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Abstract

The control of cell proliferation in planarians: effects of mitogenic neu-
ropeptides (Substance P) and cell-density dependent factors.

How proliferation of cells in planarians is controlled is still an un-
solved question. Here we show that the neuropeptide Substance P (SP) is
a potent mitogen for intact and regenerating organisms. At nanomolar con-
centrations, SP markedly enhances cell proliferation as seen by the in-
crease in the mitotic index and in the number of blastema cells. This
mitogenic effect is probably due to mobilization of cytosolic calcium
mediated by hydrolisis of inositol phospholipids, as has been shown to
occur for other growth factors.

Moreover, using interspecific chimaeras between irradiated and unirra-
diated tissues and cells, it is suggested that an autocrine inhibitory
feed-back mechanism do also occur to control cell proliferation. The in-
terplay between this autocrine inhibitory mechanism and its paracrine
stimulatory counterpart may control the overall proliferative rate in
planarians.

Introduccid

El mecanisme pel qual les cél.lules decideixen proliferar o diferen-
ciar-se és un aspecte central del desenvolupament dels organismes pluri-
cel.lulars. Tan en 1'embrié com en 1'adult, les anomenades cél.lules-soca
retenen aquesta capacitat decisdria, i han esdevingut en consegiiéncia un
dels millors models d'estudi del com les cél.lules estableixen aquestes

decisions.

A planaries, les cél.lules-soca, o neoblasts, sén una poblacidé de cél.
lules indiferenciades pluripotents (o totipotents) que donen lloc conti-
nuament a tots els tipus cel.lulars diferenciats de 1'adult; aquests da-
rrers presenten una alta taxa de recanvi (Bagufia, 1976a, 1981; Bagufia i
Romero, 1981). E1 flux de neoblasts que es van diferenciant és compensat
per una taxa proliferativa que manté uns valors determinats que depenen
principalment de la llargada de l'organisme (Bagufia, 1976a), del seu estat
metabdlic i nutricional (Romero i Bagufia, 1984), i de la temperatura (Ro-

mero, 1983). Aquesta taxa basal s'incrementa temporalment i transitdria-

ment després de la ingesta d'aliment (Bagufia, 1974; Betchaku, 1975; Ba-




gufid i Romero, 1981) i durant el procés de regeneracié (Bagufia, 1976b;
Salé i Bagufia, 1984; Morita i Best, 1984). En ambdés casos, l'increment
mitdtic és molt rapid degut a 1l'entrada en mitosi de cél.lules pre-exis-—
tents en G2, es manté durant 3-4 dies amb 1 (o potser 2) cicles de repli-
cacié de 1'ADN i divisié, i assoleix valors normals cap als 7-8 dies (salé

i Bagufia, 1984).

Els neoblasts sén les tiniques cél.lules a planaria amb capacitat prova-
da de divisié, i representen del 15 al 25% de les cél.lules totals. Aquest
nombre tan alt de cél.lules fa pensar, perd, que sols una petita part se-
rien veritables cél.lules-soca, essent la resta cél.lules en diferents es-
tadis de determinacidé que mantenen la capacitat de divisié (compartiment
d'amplificacié). Experiments amb hidroxiurea suggereixen que el nombre de
veritables cél.lules-soca seria el 20% dels neoblasts totals (aprox 3-4%
de les cél.lules totals) essent cél.lules de cicle lent (Tc= 1-5 dies),
mentre que el compartiment d'amplificacidé representaria el 80% dels neo-
blasts (aprox 15-20% de les cél.lules totals) essent cél.lules de cicle
curt (TC<224 hores) (Salé i Bagufia, 1984). Malauradament, no es coneix
avui en dia cap tipus de marcador (morfoldgic o funcional) que permeti
distingir un grup de cél.lules de l'altre. En conseqiiéncia, les dades que

esmentarem es referiran a la poblacié de neoblasts en general.

