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En peixos, el muscul esquelétic representa un percentatge elevat de la massa
corporal de I’animal, i suposa el producte final de I’aquicultura, economia en expansio

els darrers anys i de la qual se’n preveu encara un increment major.

Els peixos tenen cel.lules musculars disposades en parallel i separades
perpendicularment per tabics de teixit connectiu anomenats mioseptes. Els segments
musculars entre els mioseptes es denominen miotoms. Una caracteristica interessant €s
que existeixen dos tipus de fibres muscular en peixos, ben separades a nivell anatomic, 1
que poseeixen propietats diferents. La musculatura blanca, que representa un 90% dels
miotoms en la majoria de les espécies, depén d’un metabolisme anaerobic i1 és
I’encarregada de la contraccio rapida, responsable dels moviments bruscos. Per altra
banda, la musculatura vermella, que esta formada per fibres amb un elevat contingut en
mitocondris i capil.lars, és I’encarregada de la contraccio lenta i per tant del moviment

sostingut.

La unitat basica del muscul esquelétic és el sarcomer, que tant en el muscul
blanc com en el vermell esta format per un conjunt de filaments altament organitzats i
que interaccionen entre ells per generar la forca necessaria per tal que es doni la
locomocié de I’animal. Entre els diversos filaments cal destacar els filaments de

miosina, considerada la proteina motor del sarcomer.

El procés de formacié del muscul té lloc en tres fases diferents del creixement de
I’animal: durant 1’organogénesi, durant el desenvolupament embrionari, i durant la vida
postnatal, que en peixos ¢és especialment important ja que es dona al llarg de tota la vida
adulta. En aquest sentit, tenen un paper destacat les cel.lules satel.lit musculars, que so6n
les cel.lules progenitores del llinatge muscular, i que contribueixen tant en processos
d’hiperplasia (increment en el nombre de fibres) com d’hipertrofia (augment en tamany

de les fibres ja existents), augmentant aixi el creixement somatic.

Entre els factors implicats en la regulacio de la formacio i creixement del muscul
cal destacar factors hormonals, especialment 1’eix format per ’hormona de creixement
(GH) i el sistema de factors de creixement tipus insulina (IGFs), i factors
transcripcionals com son la familia dels Factors Reguladors Miogénics (MRFs),

formada per MyoD, Miogenina, MRF4 i Myf5, que controlen I’expressio de diversos
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gens especifics de muscul, entre els quals s’hi troben gens codificants per les proteines

dels filaments.

In vivo, se sap que I’expressio tant dels IGFs com dels MRFs es veu afectada
com a consequencia entre altres factors de ’estat nutricional (i per tant de creixement)
de I’animal, mentre que in vitro encara es desconeix parcialment com varia la seva

expressio.

En aquest treball s’ha pretés estudiar diferents aspectes de la miogenesi en
peixos teleostis, in vivo des d’un punt de vista de proteines estructurals durant
I’embriogenesi, passant per I’analisi dels efectes de factors hormonals in vitro, aixi com

I’estudi de I’expressio dels diferents factors de transcripcid implicats.
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1. EL MUSCUL ESQUELETIC

El muscul esqueletic és un teixit contractil altament especialitzat, la funcid
principal del qual és 1’activitat locomotora de I’organisme. Aquest teixit esta format per
feixos de miofibres contractils, cadascuna de les quals deriva de la fusié de diverses
cel.lules i cont¢ multiples nuclis post-mitotics, constituint una de les unions
macromoleculars més ordenades i complexes que es coneixen. Es interessant destacar
que malgrat I’extrema organitzaci6 del teixit muscular, no €s un teixit estatic, sind que
els seus components es troben en equilibri dinamic, amb una constant alteracid
coordinada de la sintesi i degradaci6 proteica, aixi com el seu ensemblatge i

manteniment (revisat per Clark i col, 2002).

Cada miofibril.la esta formada per estructures repetitives altament ordenades
anomenades sarcomers, que ¢s la unitat contractil basica del muscul esquelétic i cardiac,
i esta format per tres sistemes principals de filaments: els filaments gruixuts de miosina,
els filaments prims d’actina, i el sistema nebulina-titina (Figura 1). L’alineaci6é precisa
dels diferents filaments en el sarcomer és la que dona lloc a 1’aparenca tipica del miscul
estriat, amb alternanga de bandes clares (bandes I) i bandes fosques (bandes A) quan és
observat al microscopi. Els filaments d’actina s’estenen per les bandes I i se solapen

amb els filaments de miosina a les bandes A.

Les linies (o discs) Z indiquen els extrems del sarcomer, i és alla on els
filaments d’actina, titina i nebulina s’enganxen. També trobem la banda H, una banda
molt clara enmig de la banda A, i la linia M, enmig de la banda H. En cadascuna
d’aquestes zones trobem altres proteines estructurals que interaccionaran amb les
esmentades anteriorment (Squire, 1997; Gregorio i col, 1999; revisat per Clark i col,

2002; Agarkova i Perriard, 2005; Frank i col, 2006; Boateng i Goldspink, 2008).
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Figura 1. A dalt, model simplificat de dos sarcomers en paral.lel, formats pels filaments prims d’actina,
els filaments gruixuts de miosina, i el sistema nebulina-titina. Els filaments prims s’anclen a la linea Z, on
s’entrelliguen per 1’o-actinin. Els filaments gruixuts es troben al centre del sarcomer i constitueixen les
bandes A. Els caps de la miosina interaccionen amb 1’actina durant la seva activacio6. A baix, fotografia de
microscopi electronic de 1’organitzacié ultraestructural dels sarcomers. (Adaptat de Ottenheijm i col,

2008).

1.1. COMPONENTS DEL SARCOMER
1.1.1. Miosina

A la part central del sarcomer, trobem la banda A, que conté els filaments

bipolars gruixuts formats per centenars de molécules de miosina i proteines associades.

La miosina muscular és considerada la proteina motor del sarcomer, i forma part
d’una superfamilia de proteines amb 15 classes diferents. La miosina muscular (miosina
de tipus II) conté dues cadenes pesades (MHC) d’aproximadament 220 kDa, i quatre
cadenes lleugeres (MLC), amb un pes molecular d’aproximadament 20kDa cadascuna ,
que permeten regular I’activitat motora de la miosina aixi com ampliar la versatilitat de
la molecula (Figura 2). A nivell funcional, la molécula de miosina es divideix en dues

regions diferenciades: el cap i la cua. La regié N-terminal de cada MHC i dues MLC
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formen el cap, que és el domini catalitic amb llocs d’uni6 a I’actina i activitat ATPasa
(Milligan, 1996; Onishi i Morales, 2007) . Per la seva banda, la cua de la miosina conté
dominis implicats en la polimeritzacié de la proteina i el seu empaquetament en els

filaments gruixuts (McMahon i col, 2008).

Figura 2. Estructura esquematica de la &
miosina, amb els dos dominis funcionals: el
cap (regio amb activitat ATPasa que
representa el domini catalitic) 1 la cua
(implicada en la  polimernitzacid 1
empaquetament de la molecula).

