
Biologia del Desenvolupament 5, 175-186 (1987)
Societat Catalana de Biologia 175
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Patterns of ?rotei� Synthesis 2�d exp�ession èuring regene�2ticn in �he �lê­

nari2.n Jugesiê. (G) t
í

gr
í

na .

P�otein patterns and te�po�al profile o� protein syn��esls have been studied

duri�g ceph�lic regene�atio� in the p12n2rian Jugesi2(G) tg�in2. The te8por2_

analysis 0:- uptake anà incorpor-a-:ion 0:- labelled am i noac
í ris during r-e g ener-at

í

cn

show three main per-iods o� synthetic activity: 1) �-B hours of regener-ation,

probably related -:0 wound healing pr-oc e sse s anc early blastema for-rna t
í

on ; 2)

30-36 hours, when gr-cwt h is at max í.rnum anc Early s
í

gns or d i f'f e r-errt
í

at i on be gins ;

anc 3) 7
ó

ay s of r-e g ener-e t
í

on , wh e n t.er-mi ne.I d.i f'f e r-en t i a t
á

on 2......'10 cepha Li z e.:t i on

occur. In each pe�iod tes�e¿, protein synthesis is a_ways highe� �n blaste�a

end pos�b:;_astema areas than in regions far from the wound,

The pattern of protein contents at d i f'f'e r-errt periods, analyzed by 2-dimen­

sional electrophoresis (IE? + PAGE), show that differences ere mainly quantitative.

Up to now, 790 polypeptides have been detected; of these, 660 are present in

all periods of regeneration. The �est (130 polypeptides) are firs� detected

a� �-e hours in regions near the wound and later on in regions far from it. A

small group, but very specific, only appears at 6-7 days of regeneration when

blastema cells are engaged in terminal òifferentiation.

These results are discussed in terms of temporal and spatial differential

gene expression as related to cell proliferation, cell differentiation and

pattern formation.

l�-:rodl.lcció

Dugesia (G) tigrina, com la majoria de les planàries, és capaç òe res�i-

t.uí r les estructures p-erdudes després d'una ampu tac i
ó

• ja que el procés �e-

�ult2 en el re-establiment èe la morfologi2 normal i 12 èistribució êsimètr�-

ca original ce les cèl.lules, la regeneració òe planàr-i� ha es�at un model per

l'es�uc.i de diferenciació i de la formació òel.... - . '" .

-c,r'O..LlIerê..ClO 1 cel. 1 u I ar'

patró (Eagu5à, lS7�; Saló i 3agur.à, 198�;?ederse!'1, :'972;

1986) .

Fins la poc es disposava de molt poca informació sobre els canvis biooui-

:ï.ics id' expr-ess
í ó

gèn
í

c a cue occr-r e
í

xen curant. 12. r-e gene r-ac
í ó

a p r anàr
í

es .

Martelly i col. (19B1) demostr�ren que és en les primeres hores quan hi ha una

for-:a ac"Civi"'Cat sint:ètica, tan de �NA (a les 12 hores) com de RNA (al voltant

de les ,.- , ,

.i o nores). també e_ pa�ró de s�ntesi pro"'Cei-Enc ar a

ca, un estudi comparat:iu i diferencial òe les diferent:es �egions de l'organis-

me respecte a la zena à'amputació no ha estat realitza�.
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Ln rna j or- i 2. ci' es tudi s dereferents al síntesi

proteines ¿uran� el desenvolupamen� s'h�� emprat sistemes embrionaris

(Van 31erkom i col., 1982; Bédard i 3randhorst, 1983; Lovell-Badge i

col.,1985). Són rars aquests tipus d'estudis en sistemes de regenera-

c�o. Cal esmentar el treball de Slack (1982) a la regeneracióde l'extre­

mi�at de l'axolot on trobà que el patró proteic variava poc fins el mo-

ment de la diferenciació del cartileg i muscle. Ala regeneració de Hydra,

Le srr-Laur i e i col (1986) t robar-en en c anv i s quaLi tatius apr-e c i ao Le s , so-

:retot p��ced�nt la formació del pr-imer pe,rell de tente,cles.

