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RESUM

La regeneracid és la capacitat d'un organisme de reemplagar fragments perduts a causa
d’una amputacié traumatica o degeneracié. La regeneraci6 de les noves estructures té lloc
bé a partir de proliferacio cellular i formacio6 de novo, bé per remodelacio6 dels teixits pree-
xistents. Les planaries poden regenerar un nou organisme sencer a partir de petits frag-
ments del seu cos. Aquest fet ha atret I'interés dels cientifics al llarg de la historia. E1 1814,
Dalyell conclou que les planaries «es poden considerar immortals sota la fulla d"una na-
valla». La regeneracio en les planaries requereix la generacié de teixit nou en el lloc de la
ferida mitjangant proliferacio cellular, que produeix un teixit nou indiferenciat, el blaste-
ma, i el remodelatge dels teixits preexistents per recuperar les proporcions del nou orga-
nisme regenerat. Una altra propietat espectacular de les planaries és la capacitat de créi-
xer i decréixer segons la ingesta d’aliment. En tot moment, pero, al llarg d’aquest
creixement/decreixement es mantenen les proporcions corporals i funcions correctes, gra-
cies al control homeostatic. Tota aquesta plasticitat és deguda, a escala cellular, a la pre-
séncia de cellules mare totipotents en un alt percentatge (entre el 20-30 % del total cellu-
lar en un organisme adult). Una altra propietat fonamental és la continua activitat dels
mecanismes morfogenétics, que normalment apareixen una sola vegada en el desenvolu-
pament de la resta dels altres organismes. L'aplicacié de noves metodologies a escala cel-
lular, molecular i genetica en l'era postgenomica ens ha permes estudiar funcionalment
vies i gens del desenvolupament en un nou escenari, la regeneracio de planaries.
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PLANARIAN REGENERATION AND HOMEOSTASIS,
A CLASSIC DEVELOPMENTAL BIOLOGY MODEL

SUMMARY

Regeneration is the ability of the fully developed organism to replace fragments lost by
traumatic amputation or degeneration. Regeneration of the new structures is achieved
either by cell proliferation and de novo formation, or by remodelling of the pre-existing
tissues. Planarians, which can regenerate a whole new organism from a small piece of
their body, have attracted the interest of scientists throughout history. In 1814, Dalyell
concluded that planarians could “almost be called immortal under the edge of the knife”.
Planarian regeneration involves the generation of new tissue at the wound site via cell
proliferation, producing a new undifferentiated tissue or blastema, and the remodelling
of pre-existing tissues to restore proportions. Another astonishing property of planarians
is their capacity to grow and shrink depending on food availability and temperature. Re-
markably, during the whole growth/degrowth process planarians keep normal body pro-
portions and functions, thanks to a homeostatic control. All that plasticity is based, at the
cellular level, upon the presence of totipotent stem cells in a high proportion (20-30% of
total cell number in an adult organism). Another basic property is the continuous act-
ivity of the morphogenetic mechanisms that usually appear only once during the devel-
opment of other model systems. The application of new methodologies at the cellular,
molecular and genetic level in the postgenomics era allows us to functionally analyse the
universal developmental pathways and genes in a new scenario, planarian regeneration.

Key words: planarian, regeneration, homeostasis, stem cell, pattern formation.

INTRODUCCIO

La planaria és un organisme simple pero
tan plastic que es pot considerar un adult
amb caracteristiques embrionaries, molt
accessible a l'estudi de fenomens de deter-
minacié i manteniment del patrd, control
de cellules mare, homeostasi i formacio
d’organs. Tots aquests processos son pre-
sents en el desenvolupament de tots els or-
ganismes i estan molt conservats en el mén
animal. Si tenim un accident i perdem
qualsevol part de les nostres extremitats no
la podrem recuperar. En canvi, una plana-
ria es pot trossejar en centenars de petits
fragments i en dues setmanes regeneraran
centenars d’organismes sencers, ben pro-
porcionats i totalment funcionals. Quines

