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L’objectiu general d’aquesta tesi ha estat aprofundir en l’estudi de la miogènesi 

en peixos teleostis; per a fer-ho, m’he centrat en diferents aspectes claus del 

desenvolupament del múscul, com són l’organització de les estructures del sarcòmer i el 

paper del sistema de Factors de Creixement tipus Insulina en la proliferació i el 

metabolisme de les cèl.lules musculars. També he estudiat la implicació dels factors de 

transcripció de la família dels Factors Reguladors Miogènics en el control del procés de 

diferenciació muscular. 

A partir d’aquest objectiu general s’estableixen els següents objectius més 

concrets: 

 

1. Estudiar la importància d’una isoforma de la cadena pesada de la miosina 

específica de múscul de contracció lenta (smyhc1) en l’organització general del 

sarcòmer i determinar els efectes de la inhibidió de l’activitat ATPasa de la 

miosina en el mateix procés en el múscul d’embrions del peix zebra (Danio 

rerio). 

2. Analitzar els efectes de l’IGF-II en processos de proliferació cel.lular, captació 

de glucosa i activació de les vies de senyalització intracel.lular MAPK i 

PI3K/Akt en cèl.lules musculars de truita irisada (Oncorhynchus mykiss) en 

cultiu primari. 

3. Clonar el gen de la miogenina d’orada (Sparus aurata) i caracteritzar-ne la seva 

seqüència i expressió, així com estudiar l’estructura del promotor de la 

miogenina d’orada i analitzar-ne l’especificitat muscular. 

4. Conèixer els nivells d’expressió de MyoD2, Miogenina, Miostatina i IGF-II, 

durant el procés de diferenciació in vitro des de cèl.lules satèl.lit fins a miotubs 

en l’orada, intentant establir possibles correlacions. 
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En peixos, el múscul esquelètic respresenta un percentatge molt important de la 

massa corporal de l’animal i constitueix el producte final de l’aqüicultura. D’aquí, la 

gran importància de l’estudi dels mecanismes que desencadenen la seva formació, 

desenvolupament i creixement. Una característica destacada del múscul dels peixos és 

que creix de forma contínua al llarg de tota la vida de l’animal, malgrat que els 

processos de desenvolupament són lleugerament diferents depenent del nivell 

considerat. 

En vertebrats, el múscul és una estructura altament organitzada, els components 

de la qual estan en equilibri dinàmic, gràcies al qual el teixit pot desenvolupar la seva 

funció principal, la locomoció (revisat per Clark i col, 2002). A nivell estructural, el 

múscul està format per feixos de miofibril·les disposades en paral·lel i connectades 

entre sí pel seu correcte funcionament. Aquestes miofibril·les estan formades per una 

sèrie de filaments de diferent naturalesa, entre els que cal destacar els filaments de 

miosina i d’actina, que són els principals encarregats de la contracció muscular (revisat 

per Huxley, 2000). 

Durant el procés de formació del múscul, les cèl·lules precursores musculars, 

que es troben en estat quiescent, són activades i comencen a expressar gens específics 

musculars, com poden ser entre d’altres els codificants per les proteïnes estructurals. 

Aquests gens s’expressen de forma coordinada i en resposta a diferents factors 

reguladors extracel·lulars i molècules de senyalització intracel·lulars (Charge i 

Rudnicki, 2004; revisat per Oksbjerg i col, 2004). Entre els pèptids que modulen el 

desenvolupament i creixement muscular són molt importants els components del 

sistema endocrí format per l’Hormona de Creixement (GH) i els Factors de Creixement 

tipus Insulina (IGF-I i IGF-II) (Velloso, 2008), els nivells dels quals depenen, entre 

d’altres factors, del nivell nutricional de l’animal. A nivell gènic, els membres de la 

família dels Factors Reguladors Miogènics (MRFs), que inclou MyoD, Myogenina, 

Mrf4 i Myf5 tenen un paper molt rellevant en aquest procés com a factors de 

transcripció de gens específics de múscul (Weintraub i col, 1991; revisat per Perry i 

Rudnick, 2000; Pownall i col, 2002). 

En aquest treball, s’ha volgut estudiar el procés de miogènesi en peixos teleostis 

a diferents nivells. A nivell d’organització del teixit, s’ha estudiat la importància d’una 

proteïna estructural com és la miosina en l’organització general del sarcòmer i per a fer-
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ho s’ha utilitzat el peix zebra (Danio rerio) com a model, ja que la seva senzilla 

manipulació i fàcil reproducció permet l’estudi a nivell embrionari, en les fases inicials 

del desenvolupament del múscul. Per altra banda, a nivell de control endocrí, s’ha 

estudiat el paper de l’IGF-II en diferents aspectes funcionals de les cèl·lules satèl·lits 

musculars en truita irisada (Oncorhynchus mykiss) durant el procés de diferenciació 

cel·lular, i finalment, s’ha clonat el gen de la miogenina en orada (Sparus aurata), 

estudiant-ne el patró d’expressió i analitzant l’especificitat muscular del seu promotor, 

alhora que s’ha analitzat la seva expressió durant el procés de diferenciació cel·lular des 

de cèl·lules satèl·lit a miotubs, complementant el treball amb l’estudi de l’expressió 

d’altres gens importants en el procés de desenvolupament.   
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I. PAPER DE LA MIOSINA EN LA FORMACIÓ DE LES MIOFIBRIL·LES 