En aquest treball hem examinat el contingut prctèic de diferentes

regions de l'organisme (blastema + posG-ble,stema, i regió llunyana de la

�erida) durant la regeneració cefàlica, sometent els extractes pro��ics

a electroforesi bidimensionals (SDS-2D PAGE) (O'Farrell, 1975). "GIs re-

sui tats indiquen que la majoriê. (8S %) de les proteïnes es mantenen cons-

tants mentre que les diferències són sobretot de tipus quantitatiu, con-

centrê.des principalement en dos periòdes: durant les primeres hores de

regenerê.ció i durant la formació i diferenciació de les estructures ce-

Material i mètodes

An i ma l s : Els e sp ec írne n s usats foren ,'D'_tgesia (G) tigrina, recolectades

�I-�IG-Calders (3arcelona). Totes les decapitacions eren fetes per sota

J.es aurícules i els individus es de
í

xaven regenerar durant diferents temps

(O h, 4 h, 8 h, 16 h, 20 h, 24 h, 36 h, 48 h, 3 d,Sd, 7 d, 9 d,lS d i

25 d) a 17°C ensolució salina estèril en presència de gentamicina (25 �g/ml;
Sigma, London).
- " . 14C ' -

'd
_. -- ,

lncorporaclo oe -amlnoaCl s a protelna: urups oe 15 animals (8-10 mm.

de-IIargaGa)-a-Gñ-aetermIña�-temos-de-�e£ene�ació cefàlica eren incubats
.lLT·

-

14
en 300 �l de 10 �Ci/ml de C-aminoàcis (U-- C algal ?rcteinhydrolysate

57 mCi/mmol, Amersham) en solució salina estèril + 75 �g/ml de gentami­
cina òuran� 4 hores a 17°C. Es netej¿ren S cops en solució salina estèril

i cada animal es �allava en tres trossos: blastema + post-blastema, re­

gió cen��al i cua (veu�e �ig.l. ). Ss juntaven totes les mateixes regions
O'e c-�- �s-aG'i 0'0 -OaanQ-�cio' i s'homoa=nei�-��o� or SC1UCiO' TTTX (sn m"..,l�.

Cua �..... _ ._ � -0'-' •• ""'- _,;. _ _ .1,.:::,-" _ .... L. ...... _ ........ ........ _ _ - - - .._..

�ris-HC1, �H8.0 (Sigma)! 5mM �DTAI 150 mM Nê.Cll 0.02 % NaN3(Me�ck)1
.0.05 % i;�itó x 100 (Loch Lí g rh Ltd. li 4 mM Beriz ami d

í

na (Sigma)).

"Gi posterior processament de la mostra i la mesurê. de la radioactivitat

associada a la fracció TCA-soluble (?S: ��inoàcids ques'inccrpo�en al

"poo I." í.nzz-ac e L. Lu I a r ) i a le. TCA-insoluble (fI: arni.noàc i ds cue s' incor­

poren a lê. proteïna) es fa d'acord a Callet i Baguñà (1986).
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ruvril l di �mf'HI�'''CI{l i ciC! !CS :JI iR:·t..�:""'I:'r.c; r':.l(�inn� en llli r��If!ne­

r;,r¡L nn�tnrll1r: hl¿j:�r,£,fr\f'i (b). rl(.l�t.-Diê!otr.ma (PUJ, rr;.¡i{: C2n-

�.ré)1 {m} i ::11(1 (c): pil: rrlrinçp!.
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�x�racclo p�oteica per a 2D-?AG�: Les mostres prote�ques es prçpacaven

d�acord-2-7�2cy-i-Yoüñg-(ï98�)-2 par�ir de les regions blastema � pos�­

blas"tema i r-e g i oris Ll uny arie s de la ferida (veure fig. l. ) d
"

animals en

els mateixos es�aals,de regenerac16 que els de l'apartat anterior. La

quan tífí c ac i
ó

del contingut pr-o t e i c es feu pel mètode de Bradford (1975).

Electroforesi bidimensional (20-PAGE): Els ex�rac{es protèics (75-100

-�g7geI-es-separ2veñ-segoñs-I2-:¿ecñica d'O'farrell (1975) modificada per

Bravo (1984). Els polipèptiès es detectaven mitjançant la tinci6 d'Ag+
descrit& per Collet i Baguñ¿ (1986). La comparaclo dels gels es va fer

com descriuen Collet i col. (1984).