son les diferéncies entre nosaltres i elles?
Per queé hi ha organismes amb una gran
capacitat d’autoregenerar-se, mentre que
altres no en tenen? La planaria és un dels
organismes amb una capacitat més alta de
regeneraci6. Certament, ja que els frag-
ments regenerats poden créixer de nou i
produeixen organismes de la mateixa mida
que la inicial, pero més joves, ja que han
estat reconstituits per noves cellules. Qui-
nes son les caracteristiques que permeten
regenerar tan eficientment les planaries?
Un dels punts clau és l'existéncia en l'orga-
nisme adult d'una poblaci6 de cellules
mare pluripotents, anomenades neoblasts,
que proliferen continuament i es diferenci-
en en tots els tipus cellulars de I'organis-
me. Alhora, aquest organisme presenta
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una plasticitat morfologica impressionant;
ates que hi ha un recanvi cellular constant,
no té una mida fixa, i depenent de la inges-
ta d’aliment va modificant la seva granda-
ria mantenint sempre la seva forma i funci-
onalitat. Aix0 requereix mecanismes de
manteniment del patr6 i de les proporcions
que estiguin continuament activats. Aques-
ta propietat és exclusiva de les planaries en
tot el mon animal i, per tant, l'estudi de la
regeneracio en les planaries representa una
oportunitat tinica per a l'estudi de I’home-
oOstasi i la regeneraci6. Per contra, altres
models biologics considerats classics en el
camp del desenvolupament, com ara Dro-
sophila, Caenorhabditis elegans, amfibis, el
peix zebra, el pollet i el ratoli, presenten un
model de desenvolupament canonic i ter-
minal; és a dir, 'organisme es desenvolupa
una sola vegada, en arribar a la fase adulta
presenta tots els seus organs formats i és
incapa¢ de repetir qualsevol procés de
desenvolupament o regeneracio total, tot i
que algun d’aquests, com els amfibis, po-
den regenerar parts del cos com les extre-
mitats, la mandibula, la lent i la retina de
I'ull. D’altra banda, el peix zebra pot rege-
nerar els extrems de les aletes i la part dis-
tal del cor. Pel que fa als mamifers, la pos-
sibilitat de regenerar es limita a ossos
fracturats, el fetge parcialment seccionat o
estructures molt especialitzades, com és el
cas del recanvi anual de les banyes dels
cérvols mascles. Aquesta gran diversitat en
la capacitat regenerativa, independent de
la complexitat dels organismes, obre grans
qiiestions com ara: quins son els elements
clau que permeten que hi hagi organismes
capacos de regenerar-se i altres no? Com i
que inicia el procés de regeneracié? Quin
és lorigen de les cellules regeneratives?
Com s’estableix el patr6 a les regions rege-
nerades i com s’ajusta el teixit antic a les
noves proporcions per restituir un nou or-
ganisme funcional? Sén els mateixos meca-
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nismes geneticomoleculars del desenvo-
lupament actuant en un nou entorn? Es
possible reactivar aquests processos en or-
ganismes que no presenten capacitat rege-
nerativa de manera natural i assolir aixi els
reptes plantejats en 'anomenada medicina
regenerativa? La quantitat de preguntes
que es plantegen al voltant d’aquest tema
és immens i el potencial de les respostes
per a futures aplicacions mostra que la re-
generacio de les planaries permet afrontar
reptes biologics no accessibles en altres
models menys plastics. Per intentar enten-
dre el procés de regeneracio, en el Departa-
ment de Genetica de la Universitat de Bar-
celona fa prop de quaranta anys es va
iniciar una linia de recerca adrecada a l'es-
tudi de la regeneraci6 de les planaries. Ac-
tualment, dintre del que s’anomena l'era
postgenomica, les noves metodologies de
la biologia molecular i de la nanotecnolo-
gia ens permeten rastrejar el genoma,
transcriptoma i proteoma de les planaries
en diverses condicions genétiques. Aixo ha
permes caracteritzar funcionalment gens i
vies del desenvolupament durant la rege-
neracio d’aquests animals.

EL MODEL

Les planaries son cucs plans de vida lliu-
re que representen un subgrup dels plati-
helmints. Encara que n'hi ha d’adaptats a
la vida terrestre i marina, els del nostre es-
tudi sén d’aigiies dolces. Les planaries sén
organismes tous, sense teixit esquelétic i
aplanats dorsoventralment, no presenten
sistema circulatori i l'oxigen dels teixits
s'obté per difusié de l'exterior. Presenten
una clara cefalitzacio, amb un cervell ante-
rior i, normalment, un parell d'ulls (vegeu
la figura 1). El sistema digestiu consisteix
en una faringe, en una posicié central en
I'animal, que connecta amb un intesti cec
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sense anus i altament ramificat (vegeu la fi-
gura 1a). Entre el sistema digestiu i l'epi-
dermis apareix un teixit parenquimatic
desorganitzat on es troben diferents tipus
cellulars diferenciats i un d’indiferenciat,
els neoblasts, els quals representen el 20-
30 % de les cellules totals d’un organisme
adult. Els neoblasts son els tnics tipus cel-
lulars amb capacitat proliferativa i de dife-
renciar-se en tots els tipus cellulars de la
planaria adulta, incloent-hi la linia germi-
nal (Salo, 2006; Handberg-Thorsager et al.,
2008). Les dades de filogénia molecular els
situen dins dels lofotrocozous, estretament
emparentats amb els anellids i molluscs,
grup germa dels ecdisozous, i conjunta-
ment defineixen el grup de protostomats.
En algunes espécies s’han desenvolupat es-
trategies de reproduccié asexual per escis-
si0, i es produeixen organismes clonics a
partir de cues autoseccionades per estira-
ment de 'organisme adult mateix. La rege-
neracié posterior produeix planaries com-
pletes que rapidament creixen i es tornen a
dividir. D’aquesta manera, en el laboratori
hem pogut establir linies clonals de milers
d’organismes, generades a partir d’un tnic
individu, a forga de facilitar-ne el creixe-
ment al maxim subministrant aliment de
manera regular (fragments de fetge de ve-
della organica).

