
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSSIÓ 

 



1 - Cronopatologia del ratolí mdx 

L’existència de grups de fibres en els que, simultàniament, es poden observar fibres en 

fase de necrosi i d'altres en fase de regeneració, tal com es veuen en els pacients afectes de 

distròfia muscular de Duchenne (DMD), han estat observats en el ratolí mdx des de la seva 

descripció inicial (Bulfield G 1984, Bridges LR 1986, Karpati G 1988, Gorospe JRM 1997). 

Aquests grups de fibres d'acord amb la proposta de A.Engel han estat anomenats grups 

degeneratius-regeneratius (GDRs) (Engel AG 1986 ). Carnwath i cols. van descriure al 1987 

diferents estadis histopatològics en el ratolí mdx. Aquests autors van suggerir que l'existència 

d'aquests estadis histopatològics estava relacionada amb l'edat del ratolí i que corresponien a 

diferents fases del procés de degeneració i subseqüent regeneració. És a dir, en els ratolins 

joves predominaven lesions de tipus degeneratiu en tan que en els adults predominaven els 

fenòmens regeneratius (Carnwath JW 1987). Aquests autors, probablement van interpretar 

que GDRs en diferents fases corresponien a diferents estadis de la malaltia. Les nostres 

observacions, al llarg de la vida del ratolí mdx, ens han permès de comprovar que GDRs en 

diferents fases coexisteixen en un mateix múscul (Fig. 15). Cap dels estudis que hem pogut 

recollir fins a l'actualitat ha utilitzat el nombre, grandària i distribució dels GDRs per intentar 

quantificar la intensitat de necrosi que es produeix al llarg de la vida d'aquest animal. La 

presència de múltiples GDRs de diferents grandàries i estadis en la mateixa secció del grup 

muscular del gastrocnemi (GMG) i la seva evolució durant tota la vida del ratolí mdx (Fig. 

14), juntament amb l’evolució del percentatge de fibres amb nucli no perifèric (NNP) que 

evoluciona en paral.lel amb el nombre de GDRs mitjans i grans (Fig. 16) són les troballes més 

remarcables de l’estudi de la cronopatologia del ratolí mdx que hem portat a terme. L'anàlisi 

de l'evolució del nombre de GDRs petits, mitjans i grans ens mostra com la malaltia del ratolí 

mdx no es manifesta abans de les dues setmanes de vida i que un cop iniciada, aquesta no 

presenta una intensitat constant. Concretament, veiem una fase aguda que va des dels quinze 



dies de vida fins els dos o tres mesos on hi ha una gran intensitat de necrosi. La fase posterior 

es caracteritza per una gradual disminució del nombre de GDRs de mitjà i gran tamany, i per 

tant, una disminució considerable de la magnitud de la necrosi. A partir dels 6 mesos, la 

necrosi persisteix en forma de GDRs petits (afectant a menys de 5 fibres) o de fibres aïllades 

(Fig. 16). Els nostres resultats de l'estudi de l'evolució del percentatge de fibres amb NNP són 

pràcticament superposables als obtinguts per McGeachie i cols. Aquests autors en el seu 

treball utilitzant timidina tritiada per mesurar proliferació de les cèl.lules precursores del 

múscul en el ratolí mdx, van observar un increment notable del nombre de nuclis que 

incorporaven el radioisòtop entre els 15 dies i els dos mesos d'edat. A partir dels dos mesos 

fins el sisè més de vida es produïa un descens progressiu de la replicació cel.lular que a partir 

del sisè mes es mantenia estable fins el final del període observacional (McGeachie JK 1993). 

Ja que la replicació cel.lular és una resposta a la necrosi, podem concloure que tan els 

resultats de McGeachie i cols. com els nostres, donen suport a la teoria de que el ratolí mdx 

experimenta un clar descens en la intensitat de la seva necrosi muscular a partir de cert 

moment de la seva vida.  