L�examinaci6 del patr6 de síntesi proteica durant la regeneraci6 cef¿-

lica de la planària ens permeterà identificar els periodes de major activi­

tat sintètica, els quals podran ésser correlacionats amb els d'altres ma-

cromolècules (per exemple, DNA i RNA) i amb esdevniments morfogenètics.

Resultats:

Patr6 de sintesi proteica durant la regeneraci6 cefàlica:
--------------------------------------------------------

Les dades promig de 5 experiments independents es mostren a la fig.2b.

Cada intèrval de marcatge és designat com un temps singular, aquell del fi-

nal de l'intèrval: és a dir, animals marcats entre, per exemple, 16 i 20 h.

després de l'amputaci6 s ón referits com regenerants de 20 h .. Les activitats

especifiques (dpm/mg proteina) de cada periode en un experiment donat eren

referides com tant per 1 de l'activitat especifica en l'animal intacte.

ven dels canvis en l'estat dels inòividus emprats.

Aquest proceòiment elimina les diferÈncies entre experiments que resulta-
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Fi�.:¡. ENTRADA D'AMINOACIDS i ·LI.UR INCORT'ORAeIO A I'ROTr,lNF.S DUP.ANT,LA P.EGE­

NÉRAelO CEF)\LICA DE Duqesi" r i r r-i ne • A e nt r e da (0---0 frAcci';' TCA-,olutic) i inc er-pcr-e c ié

(. • Ir e c c i
ò TeA-insoluble) r c ln r iv c s (eix d. Ics ordcnndcs) OlJr.,nl difcrenIS per icdc s dc I.

r-egencr ec ió (c i x
é

e I"•• bc i s c s ): E: lOX" d';"corpor.ció" proteïnes (FI) ,.derinil al "poo!" inlro­

cel,lular d'aminoàcids (rS) (eix ordenades) durnnl la rq:eneroció (eix de Ics abc i s e s I.
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El patró d
,.

., . 14C . _ ..

e La lncorporaclo de -amlnOaC1QS a proteines (índex de

síntesi proteica) mostra un perfil trif2ssic. A un pic inicial màxim

(a les 4-8 h. de regene:-ació), que és al tament significatiu (p":::::. 005)

en un anà l i s
í de La var

í

anç a, el segueix en periode òe poca activitat (amb

nivells per sota òels d'un animal intacte). Un segon pic d'activitat sin-

tètica., rne nor , però de més amplituò que el primer, es s
í

cua en tr-e 2Ll h.

36 h. de :-egeneració. Després es però la sincronia cel.lular (Saló i Bagu-

ñà, 1984; tvlartelly !.. col., 1981), i els pics d'incorporació que apareixen

en cada experiment no arri�en a concretar-se qean es fa el p:-omig ò'ells en

tots els experiments, a excepció òel pic òel 7è dia que coincideix amb im-

portants esdeveniments morfogenètics.

La fig.2b mostra, també, que el perfil d'entrada d'aminoàcids ê.l "pool"

intracel.lulê.r és molt semblant al de la síntesi. La major disponibilitat

d'aminoàcids marcats no és motiu d'ena major incorporació d'ells a pro-

teïna; si fos així, el perfil òe la fig. 2b , qee relaciona la taxa d'entra-

da d'amino2cis amb l'activitat sintètica, mostraria un perfil planer.
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[,ig.3.. SíW¡TSI PROTEICA DURI,N, LA RECENí:R ACIO DE Du cc s ia 'I�rir.a .� 01-

i"ERENTS NIVELLS O"L COS RSSi'EC,E A LA FERIDA. A: in-;;?c�üci6 de rz-c a-

rn inoe c id s al ¡THIler-tell TCt\-insolub\e respecte il Iol mateixa regió eli l'animal intacte (or-

denades) dunn! la regenerJcio (c oc i s c s ) en blas!er,¡a.posi-b\¡¡Sicr,¡a (. "l. cr. la

re�io del mig! (o- - - - 'Ol i en la r c g iò de l e e U,1 (*' •••• -e}. 6: inccrporacio de

l.!.-C arm noà c id s a la fracció TCt\-solubie dur-ant l(i re gen�r�ció en les ma t e i r e s regions

que A.