La regeneraci6 de les planaries

Després de 'amputacié d'un organisme
adult, la primera reacci6 és la cicatritzacio.
Aquesta té lloc gracies a la contraccié im-
mediata dels musculs de la zona de la feri-
da, que permeten el contacte entre 1'epider-
mis antiga dorsal i ventral, de manera que
en els primers 15 min la ferida ja esta reco-
berta per una fina capa de cellules epider-
miques totalment estirades provinents de
I'epidermis més propera (vegeu la figura

2). Es considera que aquesta interaccid epi-
teli-mesénquima que es produeix durant la
cicatritzacié podria ser la iniciadora de la
resposta regenerativa. De fet, les concen-
tracions elevades de magnesi en el medi,
que inhibeixen la contraccié muscular, im-
possibiliten la cicatritzacié i també la rege-
neracié. Un cop cicatritzada la ferida, s'ini-
cia una rapida i elevada resposta mitotica
dels neoblasts, especialment els situats
propers a la zona de la ferida (uns 500
pm), en 'anomenat postblastema (Sald i Ba-
gufia, 1984). No s’han observat processos
de desdiferenciacié, de manera que la pro-
duccid de teixit nou inicialment indiferen-
ciat i conseqlientment despigmentat de re-
generacid, anomenat blastema (vegeu la
figura 2), es produeix exclusivament per
I'aportacié local dels nous neoblasts que
proliferen en el postblastema. Els neoblasts
situats lluny de la ferida, tot i que mostren
un increment de l'activitat mitotica, no par-
ticipen en el creixement del blastema. 5i la
regio per regenerar és el cap, el blastema es
diferencia en la regi6é distal perduda; en
aquest cas es diferencien els ganglis cefa-
lics i aquests indueixen la diferenciaci6
dels ulls i altres sensors del cap (vegeu la
figura 2). Parallelament, la resta de l'orga-
nisme s’ajusta a les noves proporcions i hi
ha un seguit de fenomens de mort cellular,
autofagia (Gonzalez-Estévez et al., 2007) i
remodelacio dels teixits preexistents, que
permetran reajustar l'organisme a les no-
ves proporcions axials.

Les noves tecnologies aplicades
ala planaria

L’aplicacié de noves tecnologies a la pla-
naria en la darrera decada ha obert noves
perspectives en l'estudi de la regeneracio.
Les hibridacions in situ permeten visualit-
zar l'expressid, en l'espai i temps, de gens
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relacionats amb la regeneracié. D’altra ban-
da, l'accessibilitat de la genetica inversa en
la planaria per interferéencia de RNA
(iRNA), mitjangant alimentacié o injeccié
de RNA de doble cadena, ens permet inter-
ferir en I'expressié génica i generar per pri-
mer cop fenotips mutants (Pineda et al.,
2000). Finalment, la produccié d’organis-
mes transgenics per electroporacio ens ha
permes produir els primers organismes
transgenics en l'especie Girardia tigrina
(Gonzalez-Estévez et al., 2003), completant
aixi el ventall de modificacions genetiques
basiques per a l'estudi de qualsevol procés
biologic a escala cellular, molecular i gene-
tica.

En els darrers anys, gracies al treball del
Centre de Seqiienciaci6 Genomica de la
Universitat de Washington, a Saint Louis
(EUA), hi ha accessibles més de catorze mi-
lions de traces de la seqiiéncia genomica
de lespécie objecte del nostre estudi,
Schmidtea mediterranea. En aquests mo-
ments els primers esborranys del genoma
de la planaria ja han estat assemblats, mal-
grat que, a causa de les propietats intrin-
seques a escala de seqiiencia d’aquesta
especie, basicament el baix contingut de
guanina-citosina i les caracteristiques
de les seqiiencies repetitives, aquests as-
semblatges estan forca fragmentats. Per
exemple, la versi6 3.1 esta formada per uns
90.000 contigs, o per 45.000 contigs si es te-

FiGura 2.
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nen en compte un conjunt recent de traces
aparellades (paired-end reads) (Robb et al.,
2008). Aquest coneixement genomic, pero,
juntament amb la informacio existent de
més de 10.000 wunigenes (obtinguts per
I'NCBI a partir de la clusteritzaci6 d'un
conjunt de 75.000 seqiiéncies d’EST) i un
projecte recentment dut a terme pel nostre
laboratori per obtenir el transcriptoma (ba-
sat en les noves tecnologies de la pirose-
qlienciaci6 454) (Abril et al., 2010), permet
afrontar la recerca de gens del desenvolu-

FiGura 1. Planaria d’aigua dolga Schmidtea mediterra-
nea. a) Imatge de camp clar d’una planaria lliscant al
fons d’una capsula de Petri. A la part anterior s’observen
les taques oculars o ulls. A la part central, la faringe (f).
b) Immunotincié contra la sinapsina (3C11), que ens per-
met observar els dos ganglis cefalics (gc) connectats amb
dos cordons nerviosos ventrals (cn). Barra: 1 mm.