Com es controla la proliferacié dels neoblasts en l'organisme intacte?.
A qué es deu 1'increment mitdtic després de la ingesti6é i al poc temps de
1'amputacié?. Com decideix un neoblast si proliferar o diferenciar-se, i
en aquest darrer cas, cap a qué?. Quins mecanismes operen per a mantenir
més o menys constant la poblacié de veritables cél.lules-soca en un orga-
nisme en estat estacionari, i com aquesta poblacié creix o decreix en %
durant el creixement i el decreixement de 1l'organisme?. Quina modalitat de
control de la proliferacié hi ha: autocrina, paracrina, neuroparacrina?.
Quin tipus de control exerceixen els presumptes factors o molécules impli-
cades: negatiu, positiu, o ambdés?. Quin paper juga la densitat cel.lular
de les propies cél.lules-soca o de les presumptes cél.lules reguladores

paracrines o neuroparacrines en el control de la proliferacid?.

Malgrat que avui en dia és impossible respondre adequadament a aquestes
giiestions, s'han anat acumulant recentment un seguit de dades de caire
bioquimic i molecular que permeten dissenyar un quadre general forga d'a-
cord amb les idees actuals sobre el control de la proliferacidé als orga-

nismes pluricel.lulars. En primer lloc, es coneixen un seguit de factors,

substancies o productes, activadors o inhibidors de la proliferacié a
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planaries. Entre els primers cal esmentar els neurotransmissors serotonina,
noradrenalina i dopamina (Franquinet, 1979, 1981), els ions Ca2+ (Martelly,
1983), el GMP ciclic (Lenicque, 1976), el dibutiril AMPc (Weinstein i Ga-
vurin, 1977), factors neurosecretors (Friedel i Webb, 1979), poliamines
(Forbes et al, 1979; Collet i Sald, 1983), i diferents tipus d'extractes
tissulars (Lender, 1974; Sauzin-Monnot, 1976). Com a factors inhibidors
podem esmentar, a part dels mil i un factors inespecifics (per a referén-
cies, vegeu Brgnsted, 1969, i Lenicque, 1976), els antagonistes dels neu-
rotransmissors (Lenicque, 1976; Franquinet, 1979, 1981), l'acetilcolina

i 1'AMPciclic (Lenicque, 1976), i diferents tipus d'extractes tissulars
(Lender, 1974; Steele i Lange, 1977). D'aquests factors, positius i nega-
tius, esmentats, aquells relacionats amb activitats neurosecretores o
neurohumorals han estat els més estudiats. Aix0 es deu a qué hi ha un pa-
ral.lelisme entre l'activitat mitdtica durant la regeneracié i 1l'increment
en neurosecrecié (Sauzin-Monnot, 1972; Lender, 1974), aixi com una relacié
entre l'increment mitdtic després de la ingestid d'aliment i activitats
neurohumorals (Bagufia, 1974; Betchaku, 1975). D'aci que sovint s'hagi es-
tablert un lligam de causa-efecte entre activitat neurosecretora i proli-

feracié cel.lular (Lender, 1974; Bagufid, 1976b; Friedel i Webb, 1979).

El model avui en dia més coherent que tracta de lligar totes aquestes
dades,i d'altres no esmentades,és el propossat pel grup de Paris (Marte-
lly i Franquinet, 1984). En sintesi (fig 1) proposen una relacié causal
entre les variacions en les concentracions de neurotransmissors (seroto-
nina, noradrenalina i dopamina), els increments en l'activitat de 1'ade-
nil ciclasa i la concentracidé d'ions Ca2+, i la sintesi de DNA i RNA. Més
especificament, la serotonina, juntament amb la noradrenalina, estimula
l'adenil ciclasa que al seu torn fa pujar els nivells d'AMP ciclic. Aquest
darrer indueix un increment transitori en la concentracié intracel.lular
de Cae+ que a l'unir-se a la calmodulina duu a l'estimulacié de les pro-
teina kinases depenents de Ca2+. Aquestes darreres serien les que durien
a la fosforilacié de proteines importants per a 1l'inici de la sintesi de
DNA, fet que succeeix a les 12-14 hores de regeneracié. Un procés paral.
lel, iniciat amb increments del nivell de dopamina duria a 1l'estimul de
la sintesi de RNA a les 18-24 hores de regeneracié. Punt comi a ambdés

processos sembla ésser 1'increment en la concentracié de calci intracel.

lular.
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Figura 1. Diagrama representant els aconteixements bioquimics
més importants implicats en l'activacié cel.lular
(proliferacié i diferenciacié) durant la regenera-
cidé de planaries. (Martelly i Franquinet, 1984).