La fig. 3 és un òesglossament del oa t r-ó de síntesi proteica de tot l' ani-

mal (fig. 2) pe:- regions, �rene�t com a referència el lloc d'amputació;
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blastema + post-blastema defineix la regió a prop de la ferida, a con�lnua-

rió vindria la regió central i deso.·r�s, g _' ·px�_re�.' m�s 'lUnv= o'e ',- �er:o'-
-

_ � - - '" - -'-- '.J cc _cc _ 1. cc,

la regió cua. S'observa que hi ha tres pics, estadísticament signi:icaLius,

en totes les regions. encara que no exactament en els mateixos periodes de

::-egeneració: hi ha un desfassament entre la síntesi en el blastema + post-

blastema i la resta del cos durant les primeres hores de regeneració (pics

a les 4 i 24 h. per la regió propera a la ferida i a les 8 h. i 36 h. per les

altres dures). El primer pic (4 h. - 8 h.) és màx�m a la regió del blaste-

ma + post-blastema i hi ha una gradació de llur alçada a mesura que la re-

gió analitzada s'allunya de la ferida. Pel seg6n pic (24 h. - 36 h.), més

baix, les diferències són menors entre regions. En el tercer pie aquestes

no són significatives.

tivitat sintètica es va fent menor a mesura que avança la regeneració.
També és interessant observar en la regió blastema + post-blastema que l'ac-

Aquest2

gradual disminució és menys palessa en les altres regions.

La fig. 3b. ens mostra que els perfils d'entrada d'aminoàcis dins del

"pool" intracel.lular segueix les mateixes funcions que els de l'activitat

sint.ètica: en uns primers moments deregeneració és molL més alta en la regió

propera a la ferida però a mesura que avança 12 reg�Beració es va equiparant

a la de les altres regions.

L'electroforèsi bidimensional (2D-?AGE) s'emprà per comparar els contin-

guts proteics de diferentes regions d'un ar,imal en regeneració, i determinar

si hi han modificacions significants associades aesdeveniments regeneratius

particulars; l'objectiu: intentar esbrinar el paper que podrien jug2r les

proteines específiques dura�L la regeneració cefàlica a planària.

S'hfu, examinat un total de 800 polipèptids en totes les regions i temps

de regeneraèió. L'��àlisi òel contingut de proteines era repetit, de forma

independent, tres cops. La taula 1 sumaritza els polipèptids que varien més

significativament. Es detect�ren dos tipus de canvis: quantitatius, en els

que hi ha un apreciable c��vi en el contingut d'u� polipèptid concret,i qua­

litatius en els quals la proteina en questió no pot ésser detectada en almenys

u� estadi o regió estudiada. La relativitat de la distinció és òbvia ja que

òepè� de la sensibilitat del mètode de detecció.

i-
El 18% (130/790) dels polipèptids detectatsvarien en algun moment de la

regeneració, encara que nosaltres senyalem 44 com a més sig�i:icatius. Tro-

" _,

bern que le:s_difer-ènc ies segons el pes molecular són a l' atzar però no e
í

x
í

SE--
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gons el pI: les proteïnes bàsiques presenten més variabilitat.

La freqüència de les diferències en els primers estadis de regeneració

és la més al�a (ve�re fig.4): un 47 % del �otal de les diferències observa-

des. Un altre període important és cap al 7è dia (21 %) on és de destacar

l
"

increment de s
í

n t e s i de polipèptids específics de La regió cefàlica; en

detectat en un treball ante-733 coincideix amb el polipèptid 1 '

_.1concre¡:;, el

rior (Callet i Baguña; 1986).

2:1 contingut proteic de La regió del blastema.,. post-blastema presenta mol-

ta més variabilitat, maximitz��t-se en les primeres 12 hores de regeneració,

que la cua. A mesura que la regeneració avança, la variabilitat detectada

baixa ostensiblement, equiparant-se en les dues regions. L'excepció és als

5-7 dies on la major part de la variabilitat d'un animal en aquest període

de regeneració es concentra en la regió del blastema i post-t1astema, coin-

cidint temporalment amb el desenvolupament dels ganglis cerebrals i l'apari-

ció dels ulls (Spielgema."1. i Dudley, 1973).
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Discussió:

Abans de discu�ir qUêlsevol significància de les daàes obtingudes, és

essencial fer ll�a breu �evisió de lê metodologia emD�ada per la mesura àe la
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síntesi proteica. Pendre la taxa d'incorporació d'aminoàcids marcats

a proteina com una mesura de la activitat sintética, tot i haver estat

amplisimament utilitzat a altres sistemes, té unes certes limitacions

quan s'aplica a animals sencers. Entre elles incluim les alteracions

en les taxes d'entrada, la lenta incorporació i equilibració dels "poals"

intracel.lulars, i els canvis en l'activitat específica deguts a can-

vis en la taxa de biosintesi dels precursors endògens (per exemple, a­

minoacil-tRNAs), S'ha demostrat que en un animal intacte l'entrada

d'aminoàcids es manté relativament constant per al menys 24 hores

(Callet i Baguñà, en preparació). El possible problema que s'origina-

r-i a pels canvis en el "pool" dels precursors ha estat atenuat per l' ús

d'una barreja de tots els aminoàcids marcats uniformament com a pre­

cursor radioactiu. Més encara, el patró obtingut emprant 3H-leucina
no varia significativament del presentat en aquest article (Callet i

Saló, 1983), coincidència que podem esgrimir en contra de que aquests

patrons són artefactes de les fluctuacions del "poal" dels aminoàcids.

Un altre probleme associat al marcatge "in viva" per inmersió

de l'animal en una solució radioactiva és que molta de la radioacti-

vitat mesuraòa estarie directament relacionada amb contaminació bac-

teriana (David, 1983). La gentamicina s'ha revelat com un potent anti-

biòtic, i llur administració és imp.'escindible per a una correcta in-

terpretació de les dades.

El patró temporal de sintesi de proteines durant la regenera­

ció cefàlica a Dugesia tigrina és basicament similer al trobat a Poly­

celis tenuis (Martelly i LeMoigne,8l): un primer pic a les 4-8 hores,

un minim relatiu seguit d'un segón pic, més llarg, cap a les 30-40 ho­

res, i, a partir d'aci, uns nivells de sintesi més alts que els ba­

sals sense arrival" però a definir cap pic fora d'un entre 5 i 7 dies

de regeneració. El patró obtingut es correspon temporalment als obtin­

gu�s anteriorment per a la sintesi de DNA (Martelly i col., 1981; Co-

llet i Saló, 1984), RNA (Martellyi LeIIJoigne,1980)i index mitótic (S2.1ó

i Baguñà , 1984).

El patró regional de sintesi protèica durant la regeneració

ens mostra que 12. regió aprop de la ferida (bl2.stema+post-blastema)

presenta una activitat .traduccional (i transcripcional: Callet, tre-

cal l er, curs) notao l e .. <1 �:.c :':--s.:'ciê..l e I segueixen des més (24-36 h

i 5-7 d.). A les eltres regions també es dona aquest patró en línies

generals, però amb dues matitzacions: tenen uns nivells sintétics més
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baixos i, en el dos primers pics, hi ha un desfase temporal respecte

al blastema+post-blastema. Aquesta darrera observació �s dificil de

casar amb la hipòtesi de l'existència d'un mecanisme de comunicació

cel.lula� humoral a neurohumoral, molt ràpid i sensible a estimuls

externs com l'alimentació i l'amputació (Baguñà, 1974; Saló i Baguñà,

1984) .

la menbrana basal no està formada. Aquesta conclussió està d'acord

L'entrada d'aminoàcids del medi al llarg de la regeneració mostra

un patró molt similar al de la incorporació d'aminoàcids a proteines.

Les dades suggereixen que no hi ha cap mena de relació causal entre

els dos processos ja que la síntesi protèica no guarda cap linialitat

amb el tamany del "pool" d'aminoacil-tRNA intracel.lular.

Durant la regeneració l'entrada d'aminoàcids �s preferencialment

a travers de la ferida (sobretot al començament de la regeneració, quan

amb que, a un animal intacte)l'entrada �s transepidermal, i no per la

faringe (Calow i Read, 1981; Collet i Baguñà, 1986).

