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Als meus pares 
i a la meva germana 
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…i el sol aparegué sobre el bosc… 
sobre les ombres… 

i l’home sortí de la cova 
 i veié la llum, rere la foscor... 

i trobà el camí. 
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α2‐AP:   α2‐ antiplasmina  

ADAM:   A Desintegrin and Metalloproteinase Protein 

AP:   Aprotinina 

APS:   Persulfat d’amoni 

ATF:   Amino‐Terminal Fragment 

ATP:   Adenosina‐5‐fosfat 

b.p.:   base pair 

bFGF:   basic Fibroblasts Growth Factor  

bHLH:   basic Helix‐Loop‐Helix 

BMD:   Becker Muscular Dystrophy  

BMK‐1:   Big MAP Kinase‐1 

BrdU:   5‐bromo‐2‐deoxyuridine 

BSA:   Bovine Serum Albumin 

C.K.:   Creatine Kinasa 

cDNA:   complementary DNA 

CHO:   Chinese Hamster Ovary   

CTX:   Cardiotoxina  

d.p.f.:   Dies post‐ferida  

DAB:   3,3ʹ‐Diaminobenzidina 

DGC:   Distrophin Glicoprotein Complex  

DM:   Differentiation medium 
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DMEM:   Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
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EGF:   Epithelial Growth Factor  
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MPC:   Myogenic Precursor Cell  

MRF:   Muscle Regulatoy Factor  

mTOR:   mammalian Target Of Rapamycin 

MuRF:   Muscle RING finger 

NFAT:   Nuclear Factor of Activated T Cells 

NF‐κB:   Nuclear Factor‐κB,  
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STAT:   Signaling Transducer and Activator of Transcription protein 
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1. LA MATRIU EXTRACEL∙LULAR. 

 

1.1. LA DEGRADACIÓ DE LA MATRIU EXTRACEL∙LULAR. 

 

El conjunt de proteïnes i materials extracel∙lulars on es troben ancorades les cèl∙lules 

en  els  diferents  teixits  es  coneix  amb  el  nom  de matriu  extracel∙lular  (ECM). A més  de 

proporcionar un entorn físic  i estructural a  les cèl∙lules,  l’ECM facilita  la migració cel∙lular 

durant el desenvolupament embrionari i en situacions patològiques, i participa en diversos 

processos associats a la morfologia tissular. L’ECM és també responsable de la transmissió 

de  senyals entre  l’entorn  i  les  cèl∙lules  immerses  en  ella. Aquest  tipus de  senyals afecten 

diversos aspectes generals de les cèl∙lules com poden ser la proliferació, la diferenciació o la 

mort cel∙lular.  

L’ECM no presenta una  composició  fixa,  sinó que  els  seus  components varien  en 

funció del  teixit. La  seva  topologia  i  les  seves propietats mecàniques  caracteritzen  l’ECM 

d’un  determinat  teixit.  Aquestes  característiques  pròpies  venen  donades  tant  per  les 

cèl∙lules que secreten molts dels components extracel∙lulars, com per les cèl∙lules que viuen 

ancorades a ella. Tot  i  l’heterogeneïtat de  les diferents ECMs, totes comparteixen dos trets 

característics.  El  primer  d’ells  és  que  l’adhesió  entre  les  cèl∙lules  i  l’ECM  es  produeix  a 

través d’integrines que  interaccionen amb proteïnes extracel∙lulars  com  la vitronectina,  la 

fibronectina o diversos col∙làgens, entre d’altres. En segon lloc, les integrines interaccionen 

directament amb el citoesquelet d’actina i l’interior de la cèl∙lula, de manera que existeix un 

contacte directe entre l’interior i l’exterior cel∙lular (Geiger et al., 2001). 

Diversos processos fisiopatològics requereixen la remodelació de l’ECM per tal que 

puguin dur‐se a terme. Processos com l’ovulació, la resposta immunitària, l’angiogènesi, la 

invasió tumoral,  la miogènesi  i  la curació de ferides, entre d’altres, són desenvolupats per 

proteases especialitzades que es troben a la regió pericel∙lular o associades a la membrana 

cel∙lular  (revisat  a  (Qiu  et  al.,  2007)).  En  un  elevat  nombre  de  casos,  aquestes  proteases 

participen  en  l’inici  i/o  en  la progressió d’un procés patològic,  i  esdevenen una atractiva 

diana terapèutica.  
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Les dues grans famílies de proteases més  importants  implicades en  la remodelació 

de l’ECM són la família de les metal∙loproteases (MMPs) i la família de les serina‐proteases. 

Aquests  sistemes  de  proteases  actuen  d’una  manera  coordinada  per  dur  a  terme  la 

degradació i la posterior remodelació tissular associada als processos fisiològics i patològics 

esmentats anteriorment.   

La família de les MMPs està formada principalment per la subfamília de les MMPs 

pròpiament dites i la subfamília de les ADAMs (Proteïna Desintegrina i Metal∙loproteïna, A 

Desintegrin and Metalloproteinase protein). Fins el moment,  les MMPs constitueixen un grup 

de 23 proteases en humans i 24 proteases en ratolí (revisat a (Page‐McCaw et al., 2007)), que 

són secretades en  forma de zimogen o pro‐enzim. Un cop activades,  les MMPs presenten 

l’habilitat de degradar els diversos components de  l’ECM. Alguns receptors de  factors de 

creixement, molècules d’adhesió  cel∙lular,  quimioquines,  citoquines,  lligands  apoptòtics  i 

factors angiogènics són només alguns dels substrats sobre els que actuen les MMPs (revisat 

a  (Folgueras  et  al.,  2004).  Aquestes  proteases  contenen  l’ió  zinc  al  seu  centre  actiu  i 

requereixen  la presència d’un  ió  calci per  a  esdevenir  actives. Les MMPs  es  classifiquen 

segons  la  seva  estructura. D’entre  les MMPs més  importants  cal destacar  la MMP‐2  i  la 

MMP‐9  (també  anomenades  Gelatinasa  A  i  B,  respectivament),  especialitzades  en  la 

degradació de diversos  tipus de  col∙làgens  (col∙làgens de  tipus  I,  II,  III,  IX  i X)  (revisat a 

(Van Leeuwen, 1996). 

Les  ADAMs  constitueixen  una  subfamília  d’unes  quaranta  proteïnes,  descrites  a 

diferents organismes (revisat a (Blobel, 2005)). La seva estructura és molt similar a la de les 

MMPs, però el fet de contenir el pèptid corresponent al motiu d’unió a integrines (Arg‐Gly‐

Asp, RGD) els proporciona, a més, la propietat de desintegrines. 

Les serina‐proteases estan constituïdes principalment per dues famílies de proteases: 

la  família  de  les  serina‐proteases  ancorades  a  la membrana  (TSPs,  transmembrane  Serine 

Protease), i el sistema d’activació del plasminogen (PA). Totes les serina‐proteases contenen 

la seqüència d’aminoàcids Ser‐His‐Asp, essencial per a la seva activitat proteolítica.  

Fins el moment es coneixen més de vint membres de la família de les TSPs (revisat a 

(Hooper et al., 2001; Netzel‐Arnett et al., 2003)). Els  components més estudiats d’aquesta 

família són  la matriptasa  i  l’hepsina, especialment relacionades amb  la progressió tumoral 

(revisat a (Qiu et al., 2007)). Un cop situades a la membrana, el seu domini catalític queda 
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situat a  la  regió extracel∙lular. Aquesta estructura  fa que  siguin  considerades  reguladores 

clau de processos de senyalització a la membrana plasmàtica (revisat a (Netzel‐Arnett et al., 

2003)).  

El sistema PA és la família de proteases més important durant el procés fibrinolític i 

el seu estudi és el principal objectiu d’aquesta tesi doctoral. 

 

1.2. EL SISTEMA D’ACTIVACIÓ DEL PLASMINOGEN. 

 

El  sistema  PA  (fig.  1)  és  un  grup  de  proteïnes  de  tipus  serina‐proteasa 

tradicionalment conegut per la seva especialització en la degradació de fibrina (fibrinòlisi). 

Donat  que  la  fibrina  és  el  component  majoritari  dels  coàguls  plasmàtics,  el  sistema 

fibrinolític juga un paper clau en el manteniment de la homeòstasi vascular. A més del seu 

paper fibrinolític, diversos treballs han demostrat la implicació d’aquest sistema en la major 

part  de  processos  biològics  que  requereixen  la  degradació  de  l’ECM,  com  poden  ser 

l’ovulació,  l’angiogènesi,  la  invasió  tumoral,  la  remodelació  tissular,  la  miogènesi, 

l’aterosclerosi, etc (revisat a (Castellino and Ploplis, 2005; Irigoyen et al., 1999)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  1:  Principals  membres  del  sistema  PA. El  plasminogen  (Plg)  es  manté  unit  a  la 
membrana a través del seu receptor, l’α‐enolasa. L’activació del plasminogen a plasmina (Pli) es 
duu a terme per acció d’un seus activadors, sigui l’activador del plasminogen de tipus tissular 
(tPA, no mostrat a  la figura) o  l’activador del plasminogen de tipus uroquinasa (uPA). Aquest 
últim pot estar unit al seu receptor (uPAR). Es mostren també els dos inhibidors principals del 
sistema: l’inhibidor de l’activador del plasminogen de tipus 1 (PAI‐1) i l’inhibidor de l’activitat 
de la plasmina, l’α2‐antiplasmina (α2‐AP). 

Membrana cel·lular

Plg

uPA

Pli PAI-1

uPARα-enolasa 
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1.2.1. El plasminogen i la plasmina. 

La plasmina és la forma resultant de l’activació del plasminogen. El plasminogen és 

una proteïna ubiqua de 92 kDa en humans, que es produeix principalment al fetge, tot i que 

també pot ser produït per altres teixits (Zhang et al., 2002). 

L’estructura del plasminogen està constituïda per una cadena polipeptídica simple 

dividida en  tres  regions ben diferenciades  (fig. 2). El  seu extrem amino‐terminal  conté el 

pèptid  de  preactivació.  La  regió  central  està  constituïda  per  cinc  mòduls  Kringle 

d’aproximadament 90 aminoàcids, responsables de la interacció del plasminogen amb altres 

proteïnes. Els dominis Kringle són estructures de triple‐llaç, unides per tres ponts disulfur. 

La  unió  del  plasminogen  als  residus  de  lisina  carboxi‐terminals  del    seu  receptor,  de  la 

fibrina i d’altres components de l’ECM es produeix a través dels lloc d’unió a lisina o Lysine 

Binding Sites (LBS), situats als Kringle 1  i Kringle 4 (Knudsen et al., 1986; Lucas et al., 1983; 

Tulinsky  et al.,  1988). El Kringle  5 mostra una  lleu  afinitat pels  anàlegs de  la  lisina, però 

aquesta  afinitat  és  massa  feble  per  mantenir  ancorat  el  plasminogen  a  la  membrana 

(Castellino et al., 1981; Thewes et al., 1990). Finalment, el seu domini carboxi‐terminal conté 

la seqüència His603, Asp646 i Ser741, que constitueix el lloc actiu del plasminogen (Patthy, 

1985). 

La forma nativa del plasminogen en plasma mostra un residu d’àcid glutàmic al seu 

extrem  amino‐terminal  i  es  coneix  amb  el  nom  de  Glu‐plasminogen.  Quan  el  Glu‐

plasminogen és processat per  la plasmina, s’allibera un pèptid de  l’extrem C‐terminal,  i  la 

lisina passa a  ser  el nou  extrem C‐terminal, donant  lloc a  la  forma  coneguda  com a Lys‐

plasminogen (Nieuwenhuizen and Traas, 1989). El Glu‐plasminogen existeix en circulació en 

una conformació tancada i poc accessible als seus activadors. El Lys‐plasminogen, en canvi, 

mostra més accessibles els seus LBS. D’aquesta manera, el Lys‐plasminogen pot ser activat 

més fàcilment a plasmina.  

Tant  tPA  com  uPA  activen  el  plasminogen mitjançant  un  trencament  proteolític 

entre els residus Arg561 i Val562. Les dues cadenes resultants d’aquest trencament (de 60 i 

33 kDa) es mantenen unides per un pont disulfur, donant lloc a la plasmina activa (fig. 2). 

Un  cop activada,  la plasmina és una potent proteasa de molt ampli espectre de  substrat, 

especialitzada en  la degradació de  la  fibrina  i d’altres components de  l’ECM,  ja  sigui per 

acció  directa,  o  bé  mitjançant  l’activació  d’altres  proteases.  La  plasmina  degrada 
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directament  els proteoglicans,  la  fibronectina,  la  laminina  i  la  vitronectina,  entre d’altres 

(revisat  a  (Van  Leeuwen,  1996)).  A  més,  la  plasmina  activa  les  prometal∙loproteases  a 

MMPs, com la MMP‐2 i la MMP‐9.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les  formes  latents  d’alguns  factors  de  creixement  són  també  activades  per  la 

plasmina,  com  és  el  cas del  factor de  creixement  fibroblàstic bàsic  (bFGF)  i del  factor de 

creixement transformant‐β (TGF‐β), entre d’altres (revisat a (Irigoyen et al., 1999)). 

 L’ús de la tècnica de la delecció gènica (knockout, KO) en ratolins sobre els diferents 

gens que codifiquen pels components del sistema PA ha permès determinar algunes de les 

seves funcions. Els ratolins deficients pel gen del plasminogen, Plg‐/‐, (Ploplis et al., 1995) 

completen  amb  èxit  el procés de desenvolupament  embrionari,  i  sobreviuen  fins  a  l’edat 

adulta. No obstant, presenten coàguls de fibrina espontanis al sistema vascular, al fetge, a 

l’estómac,  als pulmons,  al  recte  i  al pàncrees, degut  a  l’alteració  en  el procés  fibrinolític 

(revisat a (Cesarman‐Maus and Hajjar, 2005)). El seu creixement es veu retardat respecte del 

ratolins salvatges i presenten una fertilitat i supervivència reduïdes (Ploplis et al., 1995). A 

més,  processos  habituals  com  la  curació  de  ferides  (revisat  a  (Irigoyen  et  al.,  1999))  i  la 

regeneració muscular  (revisat a  (Suelves et al., 2002; Suelves et al., 2005))  també es veuen 

Figura 2: Estructura de la plasmina. En aquesta figura poden diferenciar‐se la cadena pesada de 
la  plasmina,  constituïda  pels  5 mòduls  Kringle,  i  la  cadena  lleugera  de  la  plasmina,  on  està 
localitzada la regió catalítica. 
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perjudicats per la deficiència d’aquest gen. Aquests resultats indiquen que el plasminogen 

no és essencial durant el desenvolupament embrionari, però, en canvi,  juga un paper molt 

important en el manteniment de l’homeòstasi intra‐ i extravascular.   

 

1.2.2. Els activadors del plasminogen. 

Existeixen  principalment  dos  tipus  d’activadors  del  plasminogen:  l’activador  del 

plasminogen  de  tipus  uroquinasa  (uPA)  i  l’activador  del  plasminogen  de  tipus  tissular 

(tPA).  Ambdós  activadors  compleixen  la  mateixa  funció  amb  una  distribució  tissular 

diferent;  uPA  es  troba  principalment  associat  a  processos  de  remodelació  tissular  i  és 

present a  la major part dels  teixits, mentre que  tPA  s’associa a processos  fibrinolítics  i es 

troba principalment al  torrent  sanguini  i al  sistema nerviós. uPA  i  tPA  són productes de 

gens  diferents,  i  tot  i  que  la  seva  seqüència  d’aminoàcids  difereix  en  més  d’un  60%, 

posseeixen una estructura molt similar  (Degen et al., 1987). Tant  tPA com uPA activen el 

plasminogen mitjançant un trencament proteolític entre els residus Arg561 i Val562.  

Estudis més recents han descrit que altres proteïnes, com la cal∙licreïna també poden 

activar el plasminogen a plasmina mitjançant el mateix trencament proteolític (Selvarajan et 

al., 2001). 

 

1.2.2.1.L’activador del plasminogen de tipus uroquinasa,  uPA. 

L’uPA, amb un pes molecular de 53 kDa en humans, és secretat extracel∙lularment 

com  a  proteïna  inactiva  d’una  única  cadena,  pro‐uPA  o  sc‐uPA  (Single  Chain‐uPA). 

L’activació es duu a  terme mitjançant un  trencament proteolític entre els  residus Lys158‐

Ile159 mediat per la plasmina, o per una altra proteasa, com la catepsina B o la cal∙licreïna 

(Alfano  et  al.,  2005),  donant  lloc  a  l’uPA  o  tc‐uPA  (Two  Chain‐uPA)  (Dano  et  al.,  1985; 

Gunzler et al., 1982). Les dues cadenes resultants de l’activació d’uPA es mantenen unides 

mitjançant un pont disulfur.  

L’estructura d’uPA està constituïda per tres dominis funcionals diferents (fig. 3). El 

domini amino‐terminal  (denominat  també Amino‐Terminal Fragment, ATF) comprèn el  lloc 

d’unió d’uPA al seu receptor, uPAR, i un mòdul Kringle; una regió d’homologia al factor de 

creixement epitelial (Epithelial Growth Factor, EGF); i, finalment, el domini serina‐proteasa, i, 
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per  tant,  la seva  regió amb activitat proteolítica, situat a  l’extrem carboxi‐terminal  (també 

conegut amb el nom de cadena  lleugera (Low Molecular Weight, LMW)) (fig. 3) (Appella et 

al., 1987; Patthy, 1985; Stopelli et al., 1985).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Els  ratolins  deficients  per  uPA,  uPA‐/‐,  són  viables  i  fèrtils. No  obstant,  diversos 

estudis  mostren  que  presenten  una  susceptibilitat  elevada  a  patir  accidents  vasculars, 

anormalitats en la remodelació tissular després d’un traumatisme, mostren una reducció en 

el reclutament de les cèl∙lules del sistema inflamatori i les plaquetes, i uns nivells baixos en 

la progressió de melanomes, entre d’altres afeccions (revisat a (Fay et al., 2007; Irigoyen et 

al., 1999)).     

 

1.2.2.2. L’activador del plasminogen de tipus tissular,  tPA.  

El  tPA,  de  massa  molecular  entorn  els  70  kDa  en  humà,  és  secretat  com  a 

glicoproteïna d’una única  cadena. La  seva  activació mitjançant un  trencament proteolític 

dóna lloc a una serina‐proteasa de dues cadenes unides per un pont disulfur. Està constituït 

per quatre dominis: el domini amino‐terminal (o cadena pesada), que conté una regió amb 

forma de dit amb una elevada afinitat per  la  fibrina; una regió d’homologia a EGF  (igual 

que en el cas d’uPA); dos mòduls Kringle i el domini carboxi‐terminal (o cadena lleugera), 

on  tPA  conté  la  regió  catalítica  corresponent  a  les  serina‐proteases  (Ny  et  al.,  1984). Al 

contrari del que succeeix en el cas d’uPA, tPA ja presenta una lleu activitat enzimàtica en el 

seu estat monocatenari  (Tachias and Madison, 1996). L’activació del plasminogen per tPA 

Figura 3: Estructura d’uPA. Es pot apreciar la cadena pesada que conté la regió d’homologia a 
EGF i un kringle; i la cadena lleugera, que conté el lloc actiu.

Kringle

Regió homòloga
a EGF

Lloc actiu

Kringle

Regió homòloga
a EGF

Lloc actiu
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és altament dependent de cofactors, com la fibrina, que provoquen un canvi conformacional 

en el plasminogen facilitant el tall proteolític (Kolev and Machovich, 2003). 

tPA  s’expressa  principalment  al  teixit  nerviós  i  al  sistema  circulatori.  Diversos 

treballs, però, han posat de manifest la participació de tPA en processos tumorals, com per 

exemple, en la progressió del càncer de pàncrees (Hurtado et al., 2007; Ortiz‐Zapater et al., 

2007; Paciucci et al., 1998). Els ratolins deficients per  tPA,  tPA‐/‐,  tot  i ser viables  i  fèrtils, 

presenten problemes al sistema nerviós, com per exemple, un important retard en el procés 

de formació i regeneració dels nervis perifèrics després d’una lesió, degut a un bloqueig de 

la migració dels macròfags (Ling et al., 2006) i a la impossibilitat de degradar els coàguls de 

fibrina concentrats a  la zona malmesa  (Akassoglou et al., 2000). Aquests ratolins mostren, 

també,  deficiències  en  el  procés  de  degradació  de  coàguls  de  fibrina,  comparat  amb  els 

ratolins salvatges, així com un elevat nombre de problemes vasculars (Schafer et al., 2002).  

Els  ratolins  dobles  mutants  amb  els  gens  d’uPA  i  tPA  deleccionats,  tPA:uPA, 

presenten anormalitats similars a les dels ratolins Plg‐/‐, més acusades que els ratolins uPA‐

/‐  i  els  tPA‐/‐. Mostren  alteracions  importants  en  la  remodelació  tissular;  una  fertilitat 

reduïda, caquèxia i mort prematura (revisat a (Irigoyen et al., 1999)). Aquest fet fa suposar 

que existeix un efecte compensatori de les dues proteïnes en molts teixits.  

 

1.2.3. Inhibidors del sistema d’activació del plasminogen. 

El sistema PA està regulat per inhibidors específics que actuen a dos nivells: a nivell 

dels  activadors  del  plasminogen,  coneguts  amb  el  nom  de  PAIs  (Plasminogen  Activator 

Inhibitor),  que  bloquegen  l’acció  d’uPA  i  tPA;  i  a  nivell  de  la  plasmina,  dels  quals  cal 

destacar l’α2‐antiplasmina i l’α2‐macroglobulina, entre d’altres. Fins el moment es coneixen 

tres  PAIs  diferents  (PAI‐1,  PAI‐2  i  PAI‐3),  d’entre  els  quals  es  considera  PAI‐1  com  el 

inhibidor fisiològic del procés fibrinolític. 

Tant  l’α2‐antiplasmina  com  els PAIs  formen part d’una  superfamília de proteïnes 

anomenades  serpines  (Serin  Protease  Inhibitor).  Les  serpines  són  proteïnes  homòlogues 

involucrades en un elevat nombre de processos biològics, com  la coagulació de  la sang,  la 

fibrinòlisi, la mort cel∙lular programada, el desenvolupament i la inflamació, entre d’altres i 

constitueixen un 2% de les proteïnes plasmàtiques totals en humans (revisat a (van Gent et 
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al., 2003). Fins el moment, s’han identificat 500 serpines, incloent‐hi animals, virus i plantes, 

que han estat agrupades en 16 classes diferents. 

 

1.2.3.1.L’inhibidor de tipus‐1 dels activadors del plasminogen, PAI‐1. 

Diversos treballs han tractat d’identificar  les molècules responsables de la inhibició 

dels  activadors  del  plasminogen.  Fins  el moment,  són  cinc  les molècules  trobades  amb 

l’habilitat  d’inhibir  l’activació  del  plasminogen  in  vitro:  PAI‐1,  PAI‐2,  PAI‐3,  la  proteïna 

nexina‐1 i la neuroserpina han estat estudiades per tal de demostrar el seu paper inhibitori 

tant in vitro com in vivo (revisat a (Dellas and Loskutoff, 2005). Aquests estudis demostraren 

que PAI‐1, conegut  també com  l’inhibidor d’actuació ràpida o  l’inhibidor endotelial, és el 

principal inhibidor d’uPA i tPA in vivo. Tot i que PAI‐2 també inhibeix l’activitat d’uPA i de 

tPA  bicatenari,  el  seu  efecte  sobre  tPA  monocatenari  és  molt  feble  i  és  considerat 

principalment  un  inhibidor  de  proteases  intracel∙lulars.  PAI‐3  actua  sobre  la  proteïna C 

activada i la proteïna nexina‐1 bloqueja l’acció de la trombina. Finalment, s’ha descrit que la 

neuroserpina  regula  l’acció  de  tPA  al  cervell  (Yepes  and  Lawrence,  2004).  Aquestes 

observacions  suggereixen  que  només  PAI‐1  i  la  neuroserpina  regulen  l’activació  del 

plasminogen in vivo (revisat a (Dellas and Loskutoff, 2005). 

PAI‐1 és una glicoproteïna d’una única cadena, amb un pes molecular aparent de 50 

kDa.  És  produït  principalment  pels  hepatòcits,  les  plaquetes  i  les  cèl∙lules  de  l’endoteli 

vascular,  tot  i que  també pot detectar‐se al cor, al pulmó, a  l’aorta, al  teixit muscular  i al 

teixit adipós (Sawdey and Loskutoff, 1991). El seu extrem carboxi‐terminal conté el centre 

actiu de l’inhibidor (Arg346/Met347) per on s’uneix a la seva molècula diana. PAI‐1 s’uneix 

de manera irreversible als activadors del plasminogen, per això és considerat un “inhibidor 

suïcida” (revisat a (Dellas and Loskutoff, 2005).  

L’elevada flexibilitat de PAI‐1 el fa una proteïna única entre les serpines. És secretat 

en la seva conformació activa, la qual s’uneix covalentment tant a uPA com a tPA, formant 

un complex amb estequiometria 1:1. La  forma activa de PAI‐1 és altament  inestable, amb 

una  vida mitjana  d’unes  dues  hores  en  condicions  fisiològiques  (370C    i  pH  7.4),  i  es 

transforma espontàniament en  la seva  forma  latent, que només pot ser  reactivada  in vitro 

(revisat a (Gils and Declerck, 2004).  
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La major  part  del  PAI‐1  en  circulació  es  troba  unit  a  una  proteïna  de  l’ECM,  la 

vitronectina (VN),  la qual  li confereix estabilitat allargant  la seva vida mitjana entre 2  i 10 

vegades, i reté la seva activitat inhibitòria (Declerck et al., 1988; Wiman et al., 1988). Estudis 

més recents semblen indicar que la unió VN/PAI‐1 té, a més, una importància fisiològica, ja 

que  sʹhan  trobat  efectes  de  PAI‐1  independents  de  la  seva  funció  dʹinhibidor  fibrinolític 

(revisat a (Aso, 2007; Hertig and Rondeau, 2004; Lijnen, 2005)).  

Un augment dels nivells de PAI‐1 en circulació s’associa a diverses patologies com 

càncer, obesitat, diabetis, entre d’altres, i es considera un factor de mal pronòstic (revisat a 

(Alessi  et  al.,  2007;  Juhan‐Vague  and Alessi,  1997),  encara  que  el  seu  paper  en  aquestes 

patologies és, fins al moment, incert (revisat en (Hertig and Rondeau, 2004; Irigoyen et al., 

1999). S’han publicat un elevat nombre de  treballs que presenten papers contradictoris de 

PAI‐1  en determinats processos biològics,  el que  es  coneix  com  la  paradoxa  de PAI‐1. Per 

exemple,  s’ha  descrit  que  PAI‐1  presenta  un  caràcter  pro‐angiogènic  a  concentracions 

fisiològiques,  la qual cosa podria afavorir el desenvolupament tumoral (Devy et al., 2002); 

en  canvi,  concentracions  més  elevades  de  PAI‐1  eviten  la  vascuralització  i  la  invasió 

tumorals (Bajou et al., 2001; Stefansson et al., 2001). Altres treballs mostren també com PAI‐

1  promou  la  migració  de  diferents  tipus  cel∙lulars,  com  ara  les  cèl∙lules  HT‐1080  de 

fibrosarcoma  humanes, mitjançant  la  inhibició  de  l’adhesió  d’aquestes  cèl∙lules  a  l’ECM 

(Takahashi  et  al.,  2005);  mentre  que  d’altres  autors  han  descrit  que  PAI‐1  bloqueja  la 

migració  de  fibroblasts  NIH3T3  i  de  cèl∙lules  epitelials  humanes  de  cordó  umbilical 

(HUVEC) en presència de VN (Lopez‐Alemany et al., 2003b). S’ha demostrat també que es 

requereix  la presència de PAI‐1 associat a  tPA per a  la migració dels macròfags,  ja que  la 

inactivació genètica de PAI‐1 bloqueja aquest procés (Cao et al., 2006). Aquesta dualitat en 

el paper de PAI‐1 s’associa al seu doble caràcter: d’una banda, com a regulador de l’activitat 

proteolítica de  la plasmina,  i, de  l’altra, mitjançant  la seva  interacció amb  les proteïnes de 

l’ECM, en particular, amb la VN (revisat a (Fay et al., 2007; Lijnen, 2005).  

Els  ratolins  homozigots  deficients  per  PAI‐1,  PAI‐1‐/‐,  són  viables  i  fèrtils,  i  no 

presenten  anormalitats  en  cap  dels  seus  òrgans,  demostrant  que  PAI‐1  no  és  necessari 

durant  el  desenvolupament  embrionari  (revisat  a  (Lijnen,  2005)).  Aquests  ratolins 

desenvolupen coàguls amb una menor freqüència que un ratolí salvatge després d’una lesió 

vascular, que són llisats més ràpidament que en el cas dels ratolins salvatges (revisat a (Fay 
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et al., 2007). En ratolins obesos, la deficiència de PAI‐1, redueix la formació de teixit adipós 

(Schafer et al., 2001). En d’altres patologies com el càncer, apareixen treballs que mostren un 

menor creixement dels melanomes injectats en els ratolins PAI‐1‐/‐, mentre que els animals 

que sobreexpressen PAI‐1, en canvi, presenten un increment de la mida d’aquests tumors, 

comparant‐los amb els animals salvatges (McMahon et al., 2001); en canvi, d’altres estudis 

sobre el  càncer de mama, assenyalen que no hi ha diferències notables en  la densitat del 

tumor primari i el grau de vascularització en ratolins PAI‐/‐ i en ratolins salvatges (Almholt 

et al., 2003). 

 

Paper de PAI‐1 per la seva unió a Vitronectina. 

La VN és una glicoproteïna de l’ECM que, a més d’unir‐se a PAI‐1 i estabilitzar‐lo, 

presenta  afinitat  per  altres  components  de  l’ECM,  com  els  glicosaminoglicans,  diferents 

tipus de  col∙lagen,  la  trombina  i uPAR. El  seu domini amino‐terminal  conté  la  seqüència 

peptídica  d’unió  típica  a  integrines, RGD  (Arg‐Gly‐Asp),  per  on  s’uneix  al  seu  receptor 

específic, la integrina αvβ3. Pot establir també unions amb altres integrines de tipus αv amb 

una menor  afinitat  (revisat  a  (Schvartz  et  al.,  1999)). Cal  afegir, però, que  aquest domini 

conté també la regió d’unió de la VN a uPAR i a PAI‐1, la qual cosa fa que PAI‐1 competeixi 

tant  amb  la  integrina  αvβ3  com  amb  uPAR  per  la  unió  a  VN  (revisat  a  (Dellas  and 

Loskutoff, 2005; Lijnen, 2005; Schvartz et al., 1999) (fig. 4). Això fa que, a més del seu paper 

com a inhibidor del sistema d’activació del plasminogen, PAI‐1 també participi activament 

en  processos  d’adhesió  i  migració  cel∙lular  per  la  seva  interacció  amb  el  sistema 

VN/integrines (revisat a (Dellas and Loskutoff, 2005; Lijnen, 2005)).  

Diversos  autors  han  demostrat  que  un  elevat  nombre  d’integrines  es  troben 

associades a receptors d’hormones o factors de creixement, potenciant la resposta produïda 

per la unió d’aquestes molècules als seus receptors (Baron et al., 2005; ffrench‐Constant and 

Colognato,  2004).  Alguns  dels  treballs  descriuen  que  existeix  una  col∙laboració  entre  la 

integrina  αvβ3  i  el  receptor  del  factor  de  creixement  derivat  de  les  plaquetes  o  PDGF 

(Platered‐derived  Growth  Factor)  que  potencia  la migració  de  fibroblasts murins  NIH3T3 

(Woodard et al., 1998)  i de cèl∙lules del múscul  llis, en presència de  insulina  (Jones et al., 

1996). D’altres autors també demostren l’associació entre la integrina αvβ3 i el receptor de la 

insulina, en fibroblasts murins NIH3T3 i en cèl∙lules humanes de cordó umbilical, HUVEC. 



Introducció 
 

 20 

En aquest cas, la presència de PAI‐1 interfereix negativament en aquesta resposta, inhibint 

la interacció entre VN i la integrina αvβ3 (Lopez‐Alemany et al., 2003b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.3.2. Lʹα2‐antiplasmina. 

L’α2‐antiplasmina  és  el  principal  inhibidor  fisiològic  de  la  plasmina.  S’uneix  a  la 

plasmina quan es troba en circulació o en solució, a través dels seus LBS situat als Kringles, 

formant un complex inactiu. En canvi, quan la plasmina està unida a la superfície cel∙lular, 

la  unió  plasmina/α2‐antiplasmina  es  veu  impedida  estèricament    i  el  seu  mecanisme 

d’inhibició queda notablement retardat (revisat a (Myohanen and Vaheri, 2004).  

La deficiència  total de  l’α2‐antiplasmina mostra una disminució en  la  formació de 

coàguls  després  d’una  lesió  vascular  i  una  acceleració  en  la  llisi  d’aquests,  en  relació  al 

mateix procés en animals salvatges. Aquests resultats suggereixen que el paper principal de 

l’α2‐antiplasmina  in vivo és  la  regulació de  l’activitat de  la plasmina en  circulació  i de  la 

fibrinòlisi intravascular (revisat a (Fay et al., 2007). 

 

1.2.4. Els receptors dels activadors del plasminogen. 

En els darrers anys, s’han identificat receptors cel∙lulars per a diversos components 

del  sistema  PA,  que  concentren  l’activitat  proteolítica  a  la  superfície  cel∙lular,  facilitant 

l’activació del plasminogen i focalitzant l’activitat proteolítica a l’espai pericel∙lular.  
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Figura 4: Estructura de la VN. Localització de les regions d’unió de la VN amb alguns dels seus 
lligands.   
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1.2.4.1. El receptor d’uPA, uPAR. 

uPAR (també anomenat CD87) va ser descrit per primera vegada l’any 1988 (Nielsen 

et al., 1988). Es tracta d’una proteïna amb un pes aparent de 55 kDa, altament glicosilada, 

que  es  troba  ancorada  a  la membrana  cel∙lular  a  través del  seu  extrem  carboxi‐terminal, 

mitjançant una unió de tipus glicosil‐fosfatidil‐inositol (GPI) (Ploug et al., 1991). Mostra una 

elevada  afinitat  tant  per  uPA,  com  per  pro‐uPA  i  l’ATF  (Ploug  and  Ellis,  1994).  Està 

constituït per tres dominis altament homòlegs, coneguts com a dominis 1, 2 i 3 (D1, D2 i D3) 

(Behrendt  et  al.,  1991; Ploug  et  al.,  1993). uPAR  interacciona  amb  el  seu  lligand, uPA,  a 

través  del  domini D1  (situat  a  l’extrem  amino‐terminal),  tot  i  que  els  dominis D2  i D3 

confereixen a una major estabilitat a aquesta unió  (revisat a  (Binder et al., 2007; Blasi and 

Carmeliet,  2002)).  La  unió  uPA/uPAR  només  es  produeix  entre  proteïnes  d’una mateixa 

espècie degut a la seva elevada especificitat (Estreicher et al., 1989). 

El  receptor  d’uPA  ancorat  a  la membrana  pot  ser  proteolitzat,  donant  lloc  a  un 

receptor truncat  format pels dominis D2 i D3. La llisi d’uPAR per l’extrem GPI genera una 

forma  soluble  d’uPAR,  coneguda  amb  el  nom  de  suPAR  (Hoyer‐Hansen  et  al.,  1992). 

suPAR pot ser alhora proteolitzat, donant lloc als fragments D1 i D2D3, aquest últim amb 

importants propietats quimioatraients (revisat a (Montuori et al., 2002). 

S’ha descrit que uPAR també interacciona amb proteïnes de l’ECM, com és el cas de 

la  VN.  La  presència  d’uPA  afavoreix  la  interacció  uPAR/VN.  Alhora,  uPAR  pot 

interaccionar  amb  la  integrina  αvβ3  donant  lloc  al  complex  uPA/uPAR/VN/αvβ3,  que 

afavoreix  l’adhesió cel∙lular  (revisat a  (Dellas and Loskutoff, 2005; Myohanen and Vaheri, 

2004)).  

No obstant, diversos treballs semblen indicar que uPAR presenta una major afinitat 

cap a les integrines que actuen com a receptors de la fibronectina, com la integrina α3β1 i la 

α5β1. Aquests tipus d’interaccions poden produir‐se entre uPAR i integrines de la mateixa 

cèl∙lula  (interacció en cis), així com entre  receptors de cèl∙lules veïnes  (interacció en  trans) 

(revisat a (Binder et al., 2007; Blasi and Carmeliet, 2002)). 

PAI‐1,  l’inhibidor principal d’uPA,  també pot associar‐se amb  la unió uPA/uPAR, 

generant el complex PAI‐1/uPA/uPAR. La presència de PAI‐1 resulta en  la  internalització 

del  complex,  i  com  a  conseqüència,  la  degradació  dels  lligands  i  el  reciclatge  d’uPAR. 

Aquest procés  requereix  la presència del  receptor  relacionat amb  la  lipoproteïna de baixa 
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densitat (low‐density lipoprotein (LDL)‐receptor‐related protein (LRP)) (fig. 5) (revisat a (Binder 

et al., 2007; Blasi and Carmeliet, 2002)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Degut  a  la  seva  funció  focalitzant  la  proteòlisi  a  la  superfície  cel∙lular  i  facilitant 

l’activació del plasminogen a plasmina, s’ha demostrat que uPAR juga un paper important 

en  processos de  progressió  tumoral,  l’angiogènesi,  la  remodelació  tissular,  el  creixement 

cel∙lular i en processos apoptòtics (revisat a (Blasi and Carmeliet, 2002)).  

Els  ratolins deficients per uPAR, uPAR‐/‐, presenten un  fenotip  totalment normal, 

sense observar‐se cap tipus d’anomalia destacable (revisat a (Irigoyen et al., 1999)). 

 

1.2.4.2. Els receptors de tPA. 

La presència de receptors específics per tPA ha estat descrita en hepatòcits (Bakhit et 

al., 1987)  , el cervell (Verrall and Seeds, 1989),  l’endoteli (Fukao et al., 1997)  ,  i en cèl∙lules 

Figura 5: Representació esquemàtica del paper d’uPAR com a receptor de proteases. La forma 
inactiva  d’uPA  (pro‐uPA)  s’uneix  a  uPAR  on  esdevé  actiu.  Un  cop  actiu,  uPA  activa  el 
plasminogen a plasmina,  la qual pot degradar els components de  l’ECM mitjançant  l’activació  
de les MMPs, o bé pot activar factors de creixement com el factor de creixement transformant‐β 
(TGFβ). Adaptat de  (Blasi and Carmeliet, 2002). 
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embrionàries (Carroll et al., 1993). Al fetge, el complex α2‐macroglobulina:LRP sembla ser 

el responsable de la unió de tPA a la superfície cel∙lular (Kuiper et al., 1995).   

Altres proteïnes que poden unir tPA són la manosa‐6‐fosfat/IGFR II (Insulin Growth 

Factor Receptor II),  l’annexina II  i  l’amfoterina (Diaz et al., 2004; Hajjar et al., 1994; Otter et 

al., 1991; Parkkinen and Rauvala, 1991). 

 
1.2.5. Els receptors del plasminogen. 

Quant  al plasminogen,  les primeres  evidències de  la unió d’aquest  a  la  superfície 

cel∙lular van aparèixer en els treballs de Morse i de Thorsen (Morse et al., 1965; Thorsen et 

al., 1972), tot i que l’especificitat d’aquesta unió no va ser descrita fins anys després (Miles 

and Plow,  1985; Miles  and Plow,  1986). La  interacció  específica del plasminogen  amb  la 

membrana cel∙lular  li confereix estabilitat, promou  la seva activació a plasmina, concentra 

l’activitat proteolítica a  l’espai pericel∙lular  i facilita  la remodelació de  l’ECM  i  la migració 

cel∙lular  (revisat a  (Herren et al., 2003; Miles et al., 2005)). A més,  la unió de  la plasmina 

activa  a  la  superfície  cel∙lular  la  protegeix  de  l’acció  dels  seus  inhibidors,  com  l’α2‐

antiplasmina  i  l’α2‐macroglobulina  (Hall  et  al.,  1991;  Plow  et  al.,  1986).  S’ha  descrit 

l’associació de la plasmina a la superfície cel∙lular de diversos tipus de cèl∙lules: sanguínies, 

inflamatòries i tumorals, entre d’altres (Miles and Plow, 1985; Miles and Plow, 1986; Miles 

and Plow, 1987). 

Al  llarg  dels  anys,  s’han  proposat  diverses  proteïnes  que  poden  actuar  com  a 

receptors del plasminogen, però només s’ha aprofundit en l’estudi d’aquesta funció en una 

petita part d’aquestes proteïnes.  

Experiments realitzats amb anàlegs de la lisina, com l’acid ε‐aminocaproic (EACA) i 

l’àcid  tranexàmic  desvetllaren  que  la  gran  majoria  de  les  proteïnes  fixadores  de 

plasminogen  a  la membrana  cel∙lular  contenen  residus  de  lisina  al  seu  extrem  carboxi‐

terminal (veure Taula 1, tipus 1), a través de les quals s’uneixen als Kringle del plasminogen. 

És  el  cas, per  exemple, de  l’α‐enolasa,  la primera proteïna que va  ser  identificada  com a 

receptor del plasminogen  en monòcits  (Miles  et  al.,  1991)  i que pocs  anys després  es va 

descriure  que  també  s’expressava  en  cèl∙lules  tumorals  (Lopez‐Alemany  et  al.,  1994),  en 

neurones (Nakajima et al., 1994), en  limfòcits   (Lopez‐Alemany et al., 2003a), en mioblasts 
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(Lopez‐Alemany  et  al.,  2003c)  i  en  estreptococs  patogènics  (Pancholi  and  Fischetti,  1998; 

Vanegas et al., 2007), entre d’altres tipus cel∙lulars.  

D’altra  banda,  existeix  un  altre  grup  de  receptors  del  plasminogen  que  exposen 

residus  de  lisina  carboxi‐terminals  com  a  resultat  de  modificacions  post‐traduccionals 

(veure Taula 1,  tipus 2). És el cas, per exemple, de  l’actina  i de  l’annexina  II, expressades 

principalment en cèl∙lules endotelials, entre d’altres (Hajjar et al., 1994). 

D’altres  proteïnes  uneixen  plasminogen  a  la  membrana  i  promouen  la  seva 

activació, sense exposar lisines carboxi‐terminals (veure Taula 1, tipus 3), com és el cas de la 

dipeptidil  peptidasa  IV  (DPP  IV/CD  26),  que  participa  en  processos  d’homeòstasi  de  la 

glucosa, adhesió cel∙lular i el creixement tumoral (Gonzalez‐Gronow et al., 2001; Gonzalez‐

Gronow  et  al.,  2008),  entre  d’altres.  Totes  aquestes molècules  que  poden  actuar  com  a 

receptors del plasminogen estan classificades a la taula 1, segons la seva estructura. 

 Recentment,  però,  s’ha  descrit  que  la  histona  H2B  es  transloca  a  la membrana 

cel∙lular on actua com a receptor del plasminogen, en neutròfils, monòcits U937 i macròfags 

(Das  et  al.,  2007;  Herren  et  al.,  2006).  Es  tracta  d’una  proteïna  de  17  KDa  que  uneix 

plasminogen a través de residus de lisina situats a l’extrem carboxi‐terminal.  

A continuació es descriuran amb més detall algunes de les proteïnes responsables de 

la unió del plasminogen a la superfície cel∙lular.  

 

1.2.5.1. L’α‐enolasa. 

L’enolasa  és un  enzim glucolític present  en  la major part dels organismes. El  seu 

elevat  grau  de  conservació  al  llarg  de  l’evolució  ha  permès  estudiar  i  caracteritzar 

detalladament la seva estructura i funció, i en particular, l’evolució de la glucòlisi. L’enolasa 

fou descoberta pels doctors Lohman i Mayerhof el 1934, mentre estudiaven la conversió del 

2‐fosfoglicerat en piruvat en extractes musculars, però no  fou caracteritzada com a enzim 

glucolític fins el 1971 (Wold, 1971). La seva funció principal és la catàlisi de la conversió del 

2‐fosfoglicerat en fosfoenolpurivat (Wold, 1971). 

En  els  mamífers,  existeixen  tres  isoformes  d’enolasa,  codificades  per  tres  llocs 

genètics  independents (Fletcher et al., 1976; Marangos et al., 1978):  l’α‐enolasa, expressada 

durant  estadis  primerencs  del  desenvolupament  embrionari  i  d’expressió  ubiqua  en 

organismes  adults;  la  β‐enolasa,  expressada  en múscul  cardíac  i  esquelètic  adults;  i  la  γ‐
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enolasa,  expressada  en neurones  i  teixits neuroendocrins  (revisat  a  (Pancholi,  2001)). Les 

tres  isoformes  estan  constituïdes  per  dues  subunitats,  les  quals  poden  associar‐se  per 

formar homo‐ o heterodímers (revisat a (Pancholi, 2001)).  

