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Abstract 

The process and role of wound healing in planarian regeneration. 

Wound closure in planarians was examined by light and scannig electron 
microscopy . A wound epidermis , consisting of a thin (l- 2f:l}, sheet-like 
layer of cells , rapidly forms from undamaged epidermal cells at the wound 
margin and covers the wound in less than 1 hour . This period occurs much 
earlier than most wound closure times published so far . In later s tages, 
newly formed epidermal cells coming from the mesenchyme become inserted 
among the cells of the wound epidermis; thus, cells of both the blastema 
and of the wound epidermis contribute to the new epidermis . 

Despite a careful search no evidence has been found to back the hypothe­
sis of differential epidermal covering in anterior and posterior regene­
ration as suggested by Chandebois (1980} and Saló (1984) . 

The implications of these results and new approaches to study the hypo­
thetical role of epidermal covering in pattern formation are also discu­
sed. 

Introducció 

La cicatrització , o cobriment epidermic , és, a nivell estructural, un 

dels processos inicials , sinó el primer , de la regeneració . 

Quin és pero el paper real de la cicatrtzació en el procés de regenera­

ció? Es solament necessaria per aillar el regenerant del medí ambient i 

permetre el retorndeles constants vitals previes a l'amputació, o bé té 

un paper més actiu interactuant amb els teixits interns que recobreix i 

actuant coma agent actiu. en la formació del patró d'estructures i en el 

manteniment de la polaritat?. 

Hores d'ara , i en sentit global, no hi ha consens clar sobre el paper re­

al de l'epidermis . Pera certs autors (Carlson, 1975, 1982} té un paper 

neutral , inespecífic; pera d'altres (Maden, 1977 ; Stocum, 1978, 1984), 

l'epidermis té un paper actiu en el manteniment de la polaritat i en la 

reformació del patró . 

Segons models propossats per aquests darrers autors, l'epidermis presen­

taria un valor posicional únic, estable i límit dins del continuum crei­

xent (o decreixent} de valors posicionals proximo-distals (o antero- pos­

teriors} propis dels teixits interns (mesenquima} . En interactuar ambdós 
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teixits (interacci6 epiteli-mesequima) durant la cicatritzaci6, i d'acord 

al principi general de intercalaci6 dels valors posicionals intermitjos , 

s'assolirien, en el mesenquima de les regions sota de la ferida, els va­

lors intermitjos que restaurarien el patr6 perdut d'estructures (veure Ba­

guña i col , 1985 , pera una discussi6 general dels models) . 

A planaries, la cicatritzaci6 ha estat malauradament poc estudiada . o·ací 

que no hi hagi encara consens sobre la seqüencia temporal del procés ni 

sobre la seva importancia real . Les xifres de cicatritzaci6 total obtingu­

des emprant microscopia optica i electronica van des de les 6 hores fins 

als 2-3 dies (Merita i Best, 1969 , 1974; Pascolini i col , 1984; Pedersen , 

1976 ; Spiegelman i Dudley , 1974) . Per contra , Chandebois (1980) , i més tard 

Sal6 (1984) , traben que la cicatritzaci6 és un procés molt rapid succeint 

entre 15 i 45 minuts despres de l ' amputaci6 . Segons aquests autors , la con­

tracci6 de la musculatura circular i longitudinal a l'entor de la ferida 

permet que l'epiteli pugui recobrir , rapidament , per estirament de les se­

ves cel . lules, la zona , ara for9a reduída , de la ferida . 

L'epiteli passa dones d'una estructura columnar a una d'escamosa . Més tard 

les cel.lules del blastema en procés de diferenciaci6 cap a cel . lules epi­

dermiques , s ' anirien intercalant entre les cel . lules de l'epiteli de cica­

tritzaci6 fins que aquest assoleix als 4- 5 dies una estructura columnar 

gaire bé normal . Aquest procés, replica del procés normal de recanvi epi­

dermic que s · acut en un organisme intacte (Skaer, 1965) , ha estat criticat 

per Chandebois (1985) en considerar que el recanvi es faria mitjan9ant cel­

lules- soca presents a la mateixa epidermis que per proliferaci6 i diferen­

ciaci6 accelerada transformarien l'epiteli escam6s de recobriment en epi­

teli columnar . 