Encara que hem d'acceptar que a partir dels patrons electrofor�­

tics del contingut proteic no es pot inferir, sense preveure un mar­

ge d'error gran, les tò.xes de síntesi proteica dels diferents poli­

pèptids, ens aporten dades que recolçen les anteriors. A les prime­

res hores de regeneració apareix un important nombre de canvis, prin­

cipalment quantitatius, quasi exclusius de la regió aprop de la feri­

da. En regions llunyanes, la resposta al traumatisme �s m�s atenuada

i la taxa d'aparició de ca�vis en les espècies proteiques es mant�

relativament constant amb dos punts notables: les primeres 8 hores i

entre 16 i 24 hores �e regeneració. Per contra la zona del blastema+

post-blastema t� un comportament m�s cíclic: despr�s del mínim que se­

gueix al pic inicial, hi ha un petit augment (entre les 24 i 48 hores)

per seguir a nivells més baixos que, posteriorment, es veuen pertur­

bats per un increment molt representatiu de les estructures cefàliques

(al voltant dels 5-7 dies de post-amputació).

A la llum de totes les dades obtingudes i amb el concurs de les

existents, es pot completar la seqüència bioquímica-cel.lular de la

regeneració cefàlica a la planària D. tigrina.

L'animal respon al traumatisme de l'amputació amb un tancament molt

ràpid de la ferida per estirament lateral de les cèl.lules epidèrmi­

ques fins formar una capa fina i continua de cèl.lules per sobra el



parènquima danyat. Apareixen espais extracel.lulars importants com a

conseqüència de la lisi de les cèl.lules danyades i/o de l'elimina­

ció selectiva de determinats tipus cel.lulars (Bowen i col., 1982). A­

questes dades de caire morfológic estan recalçades, dès d'un punt de

vista bioquímic¡ per un detectable alta activitat de les fosfatases à­

cides (Bowen i col., 1982). El fort increment de síntesi proteica,

en general, i de determinades proteines, en concret, ha d'estar rela­

cionat amb els processos de cicatrització i mort cel.lular. Per altre

costat, Saló i Bagu5à (1984) trobaren un marcat increment del nombre

de mitosi deguda a una masiva entrada de cèl.lules en G2 i S-terminal

a profase ( no es detecta síntesi de ONA en aquestes primeres hores

de regeneració). Tots aquests esdeveniments estarien adscrits a l'es­

tadi de cicatrització o estadi I (d'acord amb la terminologia de Spiel-

gelman i Dudley, 1973).

Un cop l' animal ha reaccionat enfront a l' agressió, els teixi ts es

re-organitzen i el blastema es forma i creix. A nivell cel.lular, l'in-

crement de neoblastes en el blastema i en les zones properes és brusc.

L'origen d'aquests neoblastes no està del tot clar. Saló i Bagu5à (1984)

demostraren que el nombre de neoblastes existents en les regions prope­

res a la ferida (-300�m) és suficie�t per explicar, per divissió i mi­

gració local, la formació i creixement del blastema. A nivell bioquímic

entre 10-14 hores de regeneració hi ha un considerable augment de la

síntesi de ONA (entrada sincrònica de les cèl.lules en GI' presumi­

blement neoblastes, a S) que condiciona el posterior increment de la

síntesi de RNA (entre 14 i 18 hores) i llur traducció a proteines

(cap a les 20-24 hores) (Martelly i col., 1981). El consequent pic mi­

tótic es fa palés entre 36 i 48 hores post-amputació (Saló i Bagu5à,
1984). L'increment de síntesi proteica que s'observa en aquesta fase

està relacionat amb la proliferació de les cèl.lules que formaran el

blastema.

A partir del 4art. dia comença la diferenciació del blastema.Spiel­

geman i Dudley (1973) trobàren en blastemes de 100 hores que gran part

de les cèl.lules presentaven inclusions i orgànuls típics de cèl.lules

diferenciades. La síntesi protèica en la regió blastema i post-blastema,

tot i essent més alta que la basal, tendeix a igualar-se amb la que

presenten les zones llunyanes de la ferida. Les diferentes espècies tro­

bades a partir del 4art. dia (i sobretot en el 7é) al blastema+post­

blastema i a la resta del cos estarien, probablement, relacionades amb

processos diferents; amb la citodiferenciació, i en certa mesura amb la
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proliferació, en la regió del blastem2 i post-blastema; i amb la reor­

ganització homeostàtica (migració, proliferació, ... ) a 12 resta.

Aquest treball ha estat portat finançat per un ajut de la CACYT (PB85-
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