 

Tot i que la variació de la grandària de les fibres és un fenomen que ha estat 

àmpliament descrit en el ratolí mdx (Bridges LR 1986, Torres LFB 1987), es va decidir 

repetir un estudi morfomètric exhaustiu. Esperàvem demostrar que a partir del moment que 

començava a reduir-se la intensitat de la necrosi, l'histograma de les fibres es tornaria 

bimodal. D'un histograma on predominarien les fibres de petit tamany com a conseqüència 

d'una necrosi intensa, passaríem a veure un histograma en el que predominarien dos tipus de 

grandària de fibres, les de petit i les de gran tamany. L'augment de les fibres grans es 

produiria a expenses de la hipertròfia de fibres sanes, en un intent per compensar els efectes 

de la malaltia. Aquest canvi en la distribució de grandàries de les fibres ha estat observat en 



humans amb dèficit de distrofina. En fenotips distròfics severs (DMD) es detecta un 

predomini de fibres petites, mentre que en les més suaus (BMD) s'hi troba un histograma 

bimodal (Roig M 1998). El ratolí mdx però, per sorpresa nostre, malgrat presentar moltes 

fibres de petit tamany, no presenta un nombre gaire elevat de fibres hipertròfiques (Fig. 21). 

Tal i com es discutirà més endavant, la possible explicació d'aquesta escassa presència de 

fibres hipertròfiques en el ratolí, seria deguda a fenòmens de partició de les fibres (splitting), 

molt més actius en el ratolí mdx que en l'humà amb DMD. 

 

McGeachie i cols. van suggerir que el descens del percentatge de fibres amb NNP que 

s’observa a partir de 6 mesos en el ratolí mdx podia ser deguda a un lent retorn dels nuclis cap 

a la perifèria de les fibres regenerades (McGeachie JK 1993). Els nombrosos fenòmens de 

partició de fibres (splitting) observats en el present treball, especialment en fibres de gran 

tamany, fenomen que ja havia estat descrit abastament en estudis previs (Bridges LR 1986, 

Schmalbruch H 1976, Pastoret C 1995b, Tamaki T 1994), creiem que poden ser una 

explicació alternativa que permet conciliar el retorn dels nuclis a la posició perifèrica i el fet 

de que no es detecti un nombre elevat fibres de gran tamany. La partició de les fibres o 

splitting, per altre banda, també pot ser un mecanisme que contribuiria a protegir les mateixes 

fibres de posteriors episodis de necrosis ja que, en el ratolí mdx, les fibres de menor grandària  

semblen ser més resistents a la necrosi (Weller B 1990, Karpati G 1988).  

 
En el ratolí mdx s’han portat a terme diversos estudis sobre el dipòsit de components 

fibril.lars de la matriu extracel.lular (de la Porte S 1999). El fet de que els col.làgens de tipus 

III i VI participin tan en la regeneració muscular com en la fibrosi muscular és important, ja 

que és un fet que pot interferir en la correcta valoració de la fibrosi endomisial (Roig M 

1998). La presència dels col.làgens tipus III i VI és bastant abundant dins els GDRs, però 

desapareix ràpidament un cop la regeneració es completa. L’acumulació d’aquests col.làgens 



en els espais endomisials de fibres normals o regenerades és identificada inequívocament a 

partir del sisè mes de vida del ratolí mdx, i a partir dels divuit mesos és freqüent veure espais 

entre la fibrosi on la fibra ha estat substituïda per teixit adipós (Fig. 19). 