Cadenalleugera essencial

Cadenalleugera reguladora

a

wa

s; =T

2

Copynght 1999 John Wkey and Som. e Al ights reserved

Es important comentar que les necessitats del muscul esquelétic pel que fa a la
poténcia requerida varia en diferents situacions, i per aquest motiu la miosina muscular
ha de permetre diferents taxes d’activitat. Aix0 s’aconsegueix, en part, gracies a
I’existéncia de multiples isoformes de cadenes pesades i cadenes lleugeres i la fina
regulacio de la seva expressio i ensemblatge (Reggiani i col, 2000). En mamifers, per
exemple, s’han descrit fins a 8 isoformes diferents de MHC, i diverses isoformes de
MLC especifiques de muscul blanc i mtscul vermell. En peix zebra, per la seva banda,
s’han descrit diverses isoformes de MHC i de MLC (Hinits i col, 2007; Du i col, 2008).
Entre elles, cal destacar una isoforma de MHC especifica de muscul blanc (fmyhc) i 4
especifiques de muscul vermell (smyhc). D’aquestes ultimes, la smyhcl és la primera en

expressar-se en I’embri6 en formacio.

1.1.2. Actina

Els filaments d’actina son el component majoritari de la banda I i s’estenen a la
banda A. Es una molécula d’aproximadament 42 kDa, d’expressi6 ubiqua, implicada en
diverses funcions cel.lulars com la motilitat, la citoquinesi i la contracci6. Les unitats
individuals d’actina es coneixen com a actina globular (actina G), que s’ensemblen en

polimers filamentosos llargs anomenats actina F. Aquests polimers formen alhora
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dimers amb una conformaci6 d’helix, que és tal com trobem ’actina al citoesquelet. Un
subdomini d’aquesta estructura té la capacitat d’uni6 als caps de miosina, interaccid

fonalmental pel procés de contracciéo muscular.

Es interessant comentar que existeixen diverses isoformes d’actina, perd que tant
les seves seqiiencies com les seves estructures moleculars son extraordinariament
similars. Aixi, en mamifers i aus trobem sis isoformes d’actina, 1’expressié de
cadascuna de les quals té un patrdé d’expressio especific. En peix zebra s’han descrit
dues isoformes especifiques de muscul esquelétic (actinala i actinalB). (Rauch, i col,

2003; Thisse, 1 Thisse, 2004)

1.1.3. Titina

La titina, que constitueix el tercer sistema de filaments del muscul estriat, és la
proteina de major tamany descrita fins avui (3,7MDa) i la tercera en abundancia al
muscul. Les molécules de titina s’expandeixen per les bandes I i A, fins a la linia M,
formant un sistema filamentds continu en les miofibril.les. Les seves propietats
estructurals han portat a postular la titina com a un component clau pel sarcomer,
atribuint-li un paper multifuncional, des de la regulacié d’alguns aspectes de la densitat
miofibril.lar, fins a ’estabilitzacié de I’estructura sarcomérica. Una altra caracteristica
de la titina és que té un domini Ser/Thr quinasa en 1’extrem C-terminal suggerint la seva

implicacio en vies de senyalitzacio (revisat per Clark i col, 2002).

1.1.4. Nebulina

La nebulina és una altra macroproteina estructural (pes molecular entre 600 i 900
kDa) que s’estén des de les linies Z fins als filaments prims d’actina (McElhinny i col,
2001). Aquest filament, al contrari que la resta, no té capacitat de desplagament vers els
altres filaments, de manera que s’ha postulat com a candidat per a I’especificacio de les
diferents longituds dels filaments prims (Kruger i col, 1991; revisat per Littlefield i
Fowler, 2008), cosa que s’aconseguiria gracies a les diferents formes de nebulina
originades per splicing alternatiu. Recentment, ha aparegut una publicacié descartant

aquesta funcio6 de la nebulina (Castillo, A. i col, 2009).
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A part d’aquesta funcio estructural, també s’han suggerit funcions més complexes
per aquesta molécula, com podria ser la modulacié de la velocitat de rotacié de 1’actina

sobre la miosina, aixi com la inhibici6 de I’activitat ATPasa (Root i Wang, 2001).

1.1.5. Linia M

Aquesta complexa estructura és el punt central del sarcomer i ha estat proposada
com a punt d’anclatge dels filaments gruixuts. Malgrat la seva complexitat, només se’n

coneixen alguns components, dels quals destaquem la Miomesina i la Proteina M.

La miomesina és una proteina d’aproximadament 185kDa de pes molecular, que
conté dominis d’uni6 tant per la cadena leugera de la miosina com per la titina, per la
qual cosa se li ha atribuit un paper en la integracié dels filaments gruixuts de miosina
durant I’ensemblatge dels sarcomers (Ehler i col, 1999). Es coneixen diferents isoformes
de la miomesina, amb patrons d’expressio altament regulats tant temporalment com
espacial. En peix zebra s’han descrit, fins el moment, tres gens codificants per

miomesina, el més estudiat dels quals €s el que codifica per la miomesina 1a.

La proteina M, per la seva banda, és un peptid amb un pes molecular aproximat
de 165kDa. La seva funcid ha estat menys estudiada perd es pensa que actuaria
conjuntament amb la miomesina en 1’estabilitzacié dels filaments gruixuts i la titina en

muscul blanc i cardiac (revisat per Clark i col, 2002).

1.1.6. LiniaZ

La linia Z defineix els marges laterals del sarcomer i constitueix un lloc d’unid
pels filamens d’actina, titina i nebulina, essent un punt central en el procés de
contraccid. D’aquesta manera, ’alineacié amb les linies Z de les miofibril.les adjacents

permet la contraccid coordinada.

El principal component de la linia Z és 1’a-Actinina, tot i que actualment se sap
que existeixen moltes altres proteines de diferent naturalesa, com poden ser els MURFs
(MUscle-specific Ring Finger proteins) (Centner i col, 2001) o la obscurina, que
recentment ha estat objecte de nombrosos estudis en diferents sistemes incloent el peix

zebra (Sutter i1 col, 2004; Raeker i col, 2006).
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L’o-actinina €s una proteina de 97kDa de pes molecular i forma dimers
antiparal.lels, amb capacitat d’uni6 a actina. Aixi doncs, com a funcid principal de la
proteina trobem 1’enllag dels filaments d’actina i titina de sarcomers adjacents
(Djinovic-Carugo i col, 1999). Malgrat aixo, s’ha vist que 1’a-actinina no és totalment
imprescindible per I’ensemblatge inicial del sarcomer, mentre que si que és critica per a

I’estabilitzaci6 del citoesquelet muscular durant la contraccié (Fyrberg i col, 1998).

En vertebrats superiors, s’han descrit 4 gens per 1’ a-actinina, tot i que semblen
tenir funcions solapades. En peix zebra s’han descrit, fins el moment, 5 isoformes, tot i

que les diferéncies d’expressio han estat poc estudiades (Thisse, i Thisse, 2004).

1.1.7. Filaments intermedis

Els filaments intermedis, juntament amb proteines associades, son un factor clau
en el manteniment de 1’estabilitat del citoesquelet. La Desmina és el filament intermedi
predominant del muscul estriat i, malgrat no €s una proteina totalment essencial per la
funcié muscular, contribueix de forma molt important en el manteniment de la integritat
i alineacio de les miofibril.les madures i en formacio, ja que entrellaca lateralment linies
Z, possiblement interaccionant amb la nebulina (Bang i col, 2001) i integrant les

miofibril.les amb els components intracel.lulars.