EN EL MÚSCUL ESQUELÈTIC DE PEIX ZEBRA (Danio rerio) 

El sarcòmer és la unitat contràctil bàsica del múscul esquelètic, format 

principalment per filaments gruixuts de miosina i filaments prims d’actina altament 

organitzats, que actuen de forma coordinada, permetent la contracció muscular (revisat 

per Huxley, 2000). En la seva organització, hi intervenen altres proteïnes estructurals, 

com poden ser la titina, la nebulina, l’α-actinina o la miomesina (revisat per Clark i col, 

2002; Agarkova i Perriard, 2005; Frank i col, 2006; Boateng i Goldspink, 2008). 

L’expressió coordinada de la miosina i l’actina són processos crítics per 

l’ensemblatge de les miofibril·les, i s’ha observat que mutacions en els seus gens 

condueixen a una formació defectuosa del múscul esquelètic, de manera que l’estudi 

dels mecanismes moleculars que controlen el procés de miofibril·logènesi és un punt 

clau en el diagnòstic i tractament de patologies associades (Laing i Nowak, 2005). 

En aquest sentit, el peix zebra s’ha convertit en una eina molt útil per a estudiar 

la funció de gens implicats en el desenvolupament del múscul esquelètic in vivo (Raeker 

i col, 2006; Hinits i Hughes, 2007; Lieschke i Currie, 2007; Du i col, 2008), gràcies a la 

fàcil manipulació dels animals així com la possibilitat de treballar a nivell d’embrió, que 

presenta fibres musculars de contracció lenta (múscul vermell) i de contracció ràpida 

(múscul blanc) anatòmicament ben separades (Devoto i col, 1996). 

En aquest estudi, s’ha analitzat el paper del gen smyhc1, que codifica per una 

isoforma de cadena pesada de miosina específica per a múscul de contracció lenta, i que 

s’expressa en primer lloc en aquest tipus de fibres (Bryson-Richardson i col, 2005; 

Elworthy i col, 2008). Mitjançant la microinjecció en embrions de peix zebra d’un 

morfolino dissenyat específicament per a bloquejar el codó d’inici ATG del gen smyhc1, 

es va aconseguir un knockdown transitori per aquest gen. 24 hores després de la injecció, 

els embrions, que morfològicament semblaven normals, estaven paralitzats i no eren 

capaços de contraure la musculatura. Aquest fenotip però, revertia gradualment en dies 

subseqüents, a mesura que es formaven les fibres de contracció ràpida, consistent amb el 

patró d’expressió temporal i espacial descrit per smyhc1 (Bryson-Richardson i col, 

2005; Elworthy i col, 2008).  
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Per a determinar quin efecte tenia el knockdown de smyhc1 sobre la 

miofibril·logènesi, es van utilitzar tècniques immunohistoquímiques, per a analitzar 

l’expressió de diferents proteïnes implicades en l’organització del sarcòmer. L’ús 

d’anticossos específics per isoformes de la miosina específiques de múscul vermell o de 

múscul blanc va permetre demostrar que el morfolino afectava exclusivament 

l’ensemblatge de la miosina en el múscul vermell, de contracció lenta, mentre que no 

tenia efecte en l’organització dels filaments gruixuts de miosina al múscul blanc. 

La tinció amb un anticòs anti-α-actina va indicar que malgrat que l’expressió 

d’actina no semblava afectada, l’organització dels filaments prims resultava alterada en 

el múscul de contracció lenta, com a conseqüència del knockdown de smyhc1. Aquests 

resultats coincideixen amb estudis que demostraven la importància de la miosina per a 

la correcta polimerització dels filaments d’actina (Hayashi i col, 1977; Chun i 

Falkenthal, 1988). 

En canvi, analitzant l’organització de les bandes M i les línies Z mitjançant 

tinció amb anti-miomesina i anti- α-actinina respectivament, es va comprovar que 

aquestes estructures es mantenien intactes, consistent amb la idea que l’estructura bàsica 

del sarcòmer formada per línies Z i bandes M està ben establerta abans de l’acoplament 

dels filaments d’actina i miosina (van der Ven i col, 2000; Kontrogianni-

Konstantopoulos i col, 2006; Witt i col, 2006). 