Recentment perd, s'ha demostrat en nombrosos sistemes (Berridge i Ir-
vine, 1984; Nishizuka, 1984; Taylor et al, 1984; Farrar i Anderson, 1985),
que els increments en la concentracid de Ca2+ intracel.lular serien deguts,
més que a un increment previ del AMPc, a qué la interaccié del factor de
creixement o mitdgen amb el receptor de membrana duu a una hidrdolisi ex-
tremadament rapida de inositol 4,5-bifosfat (PIP2) donant lloc a inositol
trifosfat (IPS) i diacilglicerols. E1 primer és el que allibera Ca2+ del
reticle endoplasmic cap a l'espai intracel.lular; el segon sembla ésser
l'activador de la proteina kinasa dependent de Ca2+ i fosfolipids anomena-
da proteina kinasa C. Ambdues substancies s6n punts claus en la cascada
d'esdeveniments que menen a la proliferacié cel.lular (fig 2). D'altra
banda, no cal oblidar que certs mitdgens i hormones indueixen un rapidi-
ssim increment (€ 30s) de l'activitat de l'ornitina decarboxilasa i de la
concentracié de poliamines, que duen a l'alliberament de Ca2+ a l'espai
intracel.lular (Koenig, 1983). Es a dir, les poliamines tindrien el paper
de missatgers per tal d'incrementar també la concentracié de calci intra-

"cel.lular.

Per tal d'aprofundir més en el control de la proliferacié cel.lular a

plandries, i tenint present les dades bioquimiques esmentades i la postu-
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lada connexié neurosecrecibé-activitat mitdotica, hem estudiat 1l'accid del
neuropéptid Substadncia P sobre la proliferacié de planaries intactes i en
regeneracid. Darrera d'aquesta tria hi ha quatre raons principals. En pri-
mer lloc, la Substancia P és un neuroundecapéptid, present en vesicules
sinaptiques i en elements vesiculars intermedis, que ha estat relacionat
en diferents organismes (principalment mamifers) amb la transmissié d'in-
formacié sensorial (entre ella la sensacié de dolor) al sistema nervids
central (Marx, 1979). En consegiiéncia, és raonable pensar que la Substan-
cia P actui en algun punt de la linia de comunicacié entre un estimul (do-
lor, inflamacié, ingestié d'aliments,..) i una resposta cel.lular (acti-
vacié metabdlica, proliferacié, diferenciacid,..). En segon lloc, 1'ano-
menat "activador cefalic" de Hydra, un undecapéptid present en cél.lules
nervioses i relacionat estructuralment amb les bradiquinines i en grau
menor amb la Substancia P, estimula la regeneracidé activant la prolifera-
cié de les cél.lules-soca intersticials (estructuralment molt semblants
als neoblasts) i la seva diferenciacié a cél.lules nervioses (Schaller,
1976; Schaller i Bodenmiiller, 1981). En tercer lloc, mitogens com la va-
sopresina i la bombesina s'ha demostrat que duen a un increment del calci
intracel.lular mitjancant 1l'activacié de 1'inositol trifosfat (IPa}, cosa
que fa pensar que qualsevol receptor que actui sobre el cami dels fosfo-
lipids de 1l'inositol pot estimular la divisié cel.lular. Finalment, Mantyh
et al (1984) han demostrat que la Substancia P estimula 1'hidrolisi dels
fosfolipids d'inositol i duu a la formacidé de diacil glicerol, mentre que
Nilsson et al (1985) han estat els primers a demostrar "in vitro" que la
Substancia P estimula la sintesi de DNA i la proliferacidé de cél.lules

connectives de mamifers.

Tot plegat aixd ens dugué a suposar que a planaries la Substancia P
(o substancies similars) podrien actuar de neurohormones lligant un esti-
mul periféric (ferida, ingestié d'aliment) amb una resposta proliferativa.
Per a comprovar-ho, la Substancia P s'afegi a cultius de planaries intac-
tes i en regeneracidé i es mesuraren els efectes sobre la proliferacid

cel.lular.

Un darrer aspecte del control de la proliferacié és saber si hi han o
no factors de control de tipus negatiu. Mentre que l'evidéncia de la seva

existéncia a planaries és clarament insuficient, hi ha dades a alguns sis-—

temes que demostren l'existéncia de factors autocrins de tipus negatiu




(Sporn i Roberts, 1985). D'altra banda, experiments d'eliminacié parcial
de cél.lules intersticials a Hydra amb hidroxiurea o colquicina suggerei-
xen que la recuperacié dels nivells normals es fa per canvis en la proba-
bilitat d'autorenovacié (Ps) de les cél.lules intersticials que sembla
controlada, almenys parcialment, per factors autocrins negatius produits

per les propies cél.lules intersticials (David, 1983).