En  particular,  l’α‐enolasa  està  constituïda  per  dues  subunitats  idèntiques  de  433 

aminoàcids, d’uns 47 kDa cadascuna. Es  troben col∙locades de  forma antiparal∙lela, de  tal 

manera que l’extrem amino‐terminal de la primera subunitat queda enfrontat amb l’extrem 

carboxi‐terminal de  la  segona  (fig.6). La presència del  catió Mg2+  estabilitza  el dímer  i  li 

serveix com a cofactor durant la seva funció glucolítica. Tot i les diferències trobades entre 

espècies,  l’estructura de  l’α‐enolasa es troba altament conservada. Així, per exemple,  la α‐

enolasa del Saccharomyces cerevisiae presenta un 62% d’homologia amb la α‐enolasa humana 

(revisat a (Pancholi, 2001)).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A més de  la  seva  funció  clàssica d’enzim glucolític,  l’α‐enolasa presenta diferents 

localitzacions  subcel∙lulars que han permès  identificar  altres  funcions d’aquesta proteïna. 

Tècniques  com  la  citometria  de  flux  i  l’ús  de  plasminogen  marcat  amb  iode‐125  van 

permetre localitzar l’α‐enolasa a la membrana d’un elevat nombre de cèl∙lules, on actua com 

a receptor del plasminogen (Miles et al., 1991). Aproximadament una fracció del 6% de l’α‐

enolasa total es troba a la superfície de diversos tipus cel∙lulars (Arza et al., 1997; Merkulova 

et al., 2000; Miles et al., 1991). La unió del plasminogen a l’α‐enolasa es produeix a través de 

les seves  lisines carboxi‐terminals,  tal  i com va demostrar  l’ús d’anàlegs de  la  lisina, com 

Figura 6: Estructura de l’α‐enolasa.
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l’EACA,  i de pèptids amb  lisines a  l’extrem carboxi‐terminal  (Miles et al., 1991). Per  tant, 

l’α‐enolasa pertany al Tipus 1 dels receptors del plasminogen (taula 1), és a dir, als receptors 

del  plasminogen  que mostren  lisines  carboxi‐terminals  a  la  superfície  cel∙lular. Cèl∙lules 

eucariotes, com els monòcits (Miles et al., 1991; Redlitz et al., 1995), les neurones (Nakajima 

et al., 1994),  les cèl∙lules tumorals de càncer de mama MCF7 (Lopez‐Alemany et al., 1994), 

els limfòcits (Lopez‐Alemany et al., 2003a) i els mioblasts (Lopez‐Alemany et al., 2003c), així 

com diferents tipus d’estreptococs (Pancholi and Fischetti, 1998) i paràsits com la Leishmania 

Mexicana (Vanegas et al., 2007), entre d’altres, expressen l’α‐enolasa a la seva superfície, on 

actua  com  a  receptor del plasminogen. Els primers  treballs  que  van  aparèixer  en  relació 

aquesta nova  funció de  l’α‐enolasa van  ser  realitzats  en  cèl∙lules  sanguínies  (Miles  et al., 

1991; Redlitz  et  al.,  1995),  tot  i que posteriorment diversos grups van descriure  funcions 

similars de  l’α‐enolasa en els altres tipus cel∙lulars esmentats (Lopez‐Alemany et al., 1994; 

Nakajima et al., 1994).  

La unió del plasminogen a l’α‐enolasa facilita la seva activació a plasmina, concentra 

l’activitat proteolítica de  la plasmina a  la  superfície  cel∙lular  i  la protegeix de  l’acció dels 

seus inhibidors, com l’α2‐antiplasmina o l’α2‐macroglobulina, entre d’altres.  

La  α‐enolasa  desenvolupa  també  altres  funcions  diferents  a  les  comentades 

anteriorment.  Per  exemple,  l’α‐enolasa  forma  part  de  la  lent  del  cristal∙lí  de  diversos 

vertebrats (Mathur et al., 1992); s’uneix als fragments de F‐actina  i a  la tubulina (Walsh et 

al., 1989) i s’ha detectat al centrosoma de les cèl∙lules HeLa (Johnstone et al., 1992; Rattner et 

al.,  1991).  La  proteïna  MBP‐1,  regulador  transcripcional  de  l’oncogèn  c‐myc,  ha  estat 

identificada  com  el  fragment  carboxi‐terminal  de  l’α‐enolasa  en  cèl∙lules  HeLa 

(Subramanian and Miller, 2000). Es tracta d’un producte de traducció alternatiu del gen de 

l’α‐enolasa (Subramanian and Miller, 2000). Un estudi proteòmic realitzat recentment amb 

la  finalitat  d’identificar  les  15  proteïnes  més  diferencialment  expressades  en  un  ampli 

nombre de dolències, va  identificar  l’α‐enolasa com  la proteïna número 1 en  ratolins,  i  la 

número 2 en humans que presenta un patró d’expressió més alterat en diverses patologies 

relacionades amb el càncer i l’estrès, entre d’altres (Petrak et al., 2008). Aquest treball, basat 

en  els  resultats  d’anàlisis  proteòmiques  de  169  articles,  suggereix  que  l’expressió  de  les 

proteïnes  membres  d’aquest  llistat  podria  utilitzar‐se  com  marcador  de  situacions 

patològiques (Petrak et al., 2008). 
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Cal  dir,  però,  que  l’α‐enolasa  forma  part  d’una  llista  de  proteïnes  classificades 

recentment  com  a  moonlighting  proteins.  Es  tracta  d’un  llistat  creixent  de  proteïnes, 

reconegudes com a producte d’un mateix gen, però que desenvolupen múltiples funcions a 

diferents localitzacions cel∙lulars (Jeffery, 1999). 

  

1.2.5.2. L’annexina II. 

L’annexina II, de 36 kDa, és una proteïna d’unió de fosfolípids de manera dependent 

de  calci. Tant  l’annexina  II  com  l’α‐enolasa han  estat  els  receptors del plasminogen més 

estudiats fins el moment. La seva funció com a proteïna concentradora de plasminogen va 

ser descrita el 1994 en cèl∙lules endotelials Hajjar, 1994 #4669],  tot  i que estudis posteriors 

van atribuir‐li una funció similar en monòcits i macròfags (Falcone et al., 2001). L’annexina 

II  també posseeix una  elevada  afinitat per  l’activador del  plasminogen de  tipus  tissular, 

tPA,  però  no  per  uPA  (Hajjar,  1991;  Hajjar  and  Hamel,  1990;  Paciucci  et  al.,  1998). 

Plasminogen i tPA s’uneixen a l’annexina a través de dominis diferents (Hajjar et al., 1994; 

Hajjar et al., 1998).   

L’extrem amino‐terminal de l’annexina II es troba associat a la proteïna p11, amb la 

qual forma l’anomenat heterotetràmer d’annexina II, constituït per dues unitats d’annexina 

i dues unitats de p11. Tot  i que  l’annexina  II no posseeix  residus de  lisina al  seu extrem 

carboxi‐terminal,  es  transloca  a  la  superfície  cel∙lular  a  través  d’un  mecanisme  que 

requereix la fosforilació de la tirosina 23 i de la proteïna p11 (Deora et al., 2004). Els residus 

de  lisina  carboxi‐terminals  queden  exposats  a  la  superfície  cel∙lular  després  d’un 

processament proteolític post‐traduccional (Hajjar et al., 1994).  

Contràriament a  l’annexina II,  la proteïna p11 conté residus de  lisina al seu extrem 

carboxi‐terminal.  Això  fa  que  existeixi  controvèrsia  sobre  quina  de  les  subunitats  de 

l’heterotetràmer és la responsable de la unió i l’activació del plasminogen. Hi ha grups que 

proposen la subunitat p11 de l’heterotetràmer com a receptor directe del plasminogen a la 

superfície  cel∙lular  (revisat  a  (Kwon  et  al.,  2005);  en  canvi,  d’altres  argumenten  que 

l’annexina II és la única responsable d’aquesta unió (revisat a (Kim and Hajjar, 2002), tot i 

que  la  subunitat  p11  podria  participar  en  l’activació  del  plasminogen  a  plasmina  d’una 

manera dependent de tPA (revisat a (Cesarman‐Maus and Hajjar, 2005).  
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Tipus  Receptor del 
plasminogen 

Funció prèvia 
coneguda 

Tipus cel∙lular on 
s’ha detectat 

Referències 

α‐enolasa  Enzim glucolític 

Cèl∙lules U937 

Cèl∙lules MCF7 

Neurones 

Limfòcits 

Mioblasts 

Estreptococs 

(Miles et al., 1991) 

 (Lopez‐Alemany et al., 1994) 

(Nakajima et al., 1994) 

 (Lopez‐Alemany et al., 2003a) 

(Lopez‐Alemany et al., 2003c) 

(Pancholi and Fischetti, 1998) 

Citoqueratina 8 
Filament 

intermedi 
Hepatòcits HepG2  (Gonias et al., 2001)  

TIP49a 
ATPasa nuclear i 

activitat helicasa 
Leucòcits i monòcits  (Hawley et al., 2001)  

Gliceraldehid‐3‐
fosfat 

deshidrogenasa 
(GAPDH) 

Enzim 

citoplsmàtic 
Estreptococs 

(Winram and Lottenberg, 

1996)  

Histona H2B  Proteïna nuclear 
Monòcits, neutròfils i 

macròfags 
(Herren et al., 2006)  

1 

p11 
Proteïna de 

membrana 
Cèl∙lules endotelials  (Kassam et al., 1998)  

Annexina II 

Proteïna d’unió 

de fosfolípids i 

de Ca2+ 

Cèl∙lules endotelials 

Leucòcits 

(Hajjar et al., 1994) 

(Menell et al., 1999) 
2 

Actina  Microfilament 

Cèl∙lules endotelials 

Cèl∙lules tumorals de 

mama 

(Dudani and Ganz, 1996) 

 (Andronicos and Ranson, 

2001) 

Αmfoterina 

Proteïna 

associada al 

sistema nerviós 

Neurones  (Parkkinen et al., 1993) 

Dipeptidil 

peptidasa IV 

(DPP IV/CD 26) 

Glicoproteïna de 

la superfície 

cel∙lular 

Cèl∙lules de càncer de 

pròstata, I‐LN 

(Gonzalez‐Gronow et al., 

2001) 
3 

 

GP330 

Autoantigen 

associat a la 

nefritis de 

Heymann 

Cèl∙lules de l’epiteli 

glomerular 
(Kanalas and Makker, 1991) 

4  Factor tissular 
Factor de 

coagulació 

Cèl∙lules de càncer de 

pròstata, I‐LN 
(Fan et al., 1998) 

(1): Contenen lisines carboxi‐terminals. (2): Modificacions post‐traduccionals exposen les lisines 
carboxi‐terminals. (3): Se sintetitzen sense lisines carboxi‐terminals i es desconeix si existeix un 
mecanisme  d’exposició,  tot  i  que  fixen  i  promouen  l’activació  del  plasminogen.  (4): Uneixen 
plasminogen però no promouen la seva activació (revisat a  (Miles et al., 2005)). 

Taula 1: Classificació dels receptors del plasminogen segons la seva estructura.
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A  més  del  seu  paper  com  a  receptor  del  plasminogen,  l’annexina  II  afavoreix 

l’activació del plasminogen a plasmina concentrant tant el plasminogen com el tPA a la seva 

superfície. Cal afegir, però, que recentment han aparegut diversos treballs que atribueixen a 

l’annexina  II  un  paper  de  mediadora  en  l’activació  de  diferents  vies  de  senyalització 

intracel∙lular, mitjançant la interacció amb diferents molècules. Per exemple, la interacció de 

l’annexina  II  amb  l’interferó  γ  en  queratinòcits  activa  MEKK4,  una  de  les  quinases 

activadores d’Erk  (Extracellular  signal‐regulated  protein  kinase)  (Halfter  et  al.,  2005). D’altra 

banda,  la unió del plasminogen a  l’annexina  II pot activar  les vies del Factor Nuclear κB 

(NFκB), JAK/STAT (Janus Kinase/Signaling Transducer and Activator of Transcription protein) i 

p38 en monòcits (Laumonnier et al., 2006). A més, tPA s’uneix a la superfície de les cèl∙lules 

pancreàtiques  través  de  l’annexina  II  (Diaz  et  al.,  2004).  Aquesta  unió  promou  la 

proliferació de les cèl∙lules de càncer de pàncrees mitjançant l’activació de les vies de Erk i 

PI3K (Ortiz‐Zapater et al., 2007). 

Diversos  treballs suggereixen un paper  fisiològic de  l’annexina  II en  la homeòstasi 

de  la  fibrina,  ja  que  els  ratolins deficients per  l’annexina  II presenten un  elevat  grau de 

dipòsits  de  fibrina  en  el  sistema  vascular  i  importants  defectes  angiogènics  en  diversos 

teixits (Ling et al., 2004). 

 

1.2.5.3. La histona H2B. 

La  histona H2B  ha  estat  identificada  recentment  com  a  receptor del plasminogen 

expressat en monòcits, neutròfils i macròfags (Das et al., 2007; Herren et al., 2006). Es tracta 

d’una proteïna de  17 KDa que uneix plasminogen  a  través de  residus de  lisina  situats  a 

l’extrem carboxi‐terminal.  

L’estudi demostra la implicació d’aquesta nova proteïna en la unió del plasminogen 

a  la superfície de monòcits U937 estimulats amb PMA (phorbol 12‐myristate 13‐acetate), així 

com en neutròfils humans (Herren et al., 2006), i en macròfags tant humans com en murins 

(Das  et  al.,  2007). Mitjançant  la  utilització  d’anticossos  contra  les  seqüències  d’unió  dels 

receptors  del  plasminogen  majoritaris  (la  histona  H2B,  l’α‐enolasa,  l’annexina  II  i  la 

proteïna p11) presents als  tipus cel∙lulars esmentats, es demostra que  la histona H2B és el 

receptor del plasminogen majoritari i funcionalment més actiu en els macròfags (Das et al., 

2007).   
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Estudis  realitzats  in  vivo  amb  ratolins  tractats  amb  anticossos  anti‐H2B  i  anti‐α‐

enolasa, mostren  una  important  disminució  en  el  reclutament  de macròfags mitjançant 

rentat  peritoneal  amb  tioglicolat  (TG).  Aquest  resultat,  totalment  paral∙lel  a  l’obtingut 

emprant ratolins Plg‐/‐, demostra la deficiència d’aquest tipus cel∙lular en la degradació dels 

components de l’ECM (Gong et al., 2008).     

 

1.2.6. Senyalització induïda pels components del sistema PA. 

En un principi es creia que la funció principal dels components del sistema PA era la 

degradació de diversos components de  l’ECM  i de dipòsits de fibrina acumulada a  l’espai 

extracel∙lular  en  el  curs  de  situacions  patològiques. No  obstant,  en  els  darrers  anys  han 

aparegut evidències que posen de manifest altres propietats dels components del sistema 

PA, com ara la transducció de senyalització intracel∙lular d’una manera independent de la 

seva funció proteolítica extracel∙lular fins ara descrita.  

 

1.2.6.1.Paper d’ uPAR en la senyalització intracel∙lular. 

Diversos  estudis han demostrat  el paper de  la unió uPA/uPAR  en  la  transducció 

d’una  resposta  intracel∙lular, d’una manera  independent de  l’activitat proteolítica d’uPA. 

Aquesta senyalització, responsable de la regulació de processos cel∙lulars com la migració, 

l’adhesió  i  la proliferació, requereix  la presència de proteïnes amb domini transmembrana 

associades a uPAR que li serveixin com a vehicle en la resposta intracel∙lular, ja que aquesta 

no pot ser transduïda a través de la unió GPI (revisat a (Binder et al., 2007; Ragno, 2006). La 

interacció  d’uPA,  a  través  dels  dominis  D2  i  D3,  amb  proteïnes  de  membrana  com 

integrines,  receptors  de  factors  de  creixement  com  el  receptor  d’EGF  (EGFR),  receptors 

acoblats  a  proteïna G  (G‐protein‐coupled  receptors, GPCR),  entre  d’altres,  han  estat  fins  el 

moment  els  mecanismes  més  estudiats  en  la  resposta  intracel∙lular  deguda  a  la  unió 

uPA/uPAR  (revisat  a  (Binder  et  al.,  2007;  Blasi  and  Carmeliet,  2002).  Per  exemple,  s’ha 

descrit  que  la  interacció  d’uPA/uPAR  amb  VN/αvβ3  indueix  la  reorganització  del 

citoesquelet de les cèl∙lules de múscul llis a través de la via de senyalització d’Erk (Degryse 

et  al.,  2001). Un  altre  treball mostra  com uPAR  augmenta  la proliferació dels  fibroblasts 
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embriònics  murins  a  través  de  la  seva  interacció  amb  EGFR  mitjançant  l’activació  de 

STAT5b (Jo et al., 2007). 

 

1.2.6.2.Paper del plasminogen/plasmina en la senyalització intracel∙lular. 

Diversos  estudis  han  demostrat  la  implicació  de  la  plasmina  en  l’activació  de 

determinades vies de senyalització intracel∙lulars, així com en l’activació de diferents factors 

de transcripció, d’una manera dependent de la seva unió a la membrana cel∙lular. En molt 

dels casos, es desconeix si el mecanisme d’acció de la plasmina en la resposta intracel∙lular 

es desenvolupa per activació proteolítica del seu receptor o d’una segona proteïna, o bé, si 

aquesta resposta és deguda principalment a  la unió del plasminogen  i/o  la plasmina a un 

dels seus receptors específics. Hi ha treballs, però, que demostren que l’activitat proteolítica 

de la plasmina és essencial per a la inducció d’una resposta intracel∙lular en diversos tipus 

cel∙lulars,  com  en  el  cas  dels  monòcits:  la  plasmina  s’uneix  a  la  superfície  d’aquestes 

cèl∙lules, activa proteolíticament l’annexina II i estimula la producció de MMP‐1 a través de 

l’activació de les vies d’Erk i p38 (Zhang et al., 2007); la fosforilació de JAK1/TYK2 (Tyrosine 

Kinase  2)  que  condueix  a  l’activació  de  factors  de  transcripció  com  AP‐1  i  NFκB,  i  la 

posterior  expressió de diverses  citoquines  (la  interleuquina‐1α  (IL‐1α),  la  IL‐1β,  el  factor 

tissular  (TF)  i  el  Factor  de  Necrosi  Tumoral‐α  (TNF‐α)),  són  conseqüència  del  mateix 

mecanisme d’acció de la plasmina (Burysek et al., 2002; Li et al., 2007; Syrovets et al., 2001). 

Altres  autors,  en  canvi,  descriuen  que  tant  el  plasminogen  com  la  plasmina  regulen  la 

transcripció d’altres gens, com c‐fos, erg‐ 1 i α‐ENO en cèl∙lules sanguínies mononucleades i 

en fibroblasts, mitjançant  l’activació de  la via de MEK/Erk (De Sousa et al., 2005; Sousa et 

al., 2005). En aquest darrer cas, la unió del plasminogen a la superfície cel∙lular sembla jugar 

un paper important en la transducció de senyal.   

La major part de  les proteïnes  identificades  com a  receptors del plasminogen  són 

proteïnes  petites,  que  manquen  de  domini  transmembrana  i,  per  tant,  no  posseeixen 

l’habilitat  d’induir  senyalització  intracel∙lular  per  elles  mateixes.  Alguns  dels  treballs 

suggereixen una possible associació entre els receptors del plasminogen i altres proteïnes de 

membrana  que  els  servirien  com  a mediadores  en  l’activació  de  determinades  vies  de 

senyalització  intracel∙lular. Tot  i que encara no es coneix  totalment el receptor o receptors 
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responsables  d’aquesta  transducció  de  senyal,  diversos  treballs  mostren  indicis  sobre 

algunes de les proteïnes que podrien participar en aquests tipus de processos. Per exemple, 

la  plasmina  activa  proteolíticament  el  receptor  activat  de  proteases‐1  (Protease  Activated 

Receptor‐1, PAR‐1) en fibroblasts, que resulta en l’activació de la via d’Erk (Pendurthi et al., 

2002); el plasminogen i la plasmina activen l’expressió de diversos gens en fibroblasts i en 

monòcits a través dels receptors acoblats a proteïna G (G‐Protein Coupled Receptors, GPCR) 

(De  Sousa  et  al.,  2005;  Sousa  et  al.,  2005);  algunes  integrines,  com  la  integrina  α9β1,  en 

cèl∙lules d’ovari de  hamster  xinès  (CHO)  (Majumdar  et  al.,  2004)  i  la  integrina αvβ3,  en 

cèl∙lules  de  l’endoteli  vascular  (Tarui  et  al.,  2002),  podrien  participar  activament  en  la 

inducció de la migració induïda per la plasmina. 

No  obstant,  cal  afegir  que  en  la  major  part  dels  casos  es  desconeix  quin  dels 

receptors del plasminogen és el responsable de transduir la senyal intracel∙lular observable 

actua  associat  a  altres  proteïnes.  Alguns  treballs  realitzats  amb  monòcits  assenyalen 

l’annexina II com el receptor que concentra la plasmina activa a la membrana i transdueix 

una posterior resposta intracel∙lular (Laumonnier et al., 2006; Li et al., 2007).  Altres autors 

descriuen una col∙laboració entre la proteïna que actua com a receptor del plasminogen i els 

GPCR en fibroblasts i en cèl∙lules sanguínies mononucleades (De Sousa et al., 2005; Sousa et 

al., 2005). Seran necessaris estudis complementaris per determinar el mecanisme d’actuació 

de  cadascun  dels  receptors  del  plasminogen  i  les  proteïnes  possiblement  associades  a 

aquests. 

 

1.2.7.  Funció  del  sistema  d’activació  del  plasminogen  en  diversos  processos 

fisiopatològics. 

A més del seu paper fibrinolític, les proteases del sistema PA participen en un elevat 

nombre de processos biològics en els quals  té  lloc  la degradació  i  remodelació de  l’ECM. 

Processos com la invasió metastàtica i la regeneració de teixits com la pell o el teixit nerviós 

són només alguns del sistemes on aquestes proteases tenen una participació més activa. Els 

ratolins deficients per cadascuna de les proteïnes membres del sistema PA completen amb 

èxit el desenvolupament embrionari,  tot  i que alguns d’ells presenten deficiències davant 

determinades circumstàncies patològiques. A continuació es  farà una breu descripció dels 

processos fisiopatològics on aquestes proteases  desenvolupen un paper més rellevant.  
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1.2.7.1. Capacitat fibrinolítica i homeòstasi.  

El  terme  homeòstasi  fa  referència  a  la  capacitat  que  presenta  l’organisme  per 

controlar  un  estat  hemorràgic.  El  coàgul  sanguini,  format  durant  els  estadis  primerencs 

d’una  lesió,  està  format  principalment  de  fibrina.  En  estadis  posteriors  cal  que  aquest 

coàgul sigui proteolitzat per  tal d’afavorir  la regeneració del  teixit malmès. Mentre que el 

grau  de  proteòlisi  en  ratolins  heterozigots  Plg+/‐  és  inferior  al  d’un  ratolí  salvatge,  els 

ratolins homozigots Plg‐/‐ tenen impossibilitada la degradació del coàgul sanguini després 

d’un traumatisme (Ploplis et al., 1995).  

D’altra  banda,  s’han  observat  tendències  hemorràgiques  en  aquells  pacients  que 

presenten baixos nivells de α2‐antiplasmina  i PAI‐1 o bé elevats nivells de tPA en plasma 

(Aoki, 1989; Clowes et al., 1990; Schneiderman et al., 1991). 

 

1.2.7.2. Angiogènesi. 

La formació de vasos sanguinis o angiogènesi proporciona oxigen i nutrients a totes 

les cèl∙lules de  l’organisme. Aquest procés pot esdevenir alterat com a  resultat d’un estat 

patològic  com  pot  ser  la  invasió  tumoral. El  trencament  proteolític del  plasminogen  pot 

donar  lloc  a  l’angiostatina,  un  potent  inhibidor  de  l’angiogènesi.  L’angiostatina  està 

constituïda  pels  quatre  primers  Kringles  del  plasminogen  (Wahl  et  al.,  2004).  Diversos 

estudis han demostrat el seu paper fonamental com a inhibidor de l’angiogènesi en cèl∙lules 

de l’endoteli vascular, ja que bloqueja la migració d’aquests tipus de cèl∙lules, a través de la 

seva  unió  a  la  integrina  αvβ3  (Troyanovsky  et  al.,  2001)  i  promou  la mort  cel∙lular  per 

anoikis (Chen et al., 2006; Veitonmaki et al., 2004). L’angiostatina, per tant, constitueix una 

atractiu tractament contra la progressió tumoral. 

    

1.2.7.3. Artritis reumatoide. 

L’artritis reumatoide és una malaltia autoimmune que consisteix en una inflamació 

crònica del  líquid  sinovial  i  resulta  en  la progressiva destrucció del  cartílag  i de  l’os. La 

inflamació, la deposició de fibrina i la infiltració de cèl∙lules del líquid sinovial en el cartílag 

estan  regulades pel plasminogen, el qual actua desenvolupant un paper protector davant 
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l’erosió  del  cartílag  i  de  l’os,  tal  i  com  demostren  els  estudis  realitzats  amb  animals 

deficients pel gen del plasminogen Plg‐/‐ (revisat a (Castellino and Ploplis, 2005).  

 

1.2.7.4. Fibrosi pulmonar. 

Diverses  patologies  pulmonars,  així  com  alguns  tractaments  quimioterapèutics 

provoquen  la deposició de col∙lagen als pulmons, creant una situació de  fibrosi pulmonar 

(Idell et al., 1989a; Idell et al., 1989b; Idell et al., 1989c; Idell et al., 1989d). Estudis realitzats 

in  vivo  demostren  que  tant  la  sobreexpressió  de  PAI‐1  com  l’absència  de  plasminogen 

augmenten la presència de col∙lagen al teixit pulmonar (Eitzman et al., 1996; Swaisgood et 

al.,  2000),  mentre  que  l’administració  d’uPA  exogen,  alleuja  els  efectes  causats  pels 

tractaments quimioterapèutics (Hart et al., 1994; Sisson et al., 1999).   

 

1.2.7.5. Remodelació del teixit renal, pulmonar, hepàtic i ossi. 

La deficiència en l’activitat fibrinolítica, deguda a una reducció en l’activitat d’uPA o 

un  increment  en  l’activitat  de  PAI‐1,  està  implicada  en  la  deposició  de  fibrina  i  d’altres 

components de l’ECM als pulmons i als ronyons durant un procés inflamatori (Bertozzi et 

al.,  1990;  Tomooka  et  al.,  1992).  Estudis  realitzats  amb  ratolins  Plg‐/‐  i  ratolins  dobles 

mutants  tPA‐/‐:uPA‐/‐ demostren un agreujament en  la  fibrosi d’òrgans com els pulmons, 

els  ronyons  i  el  fetge després d’una  situació d’inflamació,  indicant  el paper protector de 

l’activitat del plasminogen durant els processos esmentats (revisat a (Carmeliet, 1995)).     

 

1.2.7.6. Curació de ferides a la pell. 

Alguns esdeveniments clau durant el procés de curació de  ferides són  la  formació 

d’una matriu  rica  en  fibrina, una  fase d’inflamació  aguda,  la proliferació  i migració dels 

queratinòcits  i  la  formació de  la  cicatriu. Durant  aquestes  etapes  existeix un  solapament 

funcional  entre  el  sistema PA  i  les MMPs,  i  la  inhibició d’ambdós processos provoca un 

arrest  total del procés de curació (Bugge et al., 1996; Romer et al., 1996). La deficiència de 

plasminogen  i  d’uPA  provoca  un  important  descens  en  la migració  dels  queratinòcits, 

respecte  dels  animals  salvatges  (Romer  et  al.,  1996).  Aquest  descens  és  degut  a  la 
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impossibilitat que presenten  en degradar  els  coàguls de  fibrina que  es  formen  a  la  zona 

lesionada  (Bugge  et  al.,  1996).  Un  mecanisme  similar  es  dóna  després  d’un  infart  de 

miocardi (Creemers et al., 2000) o després d’una lesió hepàtica (Bezerra et al., 1999).   

 

1.2.7.7. Inflamació. 

Durant un estat patològic, les cèl∙lules del sistema inflamatori requereixen l’activitat 

proteolítica del sistema PA per degradar el teixit malmès i poder accedir a la zona afectada. 

Tant els  ratolins Plg‐/‐  com els uPA‐/‐ presenten descens en el  reclutament de macròfags 

després d’una estimulació peritoneal amb TG, suggerint que el plasminogen actua com a 

quimioatraient sobre els macròfags (Busuttil et al., 2004).   

D’altres processos cel∙lulars relacionats amb la inflamació, en canvi, no requereixen 

l’activitat proteolítica del sistema PA. Diversos autors han descrit que  la plasmina podria 

actua com agent proinflamatori, estimulant la producció de citoquines com el TNF‐α, TGF‐

β,  IL‐1α  i  IL‐1β entre d’altres  (Lyons et al., 1990; Matsushima et al., 1986; Syrovets et al., 

2001).  

 

1.2.7.8. Trastorns neurològics. 

L’hipocamp és una regió del cervell particularment sensible a la mort neuronal. S’ha 

descrit que el plasminogen i el tPA col∙localitzen a l’hipocamp, on podrien actuar regulant 

la  degeneració  neuronal. Alguns  treballs  assenyalen  que  el  plasminogen  participa  en  la 

degeneració neuronal causada per una lesió amb excitotoxina o amb derivats del glutamat 

(substàncies  que  provoquen  la  mort  neuronal)  (Tsirka,  1997).  Estudis  amb  ratolins 

doblement deficients per plasminogen i fibrinogen (Plg‐/‐:Fb‐/‐) demostren que la plasmina 

actua  sobre  la  laminina,  degradant  les  unions  existents  entre  la  laminina  i  les  neurones 

(Chen and Strickland, 1997; Tsirka, 1997).  

Altres autors demostren que en situacions patològiques com per exemple, durant un 

procés degeneratiu  axonal,  el plasminogen  actua  sobre  la  fibrina. En  aquest  cas, després 

d’una  lesió nerviosa que resulta en  la pèrdua de  la capa de mielina, el plasminogen evita 

l’acumulació  de  fibrina  a  la  zona  malmesa  afavorint  la  regeneració  del  teixit  afectat 

(Akassoglou et al., 2000). En els ratolins Plg‐/‐,  l’acumulació de  fibrina a  la zona malmesa 
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impedeix que  la regeneració es dugui a terme d’una manera adequada (Akassoglou et al., 

2000).  
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2. EL MÚSCUL ESQUELÈTIC. 

 

2.1. LA MIOGÈNESI. 

 

El procés de  formació del múscul esquelètic durant  l’embriogènesi  i  la regeneració 

muscular  adulta  es  coneix  amb  el nom de miogènesi. Durant  aquest procés,  les  cèl∙lules 

progenitores mesodèrmiques progressen al  llarg de diferents etapes,  fins a  formar  la  fibra 

muscular madura (fig. 7). Aquestes etapes són: la proliferació cel∙lular, la determinació del 

llinatge  miogènic,  la  fusió  de  mioblasts  uninucleats  en  miotubs  plurinucleats  i  la 

diferenciació morfològica. Cada  etapa  de  la miogènesi  es  pot  caracteritzar  en  funció  de 

paràmetres bioquímics  i morfològics,  i pot  ser  recapitulada  in  vitro mitjançant  cultius de 

cèl∙lules musculars i la manipulació de les condicions de cultiu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Esquema d’una  fibra muscular. El múscul esquelètic està constituït per centenars o 
milers de miofibres individuals. Les miofibres musculars són llargues, amb estructura cilíndrica 
i  estan  envoltades per  la membrana plasmàtica,  coneguda amb  el nom de  sarcolemma,  i una 
làmina basal que  les  recobreix. El  sarcolemma protegeix  les miofibres del medi extern  i  fa de 
mediador entre l’exterior i l’interior del múscul. El sarcoplasma és el citoplasma especialitzat del 
múscul esquelètic. Conté els orgànuls cel∙lulars com  l’aparell de Golgi, abundants miofibrilles, 
un  reticle  endoplasmàtic modificat  anomenat  reticle  sarcoplasmàtic,  grànuls  de  glucògen,  la 
mioglobina i els mitocondris. Adaptat de (Davies and Nowak, 2006).
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In vitro, els mioblasts proliferen en un medi de cultiu amb elevat contingut en sèrum, 

ric en factors de creixement (GM, Growth Medium), restant en un estat  indiferenciat (etapa 

de proliferació). Quan la concentració de sèrum es redueix (DM, Differentiation Medium), els 

mioblasts deixen de sintetitzar DNA, entren de manera  irreversible en fase G0/G1 del cicle 

cel∙lular,  i  es  converteixen  en miòcits destinats  a  la diferenciació  (etapa de determinació 

miogènica). Els miòcits s’alineen i es fusionen formant miotubs plurinucleats (etapa de fusió 

o de diferenciació morfològica).  

 

2.1.1. Regulació transcripcional dels gens musculars. 

Els  factors  de  transcripció  miogènics  actuen  durant  la  formació  del  múscul 

esquelètic  de  forma  molt  jerarquitzada.  El  procés  miogènic  està  regulat  a  nivell 

transcripcional  per  una  combinació  de  factors  de  transcripció  específics  del  múscul 

esquelètic  (factors de  transcripció miogènics o Muscle Regulatoy Factors, MRFs)  i per altres 

factors  de  transcripció  inespecífics  (principalment,  els  factors  MEF2,  Myocyte  Enhanced 

Factor‐2, i les proteïnes E, entre d’altres). Els MRFs pertanyen a una superfamília de factors 

de transcripció del tipus bHLH (basic helix‐loop‐helix). La subfamília dels MRFs està formada 

per  MyoD  (Myf‐3)  (Davis  et  al.,  1987),  Myf‐5  (Braun  et  al.,  1989),  Miogenina  (Myf‐1) 

(Edmonson and Olson, 1989; Wrigth  et  al., 1989)  i MRF‐4  (Myf‐6/Herculin)  (Braun  et al., 

1990;  Rhodes  and Konieczny,  1989). D’acord  amb  la  seva  classificació,  els  quatre MRFs 

contenen un domini bàsic molt conservat, essencial per a la unió al DNA. Contenen també 

un  motiu  HLH  necessari  per  a  l’heterodimerització.  Cadascun  del  MRFs  pot 

heterodimeritzar tant in vitro com in vivo amb les proteïnes E12 i E47 (Lassar et al., 1991) i 

unir‐se a una seqüència específica del DNA coneguda com a caixa E (CANNTG), situada als 

promotors dels gens  específics del múscul  esquelètic  (Buckingham  et  al.,  1992; Emerson, 

1993).  

Els MRFs s’expressen únicament en múscul esquelètic i la seva propietat definitòria 

és la capacitat de diferenciar cèl∙lules de naturalesa no mioblàstica després de ser induïdes 

ectòpicament  (Wrigth  et  al.,  1989).  Les  proteïnes MEF2  es  van  descobrir  com  a  factors 

capaços  d’unir‐se  a  seqüències  riques  en A/T  en  el  promotor  del  gen  de MCK  (Muscle 

Creatine Kinase) (Gossett et al., 1989), que van ser  identificades posteriorment a  les regions 

promotores  de  molts  gens  musculars.  Als  vertebrats  existeixen  quatre  membres  de  la 



Introducció 
 

  39

família de MEF2 (MEF2A, B, C i D) que funcionen com a factors correguladors positius dels 

MRFs en el control de la miogènesi. 

 

2.1.2.  Delecció  dels  MRFs  i  les  seves  conseqüències  durant  el  desenvolupament 

embrionari. 

La  delecció  dels  diferents  gens  que  codifiquen  pels MRFs  en  ratolins  ha  permès 

determinar algunes de les seves funcions. Els principals fenotips observats es presenten a la 

taula 2. 

 

 

Gens deleccionats  Genotip  Referències 

MyoD 
Viable i fèrtil. Fenotip muscular normal. Increment de 
l’expressió de Myf‐5. 

(Rudnicki et al., 
1992) 

Myf‐5 

Mort perinatal. Defecte en la formació de les costelles 
causant una  fallada pulmonar. Retard en  la  formació 
del  miòtom  i  migració  aberrant  dels  precursors 
musculars durant l’inici del desenvolupament. 

(Braun et al., 1992; 
Tajbakhsh et al., 

1996) 

Miogenina 
Mort  perinatal.  Deficiència  en  la  diferenciació 
muscular  (absència de miofibres)  i deformació de  les 
costelles. 

(Hasty et al., 1993; 
Nabeshima et al., 

1993) 

MRF4 

Tres models diferents de  fenotip. Un d’ells presenta 
un  fenotip  muscular  lleu  i  sobreexpressió  de 
miogenina.  Els  altres  dos  presenten  mort  perinatal 
deguda a un defecte miotomal important.  

(Braun et al., 1994; 
Patapoutian et al., 
1993; Zhang et al., 

1995) 

Myf5/MyoD 
Mort perinatal. Absència  total de mioblasts  i,  com  a 
conseqüència, absència de múscul esquelètic. 

(Rudnicki et al., 
1993) 

Myf5/Miogenina 
Mort  perinatal.  Deficiència  en  la  diferenciació 
muscular (absència de miofibres) i en la formació de la 
caixa toràcica. 

(Rawls et al., 1995) 

MyoD/Miogenina 
Mort  perinatal.  Deficiència  en  la  diferenciació 
muscular (absència de miofibres). 

(Rawls et al., 1995) 

MyoD/MRF4  Defecte sever en la diferenciació muscular.  (Rawls et al., 1998) 

MyoD/Miogenina/MRF4 
Mort perinatal. Corbament de  la columna vertebral  i 
escassa  presència  de  mioblasts;  defecte  molt 
pronunciat en la diferenciació muscular. 

(Valdez et al., 2000)

Taula 2: Fenotip dels ratolins deficients pels MRFs
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Tradicionalment, MyoD  i Myf5  s’han  considerat  els  únics MRFs  responsables del 

desenvolupament del múscul esquelètic durant el desenvolupament embrionari,  ja que el 

ratolí doble mutant  (MyoD‐/‐/Myf5‐/‐) presenta una pèrdua  total de mioblasts  i de múscul 

esquelètic. D’acord amb això, la miogenina i el MRF4 s’han considerat els MRFs encarregats 

d’una posterior diferenciació mioblàstica i de la formació de les miofibres, respectivament.  

 

 

 

No obstant, un estudi recent demostra que, durant el desenvolupament embrionari, 

el múscul esquelètic de ratolins deficients en MyoD i en Myf5 expressa MRF4 correctament, 

a més d’expressar‐se en les cèl∙lules progenitores musculars juntament amb Myf5, abans de 

la formació del miòtom i de l’expressió de MyoD. És per aquest motiu que des de l’aparició 

d’aquest  estudi, MRF4  és  considerat  un  factor  essencial  en  la  determinació  del  fenotip 

muscular  embrionari,  propietat  anteriorment  atribuïda  a  MyoD  i  a  Myf5  ((Kassar‐

Duchossoy et al., 2004);  i revisat a (Huh et al., 2005; Sartorelli and Caretti, 2005)). Al teixit 

Figura  8:  Representació  de  l’expressió  del  MRFs  durant  el  desenvolupament  muscular 
(embriogènesi i múscul adult). Durant l’embriogènesi, Myf5 i MRF4 activen MyoD, donant lloc 
a  l’especificació  del  fenotip  muscular.  Durant  el  procés  de  miogènesi  del  múscul  adult, 
inicialment s’expressen Myf5/MyoD, posteriorment la Miogenina, i, finalment, MRF4, induint la 
diferenciació i la formació de noves miofibres. Adaptat de (Sartorelli and Caretti, 2005). 

Cèl·lules progenitores Mioblasts Miofibra Miotub 

Myf5 

MRF4 
MyoD MyoD/Miogenina/MRF4 

MRF4 Myf5/MyoD MyoD/Miogenina/MRF4 

MRF4 
Especificació Maduració Diferenciació 

Estat embrionari 

Estat adult 
Maduració Diferenciació 
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adult, els MRFs s’expressen a nivells molt baixos, sent MRF4 el que presenta una expressió 

més important. Durant la regeneració muscular, la seqüència d’expressió dels MRFs canvia 

respecte de l’estat embrionari: Myf5 i MyoD s’expressen en els mioblasts en proliferació; la 

miogenina comença a expressar‐se en estadis primerencs de la diferenciació; i finalment, en 

estadis més avançats és MRF4 el factor predominant (fig. 8).  

 

2.2. VIES DE SENYALITZACIÓ QUE PARTICIPEN EN LA MIOGÈNESI. 

 

S’han descrit diferents vies de  senyalització que  intervenen afavorint o  inhibint  la 

diferenciació del múscul esquelètic.  

 

2.2.1. La senyalització intracel∙lular de tipus MAPK. 

Durant  els  darrers  anys,  s’ha  intentat  definir  el  paper  de  les  MAPK  (Mitogen 

Activated Protein Kinase), durant la miogènesi, tot i que només s’ha pogut concretar el paper 

de  p38.  En  l’actualitat,  estudis  realitzats  tant  in  vitro  com  in  vivo  mostren  resultats 

contradictoris sobre les vies d’Erk 1/2 i JNK (Jun N‐terminal Kinase) en la miogènesi.   

  

2.2.1.1. La via de senyalització d’Erk 1/2. 

Fins el moment, el paper que desenvolupa Erk durant la diferenciació miogènica és 

controvertit. Diversos estudis suggereixen un paper  fonamental d’Erk en  la darrera etapa 

de  la  diferenciació  del múscul  esquelètic  (Gredinger  et  al.,  1998;  Li  and  Johnson,  2006), 

indicant un paper clau de MEK‐1 en  l’activitat  transcripcional de MyoD  (Gredinger et al., 

1998). No obstant, un nombre més elevat de treballs coincideixen en què l’activitat d’Erk 1/2 

s’inhibeix en el moment de l’inici de la diferenciació (Bennett and Tonks, 1997; Cuenda and 

Cohen, 1999; Penn et al., 2001; Perry et al., 2001; Yokoyama et al., 2007). Un tercer grup de 

treballs indiquen que Erk1/2 podria tenir una fase dual d’activació durant el cicle miogènic: 

d’una  banda,  estaria  activat  durant  la  proliferació  dels mioblasts,  s’inhibiria  en  estadis 

primerencs  de  la  diferenciació  i  tornaria  a  activar‐se  un  cop  els  miotubs  s’haguessin 

començat a formar (Wu et al., 2000). 
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2.2.1.2. La via de senyalització de JNK. 

El paper de la via de JNK durant la diferenciació muscular presenta també resultats 

contradictoris. D’una banda, alguns  treballs mostren uns nivells de  JNK elevats durant  la 

proliferació  cel∙lular  que decreixen  quan  s’inicia  la diferenciació  (Gredinger  et  al.,  1998). 

Altres estudis suggereixen que  l’activació de JNK  inhibeix  la  localització nuclear de Myf5, 

evitant  la  transcripció de  gens  específics musculars  (Meriane  et  al.,  2002; Meriane  et  al., 

2000). Tanmateix, altres autors proposen una relació entre N‐cadherina i JNK, suggerint que 

l’increment del contacte cel∙lular depenent de N‐cadherina  resulta en un decreixement en 

els nivells d’activació de JNK (Charrasse et al., 2002). 

En  sentit  contrari,  però,  diversos  treballs  indiquen  que  l’activitat  de  JNK 

s’incrementa  notablement  durant  la  diferenciació  cel∙lular  (Bennett  and  Tonks,  1997; 

Khurana and Dey, 2004).  

 

2.2.1.3. La via de senyalització de p38. 

De  totes  les  vies  de  senyalització  de  les  MAPK,  la  millor  caracteritzada  en  la 

miogènesi és  la via de p38. Originàriament, es va descriure en mamífers com una via de 

senyalització  activada  com  a  resposta  a  l’estrès  (revisat  a  (Nebreda  and  Porras,  2000). 

Estudis posteriors, però, van demostrar la implicació de la via de p38 en un elevat nombre 

de processos cel∙lulars, com la parada del cicle cel∙lular, l’apoptosi, la senescència, l’splicing 

del RNA,  tumorogènesi  o  la diferenciació de diversos  tipus  cel∙lulars,  com  els  adipòcits, 

cardiomiòcits,  neurones  i mioblasts  (revisat  a  (Bulavin  and  Fornace,  2004; Nebreda  and 

Porras, 2000; Olson, 2004; Zarubin and Han, 2005).  

S’ha descrit que en els vertebrats existeixen 4  isoformes de p38: α, β,  γ  i δ. p38α  i 

p38β s’expressen de manera ubiqua, mentre que p38γ  s’expressa principalment en múscul i 

p38δ s’expressa  en  pulmó  i  ronyó  (revisat  a  (Martin‐Blanco,  2000; Nebreda  and  Porras, 

2000). Diversos  autors  han  assenyalat  p38  com  a  un  regulador  positiu  de  la miogènesi 

(Cuenda and Cohen, 1999; Wu et al., 2000; Zetser et al., 1999). Una de  les seves principals 

funcions és la de fosforilar E47, promovent, d’aquesta manera, la unió MyoD/E47 i, per tant, 

la transcripció de gens miogènics (Lluis et al., 2005).  

Treballs més recents realitzats tant in vitro com in vivo han demostrat que la isoforma 

de p38 implicada en la miogènesi és p38α. L’activitat de p38α no és només necessària per la 
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sortida  dels  mioblasts  del  cicle  cel∙lular,  sinó  que  és  requerida  per  a  la  iniciació  del 

mecanisme de transcripció de gens específics musculars, indicant un paper fonamental per 

a la formació del múscul esquelètic (Perdiguero et al., 2007a; Perdiguero et al., 2007b; Ruiz‐

Bonilla et al., 2008).  