Tots aquests filaments i altres proteines associades, actuen conjuntament per a
mantenir 1’estructura muscular i permetre la contraccid del teixit. En aquest sentit, la
miosina (que forma els filaments gruixuts) és considerada la proteina motor, que
juntament amb els filaments prims d’actina dona lloc a miofibril.les d’ACTOMIOSINA,

principals encarregades del mecanisme de contraccié muscular.

Quan la miosina i I’actina interaccionen, s’activa el domini ATPasa en la
molecula de miosina induint la hidrolisi de la molécula d’ATP. Gracies a 1’energia
generada, el cap de la miosina que interacciona amb 1’actina fa una rotacié generant una
tensio, que resulta en un desplagament de la miosina vers 1’actina, escurgant el muscul i
donant lloc a la contracci6 muscular (revisat per Huxley, 2000). A continuacio,
I’actomiosina retorna a un estat de relaxacio i aixi successivament (Figura 3) (revisat per
Vale 1 Milligan, 2000). La interaccié actina-miosina esta altament controlada per

diversos factors, entre els quals cal destacar el complex tropomiosina-troponines, i la
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importancia de la concentracié de Ca™ pel seu funcionament (Weber i Murray, 1973;

revisat per Clark i col, 2002).

Els caps de miosina
hidrolitzen ATP,
incorporant energia

ireorientant-se.
o Els caps de miosina

TATP + El cicle de contraccions continua
e Mentre hiha ATP i el nivell de calci
en el sarcoplasma és elevat
Uneixen ATP.

L’actina es desenganxa

e Els caps de

miosina
uneixen actina

e Els caps de la miosina roten
cap el centre del sarcomer

Figura 3. Esquema de la contraccié muscular. La interaccié miosina-actina permet 1’activacio del domini
ATPasa, cosa que condueix a la hidrolisi d’ATP i la rotaci6 dels caps de miosina vers 1’actina, generant
una contraccié muscular, que es dona successivament mentre hi ha ATP i calci disponible, i el sistema ho

requereix. (Adaptat de http://pharyngula.org)

1.2. ENSEMBLATGE DELS FILAMENTS

Els mecanismes reguladors que condueixen a la formacié del sarcomer, han estat
ampliament estudiats en cultius cel.lulars in vitro. Aixi, s’ha vist que I’ensemblatge dels
miofilaments requereix una xarxa complexa de proteines estructurals i proteines
associaciades, tals com la troposina, la tropomiosina, o les proteines d’unié a miosina
(MyBP), entre d’altres (revisat per Clark i col, 2002), i que I’organitzacio del sarcomer
s’inicia a la membrana cel.lular (Epstein i Fischman, 1991). Altres estudis han permes
concretar la seqiiéncia d’esdeveniments que es donen. En primer moment trobem unes
premiofibril.les caracteritzades per minisarcomers units per les linies Z i que estan
formats per a-actinina. Els filaments d’actina es connecten llavors a aquests discs Z
donant lloc als complexes I-Z-1 (Holtzer i col, 1997) i a continuaci6 s’uneixen a les mini

bandes A, formades per filaments de miosina no muscular. Un segon pas ¢€s 1’alineaci6

11
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d’aquestes premiofibril.les i la seva modificacié incorporant titina i miosina muscular.
Les miofibril.les madures s’obtenen després de 1’eliminacié de la miosina no muscular i
la fusio dels discs Z rics en a-actinina (revisat per Sanger i col, 2002). L’aparici6 de la
linia M en el centre del sarcomer és considerada el punt final de I’ensemblatge de les

miofibril.les (revisat per Clark i col, 2002).

Malgrat aquests coneixements in vitro, el mecanisme regulador durant el
desenvolupament muscular in vivo encara no ha estat del tot clarificat. Se sap que
I’expressi6 coordinada i la interaccioé entre la miosina i I’actina sén processos critics per
I’ensemblatge precis de les miofibril.les. Les mutacions en la miosina, 1’actina i altres
proteines sarcomeriques sovint comporten una miofibril.logénesi deficient en el muscul,
tant cardiac com esquelétic. De fet, es coneixen més de vint malalties del muscul

esquelétic diferents causades per aquestes mutacions (Laing i Nowak, 2005).

Aixi, doncs, el fet de conécixer els mecanismes moleculars que controlen la
miofibril.logénesi és critic pel diagnostic i tractament de miopatologies. Per tal
d’intentar entendre la fisiologia del muscul tant sa com patologic, han estat ampliament
utilitzats els models de Caenorhabditis elegans 1 Drosophila melanogaster. Analisis
genétics demostren la importancia de les proteines sarcomeriques (Epstein i Bernstein,
1992; Moerman i Williams, 2006) i altres proteines associades en la miofibril.logeénesi,
com poden ser factors de transcripcio, proteines de la membrana plasmatica, proteines
de la matriu extracel.lular, proteines amb activitat quinasa o xaperones (Epstein i
Bernstein, 1992; Landsverk i Epstein, 2005; Moerman i Williams, 2006), entre les quals
cal destacar Unc45 i Hsp90 (Barral i col, 1998).

El peix zebra ha esdevingut recentment un sistema model molt poderds per
estudiar la funcié de gens implicats en I’ensemblatge dels miofilaments aixi com en el
desenvolupament del miiscul esquelétic i cardiac (revisat per Lieschke i Currie, 2007), i
son especialment importants els estudis relacionats amb proteines estructurals (Raeker i
col, 2006) i amb proteines implicades en el plegament (Tan i col, 2006)(Tan i col,
2006)(Tan i col, 2006)i el processament final dels diferents filaments (Tan i col, 2006;
Etard i col, 2007; Du i col, 2008; Hawkins i col, 2008). Aixi doncs, la possibilitat de
treballar a nivell d’embrions ha suposat un gran aveng en 1’estudi del desenvolupament

del muscul des dels primers estadis de 1’organisme.
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2. DESENVOLUPAMENT DEL MUSCUL ESQUELETIC

La musculatura esquelética dels peixos, igual que de la resta de vertebrats deriva
de somites originats en el mesoderm en una progressio anterio-posterior (Asakura i col,
2002). En I’embri6 en formacio, aquests somites donen lloc a tres compartiments
principals: 1’esclerotom, el miotom primari (o embrionari) i la capa cel.lular externa
(revisat per Rescan, 2008). Cadascun d’aquests compartiments esdevindra una regio
especifica, aixi doncs, les cel.lules de D’esclerotom contribuiran en la formacio de
I’esquelet axial, mentre que el miotom primari derivara dels somites de la zona medial
(adaxial), que es troben prop de la notocorda, i també dels somites posteriors
(Stellabotte i col, 2007). La capa externa de cel.lules €s, per la seva banda, una font de
cél.lules miogéniques durant el periode més primerenc de creixement del miotom,

suggerint una homologia important amb el dermomiotom dels amniotes (Figura 4).

