Si tenim la desgracia de seccionar-nos
un dit, no el podrem recuperar; en can-
Vi, una planaria es pot esmicolar en cen-
tenars de petits fragments que en dues
setmanes regeneraran organismes sen-
cers i totalment funcionals. Quines son
les diferencies entre nosaltres i elles? Un
dels punts clau és l'existencia en la pla-
naria adulta d'una poblaci¢ de cel-lules
mare pluripotents capaces de proliferar
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a planaria és un dels organismes amb

una capacitat més alta de regeneracio.

John Dalyell, el 1814, ja va escriure so-

bre les planaries el segiient: “almost be
called immortal under the edge of the knife”.
Certament és aixi, perqueé els fragments rege-
nerats creixen de nou i produeixen organismes
de la mateixa mida que la inicial, pero, a més,
aquests organismes s6n més joves ja que han
estat reconstituits per cellules que podriem
anomenar “noves”. Quines sén les caracteris-
tiques que permeten regenerar-se tan eficient-
ment a les planaries? Un dels punts clau és la
preséncia en l'adult d'una poblaci6 de cel-lules
mare pluripotents, els neoblasts. Els neoblasts
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i diferenciar-se en tots els tipus cel-lulars.
Alhora, des del punt de vista genetic-
molecular, els mecanismes de morfoge-
nesis i formacié del patrd estan sempre
activats en una planaria; en canvi, en
d’altres organismes amb desenvolupa-
ment canonic, com vertebrats, insectes,
etc, les decisions d'establiment d'un pa-
tro espacial es donen tan sols una vega-
da, durant el desenvolupament inicial.
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son les uniques cél-lules amb capacitat prolife-
rativa i que es diferencien en tots els tipus cel-
lulars de l'organisme, inclosa la linia germinal.
Lexisténcia d'una proliferaci6 basal i continua
dels neoblasts permet mantenir el recanvi cel-
lular d’'un organisme adult i alhora, en situa-
cions especials d’estrés com és la regeneracio,
els mateixos neoblasts activen la seva taxa de
proliferacio per restituir el teixit perdut.

La planaria presenta també una plasticitat
morfologica impressionant. A més a més de la
capacitat regenerativa, una planaria adulta no
té una mida fixa. Segons la freqiiéncia d’ingesta
d’aliment, va modificant la seva grandaria, pero

mantenint sempre la seva forma i funcionalitat,
fet que requereix mecanismes de manteniment
del patré i de les proporcions continuament
actius. La presencia de ceéllules pluripotents
juntament amb aquesta plasticitat morfologica
constant son propietats exclusives de les plana-
ries en tot el m6n animal. Que podem aprendre
del model de la planaria? Lestudi dels mecanis-
mes de morfogenesi durant la regeneraci6 o el
creixement i decreixement en planaries adultes
representa una oportunitat inica per a l'estudi
de la homeostasi, la reformacié i manteniment
del patrd. Altres models biologics considerats
classics en l'estudi del desenvolupament, com
Drosophila, C. elegans, peix zebra, pollet i rato-
1, mostren un model de desenvolupament cano-
nic terminal, és a dir, I'organisme es desenvolu-
pa una sola vegada i aixi 'adult presenta tots els
seus organs formats pero, al mateix temps, ha
perdut la capacitat de repetir qualsevol procés
de desenvolupament o regeneraci6 total.

Grans qiiestions de la regeneracio
Elfenomen de regeneraci6 en organismes adults
es pot definir com I'habilitat de restituir teixits,
organs, apéndixs o trossos sencers per creixe-
ment i/o remodelatge del teixit preexistent. En
que es diferencien els mecanismes de regene-
racié i el desenvolupament? Basicament son
els mateixos elements genétics actuant en un
escenari diferent; en la regeneraci6 ja existeix
una estructura adulta que ha de remodelar-se
i recuperar les estructures perdudes, en canvi
el desenvolupament es genera a partir del zigot
que, per proliferaci6 i diferenciacio, anira esta-
blint de nou tot I'embri6 i aquest, 'adult.

