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Abstract

Cytophotometric analysis of the cell cycle during regeneration in the
(S)

planarian Dugesia polychroa.

Using Hoechst 33342 stained cell nuclei, phase contrast microscopy,
and guantitative cytophotometric, we have analyzed the variations in the
percentage of undifferentiated (neoblasts) and differentiated cells in
the various phases of the cell cycle in the blastema, regions near the
cut (postblastema), and regions far from it (rest) during regeneration
of the planarian Dugesia (S) polychroa.

We show here that transection is followed by important changes in
the cell compartments in regions near then wound, and by lesser ones in
regions far from it, suggesting the presence of a pre-existing population
of undifferentiated G2 cells in the intact worm that would explain the
early mitotic maximum. Besides, blastema cells always remain at the G .-G
compartment, a result that agrees with the reported absence of mitosis in
this region. Finally, it is shown that only undifferentiated cells cycle

while differentiated cells always remain at the GO--Gl compartment.

These results are discussed in the terms of the extant theories of
the blastema formation and the origin of blastema cells in planarians, as
well as with data gathered on blastema cell kinetics and DNA, RNA and
protein synthesis.

Introducciod

A la majoria d'exemples de regeneracid al Regne Animal, un dels pro
cessos més importants és la formacidé del blastema de regeneracié. A pla-
naries aquesta estructura és externament visible a 1 - 2 dies de regene-
racié, estant formada, tal com demostren els estudis fins de microscopia
optica i esl estudis ultraestructurals, per 1l'acumulacié de petites cél-
lules indiferenciades.

L'origen de les cél.lules del blastema: 1) per desdiferenciacié de
cél.lules diferenciades prop de la ferida (Hay and Coward, 1975; Gremigni
et al, 1980), semblantment al que passa a la majoria de Vertebrats i 1In
vertebrats superiors; o 2) a partir de cél.lules indiferenciades pre-exis

tents a 1'adult (neoblasts) (Wolff, 1962; Bagufid, 1976; Saldé i Baguiia,

1984) com s'ha postulat també per als Nemertins i d'altres Invertebrats




inferiors ha estat un punt de debat molt intens. Recentment, la demostra
cié que solament els neoblasts, que no les cél.lules diferenciades, un

cop injectats a un hoste irradiat, sén capagos de rescatar a aquest de

la mort i fer-lo regenerar (Saldé i Bagufid, 1984) han suposat un argument
important a favor de la segona alternativa.

Sigui quin sigui l'origen de les cél.lules del blastema, la majoria
d'autors han sugerit que la prdopia amputacid estimularia l'activacié, la
proliferacié i la ulterior diferenciacid de les cél.lules indiferenciades
prop de la superficie del tall. No hi ha perd acord unanim en certs aspec
tes temporals d'aquest procés. Mentre que per certs autors la prolifera-
cié cel.lular s'esdevé a partir de 1 dia de regeneracid, estudis menats
al nostre laboratori per espai de diversos anys i en diferents espécies

(Dugesia (S) mediterranea, Dugesia (S) polychroa, Dugesia (G) tigrina,

Dugesia (D) subtentaculata) han demostrat clarament la preséncia d'un

maxim inicial a les 4 - 8 hores de regeneracidé, maxim que seria degut a
l'entrada en mitosi de cél.lules pre-existents en l'adult a l'estadi G2
del cicle cel.lular (Salé i Bagufia, 1984). Més tard (2-3 dies) un segon
maxim mitotic s'esdevé; entre ambdds, hi ha un pic de sintesi de DNA
(8-18 hores), un de RNA (16-24 hores) i més tard, un de sintesi protei-
ca (1-2 dies) (Collet, dades no publicades.)

Malauradament, les relacions entre aquests canvis i la cinética que

segueixen les cél.lules del blastema i del postblastema no ha estat gai-
re aprofondida, basicament degut al fet que, per raons encara molt poc
conegudes, les planaries d'aigiies dolces no incorporen timidina, la qual
cosa ha dificultat extraordinariament una andlisi cel.lular coherent. En
demés, aixd ha impedit el conéixer parametres tant importants com la

llargada del cicle cel.lular (en especial la fase S), i la fraccid de

cél.lules en creixement, entre d'altres.