 
La densitat de mastòcits augmenta progressivament fins assolir un pic als 6 mesos 

d’edat, moment a partir del qual es manté gairebé estable fins els 12 mesos, i després 

experimenta un lleu descens. En contra de la hipòtesi que postulava que l'activitat mastocítica 

podia ser la desencadenant dels fenòmens de necrosi en grup (Gorospe JRM 1994, Granchelli 

JA 1995), les nostres observacions conclouen que no es pot establir una correlació entre els 

GDR i la presència de mastòcits en la regió concreta on es dóna aquest fenomen. La 

distribució dels mastòcits sembla ser a l’atzar en tota la secció muscular, excepte en les zones 

amb grans vasos sanguinis on si que es troba una localització preferent, però mai 

correlacionable amb la presència de fenòmens necròtics. A més, les edats de màxima 

intensitat necròtica del ratolí mdx (2-3 mesos) no coincideixen amb el moment de major 

densitat mastocítica en el teixit muscular d'aquests ratolins (Fig. 24). El fet de que les nostres 

dades mostrin com la densitat de mastòcits en el teixit muscular distròfic del ratolí mdx va 

augmentant gradualment fins els 12 mesos i que es manté elevada fins el final de la vida dels 

ratolins suggereix que els mastòcits puguin estar jugant un paper important en fenòmens 

relacionats amb la cronificació de la malaltia, especialment amb la fibrosi.  

 

A nivell molecular, el grau de necrosi-regeneració en el ratolí mdx és un paràmetre 

difícil de quantificar. En estudis previs, s’ha utilitzat l’expressió del mRNA d’algunes 

proteïnes com la miogenina, MyoD i metaloproteinasa-9 (MMP-9) per quantificar-lo 

(Grounds MD 1992, Lluís F 2001). La MMP-9 és una proteasa de la matriu extracel.lular 

l’expressió de la qual es veu transitòriament induïda després d’una lesió muscular (Kherif S. 

1999). En el nostre estudi, hem utilitzat el nivell d'expressió d'aquesta proteïna, com a 



marcador de regeneració en el múscul del ratolí mdx (Fig. 25). En algunes mostres control 

hem detectat petits nivells d’aquesta proteasa que hem atribuït a nivells basals. Aquests 

nivells però, en cap cas es poden confondre amb els nivells tan alts com els que s'han detectat 

en el múscul dels ratolins mdx. Els nostres resultats demostren com l’evolució dels nivells 

d’aquesta proteasa en el ratolí mdx encaixa bé amb el model evolutiu obtingut mitjançant els 

nostres estudis cronopatològics, corroborant la teoria de que després del pic inicial de necrosi, 

al voltant dels dos mesos, té lloc una reducció de la necrosi més que una potenciació de la 

regeneració.  

Tot i que la presència de miosina del desenvolupament (MHCd) en el ratolí mdx es pot 

demostrar inequívocament i en tot moment per immunohistoquímica (Fargas A 2002 i 2003, 

Pons F 1994), només la vàrem poder detectar en Western blot durant els 5 primers dies de 

vida (Fig. 25). En aquest període la MHCd és la miosina majoritària de totes les fibres del 

múscul esquelètic (Allen DL 2001). És probable que la detecció de la MHCd per Western blot 

requereixi quantitats més altes de la proteïna que les que s'obtenen de mostres on un nombre 

molt reduït de fibres es troba en l'estadi concret de regeneració en que s'expressa MHCd.  

 

Per finalitzar aquest primer apartat de la discussió, voldríem fer notar l'existència de 

certes evidències que indiquen que certs músculs o grups de músculs poden reaccionar de 

forma diferent enfront del mateix defecte genètic (Porter JD 1998, Andrade FH 2000). També 

cal afegir que diferents estudis sobre diferents músculs del ratolí mdx arriben a diferents 

resultats i diferents conclusions degut a la diferent localització anatòmica i/o funció dels 

músculs observats. Músculs com el diafragma presenten una afectació molt important 

(Stedman HH 1991), en tan que músculs més distals o els extraoculars que pràcticament es 

mantenen sense afectació (Andrade FH 2000, Dowling P 2002). Per aquest motiu, la 

generalització dels resultats obtinguts en un sol múscul, com és el nostre cas, s’ha de fer amb 



molta cautela i amb certes reserves. Malgrat això, l'estudi que presentem indica que el ratolí 

mdx, contràriament a l’humà amb DMD, presenta un canvi de comportament de la malaltia 

que la fa molt més lleu. Aquest canvi de comportament de la malaltia comporta un grau de 

necrosi molt menor i una fibrosi menys important i més tardana, i probablement és la causa de 

que el ratolí mdx mai arribi a desenvolupar unes característiques distròfiques tan severes com 

la DMD humana.  