Hi ha una gran diversitat de capacitat regene-
rativa en el mén animal. Alguns soén capacos
de regenerar animals sencers a partir de frag-
ments, com les estrelles de mar, les planaries
(platihelmints) i les hidres (cnidaris). D’altres,
com alguns insectes i artropodes, poden rege-
nerar apendixs, per exemple, les potes. Dins
dels vertebrats, el trit6 i d’altres amfibis urodels
poden regenerar la retina i la lent, aixi com la
mandibula i la cua; el peix zebra pot regenerar
els extrems de les aletes i la part més distal del
cor, mentre que en els mamifers la possibilitat
de regenerar es limita a ossos fracturats, fetge
parcialment seccionat o estructures molt espe-
cialitzades, com és el cas del recanvi anual de
les banyes en els cérvols mascles. Aquesta gran
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diversitat en la capacitat regenerativa indepen-
dent de la complexitat dels organismes planteja
grans qliestions com: de qué depén la capacitat
regenerativa? Siels mecanismes depenen d’'unes
cél-lules especifiques, quin és el seu origen? Com
s’estableix el patr6 en les regions regenerades i
com s’ajusta el teixit antic a les noves proporci-
ons per restituir un nou organisme funcional?
Quins so6n els mecanismes genetics moleculars
de la regeneraci6 i quines similituds compar-
teixen amb els processos de desenvolupament?
Finalment, és possible reactivar aquests pro-
cessos en organismes que no presenten capaci-
tat regenerativa de forma natural i aixi assolir
els reptes plantejats en 'anomenada medicina
regenerativa? L'allau de preguntes que es plan-
tegen al voltant d’aquest tema és immens, com
també ho és el potencial de les seves respostes
en obrir nous camins en el camp de la biologia
del desenvolupament, i confirma l'accessibilitat
de les planaries en afrontar reptes no aborda-
bles en d’altres models menys plastics.

Caracteristiques de les planaries

Les planaries, o cucs plans, sén organismes
de vida lliure que representen un subgrup dels
platihelmints, majoritariament parasits. Els
de vida lliure estan adaptats a tots els mitjans,
tan terrestres com aquatics; els del nostre es-
tudi son d’aigiies dolces. Aquest model va ser
introduit I'any 1967 pel prof. Jaume Bagufia al
Departament de Genetica de la Universitat de
Barcelona. Les planaries son organismes tous,
sense teixit esquelétic i aplanats dorsoventral-
ment; presenten una clara cefalitzaci6 amb la
presencia de dues taques oculars i dos ganglis
cefalics que continuen en el dors amb dos cor-
dons nerviosos ventrals, mentre que lintesti
s’ha simplificat i presenta una faringe tnica
central que desemboca en un intesti cec sense
anus (Fig. 1). Entre el sistema digestiu i l'epi-
dermis, apareix un teixit desorganitzat on es
troben diferents tipus cellulars diferenciats i
un d’indiferenciat, els neoblasts, que represen-
ten el 20-30% de les cellules d'un organisme
adult. Les dades de filogénia molecular situen
les planaries dins dels lofotrocozous, estreta-
ment emparentades amb els anelids i mol-luscs,
grup germa dels ecdisozous, i que conjuntament
defineixen el grup de protostomats.

Les planaries s6n conegudes per la seva gran
capacitat regenerativa; aixi, petits fragments,
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dolca Schmidtea mediterranea.
A la part anterior s'observen

les taques oculars o ulls,

aixi com la faringe (f).
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Figura 2. Canvis de mida segons la freqiigncia d’alimentacid.