Un estudi alternatiu el representa l'lis de métodes citoldgics ana-
litics com sén la citofotometria i la citofluorimetria. Emprant aquesta
aproximacid, juntament amb un processament computeritzat d'analisi d'i- i
matges, Brugal et al., (1985) varen publicar la primera analisi cel.lu-

lar sintética del procés de regeneracidé a la planaria Polycelis nigra.

Els resultats obtinguts, si bé d'interés, presenten nombroses contradic
cions i son d'interpretacié dificil (pujades i baixades no correlatives

de les fases del cicle cel.lular durant les primeres 24 hores de regene

racié, necessitat de migracions massives de cé&l.lules durant les prime-




res 4B N0CEE T BNt e w)
Per tractar d'omplir els buits existents i validar o no els resul

tats d'en Brugal et al. a Polycelis nigra hem realitzat, mitjangant tin

amb Hoechst 33342 i citofotometria, una anidlisi de la cinética cel.lular

durant la regeneracié de la planaria Dugesia (S) polychroa. Més concreta
ment hem atés els segiients punts: 1) estima dels canvis del percentat-

ge de cél.lules indiferenciades (neoblasts) i diferenciades en les dife

rents fases del cicle cel.lular durant la regeneracié, especificament du
rant les primeres 24 hores, a regions aprop (blastema i postblastema) i
lluny (resta) de la ferida; 2) determinacié de les fases del cicle cel-
lular existents a les cél.lules que formen el blastema propiament dit
(des de 3 dies de regeneracid); i 3) relacions d'aguests canvis amb da-
des ja conegudes sobre cinética mitdotica al postblastema i regions lluny
de la ferida, abséncia de mitosi a2l blastema, origen de les ceél.lules

del blastema, i patrons de sintesi de DNA, RNA i proteines.

Mzterial i Métodes

Per a la realitzacidé d'aquest treball s'han utilitzat planaries de

1'espécie Dugesia (S) polychroa (biotip B-C) recollides al llac de la

localitat francesa de Vilanova de la Raé. La llargada dels animals em-

prats oscil.lava entre 5 i 7 mm; (~ 500.000 cél.lules / individuy Bagufia

i Romero, 1981; Romero, 1987).Es varen mantenir al laboratori, a 17°C 1
a la foscor. Tots els experiments han estat realitzats a aguesta tempera
tura.
Procediment Experimental

Animals dejunats d'una setmana van ésser decapitats a nivell prefa-
ringeal (fig. 1A):ila regié cefalica va ser eliminada. Tot seguit se'ls
va deixar regenerar durant diferents periodes de temps (des de 2 hores
fins a 11 dies). Després, diferents zones del cos - blastema, postblas-

tema i resta - (fig. 1B)van ésser analitzades.

FIG, 1 ANTERIOR

Tall IE%P’ BLASTEMA (b)
' 4 POSTBLASTEMA (pb)
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L'analisi de les mostres va consistir inicialment en la maceracid
dels individus (Bagufia i Romero, 1981) amb una solucié que contenia
glicerol, Ac. acétic, metanol i aigua destil.lada (7:5:12:76) durant
30 minuts a 37°C. A la suspensid cel.lular obtinguda s'hi varen afegir
eritrocits de pollastre, els quals varen ser utilitzats com a control
intern, i1 després es varen fer extensions sobre portes, deixant-se as-
secar durant tota la nit. Un cop seques, les extensions es varen ren-
tar amb aigua destil.lada i es varen tenyir amb el colorant fluorescent
Hoechst 33342 (Boehringer) durant 30 minuts a 23°C i a una concentra-
ci6 de 10 g/ml en aigua destil.lada. Les preparacions aixi tenyides
es varen montar amb un tampé 0.16 M de fosfat sddic - 0.04 M citrat sd
dic (Cowell, J.K. i Franks, L.M.; 1980), es van sellar i tot seguit es
varen fer les mesures.

Mesures

Les mesures han estat realitzades amb un microscopi Leitz Dialux
20, el qual té incorporat un microespectrofotdmetre (MPV Compact Leitz)

El colorant fluorescent Hoechst 33342 presenta un maxim d'excita-

cié a 350 nm i un maxim d'emissid a 450 nm (Shapiro, 1985) El bloc de

filtres utilitzat per fer les mesures ha estat el G 513416 de la casa
Leitz.