Els defectes observats en la miofibril·logènesi com a conseqüència del 

knockdown de smyhc1 es van poder imitar tractant els embrions amb un compost 

anomenat BTS (N-benzyl-p-toluene sulphonamide), que inhibeix específicament el 

domini ATPasa de la miosina, així com la interacció miosina-actina (Cheung i col, 

2002; Shaw i col, 2003). Els embrions tractats amb aquesta droga presentaven paràlisi 

en la musculatura esquelètica i contracció reduïda del múscul cardíac, de forma similar 

com s’ha descrit recentment (Dou i col, 2008). Tant els filaments gruixuts de miosina 

com els filaments prims d’actina es van veure afectats pel tractament, consistent amb 

estudis previs en cultius cel·lulars (Ramachandran i col, 2003; Kagawa i col, 2006), 

mentre que l’organització de les bandes M i les línies Z va ser la normal, indicant un cop 

més que aquestes dues estructures poden ser organitzades independentment dels 

filaments de miosina i actina. Un punt a destacar és que el BTS no només va afectar 

l’ensemblatge de les miofibres en formació, sinó que va ser capaç d’alterar 

l’organització de les miofibril·les fins i tot quan aquestes ja estaven totalment 
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organitzades. En ambdós casos, però, l’efecte va ser totalment reversible un cop es va 

retirar el compost de l’aigua.  

Finalment, i com a complement a l’estudi, es va analitzar l’expressió de la 

xaperona hsp90α a nivell de mRNA, ja que s’ha vist que els nivells de trànscrit 

augmenten quan el plegament de la miosina no es dóna correctament (Etard i col, 2007). 

Els resultats van indicar que el tractament amb BTS no produïa canvis en la seva 

expressió, suggerint que els defectes produïts pel BTS no eren deguts a efectes sobre el 

plegament de la miosina.  

En conjunt, els resultats presentats en aquest treball han demostrat, per primer 

cop in vivo, un paper essencial de la cadena pesada de la miosina específica de múscul 

lent de tipus 1 (smyhc1) en la organització dels filaments gruixuts de miosina i prims 

d’actina en el múscul de contracció lenta. De forma similar, el bloqueig de la interacció 

miosina-actina mitjançant BTS va alterar l’ensemblatge dels filaments de miosina i 

actina, tant en múscul blanc com en múscul vermell, comportant una paràlisi muscular. 

En canvi, l’organització de les bandes M i les línies Z no es va veure afectada, suggerint 

que la seva formació és prèvia a l’ensemblatge de la miosina i l’actina. Així doncs, 

aquest estudi aporta nous coneixements sobre el paper de la cadena pesada de la miosina 

en el procés de miofibril·logènesi i posa de manifest la utilitat de l’embrió de peix zebra 

com a model per a estudis de desenvolupament muscular in vivo. 
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II. L’IGF-II PROMOU LA PROLIFERACIÓ CEL·LULAR AIXÍ COM TÉ 

ACCIONS EN EL METABOLISME DE LA GLUCOSA EN TRUITA 

IRISADA (Oncorhynchus mykiss) 

Entre els pèptids que regulen el desenvolupament i creixement muscular, els 

Factors de Creixement tipus Insulina (IGF-I i IGF-II) juguen un paper molt destacat 

(Erbay i col, 2003; Sotiropoulos i col, 2006; Velloso, 2008). En peixos, s’ha vist que 

tant l’IGF-I com l’IGF-II tenen funcions durant la vida adulta, al contrari del què passa 

en mamífers, on l’IGF-II té funcions bàsicament durant el creixement fetal. En aquest 

sentit, s’ha descrit que el nivell d’expressió d’IGF-II en diversos teixits seria igual o 

superior al nivell d’IGF-I en peixos adults (Gabillard i col, 2003; Radaelli i col, 2003; 

Peterson i col, 2004), i que aquests nivells dependrien entre d’altres factors, de la 

situació nutricional de l’animal (Perez-Sanchez i col, 1995; Gentil i col, 1996; Meton i 

col, 2000; Chauvigne i col, 2003). 

La majoria de funcions biològiques dels IGFs es duen a terme a través del 

receptor d’IGF-I (IGF-IR), a partir del qual s’activen vies de senyalització intracel·lular, 

com són la via de les MAPK (mitogen-activated protein kinase) i la via de la PI3K 

(phosphatidylinositol 3-kinase), implicades en nombroses funcions, des de proliferació, 

diferenciació, migració i metabolisme, així com inhibició de l’apoptosis (Wackerhage i 

Ratkevicius, 2008). 

En aquest treball, s’ha utilitzat com a model el cultiu primari de cèl·lules satèl·lit 

musculars de truita irisada (Oncorhynchus mykiss), per tal d’analitzar el paper mitogènic 

i metabòlic del Factor de Creixement tipus Insulina de tipus II (IGF-II). 