Figura 4. Detalls de les taques oculars de les planaries amb les cél-lules fotoreceptores (cf)

de color verd (reconegudes per un anticds contra arrestina, molécula relacionada amb la visi6)
i les cél-lules pigmentades (cp) de color marré que protegeixen de I'excés de llum la regié dels
rabdomers (r) de les cél-lules fotoreceptores. Lanticds permet observar la connexié de les
cel-lules fotoreceptores sobre els ganglis cefalics (gc) amb un quiasma parcial (q).

a partir d'unes 10.000 cel-lules, poden rege-
nerar un organisme sencer en dues setmanes
(Thomas Hunt Morgan, un dels fundadors de
la genética de Drosophila i guardonat amb el
premi Nobel de medicina o fisiologia 'any 1933,
va aconseguir el récord Guiness I'any 1898, en
tallar una planaria en 279 fragments, tots els
quals van regenerar un organisme sencer). Una
altra qualitat espectacular és la seva plasticitat
morfologica o homeostasi: un organisme deju-
nat durant mesos, que ha reduit la seva mida a
lequivalent a un individu juvenil que va néixer
d’un ou poliembrionari o cocoon, en tornar a
alimentar-se pot recuperar la mida i les propi-
etats cel-lulars d'un organisme més jove, ja que
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la major part de les cel-lules diferenciades son
de nova formaci6 (Fig. 2). Algunes especies han
desenvolupat estratégies de reproducci6 asexu-
al per escissid, produint organismes clonics a
partir de cues autoseccionades per estirament
del propi animal adult, regeneracié que genera
planaries completes que rapidament creixen i
es tornen a dividir. Gracies a aquesta propietat
de autoseccionar-se i regenerar, en el laborato-
ri hem pogut establir linies clonals de milers
d’'organismes generades a partir d’'un individu
en menys d’un any, a forca de facilitar el seu
creixement al maxim, subministrant aliment
(fragments de fetge de vedella alimentada sense
antibiotics) tres vegades per setmana.

El procés de regeneracio

Aixi doncs, com és el procés de regeneracié de
les planaries? Després de la secci6é mitjancant
una fulla d’afaitar o qualsevol altre estri esmo-
lat, la primera reacci6 és la cicatritzacio, que es
produeix gracies a la contracci6 immediata dels
miusculs de la zona de la ferida que permeten el
contacte entre I'epidermis antiga dorsal i ven-
tral, de manera que en els primers 15 minuts
la ferida ja esta recoberta per una fina capa de
cél-lules epidérmiques totalment estirades pro-
vinents de I'epidermis diferenciada de la regi6
veina a la seccié (Fig. 3C). Es considera que
aquesta interacci6 epiteli-mesénquima genera-
da en la cicatritzaci6 podria ser la iniciadora de
la resposta regenerativa. De fet, concentracions
elevades de magnesi en el medi, inhibidores
de la contracci6 muscular, impossibiliten la ci-
catritzaci6 i també la regeneraci6. Una vegada
cicatritzada la ferida, s’inicia una rapida i eleva-
da resposta mitotica dels neoblasts propers a la
zona (al voltant d’'unes 500 micres). No s’ha ob-
servat processos de desdiferenciacié ni de grans
migracions cel-lulars. Aixi, la producci6 de teixit
nou inicialment indiferenciat i consegiientment
despigmentat de regeneraci6, anomenat blas-
tema (Fig. 3), es produeix exclusivament per
l'aportaci6 cel-lular local a causa de l'alta activi-
tat mitotica dels neoblasts de la zona propera a
la ferida del parénquima anomenada postblas-
tema. Si la regi6 a regenerar és el cap, el blaste-
ma es diferencia en la regi6 distal perduda; en
aquest cas, es diferencien els ganglis cefalics i
aquests indueixen la diferenciacié dels ulls i
d’altres sensors del cap (Fig. 3). Paral-lelament,
la resta de l'organisme s’ajusta a les noves pro-
porcions i hi ha un seguit de fenomens de mort
cel-lular, autofagia i proliferacié que permetran
reajustar el teixit a les noves proporcions axials,
és 'anomenada morfal-laxi.