Regeneraci6 cefalica del mateix organisme de la figura 1 en diversos temps. El blastema és el teixit no

pigmentat. Els nombres fan referéncia a dies després de la decapitacié. Després del tall (0) hi ha una contraccié muscu-
lar i cicatritzacio, seguida d’una rapida resposta mitotica dels neoblasts propers a la ferida (1). Posteriorment, el nou

ci6 de la pigmentacié de I’epidermis i la diferenciacié de les taques oculars (5-10). Finalment, I’organisme modifica el
teixit antic per tal d’ajustar-se a les noves proporcions (14). Barra: 1 mm.
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pament in silico. Aquesta cerca computaci-
onal es basa en la similitud de les seqiien-
cies dels gens del desenvolupament, ja que
aquests es troben altament conservats en
tota l'escala filogenetica animal. Les anali-
sis preliminars dels resultats a escala d’ex-
pressio, obtinguts a partir de microxips de
DNA amb sondes per a oligonucleotids es-
pecifics de planaria que es van hibridar
amb el transcriptoma de regenerants ante-
riors i regenerants posteriors, també ens ha
permes localitzar gens candidats de les
vies de senyalitzacié en la formacié de les
estructures relacionades amb els ulls. Dal-
tra banda, hem produit un conjunt de ba-
ses de dades de peptids traduits a partir de
les seqiiencies dels contigs de l'assemblat-
ge i dels EST, per tal de facilitar la detecci
i seleccié de noves seqiiencies funcionals a
escala de proteomica (Fernandez-Taboada
et al., 2011). Finalment, en disposar d'un
cataleg més acurat dels transcrits de plana-
ria, s’han iniciat estudis d’expressio a esca-
la de tot el transcriptoma, mitjangant anali-
sis comparatives entre biblioteques DGE
(digital gene expression) especifiques de dife-
rents tipus de mostres, com per exemple
neoblasts i cellules diferenciades. Aquesta
pletora de noves metodologies moleculars
i tecnologies de seqiienciacié massiva ens
permet explorar les oportunitats biologi-
ques d’aquest sistema unic per a estudis de
regeneracio, manteniment del patrd, home-
ostasi i, especialment, el control de les cel-
lules mare en qualsevol circumstancia bio-
logica.

RESULTATS

Anem a veure alguns dels temes actuals
de més interes que presenta la regenera-
cid de les planaries i la seva possible reper-
cussié en el coneixement de mecanismes
moleculars comuns amb altres especies.

Els neoblasts, les céllules mare
totipotents de planaria

En planaries intactes els neoblasts mos-
tren un nivell proliferatiu basal per mante-
nir el recanvi cellular de tots els tipus cel-
lulars diferenciats. Durant la regeneracio,
aquestes cellules incrementen la taxa proli-
ferativa per tal de produir el nou teixit de
regeneracio, o blastema, i permetre aixi la
remodelacio dels fragments regenerats a
les noves proporcions. El coneixement dels
mecanismes cellulars que controlen els flu-
xos de diferenciacid i alhora permeten el
manteniment d’un estoc estable de cellules
indiferenciades, aixi com el control prolife-
ratiu per evitar la produccié de tumors, o
bé els diferents fluxos de diferenciaci6 en-
vers els diferents tipus cellulars per mante-
nir I’'homeostasi d’organismes que canvien
continuament de mida i de proporcions de
tipus cellulars diferenciats, sén algunes
de les qiiestions d’especial interes per la
seva repercussio en altres models, com les
celules mare de vertebrats. La comprensio
del funcionament i la regulacié dels neo-
blasts requereix un coneixement previ dels
elements geneétics especifics que hi partici-
pen. En aquest sentit hem desenvolupat
una estratégia de protedmica de neoblasts.
Aquesta consisteix a obtenir el proteoma
d’organismes normals i confrontar-lo amb
un segon proteoma provinent d’organis-
mes que han perdut la poblacié de neo-
blasts gracies a la irradiacié amb raigs X.
Com que els neoblasts sén 1'tnic tipus cel-
lular proliferatiu, la irradiacié ionitzant
provoca delecions i duplicacions en el seu
genoma, cosa que fa que les céllules esde-
vinguin inviables i acabin morint. L'estudi
del proteoma de les dues poblacions pro-
teiques i la comparacié dels perfils pepti-
dics amb els perfils calculats in silico sobre
una base de dades de proteines traduides a
partir de les diferents anotacions geniques
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sobre el genoma de planaria, ens ha per-
mes caracteritzar proteines relacionades
amb la proliferacié cellular, reparacié del
DNA, proteines d’estres cellular com les
HSP (proteines de xoc térmic) i proteines
de la biosintesi de RNA (Fernandez-Taboa-
da et al., 2010, 2011), aixi com unes 6.000
seqiiéncies candidates més que cal validar
(treball en curs). En el nostre estudi, a més,
I'aproximacié proteomica permet descartar
I'excés de transcrits silenciats que s’acumu-
len en uns organuls cellulars, anomenats
cossos cromatoides, que son especifics dels
neoblasts.