 

2 - Paper de la utrofina i del β-distroglicà 

Estudis previs en ratolins mdx i controls destinats a analitzar els nivells d'expressió de 

la utrofina durant els 15 dies posteriors al naixement  han donat lloc a informació fragmentada 

i contradictòria (de la Porte S 1999). En ratolins control, Koga i cols. han publicat un 

decrement dels nivells de utrofina en fetus a partir dels 13.5 dies de gestació per arribar 

gairebé a desaparèixer coincidint amb el moment del naixement (Koga R 1993). Per altre 

banda, Pons i cols. utilitzant immunohistoquímica havien trobat que la utrofina desapareixia 

en ratolins mdx entre la segona i la quarta setmana. Aquests autors, malauradament, no van 

poder visualitzar la utrofina en ratolins normals per que l’anticòs de que disposaven 

reconeixia també la distrofina i emmascarava la presència o l’absència d’utrofina (Pons F 

1994). La informació d'aquests dos treballs, el primer amb ratolins normals i el segon amb 

mdx, semblava indicar que la utrofina desapareixia abans en els ratolins normals que en els 

distròfics. Els nostres resultats ens permeten descartar aquesta possibilitat, ja que el 

comportament de la utrofina en els primers quinze dies de vida és idèntic entre els ratolins 

mdx i els controls (Fig. 27). De fet, l'expressió fisiològica post-natal de utrofina pot ser una de 

les raons que permeten explicar perquè el ratolí mdx no necrosa mai abans del dia 14 després 

del naixement, doncs l’inici de la necrosi coincideix exactament amb la desaparició de la 

utrofina. No podem descartar, però, que l’inici de l’activitat física dels ratolins o algun altre 



factor desconegut pugui jugar també un paper important en el començament de la necrosi 

muscular.  

Els resultats del nostre estudi evolutiu (Fig. 27), per altra banda, ens han permès 

demostrar com la utrofina reapareix poc després de l’inici de la necrosi en els mdx arribant a 

un pic d'expressió al voltant dels dos mesos, coincidint amb el moment en que la necrosi 

comença a disminuir. Law i cols. no van trobar diferències en la quantitat d’utrofina present 

en  ratolins mdx i en controls de 2 setmanes, però van trobar nivells 1,5 vegades més grans en 

ratolins mdx de 11 mesos d’edat (Law DJ 1994). El fet de que en el present treball s’hagin 

estudiat un nombre molt més elevat de ratolins i d'un espectre molt més ampli d’edats ens ha 

permès de tenir una visió més complerta de l’evolució dels nivells d’utrofina al llarg de tota la 

vida del ratolí mdx i dels seus controls, permetent-nos correlacionar la seva presencia amb els 

fenòmens cronopatològics, millorant així la nostra interpretació del paper de la utrofina en el 

curs natural de la malaltia del ratolí mdx. 

 

Diverses investigacions sobre el paper de la utrofina en el múscul carent de distrofina 

utilitzant ratolins transgènics ja havien postulat que la utrofina podia ser capaç d’unir les 

proteïnes del complexe de la distrofina, compensant així la seva absència en el sarcolema 

(Deconinck N 1997, Deconinck AE 1997, Grady RM 1997, Rafael JA 1998, Porter JD 1998).  

L’evolució paral.lela dels nivells de utrofina i β-distroglicà que es mostra en el nostre estudi 

ens permet donar suport a aquesta hipòtesi en el ratolí mdx espontani. Sembla molt clar, 

doncs, que al voltant dels 15 dies, la desaparició de la utrofina post-natal va acompanyada 

d’una desaparició del β-distroglicà en el ratolí mdx però no en els controls (Fig.27). 