Aixd ens suggeri la possibilitat d'estudiar la taxa de proliferacid
de neoblasts emprant empelts no irradiats dins d'hostes irradiats, o in-
jectant cél.lules totals (c.neoblasts a25%) o neoblasts purificats (c.
neoblasts 290%) a hostes irradiats (Salé, 1984; Salé et al, 1984). En
aquestes condicions, i segons el model exposat a Hydra, esperariem tro-
bar que com més baixa és la densitat de neoblasts més alta és la taxa de

proliferacid d'aquests, i com més baixa aquella més alta aquesta.

Material i Métodes

Els organismes emprats foren exemplars de 6-8mm de llargada de 1l'es-

pécie Dugesia(G)tigrina per als experiments amb Substancia P .i per a la

injeccid de cél.lules totals i neoblasts. Per als experiments d'empelts
de teixits s'empraren exemplars grans (12-16mm llargada) de 1'espécie

Dugesia(S)mediterranea. Els organismes es mantingueren a 17°C i tots

els experiments es realitzaren a aquesta temperatura.

Efecte de la Substancia P,

Per a comprovar els efectes de la Substancia P (des d'ara anomenada SP)
es feren dos grups experimentals: 1) organismes intactes, i 2) organismes
en regeneracié tallats a nivell prefaringi. La SP s'afegi a ambdés grups
a concentracions de 10_7—10_11M en solucidé salina per planaries i es deixa
durant 24 o 48 hores. Com a controls, grups d'organismes intactes o en re-
generacié es mantingueren en solucié salina sense SP. Per evitar la con-
taminacié bacteriana totes les solucions eren filtrades (Millipore 0.2%ym)

i tenien SFg/ml de sulfat de kanamicina (Sigma).

L'efecte de la SP sobre la proliferacid cel.lular es comprova mesurant
1'index mitdtic d'organismes control i experimentals, intactes o en rege-
neracié. Després de 24 o 48 hores de incubacié, els organismes eren fixats
i tenyits amb la técnica de Gomori (Salé i Bagufid, 1984),i el nombre de
mitosis i de nuclis eren comptats en una tira de teixit de 1mm al llarg

de l'eix A-P (cafalocaudal). Als organismes intactes es comptaren dues re-

gions: prefaringea i postfaringea. Als organismes en regeneracié es mesu-



raren el postblastema (pb) que cobreix el primer mil.limetre de teixit al

voltant de la ferida, i la regid postfaringea.

Com a mesura indirecta de la proliferacié es compta també el nombre de
cél.lules del blastema de regeneracidé als 3, 5 i 7 dies de regeneracidé en
organismes control i experimentals mitjangant la técnica de maceracié (Ba-

gufid i Romero, 1981).

En tots els experiments, i per a cada parametre i concentracidé provats,
es compararen els valors obtinguts entre controls i experimerntals, expre-
ssant-se els resultats com a percentatge d'activacié (A(%)) dels organis-
mes tractats (T) respecte als controls (C) segons l'expressid: A(%)= Eég
x100. Per a cada mesura s'empraren cinc organismes, i els resultats sén

la mitja de tres experiments diferents.

Efecte de la_densitat cel.lular dels neoblasts sobre la taxa de proliferacis
Les técniques d'irradiacidé (8000 rads), empelts entre teixits irradiats

i no irradiats, purificacié i injecci6é de neoblasts, i quantificacid de

l'activitat mitdtica es troben a Salé (1984), Salé i Bagufia (1984, 1985),

i Salé ‘et al (1984).