El manteniment i la reformacié del patro

Un altre dels temes clau per resoldre en
regeneracio és entendre com es manté el
patré axial, tant anteroposterior (AP) com
dorsoventral (DV), aixi com lestabliment
de la comunicacio entre eixos per tal de re-
generar un organisme totalment proporci-
onat. Sabem que qualsevol fragment de
planaria tallat transversalment, longitudi-
nalment o diagonalment regenerara un
nou cap a l'extrem anterior i la cua al
posterior, i recuperara molt rapidament la
simetria bilateral. Per entendre com té lloc
aquest restabliment dels principals eixos
corporals hem estudiat les vies senyalitza-
dores de la S-catenina/Wnt i de les BMP
(bone morphogenetic proteins), que tenen un
paper basic en l'establiment dels eixos AP i
DV durant el desenvolupament embrionari
en altres models. En efecte, hem observat
que les interferéncies de la via Wnt produ-
eixen organismes que perden la capacitat
de reconeixer la polaritat AP i regeneren
caps en ambdds extrems, mentre que quan
interferim la via BMP hi ha una ventralit-
zaci6é de la regié dorsal, i apareixen orga-
nismes doblement ventrals enganxats per
la regio central com si fossin siamesos.
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En tots els models, tant en embrions com
en adults, la via Wnt regula un ampli ven-
tall de processos, com el manteniment de
cellules mare, 'especificacio de tipus cellu-
lars, la determinaci6 de la polaritat cellular
i la migracié (Logan i Nusse, 2004). Cal re-
marcar, pero, que la via Wnt té una funcié
evolutivament conservada durant el desen-
volupament inicial, en l'establiment de la
primera asimetria en I'embri¢, i, en estadis
del desenvolupament més tardans, és es-
sencial per conferir la identitat posterior
(cua) enfront de l'anterior (cap) (Niehrs,
1999). En els darrers anys, juntament amb
altres laboratoris, hem caracteritzat la fun-
ci6 de la via Wnt en el manteniment i res-
titucié de la polaritat AP en planaries in-
tactes i en fragments regenerants. Les
primeres indicacions del seu paper en l'es-
tabliment de l'eix AP van apareixer en ca-
racteritzar funcionalment els gens GSK-3,
un dels components del complex de des-
truccié de la B-catenina, que és l'element
intercelullar clau de la via. La seva interfe-
réncia, que impedeix la destruccié de la
B-catenina i indueix la superactivacio de
la via, alterava la regeneracié d’estructures
anteriors, mentre que la regeneracié poste-
rior era normal (Adell et al., 2008). Ara bé,
quan es va interferir directament la -cate-
nina-1 es van obtenir fenotips sorprenent-
ment explicits: planaries totalment hiperce-
falitzades, en les quals només la identitat
anterior podia diferenciar-se, amb un gran
gangli cefalic circular que induia la dife-
renciacié d’ulls a tota la vora de l'organis-
me (Gurley et al., 2008; Pettersen i Reddien,
2008; Iglesias et al., 2008) (vegeu la figu-
ra 3g). Cal remarcar que la polaritat DV
no queda afectada. Aquests organismes,
doncs, mantenen un sol eix de simetria, el
DV, i per tant, han perdut la simetria bila-
teral, generada per la confrontacié perpen-
dicular dels dos eixos AP i DV, i han adqui-
rit una simetria radial. Aquest fenotip és
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unic i no s’havia observat mai en cap bila-
teral, ja que la manca de funcié d'un gen
essencial com la $-catenina, en altres mo-
dels, menys plastics que les planaries, cau-
sa letalitat.

La superactivacio de la via, mitjangant la
interferéncia en la funcié d’altres elements
del complex de destrucci6 de la S-catenina,
com els gens APC i les axines, a diferencia
del descrit amb GSK-3, van generar feno-
tips més evidents: planaries bicaudades, en
les quals la diferenciaci6 anterior esta inhi-
bida i, per aixo, en el blastema anterior es
forma una cua. Més recentment hem carac-
teritzat la familia de Wnt, els elements se-
cretats i, per tant, els morfogens de la via.
Del genoma de S. mediterranea hem pogut
aillar nou Wnt, dels quals quatre s’expres-
sen a la part posterior de 'organisme, amb
la qual cosa serien bons candidats per ser
els activadors directes de la f-catenina-1 en
aquesta zona. Els estudis funcionals mit-
jancant iRNA demostren que, en efecte, al-
menys dos d’aquests Wnt (WntP-1 i
Wntl1-2) estan implicats en la diferencia-
cié posterior, ja que la inhibicié d’aquests
genera planaries sense cua o amb cap en
comptes de cua (Adell et al., 2009). La resta

FiGura 3.

de Wnt presenten patrons d’expressié molt
especifics en diferents teixits o estructures.
Per exemple, el WntA s’expressa només en
la part més posterior dels ganglis cefalics, i
el WntP-3, en la base de la faringe, fet que
suggereix que seria el senyal integrat de
tots els Wnt el responsable de generar el
patrd correcte tot al llarg de l'eix AP de la
planaria. D’altra banda, altres laboratoris
han demostrat que lactivacié dels Wnt
seria responsabilitat de la via Hedgehog
(Hh) (Rink et al., 2009), ja que Hh, 'element
secretat, es presentaria en gradient continu
en sentit AP, i es podria difondre pel siste-
ma nervids central (Yazawa et al., 2009) o a
través d'unions gap (Oviedo et al., 2009).
Més recentment hem estudiat la funcié
de I'homoleg de dishevelled, element inter-
cellular comu a totes les branques de la via
Wnt, tant dependent com independent de
la p-catenina. La inhibici6 genera planaries
totalment hipercefalitzades, com calia es-
perar, perd0 amb defectes afegits, no ob-
servats en animals inhibits per p-catenina
(Almuedo-Castillo et al., 2011). L'estudi d’a-
quests fenotips demostra que Dishevelled,
a través del Wnt no canonic Wnt5, és es-
sencial per a la connexié correcta del siste-