Mitjançant assajos d’incorporació de timidina tritiada, s’ha observat que l’IGF-II 

és capaç d’estimular la proliferació cel·lular en presència d’una mínima quantitat de 

sèrum al medi de forma similar com ho fa l’IGF-I (Castillo, J. i col, 2004), demostrant 

així la seva capacitat mitogènica, coincidint amb estudis previs en cèl·lules ovàriques de 

tilàpia (Chen, J. Y. i col, 2000) i en cèl·lules embrionàries de peix zebra (Pozios i col, 

2001). És interessant destacar que elevades concentracions de pèptid poden suprimir els 

efectes observats, suggerint una possible down-regulation del receptor d’IGF-I, tal com 

s’ha vist en altres sistemes (Schriever i col, 1996). 
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En mamífers, se sap que l’IGF-II té un paper destacat en processos patològics 

que impliquen alteracions en el metabolisme de la glucosa (Espelund i col, 2005). En el 

nostre model, s’ha vist que l’IGF-II té una capacitat similar que l’IGF-I estimulant la 

captació de glucosa en les cèl·lules musculars en cultiu, de forma similar a les 

observacions en mioblasts humans (Li i Adrian, 1999). Aquest efecte,  que és dosi-

dependent, es va mantenir a diferents estadis del cultiu, tant durant la fase de 

proliferació més activa com en les fases de diferenciació cap a miotubs multinucleats, 

diferint dels resultats d’estudis previs en els què l’IGF-I tenia el màxim efecte en 

cèl·lules totalment diferenciades (Castillo, J. i col, 2004). Mitjançant l’ús d’inhibidors 

específics per la via de la MAPK (PD98059) i per la via de la PI3K (wortmanina), es va 

demostrar que els efectes de l’IGF-II sobre la captació de glucosa es devien a l’activació 

de la via PI3K, que se sap que està implicada en la translocació de transportadors 

específics per la glucosa (GLUTs) a la membrana cel·lular (Antonescu i col, 2005). 

Les concentracions d’hormona necessàries per a estimular la captació de glucosa 

en el nostre sistema van ser majors que les utilitzades per a estimular la incorporació de 

timidina, suggerint una major potència mitogènica de l’IGF-II en comparació a la 

potència metabòlica, tot i que les diferències existents entre les dues tècniques fan difícil 

una comparació acurada. 

Per Western Blot s’ha analitzat els efectes de l’IGF-II sobre l’activació de les 

vies de senyalització intracel·lular a partir de l’IGF-IR i s’ha vist que el pèptid promou 

la fosforilació de la proteïna ERK1/2, component de la via de les MAPK. Aquest efecte, 

que va ser similar a l’obtingut després del tractament amb IGF-I, es va donar en major 

grau durant les fases primerenques del cultiu, que són altament proliferatives 

(Fauconneau i Paboeuf, 2000). 

D’igual forma, tant l’IGF-II com l’IGF-I van ser capaços d’activar la via de la 

PI3K, a través de la fosforilació de la proteïna Akt, a diferents estadis de diferenciació 

cel·lular, però especialment en estadis més avançats del cultiu. Aquests resultats 

confirmarien estudis previs en el nostre grup en els quals es demostrava la capacitat de 

la insulina i l’IGF-I per activar les vies MAPK i PI3K/Akt en miòcits de truita irisada en 

cultiu (Castillo, J. i col, 2006) i d’orada (Montserrat i col, 2007b) i recolzaria la idea que 

l’activació d’una o altra via depèn de l’estat de diferenciació cel·lular (Jones, N. C. i col, 

2001; Sumitani i col, 2002). 
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En conjunt, els resultats presentats en aquest treball han demostrat que l’IGF-II 

té efectes en el metabolisme de la glucosa i la proliferació cel·lular en el cultiu primari 

de cèl·lules musculars de truita irisada i que les seves accions estarien mediades per les 

vies de senyalització MAPK i PI3K/Akt, que s’activen de forma diferencial depenent de 

l’estat de diferenciació de les cèl·lules. Aquests efectes són similars als obtinguts amb el 

tractament amb IGF-I i són significativament superiors als obtinguts amb insulina, per la 

qual cosa es creu que les accions de l’IGF-II en aquest sistema es donen a través del 

receptor IGF-IR. Tots aquests resultats suggereixen, una vegada més, que la funció de 

l’IGF-II en el peix adult és molt més important que en mamífers, en els que el seu paper 

està restringit a la vida fetal.    
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III. CLONATGE I EXPRESSIÓ DE LA MIOGENINA D’ORADA (Sparus 

aurata). PATRONS D’EXPRESSIÓ DURANT EL CULTIU PRIMARI DE 

CÈL·LULES MUSCULARS. 

El desenvolupament del múscul esquelètic implica un seguit d’esdeveniments 

pels quals les cèl·lules precursores són activades i esdevenen cèl·lules del llinatge 

muscular, mioblasts, que proliferen i diferencien donant lloc a miotubs i a fibres 

musculars. Aquest procés implica l’expressió de molts gens específics de múscul i 

aquesta expressió està controlada, entre d’altres, per una família de factors de 

transcripció anomenats Factors Reguladors Miogènics (MRFs), que inclou MyoD, 

Miogenina, Mrf4 i Myf5. Aquests gens s’expressen de forma seqüencial al llarg del 

procés de miogènesi, sent MyoD i Myf5 els primers factors implicats en la determinació 

del llinatge i la proliferació dels mioblasts. La Miogenina i el Mrf4 en canvi, 

s’expressen més tard i estan implicats en la diferenciació terminal (per revisions, veure 

Rescan, 2001; Charge i Rudnicki, 2004; Holterman i Rudnicki, 2005; Johnston, I. A., 

2006). 