Figura 4. Seccions transversals del mesoderm presomitic (a-c) i somita (d), mostrant el desenvolupament
del compartiment muscular en I’embri6. El miotom es mostra en taronja, 1’esclerotom en blau, la
notocorda en groc i les cel.lules adaxials en taronja (a), lila (b) o verd (c). (a) Les cel.lules adaxials
envoltant la notocorda comencen a expressar factors de transcripcid especifics musculars, indicant
I’entrada al llinatge muscular, mentre que I’esclerotom encara ocupa una posici6 ventral. (b) En resposta a
senyals de la notocorda (fletxes), les cél.lules adaxials son activades i comencen a expressar gens
especifics de muscul, tals com la MHC, suggerint diferenciacié cap a fibra muscular de contracci6 lenta.
(c) Les cel.lules migren radialment (fletxes) fins a la seva posicio final a la capa superficial. (d) Algunes
cél.lules adaxials romanen prop de la notocorda i I’esclerotom migra dorsalment envoltant la notocorda.
El miotom diferencia en fibres musculars de contraccié rapida (vermell). (Adaptat de Brent i Tabin,
2004).
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2.1. FASES DE LA MIOGENESI

En vertebrats superiors, el procés de miogenesi es dona en tres estadis principals,
que soOn la formacid del midtom primari, un procés d’hiperplasia estratificada, i una fase
final d’hiperplasia en mosaic (que només es dona en especies de gran tamany) (Figura

5).

Entradade les cél lules
precursores al llinatge
Muscular
2

Efectes materns * Embria.  Larva Juvenil Adult —|I

5

Br,* . NC: A &
1 - Fa |
f : ol N —ab
. -~ -~
¥ . b s
# , i - N
- 100 um s 00um ¢ SI"
Miogenesi Hiperplasia Hiperplasia
embrionaria estratificada enmosalc

Figura 5. Diagrama esquematic de les tres fases de la miogénesi en el muscul blanc de la truita artica
Salvelinus alpinus: miogénesi embrionaria (fletxa blava), hiperplasia estratificada (fletxa taronja) i

hiperplasia en mosaic (fletxa lila) (Adaptat de Johnston, I. A., 2006).

2.1.1. Formacio del miotom embrionari (miogénesi embrionaria)

Durant la primera fase de miogénesi, una subpoblacié de cél.lules somitiques
medials i1 posteriors, els precursors musculars, s’allarguen, diferencien i desenvolupen
estries (Felsenfeld i col, 1991; revisat per Johnston, 1. A., 2006). Els miotubs derivats de
les cel.lules adaxials migren radialment a través del miotom des de la seva posicio a la
notocorda per a formar una capa de fibres musculars de contraccid lenta (muscul
vermell), que cobreixen les fibres musculars de contraccid rapida (muscul blanc) que
deriven de somites posteriors (conegut amb el nom de mesoderm paraxial) i es troben
en una posicid més profunda (Devoto i col, 1996; revisat per Stickney i col, 2000;

Hollway i col, 2007; Stellabotte i col, 2007; revisat per Rescan, 2008).

En algunes espécies, com la truita irisada o el peix zebra, les ceél.lules

somitiques medials expressen, en un primer moment, gens caracteristics d’ambdos



M. Codina Introduccio

musculs, perd a mesura que es van localitzant a la seva posici6 final, s’especialitzen i

només expressen gens especifics de mascul vermell.

Una caracteristica interessant del peix zebra és que les cél.lules de muscul blanc
es diferencien fusionant-se, donant lloc a un miotibul primarenc, mentre que els

mioblasts del muscul vermell romanen mononucleats (Roy, S. i col, 2001).

2.1.2. Hiperplasia estratificada

El nombre de fibres musculars lentes provenint de I’onada de miogénesi inicial
no ¢s suficient per tal d’explicar el nombre de fibres presents en el moment de I’eclosio
(Barresi i col, 2001). En una segona fase de miogénesis, coneguda amb el nom
d’hiperplasia estratificada, es dona 1’expansio lateral del midtom embrionari (Rowlerson
1 Veggetti, 2001; Hollway i col, 2007; Stellabotte i col, 2007; revisat per Rescan, 2008),
formant-se noves fibres musculars als extrems dorsal i ventral del miotom, just a la
interfase entre el muscul blanc i el muscul vermell (Johnston, I. A. i Hall, 2004;
Chauvigne i col, 2006; Steinbacher i col, 2006; Steinbacher i col, 2007). Aquestes fibres
de nova formacio també presenten caracteristiques de muscul blanc i muscul vermell

abans d’esdevenir clarament fibres de musculatura vermella.

També s’han identificat zones de formacid6 de miotubs en el muscul de
contracci6 rapida en algunes espécies, com ’orada (Rowlerson i col, 1995). Aquestes
zones esdevenen inactives durant les darreres etapes del desenvolupament larvari o les

primeres de ’estadi juvenil (revisat per Johnston, 1. A., 2006).

2.1.3. Hiperplasia en mosaic

Aquesta fase de miogenesi és probablement la més important, i té encara una
implicacié més elevada en peixos, on el creixement muscular es dona al llarg de tota la
vida de I’animal. Durant aquesta fase de creixement muscular, s’afegeixen noves fibres
al llarg de tot el miotom, donant lloc a una morfologia tipica de mosaic, en la que es

poden observar fibres de diferents diametres en el miscul blanc.

La fase d’hiperplasia en mosaic es pot donar en diferents moments del
desenvolupament segons l’espécie. Aixi doncs, en I’orada, es donaria en els darrers

estadis larvaris o primers estadis de juvenil (Rowlerson i Veggetti, 2001) mentre que en
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altres com la truita bruna (Sal/mo trutta), aquesta fase comencaria ja abans de 1’eclosio, i
se solaparia amb [’hiperplasia estratificada (Steinbacher i col, 2007). En especies de

petit tamany, com el peix zebra, aquesta fase d’hiperplasia en mosaic no es dona.

Aquesta fase final de miogeénesi és el principal mecanisme d’expansio del
nombre de fibres de muscul blanc en els estadis juvenils i adults de la majoria
d’especies, que contribueix fins aproximadament el 40% de la llargada maxima de
I’animal (revisat per Johnston, I. A., 2006). A partir d’aqui, el creixement depén
exclusivament de DI’increment en llargada i diametre (hipertrofia) de les fibres ja

existents, procés en el qual tenen un paper molt destacat les cél.lules satel.lit.

2.2. CEL.LULES SATEL.LIT

Les anomenades cé¢l.lules satel.lit, que reben el seu nom per la seva localitzacio a
la periféria del miotub madur, son cél.lules precursores miogéniques que es troben sota
la lamina basal de les fibres muculars madures i que contribueixen a la sintesi de noves
fibres i a I’hipertrofia de les fibres ja existents (Dhawan i Rando, 2005; revisat per

Rescan, 2008).

Les cél.lules satel.lit musculars han estat identificades en diverses espécies de
mamifers, aus, réptils, amfibis i peixos (revisat per Charge i Rudnicki, 2004) i presenten

la caracteristica de ser cél.lules indiferenciades i mononuclears.

En peixos, les cel.lules satel.lit es localitzen a diferents punts de les fibres
musculars, i més especificament als angles del poligon format per les fibres musculars

en les seccions transversals (Figura 6) (Koumans i col, 1991).

Tradicionalment s’ha dit que les cél.lules satel.lit s’originen a partir d’un grup de
cel.lules precursores generades al final del desenvolupament embrionari (Stockdale,
1992), pero altres estudis s’han referit a diferents poblacions de cél.lules satél.lit,
cadascuna de les quals s’encarregaria dels diferents processos de creixement muscular
(hiperplasia 1 hipertrofia) i una poblacid serviria d’auto-renovacié (Molnar i col, 1996;
revisat per Collins, 2006). També s’ha hipotetitzat sobre un possible segon origen de les
cél.lules satellit en mamifers. Es tractaria de cél.lules d’origen endotelial que es

trobarien en els espais intersticials del muscul (Seale i Rudnicki, 2000; Tamaki i col,
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2002). Tot i aix0, més recentment s’ha demostrat, en ratoli i pollastre, que la majoria de
cel.lules satel.lit deriven dels somites (revisat per Gros i col, 2005; Relaix i col, 2005;
Collins, 2006).