Més incert encare és el possible paper , actiu o passiu, que l'epidermis 

pot jugar en el procés de restauraci6 del patr6 d'estructures . Donat que 

tecnicament no ha estat possible encara separar l ' epiteli de la resta de 

la planaria, ni fer organismes doble dorsal o doble ventral , els únics ex­

periments sobre el particular han estat els de sotmetre als organismes ta­

llats a solucions hipertoniques que impedeixen la cicatritzaci6 . En aquest 

cas, s'observa manca de regeneraci6 (veure Chandebois, 1976, pera infor­

maci6 general), si bé no és possible saber si aquest efecte es deu a la 

manca d'epiteli de cicatritzaci6 ( i d'ací , de interaccions cel . lulars) o 

als efectes deleteris de la hipertonia o de l'exposici6 de la ferida a 

l'ambient extern . 



L'única dada existent sobre un possible paper actiu de l'epidermis a la 

regeneració és el suggeriment de Chandebois (1979 , 1980) que la cicatrit­

zació a planaries és diferencial; ésa dir, a la regeneració anterior 

(cefalica) és l'epidermis dorsal la que recobreix la ferida mentre que a 

la regeneració posterior (caudal) és l'epidermis ventral la que recobreix 

i interactua amb el mesenquima . Aquest suggeriment pot explicar endemés 

el manteniment de la polaritat, que assignant a l'epidermis dorsal i ven­

tral els valors posicionals maxirns i mínirns, la interacció respectiva amb 

e l rnesenquirna donaría , per intercalació, els valors posicionals que man­

quen (Figura 1) 
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Figura 1 .- Hipotetic paper del recobriment epiderrnic diferencial en el 

rnantenirnent de la polaritat i en la formació del patró (adap­

tat de Saló 1984) . A: anterior, P: posterior , D: dorsal, V: 

ventral; 10 , 9,8 , .... 0 : valors posicionals antero-posteriors . 
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La hipótesi de Chandebois es basava en observacions de microscopia ópti­

ca i electrónica; mancava pero un estudi que demostrés la certesa del 

recubriment diferencial. Una aproximació en aquest sentit fou realitza­

da per Saló (1984 ) emprant colorants vitals (sulfat de blau del Nil) 

aplicats diferencialment a l'epidermis dor sal o ventral. El s resultats, 

preliminars encara, semblaven recolzar la hipot esi de Chandebois . 

Un darrer aspecte d'interes sobre e l paper de la cicatrització en la 

reformació del patró d'estructures és que si l'epidermi s té un paper 

important en la determinació de l a polaritat i del patró , haur iem d'es­

perar que el periode de determinació del patró fos posterior a l període 

de cicatrització. Les dades existents sobre determi nació cefal ica indi­

quen que succeeix entre l es 3 i les 12 hores de regeneració (Saló i Ba­

guña , 1984) . Aquesta determinació tan preco~ esta més d'aoord amb una ci­

catrització preco~ (15- 45 minuts) com assenyalen Chandebois (1980) i Sa­

ló (1984 ), que amb cicatritzacions més tardanes ( 6 hores- 3 di es) com 

suggereixen la r esta d'autors . 

-------------------------------------------------------------------------
Tenint en compte la incertesa de la majoria de dades exposades , el nostre 

trebal l s ' ha dir igi t d ' una banda a defini r amb claretat la seqüencia tem­

poral de la cicatrització a pl anaries , i molt especialment a definir en 

quin moment de la r egeneració es pot parlar de cicatr ització completa . A 

més , hem intentat esbrinar si existeix r ecobriment diferencial i quin és 

l ' origen de les cel . lul es 1e l ' ep i teli de cicatrització . 