Resultats

La SP (10-7—10-11M) incrementa significativament 1'index mitdtic de pla-

niries intactes i en regeneracié en comparacidé a organismes control (Tau-
la 1). En organismes en regeneracié (postblastema; pb), la SP té un efecte
maxim a 100-1nM, efectes intermedis a 0.1nM i no presenta efecte a 0.01nM.
Per altra banda, s'observa una resposta diferencial entre organismes in-
tactes i en regeneracid, i entre regions diferentes d'organismes regene-
rants. Aixi, mentre l'index mitotic d'organismes intactes tractats augmen-
ta x3-4 comparat a controls no tractats (fig 3a)(p<0.005), 1l'index mito-
tic a organismes tractats en regeneracié augmenta 1.5-2 cops en el post-
blastema (fig 3b)(p<0.01) i 2-3 cops a la regié postfaringea (fig 3c)

(p< 0.005) en comparacié als controls no tractats. Aixd indica que la SP
té un clar efecte mitogénic tant en organismes intactes com en regenera-

cié, i que l'efecte és tant més gran com menor és 1l'index mitdotic inicial.

2—- Efecte de la SP sobre el nombre de cél.lules del blastema

La mida del blastema de regeneracié a planaries és proporcional al

nombre de les seves cél.lules; aquest darrer és dependent de la prolifera-

cidé cel.lular i la migracidé cel.lular en la regidé del postblastema (Salé
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i Bagufid, 1984). Donat que la SP incrementa 1l'index mitotic dels organis-
mes experimentals en regeneracié, hauriem d'esperar que, en comparacid a
organismes control, el nombre de cél.lules del blastema (i d'aci la seva
mida) fos més gran en els organismes tractats. Els resultats obtinguts
(Taula I; resultats per a blastemes de 7 dies) mostra que la SP incre-
menta per 15-20% el nombre de cél.lules a concentracions de 100-0.1nM,

mentre que ja no presente efecte a 0.01lnM.

Un procediment per comprovar si la propia densitat de neoblasts afecta
la proliferacié cel.lular consisteix a irradiar un organisme hoste (del
que desaparreixeran els neoblasts en 7-10 dies) i empeltar-1li un tros de
teixit sa. Els neoblasts d'aquest darrer repoblen lentament els teixits
irradiats per proliferacié i migracié local. Comparant les taxes de proli-
feracié d'aquests neoblasts amb les que es troben al fer empelts de teixits
sans en hostes no irradiats, podrem tenir una estimacié de la influéncia
d'una major o menor densitat de neoblasts sobre la seva propia prolifera-
cié.

Els resultats obtinguts (Taula II) mostren que la taxa de proliferacid
dels neoblasts procedents de 1l'empelt és forga més gran (5 a 10 cops) en
els teixits préviament irradiants (que no tenen neoblasts) que en els tei-
xits no irradiats (amb una densitat normal de neoblasts). Aixd permet sug-
gerir que a menor densitat la proliferacid és més gran i a l'inrevés, cosa

d'altra banda prou logica.

Index Mitotic

Empelts (a) Injeccié_cél.lules (b)
Control 0.03* 0.01 Control (irrad) 0
(no irrad/no irr) Irrad+cél.tot.  0.33%0.11
Experimental 0.17%0.04 Irrad +neobl 0.78%0.20

(no irrad/irrad)

Taula II. Index mitdtic dels neoblasts en els territoris irra-
diats després de introduir empelts no irradiats (a),
i després de injectar cél.lules total o neoblasts (b).
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Un altre procediment, formalment semblant a l'anterior si bé més in-
formatiu, consisteix a introduir cél.lules dissociades totals (de les
quals el 25% s6n neoblasts) o neoblasts purificats (2 90%) a hostes irra—
diats, i estudiar 1'index mitotic dins dels teixits irradiats. Els resul-
tats (Taula II(b)) mostren clarament que malgrat que la densitat de neo-
blasts és unes 3-4 vegades inferior en el primer grup (cél.lules totals),
1'index mitotic és solament la meitat del trobat en el segon grup; dit
d'altra manera, com més baix és el nombre de neoblasts introduits, més

alt és 1l'index mitotic.

Discussié

Els resultats descrits fins ara indiquen d'una banda que el neuropép-
tid Substancia P (SP) estimula la proliferacié cel.lular en planaries in-
tactes 1 en regeneraci6, i d'altra banda suggereixen la possible presén-
cia de mecanismes autocrins de tipus negatiu reguladors de la prolifera-
cié. Al nostre entendre aquesta és la primera descripcié en qué la SP,
una taquiquinina coneguda com a neurotransmissor d'informacid sensorial
als mamifers (Marx, 1979), estimula la proliferacié cel.lular "in vivo'".
A més, la SP estimula la proliferacié a concentracions (1.0-0.1nM) tro-
bades solament per a interaccions entre factors de creixement o hormones

i receptors de membrana, el que suggereix un efecte altament especific.