 

2.2.1.4. La via de senyalització d’Erk5. 

Els estudis realitzats fins el moment sobre Erk5 semblen indicar que la seva activitat 

és necessària per a la miogènesi. El seu substrat diana millor caracteritzat fins el moment és 

MEF2C, al qual fosforila per unió directa, promovent, d’aquesta manera, la transcripció de 

gens específics de múscul esquelètic (Dinev et al., 2001; Yang et al., 1998). 

 

2.2.2. Altres vies de senyalització intracel∙lular que participen en la miogènesi. 

2.2.2.1. Vies i factors que afavoreixen la miogènesi. 

2.2.2.1.a. La via de la PI3K. 

La  fosfodilinositol‐3‐quinasa  (PI3K)  és  un  enzim  implicat  en  la  regulació  del 

creixement,  proliferació,  diferenciació,  supervivència  i  canvis  en  el  citoesquelet  cel∙lular 

(Vanhaesebroeck and Alessi, 2000).  

Nombrosos  estudis  han  implicat  la  via  de  senyalització  de  PI3K  en  la miogènesi 

induïda per insulina/IGFs, a través d’experiments basats en la inhibició de la seva activitat. 

S’ha descrit que l’activació de la via de PI3K/AKT/mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) 

resulta en un augment del diàmetre de  les miofibres  in vitro (Rommel et al., 2001)  i en un 

augment  de  la massa muscular  o  hipertròfia muscular,  in  vivo, mitjançant  la  realització 

d’experiments d’hipertròfia compensatòria (Bodine et al., 2001). El mateix efecte s’observa 

en  el  ratolí  transgènic  que  sobreexpressa  específicament  IGF‐1  en  múscul  esquelètic 

(Coleman et al., 1995; Musaro et al., 2001). D’altra banda,  la  inhibició de GSK3  (Glycogen 

Synthase Kinase 3) com a resultat de la fosforilació per PKB/Akt (Protein Kinase B), promou la 

síntesi proteica resultant també en un augment de la mida de les miofibres en formació in 

vitro, així com un augment de la massa muscular in vivo (Rommel et al., 2001). 

Altres  estudis  han  demostrat  que  Akt  pot  regular  la  miogènesi  mitjançant  la 

fosforilació dels  factors de  transcripció FOXO  (Forkhead Transcription Factor)  (Brunet et al., 
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1999). Quan Akt no està activada, FOXO roman al nucli en la seva forma no fosforilada. Un 

cop  activada  Akt,  els  factors  de  transcripció  FOXO  es  fosforilen  i  es  transloquen  al 

citoplasma, evitant, d’aquesta manera, la transcripció de gens associats a l’atròfia muscular. 

Un  treball recent mostra un model de cooperació entre  les rutes de  IGF‐1/PI3K/Akt  i p38, 

on, d’una banda, Akt fosforila i recluta p300, i, de l’altra, p38 fosforila i recluta SWI/SNF als 

gens musculars (Serra et al., 2007). 

 

2.2.2.1.b. La via de senyalització de la calcineurina. 

La calcineurina és una serina/treonina  fosfatasa que participa en  la  transducció de 

senyals  de  calci  i  està  implicada  en  el  desenvolupament  de  malalties  cardíaques  i 

musculars.  En  el  múscul  esquelètic,  la  via  de  senyalització  activada  per  calcineurina 

estimula la diferenciació miogènica, promou el reclutament dels mioblasts, controla el tipus 

de miofibra  que  s’ha  de  formar  (miofibres  ràpides  o miofibres  lentes)  i  contribueix  a  la 

recuperació muscular  després  d’un  traumatisme  (Dunn  et  al.,  1999;  Friday  et  al.,  2000; 

Musaro and Rosenthal, 1999; Naya et al., 2000; Semsarian et al., 1999; Stupka et al., 2006). La 

calcineurina  s’activa  després  d’un  increment  en  la  concentració  del  catió  Ca2+.  Un  cop 

activada,  la calcineurina  indueix  l’activació per desfosforilació dels  factors de  transcripció 

de  la  família NFAT  (Nuclear  Factor  of Activated  T  Cells),  que  es  transloquen  al  nucli,  on 

inicien la transcripció gènica.  

 

2.2.2.1.c. SRF. 

El  factor de  resposta  a  sèrum  o  SRF  (Serum Response Factor)  regula  l’expressió de 

gens musculars, tant de múscul esquelètic com de múscul llis, mitjançant la seva unió a les 

caixes CArG (CC(A/T‐rich)GG) presents als promotors d’aquests gens (Li et al., 2005). 

 

2.2.2.2. Vies i factors que inhibeixen la miogènesi. 

2.2.2.2.a. La via de senyalització del TGF‐β. 

La  superfamília  del  factor  de  creixement  transformant‐β ο TGF‐β  inhibeix  la 

diferenciació miogènica mitjançant la interacció entre membres de la seva via, com Smad3, 
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amb MyoD i MEFC2, impedint la unió d’aquests a les caixes E i a les zones riques en A/T, 

respectivament, i, per tant, la transcripció de gens específics musculars (Liu et al., 2001; Liu 

et al., 2004).  

El 1997 es va identificar la miostatina, un nou membre de la superfamília del TGF‐β, 

que s’expressa específicament al múscul esquelètic (McPherron et al., 1997). Tot  i que està 

involucrada en la homeòstasi del múscul esquelètic, el paper fonamental de la miostatina és 

el control de la massa muscular. La delecció del gen de la miostatina en ratolins provoca un 

increment de la seva massa muscular d’entre dues i tres vegades per sobre de la massa d’un 

ratolí salvatge de la mateixa edat (McPherron et al., 1997).  

 

2.2.2.2.b. La via de senyalització del TNF‐α. 

El factor de la necrosi tumoral‐α o TNF‐α s’ha considerat un mediador en processos 

de degeneració muscular associats a  la  inflamació,  com per exemple  la  caquèxia  (Argiles 

and Lopez‐Soriano, 1999; Oliff, 1988; Tracey and Cerami, 1994), degut a  la  seva  capacitat 

d’estimular el catabolisme muscular, inhibir l’expressió de marcadors miogènics i alterar els 

nivells de les hormones que regulen el creixement muscular en circulació (Chandran et al., 

2007;  Jackman and Kandarian, 2004). Malgrat això, els mecanismes a  través dels quals el 

TNF‐α  promou  la  pèrdua  de  massa  muscular  són  encara  desconeguts.  Alguns  autors 

proposen NF‐κB com el mediador d’aquesta resposta,  ja que s’ha descrit que aquest factor 

de transcripció promou processos catabòlics en miotubs de cèl∙lules musculars C2C12 (Li et 

al.,  2000),  inhibeix  la diferenciació miogènica mitjançant  la  inducció  transcripcional de  la 

ciclina D1  (Guttridge  et  al.,  1999)  i  redueix  els  nivells  de mRNA  de MyoD  en  cèl∙lules 

musculars (Guttridge et al., 2000). 

 

2.2.2.2.c. La via de senyalització del FGF. 

La via de senyalització de FGF promou  la proliferació dels mioblasts, amb  la qual 

cosa s’inhibeix el procés de diferenciació (Dias et al., 1994), principalment degut a l’activació 

de  la via de  senyalització d’Erk, de  la  família de  les MAP quinases  (Miralles et al., 1998; 

Weyman and Wolfman, 1998). 
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2.3. LA REGENERACIÓ MUSCULAR. 

 

El múscul esquelètic és un  teixit estable que es caracteritza per  la seva habilitat de 

regenerar‐se d’una manera ràpida després d’un traumatisme sever. Aquesta regeneració es 

duu  a  terme  per  l’activació,  proliferació  i  diferenciació  d’una  població  de  cèl∙lules mare 

musculars resident entre les miofibres del múscul esquelètic, denominades cèl∙lules satèl∙lit. 

Aquestes cèl∙lules resten en un estat quiescent en condicions normals. Quan es produeix un 

traumatisme, les cèl∙lules satèl∙lit s’activen i comencen a proliferar, donant lloc als mioblasts 

i, posteriorment, a les miofibres plurinucleades. 

Tant  si  la  lesió muscular és  causada per un  traumatisme directe  (per exemple, un 

excés  d’activitat  física  o  una  lesió)  com  per  un  defecte  genètic,  la  regeneració muscular 

consta de dues etapes: l’etapa de degeneració i l’etapa de regeneració. 

L’etapa  de  degeneració  es  caracteritza  per  la  necrosi  del  teixit  afectat  (fig.  9).  La 

disrupció del  sarcolemma  resulta  en un augment de  la permeabilitat de  les miofibres. El 

dany  muscular  es  reflecteix  per  la  presència  en  el  sèrum  de  proteïnes  específiques 

musculars com  la creatina quinasa específica de múscul esquelètic (Muscle Creatine Kinase, 

MCK). 

La  fase  primerenca  de  la  lesió  ve  acompanyada  de  l’activació  de  cèl∙lules 

mononucleades, principalment cèl∙lules del sistema inflamatori i cèl∙lules miogèniques. Les 

primeres cèl∙lules en envair la regió ferida són els neutròfils, presents entre una i sis hores 

després  del  traumatisme. A  continuació,  entorn  a  les  48  hores  posteriors  a  la  lesió,  els 

macròfags  són  el  tipus  cel∙lular  predominant.  Aquests  s’infiltren  a  la  zona  malmesa 

fagocitant les restes cel∙lulars i es creu que podrien ser els responsables de l’activació de les 

cèl∙lules miogèniques (fig. 9). Hi ha autors, però, que afirmen que les cèl∙lules miogèniques 

són  activades  en  el mateix moment  que  es  produeix  la  lesió muscular.  No  obstant,  el 

mecanisme d’activació de  les cèl∙lules miogèniques no es  troba encara  totalment establert 

(revisat a (Charge and Rudnicki, 2004)).  

L’etapa  de  regeneració  es  caracteritza  per  l’activació  del  procés  de  reparació 

muscular.  Les  cèl∙lules  satèl∙lit  s’activen,  proliferen,  es  diferencien  i  es  fusionen  amb 

miofibres malmeses  ja  existents,  per  tal  de  reparar‐les,  o  bé  entre  elles  per  crear  noves 

miofibres. Els mecanisme d’activació de les cèl∙lules satèl∙lit no es coneix amb certesa, però 
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alguns  estudis demostren  que  el  factor de  creixement dels  hepatòcits  (Hepatocyte Growth 

Factor/Scatter  Factor,  HGF/SF)  hi  juga  un  paper  important  (revisat  a  (Holterman  and 

Rudnicki, 2005)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Morfològicament, la principal característica d’una miofibra en procés de regeneració 

és la reduïda mida del seu diàmetre i la presència de nuclis centrals, fet que es considera un 

marcador de regeneració miogènica. Les miofibres formades de novo presenten una síntesi 

proteica  més  elevada  que  en  el  cas  de  les  miofibres  ja  existents.  Alhora,  expressen 

marcadors  específics  de  regeneració  muscular,  com  la  cadena  pesada  de  la  miosina 

embrionària  (embrionary Myosin Heavy Chain,  eMHC). Un  cop  s’ha  completat el procés de 

regeneració,  les  noves miofibres  continuen  creixent,  augmentant  la  seva mida  fins  que 

Figura 9: Procés de degeneració/regeneració muscular. En resposta a un traumatisme muscular 
(2),  les  cèl∙lules del  sistema  inflamatori migren  fins  la  regió  afectada  per  tal de degradar  les 
restes de teixit necròtic (3). A continuació, les cèl∙lules satèl∙lit esdevenen activades i comencen a 
proliferar  (4).  Les  cèl∙lules  satèl∙lit,  un  cop  situades  a  la  regió malmesa,    es  diferencien  i  es 
fusionen amb  les miofibres  ja existents, o bé entre elles generant noves miofibres, depenent de 
l’abast de la lesió (5). Les miofibres de nova generació es caracteritzen per la presència de nuclis 
centrals  (6). Aquests nuclis se situaran en una posició perifèrica un cop  la  fibra hagi  finalitzat 
l’etapa de maduració (7). Algunes de les cèl∙lules satèl∙lit tornen al seu estat quiescent mitjançant 
el procés d’auto‐renovació. 

1. Miofibra sana
Cèl·lula satèl·lit quiescent

2. Miotraumatisme

3. Activació del sistema inflamatori

4. Activació i proliferació de les 
cèl·lules satèl·lit

5. Fusió amb les miofibres malmeses

6. Miofibra en regeneració amb
nuclis centrals

7. Miofibra totalment regenerada

1. Miofibra sana
Cèl·lula satèl·lit quiescent

2. Miotraumatisme

3. Activació del sistema inflamatori

4. Activació i proliferació de les 
cèl·lules satèl·lit

5. Fusió amb les miofibres malmeses

6. Miofibra en regeneració amb
nuclis centrals

7. Miofibra totalment regenerada
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arriben a  la seva mida definitiva. En aquest moment, els nuclis  recuperen  la seva posició 

lateral característica, indicant que la regeneració de la miofibra ha finalitzat. En condicions 

normals,  les  miofibres  de  nova  formació  són  morfològicament  i  funcionalment 

indistingibles de les miofibres sanes ja existents. 

 

2.4. LA DISTRÒFIA MUSCULAR DE DUCHENNE. 

 

Les  distròfies  musculars  són  un  grup  heterogeni  de  desordres  neuromusculars 

d’origen genètic. Existeixen diferents  tipus de distròfies musculars, de grau més o menys 

sever en  funció de  les alteracions genètiques de  les quals provenen. Una de  les distròfies 

musculars més comuns és la Distròfia Muscular de Duchenne (DMD). Aquesta malaltia es 

va anomenar així després que el neuròleg francès  Duchenne de Boulogne la descriví entorn 

l’any  1868  (revisat  a  (Khurana  and Davies,  2003)). La DMD  és una de  les malalties més 

comuna lligades al cromosoma X. Afecta a un de cada 3500 nadons homes. Els pacients que 

pateixen DMD comencen a manifestar els símptomes cap els cinc anys de vida. El desgast 

muscular i la contínua inflamació del teixit fa que el procés de regeneració muscular sigui 

cada vegada més difícil. Poc a poc, es va reemplaçant la massa muscular per teixit adipós, 

fins que  els pacients  acostumen  a morir per  fallides  cardíaques  o  respiratòries durant  la 

tercera dècada de vida (revisat a (Khurana and Davies, 2003)). 

La DMD  resulta de  la mutació en el gen que codifica per  la proteïna distrofina,  la 

qual es localitza al sarcolemma (fig 10 i 11). La distrofina forma part d’un complex proteic 

anomenat Complex Glicoproteïc associat a  la Distrofina  (Dystrophin Glycoprotein Complex, 

DGC), constituït per diverses glicoproteïnes. Qualsevol mutació en qualsevol dels gens que 

codifiquen per alguna de les proteïnes membres del DGC (o bé mutacions en alguna de les 

proteïnes que s’uneixen al DGC, com la laminina α2) afecten la integritat del sarcolemma i 

poden provocar alguna varietat de distròfia muscular (Campbell and Crosbie, 1996; Ervasti 

et  al.,  1990; Hoffman  et  al.,  1987).  L’abast  de  la mutació  resulta  en  la  total  absència  de 

distrofina en la major part del casos en la DMD, mentre que la patologia caracteritzada per 

la  presència  de  baixos  nivells  de  distrofina  truncada  es  coneix  amb  el  nom  de Distròfia 

Muscular de Becker (BMD), que presenta un fenotip més suau. El complex DGC connecta 

els  components de  l’ECM amb el  citosqueletet d’actina. La manca de distrofina produeix 
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que  aquest  complex  no  s’ajusti  correctament,  i  es  trenqui  l’estabilitat del  citoesquelet,  la 

qual cosa dóna lloc a la malformació del sarcolemma i condueix a la lesió muscular. 

 

2.4.1. La distrofina. 

El gen de  la distrofina va  ser  localitzat al cromosoma X per primera vegada  l’any 

1986  (Monaco  et  al.,  1986),  situat  al Xp21. Aquest gen  és  el més gran del genoma humà 

descrit  fins  el moment,  amb  una  extensió  entorn  les  2.5 Mb de  la  seqüència  genòmica  i 

compost  per  79  exons.  La  totalitat  del  gen,  amb  un  mRNA  de  14  Kb,  s’expressa 

principalment al múscul esquelètic i al múscul cardíac, i en menor grau al cervell (Koenig et 

al.,  1987; Monaco  et  al.,  1987; Monaco  et  al.,  1986).  L’expressió  de  la  distrofina  en  els 

diferents teixits és controlada pels diferents promotors: el promotor del cervell, del múscul 

esquelètic i de les cèl∙lules de Purkinje. 

La distrofina és una proteïna del citoesquelet de 427 kDa, membre de la família de la 

β‐espectrina/α‐actina (Koenig et al., 1988). Uneix el sarcolemma al citoesquelet d’actina del 

sarcoplasma, a més de jugar un paper important durant la contracció muscular. S’expressa 

al sarcolemma i a les unions miotendòniques i neuromusculars. La seva estructura de triple 

hèlix  (localitzades  al domini  rod)  li  confereix  elastacitat,  la qual  cosa protegeix  la  cèl∙lula 

muscular de l’estrès provocat per la contracció (fig. 10).   

 

 

 

 

 

La  seva  estructura  pot  dividir‐se  en  quatre  regions  diferents  basades  en  la  seva 

homologia de seqüència i en les propietats d’unió a altres proteïnes. Aquestes regions són el 

domini amino‐terminal d’unió a actina, el domini central rod, el domini ric en cisteïnes i el 

domini carboxi‐terminal. El domini amino‐terminal i la regió central s’uneixen directament 

al  citoesquelet d’actina  (revisat  a  (Rybakova  et  al.,  1996; Winder  et  al.,  1995). El domini 

Fig. 10: Visió esquemàtica de l’estructura de la distrofina. Es mostren els diferents dominis que 
la formen, així com els llocs d’unió a altres proteïnes. Adaptat de  (Blake et al., 2002).  

DFB



Introducció 
 

 50 

central  està  format  per  24  repeticions, molt  similars  a  les  repeticions  de  triple  hèlix  de 

l’espectrina, que confereixen flexibilitat a la molècula.  

D’altra banda, el domini  ric en cisteïnes conté dos motius EF‐hand similars a  la α‐

actina que sembla que podrien unir cations Ca2+ intracel∙lulars. El domini ZZ també forma 

part de la regió rica en cisteïnes i conté un elevat nombre de residus de cisteïna que podrien 

coordinar‐se amb cations divalents com el Zn2+    (Anderson et al., 1996). L’extrem carboxi‐

terminal de la distrofina conté dos polipèptids amb una estructura similar a  la del domini 

rod. La unió de la distrofina al DGC es produeix a través d’aquest domini. 

 

2.4.2. El complex glicoproteic associat a la distrofina. 

La  distrofina  es  troba  associada  al  sarcolemma  a  través  d’un  complex  proteïc 

monomèric format per 10 proteïnes, conegut com Complex Glicoproteïc Associat a la Distrofina 

(DGC).  Es  tracta  d’un  conjunt  de  proteïnes  citoplasmàtiques,  transmembrana  i 

extracel∙lulars que proporciona una important unió mecànica i facilita les interaccions entre 

la cèl∙lula muscular i l’ECM. El 1994 es va determinar que el DGC podia dissociar‐se en tres 

complexos  ben  diferenciats:  el  complex  distroglicà,  el  complex  sarcoglicà:sarcospan  i  el 

complex citoplasmàtic, del que forma part la distrofina (Yoshida et al., 1994) (fig. 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  11:  Esquema  del  complex  glicoproteïc  associat  a  la  distrofina  (DGP)  en  el múscul 
esquelètic. La distrofina s’uneix al citoesquelet d’actina a través del seu extrem amino‐terminal. 
L’extrem  carboxi‐terminal  de  la  distrofina  es  troba  associat  amb  una  sèrie  de  proteïnes  de 
membrana que poden classificar‐se com el complex distroglicà, el complex sarcoglicà:sarcospan i 
el complex citoplasmàtic. El complex citoplasmàtic inclou les sintrofines (syn) i l’α‐distrobrevina 
(α‐DB). El  complex  sarcoglicà:sarcospan  comprén  els  sarcoglicans  (α, β, γ, δ)  i  el  sarcospan. El 
component extracel∙lular del complex distroglicà, l’α‐distroglicà (α−DG) s’uneix a la laminina‐2 
de  l’ECM  i  el  β‐distroglicà  (β−DG)  del  sarcolemma. Alhora,  el  β−DG  s’uneix  a  la  distrofina, 
establint una unió completa entre el citoesquelet d’actina i l’ECM. Adaptat de (Blake et al., 2002). 
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El complex distroglicà està format, bàsicament, per α i β‐distroglicà. El β‐distroglicà 

conté un únic domini transmembrana,  i  l’extrem carboxi‐terminal situat al citoplasma, per 

on la distrofina s’uneix al complex distroglicà. L’α‐distroglicà, en canvi, es troba a l’ECM on 

s’uneix al β‐distroglicà mitjançant interaccions covalents (Jung et al., 1995; Rentschler et al., 

1999; Suzuki et al., 1994; Suzuki et al., 1992). 

El complex sarcoglicà està format per quatre glicoproteïnes transmembrana α‐, β‐, γ‐ 

i  δ‐sarcoglicà  i  un membre  de  la  família  dels  tetraspans,  anomenat  sarcospan  (revisat  a 

(Crosbie et al., 1997; Lim and Campbell, 1998). La distribució de l’α‐sarcoglicà sembla estar 

restringida  al múscul  esquelètic  i  al múscul  cardíac, mentre  que  tant  el  β‐,  el  γ‐  i  el  δ‐

sarcoglicà poden  trobar‐se  també  al múscul  llis  (Barresi  et  al.,  2000; Roberds  et  al.,  1993; 

Straub et al., 1999) (fig. 11).  

Qualsevol  mutació  en  qualsevol  dels  membres  del  DGC  causa  la  pèrdua  de  la 

integritat del sarcolemma i fa que les miofibres musculars siguin més vulnerables davant de 

qualsevol dany extern. En absència de distrofina, el DGC esdevé desestabilitzat, provocant 

la  disminució  dels  nivells  d’altres  proteïnes  del  DGC.  L’increment  de  la  fragilitat  del 

sarcolemma el  fa  susceptible a qualsevol  lesió mecànica,  la qual  cosa  resulta en un dany 

progressiu de  les miofibres. Les cèl∙lules satèl∙lit deixen de compensar progressivament el 

dany  de  les miofibres  i  el  procés  de  regeneració muscular  es  va  reduint  gradualment. 

Paulatinament,  les  fibres musculars  van  sent  substituides  per  teixit  connectiu  o  adipós 

(revisat a (Davies and Nowak, 2006). 

 

2.4.3. Models animals per a la Distròfia Muscular de Duchenne. 

La deficiència del gen de  la distrofina ha estat estudiada  tant en no mamífers  (en 

peix zebra i en Caernorhabditis elegans), com en mamífers (en ratolí i en gos, principalment). 

Degut a la seva homologia amb humans, els models animals més emprats per a l’estudi de 

la DMD són el model murí mdx i el model caní golden‐retriever muscular‐dystrophy (GRMD).  

 

2.4.3.1. El ratolí mdx. 

El ratolí mdx és el model animal més utilitzat per l’estudi de la DMD. Es tracta d’un 

model  murí  deficient  pel  gen  de  la  distrofina.  La  seva  patologia  va  identificar‐se 
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fortuïtament en animals estabulats. Presenta una mutació a l’exó 23 del gen de la distrofina, 

que  resulta en un  codó d’aturada prematur  (Sicinski et al., 1989). Tot  i que presenten un 

fenotip  normal  després  del  naixement,  comencen  a manifestar  episodis  de  degeneració 

muscular a partir de  la  tercera setmana de vida (Coulton et al., 1988; Pastoret and Sebille, 

1995; Tanabe et al., 1986). En els primers estadis de la patologia, el procés de regeneració és 

efectiu, però en estadis més avançats la regeneració de les miofibres no arriba a completar‐

se. En el diafragma, múscul on  la patologia mostra uns efectes més marcats,  la fibrosi  i  la 

deposició de col∙lagen són abundants. Finalment, la fibrosi i l’atròfia guanyen terreny en les 

extremitats dels  ratolins mdx més vells  i el  teixit muscular acaba  sent  substituït per  teixit 

adipós (Cohn and Campbell, 2000; Pastoret and Sebille, 1993; Pastoret and Sebille, 1995). 

El  ratolí mdx  presenta  un  fenotip menys  sever  que  en  el  cas  de  la  patologia  en 

humans degut  a  que  els  cicles de  degeneració/regeneració  es  completen de manera més 

efectiva en el cas del model animal (revisat a (Khurana and Davies, 2003)).   

 

2.4.3.2. El gos GRMD. 

S’han  detectat  gossos  amb  patologies musculars  associades  a  una  deficiència  de 

distrofina degut a lesions genètiques. El model caní millor caracteritzat és el golden‐retriever 

muscular‐dystrophy (GRMD). Aquests gossos poseeixen una mutació puntual a l’intró 6 del 

gen  de  la  distrofina,  que  causa  la  delecció  de  l’exó  7  (Sharp  et  al.,  1992).  La  patologia 

comença  a manifestar‐se  a  partir  del  segon mes  de  vida,  i  l’esperança  de  vida mitjana 

d’aquests  animals  es  veu  considerablement  reduïda. A  nivell  histològic,  el  teixit mostra 

signes de necrosi, de fibrosi  i de regeneració muscular. El model animal GRMD és el més 

proper  a  la  patologia  en  humans  i,  en  l’actualitat,  s’està  emprant  per  testar  l’efecte  de 

possibles tractaments contra la DMD (revisat a (Blake et al., 2002; Miura and Jasmin, 2006)).  

 

2.4.5. Desenvolupament de teràpies per a la Distròfia Muscular de Duchenne. 

Com  s’ha  comentat,  la DMD  és  el  resultat d’una  alteració  genètica del  gen de  la 

distrofina. Durant els darrers anys, s’han desenvolupat diverses estratègies per tal de trobar 

un tractament efectiu contra aquesta patologia. Fins el moment, els tractaments aplicats són 

pal∙liatius;  no  obstant,  durant  els  darrers  cinc  anys  s’han  publicat  diversos  treballs  que 
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donen una visió optimista sobre el desenvolupament de  teràpies efectives en un  futur no 

gaire llunyà.  

Totes les teràpies en fase de desenvolupament es basen en tres estratègies principals: 

en el reemplaçament de la distrofina mitjançant intervencions genètiques, moleculars o per 

trasplantament cel∙lular; en promoure la regeneració muscular o, en el seu defecte, reduir la 

fibrosi  del  teixit  a  fi  de  combatre  el  defecte  de  la  regeneració;  i  en  disminuir  la  necrosi 

muscular  (Radley  et  al.,  2007).  La  teràpia  farmacològica,  la  teràpia  gènica  i  la  teràpia 

cel∙lular  han  estat  els mètodes  emprats  per  assolir  un  tractament  efectiu  contra  la DMD 

(revisat a  (Khurana and Davies, 2003; Strober, 2006)). Tant la teràpia gènica com la teràpia 

cel∙lular  no  presenten  efectes  secundaris,  però  en  canvi,  estan  sotmeses  a  una  sèrie  de 

complicacions  tècniques  que  obstaculitzen  la  seva  aplicació.  La  resposta  del  sistema 

immunitari contra els mioblasts trasplantats i contra la presència de vectors virals i la seva 

possible  toxicitat han estat  les dificultats més  importants  (revisat a  (Khurana and Davies, 

2003; Strober, 2006). 

La  teràpia  farmacològica  es  basa  en  la  utilització  de  fàrmacs,  com  els 

corticoesteroides, per tal de disminuir la severitat dels símptomes de la patologia (revisat a 

(Khurana  and  Davies,  2003; Wagner  et  al.,  2007).  D’altres  tractaments  consisteixen  en 

potenciar  la proliferació de  les  cèl∙lules  satèl∙lit, estimulant, per exemple,  la producció de 

miostatina (proteïna que pertany a la superfamília del TGF‐β, la funció principal de la qual 

és el control de la massa muscular) (Bogdanovich et al., 2004; Wagner et al., 2002). 

La teràpia gènica consisteix principalment en fer ús de vectors virals i no virals a fi 

de restaurar l’expressió de la distrofina, o bé, promoure l’expressió de la utrofina, proteïna 

molt similar a la distrofina que pot arribar a substituir alguna de les seves funcions (revisat 

a  (Foster  et  al.,  2006; Miura  and  Jasmin,  2006)).  La  utrofina  no  només  s’expressa  en  el 

múscul  esquelètic,  el múscul  cardíac  i  el  cervell,  sinó  que  també  és  present  a  l’endoteli 

vascular  (Matsumura  et  al.,  1993),  a  les plaquetes  (Earnest  et  al.,  1995),  a  les  cèl∙lules de 

Schwann dels nervis perifèrics (Matsumura et al., 1993) i a diversos tipus cel∙lulars presents 

al ronyó (Loh et al., 2000). En múscul sa adult, la utrofina es troba a les unions del múscul 

amb  els  tendons,  així  com  a  les  unions  neuromusculars.  En  canvi,  durant  el 

desenvolupament,  o  durant  un  procés  de  regeneració muscular,  la  utrofina  se  situa  al 
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sarcolemma,  la  qual  cosa  fa  que  sigui  un  important  objecte  d’estudi  (Clerk  et  al.,  1993; 

Gramolini and Jasmin, 1999; Lanfossi et al., 1999; Lin et al., 1998; Takemitsu et al., 1991). 

El més  important és que aquests vectors són compatibles amb el sistema vascular, 

condició essencial per a que puguin ésser emprats i transportats al seu lloc d’acció. D’altres 

estudis empren oligonucleòtids antisentit poden modificar  l’splicing dels  transcrits per  tal 

d’obtenir  una  proteïna  funcional, malgrat  que  la  seva  pauta  de  lectura  estigui  truncada 

((Rodino‐Klapac et al., 2007) i revisat a (Foster et al., 2006; Wells, 2006). Alternativament, en 

un 10 o 20% dels casos és possible modificar químicament la maquinària transduccional per 

tal d’evitar  la  lectura d’un codó de parada prematur, mètode conegut com a exon skipping 

((Aartsma‐Rus et al., 2007; Lorain et al., 2008)  i  revisat a  (Aartsma‐Rus and van Ommen, 

2007; Bertoni, 2008).  

El  trasplantament  de  cèl∙lules  satèl∙lit  (Quenneville  and  Tremblay,  2006)  va 

esdevenir una altra de les teràpies proposades. Els principals problemes d’aquesta possible 

teràpia  són  el  rebuig  del  sistema  immunitari  i  l’escassa  migració  de  les  cèl∙lules 

trasplantades. L’elevada mort  cel∙lular va  fer que  s’hagués de  combinar  la  teràpia gènica 

(manipulant  les  cèl∙lules  prèviament  a  la  injecció)  per  tal  d’obtenir  resultats  notables 

(Quenneville  and Tremblay,  2006)  i  revisat  a  (Peault  et  al.,  2007).  S’han publicat d’altres 

treballs  dirigits  a  la  utilització  de  cèl∙lules  mare  mesenquimals,  com,  per  exemple,  els 

mesoangioblasts (Galvez et al., 2006) i els perícits (Dellavalle et al., 2007).  

Tots  aquests  resultats  obren  una  porta  per  al  futur  tractament  de malalties  tan 

devastadores com  la DMD,  tot  i que encara seran necessaris molts més estudis per poder 

aplicar aquestes tècniques en pacients. 
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3. PAPER DEL SISTEMA D’ACTIVACIÓ  

DEL PLASMINOGEN DURANT LA MIOGÈNESI.  

 

Tant  la formació del múscul esquelètic com  la regeneració muscular després d’una 

situació patològica requereixen una proteòlisi extracel∙lular massiva. En resposta a una lesió 

muscular, el teixit malmès és infiltrat per fibroblasts, per cèl∙lules del sistema inflamatori, i 

per  una  acumulació  de  proteïnes  extracel∙lulars.  A  continuació,  el  teixit  necròtic  és 

degradat, s’inicia la revascularització i les cèl∙lules satèl∙lit esdevenen activades i comencen 

el  procés  de  proliferació.  Aleshores  es  diferencien  i  es  fusionen  per  tal  de  reparar  les 

miofibres malmeses  i  formar‐ne de noves. En  aquest procés, un  elevat nombre d’enzims 

proteolítics participen en la degradació de l’ECM per tal d’afavorir la invasió de cèl∙lules del 

sistema  inflamatori  i  l’activació  de  les  cèl∙lules  satèl∙lit.  S’ha  descrit  que  enzims  com  les 

MMPs, la meltrina‐α i la catepsina B, entre d’altres, participen activament en la degradació 

de l’ECM durant el procés de regeneració muscular (Couch and Strittmatter, 1983; Gogos et 

al., 1996; Guerin and Holland, 1995). S’ha demostrat també el paper dels diferents membres 

del sistema d’activació del plasminogen durant el procés miogènic. 

 

3.1 PAPER D’uPA DURANT LA MIOGÈNESI. 

 

La primera proteïna del sistema d’activació del plasminogen que  fou estudiada en 

l’àmbit de la miogènesi fou uPA. Els primers indicis sobre un possible paper dels activadors 

del  plasminogen  en  el múscul  esquelètic  van  aparèixer  el  1986,  quan  es  publicà  que  el 

múscul  esquelètic  posseïa  nivells  baixos  d’uPA,  però  que  aquests  nivells  esdevenien 

incrementats en estadis posteriors a la denervació del múscul esquelètic (Festoff et al., 1986). 

Uns  anys després,  es  va demostrar  la  inducció de  l’expressió d’uPA  durant  l’inici de  la 

diferenciació  miogènica  (Munoz‐Canoves  et  al.,  1997).    Quan  la  fusió  era  inhibida 

mitjançant l’ús d’inhibidors com la citocalasina B (inhibidor que actua sobre el citoesquelet 

d’actina  de  la  cèl∙lula),  els  nivells  d’uPA  disminuïen  notablement,  mentre  que  quan 

s’empraven anticossos bloquejants de l’activitat d’uPA, els mioblasts C2C12 perdien la seva 

capacitat  de  fusionar‐se  (Munoz‐Canoves  et  al.,  1997),  indicant  així  el  paper  necessari 

d’uPA durant la miogènesi.   
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Estudis  posteriors  in  vivo  van  demostrar  un  increment  en  l’expressió  d’uPA  en 

ratolins  salvatges  (Festoff  et  al.,  1994;  Lluis  et  al.,  2001)  després  d’una  lesió  muscular 

induïda mitjançant una  injecció de glicerol  al múscul gastrocnemius  (Kawai  et al.,  1990). 

Diversos  treballs  van  suggerir  que  aquest  increment  en  estadis  posteriors  a  una  lesió 

muscular  podia  ser  degut  a  que  durant  la  regeneració  del  múscul  esquelètic,  uPA  és 

expressat  per  un  alt  nombre  de  tipus  cel∙lulars,  entre  ells,  les  cèl∙lules musculars  i  les 

cèl∙lules del sistema inflamatori (Chazaud et al., 2000; Gyetko et al., 1996). tPA, en canvi, no 

s’expressa en teixit muscular, ni en estat basal, ni després d’una lesió (Lluis et al., 2001). 

La delecció dels gens d’uPA i tPA en ratolins, que dóna lloc als ratolins uPA‐/‐ i tPA‐

/‐  (Carmeliet  et  al.,  1994),  va  permetre  realitzar  un  estudi  del  paper  dels  activadors  del 

plasminogen in vivo més exhaustiu. El múscul danyat d’un ratolí salvatge es caracteritza per 

l’elevada presència de teixit necròtic durant les primeres hores després de la lesió muscular. 

En aquest estadi es dóna una invasió del teixit danyat per cèl∙lules del sistema inflamatori. 

Un  cop  la major part del  teixit necròtic ha  estat  eliminat per  les proteases de  l’ECM,  les 

cèl∙lules  satèl∙lit  s’activen  i  comencen  a  proliferar.  Aquest  estadi  es  correspon 

aproximadament  al  dia  4  després  de  la  lesió  (fig.  12).  Un  elevat  nombre  de  cèl∙lules 

mononucleades  apareixen  entre  les  restes de  teixit necròtic  tot  indicant que  el procés de 

regeneració muscular  s’està  iniciant. El múscul del  ratolí  tPA‐/‐ presenta un aspecte molt 

similar al del ratolí salvatge. En canvi, el múscul del ratolí uPA‐/‐ mostra un aspecte molt 

desorganitzat,  amb  un  elevat  grau  de  necrosi,  dipòsits  de  fibrina  i  un  escàs  nombre  de 

cèl∙lules mononucleades. A mesura que passen els dies, en el múscul del ratolí salvatge i del 

tPA‐/‐ s’observa  la desaparició del dipòsits extracel∙lulars,  la  formació de noves  fibres  i el 

seu  creixement.    Després  de  25  dies  de  la  inducció  de  la  lesió muscular,  tant  el  ratolí 

salvatge com el ratolí tPA‐/‐ presenten un aspecte pràcticament recuperat, caracteritzat per 

la  presència  de  nuclis  centrals  a  les  miofibres,  indicant  que  el  procés  de  regeneració 

muscular està procedint d’una manera correcta. El múscul del  ratolí uPA‐/‐, en canvi, no 

mostra  signes  de  regeneració  muscular,  presentant  encara  un  elevat  nombre  de  zones 

necròtiques i una escassa proliferació cel∙lular.  

L’anàlisi de  la resposta  inflamatòria a  l’àrea malmesa en els animals uPA‐/‐mostrà 

una reducció d’entorn el 50% en la població de macròfags. Aquests resultats indicaren una 
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reducció del reclutament de les cèl∙lules inflamatòries en absència d’uPA (Lluis et al., 2001; 

Suelves et al., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Un  treball  posterior  demostrà  la  implicació  d’uPA  en  la  invasió  del  sistema 

inflamatori en el teixit ferit . Ratolins deficients per uPA foren trasplantats amb el moll d’os 

de  ratolins  salvatges 24 hores després d’una dosi de  radiació  letal de 9 Gy. Sis  setmanes 

després  del  trasplantament,  se’ls  induí  una  lesió muscular mitjançant  una  injecció  amb 

CTX. Una anàlisi exhaustiva del procés de regeneració muscular mostrà que en el cas dels 

Figura  12:  Procés  de  regeneració muscular  en  els  ratolins  deficients  pels  components  del 
sistema PA. El ratolí deficient pel gen d’uPA i del Plg (uPA‐/‐ i Plg‐/‐), però no el del tPA (tPA‐/‐
), mostren un sever defecte en el procés de regeneració muscular després de la  inducció d’una 
lesió amb CTX. El ratolí PAI‐1‐/‐, en canvi, presenta un procés de regeneració accelerat, amb un 
nombre  reduït  de miofibres  en  degeneració  i  un  nombre  superior  de miofibres  amb  nuclis 
centrals. Les seccions del múscul gastrocnemius d’animals salvatges (WT), uPA‐/‐, tPA‐/‐, Plg‐/‐ i 
PAI‐1‐/‐ foren tenyides amb hematoxilina/eosina (H/E) a 4 i 25 dies post‐ferida (d.p.f.), així com 
els  animal  control  (0  d.p.f.).  En  els  animals WT,  tPA‐/‐  i  PAI‐1‐/‐  el  procés  de  regeneració 
muscular és completat amb èxit als 25 DPF, amb la presència de miofibres amb nuclis centrals. 
Els animals uPA‐/‐ i Plg‐/‐, en canvi, presenten un defecte en la regeneració que és visible fins i 
tot a 25 d.p.f. (Suelves et al., 2005). 

WT

d.p.f.                 0                        4                       25

uPA-/-

tPA-/-

Plg-/- 

PAI-1-/-
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ratolins uPA‐/‐ trasplantats amb moll d’os procedent de ratolins salvatges (uPA‐/‐ WT‐BM) el 

procés de regeneració muscular procedia d’una manera similar a  la dels ratolins salvatges 

(fig. 13). En canvi,  la necrosi  i  la desorganització tissular eren presents el els músculs dels 

ratolins uPA‐/‐ 25 dies després de la injecció amb la CTX (fig. 13) (Suelves et al., 2007).   

 

 

Un altre estudi  realitzat amb  ratolins uPA‐/‐ demostra el  requeriment d’uPA  i del 

sistema  inflamatori per desenvolupar hipertròfia muscular  compensatòria  (DiPasquale  et 

al., 2007).  

Un resultat similar va obtenir‐se en trasplantar moll d’os procedent de ratolins mdx, 

en ratolins doble mutants uPA‐/‐mdx. Donat que el  fenotip dels ratolins doble mutants és 

molt  acusat  degut  a  la  deficiència  d’uPA,  el  trasplantament  va  alleujar  notablement  els 

signes de degeneració dos mesos després del tractament (Suelves et al., 2007).                                               

Tots aquests resultats no només indiquen que uPA és necessari per a la regeneració 

de  les miofibres malmeses,  sinó que  és produït  i  requerit per  les  cèl∙lules procedents del 

moll d’os per a  la seva  infiltració en  la zona danyada. Diversos  treballs han demostrat  les 

propietats quimiotàctiques d’uPA envers  les cèl∙lules del sistema  inflamatori  (Bryer et al., 

2008; Lluis et al., 2001; Suelves et al., 2007). Aquests  resultats, però, atribueixen a uPA el 

paper de conductor per a la infiltració i funcionalització de les cèl∙lules inflamatòries per a 

  WT                         WT (WT-BM)                 uPA-/-                     uPA-/-(WT-BM) 

10

25

d.p.f. 

Figura  13:  El  trasplantament  de  moll  d´os  procedent  de  ratolins  salvatges,  en  ratolins 
deficients per uPA, rescata el defecte en la regeneració muscular induïda mitjançant una lesió 
amb CTX.  Sis  setmanes després del  trasplantament,  els diferents  ratolins  foren  injectats  amb 
CTX al múscul gastrocnemius. Tincions realitzades amb hematoxilina/eosina (H/E). Adaptat de 
(Suelves et al., 2007). 
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la creació d’un entorn adient per tal de dur a terme el procés de regeneració muscular d’una 

manera adequada.   

 

3.2 PAPER DEL PLASMINOGEN DURANT LA MIOGÈNESI.  

 

Els  primers  experiments  realitzats  in  vitro  mostraren  alts  nivells  de  l’activitat 

enzimàtica de la plasmina en medis condicionats de mioblasts C2C12, tant en condicions de 

proliferació  com  en  diferenciació  (Suelves  et  al.,  2002).  D’altra  banda,  l’expressió  del 

receptor  del  plasminogen,  l’α‐enolasa,  s’incrementava  notablement  durant  l’etapa  de 

diferenciació mioblàstica  (Lopez‐Alemany  et al., 2003c). Aquestes observacions  suggerien 

un paper fonamental del plasminogen/plasmina durant el procés de regeneració muscular 

in vivo. 

Per  als  estudis  de  regeneració  in  vivo  es  va  emprar  el  model  de  lesió  induïda 

mitjançant una injecció de glicerol al múscul gastrocnemius (Kawai et al., 1990) comparant 

el  procés  de  regeneració  dels  ratolins  salvatges  amb  ratolins  deficients  pel  gen  del 

plasminogen, Plg‐/‐. Quatre dies després de la lesió, el ratolí Plg‐/‐ mostrava un elevat grau 

de teixit necròtic, amb importants zones fibròtiques i una escassa proliferació cel∙lular (fig. 

12). En el ratolí salvatge, en canvi, s’observa un elevat nombre de cèl∙lules mononucleades, 

indicant  l’activació  de  les  cèl∙lules  satèl∙lit.  Vint‐i‐cinc  dies  després  de  la  lesió,  el  ratolí 

salvatge presentava un aspecte pràcticament recuperat, amb nuclis centrals a les miofibres 

indicant que el procés de regeneració estava procedint de manera correcta. En canvi, igual 

que en el cas del ratolí uPA‐/‐, en el ratolí Plg‐/‐ no s’observaven evidències de regeneració 

muscular, mostrant un elevat grau de necrosi i de fibrosi a la zona afectada (fig. 12) (Lopez‐

Alemany et al., 2003c; Suelves et al., 2002). 

Cal tenir present que el paper de la plasmina no només resideix en la seva elevada 

capacitat proteolítica, sinó que pot activar les MMPs i alguns factors de creixement com el 

HGF/SF  i el TGF‐β mitjançant  trencaments proteolítics  (revisat a  (Suelves et al., 2005))  i a 

més,  actua  com  a  quimioatraient  davant  les  cèl∙lules  del  sistema  inflamatori  induint  la 

migració  d’aquestes  en  diversos  teixits  (Busuttil  et  al.,  2004).  L’anàlisi  de  la  resposta 

inflamatòria en la zona lesionada dels ratolins Plg‐/‐ mostrà una reducció en el reclutament 
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dels macròfags  i dels  limfòcits‐T d’un  50%  i  un  35%,  respectivament,  comparat  amb  els 

ratolins salvatges (Suelves et al., 2002).  

Aquests  resultats  demostren  que  la  plasmina  és  necessària  durant  el  procés  de 

regeneració muscular, tant durant l’etapa de degeneració com en l’etapa de regeneració del 

múscul esquelètic. 