Sistemes d’estudi

Laplicaci6 de noves metodologies de biologia
molecular i cellular en la darrera decada ha
obert noves perspectives en l'estudi de la rege-
neraci6 de la planaria. Les tecniques d’hibrida-
ci6 in situ i dimmunologia d'organismes sen-
cers permeten visualitzar I'expressi6 en l'espai
i el temps de gens relacionats en la regeneraci6.
Alhora, l'accessibilitat de la genética inversa de
la planaria per interferencia de RNA mitjancant
alimentaci6 de RNA de doble cadena ens per-
met interferir en I'expressié genica i generar per
primer cop fenotips mutants. Finalment, la pro-
ducci6 d’'organismes transgénics per electropo-
raci6 d’adults sencers ens ha permes produir els
primers organismes transgénics, completant
aixi el ventall de modificacions genetiques ba-
siques per a l'estudi de qualsevol procés biolo-
gic cel-lular, molecular i geneétic. En els darrers
anys, gracies al treball del centre de seqiienci-
aci6 genomica de la Universitat de Washing-
ton, Sant Louis (EUA), es pot accedir a més de
16 milions de fragments genomics seqiienciats
a l'atzar de l'espécie objecte del nostre estudi,
Schmidtea mediterranea, en aquests moments
agrupats en uns 90.000 contigs o fragments
genomics mes llargs. Emprant el servei de su-
percomputacié del Mare Nostrum (Barcelona
Super Computing Center) estem intentant es-
tablir 'engalzament final dels contigs. Aquest
coneixement genomic, i la informacié existent
de més de 11.000 EST tnics (fragments expres-
sats del genoma), ens permet afrontar la recerca
de gens del desenvolupament in silico, partint
de la similitud de seqiiéncies que presenten els
gens del desenvolupament, altament conservats
en tota l'escala filogenetica animal. També ens
permet generar una base de dades genomica
amb la qual es poden dissenyar xips que con-
tinguin tots els gens de la planaria, o bé fer es-
tudis de proteomica. Aquesta plétora de noves
metodologies i facilitats moleculars ens ha de
permetre explorar les oportunitats biologiques
d’aquest sistema tnic per a estudis d’homeos-
tasi, de regeneraci6 i, especialment, del control
de les cél-lules mare en qualsevol circumstancia
(vegeu ref.1, per a una revisio recent).
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Linies de recerca

Seguidament exposo les linies de recerca de
més interes en les quals actualment estem
treballant i que sén: 1) estudi del circuit ge-
nétic regulador de la morfogenesi dels ulls; 2)
estudi proteomic dels neoblasts; 3) caracte-
ritzacié de sistemes de senyalitzacié pel man-
teniment de la polaritat durant la regeneracio.

1) La planaria té pocs marcadors externs per
seguir la seva regeneraci6. Un dels pocs que hi
ha son els ulls o taques oculars. Charles Darwin,
en el seu llibre sobre l'origen de les especies, va
dedicar un capitol sencer a l'origen de la visio,
en que proposa que a partir d'un ull simple
prototipic es van generar les diverses formes
actuals, i aquest ull prototipic és molt similar
a les taques oculars presents en les planaries
(Fig. 4). Aix0 ens va animar a caracteritzar els
elements genétics responsables de la seva rege-
neracio. Les planaries decapitades poden rege-
nerar el cap en dues setmanes: entre el dia 2 i
5 regeneren els ganglis cefalics i coetaniament
les taques oculars. Aquestes estan formades per
dos tipus cel-lulars, les cél-lules fotoreceptores i
les cellules pigmentades que protegeixen a les
primeres d’'un excés de llum. Les fotoreceptores
es connecten directament als ganglis cefalics i
d’aquesta manera les planaries poden defugir
la llum. La determinaci6 i diferenciacié dels
ulls esta controlada per una xarxa genica molt
conservada en el mén animal que s’inicia pels
gens Pax-6, sine oculis i eye absent. En el nostre
laboratori hem caracteritzat aquests elements
genétics en la planaria, produint pérdues de
funci6 d’alguns d’aquests gens mitjangant RNAi
que han generat fenotips sense ulls i, per tant,
organismes cecs que no reaccionen a la llum
(Fig. 5A, B) (Ref.2.). També hem produit or-
ganismes transgeénics a partir d'una construc-
ci6 que conté el promotor del gen de l'opsina
(el fotopigment universal dels ulls) regulant un
gen reporter (informador) de proteina fluores-
cent, la Green Fluorescent Protein. Aquesta
construcci6 esta flanquejada per elements dels
transposons PiggyBac o Hermes que permeten
la seva integraci6 al genoma de I'hoste en coin-