Material i Métodes 

Els organismes emprats pertanyen a l es soques de les especies Duges i a (S) 

polycrhoa(biotip A) i Dugesia (O) gonocephala mantingudes al nostre labo­

ratori . Pera les observacions s'escolliren organismes de 8- 10 mm de llar­

gada dejunats 1 setmana . Després de tallar- los a nivell prefaringe les dues 

regions resultants es mantingueren a 17 12c a la foscor . 

Als 10, 20 i 30 minuts , i 1,2,4, 6 il2 hores de regeneració , alguns exem­

plars es fixen curosament per observar- los seguidament en microscopia op­

tica i microscopia electronica de "scanning" . El procés de fixació ha de 

realitzar- se amb cura extremada jaque la primor de l'epiteli de cicatrit­

zació (-"' 1- 2/ im) i la seva gran fragili tat el fa mol t propens al trencament 

i, conseqüentment, a considerar coma no cicatritzat un organisme queja 

ho era. Per ~conseguir-ho , els organismes es coloquen moments abans de la 



fixació en un porta sobre gel per tal de reduir a l maxim e l s moviments. 

La fixació es realitza en glutaraldehid (Merck) al 4% en tampó cacodi l at 

(Sigma ) 0 . lM (pH=7 . 4) durant 2 hores a 4ºC . Després de rent ar tres cops 

amb el tampó, es deshidrata en una serie d'alcohols a 4ºC fins arribar a 

alcohol absolut . A partir d'ací, es processaren dife rentment segons es 

volgués fer microscopia optica (M0) o microscopia electrónica de "scan­

ning" (SEM) . 

a) M0 . 

b) 

- 2 hores en metilbenzoat . 

- Inclusió en parafina (Merk; punt de fusió 51- 53ºC ) 

Talls sagi tals de 7 f m de gruix . 

Tinció amb hematoxilina i eosina , i muntatge amd DPX. 

SEM . 

- Acetat d ' amil- alcohol 

- Acetat d'amil- alcohol 

- Acetat d'amil- alcohol 

- Acetat d 'ami l. 

- Punt crític . 

- Metalitzat amb or . 

absolut 

absolut 

absolut 

( 1: 3) , 

( 1 : 1) , 

(3 :1) , 

15 minuts . 

15 minuts . 

15 minuts . 

- 0servació amb els microscopis Cambridge S . 4 i Jeol 840 del Servei de 

Microscopia Electronica de la Universitat de Barcelona i el microsco­

pi ISI IIIA del Servei de Microscopia Electronica de la Universitat 

Autonoma de Barcelona . 

Resultats i discussió 

En el present treball hem intentat esbrinar en quin moment de la regenera­

ció es pot considerar que la ferida és completament cicatritzada. Els tre­

balls esmentats a l a Introducció , que havien donat resultats tan diferents , 

havien estat realitzats , emprant una sola de les tecniques possibl es d'ob­

servació . Per asegurar- ne els resultats , nosaltres hem utilitzat dues tec­

niques conjuntament: SEM i Microscopia optica . La primera dona una vi sió de 

conjunt, extern~ de la ferida; la segona ens dona informació de l' es t at de 

l'epiteli de cicatrització en un punt concret i de la s eva r e lac i ó amb els 

teixits interns . 