En diferents espècies de peixos, s’han descrit homòlegs de tots quatre 

components de la família, amb un grau d’homologia molt elevat amb els corresponents 

gens de mamífer (Rescan, 2001). Tots ells presenten la característica de tenir un domini 

conservat bHLH, format per un domini bàsic d’unió al DNA i un domini hèlix-volta-

hèlix que permet la dimerització de la molècula (Edmondson i Olson, 1993). 

Un altre gen important en la regulació de la miogènesi és la Miostatina, que 

forma part de la família dels Factors de Creixement Transformadors de tipus beta (TGF-

β) i que se sap que actua com a repressor del creixement muscular, essent capaç 

d’inhibir la proliferació de mioblasts (Thomas i col, 2000).  

 

En aquest estudi s’ha volgut per una banda, aïllar i descriure la seqüència de la 

miogenina d’orada i el seu promotor, i per l’altra, analitzar l’expressió de la Miogenina 

al llarg del desenvolupament muscular a dos nivells: durant el desenvolupament 

embrionari, des de l’inici de la somitogènesi fins a l’eclosió, i durant la diferenciació 

cel·lular des de cèl·lules satèl·lit fins a miotubs multinucleats. A part, s’ha intentat 

trobar alguna correlació amb l’expressió d’altres components claus en la regulació del 
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desenvolupament i creixement muscular com poden ser el MyoD2, la Miostatina o 

l’IGF-II. 

 

Mitjançant les tècniques de PCR-RACE i Genome Walker, es van aïllar les 

seqüències de cDNA i genòmiques del gen de la Miogenina d’orada, l’anàlisi de les 

quals va permetre concloure un elevat grau de similitud amb els gens de la miogenina en 

altres espècies, amb tres exons i dos introns, i amb els dominis conservats esperats: es 

va observar que el primer exó codificava pel domini bHLH, mentre que el segon exó ho 

feia per un domini de transactivació (Schwarz i col, 1992). L’exó 3 per la seva banda, 

codificava per un domini responsable de l’activació de MEF2C (Myocyte Enhancer 

Factor 2C) (Rogerson i col, 2002). 

Per RT-PCR, es va determinar l’expressió del gen tant en múscul blanc com en 

múscul vermell, i també en cèl·lules musculars en cultiu, coincidint amb estudis similars 

en el fals halibut del Japó (Paralichthys olivaceus) (Xu, P. i col, 2007), però contrastant 

amb estudis en truita irisada on la TMiogenina s’expressava només en múscul de 

contracció lenta (Rescan i col, 1995). Mitjançant hibridacions in situ amb una sonda 

específica, es va observar una expansió rostro-caudal de l’expressió de miogenina, 

alhora es van demostrar canvis d’expressió durant el procés de somitogènesi, ja que 

inicialment es trobava a tot el miòtom i gradualment desapareixia de les zones centrals, 

suggerint diferents taxes de diferenciació depenent de la zona. 

 

L’anàlisi de la seqüència del promotor va revelar diversos elements reguladors, 

com les seqüències E-box (CANNTG), que són essencials per a l’activació de molts 

gens específics de múscul (Edmondson i Olson, 1993), i els llocs d’unió a MEF2 i 

MEF3, que cooperen amb els MRFs per a la unió al DNA. La rellevància d’aquests 

elements es va demostrar generant constructes amb diferents longituds de promotor i 

amb el gen codificant per GFP (Green Fluorescent Protein), microinjectant-los en 

embrions de peix zebra. La delecció dels llocs d’unió a MEF2 i MEF3 va comportar una 

reducció significativa de l’expressió de GFP, demostrant la seva importància per 

l’especificitat muscular del promotor. Resultats similars en altres espècies indiquen que 

el control de l’especificitat muscular és un procés conservat al llarg de l’evolució 

(Rescan, 2001).   
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En aquest estudi també es va demostrar que el promotor de miogenina d’orada 

era capaç de dirigir l’expressió del gen en múscul esquelètic, tant d’orada com de peix 

zebra per injecció directa de DNA, reforçant un cop més l’elevat grau de conservació de 

la seqüència i obrint la possibilitat d’utilitzar aquest promotor per a dirigir 

específicament l’expressió de DNA a nivell muscular. 

 

Expressió de Miogenina, MyoD2, Miostatina i IGF-II en cèl·lules musculars 

d’orada en cultiu primari i durant el desenvolupament embrionari 

Se sap que la miogenina és un factor de transcripció clau en la diferenciació 

terminal dels mioblasts per a fusionar-se i donar lloc a fibres musculars (Hasty i col, 

1993; Nabeshima i col, 1993; Venuti i col, 1995), malgrat que necessita la cooperació 

d’altres factors per a induir aquesta diferenciació (Gerber i col, 1997; Bergstrom i 

Tapscott, 2001; Roy, K. i col, 2002). 