L'accié mitogénica de la SP sembla ésser més accentuada com menor és
1'index mitdotic de la regié tractada (vegeu figura 3). Aquest fendmen pot
deure's a: 1) variacions en la llargada del cicle cel.lular, especialment
escurcant-lo, o 2) fent que un nombre més gran de cél.lules entri en mito-
si tot mantenint un periode constant de cicle cel.lular. Malgrat que des-
coneixem quina €s la llargada del cicle tant en organismes intactes com
en regeneraci6, el fet que sistemes mitdticament activats com sén els
organismes en regeneracié responguin a la SP incrementant 1'index mitdtic
fa suposar més aviat que 1l'increment és degut a un increment en el nombre
de cél.lules que ciclen més que a l'escurcament del cicle cel.lular, si bé&

no disposem de cap dada clara que aboni aquesta suposicié.

La SP també duu a un increment de la mida del blastema en organismes en
regeneracié. Aixd no és sorprenent donat que aquella depén del nombre de
cél.lules del blastema, i aquest depén al seu torn de la taxa de prolife-

racié a la regi6é del postblastema (Salé i Bagufid, 1984). E1 que sorprén

més, perd, és la diferéncia entre 1l'activacié de la proliferacié al post-
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blastema (100-150%) i 1l'activacié del nombre de cél.lules del blastema
(15-20%), ja que en principi caldria esperar valors més semblants. Una ex-
plicacié d'aquesta disparitat pot deure's a la modalitat de formacié i
creixement del blastema a plandries. S'ha demostrat (Morita i Best, 1984;
Salé i Bagufia, 1984, 1985) que el blastema no presenta mitosi i que el

seu creixement es deu a l'entrada continuada, per migracions locals i mo-
viments a l'atzar, de neoblasts des del postblastema a la base del blas-
tema. Aquesta entrada, perd, és basicament deguda no a fendmens de migra-
cions direccionals siné als moviments a l'atzar deguts a la proliferacié
cel.lular, i molt especialment a prop de la ferida. Si la proliferacid

al postblastema s'incrementa degut a 1l'accié de la SP, no totes les cél.
lules produides de més aniran cap a la base del blastema; solament un per-
centatge reduit d'aquestes ho faran. D'aqui que l'activacidé trobada en lg
mida del blastema sigui molt inferior a 1'esperada potencialment si hi

hagués una migracié direccional de totes les cél.lules produides de més.

La demostracié que la SP actua com a un mitdgen molt potent a plana-
ries estd plenament d'acord amb les dades de Nilsson et al (1985) sobre
l'efecte mitogénic "in vitro" de les taquiquinines Substancia P i Subs-
tancia K a cél.lules connectives de mamifer. A més, el fet que Mantyh et
al (1984) trobin una gran correlacié entre la preséncia de receptors de
la SP i la hidrdlisi de fosfolipids d'inositol abona aquest possible efec-
te mitogénic. D'altra banda, altres neuropéptids mitdgens com la bradi-
quinina, la vasopresina i la bombesina actuen seguint el mateix patré
bioquimic, i molt recentment Farrar i Anderson (1985) han demostrat que
les interleucines 2 i 3 (IL-2 i IL-3) duen, mitjancant el diacil glicerol,
al increment i redistribucié de la proteina kinasa C del citosol a la mem-
brana i, a la llarga, a estimular la proliferacié cel.lular. D'aci que no
sigui gaire aventurat postular que, a planaries, la SP estimularia, unint-
se a receptors especifics de membrana, la hidrdlisi dels fosfolipids de
l'inositol, punt clau en la mobilitzacié del Ca2+ intracel.lular i en
l'activacié de la proteina kinasa C, esdeveniments clau que menen a la

proliferacié cel.lular (vegeu fig 2).

