament normal, amb formacidé del
blastema si sén tallats i reproduccid per fisid si els neoblasts injectats

eren d'organismes de reproduccié asexual.

2.3.) Introduccidé de dissociats de c&l.lules diferenciades: La introduccié

de dissociats de cél.lules diferenciades intactes i pures (95% de puresa) a
l'interior d'un organisme irradiat, sencer o regenerant, no provoca cap can-
vi a cap nivell en l'hoste irradiat. No s'observen mai mitosis inclis al cap

de periodes llargs després de la injeccié (més de 15d) , el temps mitja de

supervivéncia d'aquests és el mateix que els controls (Granfere. SHI
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Figura 3. Corbes de super-
vivéncia d'organismes irra ; i
diats i injectats poste- =
riorment amb diferents G
tipus cel.lulars sans. '§ o
Ordinada : percentatge §
de supervivéncia; @
Abscissa: temps després
de la irradiacid.
100% i
0
Dies
Temps mlFJa_ Nombre organlg % orggnlsmes Index mitdtic
superviveéncia mes estudiats amb mitosis
Control 21d. 41 0% 0
total 26d. 34 96% 033720112
Cél. dif. 21%d. 35 0% 0
Neoblasts 30d.- o< 32 97% 0.780%0.202

TaulaI. Temps mitja de supervivéncia, percentatges d'organismes que presen-
ten mitosis, i index mitdtic a organismes irradiats (controls) o injectats
amb dissociats de cél.lules totals o préviament purificades de neoblasts o
cél.lules diferenciades.

Els controls realitzats amb suspensions de cél.lules diferenciades marcades
amb boles de latex fluorescents (Taula II), mostra que el percentatge de
cél.lules injectades, marcades i en bon estat es manté durant tot el periode
que resta viu l'hoste, descartant per tant qualsevol inadaptacidé i lisi de
les cél.lules diferenciades dins el nou ambient del teixit irradiat. La alta
variabilitat en els percentatges es deguda a la imposibilitat de controlar

perfectament el nombre de cél.lules injectades en cada organisme.

Od 2d 5d 10d 15d 20d
4.416+2.823 6.500+£3.400 2.708x£980 5.200£2.102 4.800%1.041 52081202
0.48% 0.32% 0.29% 0.68% 0.57% 0.69%

Taula II. Nombre i percentatge de cél.lules sanes marcades amb boles de
latex fluorescents, a diferents temps post-injeccié.

Discussid

La introduccidé de cél.lules intactes préviament purificades a l'interior 4d'
hostes irradiats, sencers o regenerant, mostra:

1) que en aquestes condicions, les cél.lules diferenciades introduides no
proliferen, la qual cosa impedeix la supervivéncia de l'hoste irradiat, i

conseqiientment deuen ésser incapaces de desdiferenciar-se. Per altre banda,

els controls realitzats amb cél.lules marcades amb boles de latex fluores-
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cents, descarten qualsevol alteracid de les cél.lules diferenciades per la
manipulacié a qué han estat sotmeses, i qualsevol inadaptacidé d'aquestes en
el teixit irradiat, fets que podrien justificar la manca:de capacitat desdi
ferenciadora.

2) Que els neoblasts introduits, donen lloc a zones (o clapes) d'alta densi
tat mitética, i a la llarga duen bé a un augment del temps de supervivéncia
de l'hoste, o bé a "salvar" totalment a l'hoste de la mort i restituir-li la
capacitat regenerativa.

El conjunt d'aquestes dades ens mostra en primer lloc que, en les condicions
emprades, el neoblast seria l'lnic tipus cel.lular que donaria lloc a les
cél.lules del blastema durant la regeneracié, ja que la simple introduccié

de neoblasts sans dins l'hoste irradiat, 1li permeten formar un blastema de
les mateixes caracteristiques del que forma un organisme control no-irradiat,
mentre que la introduccié de cél.lules diferenciades sanes, al no desdiferen
ciarse sén incapaces de formar un blastema de regeneracid.

En segon lloc, el fet que tan sols la introduccid de neoblasts sans permetin
la supervivéncia i restitucié de totes les potencialitats de 1'hoste irradiat,
confirma al neoblast com l'auténtica cél.lula soca, capag de donar lloc a
Tots els tipus cel.lulars i per tant de retituir el "turnover" de tots els
teixits. En aquest sentit, (Sald, 1984) observa que la introduccié d'un trans
plant intacte d'una espécie o raga diferent a la de l'hoste irradiat, provo-
ca la supervivéncia d'aquest i el canvi de raga o espécie segons l'origen del
transplant. Donat que el neoblast és l'Gnica cél.lula amb capacitat prolife-
rativa i migratdria local, aquests resultats ens confirmen al neoblast com
l'auténtica cél.lula soca general, i ens mostren que inclis es poden desenvo
lupar en un camp morfogendtic d'una altra raga o espécie, interpretant els
seus senyals morfogenétics i provocant a la llarga el canvi de comportament
en funcié de la seva informacié gendtica. Tot aixd duu al seu torn a sugge—
rir que la desdiferenciacié cel.lular, si es que realment es déna a planaries,
té un paper poc rellevant en el mecanisme de formacid i creixement del blas-—

tema, i en el procés diari de recanvi cel.lular.
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