Analitzant l’expressió de miogenina en embrions d’orada, s’ha observat un 

augment significatiu dels nivells de mRNA 27 hores després de la fertilització (hpf), 

quan l’embrió té aproximadament 16 somites, confirmant els resultats previs 

d’hibridació in situ, en els quals s’observava la màxima expressió entre les 28 i les 30 

hpf, quan els somites de la part medial s’estaven formant. Estudis en altres espècies de 

peix utilitzant hibridacions in situ havien donat resultats semblants (Cole i col, 2004; 

Galloway i col, 2006; Zhang i col, 2006). Pel que fa a l’IGF-II, l’expressió es va 

mantenir relativament estable al llarg de la somitogènesi i va augmentar 

considerablement entre les 38 i les 50 hpf, quan els embrions estaven eclosionant o ja es 

trobaven en fase natatòria; de manera que no trobem una correlació entre l’expressió de 

miogenina i l’expressió d’IGF-II durant el procés de somitogènesi. 

Per tal de quantificar l’expressió de Miogenina, MyoD2, Miostatina i IGF-II 

durant la diferenciació de cèl·lules musculars a partir de cèl·lules satèl·lit, el primer que 

calia fer era validar el gen del factor d’elongació 1 alpha (eF1α) com a bon 

normalitzador. La validació va consistir en calcular l’eficiència de reacció, que va ser 

d’entre el 97 i el 100%, i en demostrar que els nivells es mantenien estables en els 

diferents dies de cultiu. Aquest fet coincideix amb estudis en altres espècies de peix que 

havien demostrat que l’eF1α era un dels gens més estables per la quantificació de 
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diversos gens en diferents teixits (Olsvik i col, 2005; Luckenbach i col, 2008; McCurley 

i Callard, 2008). 

L’anàlisi de l’expressió de MyoD2 i Miogenina va indicar que les cèl·lules 

expressaven els gens fins i tot a dia 1 després de la sembra, indicant que ja eren cèl·lules 

del llinatge muscular (Olguin i Olwin, 2004), fet que va ser corroborat pels estudis de 

citometria de flux estudiant l’expressió de desmina, com a marcador molecular de 

cèl.lules musculars. MyoD2, que és la isoforma específica de múscul blanc (Tan i Du, 

2002), va presentar els nivells màxims d’expressió al començament del cultiu, quan les 

cèl·lules estan principalment proliferant. L’expressió de Miogenina es va mantenir baixa 

fins a dia 6, moment a partir del qual la seva expressió augmenta de forma molt 

significativa, coincidint amb el procés de diferenciació (Montserrat i col, 2007b). Això 

concorda amb estudis en cèl·lules de mamífer que mostren que MyoD és necessari per 

la progressió dels mioblasts (Wilson i col, 2003) i que l’expressió de miogenina 

incrementa en paral·lel amb la diferenciació (Rotwein i col, 1995; Shefer i col, 2006). 

L’expressió de Miostatina, per la seva banda, es va mantenir a nivells molt 

baixos al llarg de tot el cultiu, suggerint que la seva repressió és necessària per tal que 

les cèl·lules satèl·lit progressin i es diferenciïn a miotubs. Aquests resultats coincideixen 

amb estudis en els que es va trobar que les àrees riques en cèl·lules satèl·lit presentaven 

baixos nivells de miostatina (Kirk i col, 2000) i d’altres en els que es va veure que la 

miostatina suprimia l’activació, proliferació i diferenciació a partir de les cèl·lules 

satèl·lit de pollastre (McFarland i col, 2007). En explants musculars d’orada i en 

mioblasts C2C12, es va trobar que els nivells de miostatina incrementaven a mesura que 

el cultiu progressava (Kocamis i col, 2001; Funkenstein i col, 2006). 

Finalment, s’ha volgut estudiar la relació entre l’expressió dels MRFs i l’IGF-II. 

S’ha trobat expressió del gen d’IGF-II en totes les fases del cultiu, suggerint un paper 

important del pèptid, tant en el procés de proliferació com el de diferenciació, de forma 

similar a l’IGF-I en humans (Barton i col, 2002; McKay i col, 2008). En canvi, no s’ha 

pogut establir una correlació entre l’expressió de l’IGF-II i l’expressió dels MRFs 

analitzats. Tampoc s’ha observat un efecte de l’IGF-II sobre l’expressió de Miogenina 

quan les cèl·lules han estat tractades amb el pèptid, contrastant amb el què passa en 

línies cel.lulars de mamífer de cèl.lules mares i mioblasts en les què l’expressió de 

Miogenina depèn clarament de l’IGF-II (Prelle i col, 2000; Wilson i Rotwein, 2006; Ren 
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i col, 2008). No obstant, altres autors no han observat aquesta correlació (Engert i col, 

1996; McKay i col, 2008). 