Com lligar, perd, l'efecte tan especific de la SP a planaries i totes
les dades bioquimiques esmentades (fig 2) amb el model proposat pels au-
tors de l'escola de Paris (fig 1) sobre l'activacié de la proliferacid
cel.lular a planaries?. Al nostre entendre, la diferéncia entre ambdds

models és o bé sols temporal o respon a l'existéncia de dos mecanismes

d'activacié diferents emprant potser diferents receptors perd que menen
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a un mateix efecte: incrementar la concentracié intracel.lular de calci.
Aixi, d'una banda, el diagrama proposat a la fig 1 respon a reaccions i
efectes que s'inicien a les 2-3 hores de regeneracié mantenint-se i/o
variant d'aci en endavant, mentre que les reaccions de la fig 2, de les
que forma part l'estimulacié per la SP, tenen lloc al cap de molt pocs
minuts, reflectint probablement les reaccions inicial d'estimulacid que
menen a la llarga a la proliferacié cel.lular. Alternativament, i tenint
en compte que la fosforilacié de les proteines enddgenes no pot ésser
unicament explicada per les activitats de les PK depenents d'AMPc i depen-
dents de Ca2+~ca1modulina tal com proposen els autors francesos, ja que
bona part d'aquests efectes es duen a terme a través de les PK-C depen-
dents de Ca2+—fosfolipids, Jjustament la PK que queda activada per factors
tals com la SP, 1'EGF, la PDGF, etc,., és possible que els esquemes de
les figures 1 i 2 siguin el reflexe de dos mecanismes diferents. En a-
quest context, Martelly et al (1985) han demostrat molt recentment que

la PK-C té a planaries una primera fase d'activacié als 3-10 minuts de
l'amputaci6é, una segona fase entre 1-3 hores i una darrera a partir de

9 hores de regeneraci6. Aquestes dades suggereixen que els factors de
creixement o activadors a planaries, com la SP i d'altres, activarien la
proliferacié, al menys inicialment, a través del diagrama especificat a

la figura 2.

Un darrer aspecte que cal esmentar és que malgrat diferentes neurohor-
mones han estat descrites a planaries (somatostatina, neurofisina, ACTH,
neurotensina, S-100, Met-encefalina, FMRF-amida; vegeu Salé i Bagufia,
1985, per a referéncies), no s'ha demostrat encara la preséncia de la SP
en aquests organismes. D'aci, que es pugués adduir que malgrat els efec-
tes mitogénics tan clars que té, la SP no actua en realitat a planaries.
Si bé aquesta critica és valida, hem d'assenyalar, a part d'altres raons
que abonen la seva existéncia, que les concentracions a les que actia la
SP a planaries (100-0.1nM) sén les propies de les interaccions hormona/re-
ceptor i factors de creixement/receptors a d'altres sistemes, cosa que
suggereix fortament la preséncia del receptor de la SP, i en conseqiién-

cia de la SP o substancies semblants en aquests organismes.

Els resultats de colonitzacid, per proliferacié i migracié local, dels
territoris irradiats per part de neoblasts procedents de teixits no irra-

diats, demostren que la proliferacié depén certament de la densitat de

neoblasts. Aquests resultats, pero, es poden interpretar de dues maneres:
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1) que a menor densitat de neoblasts la concentracid d'activador/cél.lula
és major i consegiientment hi ha activacié de la proliferacié, mentre que
a major densitat passaria al inrevés; o 2) que a menor densitat de neo-
blasts menor és també la quantitat de factors inhibidors autocrins i con-
segiientment hi ha més proliferaci6,mentre que si la densitat cel.lular

és més gran hi ha més factors inhibidors i menys proliferacié. No cal dir
que ambdds factors, activadors i inhibidors, poden actuar alhora, i la

taxa de proliferacié dependre del balang local entre ambdues substancies.

Les dades obtingudes no sén suficients certament per abonar clarament
una alternativa o l'altre. De tota manera, una dada interessant, més d'a-
cord amb el model autocri negatiu, és que no hi ha una proporcionalitat
exacta entre densitat i taxa de proliferacidé ja que com més baixa és la
densitat més alta proporcionalment és la proliferacié. Aixo és més facil
d'explicar per un mecanisme autocri de tipus negatiu que no per un para-
cri de tipus positiu. D'altra banda, en els experiments de injeccidé de
cél.lulesa hostes irradiats, els neoblasts introduits formen petites cla-
pes o clons que sén de la mateixa grandaria tant si s'injecten neoblasts
purificats com neoblasts sense purificar. Aixd indica que la proliferacid
i el seu control és un fendmen local explicable per factors de tipus nega-
tiu produits pels mateixos neoblasts. Tot plegat ens duu a considerar un
model de tipus autocri negatiu, formalment semblant al model de la proba-
bilitat Ps a Hydra (David, 1983), que suposa que la probabilitat P que un
neoblast es divideixi estad controlada negativament pels neoblasts veins.
Es a dir: 1) cada neoblast secreta un factor inhibidor difusible; 2) cada
neoblast "mesura'" la concentracié externa local d'aquest factor; i 3) la
concentracié del factor determina el valor de P. Ldgicament, la concen-
tracié del factor inhibidor dependra del nombre i la proximitat dels neo-

blasts de l'entorn.