Alteracions dels eixos axials. a) Planaria de 19 dies de regeneracio després d’haver inhibit el gen de la f-

catenina-1. Aquest organisme manté I’eix DV, perd ha perdut I’eix AP, i presenta una simetria radial amb 1’aparicio
d’ulls al llarg de la vora DV. Imatge cedida gentilment per Marta Iglesias. b) Organisme de 21 dies de regeneracio ven-
tralitzat. La zona dorsal central s’ha transformat en regio ventral despigmentada gracies a la interferéncia de BMP. Tam -
bé es produeix una duplicacio de la vora DV (sagetes) i la induccié d’ulls ectopics per part dels ganglis cefalics dorsals.
Imatge cedida gentilment per Maria Dolores Molina. Barra: 1 mm.
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ma nervids, i que, juntament amb Van
Gogh i Diversina, proteines de la xarxa
conservada de planar cell polarity (PCP), és
necessari per a l'ancoratge apical correcte
dels cilis.

En definitiva, la funcionalitat de la via
Wnt canonica en 'establiment de l'eix AP, i
de la via Wnt independent de la -catenina
durant la connexid neuronal i en el posicio-
nament dels cilis epitelials, recapitula me-
canismes parallels als observats en models
embrionaris establerts, com els de Droso-
phila o Xenopus.

La via BMP en embrions de vertebrats
especifica el territori ventral. Les mutaci-
ons en els gens de la via BMP produeixen
fenotips dorsalitzants, mentre que les mu-
tacions en els gens antagonistes de la via,
com noggin o chordin, produeixen fenotips
ventralitzants. En els invertebrats hi ha
una inversié d’aquest eix i la via BMP espe-
cifica la part dorsal. En el nostre laboratori
vam iniciar la recerca dels gens de la via
BMP, com el BMP mateix, Smad-1 i noggin
(Molina et al., 2007). El silenciament mitjan-
cant iRNA de BMP o Smad-1 produeix una
alteracio de l'eix DV tant en organismes re-
generants com en intactes. La regi¢ dorsal
perd l'expressié6 de marcadors moleculars
dorsals i alhora apareixen marcadors ven-
trals ectopics. Aquesta ventralitzacio parci-
al de la regi6 dorsal esta refermada per 'a-
paricié ectopica d'un segon sistema
nervids central (SNC) en la regié dorsal
(Molina et al., 2007) i una duplicacié del
marge DV (vegeu la figura 3b). Pel que fa
als antagonistes de la via BMP, hem identi-
ficat un elevat nombre de gens noggin (Mo-
lina et al., 2009). Mentre que en la majoria
d’animals s’han identificat entre dos i qua-
tre gens noggin, la planaria en té deu (Moli-
na et al., 2009). Aquests es poden dividir en
dos grups: dos gens noggin, Smed-nogl i
Smed-nog2, i vuit gens noggin-like (Smed-
nlgl a nlg8), que contenen una insercioé de
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llargada variable entre la 5a i 6a cisteina
del domini noggin. Alguns estudis funcio-
nals recents han determinat que el gen
Smed-nlg8 no actua com a inhibidor de la
via BMP sin6 més aviat com un agonista.
Els gens noggin-like han estat conservats al
llarg de l'evolucio i, de fet, 'homoleg dels
gens noggin-like en Xenopus també té una
funcié agonista, cosa que significa que
aquests nous gens poden tenir un paper
important en l'establiment de l'eix dorso-
ventral en els animals (Molina et al., 2011).

Les planaries com a model per estudiar
la regeneraci6 del sistema nervios

A diferencia de la majoria d’animals les
planaries poden regenerar de novo un siste-
ma nerviés central (SNC) en molts pocs
dies —per a una revisio vegeu Cebria
(2007). L'SNC de les planaries esta consti-
tuit per un cervell anterior format per dos
ganglis cefalics connectats, normalment,
per una comissura anterior, i dos cordons
nerviosos ventrals que s’estenen tot al llarg
de l'animal (vegeu la figura 1b). Aquest
SNC conté diverses subpoblacions neuro-
nals ben definides (Cebria, 2008). A escala
molecular s’han identificat dotzenes de
gens que s’expressen especificament en
I'SNC de la planaria (Mineta et al., 2003),
amb un elevat grau de conservacié amb els
seus homolegs en vertebrats, i que poden
associar-se a processos com: neurotrans-
missid, guiatge d’axons, morfogenesi del
cervell, diferenciacid neuronal i sistemes
sensorials. Aixo vol dir que podem utilit-
zar les planaries per estudiar la funcié d’a-
quests gens durant la regeneraci6 i intentar
correlacionar els resultats obtinguts amb la
funcio6 dels seus homolegs durant el desen-
volupament embrionari en vertebrats.