Les cél.lules analitzades han estat les indiferenciades per una
banda i les difernciades per l'altra, segons els tipus cel.lulars des-—
crits a planaria (Bagufidi Romero, 1981) Un cop caracteritzada cada cel
lula amb el C.F. (100 X) s'ha enquadrat el nucli amb el diafragma de
mesura, després s'ha tret la font de llum normal i s'ha excitat el nu-
cli amb llum U.V. (bombeta de mercuri) enregistrant-se el valor de la
mesuramés alta.
reckament de les gades.

La intensitat de fluorescéncia que presenten els nuclis tenyits
amb Hoechst 33342 és directament proporcional a la quantitat de DNA que
aquests ténen, quantitat que s'expressa en unitats arbitraries (U.A.) i

que ens ve donada pel valor enregistrat de la mesura.

Totes les mesures han estat referides al valor promig que presenta

ven els eritrdcits en cada preparacié.

Les dades obtingudes s'han representat en histogrames de fregiién-

cies(abcisses: Quantitat de DNA, ordenades: nombre de c&l.lules ).A par
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tir d'aquests histogrames (Fig. 3) s'ha calculat el tant per cent de
cél.lules que hi ha en cada fase del cicle cel.lular (Taula I ) en fun
cidé de la quantitat de DNA que presentaven.

Resultats
Per a caracteritzar bé les diferents fases del cicle cel.lular cal
l'analisi d'un elevat nombre de nuclis, cosa relativament inviable en a

quest estudi si tenim en compte la seva magnitud. Malgrat tot perd, hom
pot analitzar, encara que provisionalment, la cinética gue segueixen
les ceél.lules indiferenciades de plandria durant el procés de la regene
racié, cinética que ve recolzada per d'altres dades ja esmentades (Ba-
gufia, 1976; Saldé i Bagufia, 1984).

En la Taula I es mostren els % de cél.lules que hi ha en cada com-

partiment del cicle cel.lular al llarg del procés regeneratiu.

Blastema i Postblastema Resta
Temps Gl 3 G2 Temps Gl S G2
O hores 69.3 14.6 15y O hores 72 1571 B35
2 hores ZOWA AED 5577, 2 hores 70.9 15 .38 138
5 hores 72.9 HE5 (@ 1345 5 hores 7O 16.6 i13.3
8 hores 62 2k 24.4 il o5 585) 8 hores 736 B2 3 14, 1
16 hores 58.9 2818 12.8 16 hores B89 2385 1536
1 dia 60.0 20.0 20.0 1 dia 5356 21.8 187
2 dies SLSE 22 58 20.0 2 dies 65 47 116158 18.3
3 dies 64.3 21 55 12 3 dies 70.9 16.6 1. 206
5 dies 516 14.4 10.0 5 dies FAE 2 14.6 L2
7 dies 631 16.9 20.0 7 dies 70.9 12.9 16.2
11 dies 69.8 155 B 11 dies AT 1205 12.1

Taula I. Representacid del % de cél.lules en cada fase del cicle cel-

lular, en el Blastema-postblastema i Resta al llarg de la regeneracid.

Cinética de les cél.lules indiferenciades del blastema i postblastema.

A causa de la impossibilitat de separar la regidé del blastema de la

del postblastema durant les primeres etapes del procés regeneratiu, a-




questes dues regions han estat analitzades conjuntament els 3 primers
dies de regeneracid.

En la Grafica 1, es mostra la cinética es mostra la cinética que
segueixen les cél.lules indiferenciades del blastema i postblastema en
els diferents compartiments del cicle cel.lular. Podem observar que poc
temps després de fer la decapitacid, les cél.lules que es trobaven en
G2 entren rapidament en mitosi donant lloc a una primera onada mitdtica
(Bagufia, 1976; Sald i Bagufia, 1984) la qual explica la baixada del nom-
bre de cél.lules en G2 que s'esdevé a partir de les dues primeres hores
després del tall aixi com l'increment de cél.lules en G1 cap a les cinc
hores. Altrament, a partir de les 8 hores comenga a activar-se la fase
S disminuint aleshores el nombre de cél.lules que es trobaven en el com
partiment Gl' Aquesta activacidé de la fase S permet explicar la segona
onada mitotica que s'esdevé entre 2 i 3 dies després de la decapitacid
(Bagufia, 1976; Saldé i Bagufia, 1984) i de la qual n'és un reflex el pro
gresiu augment de cél.lules que s'observa en el compartiment G2 a par-
tir de les 16 hores i fins al segon dia.