Els resultats obtinguts demostren clarement que , tal com i nd icaven Chande­

bois (1980 ) i Saló (1984), la cicatrització es dona d i ns de l a primer a ho­

ra de regeneració . A la Figura 2 s'observa una c i catr i t zació completa als 

30 minuts . La ferida esta a l tament contreta, i grups cel . l ulars d ' ambdues 
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Figura 2. - Cicatrització caudal a Dugesia (D) gonocephala als 30 minuts 

de regeneració . 

epidermis s'han estirat considerablement per recubrir- la . fuperíodes pos­

teriors, i en alguns exemplars, pot observar- se pero petites zones, més o 

menys arrodonides, no cicatritzades (Figura 3). Aixo podria ésser degut a 

un trencament puntual de l'epiteli de cicatrització durant la fixació o a 

una cicatrització incomplerta puntual. El fet que la zona no cicatritzada 

aparegui a gran augment molt ben delimitada per l'epiteli (Figura 4) fa 

pensar més aviat en la segona alternativa . Un fet addicional que tambe sem­

bla indicar- he així és l'observació a les 12 hores de regeneració d'orifi­

cis que han estat cicatritzats a posteriori (Figures 5 i 6) . 

Aquest darrer fet connecta amb el problema de l'origen de les cel . lules de 

l'epiteli de cicatrització. Tots els autors, llevat de Chandebois (1985), 

estan d'acort que l'epiteli de cicatrització prové inicialment de l'epiteli 

antic , i que més tart repren la seva forma columnar típica per immigració 

de cel . lules procedents del mesenquima intern prop de la ferida, en forma 

semblant, si bé accelerada , del que succeeix en el renovament normal de 

l'epidermis d'un organisme intacte. A favor d'aixo hi ha el fet, for9a cops 

assenyalat, de l'absencia total de mitosi a l'epidermis . 



Figura 3 . - Cicatrització caudal a Dugesia (S) polychroa a 1 hora de regene­

ració . 

Figura 4 .- Detal l de la figura anterior on veiem l'intersecció de l'epi­

teli i la ferida no cicatritzada. 



Figura 5 . - Cicatrització cefalica a Dugesia (S) polychroa a les 12 hores 

de regeneració . 

Figura 6.- Detall de la cicatrització a posteriori d'un orifici inicial­

ment no cicatritzat. 



Els resultats obtinguts reforcen clarament aquesta opinió generalizada . 

En primer lloc , l'epiteli de cicatrització no presenta mai mitosi (Saló 

i Baguña , observacions no publicades) . En segon lloc , L'epiteli de cica­

trització manté la seva forma estirada (1- 2 m de gruix) fins a períodes 

superiors a les 6 hores (Figura 7) . Més tard , s ' anirien intercalant, es­

pecialment en els buits deixats perla cicatrització inicial , cel . lules 

en procés de diferenciació cap a cel . lules epidermiques . 

Un darrer aspecte del procés de cicatrització , i sens dubte el més impor­

tant , és saber si existeix recobriment diferencial . A !'especie Dugesia 

(S) polycroa , les dues epidermis són clarament diferenciables: la ventral 

molt ciliada i la dorsal gairebé gens . D'aquesta manera , i per microsco­

pia de rastreig podem delimitar quina epidermis recobreix la ferida en 

cas de regeneració anterior o posterior . 

Els resultats ~btinguts són en termes gener als , poc concluents . Mentre que 

en certs casos el recobriment diferencial es compleix , hi ha exemples clars 

que aixo no és sempre així (Figura 3) . En aquest cas (regió cefalica rege­

nerant cúa) , esperaríem que l'epiteli ventral (ciliat) fos el que recobris 

tota la ferida , cosa que no és . A més augment (Figures 8 i 9) es veu per­

fectament la intersecció d ' ambdues epidermis , l ' estirament de les cel . lu­

les de l'apidermis dorsal i , per contra , la manca d ' estirament de les cel­

lules ventrals ciliades. En d ' altres exemples hi ha també transgrecions de 

les normes de recubriment diferencial . 