Malgrat els avengos recents encara hi ha
preguntes importants que cal respondre,



102 F. CEBRIA, T. ADELL, J. F. ABRIL I E. SALO

com ara: com es determinen els neoblasts
al llinatge neural? Que passa just després
de I'amputacié de 'SNC a escala cellular i
molecular? Quins factors estimulen la re-
generacié neural? No hi ha dubte que,
atesa l'elevada incidéncia de malalties neu-
rodegeneratives com 1'Alzheimer o el Par-
kinson, aixi com de traumatismes en la me-
dulla espinal que es tradueixen en la
pérdua de mobilitat total o parcial de les
persones afectades, qualsevol aveng a 1'ho-
ra d’entendre com es regenera I'SNC d’al-
tres organismes model pot tenir una gran
rellevancia i impacte social en la nostra so-
cietat.

Gens necessaris per a la reconstruccio6
de xarxes neurals

De manera conceptual la regeneracié de
I'SNC de planaria es pot dividir en tres es-
tadis principals: a) formaci6é del primordi
del cervell, b) creixement del nou cervell i
dels cordons nerviosos truncats, que resul-
ta en la formacié de noves xarxes neurals, i
c) recuperacio final de totes les funcions
propies d’aquest SNC (Cebria et al., 20024;
Agata i Umesono, 2008). En cadascun d’a-
quests estadis s’expressen diferents grups
de gens, cosa que suggereix una relacié en-
tre 'expressio d’aquests gens i els proces-
sos cellulars i moleculars que hi tenen lloc.

Un aspecte important en el desenvolupa-
ment del sistema nervids és entendre com
els axons son capagos de viatjar distancies,
de vegades, forca considerables, fins a tro-
bar les seves cellules diana. Les principals
families de molecules implicades en el
guiatge d’axons son: netrines, slit, efrines i
semaforines. Algunes d’aquestes molecules
actuen com a senyals atractius, guiant els
axons cap a territoris permissius; altres se-
nyals actuen com a repulsius, evitant que
els axons es dirigeixin cap a regions no

permissives. Mentre que aquestes molécu-
les tenen un paper molt important durant
el desenvolupament embrionari, menys
coneguda és la seva funci6 durant la rege-
neracio neuronal. Aixi doncs, les planaries
son un bon model en que es pot estudiar la
funcié d’aquestes molecules durant la re-
construcci6 de les xarxes neuronals.

Les netrines van ser inicialment identifi-
cades com a molecules secretades amb fun-
ci6 atractiva en Drosophila, C. elegans i ver-
tebrats, i duen a terme la seva funcié a
través de dues families de receptors: UNC-
5 1 DCC (deleted in colorectal cancer). En la
planaria, les netrines i el seu receptor son
necessaris tant per a la regeneraci6 del seu
SNC, com per al manteniment i la renova-
ci6 d'aquest en animals no regenerants
(Cebria i Newmark, 2005). Sense l'accid
d’aquests gens les planaries regeneren uns
ganglis cefalics anormals, més petits i am-
ples del normal i connectats per una co-
missura anterior engruixida. A més, els
cordons nerviosos truncats es regeneren i
donen lloc a un entramat completament
desorganitzat de projeccions axonals. Les
netrines i el seu receptor sén també neces-
saris perque els axons de les cellules foto-
sensitives dels ulls es projectin cap a la re-
gi6 del cervell corresponent (Cebria i
Newmark, 2005).

El gen nou-darake restringeix el cervell
en la regio cefalica

La regeneracié de nous teixits i organs
requereix una regulacié molt precisa de la
mida i la posicio. El gen nou-darake (ndk)
exemplifica com aquesta restriccid espacial
és regulada durant la regeneraci6 de I'SNC
(Cebria ef al., 2002b). El nou cervell creix en
una regioé anterior que s'‘esta també for-
mant al mateix temps. D’alguna manera els
creixements del cervell i la regi6é anterior
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han d’estar altament coordinats, de manera
que el cervell ocupara finalment la major
part d’aquesta regid. La pérdua de funci6
de ndk implica que en lloc de quedar res-
tringit anteriorment, el nou cervell s’expan-
deix posteriorment al llarg de practicament
tot 'animal (Cebria et al., 2002b). ndk s'ex-
pressa especificament en la regié anterior
de les planaries i codifica un receptor
transmembrana semblant als receptors de
FGF (fibroblast growth factor). NDK, pero,
manca del domini tirosina-cinasa caracte-
ristic d’aquesta familia de receptors. A par-
tir de diferents observacions s’ha postulat
que NDK podria actuar com un regulador
negatiu dels receptors de FGF (Cebria et
al., 2002b; Agata i Umesono, 2008). Un pos-
sible model d’actuaci6 de NDK seria que
aquest d’alguna manera restringiria la di-
fusié d’un lligand de tipus FGF, que actua-
ria com a activador de la diferenciacié del
cervell en la planaria. En abséncia de NDK
aquest activador es podria difondre lliure-
ment cap a regions més posteriors i induir-
hi la diferenciacié de cervell (Cebria et al.,
2002b; Agata i Umesono, 2008).
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Els ulls de les planaries i la universalitat
dels circuits genétics que els generen
i regeneren