 

3.3. PAPER DE L’α‐ENOLASA DURANT LA MIOGÈNESI. 

 

L’α‐enolasa  actua  com  a  receptor del plasminogen  en un  elevat  nombre de  tipus 

cel∙lulars. L’ús d’anticossos monoclonals contra diferents regions de l’α‐enolasa ha permès 

estudiar amb més profunditat la importància del seu paper en els diferents tipus cel∙lulars. 

En particular, es va produir un anticòs monoclonal, MAb 11G1, que bloqueja específicament 

la unió del plasminogen  a  l’α‐enolasa,  i, per  tant,  la  seva posterior  activació  a plasmina 

(Lopez‐Alemany  et  al.,  2003a).  La  utilització  d’aquest  anticòs  va  permetre  determinar  el 

paper de l’α‐enolasa com a receptor del plasminogen majoritari en diversos tipus cel∙lulars, 

incloent‐hi  limfòcits‐B  (Nalm6),  limfòcits‐T  (Molt4),  granulòcits  (NB4), monòcits  (THP‐1) 

(Lopez‐Alemany et al., 2003a)  i mioblasts  (Lopez‐Alemany et al., 2003c  i revisat a  (Lopez‐

Alemany et al., 2005)).    

Estudis in vitro van demostrar que es donava una sobreexpressió de l’α‐enolasa  en 

els mioblasts durant el procés de diferenciació muscular (Lopez‐Alemany et al., 2003c), que 

coincidia  amb  l’increment  de  l’activitat  de  la  plasmina  observat  en  treballs  anteriors 

(Suelves  et  al.,  2002).  L’activitat  de  la  plasmina  durant  la  diferenciació  miogènica  en 

presència  i absència de MAb 11G1 s’inhibia d’una manera dependent de  la dosi d’anticòs, 

mentre  que  quan  les  cèl∙lules  es  cultivaven  en  condicions de proliferació, MAb  11G1 no 

tenia  cap  efecte  (Lopez‐Alemany  et  al.,  2003c).  La  inhibició  de  l’activitat  de  la  plasmina 

també  provocava  un  bloqueig  en  l’expressió  de  marcadors  de  diferenciació  com  la 

miogenina, així  com en el procés de  fusió dels mioblasts C2C12,    (Lopez‐Alemany et al., 

2003c i revisat a (Lopez‐Alemany et al., 2005)). 

Els assaigs  realitzats amb un model  in vivo de  regeneració muscular després de  la 

inducció d’una lesió amb CTX van demostrar que existia una sobreexpressió de l’α‐enolasa 

en els primers estadis de la regeneració muscular, i que la seva expressió tornava als nivells 
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basals un cop el múscul havia completat el procés de regeneració    (Lopez‐Alemany et al., 

2003c).  

Una  situació  similar  es  donava  en  els  ratolins  distròfics  mdx,  que mostraren  un 

notable  increment  en  l’expressió  de  l’α‐enolasa  en  el múscul  esquelètic,  comparat  amb 

animals salvatges (Lopez‐Alemany et al., 2003c i revisat a Lopez‐Alemany et al., 2005). 

 

3.4. PAPER DE PAI‐1 DURANT LA MIOGÈNESI. 

 

Experiments  realitzats  en  presència  d’anticossos  inhibidors  de  PAI‐1  i  d’uPA 

demostraren la implicació del complex uPAR/uPA/PAI‐1 en processos biològics associats a 

la miogènesi  com  la migració,  l’adhesió  i  la  fusió dels mioblasts  (Bonavaud  et  al.,  1997; 

Chazaud  et  al.,  2000;  Planus  et  al.,  1997).  El  complex  uPAR/uPA/PAI‐1,  que  també 

interacciona amb  integrines, constitueix un pont d’unió entre el citoesquelet de  la cèl∙lula 

miogènica i l’ECM in vitro (Planus et al., 1997). 

El paper de PAI‐1 durant  la regeneració muscular  in vivo  fou estudiat emprant els 

ratolins  deficients  per  PAI‐1,  PAI‐1‐/‐  (Carmeliet  et  al.,  1993).  Després  d’induir‐los  una 

ferida mitjançant una injecció de CTX, els nivells de PAI‐1 augmentaven considerablement 

(Koh  et  al.,  2005;  Suelves  et  al.,  2005). Quatre  dies  després  de  la  lesió,  el  ratolí  PAI‐1‐/‐ 

presentava un  important nombre de cèl∙lules mononucleades, comparable a  l’aspecte que 

mostrava  l’animal salvatge,  indicant que  la regeneració del  teixit malmès s’estava duent a 

terme  (fig.  12). Després  de  25  dies,  el  teixit  danyat mostrava  un  nombre més  elevat  de 

miofibres amb nuclis centrals que en el cas del  ratolí  salvatge,  indicant que  l’absència de 

PAI‐1  provocava  una  acceleració  del  procés  de  regeneració muscular  (Koh  et  al.,  2005; 

Suelves et al., 2005).  

L’anàlisi  de  la  resposta  inflamatòria  mostrà  un  increment  en  la  presència  de 

macròfags en la zona malmesa 5 dies després de la lesió amb CTX. Degut a que el principal 

paper dels macròfags és eliminar  les restes de teixit malmès  i promoure  la proliferació de 

les cèl∙lules satèl∙lit (Farges et al., 2002), aquest procés podia haver accelerat la formació de 

les noves miofibres en el cas dels ratolins PAI‐/‐ (Koh et al., 2005). 
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3.5. PAPER D’uPAR DURANT LA MIOGÈNESI. 

 

Com s’ha comentat a l’apartat anterior, uPA juga un paper fonamental durant la 

regeneració  del  múscul  esquelètic,  degut  a  que  és  expressat  tant  per  les  cèl∙lules 

inflamatòries  durant  la  invasió  del  teixit malmès,  com  per  les  cèl∙lules  satèl∙lit  en  el 

moment  que  són  activades. Un  elevat  nombre  de  treballs  han  demostrat  que  la  unió 

d’uPA  al  seu  receptor,  uPAR,  promou  la  conversió  del  plasminogen  a  plasmina, 

afavorint  la degradació de  l’ECM (revisat a (Castellino and Ploplis, 2005; Suelves et al., 

2005)). D’altra banda, la unió uPA/uPAR, mitjançant la col∙laboració d’uPAR amb altres 

receptors  com  integrines o  receptors de  factors de  creixement,  indueix  la  senyalització 

intracel∙lular  promovent  la  proliferació  i  la  migració,  en  diversos  tipus  cel∙lulars, 

incloent‐hi cèl∙lules satèl∙lit i cèl∙lules inflamatòries (Blasi and Carmeliet, 2002; Mondino 

and Blasi, 2004). 

Diversos  estudis  realitzats  in  vitro,  emprant  cèl∙lules  satèl∙lit  i mioblasts C2C12 

demostraren que anticossos anti‐uPA  i anti‐uPAR bloquegen el procés de proliferació, 

diferenciació, fusió i migració d’aquests tipus cel∙lulars (Bonavaud et al., 1997; Chazaud 

et al., 2000; Fibbi et al., 2001; Munoz‐Canoves et al., 1997; Stepanova and Tkachuk, 2002).  

Aquests resultats previs suggeriren que la importància d’uPA durant la regeneració 

del múscul  esquelètic  podia  ser  dependent  de  la  unió  uPA/uPAR. Així  és  que  el  paper 

d’uPAR durant  la  regeneració del múscul esquelètic  fou estudiat  in vivo emprant  ratolins 

deficients per  aquesta proteïna, uPAR‐/‐  (Dewerchin  et  al.,  1996). Per  aquest  estudi,  van 

emprar‐se dos models animals diferents: el model de lesió induïda mitjançant una injecció 

de CTX en el múscul gastrocnemius (Bryer and Koh, 2007; Suelves et al., 2007) (fig. 14), i el 

model de ratolí doble mutant uPAR‐/‐ mdx (Suelves et al., 2007). 

En ratolins salvatges, s’observà una sobreexpressió d’uPAR dos dies després de  la 

injecció amb CTX. Un resultat similar s’obtingué amb els ratolins distròfics mdx (Bryer and 

Koh, 2007; Suelves et al., 2007). L’anàlisi histològica del teixit muscular  lesionat no mostrà 

diferències aparents entre el procés de  regeneració muscular d’un animal salvatge  i entre 

l’animal uPAR‐/‐, com es mostra a la figura 14. El mateix succeïa entre els ratolins mdx i els 

ratolins doble mutants uPAR‐/‐ mdx (Suelves et al., 2007). 
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La infiltració de les cèl∙lules del sistema inflamatori tampoc no es va veure afectada 

per  la deficiència d’uPAR,  ja que els  ratolins uPAR‐/‐ presentaven un patró d’invasió del 

teixit malmès totalment anàleg al dels ratolins salvatges (Bryer and Koh, 2007; Suelves et al., 

2007).  

Degut a que el ratolí uPAR‐/‐ no presentà cap fenotip en relació a la inflamació ni al 

procés de regeneració es demostrà que uPAR no participa durant el procés de regeneració 

muscular.  Per  tant,  uPA  pot  actuar  independentment  del  seu  receptor  uPAR  durant 

determinats processos, com és el cas de la miogènesi i la resposta inflamatòria associada a la 

regeneració muscular.  

Fins el moment s’ha demostrat el paper d’uPA, del plasminogen, de PAI‐1 i d’uPAR 

durant la regeneració muscular in vivo; altres casos, en canvi, com el de l’α‐enolasa, del que 

han aparegut indicis de què també hi podria participar, mereixen un estudi més profund.  

 

  

Figura  14:  Procés  de  regeneració muscular  en  els  ratolins  salvatges  i  els  ratolins  uPAR‐/‐. 
Tinció amb hematoxilina/eosina  (H/E) de  les seccions  transversals dels músculs gastrocnemius 
de ratolins salvatges (WT)  i de ratolins deficients pel gen d’uPAR (uPAR‐/‐) Les mostres foren 
preses a 2, 10 i 25 dies post‐ferida (d.p.f.) de CTX, així com d’animals no ferits (0 d.p.f.) (Suelves 
et al., 2007). 

d.p.f. WT              uPAR-/- 
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Al principi d’aquesta  tesi  i donat els antecedents existents sobre  l’estudi del paper 

dels  diferents  components  del  sistema  PA  durant  la  miogènesi  in  vitro  i  durant  la 

regeneració muscular in vivo, es van plantejar els següents objectius:  

 

♦ Estudi del paper del receptor del plasminogen, l’α‐enolasa, durant la miogènesi in 

vitro  utilitzant  models  cel∙lulars:  la  línia  mioblàstica  murina  C2C12  i  cultius 

primaris de Cèl∙lules Precursores Musculars (MPCs) murines. 

 

♦ Estudi del paper del receptor del plasminogen, l’α‐enolasa, durant la regeneració 

muscular  in vivo, emprant dos models animals: un model murí de  lesió  induïda 

mitjançant  una  injecció  amb  cardiotoxina,  i  un model murí  per  a  la  Distròfia 

Muscular de Duchenne, el ratolí mdx.   

 

♦ Estudi de  l’efecte de PAI‐1 per  la seva  interacció amb el complex VN/αvβ3 en  la 

resposta induïda per insulina/receptor d’insulina, durant la miogènesi in vitro. 

 

♦ Estudi  del  paper  del  plasminogen  en  la  senyalització  intracel∙lular,  per  la  seva 

unió  a  α‐enolasa,  en mioblasts murins. Determinació  de  les  possibles  proteïnes 

col∙laboradores  de  l’α‐enolasa  en  aquesta  transducció  de  senyal. 



 

 68 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

   



 

  69

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
IV. MATERIALS I MÈTODES 

 
 



 

 70 



Materials i Mètodes 
 

  71

1. PRODUCTES. 

Tots els productes emprats eren, almenys, de qualitat per a anàlisi. L’aigua emprada 

era destil∙lada  i purificada mitjançant els sistemes acoblats Milli‐RO 6 Plus  i Milli‐Q de  la 

casa Millipore. 

 

1.1. Reactius per a cultius. 

‐ DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium): Biowhittaker (Bèlgica). 

‐ RPMI: Biowhittaker (Bèlgica). 

‐ Ham’s F10: Biowhittaker (Bèlgica). 

‐ Optimem: Gibco, Invitrogen (UK). 

‐ Tripsina/EDTA: Gibco, Invitrogen (UK). 

‐ Sèrum Boví Fetal (SBF): Gibco, Invitrogen (UK).  

‐ Sèrum de cavall (HS, Horse Serum): Gibco, Invitrogen (UK).  

‐ L‐Glutamina: Aminoàcid  emprat  per  complementar  els medis  de  cultiu  cel∙lular  a  una 

concentració final del 1%. Gibco, Invitrogen (UK).  

‐ Penicil∙lina/Estroptomicina  (P/S): Antibiòtic  contra  bacteris  gram‐positiu  i  gram‐negatiu 

emprat  a  una  concentració  final  del  1%  com  a  complement  del medi  de  cultiu.  Gibco, 

Invitrogen (UK).  

 

1.2. Reactius. 

‐ Àcid fosfomolíbdic: Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ Àcid fosfotúngstic: Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ Acrilamida: Solució al 40% d’acrilamida/Bis‐acrilamida, 29:1 (3,3% C). Bio Rad (EEUU). 

‐ AG1478: Inhibidor de la fosforilació de EGFR. Calbiochem (EEUU). 

‐ Agarosa: Cambrex (EEUU). 

‐ Aprotinina: Inhibidor de proteases. Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ bFGF (basic Fibroblasts Growth Factor): Proteïna recombinant humana. Roche Diagnostics 

(Alemanya).  

‐ Biotina: Èster de biotina N‐succinimida (NHS‐biotina). Fluka (Suïssa). 
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‐ Blau d’anilina: Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ Blau tripà: Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ Bromodesoxiuridina (BrdU): Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ Bromur d’etidi: Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ Càmeres de Boyden o Transwells: 8 µm de porus. Becton&Dickinson (EEUU). 

‐ Cardiotoxina: Latoxan (França). 

‐ Col∙làgen I: Proteïna recombinant humana. Cohesion (EEUU).  

‐ Colorant tricròmic (Masson): Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ Columnes de proteïna A: Protein A MINI Sample Kit. Prochem (EEUU). 

‐ Complex  streptavidina‐peroxidasa  (Streptavidin‐Biotinylated  horseradish  peroxydase 

Complex). Amersham GE Heatlhcare (EEUU). 

‐ Cristall Violeta: Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ Desoxinucleòtids: Invitrogen (UK) 

‐ Diaminobencidina  (DAB): Substrat de peroxidasa de rave (HRP) per  inmunohistoquímica 

Dako (EEUU). 

‐ DPX: Medi de muntatge per histologia. Fluka (Suïssa). 

‐ EACA (àcid ε‐aminocaproic): Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ Echistatina: Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ Eosina: Sal disòdica de l’eosina Y. Fluka (Suïssa). 

‐ Escarlata de Biebrich: Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ Floxina B: Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ Fucsina àcida: Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ Hematoxilina de Harris: Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ Hematoxilina fèrrica de Weigert: Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ Hyperfims: Pel∙lícules per a la detecció de substrats quimioluminiscents (ECL). Amersham 

GE  Healthcare (EEUU). 

‐ Inhibidor de RNAsa : Amersham Bioscience (EEUU). 

‐ Insulina bovina de pàncrees : Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ Kit d’extracció de RNA: UltrapecTM RNA isolation system. Biotecx (EEUU).   

‐ Kit  d’inhibidors  de  proteases:  Protease  Inhibitor  Cocktail  Tablets.  Roche  Diagnostics 

(Alemanya). 
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‐ Kit de detecció de TGF‐β: Quantikine TGF‐β1 Immunoassay kit. R&D Biosystems (EEUU). 

‐ Kit de revelat de   Western blot per quimioluminiscència: ECL. Amersham GE Heatlhcare 

(EEUU). 

‐ Kit per a immunohistoquímica: TSA NEL 704A kit (Perkin Elmer, Walthman, (EEUU). 

‐ Kit per a la detecció de la Creatina Kinasa: Thermo Electron (Austràlia). 

‐ Kit per a la quantificació de proteïnes o Bradford: Bio Rad Protein Assay. Bio Rad (EEUU). 

‐ Marcador de pes molecular per DNA: Biotools (Espanya). 

‐ Marcador de pes molecular per proteïnes: Bio Rad (EEUU). 

‐ Matrigel: Becton&Dickinson (EEUU). 

‐ Membranes per a la transferència de proteïnes: Immobilon‐P. Millipore (EEUU). 

‐ Oligonucleòtids: Invitrogen (UK). 

‐ Ortofenilendiamina (OPD): Substrat de HRP per ELISA. Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ PD98059: Inhibidor de l’activitat de ERK. Calbiochem (EEUU). 

‐ Percoll: Amersham Bioscience Pharmacia Biotech (Suècia). 

‐ Peròxid d’hidrogen: Sigma‐Aldrich (Alemanya). 

‐ Poli‐L‐lisina: Sigma‐Aldrich (Alemanya).  

‐ Ponceau BS: Sigma‐Aldrich (Alemanya). 

‐ Pronasa: Calbiochem (EEUU). 

‐ Solució de Bouin: Sigma‐Aldrich (Alemanya). 

‐ Streptavidina acoblada a proteïna A: Amersham GE Heatlhcare (EEUU). 

‐ TaqPolimerasa: Roche Diagnostics (Alemanya). 

‐ Toxina pertússica (PTX): Inhibidor de les proteïnes Gi. Calbiochem (EEUU). 

‐ Transcriptasa reversa: Invitrogen (EEUU). 

‐ Tritó X‐100: Pierce (EEUU). 

‐ Vectastain: Vectastain Elite ABC Reagent. Vector Laboratories (EEUU). 

‐ Wortmannina: Inhibidor de l’activitat de la PI‐3K. Sigma‐Aldrich (EEUU). 

 

1.3. Proteïnes. 

‐ β‐enolasa: Procedent de múscul de conill. Sigma‐Aldrich (EEUU).  

‐ Fibrinogen murí: Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ PAI‐1 murí: Proteïna recombinant en la seva forma activa. Molecular Innovations (EEUU). 
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‐  Plasmina humana: Chromogenix (Itàlia). 

‐  Plasminogen humà: Chromogenix (Itàlia). 

‐ Proteïna A biotinilada: Sigma‐Aldrich (EEUU). 

‐ Trombina bovina: Sigma‐Aldrich (EEUU).  

‐ Vitronectina murina: Proteïna recombinant en la seva forma activa. Molecular Innovations 

(EEUU). 

 

2. LÍNIES CEL∙LULARS.  

Durant  el desenvolupament d’aquesta  tesi  s’han  emprat, principalment, dos  tipus 

cel∙lulars:  la  línia  cel∙lular  establerta  de  mioblasts  C2C12  i  les  cèl∙lules  precursores 

musculars o MPCs obtingudes de les extremitats anteriors i posteriors de ratolins salvatges i 

distròfics (mdx).  

 

2.1. Mioblasts C2C12. 

Aquesta  línia cel∙lular és un subclon derivat per  la doctora Blau  i col∙laboradors el 

1985 (Blau et al., 1985) a partir de la línia cel∙lular miogènica murina C2, establerta a partir 

de  cèl∙lules  satèl∙lit  del múscul  esquelètic  de  les  extremitats  posteriors  de  ratolins  C3H 

adults  (Yaffe  and  Saxel,  1977).  Els  mioblasts  C2C12  presenten  l’habilitat  de  proliferar, 

diferenciar‐se i fusionar‐se fins a formar miotubs polinucleats mitjançant la variació de les 

condicions de cultiu. Aquesta línia cel∙lular fou obtinguda de l’ATCC. 

• Medi de creixement (GM): Medi DMEM suplementat amb un 1% de L‐glutamina, un 

1% de P/S i un 10% de SBF. 

• Medi de diferenciació  (DM): Medi DMEM suplementat amb un 1% de L‐glutamina, 

un 1% de P/S i insulina a una concentració de 170 nM. 

 

2.2.  MPCs. 

2.2.1. Obtenció de les MPCs. 

Un  cop  sacrificat  l’animal,  s’extreien  els  músculs  de  les  extremitats  anteriors  i 

posteriors  i  es disgregaven  separant  el greix  i  els  tendons  en DMEM‐P/S. Després d’una 

centrifugació a 600g, el centrifugat obtingut s’incubava amb una solució de Pronasa al 2% 



Materials i Mètodes 
 

  75

en agitació durant una hora a 37ºC. Després de centrifugar a 900g durant 5 minuts, el pellet 

es resuspenia en medi DMEM‐P/S amb un contingut del 10% de SBF; aquesta operació es 

repetia un total de tres vegades i es filtraven els medis recuperats. Un cop centrifugats un 

total de 10 minuts a 1.400g a temperatura ambient, es realitzava un gradient de PERCOLL, 

d’on s’obtenia una banda blanquinosa corresponent als mioblasts, entre el PERCOLL al 20% 

i el PERCOLL al 60%. Degut a  l’elevada presència de  fibroblasts,  les MPCs es cultivaven 

sobre plàstic durant unes  4 hores, per  tal d’obtenir un  cultiu pur de mioblasts  (operació 

anomenada  preplating).  Transcorregut  aquest  temps,  es  recuperava  el  sobrenedant  que 

contenia les MPCs i es cultivava en una placa recoberta amb col∙lagen (0.1 mg/ml), en medi 

de  creixement.  La  identitat  mioblàstica  del  cultiu  obtingut  es  determinava  per  FACS, 

utilitzant marcadors anti‐CD34 (FITC anti‐ratolí CD34; Ram34; BD Bioscience, EEU) i anti‐

MyoD (MyoD; Santa Cruz Biotechnologies; EEUU). 

 

2.2.2. Solucions emprades durant l’extracció del cultiu primari. 

• DMEM‐P/S: Medi DMEM suplementat amb un 1% P/S. 

• Pronasa al 2% en medi DMEM‐P/S. 

• PERCOLL: Gradient de PERCOLL al 20% i al 60% en medi DMEM‐P/S. 

 

2.2.3. Condicions de cultiu. 

Les MPCs obtingudes es cultivaven en plaques recobertes amb col∙lagen I. Les MPCs 

s’utilitzaven fins a un màxim de 12 tripsinitzacions. 

 

• Medi  de  creixement  (GM):  Medi  Ham’s  F‐10  suplementat  amb  un  1%  de  L‐

glutamina, un 1% de P/S, un 20% de SBF i 20 ng/ml de bFGF. 

• Medi de diferenciació (DM): Medi DMEM suplementat amb un 1% de L‐glutamina, 

un 1% de P/S, un 2% de HS i insulina bovina a una concentració de 170 nM. 

• Col∙lagen I: 0.1 mg/ml de col∙lagen i 0.1 N d’àcid acètic glacial. 
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2.3.  Hibridomes. 

2.3.1. MAb 11G1. 

L’anticòs monoclonal específic contra  l’α‐enolasa, MAb 11G1,  fou obtingut a partir 

de  ratolins  immunitzats  amb  una  preparació  del  receptor  del  plasminogen  obtinguda  a 

partir de lisats de cèl∙lules tumorals de mama de MCF7‐MF, tal i com es descriu en (Lopez‐

Alemany  et  al.,  2003a).  Les  fraccions  de  les  IgG  de  l’anticòs  s’obtenien  a  partir  del 

sobrenedant dels hibridomes en cultiu en “medi de recollida”. La purificació de l’anticòs es 

realitzava  per  cromatografia  en  columnes  de  proteïna A  unides  a  Sepharosa,  segons  el 

protocol del kit comercial. La presència de les fraccions de la purificació es comprovava per 

ELISA, utilitzant l’antigen com a substrat. 

 

2.3.2. MAb F5D i F1652. 

L’anticòs monoclonal  contra  la miogenina, MAb  F5D,  i  l’anticòs  contra  la  forma 

embrionària de  la  cadena pesada de  la miosina  (eMHC), MAb F1652,  foren obtinguts de 

Developmental Studies Hybridoma Bank.  

 

2.3.3. Condicions de cultiu. 

Els tres tipus d’hibridomes (MAb 11G1, MAb F5D i MAb F1652) es cultivaven en les 

mateixes condicions.  

• Medi de creixement (GM): Medi RPMI suplementat amb un 1% de L‐glutamina, un 

1% de P/S i un 10% de SBF. 

• Medi de recollida: Medi RPMI suplementat amb un 1% de L‐glutamina, un 1% de 

P/S i un 2% de SBF. 

 

3. DETERMINACIÓ DE LA CONCENTRACIÓ DE PROTEÏNES.  

La  quantificació  de  proteïnes  en  els  llisats  cel∙lulars  es  realitzava  mitjançant  el 

mètode colorimètric de Bradford, basat en la unió d’un colorant (Blau de Comassie G250) a 

les proteïnes  (Bradford, 1976). Per a  realitzar  la quantificació de proteïna en els extractes 

cel∙lulars,  era  necessari  preparar  una  corba  amb  concentracions  conegudes  de  BSA, 

compreses en un  rang d’entre 0.5‐5.5 mg/ml. A continuació, s’afegien 100µl de  reactiu de 
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Bradford (diluït 1/5) en cada pou d’una placa de 96 pous i s’afegien tant els patrons de BSA 

com  les mostres a determinar. S’agitava  lleugerament  i es  llegia  l’absorbància a una λ=595 

nm en un lector de plaques Biotek Power Wave XS.  

 

4. ELISA. 

4.1. Procediment experimental. 

L’especificitat  de  l’anticòs MAb  11G1  va  testar‐se  emprant  una  placa  de  96  pous 

prèviament tractada durant 2 hores a temperatura ambient amb β‐enolasa 280 nM dissolta 

en  tampó  de  recobriment.  Després  de  bloquejar  durant  1  hora  a  temperatura  ambient, 

s’afegien  les mostres  a  testar  fent un  banc de dilucions  en  tampó de  bloqueig. La  placa 

s’incubava tota  la nit a 40C, es rentava 2 vegades amb PBS‐0.5% de Tween‐20  i s’incubava 

durant 2 hores a temperatura ambient amb l’anticòs secundari anti‐ratolí (rabbit anti‐mouse 

IgG 1/2000, Dako, Dinamarca), diluït en BSA al 1% en PBS‐0.5% de Tween‐20. Tot seguit, es 

tornava  a  rentar  2  vegades  amb  PBS‐0.5%  de  Tween‐20,  s’afegien  150  µl  de  solució  de 

revelat  en  cadascun dels pous  i  s’incubava protegit de  la  llum durant uns  10‐15 minuts. 

Quan  s’observava  color,  s’afegien  50  µl  de  solució  STOP  per  tal  de  parar  la  reacció. 

Finalment, es  llegia  l’absorbància a λ=492 nm en un  lector de plaques Biotek Power Wave 

XS. 

 

4.2. Solucions emprades. 

• Solució de recobriment: Tris‐HCl 1M a pH 8.0. 

• Solució de bloqueig: BSA al 5% (m/v) en PBS‐T. 

• Solució  de  revelat: Diluir  10 mg  d’OPD  (ortofenilendiamina)  en  20 ml  tampó  fosfat 

(Na2HPO4 0.1 M) – citrat  (0.050 M), pH 5.0, contenint, 30 µl de peròxid d’hidrogen al 

70%. 

• Solució STOP: H2SO4 3M. 

• PBS: NaCl 137 mM, tampó fosfat 10 mM i KCl 2.7 mM a pH 7.4. 
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5. ASSAIG DE FUSIÓ PER IMMUNOCITOQUÍMICA. 

Aquest  tipus  d’assaig  permet  analitzar  i  quantificar  els  mioblasts  diferenciats  i 

fusionats, mitjançant  la  detecció  visual  del  nombre  de miotubs  i  el  nombre  de  nuclis  a 

l’interior de cadascun dels miotubs, després d’una tinció per immunocitoquímica emprant 

anticossos específics contra la MHC embrionària (eMHC).  

 

  Procediment experimental. 

Se sembraven 2.5x105 cèl∙lules  (MPCs) per placa, en plaques de 6 cm de diàmetre, 

prèviament  tractades  amb  col∙làgen  I,  i  es  cultivaven  en GM. Transcorregudes  24  hores, 

s’incubaven  les  cél∙lules  en  DM  (que  podia  contenir,  o  no,  els  agents  inhibidors),  per 

diferents períodes de temps (12 ‐ 72 hores). Les cèl∙lules es fixaven en formaldehid al 3.7% 

durant 10 minuts i s’incubaven amb la solució de bloqueig (agent bloquejador al 1% en Tris‐

HCl 0.1 M pH 7.5  i NaCl 0.15 M, pH 5.0) durant 1 hora. A continuació  s’incubaven amb 

l’anticòs primari anti‐eMHC  (medi de cultiu de  l’hibridoma F1652, sense diluir), durant 1 

hora. Després de 3  rentats amb PBS  i s’incubaven durant 1 hora, amb  l’anticòs secundari 

biotinilat  (biotin‐goat  anti‐mouse,  Jackson  Immunoresearch Laboratories) diluït  1/250  en PBS 

amb Tween‐20 al 0.1%. Es rentaven 3 vegades amb PBS‐T i a continuació s’incubaven amb 

una  solució de VECTASTAIN Elite ABC Reagent durant  30 minuts,  preparada  segons  les 

instruccions del fabricant. Es tornaven a fer 3 rentats amb PBS i es revelava amb un kit de 

diaminobenzidina (DAB) segons les instruccions del fabricant. La reacció es parava un cop 

s’observa  l’aparició de  cloració, afegint PBS. Tot el procés es duia a  terme a  temperatura 

ambient.  

Els  cultius  tenyits  en  fotografiaven  un  mínim  de  5  camps  per  placa  amb  un 

microscopi model Olympus IX‐70 acoblat a una càmera SPOT camera  i es quantificaven els 

següents paràmetres.  

 

Índex de diferenciació = N0 nuclis en cèl.lules positives per eMHC /N0 nuclis totals 

Índex de fusió (ïndex miogènic) = Nuclis en fibres plurinucleades /N0 nuclis totals 

 

Cadascun dels experiments s’ha realitzat un mínim de tres vegades. 
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6. ASSAIG DE MIGRACIÓ. 

Els de migració es realitzaven amb cambres de Boyden o Transwells (de format per a 

una placa de 24 pous), amb un diàmetre de porus 8 µm. 

 

6.1.  Procediment experimental. 

Els  Transwells  es  tractaven  amb  BSA  al  1%  en  PBS  durant  una  hora  a  370C.  A 

continuació,  s’afegeixien  les  cèl∙lules  (2x104  cèl∙lules/Transwell  en  el  cas  dels  mioblasts 

C2C12, i 5 x104 cèl∙lules/Transwell en el cas de les MPCs) a la cambra superior dels Transwell 

en 700 µl de medi de migració. Els diferents quimioatraients o  inhibidors s’afegeixien a  la 

cambra inferior del Transwell diluïts en medi de migració. Les cèl∙lules es deixaven migrar 

24 hores a 370C. Transcorregut aquest temps, s’eliminaven les cèl∙lules que restaven a la part 

superior de la membrana; les membranes del Transwell es fixaven amb EtOH al 70% durant 

10 minuts; es  tenyien amb Cristall Violeta al 2% durant 30 minuts  i es rentaven amb PBS. 

Posteriorment, se separava la membrana del Transwell, es muntava en un portaobjectes i es 

quantificaven 5 camps visuals de cada Transwell a 20 augments.  

Els experiments s’han realitzat un mínim de tres vegades per duplicat. Els resultats 

es  presenten  com  la mitjana  +/‐  desviació  estàndard    dels  resultats  i  s’expressen  com  a 

percentatge respecte a un control.  

 

6.2. Solucions emprades. 

• Medi de migració pels mioblasts C2C12: 0.5% BSA i 1% SBF en DMEM‐P/S. 

• Medi de migració per les MPCs: Optimem.  

• Cristall Violeta al 2% en PBS contenint un 20% metanol.  

 

7.  ASSAIG  DE  PROLIFERACIÓ  MITJANÇANT  LA  INCORPORACIÓ  DE 

BROMODESOXIURIDINA (BrdU). 

Aquests tipus d’assaigs permeten quantificar les cèl∙lules que es troben en procés de 

divisió. 
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7.1. Procediment experimental. 

Se  sembraven  1x105  cèl∙lules  per  pou  en  plaques  de  6  pous  en  GM.  L’endemà, 

s’incubaven les cèl∙lules en presència dels inhibidors a testar en DM, a 370C durant 24 hores. 

Transcorregut  aquest  temps,  s’incubaven  en presència de  1.5  µg/ml de BrdU, diluïda  en 

medi  de  cultiu  durant  1  hora  a  370C.  A  continuació,  les  cèl∙lules  es  fixaven  amb 

paraformaldehid  al  10%  durant  10 minuts  i  s’incubaven  amb HCl  1N  a  450C  durant  45 

minuts. Seguidament, es rentaven amb  tampó borat a pH 8.5  i s’incubaven amb el mateix 

tampó  durant  10  minuts.  Posteriorment,  es  bloquejava  durant  1  hora  i  a  continuació 

s’incubava amb l’anticòs primari anti‐BrdU (Oxford Biotechnology) en una dilució 1/500 en la 

solució de bloqueig durant 1 hora. Es rentava 3 vegades amb PBS i s’incubava amb l’anticòs 

secundari conjugat a biotina (biotin‐donkey anti‐rat, Chemicon) diluït 1/250 en PBS‐Tween‐20 

al 0.1%, durant 1 hora. Finalment, es realitzaven 3 rentats amb PBS i es tractaven amb una 

solució  de  VECTASTAIN  Elite  ABC  Reagent  durant  30  minuts,  preparada  segons  les 

instruccions del fabricant. Es tornaven a fer 3 rentats amb PBS  i s’incubava amb un kit de 

diaminobenzidina  (DAB)  segons  les  instruccions  del  fabricant.  La  reacció  de  revelat  es 

parava  un  cop  s’observava  el  marcatge,  afegint  PBS.  Tot  el  procés  es  duia  a  terme  a 

temperatura ambient. A continuació es  fotografiaven un mínim de 5 camps per placa  i es 

quantificava el nombre de cèl∙lules positives. Cadascun dels experiments s’ha realitzat un 

mínim de tres vegades. 

7.2.  Solucions emprades. 

• Solució de bloqueig: 5% de sèrum d’ase, 0.5% de BSA i 0.25% de Tritó X‐100 en PBS. 

• Tampó borat 0.1 M a pH 8.5. 

 

8. RT‐PCR. 

8.1. Extracció del RNA total. 

Per a  l’extracció del RNA  total  s’ha emprat el kit UltrapecTM RNA  isolation  system, 

seguint les instruccions del fabricant. Un cop purificat, la seva concentració es determinava 

mitjançant absorció espectrofotomètrica a una λ=260nm. La possible presència de proteïnes 

contaminants es determinava mitjançant la relació A260nm/A280nm.   
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8.2.RT‐PCR. 

8.2.1. Síntesi del cDNA per transcripció reversa. 

Un cop obtingut el RNA, es preparava el DNA complementari (cDNA), a partir de 

100 ng de RNA per un procés anomenat Transcripció Reversa. 

De 100 ng/10 µl de RNA de  cada mostra en H2O  lliure de RNAses,  s’escalfaven a 

650C durant 5 minuts per  tal de  facilitar  la desnaturalització de  les cadenes de RNA. Tot 

seguit, a 9.5 µl del RNA prèviament desnaturalitzat  s’hi afegien 10.5 µl de  la barreja que 

contenia  els  oligonucleòtids  i  la RT  (Transcriptasa Reversa). A  la Taula  1  es mostren  les 

proporcions  de  cada  reactiu  per mostra.  La  reacció  tenia  lloc  a  370C  durant  una  hora  i, 

posteriorment a 950C durant 10  minuts més. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.2.2. Amplificació del cDNA per PCR. 

La presència dels productes objectes d’estudi en el cDNA, s’analitzaren per reacció 

en cadena de  la polimerasa o PCR. Els components de  la reacció es preparaven segons  la 

Taula 2 que es mostra a continuació.  

 

 

 

 

 

Tampó 5X  4 µl 

Nucleòtids 5 mM  2 µl 

Inhibidor de RNAsa  0.5 µl 

pdn6 (Cebador aleatori)  1 µl 

DTT (1,4‐ditiotreitol)  2 µl 

RT  1 µl 

Taula 1
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Els  oligonucleòtids  emprats  com  a  cebadors  o  primers  foren  dissenyats 

específicament per a una regió determinada del gen objecte d’estudi. A la taula 3 es mostren 

les seqüències dels oligonucleòtids emprats i les condicions de les PCRs. 

 

 

Gen  Seqüència 5’‐3’  T0 
Hibridació 

Mida dels 
productes 

GAPDH 
Forward:ACTCCCACTCTTCCACCTTC  
Reverse: TCTTGCTCAGTGTCCTTGC 

54.30C  185 b.p. 

Miogenina 
Forward:GAGCGCGATCTCCGCTACAGAGG  
Reverse: CTGGCTTGTGGCAGGCCCAGG 

61.80C  380 b.p. 

MCK 
Forward: GATGCTATCCAGACTGGGGTGGACAACC
Reverse: TGAACTTGCCCGTCAGGCTGTTGAG 

630C  346 b.p. 

Integrina αv 
Forward:GAAAATCCAAATACACGGCAGC 
Reverse: GCAATCGAGATTATGCCAAAG 

54.30C  610 b.p. 

Integrina β3 
Forward: CTTCCAGCTCCACTTTAGAGC 
Reverse: GAAAAAATTGGCTGGAGGAATG 

54.90C  376 b.p. 

Plasminogen 
Forward: AGCATCACCAGACCAGTCAGATTC  
Reverse: TTCCACAACACTCCCTCCTGTC 

58.20C  324 b.p 

α‐enolasa 
Forward: TTGCCAGACCTGTAGAACTCGGAG 
Reverse: AACCCTGAAGTCATCCTGCCTGTC 

590C  303 b.p. 

EGFR 
Forward: AAA CTC TTC GGG ACG CCC AAT C 
Reverse: CTG GCG ATG GAT GGG ATC TTT G 

650C  500 b.p. 

 

 

cDNA  3 µl 

Tampó 10X  2.5 µl 

Nucleòtids 1 mM  2.5 µl 

Primer 1  1 µl 

Primer 2  1 µl 

H2O  13.5 µl 

Taq polimerasa (5 U/µl)  0.25 µl 

Taula 2

Taula 3
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8.2.3. Visualització dels productes de la PCR. 

Els productes de les PCRs es resolien en gels d’acrilamida al 6% (veure taula 4), en 

tampó TAE (Tris‐Acetat‐EDTA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les mostres es dissolien en el tampó de carrega, que contenia blau de bromofenol, i 

es  feien migrar  en  un  camp  elèctric  a  100  volts.  Les  bandes  d’amplifiació  del DNA  es 

visualitzaven  per  tinció  amb  bromur  d’etidi  i  es  fotografiaven  les  bandes  amb  un 

transil∙luminador dotat amb càmera fotogràfica.    

 

8.3.Solucions emprades. 

• TAE: Tris 40 mM; àcid acètic glacial 20 mM i Na2EDTA 50 mM. 

• Tampó de càrrega: 50% de glicerol; 0.25% de blau de bromofenol i EDTA 1 mM 

   

9. ASSAIG D’UNIÓ DEL PLASMINOGEN A LA SUPERFÍCIE CEL∙LULAR. 

La incubació dels mioblasts amb plasminogen biotinilat permetia estudiar l’habilitat 

d’aquest a unir‐se a la superfície cel∙lular en presència o absència de diversos inhibidors. La 

detecció es realitzava amb Streptavidina acoblada a peroxidasa. 

 

9.1. Biotinilació del plasminogen. 

Durant 1 minut i a 40C, es feien reaccionar 0.5 ml de plasminogen 1 µM dissolts en 

tampó  bicarbonat  a  pH=8,  amb  biotina  1  mM  dissolta  en  DMSO.  A  continuació,  es 

dialitzava contra PBS a 40C durant tota la nit a fi d’eliminar l’excés de biotina de la reacció.  

Acrilamida 40%  1.500 µl 

TAE 50X  250 µl 

TEMED  20 µl 

APS  60 µl 

H2O  8.170 µl 

Taula 4
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9.2. Determinació del grau de biotinilació del plasminogen. 

La  biotina  incorporada  al  plasminogen  es  detectava  per  ELISA,  mitjançant 

Streptavidina conjugada amb peroxidasa. Per a la determinació, era necessari preparar una 

corba amb concentracions conegudes de proteïna‐A biotinilada  i de plasminogen del qual 

es volia determinar el grau de biotinilació, compreses en un rang d’entre 0‐200 nM, dissoltes 

en PBS. El mètode que se seguia està descrit a l’apartat 4.  

Per calcular  la  incorporació de biotina al plasminogen, es comparava  l’absorbància 

del ELISA corresponent al plasminogen biotinilat, amb l’absorbància de la proteïna A de la 

mateixa concentració, tenint en compte que el valor mitjà de biotinilació és de 4 molècules 

de biotina per molécula de proteïna A. Experimentalment es va comprovar que el grau de 

biotinilació  òptim  pels  experiments  d’unió  del  plasminogen  biotinilat  a  la  superfície 

cel∙lular era de 1‐2 molecules de biotina/molècula de plasminogen.  

 

9.3. Detecció de la unió del plasminogen biotinilat a la superfície cel∙lular.  

Se  sembraven  1x104  cèl∙lules  per  pou  en  plaques  de  96  pous  en  funció  de  les 

condicions a estudiar (proliferació o diferenciació a diferents temps) i es cultivaven durant 

24 hores en GM. Les cèl∙lules corresponents al punt de proliferació es cultivaven, durant 24 

hores més, en medi sense sèrum en presència o no dels inhibidors a testar.  

La resta de mioblasts es cultivaven en DM que podia contenir o no els inhibidors a 

estudiar, durant 24  i 48 hores. Transcorregut el  temps  corresponent, es  rentava amb PBS 

fred i es practicava un rentat àcid amb tampó 0.1 M glicina‐HCl a pH 3.5, durant 5 minuts a 

40C. Les cèl∙lules s’incubaven durnat una hora a 370C amb plasminogen biotinilat 100 nM 

diluït en una solució de PBS amb un contingut de  l’1% de BSA. Després de 2 rentats amb 

PBS, es fixaven amb metanol fred durant 15 minuts. Tot seguit, es rehidrataven amb PBS i 

s’incubaven amb Straptavidina‐HRP diluïda 1/50 en una solució de PBS amb un contingut 

de l’1% de BSA. El revelat es duia a terme tal i com s’ha descrit per a la tècnica de l’ELISA 

(apartat 4).       
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10. WESTERN BLOT. 

Al  llarg  d’aquest  treball  s’han  realitzat Western  blot  amb  extractes  de  proteïnes 

obtinguts a partir de cèl∙lules en cultiu, així com amb extractes proteics obtinguts a partir de 

teixit muscular dels animals tractats.  

 

10.1. Obtenció dels extractes proteics.  

10.1.1. A partir de cèl∙lules en cultiu. 

Desprès de rentar‐les en PBS fred, les cèl∙lules es recollien a l’ajut d’una espàtula en 

1 ml de PBS, i es centrifugaven a 6.000 rpm a 40C. Els pellets contenint les cèl∙lules es llisaven 

en el tampó escaient per cada tipus d’experiment. 

Les cèl∙lules es resuspenien en 80 µl tampó de llisi, la composició del qual es detalla 

a la Taula 5. En el cas de l’anàlisi de les proteïnes fosforilades, al tampó de llisi s’hi afegien 

inhibidors de fosfatases (assenyalats amb un *).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Després  d’agitar  les  cèl∙lules  amb  el  tampó  de  llisi  durant  un  5  segons  amb  un 

agitador mecànic, es deixaven en gel uns 30 minuts per tal de facilitar el procés de llisat. A 

continuació,  se  centrifugaven a 13.000  rpm durant 10 minuts a 40C. Transcorregut aquest 

temps, es recuperava el sobrenedant on restaven resuspeses les proteïnes i es conservava a ‐

800C fins el moment de ser utilitzades.   

 

Tris‐HCl pH=8.0  20 mM 

NaCl  150 mM 

Tritó X‐100  1% 

β‐glicerolfosfat de sodi*  40 mM 

NaF*  10 mM 

Na3VO4*   2 mM 

Còctel d’inhibidors de proteases  10 mg/10 ml de tampó 

Taula 5
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10.1.2. A partir de teixit muscular. 

Un cop sacrificat l’animal, s’extreien els músculs gastrocnemius i es llisaven emprant 

el tampó descrit a la taula 9 amb l’ajuda d’un homogenitzador mecànic tipus potter. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Un cop disgregat el  teixit,  les mostres es deixaven en gel uns 30 minuts per  tal de 

facilitar el procés de lisat. A continuació, se centrifugaven a 13.000 rpm durant 10 minuts a 

40C. Transcorregut aquest  temps, es recuperava el sobrenedant on restaven resuspeses  les 

proteïnes, s’aliquotava i es conservava a ‐800C fins el moment de ser utilitzades.  

 

10.1.4. Preparació de les mostres. 

La concentració de proteïnes es determinava segons el mètode descrit al punt 3. Es 

carregaven entre 50‐100 µg de proteïna es diluïen en  tampó de càrrega 4x. Les mostres es 

bullien a 950C durant 5 minuts i es carregaven en el gel de poliacrilamida (SDS‐PAGE). 

Paral∙lelament,  es  carregava  també  un  patró  de  proteïnes  de  massa  molecular 

coneguda, per tal d’identificar la massa molecular de la proteïna o proteïnes a estudiar. 