Malgrat aquests exemples negatius qüestionen la hipotesi de recubriment di ­

ferencial, hem de pendre aquest fet coma quelcom provisional . Aixo es deu 

primerament que amb microscopia de rastreig solament veiem la cara externa 

de la ferida i no l a interacció entre cada una de les epidermis i el mesen­

quima subjacent . En d ' altres paraules , fora possible que una imatge externa 

de recubriment no diferencial es correspongués amb un recobriment diferencial 

real a nivel! intern. En segon lloc , les dades que es poden treure a nivell 

de talls sagitals e n microscopia optica són incerts perque és molt dificil 

establir el límit entre ambdós epitelis , al temps que es fa gairebé impossi­

ble saber si l'epiteli de cicatrització és ciliat o no a causa del gran es­

tirament de les seves cel . lules i a la mateixa primor dels talls . 
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Figua 7 .- Talls sagitals de l'epiteli cicatritzant a diferents temps de 

regeneració: A: 20 minuts ¡ B: 1 hora ¡ C: 2 hores ¡ O: 6 hores . 



Figur a 8 .- Detall de la f igura 3 on es veu clarament l'inter secció de les 

dos epidermis . 

Figura 9 .- Estirament de les cel . lules de l ' epidermis doral . Detall de l a 

Figur a 3 . 
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Conclusions i perspectives 

De les tres qüestions que ens plantejavem a la Introducció, solament una 

ha quedat perfectament aclarida: la cicatrització a planaries és un feno­

men molt inicial que s·acompleix dins de la primera hora de regeneració , 

tal com havien indicat previament Chandebois (1980) i Saló (1984). Així 

dones, els temps de cicatrització donats perla resta d'autors (6 hores a 

2-3 dies) són amb tota probabilitat incorrectes i deguts a imperfeccions 

del metode de fixació emprat que amb tota seguratat t r encava l'epiteli de 

cicatrització a les primeres hores de la regeneració . 

Malgrat que . el nostre treball no aporta cap dada essencial sobre l'origen 

de les cel.lules de l'epiteli de cicatrització, els resultats obtinguts 

són plenament coherents ambla hipótesi més extesa que suposa un origen 

inicial per estirament de l'epiteli antic i un creixement i retorna l'es­

tructura columnar inicial mitjan9ant l'entrada , per mi gració , de cel . lules 

rabdíticas, diferenciades a partir dels neoblasts, des de les zones del 

mesenquima prop de la ferida . 

Finalment , els resultats d'aquest treball no validen , en principi, el mo­

del de recobriment diferencial proposat inicialment per Chandebois (1980) 

i recolzat més tard per Saló (1984) . Cal dir pero que la validesa o no 

d'aquesta hipótesi sols pot venir d ' experiments de marcatge selectiu de les 

epidermis dorsal i ventral o mitjangant la construcció d'organismes doble 

dorsal i doble ventral. En el primer cas , i per millorar la metodologia em­

prada per Saló (1984), estem realitzant experiments de marcatge dels nuclis 

d'una o altre epidermis amb colorants fluorescentc, específics de DNA (DAPI, 

Hoetsch 33258 i 33243) i observació de talls sagitals amb epifluorescencia . 

Per el segon cas, i malgrat les dificultats d'obtenir organismes doble ven­

tral i doble dorsal creiem que, cas d'aconseguir-se , podrien validar o no 

de manera molt adequada la hipótesi del recubriment diferencial. 

Un darrer aspecte de la cicatrització a planaries rau en el fet que , inde­

pendentment de si hi ha un recubriment diferencial, sigui necessaria la se­

va interacció amb el mesenquima pera establir, per qualsevol tipus de me­

canismes, la polaritat inicial i el patró d'estructures . L'estudi d'aques-

ta interacció i la importancia per el proces de regeneració són també de 

cabdal importancia . Aixo es podria realitzar aplicant lectines durant els 

primers estadis de la cicatrització (0-30 minuts) i observant si el bloqueig 

de de t erminades glicoproteines de membrana de les cel . lules del mesenquima 

interfereix el procés de regeneració . 



Agraíments 

Aquest treball ha estat finan9at per un ajut de la CAICYT (1108/81) a J . B. 
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