~ Y
¥ .

Figura 6. Localitzacié de cél.lules satél.lit (SC) al voltant de les fibres musculars (MF). (Color Atlas of
Basic Histology, Ed. I. Berman, Appleton & Lange, 1993).

A part de la seva particular localitzacio, altres caracterisitiques morfologiques
importants son que presenten una relacio nucli-citoplasma elevada, un reduit contingut
en organuls, i uns nuclis de tamany reduit amb elevada quantitat d’heterocromatina, si
es compara amb els nuclis de les fibres (Schultz i McCormick, 1994). Aquestes
caracteristiques morfologiques, que reflecteixen el fet que les cel.lules satél.lit son
quiescents i poc actives a nivell transcripcional (revisat per Charge i Rudnicki, 2004),
han estat utilitzades per a la identificacio in situ d’aquesta poblacié cel.lular des de la

seva primera descripcio (Mauro, 1961).

A nivell molecular, les cél.lules satél.lit presenten marcadors especifics que
poden facilitar-ne la seva identificacio. Aixi per exemple, presenten molécules de
superficie com la M-cadherina, el c-met o el CD34, i com a molécula intracel.lular
trobem el Pax7 com a bon marcador (Bosnakovski i col, 2008). Un cop les cel.lules
satel.lits son activades i proliferen, altres marcadors moleculars ajuden a la seva
identificacid, com la desmina, o els MRFs (Taula 1) (revisat per Charge i Rudnicki,

2004; Peault i col, 2007).
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Expressibh en cdlinles saiél hit
Protoool

Marcadors Moleculars Quiesomnts En proliferacid Experimental
Superficie cel lular

M-cadherina +H— + Inviva/in vitro

Sindecan 3 + + Inviva/in vitro

Sindecan 4 + + Inviva/in vitro

c-met + + Inviva/in vitro

VCAM-1 + + Invivo

NCAM + + In¥ivo

Glicoproteina Leu-19 + + Inviva'm vitro

D34 +H- +H— Invitro
Citoesquelet

Desmina — + Inviva/in vitro
Faclors de Transcripcid

Pax7 + + Inviva/in vitro

Myl +- + Inviva/m vitro

MydD - + Inviva'm vitro

MNF + + Inviva/in vitro

MSTN + +H— Inviva/in vitro

IRF-2 + + Invivo

Ms=x1 + — Invitro

Taula 1. Marcadors moleculars de cél.lules satel.lit. MSTN: Miostatina; VCAM: Molécula d’ Adhesio
Vascular; NCAM: Molecula d’Adhesio Neural; MNF: Factor Nuclear de Midcits; IRF: Factor Regulador
d’Interfero. (Adaptat de Charge i Rudnicki, 2004).

En el mascul madur dels peixos, la majoria de cél.lules satel.lit son quiescents
perd poden ser rapidament activades en resposta a diversos estimuls, tant d’origen
ambiental, com nutricional o hormonal (Johnston, I. I. i Cole, 1998). Aquesta activacid
inclou tres fases: en primer lloc, I’entrada al cicle cel.lular de les cel.lules satel.lit
quiescents i la determinaci6 cap al llinatge muscular, a continuaci6 la proliferacio dels
mioblasts i finalment la diferenciacié a miocits que, o bé es fusionen entre ells donant
lloc a noves fibres musculars, o bé es fusionen amb fibres ja existents contribuint al
creixement en tamany de les mateixes (Le Moigne i col, 1990; Dhawan 1 Rando, 2005),
tot aix0 a mesura que expressin un repertori de gens musculars especifics (revisat per
Oksbjerg i col, 2004), que controlen el procés de miogenesi juntament amb diversos
factors hormonals (revisat per Velloso, 2008). Recentment s’han publicat diversos
estudis que demostren també una funcio reguladora dels microRNAs sobre la miogénesi

(revisat per van Rooij i col, 2008; Chen, X. i col, 2009).
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3. REGULACIO DE LA MIOGENESI

En vertebrats, 1’activacid del programa miogenic en cél.lules precursores del
muscul (tant en I’embrido com en el teixit adult) estda controlada per una série de
molecules reguladores extracel.lulars aixi com per factors de transcripci6 intracel.lulars,
que condueixen a I’expressio de diversos gens que codifiquen per proteines especifiques

de muscul, entre elles les diferents proteines contractils.

3.1. CONTROL GENIC
3.1.1. Factors Reguladors Miogénics

En resposta a senyals provinents de teixits adjacents, les c¢l.lules precursores de
muscul comencen a expressar progressivament els diferents membres de la familia dels
Factors Reguladors Miogenics (MRFs), dels quals s’ha demostrat en mamifers que

exhibeixen funcions diferents pero solapades.

Els MRFs sén una familia de factors de transcripcio, que inclouen el MyoD, el
Myf5, la Miogenina i el MRF4 (Weintraub i col, 1991; Sassoon, 1993; revisat per Perry
i Rudnick, 2000; Pownall i col, 2002), caracteritzats per tenir un domini conservat basic
helix-volta-helix (bHLH), essencial per I’especificaci6 i determinaciéo del llinatge

muscular.

En peixos s’ha descrit I’existéncia d’aquests factors en diferents espécies, com
son la truita, el peix zebra o la carpa (Cyprinus carpio) entre d’ altres, i en alguns casos
s’ha observat una duplicacié génica per algun d’aquests factors, com és el cas de MyoD

en la truita irisada (Delalande i Rescan, 1999) i en I’orada (Tan i Du, 2002).

Tots els MRFs descrits fins el moment en peixos presenten el domini conservat
bHLH, que és un punt clau en ’activacio transcripcional. La regio bHLH es caracteritza
per tenir dues hé¢lixs o separades per una volta. El domini basic facilita la uni6 a
seqliencies especifiques de DNA, mentre que la interaccid de les dues helixs regula la
dimeritzaci6 del factor de transcripcid amb les proteines E12 o E47 (Figura 7).
L’heterodimer resultant t¢é una alta afinitat pels motius consens E-box (CANNTG)
(revisat per Rescan, 2001) localitzats en les seqiiéncies promotores de la majoria de gens
especifics de muscul, i per tant tenen capacitat per activar la seva transcripcid (Apone i

Hauschka, 1995; Spinner i col, 2002).
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Figura 7. Dominis funcionals dels Factors Reguladors Miogénics. Els MRFs (vermell) formen
heterodimers amb les proteines E (verd) a través del domini hélix-volta-hélix. Les regions basiques
adjacents s’uneixen al DNA. AD: Domini d’Activacid; H/C: regions riques en histidina i cisteina, rep:

domini repressor de la funci6 dels AD. (Adaptat de Tapscott, 2005).