A partir del tercer dia el sistema comenga a estabilitzar-se re-

tornant cap als 5 - 7 dies als valors normals.

Cinetica de les cel.lules indiferenciades del Resta

La cinética que segueixen les cél.lules indiferenciades en la res-
ta del cos de l'animal, és a dir 1lluny de la ferida, és un reflex del
que s'esdevé en la zona del postblastema (al costat de la ferida) enca-
ra que les variacions sén alli més petites, podriem dir que aquest com-
portament cinétic és més esmorteit, talment com si s'hagués diluit (Gra
fica 2). Segurament l'activacidé del sistema que comporta 1l'estat regene
ratiu va disminuint en forma de gradient al llarg de l'animal, activacid

que fora maxima prop la ferida.

Comportament de les cél.lules indiferenciades del blastema.

En tots els blastemes analitzats (5, 7 i 11 dies després de la de-
capitacié de l'animal) no s'han trobat mai cé&l.lules amb una guantitat
de DNA superior a 3C (Figura 2A) de manera que podem considerar que to-
tes aquestes cél.lules estan en la fase leGO del cicle cel.lular. Aixod
explica el fet de l'abséncia total de mitosis observada en aquesta zona

(Morita i Best, 1984; Salé i Bagufid, 1984). Aixi cal considerar que les

cél.lules indiferenciades del blastema resulten de la migracid cap aquest

16
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Distribucié de la Quantitat de DNA (en unitats arbitrarie
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compartiment "fisicament'" proliferatiu mentre que 1 ona del blastema
seria el compartiment "fisicament!" de diferenciacidé durant el procés de

la regeneracid.

en el procés de divisid cel.lular (Salé i Bagufia, 1984; Prats, Romero i
Bagufida - dades no publicades -). Observem en els histogrames de la (Fi

ura 3) com el comportament d'aquestes cél.lules és el mateix en indivi

[1j2}

dus intactes i regenerants i en aquests tant prop com lluny de la feri-
da. Aquest esdeveniment recolza una vegada més que els neoblasts -cél-
lules indiferenciades de planaria- sén les veritables cél.lules soca i
en definitiva les responsables de tot el turnover cel.lular (Betchaku,
1975; Bagufia 1976,1981; Sald i Bagufia, 1984; Brugal et al., 1985; Prats

Romero i Bagufid -resultats no publicats-)

DISCUSSIO

Les priﬁcipals conclusions d'aquest treball, si bé encara provisio
nals, serien: 1) Les ceél.lules indiferenciades que a partir del primer
dia de regeneracidé formen el blastema, no es divideixen mai, resten en
l'estadi G =8 i s'aniran diferenciant paulatinament a partir del tercer
dia de regeneracid; 2) Al llarg de tota la regeneracid, les cél.lules
morfologicament diferenciades es mantenen en el compartiment GO—Gl del
cicle cel.lular, no presentant mai, signes de divisid cél.lular; 3) La
cinética cel.lular observada al postblastema mostra la preséncia d'una
poblacid, pre-existent a 1l'amputacié en 1'estadi G2 delyscielejcelen il
lar que sera responsable del primer maxim mitdtic. Endemés, s'observa
a partir de les 5-8 hores de regeneracidé un increment del nombre de ceél.
lules en fase S que coincideix amb un increment en la sintesi de DNA me_
surada per métodes bioquimics, i que serd responsable del segon maxim
mitotic als 2-3 dies de regeneracié. En gualsevol cas, les cél.lules en
mitosi al postblastema i a la regidé lluny de la ferida sén sempre cél.

lules indiferenciades; 4) S'observa la preséncia d'una cinética cel.lu_

lar molt semblant, si bé forga més esmorteida respecte al postblastema,




170

en regions llunyanes de la ferida. Aix0 indica que els canvis cinétics
durant la regeneracid no estan circunscrits al bastema i postblastema

én generalitzables a tot l'organisme, la qual cosa implica me
canismes (desconeguts perd) de transmisié de l'estat de regeneracié a
totes les regions de l'organisme. Aquest resultats incideixen en dos -
punts d'interés: l'origen de les cél.lules del blastema, i1 la mecanica
de formacid d'aquest.