Probablement, aquesta desaparició del β-distroglicà en els mdx és deguda a que en aquest 

moment no es troba ni distrofina ni utrofina en el seu sarcolema. A més, la posterior 

recuperació dels nivells d’utrofina en els ratolins distròfics va també acompanyada d’una 



recuperació paral.lela dels nivells de β-distroglicà sense arribar mai als nivells dels ratolins 

normals. Aquesta correlació que s’intueix a l'analitzar les dades visualment, ha estat 

objectivada matemàticament i ens mostra com els nivells de β-distroglicà i utrofina estan clara 

i linealment correlacionats (Fig. 29) mentre que no ho estan en els controls, una prova més de 

que la utrofina pot actuar com a lligand del β-distroglicà en absència de distrofina.  

 

 Un altre aspecte destacable és el fet de que en el múscul del ratolí mdx, detectem una 

segona banda de pes molecular lleugerament inferior a la utrofina quan incubem amb l’anticòs 

contra aquesta proteïna (Fig. 30). De les dades presentades es desprèn que és possible que 

existeixi una isoforma d’utrofina amb un pes molecular lleugerament menor, encara que no 

hem pogut trobar cap processament alternatiu del seu mRNA entre els nucleòtids 41 i 10958 

del seu cDNA (Fig. 31). No podem descartar, tal i com s’ha descrit, que l’ús d’un promotor 

alternatiu pugui donar lloc a isoformes diferents en aquests animals (Burton EA 1999, 

Galvagni F 2002). S’han descrit dues isoformes de utrofina, anomenades utrofines A i B. La 

isoforma A començaria amb l’exó 1A, empalmaria amb 2A (on hi hauria l’ATG d’inici de 

traducció), després amb l’exó 3 i seguiria fins el final. La forma B començaria entre els exons 

2A i 3, en l’exó alternatiu 1B (que contindria el seu propi ATG) i empalmaria directament 

amb l’exó 3. La resta de la proteïna seria idèntica (veure figura 59), doncs l’única diferència 

seria l’extrem N-terminal on es substituirien els 26 aminoàcids codificats per l’exó 2A per els 

31 codificats per l’exó 1B. Apart de la diferència qualitativa que suposa aquest canvi 

d’aminoàcids, la diferència en nombre total d’aminoàcids seria de només 5 aminoàcids, la 

qual cosa fa pensar de que difícilment es pugui discriminar aquestes dues isoformes en un 

Western blot (caldria distingir una isoforma de 3429 aminoàcids d'una de 3424). Això fa que 

la identitat de la banda inferior que detectem en el nostre Western blot no pugui ser atribuïda a 

una isoforma produïda per l'ús d'aquest promotor alternatiu, excepte si l’ús d’aquest promotor 



anés associat a altres processaments alternatius. Tots aquests fets ens han portat a hipotetitzar 

que per tal de poder assumir que la banda inferior és una isoforma de la utrofina hauria 

d’existir algun altre mecanisme que pogués donar lloc a una isoforma de pes molecular menor 

al de les utrofines A i B. 

 

 

    

   

 

 

 

 

 

Figura 59 - Processament alternatiu del mRNA de la utrofina per donar lloc a les seves isoformes A i B. La 

part superior mostra el mRNA i els dos processaments alternatius i la part inferior mostra les isoformes A i B a 

nivell de proteïna. S'indiquen els dos ATG d'inici de la transcripció. També s'indica el nombre d'aminoàcids pels 

que codifiquen els exons 2A i 1B respectivament i el nombre d'aminoàcids totals d'ambdues isoformes (Galvagni 

F 2002). 