Tanmateix, altres regions col.lindants també tenen un paper en aquesta
especificitat. Aixi doncs, cal parlar dels llocs d’'uni6 a MEF2 (Myocyte Enhancer
Factor-2), que son seqiiéncies de DNA riques en A/T presents en les regions
reguladores de la majoria de gens especifics de muscul (Olson i col, 1995). Les
proteines MEF2 son una familia de factors de transcripcié que tenen 1’habilitat d’actuar

juntament amb les proteines bHLH, activant gens especifics.

Expressio de MRFs i patro temporal

S’ha vist que els diferents MRFs s’expressen en relacié a un patr6 espacial i
temporal altament regulat durant la miogénesi i I’embriogenesi (Currie i Ingham, 1998;
Hinits i col, 2009). D’aquesta manera, el MyoD i el Myf5 s’expressen majoritariament
durant el desenvolupament primarenc i son essencials per iniciar el programa cel.lular
que conduira al llinatge muscular, mentre que la Miogenina i el MRF4 s’expressen
relativament més tard i estan implicats principalment en la maduracio final de les
cel.lules musculars i la seva diferenciacié en miofibres (Figura 8) (Sumitani i col, 2002;

revisat per Holterman i Rudnicki, 2005).
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Y A PRODUCCIO DE MIOTUBS
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Figura 8. Model representatiu dels principals esdeveniments del procés de miogénesi en muscul

esquelétic de peixos teleosts. (Adaptat de Johnston, 1. A., 2006).

En peixos, els patrons d’expressio de diferents MRFs durant el desenvolupament
embrionari han estat descrits en diverses espécies, com son la carpa (Kobiyama i col,
1998), truita (Delalande i Rescan, 1999), o peix zebra (Amali i col, 2004) entre d’altres,
i s’ha vist que entre els factors que influeixen 1’activacié d’aquests factors de
transcripcio es troben causes ambientals, com el fotoperiode i la temperatura (Brodeur i
col, 2003; revisat per Johnston, I. A., 2006), i causes nutricionals (Fauconneau i

Paboeuf, 2000).

En cél.lules musculars de mamifer en cultiu s’ha vist que MyoD i/o Myf5 son els
primers que s’expressen un cop activades les cel.lules satel.lit musculars, mentre que els
transcrits de Miogenina i el MRF4 no es detecten fins que les cel.lules han comencat el
procés de diferenciacioé a miotubs (Smith i col, 1994; Yablonka-Reuveni i Rivera, 1994;

Cornelison 1 Wold, 1997; revisat per Rescan, 2001).

Funcions dels MRFs

Durant la miogénesi, els factors de transcripcio MyoD i Myf5 sén necessaris per

la determinacio inicial del llinatge miogenic, i s’ha vist que la seva funcio és
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parcialment redundant. Aixi, estudis de doble knock-out en ratoli mostren que la manca
de MyoD i Myf5 impedeix la formacié del mioblast, i per tant una manca de muscul
esquelétic (Rudnicki i col, 1993) mentre que estudis anteriors havien demostrat que la
manca de MyoD o Myf5 per separat no conduien a tal defecte (Braun i col, 1992;
Rudnicki i col, 1992; Braun i col, 1994) . En peix zebra, pero, Chen i Tsai (2002) van
observar que I’us de morfolinos per a Myf5 induia defectes en la miogénesi i tamb¢ en

la formaci6 neuronal.

L’expressio de la Miogenina i MRF4, per la seva banda, s’activa durant la
diferenciacio dels mioblasts (Edmondson i Olson, 1993; Pownall i col, 2002; Suelves i
col, 2004; Yun i Matts, 2005; Schabort i col, 2009), i aquestes proteines tenen,
possiblement, funcions de cooperacio amb el MyoD i el Myf5 en D’activacido de
proteines contractils del muscul (Lassar i col, 1991). En ratolins deficients en
Miogenina, els mioblasts es formen normalment pero no es fusionen per a generar fibres
(Hasty i col, 1993; Nabeshima i col, 1993; Venuti i col, 1995). Estudis més recents
indiquen que el MRF4 podria també jugar un paper clau en I’especificacio inicial dels

mioblasts (Kassar-Duchossoy i col, 2004).

Una altra caracteristica destacada dels MRFs és la seva habilitat d’induir la
conversidé d’una varietat de tipus cel.lulars (incloent fibroblasts, neurones, adipdcits,
condrocits i melanocits) al llinatge muscular (Edmondson i Olson, 1993; Tapscott,

2005; Jin 1 col, 2006).

En I’activacio de les céel.lules satél.lit, en mamifers, s’ha vist que es dona un
augment de MyoD, que precedeix 1’inici de 1’accié mitotica (revisat per Collins, 2006).
En la linia cel.lular de mioblasts C2C12 s’ha vist que durant la diferenciaci6 els nivells
de MyoD no sén detectables (Zammit i col, 2006). Estudis in situ en truita han revelat
que les cel.lules satel.lit s’activen molt rapidament en resposta a determinats estimuls, 1
que en poques hores expressen MyoD seguit de Miogenina (Rescan i col, 1994; Rescan

icol, 1995).

Entre els gens regulats pels MRFs, molts d’ells codifiquen per proteines
especifiques de muscul implicades en el desenvolupament i la funcié6 musculars, tals
com la creatina quinasa (Jaynes i col, 1988) o la cadena lleugera de la miosina (Braun i
col, 1991). Més recentment, en mioblasts C2C12 s’ha vist com MyoD ¢€s capag d’activar
la transcripcio de la cadena pesada de la miosina (Beylkin i col, 2006), o el gen mateix

de la Miogenina (Tapscott, 2005). També s’han identificat regions E-box en els
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promotors dels gens que codifiquen per IGF-I (McLellan i col, 2006) i IGF-II (Wilson i
col, 2003), augmentant-ne la seva sintesi i secrecio, de forma que actuarien d’una forma
paracrina activant diferents vies de senyalitzacié promovent proliferaci6 o diferenciacio,

segons les senyals.

3.1.2. Miostatina

Un altre gen important en el procés de la miogenesi és la Miostatina. Aquest gen
és un membre de la superfamilia dels factors de creixement transformadors tipus 3
(TGF- B). Les funcions biologiques d’aquests peptids extracel.lulars son amplies, ja que
poden activar o inhibir el creixement i la diferenciacié depenent del tipus cel.lular i
I’estat de diferenciacio (revisat per Johnston, I. A., 2006). En ratolins i bovins s’ha
observat que la manca de Miostatina comporta increments en la massa muscular,
augmentant tant 1’hiperplasia i "hipertrofia (McPherron i col, 1997). S’ha vist també,
que la Miostatina té la capacitat de bloquejar la proliferacié dels mioblasts C2C12
iniciant especificament la seva diferenciaci6 (Thomas i col, 2000) tot regulant
I’expressio de MyoD i Myf5 (Yang i col, 2005). Estudis in vitro utilitzant mioblasts de
pollastre indiquen que 1’expressié de Miostatina és més elevada durant el procés de

diferenciacio i fusio de les cel.lules (Kocamis i col, 2001).

En peix zebra transgeénic sobreexpressant Miostatina, s’ha vist un increment en
el nombre de fibres (Xu, C. i col, 2003). Altres estudis en la mateixa espécie han
observat increments en el creixement muscular mitjangant injeccions de RNA de
Miostatina en embrions (Amali i col, 2004; Acosta i col, 2005), confirmant la

Miostatina com a inhibidor de la hiperplasia embrionaria.