 

En conjunt, els resultats d’aquest tercer bloc indiquen que la miogenina d’orada 

comparteix un elevat grau de similitud amb el gen d’altres espècies de vertebrats, 

indicant una bona conservació de la seqüència al llarg de l’evolució, amb tots els 

dominis conservats típics dels Factors Reguladors Miogènics (MRFs). També hem 

demostrat que l’especificitat muscular del gen depèn d’elements reguladors en el seu 

promotor, com són els elements E-box i els llocs d’unió per les proteïnes MEF2 i 

MEF3. 

L’anàlisi de l’expressió de miogenina (tant per PCR quantitativa com per 

hibridació in situ) en embrions d’orada ha demostrat elevats nivells durant la fase de 

somitogènesi a la part mitja de l’embrió. Aquest patró d’expressió no correlaciona amb 

l’expressió del Factor de Creixement IGF-II, que tindria un paper més destacat després 

de l’eclosió. 

En cèl·lules en cultiu, els nivells de Miogenina són elevats en les fases de 

diferenciació, i la seva expressió és posterior a l’expressió de MyoD2. Aquesta 

expressió no es veu afectada pel tractament amb IGF-II. Aquesta observació, juntament 

amb el fet que no existeix una correlació evident entre els nivells de mRNA d’IGF-II i 

els dels MRFs, fa que no es pugui determinar una relació clara entre aquests factors. 
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En resum, els estudis portats a terme en l’elaboració d’aquest treball han permès 

augmentar el coneixement sobre diferents aspectes de la miogènesi en peixos teleostis, 

procés pel qual és necessari la coordinació de factors gènics (com són els Factors 

Reguladors Miogènics o MRFs), factors hormonals (amb especial importància del 

sistema GH-IGFs) i estructurals (totes les proteïnes implicades en la organització del 

sarcòmer). 

Els factors de transcripció de la família de MyoD, incloent MyoD, Miogenina, 

Mrf4 i Myf5 són els primers gens implicats en la formació del múscul esquelètic a partir 

de cèl·lules precursores, ja siguin embrionàries o cèl·lules satèl·lit en el múscul adult. 

Com a conseqüència de l’expressió sequencial d’aquests gens, es comencen a expressar 

altres gens específics de múscul, com pot ser la miosina, el promotor de la qual se sap 

que té llocs d’unió a MRFs, i la seva expressió està relacionada amb la diferenciació 

terminal dels miotubs i la seva maduració. En tot aquest procés, els IGFs juguen un 

paper clau estimulant la proliferació cel·lular i també la diferenciació a miotubs. 

És per aquest motiu que s’ha volgut estudiar com intervenen alguns d’aquests 

factors en el desenvolupament muscular, tant a nivell embrionari com a nivell post-

embrionari a partir de les cèl·lules satèl·lit. 

S’ha demostrat que el gen smyhc1 té una funció clau per l’ensemblatge correcte 

del sarcòmer en embrions de peix zebra (Danio rerio), i que el knockdown del gen 

comporta paràlisi muscular com a conseqüència de l’alteració dels filaments 

d’actomiosina. Aquest knockdown de smyhc1 no va modificar l’expressió de MyoD, 

confirmant que smyhc1 no intervé en el procés de determinació de les cèl·lules 

precursores al llinatge muscular, sinó que és una proteïna important durant la 

diferenciació. Per altra banda, els resultats indiquen que les bandes M i les línies Z es 

formen amb anterioritat a l’ensemblatge dels filaments d’actomiosina, ja que aquestes 

estructures no es van veure afectades pel knockdown de smyhc1. La importància del gen 

es va confirmar inhibint l’activitat ATPasa de la molècula de miosina i impedint la 

interacció miosina-actina mitjançant el tractament amb BTS, sense que això afectés al 

plegament de la proteïna. 

Per altra banda, els estudis en miòcits en cultiu van permetre estudiar els efectes 

d’IGF-II sobre diferents processos. S’ha demostrat que l’IGF-II és capaç de promoure la 
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proliferació cel·lular i d’estimular la captació de glucosa en les cèl·lules musculars de 

truita irisada (Oncorhynchus mykiss), de forma semblant a l’orada (dades no 

publicades). També s’ha observat que el tractament amb IGF-II comporta una activació 

de les principals vies de senyalització al múscul a partir del receptor d’IGF-I (la MAPK 

i la PI3K/Akt), suggerint que els efectes biològics de l’IGF-II es durien a terme 

principalment per l’activació d’aquest receptor. 