 

10.2.Electroforesi en gel de poliacrilamida.  

En  aquest  tipus  d’electroforesi  s’empraven  dos  gels,  cadascun  d’ells  a  una 

concentració diferent d’acrilamida: el gel apilador, la funció del qual és concentrar totes les 

Tris‐HCl pH=8.0  50 mM 

NaCl  150 mM 

NP‐40  1% 

EGTA  5 mM 

β‐glicerolfosfat de sodi  25 mM 

NaF  20 mM 

Na3VO4   1 mM 

Còctel d’inhibidors de proteases  10 mg/10 ml de tampó 
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mostres  al mateix  nivell,  abans  que  comencin  a  separar‐se,  i  el  gel  separador,  que  té  la 

funció de separar les proteïnes en funció de la seva massa molecular. 

Durant aquest treball s’han emprat gels amb diferents concentracions d’acrilamida, 

en funció de la massa de les proteïnes que volien ser estudiades. A continuació es mostra la 

composició dels gels. 

Un cop preparats els gels i les mostres, es procedia a l’electroforesi, entre 100‐140V 

durant 90‐120 minuts a temperatura ambient, emprant un tampó determinat a pH=8.3 que 

serà  descrit  en  els  següents  apartats,  utilitzant  una  cubeta  d’electroforesi  vertical model 

MiniProtean II (BioRad, EEUU).  

 

  

Tipus de Gel Apilador  6% Separador 10% Apilador 4% Separador 6% 

H2O 5.320 µl 4.020 µl 6.000 µl 5.820 µl 

Acrilamida 40% 2.000 µl 3.300 µl 1.330 µl 1.500 µl 

Tris-HCl  1.5M 
pH=8.8 

0 µl 2.500 µl 0 µl 2.500 µl 

Tris-HCl  0.5M 
pH=6.8 

2.500 µl 0 µl 2.500 µl 0 µl 

SDS 10% 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 

APS 10% 60 µl 60 µl 60 µl 60 µl 

TEMED 20 µl 20µl 20 µl 20µl 

 

 

10.3. Transferència de proteïnes. 

Un  cop  finalitzada  l’electroforesi,  les  proteïnes  es  transferien  a  una  membrana 

d’Immobilon‐P,  mitjançant  un  corrent  elèctric  perpendicular  a  la  seva  horitzontal.  Per 

activar  les membranes,  se  submergien  en metanol  durant  un minut  i,  a  continuació,  en 

tampó de transferència, la composició del qual es troba detallada en apartats posteriors.  

El procés de  transferència es duia a  terme emprant un aparell de  transferència en 

humit Transfer BioUNit (BioRad, EEU). La transferència es realitza a 100 V durant 1 h a 40C.   

   

 

Taula 7
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10.4. Bloqueig de les membranes i immunodetecció de les proteïnes. 

Un  cop  la  transferència havia  finalitzat,  les membranes  se  sotmetien  al procés de 

bloqueig  amb  la  finalitat  de  saturar  tots  el  possibles  punts  d’unió  inespecífica  de  la 

membrana. S’emprava una solució al 5% de  llet semidesnatada en pols diluïda en PBS‐T. 

Les membranes es bloquejaven un mínim de 90 minuts.  

Un cop bloquejades,  les membranes s’incubaven amb  l’anticòs primari diluït en  la 

solució de bloqueig. El  temps d’incubació  i  la dilució dels anticossos variava segons cada 

anticòs. 

Posteriorment,  es  feien  3  rentats  de  10  minuts  PBS‐T  a  temperatura  ambient  i 

s’incubava amb l’anticòs secundari corresponent, acoblat a HRP, diluït en la mateixa solució 

que  l’anticòs primari. La  incubació es realitzava durant 90 minuts a  temperatura ambient. 

Transcorregut aquest temps, tornaven a fer‐se 3 rentats de 10 minuts PBS‐T a temperatura 

ambient. 

A continuació, es revelava mitjançant un substrat de l’enzim peroxidasa, que genera 

quimioluminiscència  (ECL  Western  Blotting  Analysis  System,  GE  Healthcare;  i  Immobilon 

Western  Chemiluminescent  HRP  Substrate, Millipore,  EEUU).  Les  bandes  de  les  proteïnes 

reactives es detectaven per auto‐radiografia.   

A  la  taula 8 es mostren els anticossos primaris emprats,  la dilució a  la qual  s’han 

utilitzat i l’espècie en la que s’han generat. 

Els anticossos secundaris emprats han estat: anticòs anti‐IgG de ratolí acoblat amb 

peroxidasa de rave  (Dako, Dinamarca), diluït 1/2.000 en solució de bloqueig; anticòs anti‐

IgG de conill acoblat amb peroxidasa de rave (Dako, Dinamarca), diluït 1/2.000 en solució 

de  bloqueig  i  anticòs  anti‐IgG de  cabra  (Sigma, Alemanya), diluït    1/1.000  en  solució de 

bloqueig. 
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10.5. Reutilització de les membranes. 

Per a la reutilització de les membranes, se les sotmetia a un tractament d’esborrat o 

striping, per tal d’eliminar totes els anticossos units en processos anteriors. Per dur a terme 

aquest procés, la membrana s’incubava a 550C durant 30 minuts en agitació amb la solució 

de striping. A continuació, es rentava amb aigua, es bloquejava  i es podia  incubar de nou 

amb altres anticossos. La composició de la solució de striping es mostra a continuació. 

 

10.6. Solucions emprades. 

• Tampó d’electroforesi: Glicina 0.2M, Tris‐HCl 25 mM i 0.1% de SDS. pH 8.3. 

• Tampó de transferència: Glicina 192 mM, Tris‐HCl 25 mM i 20% de metanol. 

• Tampó  de  càrrega  (4X):  Tris‐HCl  250  mM  pH  6.8,  10%  de  SDS,  4%  de  blau  de 

bromofenol, 10% de glicerol i β‐mercaptoetanol 100 mM. 

• Solució de bloqueig: 5% de llet en pols en PBS‐T. 

• Solució de striping: Tris‐HCl 62.5 mM pH 6.8, 0.5% de SDS i β‐mercaptoetanol 100 mM. 

 

 

Antigen  Dilució 
Espècie on s’ha 

generat 
Pes aparent  Casa comercial 

α‐tubulina  1:5000  Ratolí  42 kDa  Sigma 

α‐tubulina  1:500  Conill  42 kDa  Santa Cruz 

Akt  1:1000  Conill  60 kDa  Cell Signaling 

P‐Akt 
(Ser 473) 

1:1000  Conill  60 kDa  Cell Signaling 

Erk 2  1:1000  Conill  42‐44 kDa  Cell Signaling 

P‐Erk (p44/p42) 
(Tyr202/Tyr204) 

1:1000  Conill  42‐44 kDa  Cell Signaling 

Miogenina  1:500  Conill  36 kDa  Santa Cruz 

HGF  1:500  Cabra  60 kDa  Santa Cruz 

α‐enolasa  1:500  Cabra  46 kDa  Santa Cruz 

Taula 8
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11. ZIMOGRAMA . 

Els  extractes  proteics,  llisats  amb  tampó  de  llisi  que  no  contenia  inhibidors  de 

proteases, es feien migrar en un gel de poliacrilamida, que contenia gelatina a l’1%, substrat 

de  les  gelatinases.  Aquests  tipus  d’assaig  permeten  determinar  l’activitat  de  les 

metal∙loproteases MMP‐2  i MMP‐9 o gelatinases. Després d’incubar  el gel  amb  el  tampó 

escaient a 370C, l’activitat de les MMPs es posava de manifest per l’aparició de les bandes de 

degradació al gel. 

 

11.1. Preparació del gel. 

De  la mateixa manera  que  en  el  cas  dels Western  blot,  s’emprava  també  un  gel 

apilador  i un gel  separador,  contenint aquest últim un 1% de gelatina de  tipus B de pell 

bovina (Sigma‐Aldrich, EEUU). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

11.2. Preparació de les mostres. 

Els músculs es  llisaven amb un tampó que contenia Tris‐HCl 50 mM a pH 7.4,   un 

1% de Tritó X‐100 i NaCl 150 mM. Es carregava entre 50‐100 µg de proteïna per pou diluït 

en tampó de càrrega 4x, en condicions no reductores (sense β‐mercaptoetanol). Les mostres 

es carregaven en el gel de poliacrilamida (SDS‐PAGE)  i es feien córrer a 40 volts durant 4 

hores a 40C en el tampó d’electroforesi descrit al punt 10.6.  

Tipus de Gel Apilador  4% Separador 7.5% 

H2O 6.340 µl 5.475 µl 

Acrilamida 40%  1.000 µl 1.875 µl 

Tris-HCl  1.5M pH=8.8 0 µl 2.500 µl 

Tris-HCl  0.5M pH=6.8 2.500 µl 0 µl 

Gelatina  0 µl 0.1 g 

SDS 10% 100 µl 100 µl 

APS 10% 60 µl 60 µl 

TEMED 20 µl 20 µl 

Taula 9
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En paral∙lel es carregava també un patró de proteïnes de massa molecular coneguda, 

per tal d’identificar la massa molecular aparent de les proteïnes a estudiar. 

 

11.3. Incubació, rentat i visualització de les bandes de degradació. 

Un  cop  corregut  el  gel,  s’eliminava  el  SDS mitjançant  un  rentat  amb  tampó  de 

rinsing  durant  45  minuts.  El  gel  s’incubava  a  370C  durant  48  hores  amb  el  tampó 

d’incubació  i  es  rentava  amb  aigua  destil∙lada  diverses  vegades.  Transcorregut  aquest 

temps,  el  gel  es  tenyia  amb  blau de Comassie. Per destenyir‐lo,  s’utilitzava  amb  solució 

decolorant  per  tal de  visualitzar  les  bandes de degradació. La degradació de  la  gelatina 

degut a l’activitat gelatinolítica de les MMP‐2 i MMP‐9 es distingien com una banda blanca 

sobre el gel tenyit de blau. 

 

11.4. Solucions emprades. 

• Solució de rinsing: Tris‐HCl 50 mM pH 7.4, 2.5% de Tritó X‐100 i 0.05% d’azida sòdica.  

• Solució d’incubació: Tris‐HCl 10 mM pH 7.4, NaCl 30 mM, CaCl2 2 mM, MgCl2 2 mM i 

0.05% d’azida sòdica.  

• Solució  colorant:  0.1% de Blau de Comassie,  10% d’àcid  acètic  i  10 % de metanol  en 

aigua destil.lada. 

• Solució decolorant: 10% d’àcid acètic i 10 % de metanol en aigua destil∙lada. 

 

12. ESTUDIS IN VIVO. 

12.1. Animals d’experimentació; condicions d’estabulació, anestèsia i sacrifici. 

Durant  tot aquest  treball  s’han utilitzat  ratolins  salvatges  i  ratolins distròfics mdx, 

ambdós en el fons genètic C57B116.  

Aquests ratolins es trobaven a l’estabulari de l’IDIBELL (Hospital Duran i Reynals), 

la  categoria  del  qual  està  acreditada  per  l’AAALAC.  Restaven  en  unes  condicions 

perfectament establertes: 22 ± 20C de temperatura, 45~55% d’humitat, ritme de llum‐foscor 

de 12/12 hores, amb la fase de foscor compresa entre les 19 i les 7 hores, i aliment i beguda 

proporcionades “ad libitum”. 
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Els ratolins eren anestesiats mitjançant una injecció intraperitoneal de ketamina (100 

mg/kg  de  ratolí)/xilacina  (10 mg/kg  de  ratolí),  en  un  volum  de  10 ml/kg  de  ratolí.  Se 

sacrificaven per dislocació cervical. 

 

12.1.1. Model animal de regeneració muscular induïda mitjançant una injecció amb 

cardiotoxina. 

Per a l’anàlisi del procés de regeneració muscular es van utilitzar grups de ratolins 

adults salvatges d’entre un i dos mesos d’edat, de la mateixa edat i sexe per cadascun dels 

experiments. 

 Els animals s’anestesiaven com s’ha indicat anteriorment. Un cop l’àrea quirúrgica 

s’havia depilat i desinfectat es procedia a la injecció de 150 µl de cardiotoxina (CTX), a una 

concentració de 10 µM al múscul gastrocnemius de cadascuna de les extremitats posteriors 

(Kherif et al., 1999). Un  cop  realitzada  la  intervenció, els diferents  tractaments/inhibidors 

s’administraven  cada dos dies per  injecció  subcutània  (s.c.)  a  la  zona  ferida. Els  animals 

tractats se sacrificaven als 4, 21 i 30 post‐lesió i s’extreia el múscul gastrocnemius. Un dels 

músculs  era  destinat  a  l’estudi  histològic  (tincions  específiques,  immunohistoquímica...), 

mentre que  l’altre  es destinava a  l’estudi molecular  (expressió de proteïnes,  expressió de 

RNA, activitat enzimàtica...). 

 

12.1.2. Model animal de distròfia muscular: ratolí distròfic mdx.  

En  els  ratolins mdx  es  començaren a  estudiar a  les dues  setmanes d’edat, quan  la 

distròfia muscular  encara  no  ha  començat  a  desenvolupar‐se.  Els  diferents  tractaments 

s’administraven cada dos dies per injecció intraperitoneal (i.p.). Els inhibidors eren dissolts 

en sèrum fisiològic  i en tots el casos s’administrava un volum corresponent a  l’1% del pes 

del  ratolí  (µl/g de  ratolí). Els  animals  tractats  se  sacrificaven  als 21, 30  i  60 dies de vida. 

Durant tot el procés es monitoritzava la supervivència i el pes dels animals. 

Moments abans del  sacrifici,  s’extreia una mostra de  sang   per punció  cardíaca, a 

partir de la qual s’obtenia el sèrum per a l’anàlisi dels nivells de creatina kinasa.  

En  els  animals  mdx  s’extreien  els  músculs  gastrocnemius,  tibialis  anterior,  soleus  i 

“extensor  digitalis  longus”  (EDL)  d’ambdues  extremitats,  una  d’elles  destinades  a  l’estudi 
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histològic i l’altra dedicada a l’estudi molecular. S’extreien també els diafragmes,  ja que es 

tracta del múscul de l’organisme on millor queda palesa la distròfia muscular. 

Dels animals mdx tractats fins a l’edat de 2 mesos es van extreure el fetge, el ronyó, 

el cor  i el cervell, per confirmar  la manca de  toxicitat en els òrgans vitals dels  inhibidors 

injectats.  

 

12.2.Extracció i processament dels músculs.  

Tant en els experiments realitzats amb els ratolins salvatges com els realitzats amb 

els  ratolins  mdx,  es  va  destinar  una  de  les  extremitats  per  a  l’estudi  histològic  dels 

paràmetres  de  regeneració  muscular,  mentre  que  a  partir  de  l’altra  extremitat  es  van 

estudiar els nivells de proteïna i de RNA. Per tant, els músculs destinats a l’estudi histològic 

se  submergien  en OCT  i  a  continuació  es  congelaven  en  isopentà  refredat  amb nitrogen 

líquid. En  canvi, els músculs destinats a  l’estudi de  l’expressió de proteïnes  i de RNA es 

congelaven directament amb isopentà refredat amb nitrogen líquid.  

 

12.3.Anàlisi histològica dels músculs. 

Els músculs es tallaven en un criostat en seccions transversals de 10 µm. Els talls es 

recollien  en portaobjectes prèviament  tractats amb una  solució de poli‐L‐lisina al 30%. A 

continuació,  els  talls  es  conservaven  a  ‐800C. Abans de  realitzar qualsevol  tractament  als 

talls  calia  fixar‐los  amb  acetona  a  ‐200C  durant  10 minuts.  Tot  seguit,  es  rentaven  dues 

vegades amb PBS durant 5 minuts. 

 

12.3.1. Tinció amb hematoxilina i eosina. 

12.3.1.1. Procediment experimental. 

Els  portaobjectes  se  submergien  en Hematoxilina de Harris durant  10 minuts. Es 

rentaven amb aigua corrent durant 5 minuts i se submergien 2 o 3 vegades en alcohol àcid. 

Es  tornaven  a  rentar  durant  5  minuts  amb  aigua  corrent  i  se  submergien  amb  aigua 

amoniacal 2 o 3 vegades. Es  tornava a  fer una  rentat de 5 minuts amb aigua corrent  i  se 

submergien  ràpidament  en  alcohol  al  70%. A  continuació,  els  portaobjectes  es  tractaven 

amb Eosina de Meter durant 5 minuts, es deshidrataven i es transparentaven amb un rentat 
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amb  etanol  al  70%  i  dos  rentats  amb  etanol  al  96%.  Tot  seguit,  els  portaobjectes  se 

submergien  durant  5  minuts  en  diferents  cubetes  que  contenien  diferents  proporcions 

d’etanol/xilol  (EtOH  100%  I‐ EtOH  100%  II‐ EtOH/Xilol  50%‐Xilol  I‐ Xilol  II). Un  cop  els 

portaobjectes s’havien secat, es procedia al muntatge amb medi DPX. 

Un cop realitzada la tinció, es prenien fotografies amb un microscopi model Olympus 

IX‐70 acoblat a una càmera SPOT camera a 10, 20 i 40 augments. Emprant el software ImageJ 

1.35J  (NIH, USA) es quantificava  les àrees necròtiques  i en  regeneració del múscul en un 

mínim de 5 camps per tall. Els experiments han estat realitzats amb un mínim de 4 animals 

per punt. 

 

12..3.1.2. Solucions emprades. 

• Hematoxilina de Harris: Es prepara fent una dilució 1/3 amb H2O destil∙lada. 

Es pot reutilitzar i cal filtrar‐la abans de cada ús. 

• Eosina de Meter: 0.4 g de Biebrich scarlet, 5.0 g de  la sal disòdica de  l’eosina, 

2.1 g de Floxina B, 200 ml d’etanol al 95% i 800 ml d’aigua destil∙lada. Un cop 

preparada cal filtrar‐la. Pot reutilitzar‐se. 

• Alcohol àcid: Solució amb un contingut d’alcohol al 80% i un 0.1% de HCl, en 

H2O destil∙lada. 

• Aigua  amoniacal:  Solució  amb  un  contingut  d’amoníac  del  0.4%  en  H2O 

destil∙lada. 

 

12.3.2. Tinció tricròmica. 

12.3.2.1. Procediment experimental. 

Els portaobjectes se submergien durant 15 minuts en solució de Bouin preescalfada a 

560C. Es rentaven amb aigua corrent i se submergien en una solució d’hematoxilina férrica 

de  Weigert  durant  5  minuts.  Un  cop  rentats  i  esbandits  amb  aigua  desionitzada,  es 

tractaven durant 5 minuts en una solució de fucsina àcida/escarlata de Biebrich. Es tornaven 

a  rentar  amb  aigua  desionitzada  i  es  tractaven  amb  la  solució  d’àcid 

fosfotúngstic/fosfomolíbdic  i, posteriorment,  amb una  solució de blau d’anilina, durant  5 

minuts cadascuna. A continuació, es realitzava un tractament amb una solució d’àcid acètic 
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a l’1%, durant 2 minuts. Després de la fase de deshidratació (EtOH 95%, EtOH 100% i Xilol, 

2 rentats amb cadascun durant 3 minuts) es procedia al muntatge amb medi DPX. 

 

12.3.2.2. Solucions emprades. 

• Solució  Fucsina  àcida/Escarlata  de  Biebrich:  Composta  per  un  0.9%    (m/v) 

d’Escarlata de Biebrich i un 0.1% (m/v) de Fucsina àcida en àcid acètic a l’1%). 

• Solució  d’àcid  fosfotúngstic/fosfomolíbdic:  1  volum  de  solució  d’àcid 

fosfotúngstic  al  10%  (m/v)  i  1 volum de  solució d’àcid  fosfomolíbdic  al  10% 

(m/v) en 2 volums aigua. 

• Solució de blau d’anilina: 2,4%  (m/v) de blau d’anilina en una solució d’àcid 

acètic al 2%. 

 

12.4. Anàlisi immunohistoquímica. 

12.4.1. Procediment experimental. 

Per  l’analisi  inmunohistoquímica  s’ha utilitzat  el kit de  revelat TSA NEL  704A  kit 

(Perkin  Elmer, Walthman,  (EEUU)),  que  conté  l’agent  bloquejant,  la  streptavidina‐HRP,  la 

cyanine 3 i el tampó d’amplificació. 

Un cop fixats i rentats els portaobjectes, es bloquejava la peroxidasa endògena amb 

una  solució  amb  un  contingut  del  3%  de H2O2  en  PBS  durant  40 minuts  a  temperatura 

ambient.  Es  feien  dos  rentats  amb  PBS  i  es  bloquejava  amb  el  tampó  de  bloqueig  TNB 

(component del kit de detecció) durant 30 minuts a temperatura ambient. A continuació, els 

talls  s’incubaven  amb  l’anticòs  primari  durant  1  hora  a  temperatura  ambient  diluït  en 

tampó  TNB.  Es  rentaven  3  vegades  amb  tampó  TNT    (component  del  kit  de  detecció) 

durant  5 minuts  i  a  continuació  s’incubaven  amb  l’anticòs  secundari  biotinilat  diluït  en 

tampó TNB durant 40 minuts a temperatura ambient. Després de 3 rentats amb tampó TNT, 

es  realitzava  una  incubació  amb  la  streptavidina‐HRP  (component  del  kit  de  detecció), 

diluïda  1/1000  en  TNB,  durant  1  hora  a  temperatura  ambient.  Es  tornava  a  rentar  i  els 

portaobjectes s’incubaven durant 5 minuts a temperatura ambient amb el fluoròfor cyanine 

3 (component del kit de detecció ) a una dilució 1/50 en tampó d’amplificació (component 

del  kit  de  detecció). Després  de  3  nous  rentats,  la  preparació  es muntava  amb  de medi 
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Vectashield  (que  contenia  DAPI)  i  a  continuació,  i  es  cobrien  amb  els  cubreobjectes. 

S’observaven a un microscopi de fluorescència model Olympus IX‐70 acoblat a una càmera 

SPOT camera.  

 

12.4.2. Anticossos emprats. 

• Anticòs contra l’antigen F4/80 per a macròfags: Rat anti‐mouse F4/80. Serotec (UK). 

Diluït 1/100 vegades en tampó TNB.  

• Anticòs  contra  l’antigen Ly6G per a neutròfils: Rat  anti‐mouse Ly‐6G monoclonal 

antibody. BD Pharmigen (EEUU). Diluït 1/100 vegades en tampó TNB. 

• Anticòs  contra  l’antigen  CD2  per  a  limfòcits:  Rat  monoclonal  anti‐mouse  CD2. 

Caltag laboratories (UK). Diluït 1/100 vegades en tampó TNB. 

• Anticòs  secundari: Polyclonal Rabbit Anti‐Rat biotinilat. Dako  (Dinamarca). Diluït 

1/20.000 en tampó TNB. 

 

12.4.3. Solucions emprades. 

• Tampó  de  bloqueig  TNB:  Tris‐HCl  0.1 M  a  pH  7.5,  NaCl  0.15 M  i  1%  d’agent 

bloquejador del kit 

• Tampó de rentat TNT: Tris‐HCl 0.1 M a pH 7.5, NaCl 0.15 M i 0.05% de Tween‐20. 

 

12.5. Determinació de l’activitat de la Creatina Kinasa en sèrum. 

L’activitat  de  la  Creatina  Kinasa  en  sèrum  es  mesurava  mitjançant  un  mètode 

colorimètric  indirecte  (Trace/DMA CK‐NAC, THERMO  scientific, Victoria, Australia), segons 

el protocol descrit en el kit comercial. 

 

12.6.Determinació dels nivells de TGF‐β actiu en el teixit muscular. 

La presència de TGF‐β actiu en els extractes muscular  fou analitzada mitjançant el 

kit comercial Quantikine TGF‐β  Immunoassay Kit  (R&D Systems, EEUU), d’acord amb el 

protocol adjunt.  
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  13. Anàlisi estadística. 

Els resultats es van analitzar estadísticament mitjançant el test de la t de Student. El 

valor de la t permet determinar la probabilitat (P) de què les diferències trobades entre les 

mitjanes siguin degudes a l’atzar. S’ha considerat que existeixen diferències significatives a 

partir amb una p < 0.05.  
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L’estudi del paper del receptor del plasminogen, l’α‐enolasa, durant la miogènesi és 

el principal  objectiu d’aquesta  tesi doctoral. En  aquest primer  capítol,  es presentaran  els 

resultats obtinguts sobre l’estudi del paper de l’α‐enolasa com a receptor del plasminogen 

en  la miogènesi  in  vitro,  emprant  la  línia  de mioblasts murins  C2C12,  així  com  cultius 

primaris de MPCs extretes de ratolins salvatges (wt) i de ratolins distròfics mdx. 

 

1.1.  EXPRESSIÓ DEL  PLASMINOGEN  I DE  L’α‐ENOLASA  EN MIOBLASTS 

C2C12 I EN CULTIUS PRIMARIS DE MPCs. 

 

El  nostre  grup  havia  demostrat  prèviament  que  l’expressió  de  l’α‐enolasa 

s’incrementava  en  els mioblasts  C2C12  cultivats  en  condicions  de  diferenciació  (Lopez‐

Alemany  et  al.,  2003c).  Es  va  comprovar  per Western  blot  que  l’expressió  l’α‐enolasa 

augmentava també en cultius primaris de MPCs, tant procedents de ratolins wt (fig 1A) com 

de ratolins mdx durant la diferenciació (fig. 1B).  

 

 

 

 

 

 

 

Resultats previs del grup indicaven també que l’activitat proteolítica de la plasmina 

s’incrementava  durant  el  procés  de  diferenciació  (Lopez‐Alemany  et  al.,  2003c). Aquests 

experiments foren realitzats sense afegir plasminogen exogen  i assumint, per  tant, que els 

mioblasts en produeixen. La comprovació de  l’expressió del plasminogen per  les cèl∙lules 

miogèniques  va  realitzar‐se  per  RT‐PCR.  Els mioblasts,  tant  els  C2C12  com  els  cultius 

primaris de MPCs (wt i mdx), van cultivar‐se en GM i en DM durant 24 i 48 h. Els resultats 

Figura 1: L’expressió de  la α‐enolasa augmenta durant  la diferenciació miogènica en cultius 
primaris  de MPCs wt  i  en MPCs mdx.  Les MPCs  procedents  de  ratolins wt  i mdx  van  ser 
cultivades en condicions de proliferació (GM)  i diferenciació (DM) durant 48 h. L’expressió de 
l’α‐enolasa, així com l’expressió de miogenina (emprat com a marcador de diferenciació) van ser 
mesurades per Western blot. La α‐tubulina es va utilitzar com a control de càrrega. 

GM      DM

α-enolasa

Miogenina
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GM      DM

MPCswt MPCsmdx

GM      DM

α-enolasa

Miogenina
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obtinguts  demostraren  que  els  tres  tipus  cel∙lulars  expressaven  plasminogen  a  nivells 

constants tant en condicions de creixement com en diferenciació   (fig. 2).  

 

 

 

 

 

 

 

El paper de l’α‐enolasa com a receptor del plasminogen es va estudiar amb l’ajut de 

dos  tipus  d’inhibidors  del  sistema  plasminogen/α‐enolasa,  que  actuen  a  dos  nivells 

diferents:  en  primer  lloc,  es  van  emprar  inhibidors  de  la  unió  plasminogen/α‐enolasa: 

l’anticòs monoclonal, MAb 11G1, generat al nostre laboratori (Lopez‐Alemany et al., 2003a), 

que s’uneix específicament a  l’α‐enolasa  impedint  la seva unió al plasminogen;  i  l’àcid ε‐

aminocaproic  (EACA),  que  s’uneix  als  llocs  d’unió  a  lisina  (LBS)  del  plasminogen, 

bloquejant la unió d’aquest als seus receptors, sempre que s’uneixin a través de residus de 

lisina. En  segon  lloc  es  va utilitzar  un  inhibidor de proteases,  l’aprotinina,  que  bloqueja 

l’activitat de la plasmina (entre d’altres proteases) quan aquesta no està unida a la superfície 

cel∙lular.  Aquests  dos  tipus  de  inhibidors  permeten  diferenciar  l’activitat  del 

plasminogen/plasmina segons estigui unida o no a la membrana cel∙lular mitjançant el seu 

receptor α‐enolasa. 

Es  va  comprovar,  a  continuació,  l’efecte  dels  inhibidors  (MAb  11G1,  EACA  i 

aprotinina) en  la unió del plasminogen a  la  superfície cel∙lular, en els mioblasts  (C2C12  i 

MPCs wt i mdx). La capacitat del MAb 11G1 i de l’EACA d’inhibir la unió del plasminogen 

a  la  superfície  cel∙lular  ja  s’havia  descrit  anteriorment  en  altres  tipus  cel∙lulars  (Lopez‐

Alemany  et  al.,  2003c;  Miles  and  Plow,  1986).  L’assaig  d’unió  del  plasminogen  a  la 

superfície cel∙lular, en GM i en DM, en presència dels diferents inhibidors, es va dur a terme 

Figura  2:  Els mioblasts murins  expressen  plasminogen. Els mioblasts  C2C12,  així  com  els 
cultius primaris de MPCs wt,  i mdx foren cultivades  tant en GM com en DM durant 24  i 48 h. 
L’expressió de plasminogen fou determinada per RT‐PCR. L’expressió de GAPDH fou emprada 
com a control de càrrega  
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utilitzant plasminogen biotinilat, que després era detectat mitjançant un assaig colorimètric, 

utilitzant Streptavidina‐peroxidasa. 

La  figura  3  mostra  com  la  unió  del  plasminogen  a  la  superfície  cel∙lular 

s’incrementava  considerablement durant el procés de diferenciació dels mioblasts C2C12. 

Els  experiments  realitzats  amb  les MPCs  wt  com  les mdx mostraven  uns  resultats molt 

similars. Aquests  resultats  eren  coherents  amb  l’increment  de  l’expressió  de  l’α‐enolasa 

quan els mioblasts es cultiven en DM. Tant MAb 11G1 com EACA bloquejaven totalment la 

unió del plasminogen a les cèl∙lules, mentre que l’aprotinina no tenia cap efecte en la unió, 

suggerint  l’especificitat  de  l’α‐enolasa  com  a  receptor  majoritari  del  plasminogen  a  la 

superfície dels mioblasts murins.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.  ESTUDI  DE  LA  UNIÓ  PLASMINOGEN/α‐ENOLASA  DURANT  LES 

DIFERENTS ETAPES DE LA MIOGÈNESI. 

 

Prèviament s’havia demostrat el paper d’uPA i del plasminogen durant la miogènesi 

(Munoz‐Canoves et al., 1997; Suelves et al., 2002), però l’estudi del paper de l’α‐enolasa en 
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Figura  3: Unió  del  plasminogen  a  la  superfície  dels mioblasts murins C2C12.  La  unió  del 
plasminogen  biotinilat  (B‐Plg)  a  la  superfície  cel∙lular  s’incrementà  dues  vegades  quan  les 
cèl∙lules eren cultivades en DM durant 24 h. Aquesta unió fou inhibida tant pel MAb 11G1 (440 
nM)  com per  l’EACA  (100 mM), mentre que  l’aprotinina  (AP)  (1.5 nM) no mostrà  cap efecte. 
Mesura realitzada per ELISA. L’anàlisi estadística va realitzar‐se amb el test t de Student amb un 
P<0.005. ** grau de significació vs. Plg‐B en GM; *** grau de significació vs. Plg‐B en DM 48 h. Els 
resultats  s’expresen  com  a  %  de  la  unió  total  de  plasminogen  en  les  cèl∙lules  control,  no 
tractades. 

** ***** ***
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mioblasts  no  havia  estat  abordat,  tot  i  que  resultats  previs  del  nostre  laboratori  havien 

demostrat la sobreexpressió de l’α‐enolasa durant la diferenciació miogènica. És per aquest 

motiu que  es va  abordar  l’estudi del paper de  la unió plasminogen/α‐enolasa durant  les 

diferents etapes del procés miogènic.  

En  primer  lloc  es  va  analitzar  el  paper  del  sistema  plasminogen/α‐enolasa  en  la 

miogènesi  in  vitro,  utilitzant  la  línia  cel∙lular  de  mioblasts  murins  C2C12  i  els  cultius 

primaris  de MPCs,  extretes  de  ratolins  salvatges  (wt)  o  distròfics  (mdx), mitjançant  els 

inhibidors descrits anteriorment. 

 

1.2.1. Efecte del MAb 11G1, l’EACA i l’aprotinina en la proliferació cel∙lular. 

Es va analitzar  l’efecte del MAb 11G1,  l’EACA  i  l’aprotinina en  la proliferació dels 

mioblasts C2C12  i dels cultius primaris de MPCs  (wt  i mdx). El grau de proliferació es va 

mesurar mitjançant la incorporació de BrdU, quan els mioblasts eren cultivats en GM. Cap 

dels  inhibidors  tingué  cap  efecte  en  la  proliferació  dels  mioblasts  C2C12,  ni  sobre  els 

mioblasts primaris  (wt  i mdx). La  figura 4 mostra una  imatge representativa dels resultats 

obtinguts, en MPCs de ratolins wt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  4:  Els  inhibidors  de  la  unió  plasminogen/α‐enolasa no  tenen  cap  efecte  sobre  la 
proliferació de les MPCs wt. La mesura de la incorporació de BrdU en el DNA no mostrà cap 
efecte de  l’anticòs MAb  11G1  (440 nM),  l’EACA  (100 mM) ni de  l’aprotinina  (1.5 nM)  en  les 
MPCs extretes de ratolins wt.  

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

Control MAb 11G1 EACA AP

Pr
ol

if
er

at
io

n 
ra

tio



Capítol 1 

  107

1.2.2. Estudi de l’efecte del MAb 11G1, l’EACA i l’aprotinina en la diferenciació i 

fusió cel∙lulars. 

Prèviament,  el  nostre  grup  havia  demostrat  com  el  bloqueig  de  la  unió 

plasminogen/α‐enolasa  inhibia  l’expressió de marcadors de  la diferenciació miogènica  en 

mioblasts C2C12, com la miogenina (Lopez‐Alemany et al., 2003c). Vam estudiar, doncs, si 

la  inhibició  de  la  unió  del  plasminogen  a  l’α‐enolasa  i/o  la  inhibició  de  l’activitat  de  la 

plasmina tenien algun tipus d’efecte en la diferenciació miogènica. Per dur a terme l’estudi, 

es va emprar els tres inhibidors (MAb 11G1, EACA i aprotinina). 

 

 

 

   

 

 

Com  es mostra  a  la  figura  5,  tant MAb  11G1  com EACA  inhibiren  l’expressió de 

miogenina d’una manera  considerable, mentre  l’aprotinina no  tenia  cap  efecte  inhibitori. 

Aquest resultat correspon al realitzat amb les MPCs wt. Es va obtenir un resultat similar en 

el cas dels mioblasts C2C12 i les MPCs mdx.  

Aquests  resultats mostraven  que només  els  inhibidors de  la unió plasminogen/α‐

enolasa,  el  MAb  11G1  i  l’EACA,  bloquejaven  la  diferenciació  muscular,  mentre  que 

l’inhibidor de l’activitat de la plasmina, l’aprotinina, no tenia cap efecte. 

A continuació, es va analitzar el procés de fusió, per  immunocitoquímica, emprant 

un  anticòs  contra  la  cadena pesada de  la miosina  embrionària  (eMHC,  embryonic Myosin 

Heavy  Chain),  forma  de  la  miosina  que  només  s’expressa  durant  el  desenvolupament 

embrionari  i  la  regeneració muscular,  és  a  dir,  durant  la  formació  de  noves miofibres. 

Aquesta tinció permet distingir les cèl∙lules en procés de diferenciació (eMHC positives) i la 

Figura  5:  Els  inhibidors  de  la  unió  plasminogen/α‐enolasa  bloquegen  la  diferenciació 
muscular  en MPCs wt.  Les  cèl∙lules  es  cultivaren  en  DM  durant  48  hores,  en  presència  o 
absència dels inhibidors (MAb 11G1 (440 nM); EACA (100 mM) i aprotinina (AP) (1.5 nM)) i es 
mesurà l’expressió de miogenina, per Western blot com a marcador de diferenciació muscular. 
L’expressió de α‐tubulina va utilitzar‐se com a control de càrrega.  
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formació  de miotubs  plurinucleats.  Per  dur  a  terme  aquest  tipus  d’experiments  es  van 

emprar els cultius primaris de MPCs. En primer lloc es va comparar el procés de fusió entre 

els cultius primaris de MPCs procedents de ratolins salvatges (wt) i els de MPCs procedents 

de ratolins mdx.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Els cultius primaris de MPCs wt i de MPCs mdx segueixen un patró simultani en la 
diferenciació i fusió miogèniques A. Anàlisi de l’expressió de eMHC per immunocitoquímica. 
Les MPCs  foren  cultivades en GM  i en DM durant 24  i 48 h. B. Quantificació de  les  cèl∙lules 
positives per a la eMHC respecte de les cèl∙lules totals (ratio de diferenciació). C. Quantificació 
de l’índex miogènic (nombre de cèl∙lules fusionades en miotubs de 4 o més nuclis, respecte del 
nombre total de cèl∙lules).  
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Com  s’observa  a  la  figura  6,  ambdós  tipus  cel∙lulars  seguien  un  procés  de  fusió 

totalment  paral∙lel.  En  els  dos  casos,  un  44.6  +/‐  2.5%  i  un  48.9  +/‐  3.7%  dels mioblasts 

primaris wt  i mdx, respectivament expressaven eMHC a  les 24 h de ser cultivades en DM, 

mentre que a les 48 h ho feien un 82.1 +/‐ 7.4% i un 78.9 +/‐ 8.2%, respectivament (fig. 6A i 

B). Respecte a la formació de miotubs, un 9.6 +/‐ 1.2% de les MPCs wt i un 8.2 +/‐ 0.6% de les 

MPCs mdx presentaven miotubs amb més de 4 nuclis després de 24 h en cultiu amb DM. A 

les 48 h, en canvi, els miotubs amb més de 4 nuclis eren un 79.5 +/‐8.6%, en el cas de  les 

MPCs wt i un 78.4 +/‐ 9.0% en el cas de les MPCs mdx (fig. 6A i C). Com a conclusió, es pot 

afirmar  que  no  es  pot  detectar  cap  diferència  entre  el  patró  de  diferenciació  i  fusió 

miogènica entre les MPCs procedents de ratolins salvatges i de ratolins mdx. 

Després,  s’estudià  el  paper  de  la  unió  plasminogen/α‐enolasa  durant  la  fusió 

miogènica. Per aquests experiments van emprar‐se cultius primaris de MPCs wt i de MPCs 

mdx. Quan s’analitzà l’efecte dels inhibidors de la unió plasminogen/α‐enolasa (MAb 11G1 i 

EACA) i de l’inhibidor de l’activitat enzimàtica de la plasmina (aprotinina) en el procés de 

fusió de  les MPCs wt es va observar que després de 48  i 72 h en cultiu en DM,  les MPCs 

cultivades  en presència de MAb  11G1  i d’EACA mostraven un  aspecte molt diferent  als 

cultius primaris de MPCs control o que havien estat tractats amb aprotinina, tal i com es pot 

veure a la figura 7A. Després de 48 h en cultiu, el 65.0 +/‐ 7.0% de les cèl∙lules eren positives 

per eMHC en les MPCs control (fig. 7B), mentre que en presència dels diferents inhibidors 

els resultats foren del 43.7 +/‐ 6.4%, 48.0 +/‐ 4.0% i del 61.4 +/‐ 3.2% per les MPCs tractades 

amb MAb 11G1, EACA i aprotinina, respectivament. Al mateix temps de cultiu, els miotubs 

plurinucleats (amb més de 4 nuclis) eren presents en un 40.2 +/‐ 1.0% en les cèl∙lules control 

i  en  un  33.0  +/‐8.0%  en  les  cèl∙lules  tractades  amb  aprotinina, mentre  que  les  cèl∙lules 

tractades  amb  MAb  11G1  i  EACA  presentaven  un  25.9  +/‐  1.0%  i  un  27.0  +/‐  2.0%, 

respectivament, respecte de les cèl∙lules control (fig. 7A, C i D).  

A  les  72  h  en  cultiu,  el  nombre  de  miotubs  plurinucleats  en  el  control  havia 

augmentat fins a 84.2 +/‐ 5.8% (fig. 7C i D). Un aspecte similar presentaven les cèl∙lules que 

contenien aprotinina, amb un 70.2 +/‐ 12.0% dels miotubs amb més de 4 nuclis. En canvi, en 

presència de MAb 11G1 i EACA, s’observava com els cultius primaris de MPCs, tot i haver 

iniciat el procés de diferenciació (MAb 11G1 49.5 +/‐ 3.1% i EACA 55.0 +/‐ 3.0% de cèl∙lules 

positives per  eMHC,  respecte del  control), només donaven  lloc principalment  a miotubs 
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que  només  contenien  entre  2  i  4  nuclis,  i  la  formació  de miotubs més  grossos  es  veia 

seriosament compromesa. Per tant, només un 9.9 +/‐ 3.5% dels mioblasts tractats amb MAb 

11G1 i un 12.0 +/‐ 3.4% dels mioblasts tractats amb EACA formaven miotubs amb més de 4 

nuclis,  indicant  que  el  procés  de  fusió  es  veia  totalment  bloquejat  en  presència  dels 

inhibidors de la unió del plasminogen a l’α‐enolasa.  

A  la  figura  7D,  on  els  resultats  s’expressen  en  funció  del  nombre  de  nuclis  que 

formen  cada miofibra plurinucleada,  es pot veure  com  a  temps  curts de diferenciació,  la 

major part dels miotubs contenien entre 2 i 4 nuclis, de manera independent del tractament 

administrat  a  les  cèl∙lules. A partir de  48 h  en DM,  tant  en  les  cèl∙lules Control  com  les 

tractades amb aprotinina mostraven un increment important en el nombre de miotubs amb 

més de 5 nuclis; mentre que en les cèl∙lules tractades tant amb MAb 11G1 com amb EACA 

no s’observava aquest increment. 

Després de 72 h en DM, s’observava que tant en condicions control com en presència 

d’aprotinina,  s’havien  format miofibres  de més  de  15 mionuclis,  i  la major  part  de  les 

miofibres contenien 5 mionuclis o més. En canvi, en presència de  MAb 11G1 o d’EACA, tot 

i que s’inicia  la fusió,  i apareixen algunes miofibres de més de 5 nuclis, el procés presenta 

una inhibició molt important, i la mida de les miofibres no supera en cap cas els 9 nuclis per 

miofibra.  

Aquests  resultats  indiquen  que  l’activitat  de  la  plasmina  és  necessària  durant  la 

miogènesi  in vitro, però que aquesta activitat ha d’estar associada a  la membrana cel∙lular 

mitjançant la unió plasmin(ogen)/α‐enolasa,  ja que només els agents bloquejants d’aquesta 

unió  (MAb  11G1  i  EACA)  presentaren  un  efecte  inhibitori  durant  el  procés  miogènic,  

mentre que un inhibidor de l’activitat de la plasmina (com l’aprotinina) no tenien cap efecte. 

Tot  i  que MAb  11G1  i EACA  inhibiren  considerablement  la diferenciació  (50.5%  i  45.0% 

d’inhibició,  respectivament),  l’efecte  sobre  la  fusió  era molt més  important,  indicant  que 

encara  que  els  mioblasts  iniciïn  el  procés  de  diferenciació  miogènica,  i  expressin  els 

marcadors corresponents, no presenten la capacitat de fusionar‐se per donar lloc a una fibra 

plurinucleada, quan la unió del plasminogen a l’α‐enolasa és inhibida.  
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Figura 7: Els inhibidors de la unió plasminogen/α‐enolasa bloquegen la fusió miogènica. A. 
Anàlisi de  l’expressió de  eMHC  per  immunocitoquímica. Les MPCs  foren  cultivades  en DM 
durant 48  i 72 h en presència dels diferents  inhibidors  (MAb 11G1 440 nM, EACA 100 mM  i 
aprotinina  1.5  nM). B. Quantificació de  les  cèl∙lules  positives  per  a  la  eMHC  respecte de  les 
cèl∙lules totals (ratio de diferenciació). C. Quantificació de l’índex miogènic (nombre de cèl∙lules 
fusionades  en  miotubs  de  4  o  més  nuclis,  respecte  del  nombre  total  de  cèl∙lules).  D. 
Representació del nombre de nuclis/miotub respecte del temps de diferenciació. Cadascun dels 
experiments  va  realitzar‐se  per  triplicat  i  un mínim  de  tres  vegades.  L’anàlisi  estadística  va 
realitzar‐se amb el test t de Student amb un P<0.005 (**) i amb una P<0.001 (***). 
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1.2.3.  Estudi  de  l’efecte  del MAb  11G1,  l’EACA  i  l’aprotinina  en  la migració  

cel∙lular. 