Charles Darwin, en el seu llibre sobre
'origen de les especies, va dedicar un capi-
tol sencer a l'origen de la visid, en el qual
proposava que a partir d'un ull simple
prototipic es van generar les diverses for-
mes actuals. Aquest ull prototipic seria
molt similar als ulls de les planaries (vegeu
la figura 4). Aquest fet, més l'estreta colla-
boracié des de fa vint-i-cinc anys amb el
grup de Walter Gehring, del Departament
de Biologia Cellular del Biozentrum de la
Universitat de Basilea (Suissa), que va ca-
racteritzar els elements genetics responsa-
bles de la determinacié de la visio, va faci-
litar-nos una caracteritzacio dels circuits
genetics responsables de la determinacid
dels ulls durant la regeneracié de les pla-
naries (Pineda ef al., 2000, 2002; Mannini et
al., 2004).

Les taques oculars (aixi és com s’anome-
nen els ulls simples de les planaries) estan
formades per dos tipus cellulars: les cellu-
les fotoreceptores i les cellules pigmenta-
des, que protegeixen les primeres d'un ex-
cés de Illum. Les fotoreceptores son
neurones bipolars i els seus axons es pro-

FiGura 4. Detalls de les taques oculars de les planaries. a) Amb les céllules fotoreceptores (cf) de color verd (recone-
gudes per un anticoOs contra arrestina, molécula relacionada amb la visio) i les ce llules pigmentades (cp) de color marrd
que protegeixen de ’excés de llum les céllules fotoreceptores. L’anticos permet observar la connexio de les céllules fo-
toreceptores sobre els ganglis cefalics (gc) i el quiasma optic parcial (q). Imatge cedida gentilment per Kay Eckelt. Bar-
ra: 150 pm. ) Imatges en camp clar d’un organisme normal (b-1), amb els ulls diferenciats, i un mutant amb fenotip
sense ulls (b-2), per perdua de funcié mitjangant iRNA del gen six-/. ¢) Imatges de fluorescéncia d’un organisme trans-
génic que mostra 1’expressio de la GFP en les cellules fotoreceptores. Les sagetes indiquen els ulls. Imatge cedida gen-

tilment per Cristina Gonzalez-Estévez. Barra: 1 mm.
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jecten bé ipsolateralment cap a la regio
dorsomedial dels ganglis cefalics, bé con-
tralateralment travessant la linia mitjana i
formant un quiasma Optic. D’aquesta ma-
nera els senyals fotosensibles de cada taca
ocular son integrats pels ganglis cefalics.
D’altra banda, les extremitats dendritiques
de les céllules fotoreceptores formen es-
tructures rabdomeriques, un microvilli re-
gular i ordenat on s’acumula l'opsina, el
pigment fotosensible. El segon tipus cellu-
lar dels ulls de planaria, les cellules pig-
mentades, s’agrupen formant una estructu-
ra de copa invertida que protegeix en el
seu interior els rabdomers (vegeu la figu-
ra 4a). La determinacié i diferenciacio dels
ulls esta controlada per una xarxa genica
molt conservada en el mén animal que s'i-
nicia amb els gens Pax-6, sine oculis i eye
absent. En el nostre laboratori hem carac-
teritzat aquests elements genetics en la pla-
naria, i hem produit perdues de funcié
d’alguns d’aquests gens mitjangant iRNA,
que han generat fenotips sense ulls i, per
tant, organismes cecs que no reaccionen a
la llum (vegeu la figura 4b). També hem
produit organismes transgenics amb una
construccié que conté el promotor de
I'opsina (el fotopigment universal dels ulls)
amb un gen marcador de proteina fluores-
cent, la GFP (green fluorescent protein)
(Gonzalez-Estévez et al., 2003) (vegeu la fi-
gura 4c). Actualment, estem duent a terme
cerques in silico de gens candidats d'ulls ja
caracteritzats en altres models ben cone-
guts com el peix zebra, el ratoli o Drosophi-
la. A més, estem estenent les cerques utilit-
zant les seqiiéncies obtingudes a partir de
les analisis protedomiques (Fernandez-Ta-
boada et al., 2011), aixi com les seqiiencies
obtingudes en el projecte de seqiienciacié
massiva basada en la tecnologia del 454
(Abril et al., 2010), totes dues descrites an-
teriorment.

A tall de cloenda podriem afirmar que
I'extrema plasticitat morfologica de les pla-
naries ens recorda un organisme adult que
manté les propietats plastiques d'un em-
brié. La presencia d'un elevat percentatge
de cellules mare pluripotents en les plana-
ries adultes es considera una sinapomorfia
d’aquest «clade» entre tots els organismes
bilaterals. Mitjangant iRNA es pot inter-
ferir, amb un elevat percentatge de pene-
trancia, en qualsevol gen important del
desenvolupament, cosa que ens permet vi-
sualitzar fenotips de morfogenesi i polari-
tat mai observats en altres models. En un
futur proper, un cop es puguin establir
quins son els diferents llinatges que porten
els neoblasts a la diferenciacié de tots els
tipus cellulars, les planaries poden conver-
tir-se en un model optim per caracteritzar
els diversos circuits genetics implicats en el
manteniment i la diferenciaci6 de les cellu-
les mare.
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