Figura 3. Regeneracié cefalica del mateix organisme a diversos temps. (C) Imatge de microscopia electronica d'escaneig a

les 6 hores de regeneracié on es pot veure la ferida totalment cicatritzada. (N) Imatge de microscopia electrdnica d'un neoblast
ressaltat de la resta amb color groc; els caps de sagetes indiquen els cossos cromatoides al voltant de la membrana nuclear, on
s'acumulen gran quantitat de transcrits silenciats. Les sagetes indiquen mitocondris presents en I'estreta franja del citoplasma. En

la resta d'imatges els nimeros indiquen els dies després de la decapitacié. El blastema és el teixit no pigmentat.
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Figura 6. Gel
bidimensional
d’acrilamida on hi ha
marcades les taques
especifiques que
podran correspondre
a proteines de neo-
blasts. Imatge cedida
gentilment per Kike
Fernandez-Taboada.

jectar-la amb una segona construccié que conté
els elements que codifiquen per la transposasa
(I'anomenat helper). Els animals transformats
mitjancant la injeccié d’aquests DNA, seguida
d’una electroporaci6é de l'organisme sencer per
permetre la seva interioritzaci6 al nucli, generen
organismes mosaic on alguns neoblasts trans-
formats que es diferencien cap a ulls mostren la
coloraci6 verd fluorescent. A la segiient genera-
cid, i quan algun dels neoblasts transformats es
diferencien cap a cel-lules germinals, apareixen
organismes juvenils amb els ulls completament
fluorescents. Ja tenim un organisme transgenic!
(Fig. 5C) (Ref.3). En l'actualitat estem produ-
int xips on estan representats els més de 10.000
EST del genoma de la planaria Schmidtea medi-
terranea, per hibridar-los amb ¢cDNA d’organis-
mes control i organismes amb el fenotip sense

ulls. El resultat d’aquest estudi diferencial ens
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revelara els gens candidats a estar implicats en
la determinacié d’ulls. Posteriorment, aquests
gens candidats seran confrontats amb d’altres
colleccions obtingudes en estudis del desenvo-
lupament d’ulls de Drosophila o de peix zebra.

2) En planaries intactes, els neoblasts mostren
un nivell proliferatiu basal per mantenir el re-
canvi cel-lular de tots els tipus cel-lulars. Durant
la regeneracio, aquestes cél-lules incrementen la
taxa proliferativa per tal de produir el nou teixit
de regeneraci6 o blastema i permetre la remo-
delaci6 dels fragments regenerats a les noves
proporcions. El coneixement dels mecanismes
cellulars que controlen els fluxos de diferen-
ciaci6 i alhora permeten el manteniment d'un
estoc estable de cel-lules indiferenciades, aixi
com el seu control proliferatiu que evita la pro-
ducci6é de tumors, o bé els diferents fluxos de

[ La regeneracié en planaries ]

Figura 5. (A-B) Imatges en camp clar d'un organisme normal amb els ulls diferenciats (A) i un mutant amb el fenotip sense ulls (B) per pérdua
de funcié mitjangant RNAI del gen six-1. (C) Imatges de fluorescéncia d'un organisme transgénic mostrant I'expressié de la GFP en les cél-lules

fotoreceptores. Les sagetes indiquen els ulls.