Sobre 1l'origen de les cél.lules del blastema (neoblasts vs desdife
renciacié; veure Introduccié), les dades obtingudes semblen recolzar cla
rament la primera alternativa. Aixi, el primer maxim mitdtic a les 4-8
hores de regeneracidé, demostrat palesament a diferentes espécies €s coe
tani amb la baixada i pujada respectiva dels compartiments G2 -1 Gl de la
poblacié de cél.lules indiferenciades. Aixd indica que les primeres cél-
lules que es divideixen, no poden venir, com han postulat diversos :=au-
tors d'una desdiferenciacidé previa de les cél.lules diferenciades prop
de la ferida, doncs, a part de la manca de dades ultraestructurals i ex
perimentals a favor d'aquest fenomen a planaries, l'increment mitotic
es dona en un periode de temps excessivament curt per generar un procés
d'aquest tipus que implica la desdiferenciacidé morfoldgica previa, 1l'ini
ci i transit a través de la fase S ( que a la majoria d'organismes adults
implica de 8 a 12 hores), el pas a G2 i 1l'entrada a mitosi. Un altre ar-
gument a favor de la hipdtesi dels neoblasts seria l'increment en les5-8
hores de cél.lules indiferenciades en la fase S. En aquest cas, i sem-
blantment als arguments anteriors, els processos de desdiferenciacid -
morfoldgica descrits per la majoria de Vertebrats i Invertebrats que re
generen seguint aquesta modalitat avasten temps notablement superiors a
les 5-8 hores.

Aixi doncs, aquest resultats, junt a d'altres ja esmentats a 1l'in-
troduccid, recolzen fortament la hipotési dels neoblasts (cé&l.lules pre
existents a l'adult) com a base principal de les cé&l.lules que formen el
blastema. Un punt perd incert, i de suma importancia, rau en saber si -
les cél.lules en fase S a 1l'inici de la regeneracié (5-8 hores) provenen
de cél.lules que s'han dividit en el primer maxim mitdtic i que han pas
sat a la fase S amb una fase Gl nul.la o gairebé nul.la, o bé si sén -
cél.lules ja en Gl des de l'inici de la regeneracidé que entren més o -

menys sincrdnicament a la fase S.

L'altre problema d'interés radica en la mecanica de formacidé i crei




xement del blastema de regeneracidé a planaries. El punt clau que distin
gueix la formacid, i més especizlment el creixement del blastema a pla
naries respecte a la resta d'organismes formadors de blastema, és
séncia de mitosi en les cél.lules del blastema propiament dit/(Salé i
Bagufid, 1984; Morita i Best, 1984) .Malgrat tot, el blastema creix en nom_
bre de cél.lules tal com demostren els estudis estagmocinétics.  (Salé,
1984; Saldé i Bagufia, en preparacid); resultats semblants, els trobem
Brugal et al(1985). La conclusidé que es desprén d'aixd és que el cref |
xement del blastema es faria per l'alliberacidé continuada de cél.lules
indiferenciades des de la zona prop de la ferida cap a la base del blas
temai (Salé i Bagufia, 1985). Les dades obtingudes en aquest treball co_
rroboren plenament les dades obtingudes pels autors esmentats ja que en
tot moment les cél.lules del blastema, diferenciades i indiferenciades,
estan en el periode Gl del cicle cel.lular

El problema obert doncs, és saber la mecanica cel.lular d'acumula-
cié de cél.lules del blastema capag d'explicar la cinética d'acumulacid
trobada. En aquest sentit, Brugal et al. (1985) constatant que la ciné-
tica d'increment del nombre de cél.lules del blastema és forga superior
al nombre de cél.lules generades per mitosi prop de la ferida durant les
48 primeres hores de regensracidé, suposa que hi hauria una migracié ma
siva de cél.lules indiferenciades durant aquest periode. Contrariament a
aquesta interpretacié, les dades de Salé (1984) indiquen que el nombre -
de mitosis acumulades en una franja de 300 micres al voltant de la feri-
da és més que suficient per explicar, suposant que dels dos productes de
la divisié wun migra i l'altre roman en el lloc inicial, 1l'acumulacié -
progressiva de cél.lules del blastema. En aquest sentit, Sald i Bagufia -
(1985) ja demostraren que les suposades migracions en regions lluny de la
ferida eren perfectament explicables per la dispresid estocastica de les
dues cél.lules filles (amb una disté&ncia final mitja entre elles de 30 a
50 micres) deguda a la propia divisid cel.lular. Simulacions en computa-
dors d'aquest procés corroboren plenament aquestes dades (Vicente, Bagu-
fia i Ocafia, treball en curs)