Durant el procés de regeneració muscular, les cèl∙lules satèl∙lit s’activen, comencen a 

proliferar, a diferenciar‐se  i a  fusionar‐se, en molts casos, amb  les miofibres que han estat 

afectades  pel  traumatisme,  o  bé  per  donar  lloc  a  noves miofibres.  Les  cèl∙lules  satèl∙lit 

activades han hagut de migrar per arribar a fusionar‐se amb altres cèl∙lules satèl∙lit. És per 

aquest motiu que es va analitzar si  la migració està  regulada pel sistema plasminogen/α‐

enolasa.  Es  va  procedir,  doncs,  a  l’anàlisi  de  l’efecte  dels  inhibidors  de  la  unió 

plasminogen/α‐enolasa    sobre  la  migració  dels  mioblasts.  L’estudi  es  va  dur  a  terme 

utilitzant  cambres  de  Boyden  o  Transwells.  En  primer  lloc  es  va  veure  que  no  existien 

diferències  significatives  entre  la migració  dels  cultius  primaris  de MPCs  procedents  de 

ratolins salvatges i els procedents de ratolins mdx, tal i com es pot veure a la figura 8.  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
A  continuació  es  va  analitzar  l’efecte  dels  inhibidors  MAb  11G1,  l’EACA  i 

l’aprotinina  durant  la migració  dels mioblasts  C2C12  (fig.  9A),  així  com  en  els  cultius 

primaris de MPCs (wt i mdx) (fig. 9B).  

Com es mostra a la figura 9A, tant el MAb 11G1 com l’EACA inhibiren el procés de 

migració  en  un  39.2%  i  un  41.3%,  respectivament,  en  mioblasts  C2C12.  En  canvi, 

l’aprotinina no mostrà cap efecte sobre la migració dels mioblasts C2C12. Quant els cultius 

Figura 8: Migració de cultius primaris de MPCs wt i mdx. Els mioblasts (5x104) van situar‐se a 
la  cambra  superior del Transwell, mentre que a  la  cambra  inferior es va  col∙locar el medi de 
migració que contenia  insulina (170 nM) com a estimulant. Les cèl∙lules es van deixar migrar 
durant  24 h  a  370C  i  es van quantificar  les  cèl∙lules de  la part  inferior de  la membrana. Els 
resultats s’expressen com a percentatge de la migració dels mioblasts wt. 
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primaris de MPCs wt  i mdx,  la  inhibició deguda a  l’efecte de MAb 11G1  fou d’un 52.4%  i 

d’un 48.5%,  tant en els cultius primaris obtinguts de  ratolins salvatges com en els cultius 

primaris obtinguts de ratolins mdx (fig. 9B), mentre que  l’efecte de  l’EACA en  la migració 

dels mioblasts primaris wt i mdx fou d’un 54.1% i d’un 47.8%, respectivament (fig. 9B). De 

nou, l’aprotinina no tingué cap efecte significatiu.  
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Figura  9:  Els  inhibidors  de  la  unió  plasminogen/α‐enolasa  bloquegen  la  migració  dels 
mioblasts murins. Els mioblasts C2C12  (A), MPCs wt  i MPCs mdx  (B) van  situar‐se a  la part 
superior del Transwell, mentre que a la cambra inferior es va col∙locar el medi de migració que 
contenia  insulina  (170  nM)  com  a  quimioatraient  i  els  inhibidors  pertinents  (MAb  11G1  (440 
nM);  l’EACA (100 mM) i aprotinina (1.5 nM)). Les cèl∙lules es van deixar migrar durant 24 h a 
370C i es van quantificar les cèl∙lules de la part inferior de la membrana. Els resultats s’expressen 
com a percentatge de la migració dels mioblasts control. L’anàlisi estadística va realitzar‐se amb 
el test t de Student amb un P<0.05. ** grau de significació vs. el control corresponent. 
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Aquests  resultats  tornen  a  assenyalar  la  unió  plasminogen/α‐enolasa  com  a 

mecanisme clau durant la miogènesi, mentre que l’activitat de la plasmina lliure sembla no 

participar‐hi.  

Tots els resultats obtinguts fins el moment indiquen que la unió del plasminogen a 

l’α‐enolasa  és  necessària  durant  l’etapa  de  diferenciació,  fusió  i migració  dels mioblasts 

associades a la miogènesi in vitro. 

 
1.2.4. Efecte de  l’anticòs monoclonal  contra  el Kringle  4 del plasminogen, MAb 

A10.2, durant els processos de diferenciació i migració associats a la miogènesi.  

En  aquest  estudi  es  van  utilitzar  també  anticossos  contra  diferents  dominis  del 

plasminogen, generats en el laboratori del Dr. Eduardo Anglés‐Cano (INSERM U460, París, 

França). Aquests anticossos uneixen específicament als LBS del plasminogen,  impedint  la 

seva  unió  a  la  superfície  cel∙lular  (Ho‐Tin‐Noe  et  al.,  2005;  Meilhac  et  al.,  2003).  En 

particular,  l’anticòs MAb A10.2,  s’uneix  al  Kringle  4  del  plasminogen,  bloquejant  d’una 

manera parcial  la unió del plasminogen a  la membrana cel∙lular  (Ho‐Tin‐Noe et al., 2005; 

Meilhac et al., 2003). 

Es va assajar l’efecte de l’anticòs MAb A10.2 durant la diferenciació miogènica dels 

cultius  primaris  de MPCs  extretes  de  ratolins  wt.  Com  es  pot  veure  a  la  figura  11,  la 

presència de MAb A10.2 bloqueja notablement l’expressió de miogenina. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: L’anticòs inhibidor de la unió del plasminogen a la superfície cel∙lular, MAb A10.2,
bloqueja  la diferenciació miogènica  en  cultius primaris de MPCs wt. L’anticòs MAb A10.2 
(125 nM)  inhibí  l’expressió de miogenina en MPCs wt cultivades en DM durant 24  i 48 h, com 
pot observar‐se per RT‐PCR. L’expressió de GAPDH fou emprada com a control de càrrega. 
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Es  va  analitzar  també  l’efecte  de MAb  A10.2  durant  la migració  dels mioblasts 

primaris wt i mdx. La inhibició obtinguda per MAb A10.2 fou del 32.9 +/‐ 5.7% en cas de les 

MPCs  salvatges  i  del  45.5  +/‐  12.7%  en  el  cas  de  les MPCs  mdx  (fig.  11).  Els  resultats 

obtinguts amb els mioblasts C2C12 foren molt similars. 

Aquests  resultats  són  coherents  amb  els  resultats  obtinguts  anteriorment, després 

d’analitzar el procés de diferenciació  i de migració en presència de MAb 11G1  i d’EACA. 

Un cop més s’ha confirmat que la unió del plasminogen a l’α‐enolasa és necessària durant el 

processos associats a la miogènesi, ja que tant els inhibidors de la unió del plasminogen als 

seus  receptors  (EACA  i  MAb  A10.2)  com  l’inhibidor  de  la  unió  de  l’α‐enolasa  al 

plasminogen, MAb  11G1,  bloquegen  la  diferenciació,  la  fusió  i  la migració, mentre  que 

l’inhibidor de l’activitat enzimàtica de la plasmina, l’aprotinina, no mostra cap efecte.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Els  resultats  obtinguts  fins  el moment  demostren  que  tant  els mioblasts C2C12,  com  els 

mioblasts primaris procedents de ratolins salvatges (wt) i de ratolins mdx expressen l’α‐enolasa a la 

seva superfície, on actua com a receptor del plasminogen, facilitant la seva activació a plasmina. La 

inhibició de la unió plasminogen/α‐enolasa (mitjançant MAb 11G1, EACA i MAb A10.2) bloqueja 
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Figura  11:  L’anticòs inhibidor  de  la  unió  plasminogen/α‐enolasa, MAb A10.2,  inhibeix  la 
miogració dels bloqueja la migració dels mioblasts primaris (wt i mdx). L’anticòs MAb A10.2 
(125 nM) se situà a  la cambra  inferior del Transwell, mentre que  les MPCs wt  (A)  i mdx  (B) es 
col∙locaren a  la  cambra  superior. Les  cèl∙lules es deixaren migrar durant 24h a 370C. L’anàlisi 
estadística va realitzar‐se amb el test t de Student amb un P<0.005. Els resultats s’expressen com 
percentatge de la migració cel∙lular en absència de plasminogen. 
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el procés miogènic  a nivell de diferenciació,  fusió  i migració, mentre que  la  inhibició de  l’activitat 

proteolítica de  la plasmina  lliure (mitjançant  l’aprotinina) no afecta  la miogènesi. Tantmateix, tant 

un  anticòs  contra  el  receptor,  l’α‐enolasa  (MAb  11G1),  com  un  anticòs  contra  el  lligand,  el 

plasminogen  (MAb  A10.2)  produeixen  el mateix  efecte,  confirmant  que  la  unió  plasminogen/α‐

enolasa és necessària per  la miogènesi. Aquest estudi demostra  també que no existeixen diferències 

significatives en el comportament de les MPCs wt i mdx en els processos estudiats.    
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Un  cop  analitzat  l’efecte  dels  inhibidors  de  la  unió  plasminogen/α‐enolasa  (MAb 

11G1 i EACA) i de l’inhibidor de l’activitat enzimàtica de la plasmina soluble (l’aprotinina) 

durant  la miogènesi  in  vitro,  es  va  analitzar  l’efecte  d’aquests  inhibidors  en models  de 

regeneració muscular in vivo.  

Per a la realització de l’estudi, van emprar‐se dos models animals: en primer lloc, el 

model de  lesió  induïda mitjançant una  injecció de CTX,  i, en segon  lloc, el  ratolí distròfic 

mdx (model animal de la DMD).  

Els  estudis  realitzats amb  cadascun dels models murins  s’exposaran  en  el present 

capítol. 

 

2.1. PAPER DE L’α‐ENOLASA EN UN MODEL ANIMAL DE REGENERACIÓ 

MUSCULAR  INDUÏDA,  MITJANÇANT  UNA  INJECCIÓ  AMB 

CARDIOTOXINA.  

 

2.1.1.  Efecte  del MAb  11G1,  l’EACA  i  l’aprotinina  durant  la  regeneració  del 

múscul esquelètic.  

Treballs  anteriors  havien demostrat  el  paper d’uPA, del  plasminogen, de  PAI‐1  i 

d’uPAR  (Bryer et al., 2008; Bryer and Koh, 2007; DiPasquale et al., 2007; Koh et al., 2005; 

Lluis  et  al.,  2001;  Suelves  et  al.,  2002;  Suelves  et  al.,  2005;  Suelves  et  al.,  2007) durant  el 

procés  de  regeneració  muscular  in  vivo,  emprant  un  model  animal  de  lesió  induïda 

mitjançant una injecció de CTX, en animals deficients per al gen objectiu d’estudi. Resultats 

previs del nostre laboratori demostraren que es produïa un increment de l’expressió de l’α‐

enolasa  al  múscul  esquelètic  durant  els  dies  posteriors  a  una  lesió  muscular  (Lopez‐

Alemany et al., 2003c). Aquests resultats,  juntament amb  les evidències obtingudes en un 

model de miogènesi  in  vitro,  suggereixen un paper per  a  l’α‐enolasa  com  a  receptor del 

plasminogen durant la regeneració muscular. És per aquest motiu que el principal objectiu 

d’aquest  capítol  és  l’estudi  del  paper  de  la  unió  plasminogen/α‐enolasa  durant  la 

regeneració  muscular  in  vivo.  Per  al  desenvolupament  d’aquesta  part,  es  van  emprar 

ratolins  salvatges mascles  adults  de  dos mesos  pertanyents  a  la  soca  C57Bl16.  La  lesió 

muscular es va  induir per  injecció de 150 µl de CTX a una concentració de 10 µM al grup 
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muscular  gastrocnemius  un  cop  desinfectada  i  depilada  l’àrea  quirúrgica.  Els  diferents 

tractaments  (MAb  11G1,  440  nM;  EACA,  100 mM;  aprotinina,  1.5  nM,  diluïts  en  sèrum 

fisiològic;  i el  sèrum  fisiològic  sol, utilitzat com a control) van administrar‐se per  injecció 

subcutània (s.c.) a l’extremitat posterior cada dos dies. Els animals es van sacrificar als 4, 21 

i 30 dies post‐ferida (d.p.f.). Es van utilitzar 4 animals per cada condició (inhibidor/temps). 

Per  tal  d’avaluar  els  canvis  en  la  morfologia  del  teixit  deguts  als  diferents 

tractaments, es va  realitzar una anàlisi histològica de  les seccions  transversals del múscul 

gastrocnemius ferit. Tal i com es mostra a la figura 12, a 10 d.p.f., el teixit necròtic ja ha estat 

degradat  en  els músculs  tractats  amb  sèrum  fisiològic  (control),  donant  lloc  a  l’inici  del 

procés  de  regeneració muscular.  L’aspecte  dels músculs  tractats  amb  aprotinina  és molt 

similar  al descrit pels músculs  control, mentre  que  en  el  cas dels  animals  que  han  estat 

injectats amb MAb 11G1 i EACA l’aspecte és molt desorganitzat, amb un elevat nombre de 

zones necròtiques, indicant que l’etapa de degradació del teixit malmès encara no ha estat 

completada (fig. 12B). Vint‐i‐un dies després de la injecció de CTX, els animals tractats amb 

MAb 11G1 i EACA presenten un elevat grau de focus necròtics amb un important nombre 

de cèl∙lules mononucleades, mostrant un important defecte en la regeneració muscular. Els 

animals  control  i els que han estat  tractats amb aprotinina, en  canvi, mostren un aspecte 

pràcticament  recuperat,  amb  la  presència  de miofibres  amb  nuclis  centrals  indicant  que 

l’etapa de  regeneració del múscul malmès  s’està duent  a  terme de  forma  adequada  (fig. 

12B). 

La  figura 12C mostra  la quantificació de  les àrees en degeneració observades a 21 

d.p.f.  Es  pot  apreciar  com  tant  els  ratolins  control  com  els  que  han  estat  tractats  amb 

aprotinina mostren  un  percentatge  del  8.9  +/‐  3.2%  i  de  12.6  +/‐  5.4%,  respectivament, 

d’àrees en degeneració, mentre que en el cas dels tractaments amb els inhibidors de la unió 

plasminogen/α‐enolasa,  les àrees necròtiques presenten uns valors del 64.5 +/‐ 12.1%  i del 

58.6 +/‐ 18.3%, respectivament. 

L’expressió  de  miogenina,  analitzada  per  Western  blot  a  partir  dels  músculs 

gastrocnemius, en els ratolins tractats durant 21 dies mostra uns nivells inferiors d’aquesta 

proteïna en els animals als que es va administrar MAb 11G1 i EACA, mentre      
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Figura  12:  Els  inhibidors  de  la  unió  plasminogen/α‐enolasa bloquegen  el  procés  de 
regeneració muscular.  A.  Esquema  de  l’experiment.  B.  Seccions  transversals  dels músculs 
gastrocnemius  tenyits  amb H/E.  Els  ratolins  foren  tractats  durant  10  i  21  dies  amb  sèrum 
fisiològic, MAb  11G1  (440 nM), EACA  (100 mM)  i  aprotinina  (1.5 nM), per  injecció  s.c. Les 
fotogràfies han estat realitzades a 200 augments. C. Percentatge de l’àrea en degeneració en els 
ratolis  sotmesos  als diferents  tractaments durant  21 d.p.f. D. Western  blot  realitzat  amb  els 
músculs gastrocnemius dels animals tractats durant 21 dies amb els diferents inhibidors. La α‐
tubulina es va emprar com a control de càrrega. L’anàlisi estadística va realitzar‐se amb el test t 
de Student amb un a P<0.005. 
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que no s’observen variacions en l’expressió de l’α‐enolasa (fig. 12D). L’augment de la fibrosi 

i de dipòsits de col∙lagen en els músculs  tractats amb MAb 11G1  i EACA, es va posar de 

manifest després de realitzar  la  tinció  tricròmica,  tal  i com es pot veure a  la figura 13. Els 

resultats demostren un  important defecte en el procés de regeneració en els músculs dels 

ratolins als que es va administrar MAb 11G1  i EACA, mentre  l’administració d’aprotinina 

no mostrava cap efecte anòmal (fig. 13).   

 

 

 

 

 

 

 

  

 

2.2. PAPER DE L’α‐ENOLASA EN RATOLINS DISTRÒFICS MDX.  

 

2.2.1. Efecte del MAb 11G1, l’EACA i l’aprotinina en els ratolins distròfics mdx.  

Tenint present que els primers símptomes de la distròfia muscular es manifesten cap 

a  la  tercera  setmana de vida dels  ratolins mdx,  resultats previs del grup demostraren un 

augment  en  l’expressió  de  l’α‐enolasa  en  els  ratolins  mdx  de  4  setmanes,  respecte  dels 

animals salvatges sans de la mateixa edat (Lopez‐Alemany et al., 2003c). Aquests resultats 

suggerien  que  l’α‐enolasa  podria  estar  jugant  un  paper  durant  la  regeneració muscular 

associada a la distròfia muscular dels ratolins mdx. Per aquest motiu es va analitzar el paper 

de l’α‐enolasa mitjançant l’administració de MAb 11G1, EACA i aprotinina en ratolins mdx.     

Figura 13: Els inhibidors de la unió plasminogen/α‐enolasa augmenten la fibrosi i els dipòsits 
de  col∙lagen  durant  el  procés  de  regeneració muscular.  Seccions  transversals  dels músculs 
gastrocnemius amb  tinció  tricròmica. Els ratolins  tractats durant 10  i 21 d.p.f. amb MAb 11G1 
(440 nM) i EACA (100 mM) mostren un elevat grau de fibrosi al teixit muscular, mentre que en 
el  cas  dels  ratolins  tractats  amb  sèrum  fisiològic  i  aprotinina  (1.5  nM)  els  nivells  són 
considerablement més baixos. Les fotografies han estat realitzades a 200 augments.  
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Figura 14: Els inhibidors de la unió plasminogen/α‐enolasa agreugen la distròfia muscular en 
els  ratolins mdx. A. Esquema del  tractament amb els  inhibidors. B. Seccions  transversals dels 
músculs gastrocnemius i diafragma tenyits amb H/E. El tractament amb els diferents inhibidors  
(MAb 11G1 880 nM, EACA 200 mM i aprotinina 3 nM o serum fisiològic com a control),  s’inicià 
quan  els  animals  tenien  15  dies  d’edat,  i  es  perllongà  fins  que  tingueren  30  i  60  dies.  Les 
fotografies han estat realitzades a 200 augments. C. Percentatge de l’àrea en degeneració en els 
animals de 60 dies en el múscul gastrocnemius. D. RT‐PCR realitzada amb els músculs tibialis 
anterior dels animals de 30  i 60 dies de vida. L’expressió de  la GAPDH  es va  emprar  com  a 
control de càrrega. L’anàlisi estadística va realitzar‐se amb el test t de Student amb un P<0.005. 
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Els  inhibidors  (MAb  11G1,  880  nM;  EACA,  200  mM;  aprotinina,  3  nM)  es 

començaren a subministrar per injecció intraperitoneal (i.p.) quan els ratolins tenien 15 dies 

de vida, abans de  l’inici de  la patologia. El  tractament  fou administrat cada dos dies, per 

diferents períodes de temps: 30 i 60 dies d’edat, moment en que van ser sacrificats. Es van 

emprar quatre animals per cada condició. 

A  la  figura 14, es mostren  les seccions  transversals del múscul gastrocnemius  i del 

diafragma  (fig. 14B), múscul on  l’evolució de  la miodistròfia es  fa més evident. A 30 dies 

d’edat, els músculs comencen a mostrar signes de desorganització, amb regions necròtiques 

i  cèl∙lules mononucleades en estat de proliferació,  indicant que  la distròfia  ja  s’ha  iniciat. 

Aquests  símptomes  s’agreugen  en  els  animals  tractats  amb MAb  11G1  i  EACA,  on  es 

distingeix  una  desorganització  tissular  més  important.  Aquestes  diferències  són  més 

evidents en els animals de 60 dies. Tot i que la patologia es fa més severa a mesura que els 

animals van envellint, els nuclis necròtics són més nombrosos en els ratolins  tractats amb 

MAb  11G1  i  EACA  (fig.  14D),  impossibilitant,  d’aquesta manera,  la  generació  de  noves 

miofibres.  

Els músculs dels ratolins als quals se’ls ha administrat aprotinina, mostren un efecte 

més  lleu, similar a  l’aspecte dels animals  tractats amb sèrum  fisiològic  (control)  (fig. 14B). 

Els baixos nivells d’expressió de miogenina i de la creatina quinasa muscular (MCK), posen 

de manifest l’important defecte en la regeneració muscular que pateixen els animals tractats 

amb els inhibidors de la unió del plasminogen a l’α‐enolasa (MAb 11G1 i EACA) (fig. 14D). 

El tractament amb MAb 11G1 i EACA, augmenta la fibrosi al múscul gastrocnemius, 

mentre  que  els  músculs  tractats  amb  aprotinina  presentaven  el  mateix  aspecte  que  el 

control, tal i com es pot veure a la figura 15. 

Tots  aquests  resultats  demostren  que  els  inhibidors  de  la  unió  plasminogen/α‐

enolasa  agreugen  la  patologia  del  ratolí  distròfic  mdx,  indicant  que  és  necessari  que  el 

plasminogen resti unit a  la membrana cel∙lular a través de  l’α‐enolasa durant el procés de 

regeneració muscular. 
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La mesura dels nivells de creatina quinasa (CK) en sang va permetre avaluar el dany 

muscular.  La  CK  és  un  biomarcador  de  dany  al  sarcolemma  (Bulfield  et  al.,  1984). Un 

múscul lesionat o que pateix algun tipus de patologia allibera enzims musculars al torrent 

sanguini que poden ser mesurats i emprats com a paràmetres de lesió muscular.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura  15:  Els  inhibidors  de  la  unió  plasminogen/α‐enolasa  augmenten  la  fibrosi  en  els 
músculs  gastrocnemius dels  ratolins mdx.  Seccions  transversals dels músculs  gastrocnemius 
sotmesos a  la  tinció  tricròmica. Els ratolins de 30  i 60 dies  tractats amb MAb 11G1  (880 nM)  i 
EACA (200 mM) mostren un important increment en la fibrosi al teixit muscular, mentre que en 
el  cas  dels  ratolins  tractats  amb  sèrum  fisiològic  i  aprotinina  (3  nM)  els  nivells  són 
considerablement més baixos. Les fotografies han estat realitzades a 200 augments.  

Figura 16: Els inhibidors de la unió plasminogen/α‐enolasa augmenten els nivells de CK en 
sèrum  en  els  ratolins mdx. Mesura  del  dany muscular  en  els  ratolins mdx  tractats  amb  els 
diferents  inhibidors per quantificació dels nivells de CK en  sèrum de  ratolins mdx de 60 dies 
d’edat. L’anàlisi estadística va realitzar‐se amb el test t de Student amb un P<0.005. 
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Com es mostra a  la  figura 16, els nivells de CK  són dues vegades més alts en un 

ratolí distròfic de 60 dies comparat amb un animal salvatge (wt). Si es comparen els ratolins 

tractats amb els diferents inhibidors (MAb, EACA i aprotinina) s’observa que en el cas del 

tractament amb MAb 11G1 els nivells de CK en sang augmenten dues vegades respecte dels 

ratolins mdx, mentre que en el cas del tractament amb EACA, l’augment és de tres vegades 

respecte del animals control. Els animals tractats amb aprotinina mostren uns nivells molt 

similars als dels ratolins control.   

Aquests resultats indiquen, de nou, que els inhibidors de la unió del plasminogen a 

l’α‐enolasa agreugen la patologia muscular del ratolí muscular del ratolí mdx, com mostren 

els nivells de la CK en sèrum, mentre que l’aprotinina no té cap efecte.   

 

2.2.2. Efecte del MAb 11G1, l’EACA  i  l’aprotinina en  la resposta  inflamatòria en 

els ratolins distròfics mdx.  

Resultats  previs  del  grup  demostraren  que  tant  uPA  (Lluis  et  al.,  2001)  com  el 

plasminogen  (Suelves  et  al.,  2002),  són  necessaris  per  al  reclutament  de  les  cèl∙lules  del 

sistema  inflamatori  en  el múscul  en  regeneració.  Ambdós  treballs  assenyalen  l’activitat 

enzimàtica de  la plasmina com a essencial durant  l’etapa de degeneració  i degradació del 

teixit malmés, així com durant  la regeneració  i generació de noves miofibres  ((Lluis et al., 

2001; Suelves et al., 2002), revisat a (Suelves et al., 2005)). 

Tot  i  que  tant  els  neutròfils  com  els  limfòcits T  són presents  en  els músculs dels 

animals distròfics mdx, els macròfags són les cèl∙lules inflamatòries majoritàries (Spencer et 

al., 2001; Tidball, 2005). En el nostre cas, es va estudiar  l’efecte dels  inhibidors de  la unió 

plasminogen/α‐enolasa  (MAb  11G1  i  EACA),  i  l’efecte  de  l’inhibidor  de  l’activitat  de  la 

plasmina,  l’aprotinina,  en  el  reclutament  d’aquests  tres  tipus  cel∙lulars  en  el  múscul 

distròfic.  
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Figura 17: Els inhibidors de la unió plasminogen/α‐enolasa (MAb 11G1 i EACA) i l’inhibidor 
de l’activitat de la plasmina soluble (aprotinina) bloquegen el reclutament de les cèl∙lules del 
sistema inflamatori en els ratolins mdx. A. Anàlisi per immunofluorescència de la presència de 
neutròfils  (antigen Ly‐6G),  limfòcits  (antigen CD 2)  i macròfags  (antigen F4/80) en els músculs 
gastrocnemius dels ratolins mdx de 60 dies. B, C i D. Quantificació del nombre de neutròfils (%) 
(B),  limfòcits  (%)  (C)  i macròfags  (%)  (D)  als músculs  gastrocnemius  dels  ratolins mdx  de  2 
mesos  d’edat  tractats  amb MAb  11G1  (880  nM),  EACA  (200 mM)  i  aprotinina  (3  nM).  Els 
resultats  s’expressen  com  a  %  del  nombre  de  cèl∙lules  presents  en  el  múscul  dels  animals 
controls (animals tractats amb sèrum fisiològic). L’anàlisi estadística va realitzar‐se amb el test t 
de Student amb un P<0.005. 
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Les  seccions  transversals  dels  músculs  gastrocnemius  foren  analitzades  per 

immunofluorescència emprant anticossos específics per cadascun dels tipus cel∙lulars. A la 

figura  17A  es  mostren  les  imatges  corresponents  a  la  immunofluorescència  utilitzant 

anticossos específics contra marcadors de neutròfils  (Ly‐6G),  limfòcits  (CD 2)  i macròfags 

(F4/80).  El  gràfic  corresponent  a  la  quantificació  dels  neutròfils  presents  en  el  múscul 

gastrocnemius mostra  una  reducció  important  en  el  reclutament d’aquest  tipus  cel∙lular, 

tant en presència de MAb 11G1 (inhibició del 77.1 +/‐ 7.3%), d’EACA (inhibició del 52.1 +/‐ 

11%) com d’aprotinina (inhibició del 33.1 +/‐ 10.8%) (fig. 17B). Una situació similar succeïa 

quan es van quantificar els  limfòcits presents al múscul distròfic:  tant MAb 11G1, EACA 

com l’aprotinina presentaren unes inhibicions del 37.9 +/‐ 8.9%, del 31.4 +/‐ 18.0% i del 56.5 

+/‐ 4.9%, respectivament (fig. 17C). Finalment, l’anàlisi del nombre de macròfags presents al 

múscul  gastrocnemius mostrà  també  un  patró  d’inhibició  similar  (MAb  11G1  amb  una 

inhibició  del  54.8+/‐6.7%,  EACA  inhibint  en  un  45.2+/‐8.0%  i  aprotinina,  amb  un  40.6+/‐

17.5%)  (fig.  17D).  Aquesta  és  la  primera  vegada  que  s’observa  un  efecte  inhibitori  de 

l’aprotinina en algun mecanisme associat a la degeneració/regeneració muscular. 

Aquest és el primer cas en el qual  l’aprotinina causa un efecte  inhibitori  similar a 

l’observat en els ratolins tractats amb MAb 11G1 i EACA. Aquest resultats suggereixen que 

la plasmina podria actuar a dos nivells diferents per a l’etapa de degeneració i a l’etapa de 

regeneració musculars, en un estat patològic: en primer lloc, és necessària tant l’activitat de 

la  plasmina  unida  a  la  superfície  cel∙lular,  com  l’activitat  de  la  plasmina  lliure,  pel 

reclutament de  les cèl∙lules del sistema  inflamatori a  fi de  facilitar  la degradació del  teixit 

malmès; un cop les restes de teixit ja han estat digerides pel sistema inflamatori, les cèl∙lules 

satèl∙lit comencen a proliferar  i a  fusionar‐se, etapa on  la plasmina unida a  la membrana 

cel∙lular  a  través  del  seu  receptor  α‐enolasa  sembla  jugar  el  paper més  important.  Ens 

trobem, doncs, davant les primeres evidències que demostren la participació de la plasmina 

en el procés de degeneració/regeneració mitjançant dos mecanismes diferents, sigui lliure o 

associat a la membrana cel∙lular per unió a l’α‐enolasa.  
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2.2.3. Efecte del MAb 11G1, l’EACA i l’aprotinina en l’activació de MMPs i factors 

de creixement.  

L’activitat proteolítica de la plasmina presenta l’habilitat d’activar diverses   MMPs, 

com  la MMP‐2  i  la MMP‐9,  així  com  les  formes  latents de  factors de  creixement  com  el 

HGF/SF  o  el  TGF‐β  (revisat  a  (Myohanen  and  Vaheri,  2004;  Suelves  et  al.,  2005)).  La 

participació de MMP‐2  i MMP‐9 en un elevat nombre de processos fisiopatològics, com  la 

invasió tumoral i l’angiogènesi, entre d’altres, ha estat descrita en un important nombre de 

treballs  (revisat  a  (Myohanen  and  Vaheri,  2004;  Suelves  et  al.,  2005)).  D’altra  banda, 

l’activació de TGF‐β pot bloquejar el procés de diferenciació miogènica (Liu et al., 2001; Liu 

et al., 2004).  

Donat que tots aquests factors s’expressen en el múscul esquelètic (Liu et al., 2001; 

Liu et al., 2004; Perdomo et al., 2008; Yamada et al., 2008; Yamada et al., 2006), ens vam 

preguntar si  la  inhibició de  l’activitat de  la plasmina associada a  l’α‐enolasa  tindria algun 

efecte  sobre  l’activació  d’aquestes  MMPs  i/o  d’aquests  factors  de  creixement,  i  ser 

responsables dels efectes en  la regeneració muscular observats fins el moment. Per aquest 

motiu, es va analitzar  l’activació de MMP‐2  i MMP‐9, així com de HGF/SC  i TGF‐β en els 

animals sotmesos als diferents tractaments.   

Es va dur a terme l’anàlisi dels extractes musculars dels animals mdx tractats durant 

60 dies amb MAb 11G1, l’EACA i l’aprotinina. L’activitat de les gelatinases MMP‐2 i MMP‐

9  mesurada  per  zimografia  en  un  gel  de  gelatina  no  presentà  cap  variació  envers  el 

tractament administrat,  tal  i com mostren  les bandes de degradació del zimograma de  la 

figura 18A.  

Tanmateix,  l’expressió de HGF/SF en  la seva  forma activa, analitzada per Western 

blot, era la mateixa en tots els llisats musculars analitzats, independentment del tractament 

realitzat,  tal  i  com  es mostra  a  la  figura  18B. D’altra  banda,  els  nivells  de  TGF‐β  actiu 

mesurats  per  immunodetecció  mitjançant  un  kit  comercial,  no  mostraren  diferències 

significatives  entre  els  extractes procedents de  ratolins  tractats  amb MAb  11G1, EACA o 

aprotinina (fig. 18C).   
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Aquest resultats demostren que la unió del plasminogen al seu receptor, l’α‐enolasa, 

no té cap efecte en l’activació de les MMPs i dels factors de creixement estudiats (HGF/SF i 

TGF‐β)  i que per  tant, aquests no són els mediadors moleculars  responsables dels efectes 

causats pels  inhibidors administrats durant  la  regeneració muscular. No es pot descartar, 

però, que altres factors o proteases diferents dels aquí analitzats siguin en part efectors de 

l’acció plasmina/α‐enolasa en la regeneració/degeneració muscular.  
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Figura 18: Els músculs dels animals  tractats amb MAb 11G1, EACA  i aprotinina presenten 
nivells normals d’activitat de MMP‐2  i MMP‐9, HGF  i TGF‐β.  (A) Zimograma amb gelatina 
dels  extractes musculars dels  ratolins mdx per determinar  l’activitat de MMP‐2  i MMP‐9.  (B) 
Western  blot  dels  extractes  musculars  per  determinar  la  presència  de  HGF  activat.  (C) 
Determinació de la quantitat de TGF‐β activat mitjançant un kit colorimètric comercial. 

0

50

100

150

200

Control MAb 11G1 EACA AP

TG
F-

β1
 

co
nc

en
tr

at
io

n
(µ

g/
l)

0

50

100

150

200

Control MAb 11G1 EACA AP

TG
F-

β1
 

co
nc

en
tr

at
io

n
(µ

g/
l)

A  B

C 



Capítol 2 
 

  131

2.2.4. Anàlisi  de  la  toxicitat  dels  inhibidors  de  la  unió  plasminogen/α‐enolasa 

(MAb  11G1  i  EACA)  i  de  l’inhibidor  de  l’activitat  proteolítica  de  la  plasmina 

(aprotinina) en ratolins distròfics mdx.  

L’administració dels diferents tractaments durant 45 dies podria haver causat algun 

tipus d’efecte tòxic en òrgans com el cor o el fetge, entre d’altres. És per aquest motiu que es 

van recollir mostres d’òrgans com el cor, el fetge, els ronyons i el cervell, i es va avaluar un 

possible  efecte  advers  dels  inhibidors  administrats.  L’anàlisi  histològica  de  les  seccions 

transversals dels òrgans esmentats no mostrà cap diferència en  la morfologia dels òrgans 

dels  animals  tractats  amb  sèrum  fisiològic  respecte  als  òrgans  tractats  amb MAb  11G1, 

EACA  i  aprotinina  (fig.  19A).  Com  es  mostra  a  la  figura  19B,  el  tractament  amb  els 

inhibidors no causà cap efecte en el pes dels animals. Tampoc no s’observaren anormalitats 

en la mortalitat entre els ratolins sotmesos als diferents tractaments.  

 

 

Els resultats obtinguts demostren que l’activitat de la plasmina unida a la superfície cel∙lular 

a través de l’α‐enolasa és necessària per a la regeneració muscular després de la inducció d’una lesió 

de  manera  experimental  mitjançant  una  injecció  amb  CTX,  així  com  en  el  cas  d’una  situació 

patològica com en els ratolins mdx. El bloqueig de la unió de la plasmina al seu receptor, augmenta el 

grau de fibrosi i el dany muscular, mentre que els inhibidors de la plasmina lliure no produeixen cap 

efecte.  

El reclutament de les cèl∙lules del sistema inflamatori depèn tant de la unió plasminogen/α‐

enolasa, així com de  l’activitat de  la plasmina  lliure. En aquest darrer punt es posa de manifest un 

paper dual de  la plasmina  (dependent  i  independent de  la seva unió a  l’α‐enolasa)  en  les diferents 

etapes que composen el procés de regeneració del múscul esquelètic.  
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Figura 19: El tractament amb els inhibidors de la unió plasminogen/α‐enolasa (MAb 11G1 i 
EACA) i l’inhibidor de l’activitat de la plasmina lliure (aprotinina) no causa efectes tòxics en 
els  ratolins mdx de  60 dies. A. Tinció  amb H/E de  les  seccions  transversals de  cor,  cervell, 
ronyó i fetge. No s’observa cap alteració morfològica en cap dels òrgans avaluats. B. Corba de 
creixement dels ratolins tractats durant tot l’experiment. 

0

5

10

15

20

25

30

0 20 40 60 80

Edat (dies)

Pe
s 

(g
) Control

MAb 11G1
EACA
AP

B 

A 

Cor

Cervell

Ronyó

Fetge

MAb 11G1 APEACAControl

Cor

Cervell

Ronyó

Fetge

MAb 11G1 APEACAControl



 

  133

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTOL 3: Estudi del paper de PAI-1 en la 

miogènesi in vitro mitjançant la seva interacció 

amb VN/αvβ3.  

 
 



 

 134 



Capítol 3 
 

  135

PAI‐1 és el principal inhibidor del sistema PA, i com a tal, el seu paper fonamental 

és  bloquejar  l’acció  dels  activadors  del  plasminogen,  uPA  i  tPA.  PAI‐1  és  capaç  també 

d’unir‐se a la VN a través de la seva regió d’unió a integrines, impedint la unió VN/αvβ3. 

L’elevada  afinitat  que  presenta  envers  la  VN  fa  que  PAI‐1  pugui  desenvolupar  altres 

funcions fisiològiques independents de la seva funció clàssica d’inhibidor del sistema PA.  

Diversos autors han descrit que es dóna una col∙laboració entre integrines i receptors 

de factors de creixement, com PDGF o IGF, entre d’altres, o bé entre integrines i receptors 

d’hormones, com  la  insulina (Baron et al., 2005; ffrench‐Constant and Colognato, 2004). El 

nostre  laboratori  va  demostrar  que  existeix  una  col∙laboració  entre  la  resposta  cel∙lular 

induïda  per  la  insulina  i  la  unió  de  la  VN  al  seu  receptor  αvβ3  en  fibroblasts murins 

NIH3T3  i en  cèl∙lules endotelials humanes de  cordó umbilical HUVEC. Tanmateix, es va 

demostrar  que  PAI‐1  interfereix  negativament  en  aquesta  resposta  inhibint  la  interacció 

entre VN i la integrina αvβ3 (Lopez‐Alemany et al., 2003b). En aquest capítol es va tractar 

d’estudiar si PAI‐1 causava un efecte similar en mioblasts murins in vitro. 

 

3.1.  PAPER DEL COMPLEX VN/αvβ3/PAI‐1  EN RESPOSTA A  INSULINA  EN 

MIOBLASTS.  

 

3.1.1. Expressió de αv i β3 en mioblasts C2C12. 

En  primer  lloc,  es  va  verificar  l’expressió  de  les  integrines  de  tipus  αv  i  β3  en 

mioblasts  C2C12,  tant  en  condicions  de  proliferació  (GM)  com  a  diferents  temps  de 

diferenciació (DM). La figura 20 mostra que els mioblasts C2C12 expressen les integrines αv 

i β3, i que la seva expressió no varia en funció de les condicions de cultiu. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultats 
 

 136 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.2. Efecte de la interacció de PAI‐1/VN/αvβ3 en la senyalització induïda per insulina en 

mioblasts C2C12. 

A  continuació  es  va  comprovar  si  existia  una  col∙laboració  entre  la  senyalització 

induïda  per  insulina  i  la  unió  VN/αvβ3,  i  si  PAI‐1  interferia  en  aquesta  possible 

col∙laboració.  En  concret,  es  va  analitzar  per Western  blot  l’activació  de  dues  vies  de 

senyalització  que  s’activen  en  presència  d’insulina,  com  són  la  via  de  PI3K/Akt  i  la  via 

d’Erk, mitjançant la utilització d’anticossos específics contra les formes fosforilades d’Akt i 

d’Erk.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Expressió de  la  integrina αvβ3 en mioblasts C2C12. RT‐PCR de  l’expressió de  les 
integrines αv  i β3  en mioblasts murins C2C12,  cultivats  en GM  com  en DM durant diferents 
temps. L’expressió de miogenina es va fer servir com a control de diferenciació. L’expressió de 
GAPDH s’utilitzà com a control de càrrega.    

Figura 21: Efecte de PAI‐1/VN en la senyalització induïda per insulina. Els mioblasts C2C12, 
en presència o absència de VN 30 nM, es van  incubar durant 4h amb PAI‐1 100 nM abans del 
tractament amb  insulina  (I) 170 nM durant 30 minuts. Els  llisats cel∙lulars es van analitzar per 
Western blot. L’expressió d’Akt (A) i Erk (B) totals es féu servir com a control de càrrega. 
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En estudiar  la via d’Akt, es va observar que  la  fosforilació de Akt augmentava en 

presència de VN. Quan els mioblasts C2C12 es cultivaren en presència de PAI‐1, s’inhibia 

l’augment  en  la  fosforilació d’Akt degut  a  la VN    (fig.  21A). En  canvi, no  es  van  trobar 

diferències  significatives  en  estudiar  la  fosforilació  d’Erk  (fig.  21B).  Aquests  resultats 

suggeriren que la col∙laboració entre el receptor de insulina i αvβ3 es dóna en algunes vies, 

com la d’Akt, preferentment metabòlica, però en canvi, no té cap efecte en altres vies com la 

d’Erk, preferentment mitogènica.   

 

3.2.  PAPER  DEL  SISTEMA  VN/αvβ3/PAI‐1  EN  LA  DIFERENCIACIÓ 

MIOGÈNICA.  

3.2.1. Efecte de VN/PAI‐1 sobre la diferenciació dels mioblasts.  

Un  cop  demostrat  el  paper  inhibidor  de  PAI‐1  en  la  senyalització  induïda  per 

insulina en la via de PI3K/Akt a través de la interacció amb VN/αvβ3, es va estudiar l’efecte 

de PAI‐1 en la diferenciació de mioblasts murins induïda per insulina. Utilitzant l’expressió 

de miogenina com a marcador de diferenciació, no s’observaren diferències significatives en 

els nivells de miogenina en presència o absència de PAI‐1, tal i com es mostra a la figura 22, 

en absència de VN. 

 

 

 

 

 

El procés de diferenciació (94.1 +/‐ 2.8% respecte del DM 48 h) i de fusió (86.9 +/‐4.2% 

respecte  del  DM  48  h)  de  les MPCs  tampoc  no  semblava  alterat  quan  les  cèl∙lules  es 

cultivaren en presència de PAI‐1 (fig. 23).  

A continuació, es va estudiar com afectava PAI‐1 en la diferenciació miogènica quan 

els mioblasts  eren  cultivats  en presència de VN. Al  contrari del  que  s’havia  observat  en 
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Figura 22: Efecte de PAI‐1 en la diferenciació dels mioblasts C2C12. Els mioblasts C2C12 foren 
cultivades en DM durant 48h en presència o absència de PAI‐1 (100 nM). Els llisats cel∙lulars es 
van analitzar per Western blot. L’expressió de α−tubulina es féu servir com a control de càrrega. 
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absència de VN,  la presència d’aquesta augmentava  la producció de miogenina durant  la 

diferenciació. Aquest augment es veia inhibit quan els mioblasts es cultivaven en presència 

de PAI‐1, tal i com es pot comprovar a la figura 24.  
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Figura  23: Efecte de PAI‐1  en  la diferenciació de  les MPCs wt. A. Anàlisi de  l’expressió de 
eMHC per  immunocitoquímica. Les MPCs foren cultivades en DM durant 48 h en presència o 
absència de PAI‐1 (100 nM). B. Quantificació de les cèl∙lules positives per a la eMHC respecte de 
les  cèl∙lules  totals  (ratio  de  diferenciació).  C.  Quantificació  de  l’índex miogènic  (nombre  de 
cèl∙lules fusionades en miotubs de 4 o més nuclis, respecte del nombre total de cèl∙lules).  

Figura 24: Efecte de PAI‐1/VN en la diferenciació dels mioblasts C2C12. Els mioblasts C2C12 
es van sembrar sobre VN 30 nM. Es van tractar amb PAI‐1 100 nM 4 h abans del tractament amb 
insulina 170 nM, durant 24h. Els llisats cel∙lulars es van analitzar per Western blot. L’expressió 
de la α‐tubulina es va emprar com a control de càrrega.  
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L’anàlisi  del  procés  de  fusió  dels  mioblasts  primaris  va  confirmar  els  resultats 

obtinguts per Western blot. Com s’observa a la figura 25, el nombre i la mida dels miotubs 

Figura 25: Efecte de PAI‐1/VN en la diferenciació de les MPCs wt. A. Anàlisi de l’expressió de 
eMHC per  immunocitoquímica. Les MPCs foren cultivades en DM durant 48 h en presència o 
absència  de  PAI‐1  (100  nM),  en  les  condicions  de  cultiu  habituals  o  sobre  VN  (30  nM).  B. 
Quantificació de  les  cèl∙lules positives per a  la  eMHC  respecte de  les  cèl∙lules  totals  (ratio de 
diferenciació). C. Quantificació de l’índex miogènic (nombre de cèl∙lules fusionades en miotubs 
de 4 o més nuclis, respecte del nombre total de cèl∙lules). L’anàlisi estadística va realitzar‐se amb 
el test t de Student amb un P<0.005. 
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augmentava quan  les cèl∙lules es cultivaven sobre VN  (230.2 +/‐ 10% respecte del control, 

considerat com les MPCs després de 72 h en DM). La presència de PAI‐1 inhibia l’augment 

degut a la VN, tant en el nombre com en la mida dels miotubs (75.4 +/‐ 4.2%) (fig. 25).  

Els  resultats  obtinguts  fins  el  moment  mostren  que  PAI‐1  és  capaç  d’inhibir  la 

miogènesi en presència de VN, mitjançant la seva interacció amb VN/αvβ3. En absència de 

VN, en canvi, PAI‐1 no sembla tenir cap efecte.  

 

3.2.2. Efecte de VN/PAI‐1 sobre la migració dels mioblasts.  

S’ha descrit que  la  insulina estimula  la migració de diferents  tipus cel∙lulars, entre 

ells,  els mioblasts  (Lafreniere  et  al.,  2004).  Es  va  estudiar,  doncs,  l’efecte  de  PAI‐1  en  la 

migració dels mioblasts C2C12 en presència d’insulina.  