diferenciaci6 vers els diferents tipus cel-lulars
per mantenir ’homeostasi d’organismes que
canvien continuament de mida i de proporcions
de tipus celllulars diferenciats séon algunes de
les qiiestions d’especial interés per la seva re-
percussié en d’altres models, com les cel-lules
mare de vertebrats. La comprensio6 del funcio-
nament i la regulaci6 d’aquest sistema dels ne-
oblasts requereix d’'un coneixement previ dels
elements geneétics especifics que hi participen.
Els neoblasts presenten una gran quantitat de
transcrits silenciats acumulats al voltant del
nucli, son els anomenats cossos cromatoides
(Fig. 3N), preparats per respondre rapidament
a qualsevol contingencia, la qual cosa inhabili-
ta l'estratégia genomica. Per aquesta rad, estem
desenvolupant una estratégia de protedomica de
neoblasts que consisteix en obtenir el proteoma
mitjancant gels bidimensionals d’extractes pro-
teics d'organismes sencers i confrontar-lo amb
un segon proteoma d'organismes que han per-
dut la poblaci6 de neoblasts gracies a la interfe-
rencia de RNA del gen piwi. Piwi és un gen im-
plicat en l'activitat enzimatica del complex RISC
relacionat amb la maduracié dels microRNA.
La peérdua de funci6 d’aquest gen comporta la
desaparici6 de tots els neoblasts de la planaria.
La confrontaci6 de les dues poblacions protei-
ques permetra discriminar en els gels bidimen-
sionals els punts que corresponen a proteines
especifiques de neoblasts presents en l'extracte
control envers el grup dorganismes sense neo-
blasts (Fig. 6). La caracteritzaci6 de la compo-
sici6 peptidica d’aquests punts presents en els
gels bidimensionals requereix d’'una analisi per
espectroscopia de masses i una posterior com-
paraci6 dels perfils peptidics obtinguts amb
una base de dades peptidica dels diferents gens
deduits en el genoma de la planaria. Un estudi
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preliminar ens ha permeés caracteritzar prote-
ines relacionades amb la proliferaci6 cel-lular,
reparaci6 del DNA i proteines d’estrés cel-lular
com les HSP (Heat Shock Proteins).

3) Un altre dels temes importants a resoldre en
regeneracio és com es manté el patrd axial, tan
anteroposterior com dorsiventral; és a dir, com
s'organitza un fragment de planaria per regene-
rar el cap a 'extrem anterior i la cua al posterior;
i com regenera la part dorsal i la ventral correc-
tament. Per respondre aquestes qiiestions ens
cal caracteritzar mecanismes de comunicacié
cel-lular, ja que en d’altres models de desenvolu-
pament aquestes decisions les prenen proteines
senyalitzadores disposades en forma de gradient
que activen vies de transducci6 de senyal, com
la via wnt i la BMP. Certament, hem observat
que la interferencia de la via wnt produeix or-
ganismes que perden la capacitat de reconéeixer
la polaritat anteroposterior i regeneren caps en
ambdos extrems, mentre que quan interferim la
via BMP no es determina la regi6 dorsal i apa-
reixen organismes doble ventrals enganxats per
la regio central com si fossin bessons siamesos.

La planaria és un organisme simplificat i tan
plastic que es pot considerar un adult amb ca-
racteristiques embrionaries. També és un model
molt accessible per a I'estudi de fenomens de de-
terminaci6 i manteniment del patré6, de control
de cellules mare, d’homeostasi i de formacid
d’'organs. Tots aquests processos sén presents
en el desenvolupament de tots els organismes i
estan molt conservats en el mén animal. El seu
coneixement pot representar una via d’entrada
en la comprensi6é d’aquests processos en siste-
mes més complexos i molt especialment en el
control de les cél-lules mare de vertebrats. |
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