En salmonids s’ha vist que el gen de la Miostatina esta duplicat (Ostbye i col,
2007) i esta implicat en el creixement de 1’organisme durant el desenvolupament
(Johansen i Overturf, 2005) aixi com en el creixement compensatori després del dejuni
(Montserrat i col, 2007a). La Miostatina s ha clonat també en orada (Maccatrozzo i col,
2001; Xue i col, 2008) i més recentment en barramundi (Lates calcarifer) (De Santis i

col, 2008) i el peixgat (Pelteobagrus fulvidraco) (Pan i col, 2007) entre d’altres.
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3.2. CONTROL HORMONAL

En la regulacio del desenvolupamet i el creixement muscular, tant en mamifers
com en peixos, el sistema endocri juga un paper molt important, a través de 1’eix GH-
IGFs (Hormona del Creixement — Factors de Creixement tipus Insulina) , que respon a
factors nutricionals i ambientals (Figura 9) (Erbay i col, 2003; Sotiropoulos i col, 2006;

revisat per Velloso, 2008).

Cervell IGFBPs

Pit

Fotan — A l

IGFBPs CREIXEMENT

Figura 9. Esquema del sistema Hormona de Creixement (GH) — Factors de Creixement tipus Insulina
(IGFs). La GH sintetitzada a la pituitaria (Pit) estimula teixits diana com el muscul, ja sigui per accio
directa o indirecta a través de la produccido d’IGFs al fetge principalment. Els IGFs circulants estan

associats amb multiples proteines d’uni6é (IGBPFs) que en regulen les seves accions.

3.2.1. Factors de Creixement tipus Insulina

Els factors de creixement tipus insulina (IGFs), que engloben I’IGF-I i 'IGF-II,
son una familia de polipéptids de cadena simple relacionats estructuralment amb la
proinsulina (revisat per Duan, 1998), constituits per 4 dominis (A,B, C i D) i que sén
sintetitzats a partir de seqiliencies iniciadores a I’extrem amino-terminal. També cal
indicar que presenten un domini E a I’extrem carboxi, identificat en salmonids com a
resultat del fenomen de splicing alternatiu (Kavsan i col, 1993; Kavsan i col, 1994). Les
proteines madures, que tenen un pes aproximat de 7,5kDa, mantenen I’estructura

terciaria gracies a ponts disulfur. Juntament amb els seus receptors (IGF-IR i IGF-IIR) i
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diverses proteines d’unié (IGFBPs), els IGFs tenen un paper critic en el creixement i
diferenciacio de molts teixits. Al llarg de I’evolucié s’ha conservat 1’estructura primaria,
havent-hi una gran similitud entre peéptids de diferents espécies. L’organitzacid
genomica de ’IGF-I ha estat determinada en diverses espécies de peix, com la tilapia
(Oreochromis mossambicus) (Chen, J. Y. i col, 1998), el peix zebra (Danio rerio)
(Chen, M. H. i col, 2001) o la truita irisada (Oncorhynchus mykiss) (Shamblott i Chen,
1992). El cDNA d’IGF-II també ha estat clonat a diferents especies com el taurd
(Squalus acanthias) (Duguay 1 col, 1995), I’orada (Duguay i col, 1996), la truita irisada
(Shamblott i col, 1998) o la tilapia (Chen, J. Y. i col, 1998).

En els salmonids, igual que en especies de mamifers, tant ’IGF-I com I’'IGF-I1
tenen una expressio tissular ubiqua, malgrat en proporcid variable, sent el fetge 1’organ
amb una major producci6 (Duguay i col, 1992; Shamblott i col, 1995; revisat per Duan,
1998). Un cop sintetitzats, els peptids poden ser alliberats a la circulacié o bé poden
actuar de forma paracrina sobre el mateix teixit productor. Principalment, els péptids

trobats a plasma provenen de la producci6 hepatica.

Receptors dels Factors de Creixement tipus Insulina

La majoria dels efectes biologics dels IGFs estan mediats pel receptor de tipus I
(IGF-IR). Igual que el receptor de la insulina, el IGF-IR t¢ una estructura
heterotetrameérica (amb dues subunitats 4 i dues subunitats 4) amb un domini tirosina-
quinasa en el fragment citoplasmatic de la subunitat & (Czech, 1989). Cada receptor
uneix preferencialment el seu lligand: d’aquesta manera, el IGF-IR té una afinitat entre
15 1 20 vegades superior per I'IGF-I que per I'IGF-II, i entre 100 i 1000 vegades

superior que per la insulina (Jones, J. I. i Clemmons, 1995; Leibush i col, 1996).

Fins ara, els estudis d’unié hormona-receptor en peixos han posat de manifest, al
contrari que en mamifers (Zorzano i col, 1998), que 1I’abundancia dels receptors d’IGF-I
a la musculatura blanca en totes les espécies estudiades duplica el nombre de receptors
per la insulina (Parrizas i col, 1995b; Banos i col, 1997). L’abundancia dels receptors
d’IGF-I i el reduit nombre de receptors d’insulina en cél.lules musculars de truita en

cultiu ha estat descrit amb anterioritat (Castillo, J. i col, 2002; Castillo, J. i col, 2004).

Un segon receptor d’IGF transmembrana és el receptor d’IGF-II/manosa 6

fosfat, que consta d’una cadena glicoproteica de 15 dominis extramembrana. La part
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extracel.lular del receptor uneix lligands de diferent naturalesa, i la regid citoplasmatica

regula el moviment del receptor entre els diferents compartiments cel.lulars.

En peixos, aquest IGF-IIR/M6P només ha estat caracteritzat en embrions de
truita bruna, espécie en la qual s’ha demostrat la seva habilitat per unir IGF-II i la manca

d’activitat tirosina quinasa (Mendez i col, 2001a).

El receptor d’IGF-II uneix preferencialment IGF-II, induint-ne la internalitzacid
i degradacio (Oka i col, 1985; Jones, J. I. i Clemmons, 1995). Tamb¢ pot unir IGF-I amb

menor afinitat, i no uneix insulina (Massague i Czech, 1982; Mendez i col, 2001b).

Vies senyalitzacio a partir del receptor d’IGF-I

La unié del lligand al seu receptor dimeéric comporta el reordenament de
I’estructura quaternaria del receptor, que resulta en 1’autofosforilacio dels residus
tirosina del domini quinasa (Kato i col, 1993; LeRoith i col, 1995), cosa que comporta
una cascada de fosforil.lacions d’una série de proteines implicades en la senyalitzacid
intracel.lular, i que condueix a vies metaboliques i/0 mitogéniques. En el muscul, les
dues principals vies de senyalitzaci6 activades per aquests peptids son la via de la
mitogen-activated protein kinase (MAPK) 1 la via del phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K). Aquestes vies desencadenen diverses respostes biologiques en mamifers, des de
I’estimulacio6 de la proliferacio, diferenciacio, migracio i metabolisme, fins a la inhibicid

de I’apoptosi (Figura 10) (Petley i col, 1999; Sun i col, 2008).

Les primeres proteines intracel.lulars implicades en aquestes vies son les
anomenades IRS, que son fosforil.lades pel receptor, cosa que els permet interaccionar
amb altres proteines intracel.lulars que tenen dominis SH2, com sén la Grb2, la She, i la
PI3K, activant-les. A la vegada, la Grb2 és capag¢ d’interaccionar amb la proteina Sos, i
juntes promoure 1’activacio de les MAPKs (revisat per De Meyts i col, 1994; Pollak i
col, 2004).