En canvi, tot i observar que l’IGF-II té efectes proliferatius i també efectes 

metabòlics i que activa vies importants en el procés de diferenciació cel·lular, no s’ha 

pogut determinar una relació clara entre el pèptid i els nivells de mRNA dels factors de 

transcripció MyoD i Miogenina en orada (Sparus aurata), suggerint que malgrat l’IGF-

II s’expressa durant tot el procés de diferenciació de cèl·lules satèl·lit a fibres 

musculars, l’aport d’IGF-II exogen no és imprescindible per aquest procés. En el nostre 

model, s’ha descrit com el trànscrit de MyoD2 s’acumula principalment en etapes 

primerenques del cultiu, mentre que la Miogenina s’expressa amb posterioritat. Els 

nivells baixos de Miostatina al llarg de tot el procés suggereixen que la seva repressió és 

necessària per la progressió correcta del cultiu. 
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1. El knockdown de smyhc1 va comportar una paràlisi muscular severa en els 

embrions de peix zebra (Danio rerio) i una organització defectuosa dels 

filaments gruixuts de miosina i els filaments prims d’actina en el múscul 

vermell, indicant que la proteïna té un paper crític en l’ensemblatge organitzat 

de les proteïnes del sarcòmer.  

 

2. El tractament dels embrions de peix zebra amb BTS, un compost inhibidor de 

l’activitat ATPasa de la miosina i de la seva interacció amb l’actina, va 

comportar l’alteració de l’organització del sarcòmer, tant en múscul blanc com 

en múscul vermell, indicant que l’activitat ATPasa és necessària per a 

l’ensemblatge de les miofibril.les. 

 

3. L’organització de la banda M i la línia Z es va mantenir inalterada quan 

l’expressió de smyhc1 va ser suprimida i també després del tractament amb BTS, 

suggerint que la formació d’aquestes estructures es dóna amb anterioritat a 

l’ensemblatge dels filaments gruixuts i prims. 

 

4. L’IGF-II va estimular la proliferació i la captació de glucosa per part de les 

cèl.lules musculars en cultiu de truita irisada (Oncorhynchus mykiss), amb 

efectes similars als descrits per IGF-I, demostrant la importància d’aquest pèptid 

en processos clau pel desenvolupament de les cèl.lules satèl.lit existents en el 

múscul adult. 



Conclusions   M. Codina 

60 

 

5. En cèl.lules musculars de truita irisada en cultiu primari, l’IGF-II va ser capaç 

d’activar les dues vies principals de senyalització intracel.lular del múscul a 

partir del receptor d’IGF-I, promovent la fosforil.lació de components de la via 

de les MAPK durant les etapes proliferatives, i de l’Akt durant la fase de 

diferenciació a miotubs. Mitjançant l’ús d’inhibidors es va demostrar que la 

senyalització a través de PI3K/Akt està implicada en el procés de captació de 

glucosa. 

 

6. Es va aïllar la seqüència del gen i del promotor de la miogenina d’orada (Sparus 

aurata). L’anàlisi de les seqüències va indicar un elevat grau d’homologia amb 

la miogenina d’altres espècies de vertebrata, demostrant una gran conservació al 

llarg de l’evolució, amb estructura de tres exons i dos introns, i amb el domini 

altament conservat bHLH.  

 

7. El trànscrit de miogenina es va detectar en múscul blanc, en múscul vermell i en 

cèl.lules musculars en cultiu primari de l’orada. A l’embrió, l’expressió del gen 

segueix una progressió rostro-caudal alhora que va desapareixent de la zona 

central del somita, suggerint diferents estadis de diferenciació en el miòtom. La 

màxima expressió a l’embrió es dóna entre les 27 i les 30 hpf. 

 

8. L’especificitat muscular del gen de la miogenina ve determinada per elements 

reguladors en el seu promotor, com són les E-box i els llocs d’unió a MEF2 i 

MEF3, elements altament conservats en les seqüències de miogenines d’altres 

espècies. El promotor de la miogenina va ser capaç de dirigir l’expressió de 

DNA en múscul de peix zebra i d’orada mitjançant injecció directa, per la qual 

cosa es postula com a candidat per a dirigir expressió gènica en múscul de 

peixos. 
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9. S’ha validat el gen del Factor d’elongació 1 alpha (eF1α) com a house-keeping, 

per a estudiar expressió gènica en cultius primaris de cèl.lules musculars 

d’orada, ja que la seva expressió es manté estable durant les diferents fases de 

diferenciació cel.lular. 

 

10. S’ha quantificat l’expressió de MyoD2 i Miogenina durant el procés de 

diferenciació des de cèl.lules satèl.lit fins a miotubs multinucleats. S’ha observat 

una expressió seqüencial dels dos gens, amb un pic d’expressió de MyoD2 a dia 

3, en la fase de proliferació de mioblasts i, posteriorment un pic de Miogenina, 

durant la fase activa de diferenciació a miotubs. Els nivells de Miostatina es van 

mantenir baixos durant tot el cultiu, suggerint que la seva repressió és necessària 

per a la progressió del cultiu. 

 

11. No s’ha pogut establir una correlació clara entre l’expressió d’IGF-II i els nivells 

d’expressió de MyoD2 o Miogenina, i tampoc un efecte de l’IGF-II sobre els 

nivells de Miogenina quan les cèl.lules van ser tractades amb l’hormona. No 

obstant ,el trànscrit d’IGF-II va estar present al llarg de tot el cultiu primari de 

miòcits d’orada, amb nivells decreixents en paral.lel a la diferenciació, suggerint 

una implicació important en les fases proliferatives. 
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