Com lligar aleshores els dos mecanismes: l'autocri negatiu i el para-
cri positiu?. Encara que a un nivell molt especulatiu, es pot pensar que
als organismes intactes en estat estacionari la proliferacié dependra del
balang local d'ambdés factors. Ara bé, quan per ingestié d'aliment o per
amputacié, s'incrementa la concentracié de factors activadors paracrins
(produits molt probablement pel sistema nervids), la taxa de proliferacid
augmenta. La intensitat i durada de 1l'increment mitdtic dependra d'una
banda de la durada de l'activacié i de la concentracié assolida de factors

activadors, i d'altra banda de la densitat local de neoblasts (incremen-
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tada al seu torn per la propia proliferacid i migracié), fent que al cap

d'un periode de temps determinat es tornin a assolir els valors control.

Tres sén els camps principals que resten oberts pels resultats d'aquest
treball. D'una banda, i tenint en compte el desconeixement actual de si
la SP és present o no a planadries, és el saber si la SP (o substincies si-
milars) existeix o no en aquests organismes. Si aixi fos, fora aleshores
interessant estudiar: 1) la distribucié axial (eix A-P i eix D-V) i l1la lo-
calitzacié cel.lular de la SP i del receptor o receptors de la SP a 1l'or-
ganisme intacte, i els canvis que puguin succeir durant la regeneracié, i
molt especialment durant les primeres hores; 2) les relacions funcionals
entre la SP i els activadors i inhibidors del seu lliurament. Ens referim
en especial a estimuladors com la capsaicina, a inhibidors com la Met-en-
cefalina, o a certs antagonistes com el spantide (Nilsson et al, 1985);
i 3) la cindtica mitdtica en resposta a la SP, i comprovar si la SP ac-
tiva la proliferacié seguint les linies esmentades al diagrama de flux de

la Figura 2.

Un altra aspecte important a estudiar derivat d'aquest treball és la
preséncia real dels presumptes inhibidors de 1la proliferacié cel.lular
a plandries. Aixd és especialment interessant tenint en compte que els
factors inhibidors de la proliferacié, cas de ésser-hi, sén molt menys
coneguts que els factors de creixement. A part de les encare hipotéti-
ques i poc conegudes chalones, s'ha demostrat recentment la preséncia de
factors autocrins de tipus inhibidor com el TGF—(S que inhibeix a con-
centracions molt baixes (del éordre de picograms) la proliferacié de molts
tipus cel.lulars de morfologia epitelial i fibroblastica, tumorals o no
(Sporn i Roberts, 1985). Aixd és tant més interessant quan es pensa que
les transformacions tumorals poden ésser degudes, a més de la produccié
O expressié excesiva de factors de creixement autocrins, a les altera-
cions en la sintesi, expressié, lliurament a l'exterior, o capacitat de

resposta, de factors autocrins de tipus negatiu.

El darrer aspecte d'interés rau en la ja coneguda connexidé factors de
creixement-receptors de membrana-segons missatgers-proteina kinasa-fosfo-
rilacié proteica-proliferacié cel.lular, i oncogens. Un diagrama sobre
les possibles relacions es presenta a la Figura 2, on és evident d'una

banda 1l'interés que presentaria el saber com la proliferacidé cel.lular

eés controla en condicions normals per a inferir els punts d'alteracié en
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les transformacions tumorals, i d'altra banda, estudiar a fons en sistemes
proliferatius adequats (dels que els regeneratius en sén un bon exemple)
l'existéncia i funcidé de oncogens cel.lulars. En aquest sentit, detectar
la preséncia d'oncogens cel.lulars en sistemes en regeneracidé com sén els
hepatdcits de mamifers o els neoblasts de planaries, seria particularment
GUtil per tal d'acostar els fendmens de regeneracié a l'analisi molecular

i genétic del control de la proliferacidé cel.lular.
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