La proteina MAPK pertany a la familia de les ERK (Extracellular signal-
Regulated Kinases), que esta formada per ERK1 i ERK2, també denominades MAPK
p44 1 p42, amb pesos moleculars de 44 i 42 kDa respectivament. El paper de la MAPK
en la proliferacid de cél.lules musculars ha estat ampliament descrit ens els darrers anys
en estudis en mamifers (Coolican i col, 1997; Al-Khalili i col, 2003; Al-Khalili i col,

2004). De la mateixa manera, Castillo i col (2006) han descrit els efectes de la insulina i
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de I’IGF-I sobre I’activacio de la MAPKp44p42 en cel.lules musculars de truita irisada

durant estadis proliferatius.

Per altra banda, la senyalitzacio a través de la PI3K intervé en diferents efectes
dels IGFs, tals com fusio de mioblasts, activacié de processos metabolics o resisténcia a
I’apoptosi (Coolican i col, 1997). Aquests efectes es duen a terme gracies a diferents
proteines (enzims), una de les quals és 1’Akt/PKB, que un cop activada es transloca a la
membrana cel.lular. Les dianes de I’ Akt inclouen la glicogen sintasa quinasa 3 (GSK),
el transportador de glucosa sensible a la insulina GLUT4 (revisat per Cheatham, B. i
Kahn, 1995; Butler i col, 1998; revisat per Baumann i Saltiel, 2001) i I’enzim p70S6

quinasa, involucrat en el procés de mitogenesi (Cheatham, L. i col, 1995).
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Figura 10. Esquema de ’activaci6 del receptor d’IGF-I (IGFIR) i la senyalitzaci6 intracel.lular a partir
d’ell. L’IGFIR és un receptor de superficie amb capacitat tirosina quinasa i que uneix tant IGF-I com IGF-
II, fet que desencadena les vies de senyalitzaci6 MAPK i PI3K/Akt, vies que intervenen en la proliferacio,

apoptosis i metabolisme de les cél.lules entre altres processos (de Pollak i col, 2004).
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Funcions dels Factors de Creixement tipus Insulina

El paper de 'IGF-I i 'IGF-II en la regulacio del desenvolupament i creixement
de diversos teixits es coneix bé en diverses especies. Més recentment, la regulacio
paracrina i autocrina d’aquestes hormones i la seva activitat durant el desenvolupament i

reparaci6 del muscul han esdevingut clares.

En mamifers, el paper central de ’GF-I és el de regular el creixement postnatal
1 mediar 1’accié de ’hormona del creixement (GH), tot i que altres estudis demostren
que també és important pel creixement embrionari normal (Baker i col, 1993; Powell-
Braxton i col, 1993). La funcio fisiologica de I’IGF-II, per la seva banda, encara no esta
ben definida, tot i que en mamifers es considera un factor de creixement fetal (Ayson i

col, 2002; Fowden i col, 2006).

S’ha vist que I’'IGF-I i ’IGF-II son capagos de promoure tant la proliferacié com
la diferenciacié de mioblasts incrementant aixi la massa muscular com a conseqiiéncia
de I’activacio de les cel.lules satel.lit per a proliferar, i de I’augment en el contingut en
DNA i de proteina (Charge i Rudnicki, 2004; Johnston, I. A., 2006). Aquesta regulacio
de la sintesi 1 la degradacié proteiques en el muscul la duen a terme mitjancant
I’activacio de la via de senyalitzacid a través de I’ Akt (Stitt i col, 2004; Ohanna i col,

2005).

En peixos, 'IGF-II no només s’expressa durant el desenvolupament embrionari
(Duguay i col, 1996; Greene i Chen, 1997) sind també durant la vida adulta de 1’animal
(Gabillard i col, 2003; Radaelli i col, 2003; Peterson i col, 2004), fet que contrasta amb

el patr6 en mamifers i suggereix un paper destacat de I’IGF-II en el peix adult.

De fet, la implicacié dels IGFs en processos de creixement muscular en peixos
ha estat demostrada in vivo. Aixi, s’ha vist una correlacid entre els nivells d’IGF-I o
IGF-II i I’estat nutricional de 1’animal en I’orada (Marti-Palanca i Perez-Sanchez, 1994;
Perez-Sanchez i col, 1995; Meton i col, 2000) i també un increment dels nivells
plasmatics d’IGF-I en periodes d’acceleraci6 del creixement en 1’orada (Mingarro i col,
2002) i el salmd coho (Fukada i col, 2004). Recentment, en orada, I’IGF-II ha estat
postulat com un factor promotor del creixement durant tot el cicle vital (Benedito-Palos

i col, 2008).

Per tal d’estudiar els efectes dels IGFs en el metabolisme i la proliferacio de les

cel.lules musculars, s’han dut a terme diferents experiments in vitro. Entre les funcions



M. Codina Introduccio

metaboliques dels IGFs, s’ha demostrat que poden estimular la captacié de glucosa en
muscul de rata (Bevan i col, 1992; Weinstein i col, 2002) i en cultius primaris de muascul
cardiac (Donthi i col, 2000) i esquelétic de diferents especies, tals com humans (Sarabia

i col, 1990; Burguera i col, 1994) o aus (Duclos i col, 1993a; Duclos i col, 1993b).

Els efectes de I'IGF-I en la diferenciacié del muscul en peixos estan ben
caracteritzats (Nordgarden i col, 2006; Wuertz i col, 2007). S’ha demostrat in vitro, en
cel.lules embrionaries de peiz zebra, que I’'lGF-I estimula la proliferacié i la sintesi de
DNA (Pozios i col, 2001). En truita irisada, ’IGF-I i la insulina estan implicats en el
metabolisme i la proliferacio del muscul (Castillo, J. i col, 2004). Més recentment,
Castillo 1 col (2006) van demostrar el paper de la insulina i I’IGF-I en la transducci6 de
la senyal en cel.lules musculars de truita irisada en cultiu. En ambdds estudis, I’'IGF-I va
resultar tenir un efecte superior que la insulina, consistent amb el major nombre de IGF-

IR en c¢l.lules musculars (Parrizas i col, 1995a).

Malgrat que la relacio entre I'IGF-II i els seus efectes en metabolisme i
processos mitogenics encara no esta clara, exiteixen estudis sobre el seu paper en
proliferacid cel.lular. En humans, la implicacié de I’IGF-II en processos tumorals i de
sobreproliferaci6 ha estat estudiada (Strange i col, 2002; Pavelic i col, 2003; Schaffer i
col, 2003). En models murins, I’'IGF-II modula la proliferaci6 i diferenciacié de
mioblasts en cultiu (Ewton i col, 1994). Publicacions més recents descriuen la
contribucié de I'IGF-II a DP’activacid de vies de senyalitzacidé en cel.lules del pulmo

(Linnerth i col, 2005) i c€l.lules d’hepatocarcinoma (Alexia i col, 2004).

Estudis in vitro han demostrat el paper proliferatiu de I'IGF-II en c¢l.lules
embrionaries de peix zebra (Pozios i col, 2001), i més recentment s’ha vist que ’IGF-II
és capa¢ d’activar les vies de la MAPK i la PI3K en miocits d’orada en cultiu

(Montserrat i col, 2007b).
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