A la figura 26 es mostra que PAI‐1 no té cap efecte sobre la migració dels mioblasts 

C2C12.  

 

 

 

 

 

 

 

 

A continuació, es va repetir l’experiment amb els Transwells tractats prèviament amb 

VN. En aquest cas, el resultat mostrà un  increment del 190.6 +/‐ 25.3% en  la migració dels 

mioblasts  en  presència  d’insulina  i  de  VN,  quan  es  compara  amb  els  mioblasts  que 

migraven únicament en presència d’insulina (141.2 +/‐ 13.5%) (fig. 27A). Aquest increment 

era  totalment  inhibit per PAI‐1  (108 +/‐ 18.9%)  (fig. 27A). Tots els valors estan comparats 

respecte del control, considerat  la migració basal dels mioblasts en absència de qualsevol 

quimioataient (100%). 
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Figura 26: Efecte de PAI‐1 en la migració dels mioblasts C2C12. Els mioblasts van situar‐se a la 
part superior del Transwell, mentre que a la cambra inferior es va col∙locar el medi de migració 
que  contenia  insulina  (170 nM),  en presència o absència de PAI‐1  (100 nM). Les  cèl∙lules van 
migrar durant 24h a 370C i es van quantificar les cèl∙lules de la part inferior de la membrana.  
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Per comprovar l’especificitat del complex VN/αvβ3/PAI‐1 en aquesta inhibició, es va 

emprar fibrina (FB), un altre substrat de αvβ3. Després d’analitzar l’efecte de la insulina i/o 

de PAI‐1  en  la migració dels mioblasts en presència de FB,  s’observà que  la  inhibició de 

PAI‐1 de l’increment en la migració induïda per la insulina, només es produïa en presència 

de VN, i no quan les cèl∙lules migraven sobre FB (fig. 27B), indicant que l’efecte inhibitori de 

PAI‐1 observat anteriorment és totalment específic de la interacció VN/αvβ3.  

Per avaluar el paper de la integrina αvβ3 en la migració dels mioblasts es va repetir 

l’experiment  en  presència  d’echistatina,  una  desintegrina  que  bloqueja  les  integrines  de 

tipus β1  i β3,  i  l’anticòs anti‐CD51, que bloqueja  la subunitat αv del receptor de VN  i, per 

tant, la unió VN/αvβ3. La inhibició obtinguda en presència d’ambdues molècules fou molt 

similar  a  l’obtinguda  en  presència de  PAI‐1    (Echistatina:  64.6  +/‐  5.2% d’inhibició;  anti‐

CD51 65.4 +/‐ 10.2% d’inhibició; PAI‐1 51.6 +/‐ 5.1% d’inhibició, respecte de la migració dels 

mioblasts en presència d’insulina+VN)  (fig. 28 A  i B). L’efecte  inhibitori de  l’anticòs anti‐

CD51  era  dependent  de  la  dosi  d’anticòs  administrada  (fig.  28C).  Aquests  resultats 

suggereixen que  l’efecte  inhibitori de PAI‐1 sobre  la migració cel∙lular era degut a  la seva 

interacció amb VN/αvβ3. 

Figura 27: Efecte de PAI‐1 en la migració dels mioblasts C2C12 sobre VN i sobre FB. La part 
superior de la membrana dels Transwells, va ser tractada amb VN (30 nM) (A i B) o amb FB (2 
mg/ml)  (B). Els mioblasts  van  situar‐se  a  la  part  superior del  filtre, mentre  que  a  la  cambra 
inferior  es  va  col∙locar  el medi  de migració  que  contenia  insulina  (170  nM),  en  presència  o 
absència de PAI‐1 (100 nM). Les cèl∙lules van migrar durant 24 h a 370C i es van quantificar les 
cèl∙lules de  la part  inferior de  la membrana. L’anàlisi estadística va realitzar‐se amb el test t de 
Student amb un P<0.005. 
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Figura 28: Efecte de l’echistatina i de l’anticòs anti‐CD51 en la migració dels mioblasts C2C12
sobre VN. A i B. La part superior de la membrana dels Transwell fou tractada o no amb VN (30 
nM). Els mioblasts van situar‐se a la part superior del filtre, mentre que a la cambra inferior es 
va col∙locar el medi de migració que contenia insulina (170 nM), i/o echistatina (100 nM) (A), o 
bé PAI‐1 (100 nM) o de l’anticòs anti‐CD51 (70 nM) (B). C. Migració dels mioblasts C2C12 sobre 
VN  (30 nM), en presència d’insulina  (170 nM)  i a concentracions creixents d’anti‐CD51. En els 
tres casos, les cèl∙lules van migrar durant 24 h a 370C i es van quantificar les cèl∙lules de la part 
inferior de  la membrana. L’anàlisi  estadística  va  realitzar‐se  amb  el  test  t  de  Student  amb un 
P<0.005. 
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3.2.3. Efecte de VN/PAI‐1 sobre la proliferació dels mioblasts.  

L’anàlisi del paper de PAI‐1 sobre la proliferació dels mioblasts C2C12 en presència 

o  absència  de  insulina  i  de  VN,  no mostrà  cap  efecte  ni  de  la  VN  ni  de  PAI‐1  en  la 

proliferació dels mioblasts (fig. 29).     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tots  els  resultats  obtinguts  fins  el moment  demostren  que  la VN  incrementa  la  resposta 

d’insulina  a  nivell  de  la  fosforilació  d’Akt,  la  diferenciació,  la  fusió  i  la migració  dels mioblasts. 

Aquest increment és inhibit per  PAI‐1, degut  a la competència existent entre PAI‐1 i la integrina 

αvβ3 per la seva unió a VN. Altres processos com la proliferació i la via de senyalització de Erk no es 

veuen afectats. Tanmateix, PAI‐1 no té cap efecte sobre la fosforilació d’Akt, la diferenciació, la fusió i 

la migració dels mioblasts en absència de VN. 

  

 

Figura 29: Efecte de PAI‐1 en  la proliferació dels mioblasts C2C12  cultivats  sobre VN per 
incorporació de BrdU. Els mioblasts C2C12 es cultivaren sobre VN (30 nM) o sobre plàstic i es 
mesurà la incorporació de BrdU durant 24 hores en presència d’insulina (170 nM) i/o de PAI‐1 
(100 nM). Cada punt  fou estudiat per  triplicat. Els experiments  foren  realitzats un mínim de 
tres vegades. 
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plasminogen a través del seu receptor, 
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La degradació de la fibrina i de diversos components de l’ECM ha estat considerat el 

paper principal del sistema PA. Però en els darrers anys s’ha descrit que, mitjançant la seva 

unió a uPAR, uPA participa en nombrosos processos de senyalització intracel∙lular (revisat 

a (Binder et al., 2007; Blasi and Carmeliet, 2002; Ragno, 2006)).  

Recentment, alguns treballs suggereixen que el plasminogen també podria ser capaç 

d’induir  una  resposta  intracel∙lular,  activant  diverses  cascades  de  senyalització.  En  els 

darrers  anys,  han  aparegut  diversos  estudis  que  atribueixen  al  plasminogen/plasmina 

aquest  tipus de propietat  (De  Sousa  et  al.,  2005; Laumonnier  et  al.,  2006; Li  et  al.,  2007; 

Sousa et al., 2005), (revisat a (Syrovets and Simmet, 2004) però en un elevat nombre de casos 

es  desconeix  si  el  responsable  de  l’activació  de  determinades  vies  de  senyalització 

intracel∙lular  és  la unió del plasminogen  als  seus  receptors, o bé  si una  segona molècula 

activada per  la plasmina seria  la responsable d’activar aquestes cascades de senyalització. 

Cal afegir, però, que els receptors del plasminogen són proteïnes que, en general, manquen 

de domini  transmembrana, així és que necessiten associar‐se amb d’altres proteïnes de  la 

membrana  cel∙lular  per  tal  de  formar  un  complex  capaç  de  desencadenar  una  resposta 

intracel∙lular.  

En aquest capítol s’estudiarà si el sistema plasmin(ogen)/α‐enolasa és capaç d’induir 

una resposta plasmina intracel∙lular, així com el mecanisme responsable d’aquesta resposta.  

 

4.1.  PAPER  DEL  PLASMINOGEN/PLASMINA  EN  LA  SENYALITZACIÓ 

INTRACEL∙LULAR. 

 

L’efecte del plasminogen en la senyalització intracel∙lular es va assajar en mioblasts 

murins  C2C12.  Les  cèl∙lules  es  van  cultivar  en  presència  de  plasminogen  100  nM  i  en 

absència de  sèrum. El  tractament  es va  realitzar durant  10 minuts  i  24 h  i  es va valorar 

l’activació de diferents vies de senyalització mitjançant Western blot amb anticossos contra 

les  formes  fosforilades  de  diferents  proteïnes  de  senyalització.  Tal  i  com  es mostra  a  la 

figura  30, Erk  i Akt  eren  fosforilades  en  resposta  a  l’estímul del  plasminogen,  i  aquesta 

activació es mantenia a les 24 h. 
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Per tal de verificar l’especificitat de la resposta en presència de plasminogen, es van 

utilitzar    inhibidors  específics de  la via d’Erk  i de  la PI3K/Akt. Tant  l’inhibidor  específic 

d’Erk  (PD98059)  com  l’inhibidor  específic  de  la  via  de  la  PI3K/Akt  (Wortmanina) 

bloquejaven respectivament la fosforilació d’Erk i d’Akt, induïdes pel plasminogen.  

  

 

 

 

 

 

 

4.2.  PAPER  DEL  PLASMINOGEN/PLASMINA  EN  LA  PROLIFERACIÓ 

CEL∙LULAR.  

 

La senyalització intracel∙lular induïda per la unió d’uPA al seu receptor participa en 

processos relacionats amb la proliferació, l’adhesió i la migració cel∙lulars (revisat a (Binder 

et al., 2007; Blasi and Carmeliet, 2002; Ragno, 2006)). Per aquest motiu, es va voler estudiar 

en primer lloc l’efecte produït pel plasminogen exogen sobre la proliferació dels mioblasts 

Figura 30: El plasminogen  indueix  l’activació de  la  senyalització intracel∙lular en mioblasts 
C2C12. Els mioblasts C2C12 es van estimular durant 10 minuts  i 24 h amb plasminogen  (100 
nM), després d’una hora en deprivació de sèrum. El plasminogen induïa la fosforilació d’Erk (A) 
i d’Akt (B). L’expressió d’Erk i Akt totals va emprar‐se com a control de càrrega. 

Figura 31: La fosforilació de Erk i Akt induïda pel plasminogen és bloquejada pels inhibidors 
específics de cadascuna de les vies de senyalització en mioblasts C2C12. Els mioblasts C2C12 
es van  estimular durant  10 minuts  amb plasminogen  (100 nM),  en presència  o  absència dels 
inhibidors, després d’1 h en deprivació de sèrum. L’inhibidor específic d’Erk, PD98059 (50 µM) 
(A), i l’inhibidor específic de la PI3K/Akt, Wortmanina (1 µM) (B), bloquejaven respectivament 
la fosforilació d’Erk i d’Akt induïda pel plasminogen (100 nM).  
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C2C12, mesurant la incorporació de BrdU en les cèl∙lules en procés de divisió. Tal i com es 

mostra  en  la  figura  32,  la  presència  del  plasminogen  no  produeix  cap  efecte  en  la 

proliferació dels mioblasts C2C12.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3. PAPER DEL PLASMINOGEN/PLASMINA EN LA MIGRACIÓ CEL∙LULAR.  

A continuació, es va analitzar l’efecte del plasminogen exogen sobre la migració dels 

mioblasts C2C12, mitjançant  un  assaig  amb  Transwells. Després  de  24  h  de migració  en 

presència de plasminogen 100 nM, la quantificació del nombre de cèl∙lules que han migrat a 

través de la membrana del Transwell, mostrà un increment del 56.76 +/‐11.5 % en la migració 

dels mioblasts que contenien plasminogen exogen, tal i com es pot veure en la figura 33A. 

Per determinar si l’acció del plasminogen com a inductor de la migració cel∙lular era 

deguda  a  l’activació d’Erk  o de  la PI3K/Akt,  es  va  analitzar  l’efecte dels  seus  inhibidors 

específics en la migració. Com es pot observar a les figures 33B i C, els inhibidors de les vies 

d’Erk  (PD98059)  i  de  la  PI3K/Akt  (Wortmanina)  bloquejaven  l’efecte  produït  pel 

plasminogen,  suggerint que  el plasminogen  estimula  la migració dels mioblasts C2C12 a 

través de la via d’Erk i la via de la PI3K/Akt.    
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Figura 32: El plasminogen no produeix cap efecte sobre la proliferació dels mioblasts C2C12. 
La mesura de  la  incorporació de BrdU en el DNA no mostrà cap efecte del plasminogen  (100 
nM)  sobre  la  proliferació  dels  mioblasts  C2C12.  Cada  punt  fou  estudiat  per  triplicat.  Els 
experiments foren realitzats un mínim de tres vegades.  
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4.4.  PAPER  DE  LA  UNIÓ  PLASMINOGEN/α‐ENOLASA  EN  LA 

SENYALITZACIÓ I LA MIGRACIÓ CEL∙LULARS.  

Els  resultats  obtinguts  fins  el  moment  posen  de  manifest  la  capacitat  del 

plasminogen d’induir l’activació de vies de senyalització intracel∙lular, cosa que no s’havia 

descrit  prèviament  en  el  cas  dels mioblasts. Aquest  nou  paper  del  plasminogen  podria 

donar‐se, principalment a  través de dos mecanismes: o bé a  través de  la unió directa del 
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Figura 33: El plasminogen indueix la migració dels mioblasts C2C12 d’una manera dependent 
d’Erk i d’Akt. A. Assaig de migració amb mioblasts C2C12 emprant plasminogen (100 nM) com 
a  estimulant.  B  i  C.  Assaig  de  migració  amb  mioblasts  C2C12  en  presència  de  l’inhibidor 
específic d’Erk, PD98059  (50 µM)  (B)  i de  l’inhibidor específic de  la PI3K/Akt, Wortmanina  (1 
µM) (C). Les cèl∙lules es van deixar migrar durant 24 h a 370C i es van quantificar les cèl∙lules de 
la part inferior de la membrana. L’anàlisi estadística va realitzar‐se amb el test t de Student amb 
un P<0.005. 

A 

0

50

100

150

200

Control Plg

%
 o

f m
ig

ra
tio

n **

0

50

100

150

200

Control Plg

%
 o

f m
ig

ra
tio

n **



Capítol 4 
 

  151

plasminogen  a  l’α‐enolasa,  o  bé mitjançant  l’acció  proteolítica de  la  plasmina, un  cop  el 

plasminogen  ha  estat  activat.  Aquesta  segona  possibilitat  requeriria  la  presència  d’una 

segona proteïna que esdevindria activada proteolíticament per la plasmina, i, a continuació, 

activaria les vies de senyalització intracel∙lular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Per tal de comprovar si l’α‐enolasa és el receptor responsable de la fosforilació d’Erk 

i  d’Akt,  es  va  estudiar  l’efecte  dels  inhibidors  de  la  unió  plasminogen/α‐enolasa  (MAb 
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Figura  34: MAb  11G1  i EACA  inhibeixen  l’efecte  induït pel plasminogen. A. Els mioblasts 
C2C12 es van estimular durant 10 minuts amb plasminogen (100 nM), en presència o absència 
dels inhibidors (MAb 11G1, 440 nM; EACA, 100 mM; aprotinina, 1.5 nM), després d’una hora en 
deprivació  de  sèrum.  La  resposta  es  va  analitzar  per Western  blot  amb  anticossos  específics 
contra les formes fosforilades d’Erk i d’Akt. B. Assaig de migració realitzat amb Transwells. MAb 
11G1 (440 nM) com EACA (100 mM) inhibiren la migració induïda per plasminogen en un 45 +/‐ 
7.5% i un 48 +/‐ 12.2, respectivament, mentre que l’aprotinina (1.5 nM) no tingué cap efecte. Les 
cèl∙lules  s’incubaren  durant  24  h  a  370C.  L’anàlisi  estadística  va  realitzar‐se  amb  el  test  t  de 
Student amb un P<0.005. 
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11G1,  l’EACA)  i  de  l’aprotinina  (inhibidor  de  l’activitat  de  la  plasmina  lliure),  sobre  la 

senyalització  intracel∙lular  i  la migració dels mioblasts. El  resultat  observat  fou  que  tant 

MAb  11G1  com  EACA  inhibien  la  fosforilació  de  Erk  i  d’Akt, mentre  que  l’aprotinina 

semblava no tenir cap efecte. El tractament amb la plasmina causava una resposta similar a 

la produïda pel plasminogen (fig. 34A i B).  

Va  estudiar‐se  també  l’efecte  dels  inhibidors  sobre  la  migració  induïda  pel 

plasminogen exogen, per tal de veure si ambdós processos seguien mecanismes paral∙lels. 

El resultat obtingut fou que tant MAb 11G1 com EACA inhibien l’increment en la migració 

causat pel plasminogen, mentre que, de nou, l’aprotinina no tenia cap efecte (fig. 34C). 

Aquests  resultats  suggereixen  que  la  unió  del  plasminogen  a  l’α‐enolasa,  i  no 

l’activitat  enzimàtica  de  la  plasmina,  és  la  responsable  de  la  resposta  induïda  pel 

plasminogen en mioblasts C2C12,  ja que només els  inhibidors de  la unió plasminogen/α‐

enolasa bloquejaven aquesta resposta.  

Els  fragments  resultants  de  la  digestió  del  plasminogen  amb  elastasa  (Elastase 

Digestion  Products,  EDPs)  serviren  també  per  discriminar  si  la  resposta  induïda  pel 

plasminogen era deguda a la unió al seu receptor o si era deguda a l’activitat enzimàtica de 

la  plasmina.  L’elastasa  efectua  talls  proteolítics  sobre  llocs  específics  del  plasminogen, 

donant lloc a tres subproductes: el primer, o EDP I, correspon a la regió compresa entre els 

Kringles 1 i 3, capaç d’unir‐se a la membrana cel∙lular i a les proteïnes de l’ECM amb residus 

de lisina a l’extrem carboxi‐terminal; el segon, o EDP II, compren el Kringle 4 i presenta un 

patró  d’unió  similar  a  l’EDP  I,  però  amb més  baixa  afinitat;  i  finalment  el  EDP  III,  o 

miniplasminogen, format pel Kringle 5 i per la cadena lleugera del plasminogen que conté el 

lloc  actiu  i  que  presenta  activitat  proteolítica,  però  manca  de  l’habilitat  d’unir‐se  a  la 

membrana cel∙lular o a qualsevol proteïna amb residus de lisina carboxi‐terminal (revisat a 

(Myohanen and Vaheri, 2004).   

L’efecte dels EDPs  sobre  la migració dels mioblasts  es va  analitzar mitjançant un 

experiment amb Transwells. Es va observar que l’EDP I incrementava la migració un 44.6 +/‐ 

7.4%,  valor  molt  similar  al  produït  pel  plasminogen,  53.2  +/‐  2.74%,  mentre  que  no 

s’observava cap efecte de l’EDP III (fig. 35). 

Els  resultats  obtinguts  demostren  que  el  plasminogen  indueix  una  resposta 

intracel∙lular a través de la seva unió a l’α‐enolasa, en els mioblasts C2C12.  



Capítol 4 
 

  153

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5. ESTUDI DE LES PROTEÏNES CANDIDATES A ASSOCIAR‐SE AMB L’α‐

ENOLASA  EN  LA  TRANSDUCCIÓ  DE  SENYAL  INDUÏDA  PER 

PLASMINOGEN. 

A  la  literatura  es  troben descrits diversos  casos de  receptors  que  tot  i  no posseir 

domini  transmembrana,  són  capaços  d’induir  una  resposta  intracel∙lular  establint  una 

col∙laboració amb altres receptors, els quals si posseeixen aquesta habilitat per ells mateixos 

(Majumdar  et  al.,  2004;  Ortiz‐Zapater  et  al.,  2007).  Un  clar  exemple  de  receptor  amb 

aquestes característiques és uPAR. uPAR està unit a la membrana mitjançant una unió GPI, 

i s’associa amb receptors de tipus integrina o de factors de creixement per tal de transduir 

una resposta intracel∙lular (Festuccia et al., 2005; Wang et al., 2005) i revisat a (Binder et al., 

2007; Blasi and Carmeliet, 2002; Ragno, 2006)). 

Diversos  treballs  han  descrit  el  plasminogen  com  a  factor  capaç  d’induir  una 

senyalització  intracel∙lular.  La  major  part  d’aquests  treballs  assenyalen  l’activitat 

proteolítica de  la plasmina com a causa d’aquesta senyalització  intracel∙lular, que actuaria 

activant una segona proteina, que seria la que induiria la resposta cel∙lular descrita (Burysek 

et al., 2002; Syrovets et al., 2001). D’altres, en canvi, parlen d’associació entre receptors, com 

per exemple el cas de l’annexina II, un altre receptor del plasminogen, que actua associada a 

EGFR i activa la via de senyalització d’Erk en cèl∙lules de càncer de pàncrees (Ortiz‐Zapater 

Figura  35:  L’EDP  I  incrementa  la migració  dels mioblasts C2C12  d’una manera  similar  al 
plasminogen. Assaig de migració amb mioblasts C2C12 emprant plasminogen, EDP I i EDP III, 
com a estimulant, a una concentració de 100 nM. Les cèl∙lules es van deixar migrar durant 24 h a 
370C i es van quantificar les cèl∙lules de la part inferior de la membrana. L’anàlisi estadística va 
realitzar‐se amb el test t de Student amb un P<0.005 (*) i un P<0.001 (**).
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et al., 2007); o el cas de PAR‐1, que s’associa a la integrina α9β1 i estimula la migració de les 

cèl∙lules  d’ovari  de  hamster  xinès  (Majumdar  et  al.,  2004).  En  aquells  casos  en  que  s’ha 

identificat l’α‐enolasa com a receptor responsable de la resposta induïda pel plasminogen, 

no  s’ha descrit quin és el mecanisme pel qual  l’α‐enolasa és capaç de  transmetre aquesta 

senyal  (Sousa et al., 2005): si  la  transducció de senyal podria ser mediada pel receptor  i/o 

l’associació d’aquest a una altra o altres proteïnes de membrana, o bé si el receptor només 

facilitaria l’activació del plasminogen a plasmina, i la transducció de senyal és conseqüència 

de la proteòlisi d’una altra proteïna (De Sousa et al., 2005; Sousa et al., 2005).  

Els resultats que hem obtingut fins el moment, suggereixen que l’α‐enolasa s’associa 

amb  altres  proteïnes  de membrana  que  li  serveixen  com  a  vehicle  en  la  transducció  de 

senyal. Diversos treballs han descrit diferents tipus de proteïnes de membrana que formen 

complexos amb d’altres receptors,  i participen en  la  inducció d’una resposta  intracel∙lular. 

Entre les proteïnes candidates s’hi troben les integrines (Majumdar et al., 2004; Tarui et al., 

2006; Wang et al., 2005), els receptors acoblats a proteïna G (GPCR) (Kunigal et al., 2006)  i 

els receptors de factors de creixement (Festuccia et al., 2005; Ortiz‐Zapater et al., 2007; Wang 

et al., 2005). En  el nostre  estudi hem utilitzat diferents  inhibidors d’aquests  tres  tipus de 

proteïnes per  investigar quina o quines d’elles podrien estar col∙laborant amb  l’α‐enolasa. 

Els resultats obtinguts es comentaran a continuació. 

 

4.5.1.  Paper  de  les  integrines  αv  i  β1/β3  com  a  col∙laboradores  de  l’α‐enolasa  en  la 

transducció de senyal i la migració induïdes pel plasmin(ogen) en mioblasts C2C12. 

Per  realitzar aquest  tipus d’estudi es van utilitzar diferents  inhibidors d’integrines 

que bloquegen la seva unió als lligands corresponents. En primer lloc es va estudiar l’efecte 

de la desintegrina echistatina, que actua contra les integrines de tipus β1 i β3. Els mioblasts 

C2C12 es van cultivar en GM durant 24 h. Desprès d’una hora de la retirada de sèrum, se’ls 

estimulà amb plasmingen i/o echistatina durant 10 minuts. Com es mostra a la figura 36A, 

l’echistatina inhibí la fosforilació d’Erk induïda pel plasminogen, mentre que no tingué cap 

efecte sobre la via de la PI3K/Akt (fig. 36B).  

Quan  es  va  analitzar  l’efecte  de  l’echistatina  sobre  la  migració  induïda  per 

plasminogen, s’observà que l’augment de la migració induït pel plasminogen era inhibit per 
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l’echistatina  (inhibició  del  65.9+/‐13%),  mentre  que  en  absència  de  plasminogen, 

l’echistatina no tingué cap efecte (fig. 36C).   

El mateix tipus d’experiments es van dur a terme emprant un anticòs bloquejant de 

les integrines de tipus αv, l’anti‐CD51. No s’observaren diferències en la fosforilació d’Erk i 

d’PI3K/Akt, en presència o absència de  l’anticòs anti‐CD51, tal  i com es mostra a  la figura 

37A  i B. La migració dels mioblasts C2C12  tampoc no mostrà diferències significatives en 

presència i absència de l’anti‐CD51, tal i com es pot veure a la figura 37C.  

Els resultats suggereixen que les integrines de tipus β1/β3 podrien estar  implicades 

en  l’activació  de  la  via  d’Erk  i  en  la  migració  dels  mioblasts  C2C12  induïda  per 

plasminogen, ja que ambdós processos resulten inhibits per l’echistatina; en canvi, la via de 

la PI3K/Akt sembla no estar afectada. Les  integrines de tipus αv semblen no participar en 

aquest tipus de processos.  
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Figura 36: Efecte de  la desintegrina echistatina sobre  la senyalització  i  la migració  induïdes 
pel plasminogen. A i B. Els mioblasts C2C12 es cultivaren durant 10 minuts amb plasminogen 
(100 nM) en presència  i absència de echistatina  (100 nM), una hora després de deprivar‐los el 
sèrum. Es va mesurar  la  fosforilació d’Erk  (A)  i d’Akt  (B),  tal  i com es pot veure per Western 
blot.  L’expressió  d’Erk  i  d’Akt  totals  es  va  emprar  com  a  control  de  càrrega.  C. Assaig  de 
migració realitzat amb Transwells. Les cèl∙lules es deixaren migrar durant 24 h a 370C. L’anàlisi 
estadística va realitzar‐se amb el test t de Student amb un P<0.005. Els resultats s’expressen com 
percentatge de la migració cel∙lular en absència de plasminogen. 
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4.5.2. Paper de les proteïnes Gi com a col∙laboradores de l’α‐enolasa en la transducció de 

senyal i la migració induïdes pel plasmin(ogen) en mioblasts C2C12. 

En nombroses ocasions, s’ha descrit que   uPAR s’associa als receptors acoblats a  la 

proteïna G (revisat a (Binder et al., 2007; Ragno, 2006). Per tal de comprovar si es dóna una 

associació similar en el sistema plasminogen/α‐enolasa, es va estudiar  l’efecte de  la toxina 

pertússica  (PTX),  inhibidor dels receptors acoblats a proteïnes Gαi  (revisat a  (Oldham and 

Hamm,  2007),  en  la  senyalització  i  la migració  induïdes  per  plasminogen  en mioblasts 

C2C12. Les  cèl∙lules  es van  cultivar durant  24 h  en GM,  i, després de  ser deprivades de 

sèrum durant una hora, s’incubaren amb plasminogen, en presència o absència de  la PTX 

(200 ng/ml). Com es pot veure a la figura 38A i B, la presència de PTX no modificà el patró 

de fosforilació d’Erk ni d’Akt induït pel plasminogen en els mioblasts C2C12. L’experiment 

de migració mostrà una inhibició inespecífica de PTX, tant en presència com en absència de 

Figura  37:  Efecte  de l’anticòs  anti‐CD51 sobre  la  senyalització  i  la migració  induïdes  pel 
plasminogen. Els mioblasts C2C12 es cultivaren durant 10 minuts amb plasminogen  (100 nM) 
en presència  i  absència d’anti‐CD51  (70 nM), una hora després de  retirar‐los  el  sèrum. Es va 
mesurar la fosforilació d’Erk (A) i d’Akt (B), tal i com es pot veure per Western blot. L’expressió 
d’Erk  (A)  i  d’Akt  (B)  totals  va  emprar‐se  com  a  control  de  càrrega.  C. Assaig  de migració 
realitzat  amb Transwells. Les  cèl∙lules  s’incubaren durant  24  h  a  370C. L’anàlisi  estadística  va 
realitzar‐se amb el test t de Student amb un P<0.05.
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plasminogen  (fig. 38C). Aquests  resultats  semblen  indicar que els  receptors acoblats a  les 

proteïnes Gi no col∙laboren amb l’α‐enolasa en la transducció de senyals.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.3. Paper del  receptor d’EGF com a col∙laborador de  l’α‐enolasa en  la  transducció de 

senyal la migració induïdes pel plasmin(ogen) en mioblasts C2C12. 

D’entre els receptors de  factors de creixement, el receptor del  factor de creixement 

epitelial (EGFR) s’ha considerat el principal cooperador d’uPAR en la transducció de senyal 

induïda per uPA  (revisat  a  (Binder  et  al.,  2007; Blasi  and Carmeliet,  2002; Ragno,  2006)). 

EGFR  pertany  a  una  família  de  4 membres  (ERBB1‐ERBB4,  o  també  anomenats HER1‐

HER4),  que  s’associen  entre  ells  per  formar  homo‐  i/o  heterodímers.  En  aquesta 

nomenclatura, EGFR correspon a ERBB1 o HER1  (revisat a  (Ferguson, 2008; Harari et al., 

2007)).  

Figura 38: Efecte de la PTX sobre la senyalització i la migració induïdes pel plasminogen. A. 
Els mioblasts C2C12 es cultivaren durant 10 minuts amb plasminogen (100 nM) en presència  i 
absència  de  PTX  (200  ng/ml),  una  hora  després  de  retirar‐los  el  sèrum.  Es  va  mesurar  la 
fosforilació de Erk i Akt, tal i com es pot veure per Western blot. L’expressió d’Erk i d’Akt totals 
es va emprar com a control de càrrega. B. Assaig de migració realitzat amb Transwells durant 24 
h a 370C. La PTX  (200 ng/ml)  inhibí  la migració dels mioblasts de manera  independent de  la 
presència de plasminogen (100 nM). L’anàlisi estadística va realitzar‐se amb el test t de Student 
amb un P<0.005. 
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EGFR pot esdevenir activat a través de dos mecanismes. El primer d’ells requereix la 

unió dels  lligands al receptor. A continuació, es produeixen una sèrie d’autofosforilacions 

en  diversos  residus  de  l’extrem  carboxi‐terminal  d’EGFR,  que  posteriorment  faciliten  el 

reclutament  de  diverses  proteïnes  que  serveixen  com  a  substrat  pel  receptor  (revisat  a  

(revisat a (Ferguson, 2008; Harari et al., 2007)). 

Hi  ha  evidències  de  que  la  família  de  tirosina  quinases  c‐SRC  pot  participar  en 

l’activació d’EGFR d’una manera independent dels lligands (Jorissen et al., 2003). En aquest 

cas, els residus de tirosina fosforilats poden ser diferents als residus d’EGFR fosforilats en 

presència dels lligands, la qual cosa augmenta l’activitat del receptor (Biscardi et al., 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Per a l’estudi d’una possible col∙laboració d’EGFR amb l’α‐enolasa en la transducció 

de  senyal  induïda pel plasminogen es va emprar AG1478, un  inhibidor que  impedeix de 

forma específica la unió de l’ATP a EGFR, bloquejant la seva activitat.  

Figura 39: Efecte del AG1478 sobre la senyalització i la migració induïdes pel plasminogen. A. 
Els mioblasts C2C12 es cultivaren durant 10 minuts amb plasminogen (100 nM) en presència  i 
absència de AG1478  (10 µM), una hora després de deprivar‐los del  sèrum. Es va mesurar  la 
fosforilació d’Erk  i d’Akt,  tal  i  com  es pot veure per Western blot. L’expressió d’Erk  i d’Akt 
totals  es va  emprar  com  a  control de  càrrega. B. Assaig de migració  realitzat  amb Transwells 
durant 24 h a 370C. L’AG1478 (10 µM) inhibí la migració dels mioblasts induïda pel plasminogen 
(100 nM). L’anàlisi estadística va realitzar‐se amb el test t de Student amb un P<0.005. 
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Quan  es va  estudiar  l’efecte del AG1478  sobre  la  fosforilació d’Erk  i d’Akt,  es va 

veure  que  l’activació  d’ambdues  proteïnes  induïda  pel  plasminogen  es  veia  totalment 

impedida  en  presència  de  AG1478  (fig.  39A).  De  la mateixa manera,  l’increment  de  la 

migració causat pel plasminogen sobre els mioblasts C2C12 s’inhibí en un 54.1 +/‐ 8.9% en 

presència d’AG1478 (fig. 39B). 

Aquests  resultats  indiquen  que  EGFR  podria  trobar‐se  associat  amb  l’α‐enolasa  i 

col∙laborar en la transducció de senyal induïda pel plasminogen en els mioblasts C2C12.  

 

El plasminogen  indueix una  resposta  intracel∙lular  a  través de  la  seva unió  a  l’α‐enolasa. 

Aquesta inducció depèn de la unió del plasminogen al seu receptor, i no de l’activitat proteolítica de 

la  plasmina.  Per  dur  a  terme  aquest  procés,  es  requereix  la  col∙laboració  d’altres  proteïnes  de 

membrana  associades  a  l’α‐enolasa  que  li  serveixin  de  vehicle  en  la  transducció  de  senyal.  Els 

inhibidors de  les possibles proteïnes  associades  que hem  testat  indiquen  que  tant  les  integrines de 

tipus β1 i β3, així com EGFR podrien ser unes bones candidates, mentre que els receptors acoblats a 

proteïnes Gi no semblen participar‐hi.     
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CAPÍTOL 5: Estudi preliminar del paper de la 

inhibició del receptor d’EGF en la miogènesi in 

vitro i en la regeneració muscular in vivo.   
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Donada  la  identificació  d’EGFR  com  a  possible  candidat  a  col∙laborar  amb  la  α‐

enolasa en  la transducció de senyal  induïda pel plasminogen en mioblasts, es va analitzar 

l’efecte  causat  per  l’inhibidor  específic  del  receptor  d’EGF,  AG1478,  en  la  diferenciació 

muscular in vitro i la regeneració muscular in vivo.  

En aquest capítol, es mostren els resultats preliminars d’aquest estudi.  

 

5.1.  ESTUDI  DE  L’EXPRESSIÓ  DE  L’EGFR  DURANT  LA  MIOGÈNESI  IN 

VITRO. 

Es va estudiar l’expressió d’EGFR durant la diferenciació dels mioblasts C2C12 i de 

les MPCs de ratolins salvatges per RT‐PCR. Els mioblasts foren cultivats en DM durant 10, 

12,  24  i  48  hores. Com  s’observa  a  la  figura  40,  l’expressió  d’EGFR  es manté  durant  la 

diferenciació dels mioblasts C2C12. En el cas de les MPCs s’obtingué el mateix resultat.   

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2. EFECTE DE L’INHIBIDOR DE L’EGFR, AG1478, EN LA DIFERENCIACIÓ 

MIOGÈNICA IN VITRO.  

A  continuació  es  van  cultivar  els mioblasts  en  presència  d’AG1478,  un  inhibidor 

específic que bloqueja l’activació del EGFR. En primer lloc es va comprovar que  l’AG1478 

no afectava l’expressió del receptor en el procés de diferenciació del mioblasts. Els resultats 

obtinguts  no mostraven  cap  variació  dels  nivells  del  RNA  d’EGFR  (fig.  41).  En  canvi, 

Figura 40: EGFR s’expressa a nivells constants tant en GM com en DM. Anàlisi de l’expressió 
d’EGFR  per  RT‐PCR.  Els mioblasts  C2C12  foren  cultivats  en  DM  durant  10,  12,  24  i  48  h. 
L’expressió de miogenina es va utilitzar com a control de diferenciació. L’expressió de GAPDH 
fou emprada com a control de càrrega.  
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l’expressió de miogenina augmentava en presència d’AG1478, en tots els temps analitzats, 

tot i que la diferència resultava més patent en estadis més primerencs de la diferenciació, a 

12 h i a 24 h (fig. 41).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El procés de diferenciació  i fusió va analitzar‐se acuradament mesurant  l’expressió 

de  eMHC  per  immunocitoquímica,  emprant  mioblasts  primaris  extrets  de  ratolins 

salvatges. Com  s’observa  a  la  figura  42,  les MPCs wt  cultivades  en  presència  d’AG1478 

presenten un patró molt més diferenciat després de ser cultivades durant 24 i 48 h en DM, si 

les comparem amb les cèl∙lules control. Després de 24 h en cultiu, els mioblasts tractats amb 

AG1478  presentaven  un  increment  en  la  diferenciació  del  17.2  +/‐  2.1%  respecte  de  les 

cèl∙lules control, mentre que a  les 48 h  l’increment  fou del 20.1 +/‐ 5.5%. Quant a  la  fusió, 

l’augment observat després de 24 h i 48 h en cultiu amb l’AG1478 fou del 16.8 +/‐ 2.2% i del 

23.6 +/‐ 6.2%,  respectivament  respecte de  les cèl∙lules control. Aquests  resultats  indicaven 

que la inhibició del EGFR accelera el procés de diferenciació muscular in vitro (fig. 42).  

 

 

 

 

 

Figura  41: L’inhibidor de  l’EGFR, AG1478,  estimula  la diferenciació dels mioblasts C2C12. 
Anàlisi de  l’expressió de miogenina per RT‐PCR. Els mioblasts C2C12 foren cultivades en DM 
durant 10, 12, 24 i 48 h en presència o absència de l’AG1478 (10 µM). L’expressió de miogenina 
s’incrementava  en  presència  de  l’AG1478,  mentre  que  l’expressió  d’EGFR  no  variava. 
L’expressió de GAPDH fou emprada com a control de càrrega.  
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Figura 42: L’inhibidor de  l’EGFR, AG1478, estimula  la diferenciació  i  la fusió miogèniques.
Anàlisi de  l’expressió de  eMHC  per  immunocitoquímica. Les MPCs  foren  cultivades  en DM 
durant 24  i 48 h en presència o absència de  l’AG1478  (10 µM). B. Quantificació de  les cèl∙lules 
positives per a la eMHC respecte de les cèl∙lules totals (ratio de diferenciació). C. Quantificació 
de l’índex miogènic (nombre de cèl∙lules fusionades en miotubs de 4 o més nuclis, respecte del 
nombre  total de  cèl∙lules). L’anàlisi  estadística va  realitzar‐se amb  el  test  t de Student amb un 
P<0.005. 
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5.3.  ESTUDI  DE  L’EFECTE  DE  L’INHIBIDOR  DE  L’EGFR,  AG1478,  EN  EL 

RATOLÍ DISTRÒFIC MDX. 

 

Donat la importància dels resultats obtinguts in vitro, es va decidir analitzar l’efecte 

de l’AG1478 in vivo, en els ratolins distròfics mdx.  

Per a l’estudi de l’efecte de l’AG1478 en els ratolins distròfics mdx, es va realitzar el 

mateix protocol que en el Capítol 2. Els tractaments (AG1478, a una concentració de 50 µM, 

i el  sèrum  fisiològic utilitzat  com a  control) es  començaren a administrar per  injecció  i.p. 

quan els ratolins mdx tenien 15 dies de vida, abans de l’inici de la patologia (fig. 43A). Els 

ratolins foren tractats cada dos dies, per diferents períodes de temps: 21, 30 i 60 dies d’edat, 

moment en que van ser sacrificats. Es van emprar 4 animals per cada condició. 

Tal  i  com  es  mostra  a  la  figura  44B,  durant  les  dues  primeres  setmanes 

d’administració de l’AG1478, no s’observaren diferències en el creixement dels animals, en 

canvi, en els animals de 60 dies, els ratolins tractats amb l’AG1478 incrementaren el seu pes 

en una mitjana d’un 14.3%, respecte dels ratolins control.  

A  la  figura 43C es mostren els  talls  transversals dels músculs gastrocnemius  i del 

diafragma després de 22, 30 i 60 dies. En els músculs dels ratolins mdx de 30 dies d’edat no 

s’observen diferències entre els animals control  i els que han estat  tractats amb  l’AG1478, 

degut a que la patologia es troba en un estadi inicials i els ratolins no presenten símptomes 

greus. En canvi, si que s’observen diferències entre ambdós tractaments en els animals de 60 

dies d’edat. Els ratolins tractats amb AG1478 presenten un menor grau de zones fibròtiques, 

i  una menor  extensió  de  zones  en  regeneració,  tal  i  com  s’aprecia,  especialment,  en  les 

imatges dels diafragmes. Els  ratolins  tractats amb el  sèrum  fisiològic mostren un nombre 

més  elevat  de  zones  de  degeneració.  El  procés  de  regeneració  en  aquests  animals 

s’evidencia d’una forma més acusada degut a la presència de nuclis proliferants.    
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Figura 43: L’inhibidor del receptor d’EGF, AG1478, millora els símptomes de la miodistrofia
en  els  ratolins mdx. A.  Esquema  del  tractament  amb AG1478.  B. Corba  de  creixement  dels 
ratolins mdx tractats amb AG1478 i amb sèrum fisiològic. C. Seccions transversals dels músculs 
gastrocnemius i diafragma tenyits amb H/E. Els ratolins foren tractats amb AG1478 i amb sèrum 
fisiològic,  per  injecció  i.p  des  del  dia  15  fins  els  22,  30  i  60  dies.  Les  fotografies  han  estat 
realitzades a 200 augments.  

A 

Dia 15 Dia 60Dia 30

Injecció dels inhibidors. (cada 2 dies)

Sacrifici-Mostres Sacrifici-Mostres

Dia 22

Grup de 
ratolins mdx

Dia 15 Dia 60Dia 30

Injecció dels inhibidors. (cada 2 dies)

Sacrifici-Mostres Sacrifici-Mostres

Dia 22

Grup de 
ratolins mdx

C 

G
astrocnem

ius

22 d

AG1478

30 d 60 d

Control G
astrocnem

ius

22 d

AG1478

30 d 60 d

Control

22 d

AG1478

30 d 60 d

Control

D
iafragm

a

AG1478

Control

D
iafragm

a

AG1478

Control

AG1478

Control



Resultats 
 

 168 

Els resultats obtinguts  fins el moment demostren una clara acció positiva de  l’inhibidor de 

l’EGFR, AG1478, sobre la miogènesi in vitro i durant la regeneració muscular in vivo en els ratolins 

distròfics mdx. No obstant, calen estudis complementaris per  tal d’identificar el mecanisme d’acció 

d’EGFR en la miogènesi.   
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Les  primeres  observacions  sobre  la  possible  participació  del  sistema  PA  en  la 

miogènesi  aparegueren  durant  la  dècada  dels  anys  80,  quan  l’equip  del  doctor  Festoff 

publicà que els nivells d’expressió d’uPA s’incrementaven en el múscul esquelètic després 

de  l’escissió del  nervi  ciàtic  (Festoff  et  al.,  1986). Un  anys després  es demostrà  que  tant 

l’expressió d’uPA, l’activitat de la plasmina i l’expressió del receptor del plasminogen (l’α‐

enolasa) augmentaven durant la diferenciació dels mioblasts (Lopez‐Alemany et al., 2003c; 

Munoz‐Canoves  et al., 1997; Suelves  et al., 2002). El bloqueig de  l’activitat d’uPA  i de  la 

plasmina  resultava  en  la  inhibició dels processos de diferenciació  i  fusió miogèniques  in 

vitro (Munoz‐Canoves et al., 1997; Suelves et al., 2002).  

Experiments  realitzats  in  vivo  amb  ratolins  salvatges  mostraren  un  important 

increment  en  l’expressió d’uPA  i de  l’α‐enolasa,  així  com de  l’activitat proteolítica de  la 

plasmina,  després  d’una  lesió muscular  (Lopez‐Alemany  et  al.,  2003c;  Lluis  et  al.,  2001; 

Suelves et al., 2002). En els  ratolins deficients per uPA, uPA‐/‐,  i pel plasminogen, Plg‐/‐, 

s’observà que el procés de regeneració muscular no arribava a completar‐se d’una manera 

correcta    (Lluis  et  al.,  2001;  Suelves  et  al.,  2002).  Els  ratolins  distròfics mdx  presentaven 

també uns nivells d’expressió notablement elevats, tant d’uPA com de l’α‐enolasa, així com 

l’activitat de la plasmina, si es comparaven amb ratolins salvatges sans de la mateixa edat  

(Lopez‐Alemany et al., 2003c; Suelves et al., 2002; Suelves et al., 2007).  

Aquests  resultats previs del grup  suggerien que  el  receptor del plasminogen,  l’α‐

enolasa,  podia  jugar  un  paper  durant  la miogènesi  in  vitro  i  la  regeneració  del múscul 

esquelètic  in vivo. És per aquest motiu que el principal objectiu d’aquesta  tesi doctoral ha 

estat l’estudi del paper d’aquest receptor en la miogènesi, tant in vitro com in vivo. 