A les regions prop de la ferida el problema perd que planteja aquest
fendmen estocastic de dispresid degut a la propia proliferacié cel.lular
sén les constriccions de tipus mecanic i fisioldgic que hi ha en aguesta

zona. Aixi, cal tenir molt en compte, en primer lloc, que si bé en re-

gions allunyades de la ferida el pla de divisid sembla ésser a l1'atzar,
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en regions prop de la ferida hi ha una orientacié preferencial en sen-

tit anteroposterior degut a la contraccié epitelial i muscular prop de

la ferida que imposa linees de tensidé que obliguen o "afavoreixen'" que
'

les cél.lules s'orientin en aquest sentit. A més, i a part del gran in

crement mitoti

(9]

que hi ha en aquesta zona, hem de tenir molt present -
els fendmens de lisi cel.lular que generen espais buits molt considera
bles on les cél.lules poden fluir, especialment aquelles que es divi-
deixen, amb molta més facilitat que en un teixit solid, intacte. Tot -
aix0 afavoriria sens dubte una acumulacié de neoblasts en les zones -
prop de la ferida. Malgrat tot, i tenint en compte la complexitat i les
nombroses variables que intervenen, el millor cami per desentrellar si
existeix una veritable migracid cel.lular durant la regeneracid seria -
realitzar simulacions en computador d'aquest procés (projecte actual-
ment en curs; Vicente, Bagufida i Ocafia).

Un darrer aspecte d'interés és el preguntar-se perqué les cél.lu-
les del blastema no proliferen. En aquest sentit, hi malgrat no haver
de moment cap explicacidé raonada i convincent, és possible especular
que les cél.lules indiferenciades alliberin factors inhibidors que auto
crinament controlin la proliferacidé depenent de la densitat cel.lular
de les seves prdpies cel.lules (Salé i Bagufia, 1985). Una explicacié al
ternativa seria que el contacte fisic entre els propis neoblasts inhi-
bis, potser a través de la membrana cel.lular, els processos prolifera-
tius.

Finalment, és molt interesant constatar, dins d'un enfoc evolutiu -
del procés de regeneracid, la posicid intermedia que presenten les plana
ries dins del Regne Animal. Aixi de les dues modalitats de regeneracié:
morfalaxi i epimorfosi, la primera sense divisié cel.lular i sense forma
cié del blastema i la segona amb divisidé cel.lular i formacié del blaste
ma, la primera la presenten organismes de tipus molt primitiu com sén -
els Cnidaris i certs Turbelaris inferiors. La segona modalitat, es pot -
dividir, pels coneixements acumulats ja avui en dia, en dos mecanismes ba
sics: formacidé del blastema per acumulacié de cél.lules indiferenciades
sense divisidé cel.lular al blastema, i formacié del blastema per desdife
renciacid i divisid cel.lular dins del blastema. El primer el presenten -
les planaries, organismes de complexitat estructural baixa, sense teixits

ni organs molt estructurats, i en un estat de recanvi cel.lular continu

(Romero, 1987); el segon, present des de Anélids fins a Vertebrats, es -
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dona en organismes amb teixits i organs ben definits i estructurats, amt
varis teixits post-mitotics, i amb fendmens de recanvi cel.lular poc im-
portants (llevat dels teixits de renovament, gue, curiosament, prese
cél.lules basals indiferenciades propies amb un estat determinat definit
i no indefinit i totipotent com els neoblasts de planaries).

Es doncs molt interessant assenyalar aquesta conexié

nint en compte les dades moleculars més recents sobre filo

diguen un polifiletisme molt clar pels Metazous amb una radiacidé molt i-
nicial pels Cnidaris, una més tardenca (a partir de Protozous diferents)

pels Platihelmints, d'on, per un procés de radiacié

tots els Metazous superiors (Raff, Pace, Field i Riutort, treball en curs).
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