 

1.  LA  UNIÓ  DEL  PLASMINOGEN  A  L’α‐ENOLASA  ÉS  NECESSÀRIA 

DURANT  LA  MIOGÈNESI  IN  VITRO  I  DURANT  LA  REGENERACIÓ 

MUSCULAR IN VIVO. 

Després de comprovar que tant els cultius primaris de mioblasts salvatges i mdx com 

la  línia  cel∙lular  mioblàstica  C2C12  incrementen  l’expressió  de  l’α‐enolasa  durant  la 

diferenciació  miogènica  (fig.  1)  es  va  procedir  a  l’anàlisi  del  paper  de  la  unió 

plasminogen/α‐enolasa  durant  la  miogènesi.  Per  a  dur  a  terme  l’estudi,  s’han  emprat 

inhibidors de la unió del plasminogen a l’α‐enolasa (MAb 11G1 i EACA) i un inhibidor de 
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l’activitat  proteolítica  de  la  plasmina  (aprotinina).  Després  de  comprovar  que  cap  dels 

inhibidors emprats afecta la proliferació i supervivència cel∙lulars (fig. 4), s’ha assajat el seu 

efecte en els diferents processos biològics que composen  la miogènesi:  la diferenciació,  la 

migració i la fusió dels mioblasts.  

Els nostres  resultats demostren que no només  la plasmina és necessària durant  la 

miogènesi, sinó que ha d’estar associada a  la superfície cel∙lular a  través del seu receptor, 

l’α‐enolasa,  ja que només els  inhibidors de  la  interacció plasminogen/α‐enolasa bloquegen 

la migració  i  la diferenciació miogènica. El paper de  l’α‐enolasa es posa de manifest quan 

s’analitza el procés de fusió miogènica (fig. 7). Tant MAb 11G1 com EACA produeixen una 

inhibició del 50% de la diferenciació, entesa com l’expressió de marcadors miogènics, com 

l’eMHC. Però  l’anàlisi de  la  formació dels miotubs plurinucleats mostra com MAb 11G1  i 

EACA  bloquegen  el procés de  fusió pràcticament  en  la  seva  totalitat,  amb una  inhibició 

d’entorn  el 90%. Encara que  s’iniciï  el procés de diferenciació, mai no  s’arriben a  formar 

miotubs amb més de 4 nuclis, mentre que en el cas control o en presència d’aprotinina,  la 

major part dels miotubs contenen 8 o més nuclis. Sembla, per  tant, que quan s’inhibeix  la 

unió del plasminogen a l’α‐enolasa la diferenciació miogènica disminueix, però és la fusió la 

que resulta seriosament compromesa. Cal afegir que els mioblasts primaris salvatges  i els 

mdx no presentaren diferències significatives en el patró de diferenciació ni de fusió (fig. 6). 

Aquests  resultats  demostren  clarament  que  l’α‐enolasa  actua  com  a  receptor  del 

plasminogen  concentrant  l’activitat de  la  plasmina  a  la  superfície  cel∙lular. La manca de 

capacitat inhibidora de l’aprotinina confirma la necessitat de què el plasmin(ogen) resti unit 

al seu receptor durant la fusió miogènica.  

El nostres resultats contrasten amb un treball dels doctors Wells i Strickland del 1994 

(Wells and Strickland, 1994), en el qual descriuen que l’aprotinina estimula la diferenciació 

dels  mioblasts  C2C12  i  G8‐1.  L’estudi  es  basa  en  què  la  plasmina  activa  factors  de 

creixement en estat  latent, com el TGF‐β, que actua com a  repressor en  la  transcripció de 

gens específics musculars com MyoD o MEFC2 (Cusella‐De Angelis et al., 1994; Liu et al., 

2001;  Liu  et  al.,  2004).  L’acció  de  l’aprotinina  sobre  la  plasmina  inhibeix  l’activació 

proteolítica  del  TGF‐β,  evitant  la  repressió  de  diversos  gens musculars  i  estimulant  la 

diferenciació  dels  mioblasts    (Wells  and  Strickland,  1994).  En  el  nostre  estudi  no  s’ha 

observat cap efecte de  l’aprotinina sobre  la diferenciació ni  fusió miogèniques. La mesura 
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de l’activació del TGF‐β en els músculs dels ratolins mdx sotmesos als diferents tractaments 

no mostrà  cap  tipus de variació, descartant‐lo  com a mecanisme  responsable dels efectes 

observats (fig. 18A).  

Treballs anteriors havien analitzat el paper de diversos dels components del sistema 

PA emprant  ratolins deficients per  cadascun dels gens objectius d’estudi,  com uPA,  tPA, 

plasminogen  i PAI‐1 (Koh et al., 2005; Lluis et al., 2001; Suelves et al., 2002; Suelves et al., 

2005).No existeixen ratolins deficients per  l’α‐enolasa, però el fet de disposar d’un anticòs 

específic  que  bloqueja  la  seva  unió  al  plasminogen  ha  permès  utilitzar‐lo  per  inhibir 

específicament  la  seva  funció  com  a  receptor  del  plasminogen  en  models  animals  de 

regeneració muscular. Els dos models animals utilitzats han estat en primer  lloc, el model 

de regeneració després d’una lesió induïda mitjançant una injecció i.m. amb CTX; i en segon 

lloc, els ratolins distròfics mdx.  

Els nostres resultats demostren que, després de la lesió amb CTX, els ratolins tractats 

amb els inhibidors de la unió plasminogen/ α‐enolasa presenten un important defecte en el 

procés de regeneració muscular (fig. 12), d’una manera similar als ratolins Plg‐/‐ (Suelves et 

al., 2002) i uPA‐/‐ (Lluis et al., 2001). Els dipòsits de col∙lagen i la fibrosi es fan notablement 

presents després del  tractament amb MAb 11G1  i EACA, mentre que els animals  tractats 

amb aprotinina presenten un fenotip similar als animals control.   

En  el  cas  dels  ratolins  mdx  el  tractament  amb  MAb  11G1  i  EACA  agreuja 

notablement  la  patologia  muscular.  Els  cicles  de  regeneració  muscular  es  fan  menys 

evidents,  ja  que  l’expressió  de marcadors  de  diferenciació  decau  respecte  dels  animals 

control o els tractats amb aprotinina. En aquest cas, la situació és similar als ratolins dobles 

mutants uPA‐/‐mdx (Suelves et al., 2007). El fet que la generació de plasmina a la superfície 

cel∙lular  es  trobi  completament  bloquejada  impossibilita  la  degradació  dels  components 

extracel∙lulars,  provocant  el  bloqueig  del  procés  de  regeneració muscular.  La  plasmina 

forma part d’un grup d’enzims especialitzats en  la degradació de components de la ECM, 

incloent‐hi  les  serina‐proteases,  les  MMPs  i  altres  tipus  de  proteases,  que  en  conjunt 

participen en la remodelació i la reorganització cel∙lular després d’una situació patològica. 

Els  nostres  resultats demostren  que  el  fet  que  l’associació de  la plasmina  a  la  superfície 

cel∙lular es vegi impedida per l’acció de MAb 11G1 i l’EACA resulta en un fenotip similar a 

la deficiència de plasminogen o la deficiència d’uPA en els dos models animals estudiats.  
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Una resposta aguda del sistema  inflamatori s’associa amb  l’inici de diversos estats 

patològics. En el cas d’un miotraumatisme, cal una invasió de les cèl∙lules inflamatòries per 

tal que  la  reparació del  teixit malmès es pugui dur a  terme. En aquest cas, el sistema PA 

juga un paper fonamental en l’acumulació de les cèl∙lules del sistema inflamatori a la regió 

malmesa. Aquestes  cèl∙lules han de degradar una part  important de  restes  cel∙lulars  i de 

teixit necròtic, per  tal de netejar  la zona afectada  i permetre  la proliferació, diferenciació  i 

fusió de  les cèl∙lules satèl∙lit. Els nostres resultats demostren que  tant en el cas del model 

animal  de  lesió  amb  CTX  com  en  el  ratolí  mdx,  s’acumulen  neutròfils,  limfòcits‐T  i 

macròfags  en  les  zones  en  procés  de  regeneració.  L’estudi  de  la  resposta  inflamatòria 

després d’un traumatisme muscular en els ratolins uPA‐/‐ i Plg‐/‐ mostra un descens en el 

reclutament  de  neutròfils,  limfòcits  i macròfags  en  la  zona  afectada  (Lluis  et  al.,  2001; 

Suelves et al., 2002).   El mateix s’observa en els ratolins dobles mutants uPA‐/‐mdx, en els 

quals  la  resposta  inflamatòria  resulta bloquejada degut a  l’absència d’uPA  (Suelves et al., 

2007). El  trasplantament realitzat en ratolins uPA‐/‐  i uPA‐/‐mdx amb moll d’os procedent 

de  ratolins  salvatges  o  mdx,  respectivament,  va  rescatar  el  fenotip  provocat  per  la 

deficiència d’uPA (Suelves et al., 2007).  

Els  resultats  obtinguts  en  aquest  treball  mostren  clarament  un  descens  en  el 

reclutament dels neutròfils, limfòcits i macròfags després dels tractaments amb MAb 11G1, 

EACA  i aprotinina en el cas del  ratolí distròfic mdx. Aquests  resultats contrasten amb els 

obtinguts  fins  el moment, on només  semblava participar‐hi  la unió del plasminogen a  la 

superfície cel∙lular a través de l’α‐enolasa. En el cas de la resposta inflamatòria sembla que 

l’activitat proteolítica de  la plasmina hi  juga un paper  important,  ja sigui  lliure o unida a 

l’α‐enolasa.  

Els components del sistema PA poden regular l’expressió i/o l’activitat de citoquines 

inflamatòries que participen en la inflamació. Per exemple, l’uPA pot estimular la producció 

de TNF‐α per part dels fagòcits (Sitrin et al., 1996); la plasmina actua com a quimioatraient 

sobre els monòcits, induint la transcripció de gens associats a la inflamació com la IL‐1α, IL‐

1β, IL‐6 i TNF‐α, entre d’altres (Laumonnier et al., 2006; Li et al., 2007; Syrovets et al., 2001). 

Un  possible  mecanisme  consistiria  en  què  la  inhibició  de  l’activitat  proteolítica  de  la 

plasmina  (ja  sigui pel MAb 11G1,  l’EACA o  l’aprotinina) bloquejaria  el  seu paper  com a 

quimioatraient  de  les  cèl∙lules  del  sistema  inflamatori  a  la  zona malmesa,  la  qual  cosa 
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inhibiria el potencial migratori d’aquestes cèl∙lules  i  impossibilita  l’accessibilitat a  la zona 

afectada.  Tanmateix,  s’ha  demostrat  que  els  macròfags  activats  acumulats  a  la  zona 

malmesa produeixen agents mitògens, com el FGF i PDGF que estimulen la proliferació i la 

migració de les cèl∙lules satèl∙lit un cop han deixat el seu estat latent (Robertson et al., 1993). 

Així, la presència de cèl∙lules inflamatòries a la zona malmesa no només és important per a 

la  degradació  del  teixit  necròtic,  sinó  que,  a més,  facilita  la  proliferació  de  les  cèl∙lules 

satèl∙lit  i  la  reparació de  les miofibres  afectades. La  inhibició de  la  unió  plasminogen/α‐

enolasa no va afectar l’activació del TGF‐β i del HGF, així com l’activitat de les gelatinases 

MMP‐2  i  MMP‐9,  descartant‐los  com  a  mecanisme  responsable  els  efectes  observats. 

Aquests resultats coincideixen amb resultats previs del grup (Suelves et al., 2007). Tot i que 

el  paper  principal  de  la  unió  plasminogen/α‐enolasa  consisteix  en  la  degradació  de  la 

fibrina  acumulada  en  el  teixit malmès,  a més  d’altres  components  de  l’ECM,  no  es  pot 

descartar el seu paper en  l’activació d’altres  factors de creixement, encara que no s’hagin 

identificat en aquest treball.  

 El  treball aquí presentat demostra que  l’α‐enolasa és  la proteïna responsable de  la 

concentració  del  plasminogen/plasmina  a  la  superfície  cel∙lular.  El  fet  que  els  resultats 

obtinguts  amb MAb  11G1  (que  s’uneix  específicament  a  l’α‐enolasa)  i  amb  EACA  (que 

bloqueja els LBS del plasminogen) siguin totalment equivalents indica que l’α‐enolasa és el 

receptor del plasminogen majoritari a la superfície dels mioblasts i, per tant, és la màxima 

responsable de la unió del plasminogen a la superfície cel∙lular.  

L’α‐enolasa  és  una  proteïna multifuncional. A més  del  seu  conegut  paper  com  a 

enzim glucolític,  i del  seu paper  com  a  receptor del plasminogen,  s’han  identificat  altres 

funcions de l’α‐enolasa relacionades amb les seves diferents localitzacions subcel∙lulars. Per 

exemple, l’α‐enolasa forma part de la lent del cristal∙lí de diversos vertebrats (Mathur et al., 

1992); s’uneix als fragments de F‐actina i a la tubulina (Walsh et al., 1989) i s’ha detectat al 

centrosoma de  les  cèl∙lules HeLa  (Johnstone et al., 1992; Rattner et al., 1991). També  s’ha 

identificat  el  fragment  carboxi‐terminal  de  l’α‐enolasa  al  nucli  de  les  cèl∙lules  HeLa 

(proteïna coneguda com a MBP‐1), on actua com a regulador transcripcional de l’oncogèn c‐

myc (Subramanian and Miller, 2000). La forma majoritària de l’enolasa en el teixit muscular 

és  la  β‐enolasa, que  s’expressa  exclusivament  en  el múscul  cardíac  i  esquelètic,  tot  i que 

també hi ha una petita part d’α‐enolasa  al múscul  adult  (revisat  a  (Pancholi,  2001). Part 
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d’aquesta α‐enolasa se situa a la membrana cel∙lular de les cèl∙lules musculars on actua com 

a receptor del plasminogen (Merkulova et al., 2000).  

El  treball  aquí  presentat  demostra  el  paper  del  receptor  del  plasmin(ogen)  en  la 

regeneració miogènica. Degut  a  que  la  plasmina  és  una  potent  proteasa  de molt  ampli 

espectre,  la  seva  activitat  ha  d’estar  molt  finament  regulada  pels  seus  activadors  i 

inhibidors.  L’α‐enolasa  afegeix  una  nou  nivell  de  control  espacial  de  l’activitat  de  la 

plasmina.  

 Diversos estudis han demostrat  la sobreexpressió de  l’α‐enolasa en diversos  tipus 

de  càncers,  com  en  el  càncer  de  còlon,  de  pulmó  i  en  un  elevat  nombre  de  leucèmies 

mieloides agudes, entre d’altres (Chang et al., 2006; Katayama et al., 2006; Lopez‐Pedrera et 

al., 2006). Tanmateix, la sobreexpressió d’aquesta proteïna multifuncional s’ha trobat també 

associada a malalties inflamatòries cròniques com l’artritis reumatoide (Kinloch et al., 2005; 

Tilleman  et  al.,  2005),  en malalties  autoimmunes,  com  el  lupus  eritematós  (Gitlits  et  al., 

1997),  l’esclerosi  sistèmica  (Pratesi  et  al.,  2000)  i  en  nefropaties  primàries  (Wakui  et  al., 

1999). S’ha observat també un notable increment en l’expressió de l’α‐enolasa en el múscul 

cardíac  després  d’un  episodi  d’hipòxia  (Mizukami  et  al.,  2004).  La  seva  sobreexpressió 

facilita  la contracció muscular causada per una situació d’isquèmia hipòxica (Mizukami et 

al., 2004).  

Recentment, en una metaanàlisi on es comparaven els resultats d’estudis proteòmics 

per  electroforesi  de  2D‐PAGE  (on  s’incloïen  4.700  proteïnes  diferencialment  expressades 

identificades  en 169 articles),  l’α‐enolasa apareixia  com  la primera proteïna  en  ratolí,  i  la 

segona en humans, diferencialment expressada en un elevat nombre de patologies (Petrak 

et al., 2008). Per  tant es podria  considerar un marcador  sobreexpressat en diferents  tipus 

d’estrès. Aquests  treballs,  juntament amb els resultats aquí presentats,  indueixen a pensar 

que  en  moltes  d’aquestes  patologies  l’α‐enolasa  podria  estar  actuant  com  a  proteïna 

multifuncional,  incloent  la  seva  funció  com  a  receptor  del  plasminogen,  afavorint  la 

generació  de  plasmina  i  promovent  la  remodelació  de  l’ECM,  la  qual  cosa  no  ha  estat 

estudiada fins el moment. El paper clau de la unió del plasminogen a l’α‐enolasa durant la 

regeneració muscular n’és el primer exemple.   
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2.  PAI‐1  INHIBEIX  LA  MIOGÈNESI  IN  VITRO  A  TRAVÉS  DE  LA  SEVA 

INTERACCIÓ AMB LA UNIÓ VN/αvβ3.  

L’estudi  de  l’efecte  de  PAI‐1  en  la  col∙laboració  entre  la  unió  de  la  VN  al  seu 

receptor, la integrina αvβ3, i  la unió de la insulina al seu receptor, en mioblasts murins ha 

constituït  un  dels  objectius  d’aquesta  tesi  doctoral.  Les  integrines  són  receptors 

heterodimèrics de proteïnes de  la matriu extracel∙lular. En un elevat nombre de casos, es 

troben associades a  receptors d’hormones o  factors de  creixement, potenciant  la  resposta 

produïda  per  la  unió  d’aquestes  molècules  als  seus  receptors  (ffrench‐Constant  and 

Colognato,  2004). Així,  per  exemple,  s’ha  descrit  que  existeix  una  col∙laboració  entre  la 

integrina  αvβ3  i  el  receptor  de  PDGF  que  potencia  la  migració  de  fibroblasts  murins 

NIH3T3 (Woodard et al., 1998) i de cèl∙lules del múscul llis, en presència d’insulina (Jones, 

1996);  o  bé  que αvβ3  estableix una  associació  amb  el  receptor d’insulina  i de PDGβ per 

potenciar  lʹactivitat  de  PDGF  (Schneller  et  al.,  1997),  entre  d’altres.  El  nostre  grup  va 

demostrar que existeix una col∙laboració entre la unió de la VN a la integrina αvβ3, i entre la 

insulina  i  la  unió  al  seu  receptor,  en  cèl∙lules  endotelials  humanes  de  cordó  umbilical, 

HUVEC,  i  en  fibroblasts  murins  NIH3T3.  Aquesta  col∙laboració  entre  VN/αvβ3  i  la 

insulina/receptor d’insulina  és  inhibida per PAI‐1 degut  a  la  seva  capacitat per  competir 

amb αvβ3 en la seva unió a VN (Lopez‐Alemany et al., 2003b). 

D’altra banda, PAI‐1 inhibeix l’activitat fibrinolítica d’uPA i tPA, i, a més, s’uneix a 

VN  amb  elevada  afinitat. La  funció descrita per  la unió  a  la VN  és  estabilitzar PAI‐1  en 

circulació, però estudis recents semblen indicar que aquesta unió té, a més, una importància 

fisiològica,  ja que sʹhan trobat efectes de PAI‐1  independents de  la seva funció dʹinhibidor 

fibrinolític. A  la  literatura s’han descrit efectes antagònics de PAI‐1 en diversos processos 

cel∙lulars. Per exemple, PAI‐1 pot induir la migració de cèl∙lules de fibrosarcoma humanes, 

HT1080,  promovent  la  desadhesió  degut  a  la  interferència  en  el  complex 

uPA/uPAR/VN/αvβ3  (Czekay et al., 2003); també sʹha descrit que pot inhibir la migració de 

cèl∙lules endotelials, cèl∙lules de carcinoma epidèrmic  i de monòcits humans  (Kirchheimer 

et al., 1990; Kjoller et al., 1997). Així mateix, s’ha descrit que una concentració elevada de 

PAI‐1  té  un  paper  inhibidor  de  l’angiogènesi  (Devy  et  al.,  2002; McMahon  et  al.,  2001; 

Stefansson et al., 2001), mentre que d’altres autors han trobat que PAI‐1 indueix la formació 

de  vasos  sanguinis  a  concentracions  fisiològiques  (Bajou  et  al.,  2001;  Bajou  et  al.,  1998; 
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Gutierrez  et  al.,  2000).  Estudis  recents  in  vitro  semblen  indicar  que  lʹefecte  de  PAI‐1  en 

diverses patologies,  com en el  càncer, podria  ser diferent en absència o presència de VN 

(Dellas and Loskutoff, 2005). Aquests  resultats antagònics es  coneixen  com  la paradoxa de 

PAI‐1 i es poden deure degut a les seves funcions derivades de la interacció amb el complex 

VN/αvβ3, a més del seu paper com a inhibidor del sistema PA. Caldran treballs addicionals 

per explicar les funcions de PAI‐1 que resulten, fins ara, contradictòries. 

Aquest  paper  inhibidor de  PAI‐1  amb  el  complex VN/αvβ3  s’ha descrit  en  altres 

tipus  cel∙lulars,  però mai  no  ha  estat  descrit  en múscul  esquelètic.  Per  exemple,  es  va 

descriure que  la presència de VN potenciava  la migració cèl∙lules endotelials  i de múscul 

llis (Kjoller et al., 1997; Stefansson and Lawrence, 1996). En ambdós casos PAI‐1 era capaç 

d’inhibir aquesta potenciació. Així, doncs, en el present estudi es va analitzar si es donava 

aquesta col∙laboració en cèl∙lules de múscul esquelètic.  

El nostre treball demostra que existeix una col∙laboració entre el sistema VN/αvβ3 i 

insulina/receptor en mioblasts, que es posa de manifest en  la  senyalització  intracel∙lular  i 

durant  les  diferents  etapes  que  constitueixen  el  procés  miogènic.  La  presència  de  VN 

incrementa de forma notòria la fosforilació d’Akt induïda per la insulina, mentre que aquest 

increment resulta totalment inhibit en presència de PAI‐1 (fig. 21).   

S’ha demostrat també que PAI‐1 per se no provoca cap efecte en els mioblasts durant 

la miogènesi (fig. 22 i 23), mentre que en presència de VN, PAI‐1 actua com a inhibidor de la 

diferenciació  (fig.  24)  i  la  fusió miogèniques  (fig.  25). Aquest  resultat  contrasta  amb  un 

estudi present a la literatura sobre el paper de PAI‐1 en el múscul esquelètic in vivo (Koh et 

al.,  2005). Aquest  treball descriu que  la delecció del gen de PAI‐1  afavoreix  el procés de 

regeneració  del  múscul  esquelètic  després  d’una  lesió  amb  CTX  (Koh  et  al.,  2005). 

Contràriament a aquests resultats, el ratolí doble mutant PAI‐1‐/‐mdx presenta una distròfia 

muscular de  caràcter més greu que  en  el  cas dels  ratolins mdx  (Vidal  i Muñoz‐Canoves, 

comunicació personal). Els nostres experiments, en canvi,  demostren clarament que PAI‐1 

no té cap efecte destacat per ell mateix sobre els mioblasts in vitro, i que només inhibeix la 

miogènesi en presència de VN, degut a la competència amb la integrina αvβ3 per la unió a 

la VN.    

En  analitzar  la  migració  dels  mioblasts,  PAI‐1  presentava  un  efecte  inhibitori 

específic sobre  la migració  induïda per  insulina sobre VN  (fig. 27A), però no sobre altres 
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substrats de αvβ3 com  la fibrina (fig. 27B). Emprant un anticòs bloquejant de  la subunitat 

αv, l’anti‐CD51, i la desintegrina echistatina (bloquejant de les integrines de tipus β1 i β3) es 

va obtenir un efecte  similar al de PAI‐1,  indicant  l’especificitat de αvβ3 en aquest procés 

(fig. 28). Aquests resultats indiquen, per primera vegada en cèl∙lules de múscul esquelètic, 

que  PAI‐1  inhibeix  la  miogènesi  in  vitro  interferint  en  la  unió  VN/αvβ3,  durant  la 

diferenciació, la fusió i la migració dels mioblasts.  

En canvi, s’ha comprovat que PAI‐1 no té cap efecte inhibitori específic de VN/αvβ3 

en la senyalització intracel∙lular de la via de Erk ni en la proliferació cel∙lulars en mioblasts 

C2C12,  com  ja  s’havia  descrit  prèviament  amb  HUVEC  i  fibroblasts  NIH3T3  (Lopez‐

Alemany et al., 2003b).    

Els resultats aquí presentats reforcen  la hipòtesi de què part del paper de PAI‐1 es 

troba associat a la seva interacció amb el complex VN/αvβ3 d’una manera independent del 

seu paper com a inhibidor fibrinolític.  

 

3.  EL  PLASMINOGEN  ESTIMULA  LA  FOSFORILACIÓ  D’Erk  I  D’Akt  A 

TRAVÉS DE LA SEVA UNIÓ A L’α‐ENOLASA.  

La unió del plasminogen a l’α‐enolasa facilita la seva activació a plasmina, concentra 

l’activitat proteolítica  a  la  superfície  cel∙lular  i protegeix  la plasmina de  l’acció dels  seus 

inhibidors. En els darrers anys, però, han aparegut diversos treballs que proposen un nou 

paper  pel  plasminogen/plasmina  com  activadors  de  diferents  vies  de  senyalització 

intracel∙lular,  quan  aquests  s’uneixen  a  la  superfície  dels  fibroblasts  o  de  les  cèl∙lules 

sanguínies, entre d’altres, com és el cas de la via d’Erk (De Sousa et al., 2005; Pendurthi et 

al.,  2002)  i  la  via  de  JAK/STAT  (Li  et  al.,  2007).  La  transcripció  de  determinats  gens 

relacionats  amb  la  inflamació  (Syrovets  et  al.,  2001)  i  amb  la migració  (Pendurthi  et  al., 

2002),  tan  sols  són  un  exemple  de  l’efecte  de  la  unió  del  plasmin(ogen)  a  la  superfície 

cel∙lular.  

El nostre  treball  es basa doncs  en  la hipòtesi de que  l’α‐enolasa podria no només 

actuar concentrant  l’activitat de  la plasmina a  l’espai extracel∙lular, sinó també que podria 

actuar com a receptor transductor de senyals intracel∙lulars. Els nostres resultats demostren 

clarament  que  la  unió  del  plasminogen  a  la  superfície  dels mioblasts C2C12  provoca  la 

fosforilació d’Erk  i d’Akt  (fig.  30),  sent  aquesta  la primera vegada que  es descriu  aquest 
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efecte en cèl∙lules musculars. El plasminogen exogen provoca també un  increment de més 

d’un  50%  en  la migració  dels mioblasts  (fig.  32).  Aquest  increment  és  inhibit  tant  pel 

PD98059  com per  la Wortmanina,  inhibidors  específics d’Erk  i de  la  via de  la PI3K/Akt, 

respectivament,  suggerint que  la migració  induïda pel plasminogen en els mioblasts està 

regulada per ambdues vies de senyalització.     

L’anticòs anti‐α‐enolasa, MAb 11G1, va permetre demostrar que  l’α‐enolasa era el 

receptor responsable de la resposta induïda pel plasminogen (fig. 34). Alguns dels treballs 

apareguts fins el moment descriuen dos possibles mecanismes pels quals el plasmin(ogen) 

podria provocar una  resposta  intracel∙lular: alguns d’ells parlen de  l’activació proteolítica 

d’un dels receptors del plasminogen que, alhora, podria activar una altra proteïna través de 

la  qual  es  transduïria  la  resposta  intracel∙lular  (Laumonnier  et  al.,  2006;  Li  et  al.,  2007). 

Altres treballs, en canvi, descriuen la unió del plasmin(ogen) a la superfície cel∙lular com a 

l’origen de la senyalització intracel∙lular, però no sempre identifiquen quin receptor n’és el 

responsable  (De  Sousa  et  al.,  2005;  Sousa  et  al.,  2005). En  el nostre  cas,  l’ús d’inhibidors 

específics de  la unió plasminogen/α‐enolasa  (MAb 11G1  i EACA), així com  l’inhibidor de 

proteases, aprotinina, ens va permetre discriminar entre els dos possibles mecanismes pels 

quals el plasminogen pot  induir aquesta resposta  intracel∙lular:  ja sigui mitjançant  la seva 

unió al receptor, o bé a través de l’activitat proteolítica de la plasmina. Tant MAb 11G1 com 

EACA inhibeixen la fosforilació d’Erk i d’Akt, mentre que l’aprotinina sembla no tenir cap 

efecte (fig. 34). El mateix resultat es va obtenir en la migració, on tant MAb 11G1 com EACA 

tornaven  a  inhibir  l’efecte  provocat  pel  plasminogen  exogen,  mentre  que,  de  nou,  no 

s’observava  cap  efecte  de  l’aprotinina.  D’aquesta manera  es  demostra  que  la  unió  del 

plasminogen  a  la  superfície  cel∙lular  és  la  responsable  de  l’activació  de  la  resposta 

intracel∙lular  observada,  mentre  que  l’activitat  proteolítica  de  la  plasmina  sembla  no 

participar‐hi.  

Els  nostres  resultats  difereixen  dels  estudis  publicats  fins  el moment  en  aquesta 

direcció.  Alguns  treballs  identifiquen  l’annexina  II  com  el  receptor  responsable  de 

l’activació de la via d’Erk en monòcits   (Laumonnier et al., 2006; Li et al., 2007). Els autors 

proposen que  la plasmina activa  l’heterotetràmer d’annexina  II, que esdevé  fosforilat per 

acció de PKC (Laumonnier et al., 2006). Altres treballs realitzats amb fibroblasts, en canvi, 

descriuen  que  la  plasmina  s’uneix  i  activa  a  PAR‐1  (Kimura  et  al.,  1996),  produint  una 



Discussió 
   

  181

resposta intracel∙lular a través de la proteïna G acoblada a PAR‐1 (Pendurthi et al., 2002). En 

ambdós casos els receptors esdevenen activats mitjançant l’acció proteolítica de la plasmina. 

Altres, en canvi, no determinen ni el mecanisme ni el receptor del plasminogen responsable 

de la transducció de senyal (De Sousa et al., 2005; Sousa et al., 2005).  

Els resultats obtinguts en aquest capítol mostren un important paral∙lelisme amb el 

sistema uPA/uPAR. En nombroses ocasions s’ha descrit que la unió d’uPA al seu receptor 

causa l’activació d’un elevat nombre de vies de senyalització, entre elles la via d’Erk, de la 

PI3K/Akt i la de Src (revisat a (Binder et al., 2007; Blasi and Carmeliet, 2002; Crippa, 2007; 

Ragno,  2006;  Roztocil  et  al.,  2007),  d’una  manera  independent  de  la  seva  activitat 

proteolítica. Tanmateix, la unió d’uPA a uPAR facilita la interacció del receptor amb altres 

proteïnes de membrana, que li serveixen com a vehicle en la transducció de senyal,  ja que 

uPAR manca de domini transmembrana  i es manté ancorat a  la membrana a través d’una 

unió GPI. S’ha descrit que uPAR col∙labora amb integrines, GPCRs i receptors de factors de 

creixement com EGFR  (revisat a  (Binder et al., 2007; Ragno, 2006). Donat que  l’α‐enolasa 

manca  també  de  domini  transmembrana,  vam  tractar  d’identificar  proteïnes  que 

col∙laboressin amb l’α‐enolasa en la transducció de senyal, per un mecanisme similar al del 

sistema  uPA/uPAR.  Així,  es  va  analitzar  l’efecte  de  diferents  inhibidors  d’integrines 

(l’anticòs contra la subunitat αv, CD51; i la desintegrina echistatina, contra les subunitats de 

tipus  β1  i  β3),  l’inhibidor  contra  les  proteïnes  de  tipus  Gi  (la  toxina  pertússica,  PTX)  i 

l’inhibidor del receptor d’EGF, AG1478, considerats possibles candidats a col∙laborar amb 

l’α‐enolasa en la seva capacitat per transduir senyals intracel∙lulars.  

  Tot  i  que  es  tracta  d’un  estudi  preliminar,  els  resultats  obtinguts  descarten  les 

proteïnes Gi  i  les  integrines  de  tipus  αv  com  a  proteïnes  associades  a  l’α‐enolasa  en  la 

transducció  de  senyal,  ja  que  ni  la  PTX  ni  l’anticòs  anti‐CD51  tenen  cap  efecte  en  la 

fosforilació d’Erk ni d’Akt (figs. 37 i 38). En presència d’ambdós inhibidors es produeix un 

descens en  la migració dels mioblasts. En el cas de  la PTX aquesta  inhibició és  totalment 

independent de  la presència de plasminogen exogen. En canvi, el fet que diversos treballs 

hagin  descrit  la  participació  de  les  integrines  de  tipus  αv  en  els  processos  de migració 

cel∙lulars, així com en  la reorganització del citoesquelet mediats per uPAR (Degryse et al., 

2001; Degryse et al., 1999; Madsen et al., 2007), suggereix que  la  inhibició observada en  la 
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migració pot ser deguda a que l’anti‐CD51 té un efecte sobre l’associació uPAR/integrina αv 

i no sobre l’associació α‐enolasa/integrina αv. 

Tanmateix,  les  integrines  de  tipus  β1  i/o  β3  podrien  restar  associades  amb  l’α‐

enolasa durant  l’activació de  la senyalització  intracel∙lular. L’echistatina, desintegrina que 

inhibeix específicament aquest tipus d’integrines, bloqueja la fosforilació d’Erk, així com la 

migració induïda pel plasminogen (fig. 36), suggerint la participació d’aquestes proteïnes en 

la resposta  intracel∙lular. No obstant, seran necessaris experiments complementaris per  tal 

de determinar quina de les dues integrines participen en aquest procés.  

Els  resultats aquí presentats evidencien  la  col∙laboració entre  l’α‐enolasa  i  l’EGFR. 

Un  inhibidor  específic  de  l’activació  d’EGFR,  l’AG1478,  bloqueja  la  fosforilació  d’Erk  i 

d’Akt  induïda  pel  plasminogen  (fig.  39).  Tanmateix,  s’observa  la  inhibició  total  de  la 

migració  induïda pel plasminogen per part de  l’AG1478  (fig. 39). En nombroses ocasions 

s’ha descrit  la participació de  l’EGFR en processos de senyalització en els quals participen 

membres del sistema PA, com tPA, en cèl∙lules tumorals de pàncrees (Hurtado et al., 2007; 

Ortiz‐Zapater  et  al.,  2007)  o  uPA/uPAR,  en  una  amplia  varietat  de  cèl∙lules  tumorals  i 

vasculars, entre d’altres (revisat a (Binder et al., 2007; Ragno, 2006). Aquesta, en canvi, és la 

primera  vegada  en  què  es  presenta  l’associació  EGFR/α‐enolasa  en  la  senyalització 

intracel∙lular  induïda per  la unió plasminogen/α‐enolasa en cèl∙lules de múscul esquelètic. 

En  l’actualitat  s’està  duent  a  terme  una  anàlisi  exhaustiva  sobre  el  paper  concret  que 

desenvolupa l’EGFR en la senyalització induïda pel plasminogen.   

En aquest capítol s’ha demostrat un nou paper pel plasminogen, independent de la 

seva activitat catalítica:  la capacitat d’induir una resposta  intracel∙lular. Aquesta propietat 

del  plasminogen  és  dependent  i  específica  de  la  seva  unió  a  l’α‐enolasa  en  mioblasts 

murins, i té conseqüències en la senyalització d’Erk i d’Akt i en la migració. Per dur a terme 

aquesta resposta, cal que l’α‐enolasa estigui associada a altres receptors de membrana que li 

serveixin com a vehicle en la seva transducció de senyal. Les integrines de tipus β1 i β3, així 

com  l’EGFR  semblen  els  candidats més  adequats  com  a  col∙laboradors  funcionals de  l’α‐

enolasa.  
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4.  L’ACTIVITAT  TIROSINA‐QUINASA  DEL  RECEPTOR  D’EGF  PARTICIPA 

EN LA MIOGÈNESI IN VITRO I A LA REGENERACIÓ MUSCULAR IN VIVO. 

El receptor d’EGF és una proteïna de membrana  implicada en una àmplia varietat 

de processos tumorals. Degut a la seva elevada complexitat, EGFR és una de les proteïnes 

més  extensament  estudiades  en  càncer.  En  alguns  tipus  de  tumors,  la  seva  activació  és 

causada per una mutació que té com a conseqüència la senyalització cel∙lular incontrolada. 

En altres casos, EGFR es pot activar de manera autocrina. És per aquest motiu que esdevé 

una  atractiva  diana  terapèutica  en  un  elevat  nombre  de  processos  tumorals  (revisat  a 

(Harari  et  al.,  2007; Zandi  et  al.,  2007). Tanmateix,  el paper de EGFR  en  altres processos 

fisiològics  no  ha  estat  estudiat  tant  extensament  i  el  seu  paper  fisiològic  encara  no  està 

clarament  identificat.  Per  exemple,  en  el  cas  del múscul  esquelètic,  s’ha  descrit  que  les 

cèl∙lules satèl∙lit expressen EGFR, així com altres receptors de la família com ErbB2 i ErbB3, 

durant la seva activació on actua prevenint l’apoptosi  (Golding et al., 2007).    

Els  resultats  obtinguts  fins  el  moment  demostren  que  la  inhibició  de  l’activitat 

tirosina‐quinasa del receptor d’EGF estimula  la miogènesi  in vitro. El cultiu dels mioblasts 

(tant  la  línia  murina  C2C12  com  els  cultius  primaris  de  MPCs)  en  condicions  de 

diferenciació, en presència de  l’inhibidor específic del receptor d’EGF, AG1478, accelera  la 

producció de marcadors de diferenciació com la miogenina (fig. 41) i la eMHC (fig. 42). Tal i 

com  es  pot  observar  en  l’assaig  de  fusió,  els mioblasts  cultivats  en  presència  d’AG1478 

presenten un major índex de diferenciació i un nombre de nuclis per miotub més elevat que 

en el cas dels mioblasts control. Alguns autors han descrit el mateix efecte estimulador de la 

miogènesi  quan  es  tracten  els mioblasts  amb  l’inhibidor  de  tirosina  quinases  genisteïna 

(Hinard et al., 2008). Altres autors, en canvi, descriuen que la genisteïna bloqueja el procés 

de diferenciació miogènica (Hashimoto et al., 1995; Woo et al., 2006).  L’ús d’inhibidors més 

específics de l’activitat tirosina quinasa de l’EGFR (com els inhibidors de l’activitat tirosina 

quinasa emprats com a fàrmac, com el ZD1839 o Iressa, o anticossos bloquejants de  l’acció 

d’EGFR) ajudaran a determinar l’acció de l’EGFR a la miogènesi. 

Fins el moment, no existeix cap treball a la literatura que descrigui el paper d’EGFR 

durant la miogènesi. Un estudi aparegut recentment descriu que l’etapa més primerenca de 

la diferenciació miogènica  ve precedida per un  increment  en  la  regulació de  la proteïna 

Kir2.1  present  en  els  canals  de  potassi  de  la  cel∙lular.  Aquest  increment  resulta  en  la 
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hiperpolarització de  la membrana  cel∙lular,  causat per una defosforilació de Kir2.1  en  el 

residu  de  tirosina  242.  L’ús  d’inhibidors  de  les  tirosina‐quinases  com  la  genisteïna, 

augmenten el procés de defosforilació de Kir2.1 i, per tant, segons els autors afavoreixen la 

miogènesi (Hinard et al., 2008).  

D’altra banda, nombrosos treballs han descrit el vincle que existeix entre EGFR i la 

famíla de proteïnes de tipus tirosina quinasa c‐SRC. Està clarament establert que el receptor 

d’EGF  pot  activar  les  proteïnes  c‐SRC,  però  en  nombroses  ocasions  aquestes  proteïnes 

participen  en  l’activació  del  receptor  d’EGF  d’una  manera  independent  dels  lligands  

(Jorissen  et  al.,  2003).  Un  treball  aparegut  recentment  demostra  que  la  supressió  de 

l’activitat de  la  família de proteïnes quinasa  c‐SRC,  activa  la via de  senyalització de p38 

MAPK (Lim et al., 2007). La via de senyalització de p38 desenvolupa un paper fonamental 

en la inducció de la transcripció de gens específics musculars com MyoD i MEF2A i MEF2C 

(Lluis  et  al.,  2005;  Perdiguero  et  al.,  2007b; Ruiz‐Bonilla  et  al.,  2008). Podria  succeïr  una 

situació  similar  en  el  nostre  model.  L’ús  de  l’AG1478  podria  provocar  un  descens  en 

l’activitat de c‐SRC, que resultaria en un increment en la regulació de p38, i, per tant, en la 

transcripció de gens específics musculars.  

Aquest efecte observat en l’activitat tirosina quinasa d’EGFR pot ser independent de 

la  possible  col∙laboració  EGFR/α‐enolasa  en  la  transducció  de  senyal  induïda  pel 

plasminogen. En aquest cas, la inhibició de l’activitat tirosina quinasa de l’EGFR resulta en 

una acceleració del procés miogènic, tal i com es pot comprovar a les figures 41 i 42. EGFR 

podria  estar  participant  en  la  miogènesi  a  dos  nivells  diferents:  facilitant  la  resposta 

intracel∙lular  induïda pel plasminogen a  través de  l’α‐enolasa,  i, d’altra banda, mitjançant 

un mecanisme no definit fins el moment, independent de la unió plasminogen/α‐enolasa i 

que es troba en fase d’estudi en el laboratori.  

L’anàlisi  de  l’efecte  de  l’AG1478  en  els  ratolins  distròfics mdx,  va  demostrar  una 

millora de  la patologia en els ratolins de 60 dies d’edat. Les zones necròtiques són menys 

abundants i la morfologia del teixit és més organitzada en el cas dels ratolins tractats amb 

AG1478,  comparat  amb  els  ratolins  control  (fig.  43).  Cal  afegir  que  el  tractament  amb 

AG1478 incrementa el creixement dels ratolins en un 15%. En aquest punt, cal determinar si 

un augment de massa muscular en els ratolins sotmesos al tractament amb l’inhibidor és la 

causa d’aquest augment de pes.   
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Aquests resultats són especialment esperançadors,  ja que EGFR és un receptor que 

presenta  els  seus  patrons  d’expressió  alterats  en  un  elevat  nombre  de  patologies, 

especialment, en càncer. Es tracta d’una diana terapèutica àmpliament estudiada, pel qual 

s’han generat un elevat nombre d’anticossos bloquejant  i de  fàrmacs  inhibidors. El  fet de 

demostrar el paper de EGFR en una patologia diferent del càncer, com és la DMD, obre un 

nou  camp per a  l’exploració de nous  tractaments per als pacients que pateixen distròfies 

musculars. Es  tracta, doncs, del descobriment d’un possible  tractament per a  la DMD de 

ràpida aplicació.   
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1. L’expressió de la α‐enolasa s’incrementa durant la diferenciació dels mioblasts, tant 

dels C2C12, com dels cultius primaris de MPCs (procedents de ratolins wt i mdx) on 

actua com a receptor del plasminogen.  

 

2. La supressió de la unió del plasminogen a la α‐enolasa inhibeix la diferenciació i la 

migració dels mioblasts, i bloqueja totalment el procés de formació de miofibres. La 

inhibició de l’activitat proteolítica de la plasmina no associada al seu receptor no té 

cap efecte sobre la diferenciació, migració i fusió miogèniques.  

 

3. No  existeix  cap  diferència  entre  les MPCs  procedents  de  ratolins  salvatges  i  les 

MPCs  procedents  de  ratolins mdx  en  els  processos  de  proliferació,  diferenciació, 

fusió i migració.  

 

4. La  inhibició  de  la  unió  del  plasminogen  a  la  α‐enolasa  bloqueja  el  procés  de 

regeneració muscular en els ratolins salvatges després d’una lesió amb CTX, mentre 

que la inhibició de l’activitat proteolítica de la plasmina lliure no té cap efecte.  

 

5. La  inhibició de  la unió del plasminogen a  la α‐enolasa agreuja  la patologia en els 

ratolins  distròfics  mdx,  mentre  que  la  inhibició  de  l’activitat  proteolítica  de  la 

plasmina lliure no té cap efecte sobre la patologia. 

 

6. Tant  la  inhibició  de  la  unió  del  plasminogen  a  la  α‐enolasa,  com  la  inhibició  de 

l’activitat proteolítica de la plasmina lliure bloquegen el reclutament de les cèl∙lules 

del  sistema  inflamatori  (neutròfils,  limfòcits‐T  i  macròfags)  en  els  músculs  en 

regeneració després d’una lesió amb CTX com músculs distròfics dels ratolins mdx.   

 

7. PAI‐1  inhibeix  la senyalització d’AKT  i  la miogènesi a  través de  la seva  interacció 

amb la VN/αvβ3 induïda per insulina.  
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8. El  plasminogen  indueix  la  fosforilació  d’Erk  i  d’Akt  i  la migració  dels mioblasts 

murins a través de la seva unió a la α‐enolasa.  

 

9. La α‐enolasa col∙labora amb el receptor d’EGF, així com amb integrines de tipus β1 o 

β3 per a la transducció de senyal induïda pel plasminogen. 

 

10. La inhibició d’EGFR indueix la miogènesi in vitro i la regeneració muscular in vivo en 

un model de lesió induïda mitjançant una injecció amb CTX, així com en els ratolins 

distròfics mdx.  
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