 

Tot i el clar increment que experimenta la utrofina a nivell de proteïna en el múscul 

esquelètic del ratolí mdx, els nivells del seu RNA missatger no mostren increments paral.lels, 

sinó que es mantenen pràcticament constants entre 1 i 9 mesos tan en ratolins mdx com en 

controls (Fig. 33), edats entre les qual es dóna l’increment màxim de la utrofina a nivell de 

proteïna en el mdx. Aquest fet ens indica que la pujada dels nivells de utrofina no són deguts a 

increments en el seu transcrit. Alguns autors ja havien apuntat discrepàncies entre els seus 

nivells de mRNA i proteïna en altres models (Gramolini AO 1999, Vater R 1988). Ens sembla 

1B 3

ATG ATG 

3 1B2A1A 

2A 3

Gen de la utrofina 

Utrofina-A

Utrofina-B

26aa

31aa

3429aa

3424aa



particularment interessant el treball de Gramolini i cols. on demostren que l’increment en els 

nivells de utrofina en el múscul regenerant de ratolí després d’una lesió induïda per 

cardiotoxina no es veu acompanyat per canvis paral.lels en el seu transcrit, i que humans amb 

DMD tampoc presenten una quantitat més gran del seu mRNA respecte els controls tot i 

presentar també més proteïna (Gramolini AO 1999). Per altra banda, recentment s’ha descrit 

l’existència d’una forma d’utrofina transcrita des de un promotor alternatiu, que s’ha 

anomenat utrofina-A, el transcrit de la qual sí que es veu transitòriament regulat a l’alça en 

cèl.lules satèl.lit en proliferació (Galvagni F 2002). En qualsevol cas, el fet de que la utrofina-

A només vegi induïda la seva transcripció durant l’activació de les cèl.lules satèl.lit i que 

desaparegui del tot abans de la fusió de les cel.lules satèl.lit per formar miotubs, ens fa pensar 

que aquesta no sigui la forma de utrofina que sigui capaç de suplir la funció de la distrofina en 

les fibres regenerades madures. Els nostres resultats suggereixen la hipòtesi de que, a més de 

la regulació transcripcional (Galvagni F 2002) i post-transcripcional (Gramolini AO 2001) 

que han estat descrites en certes condicions, existeix també una modulació a nivell post-

traduccional dels nivells d’utrofina que podria explicar els nivells tan alts que detectem en el 

ratolí mdx. La nostra hipòtesi per explicar el mecanisme d’aquesta regulació post-traduccional 

és que la proteïna podria veure’s estabilitzada gràcies a la possibilitat d’unir-se als llocs 

d’unió de la distrofina.  

 

Valorats en conjunt, els resultats presentats en aquesta part del treball ens han permés 

d’aportar dades a favor de que l’explicació de les diferències clíniques entre el ratolí mdx i els 

pacients amb DMD poden ser atribuïdes principalment a un decrement de la intensitat de la 

necrosi en el ratolí més que no pas a una capacitat regenerativa més gran del ratolí respecte 

l’humà. En segon lloc, els canvis en la intesitat de la necrosi poden ser explicats gràcies a que 

la utrofina és capaç de suplir el dèficit de distrofina. Finalment, malgrat l’increment d'utrofina 



a nivell de proteïna, el seu transcrit no presenta una regulació positiva, subratllant la 

importància d'una regulació post-traduccional per l'utrofina en el múscul del ratolí mdx. En la 

nostra opinió però, un dels principals reptes pel futur és l’explicació del perquè la utrofina pot 

reduir significativament el fenotip distròfic en ratolins, però en canvi no pot fer-ho en humans 

amb DMD.  

 

3 - Paper de la proteasa uPA en la regeneració muscular: 

 En aquesta part de l’estudi, discutim les conseqüències durant la regeneració muscular 

del dèficit de la proteasa uPA que porta a una inactivació del sistema del plasminògen. El 

ratolí carent de uPA mostra un retard en la regeneració molt important després d’una lesió 

muscular experimental (Fig. 37). El ratolí mdx-uPA-/-, per la seva banda, presenta un 

increment en la severitat de la malaltia derivat del defecte regeneratiu que presenta. Ambdós 

models suggereixen un paper crucial de uPA en la regeneració muscular. Aquesta reducció 

de la capacitat regenerativa del ratolí carent de uPA es reprodueix també en els ratolins 

carents de plasminògen (Lluís i cols. 2001). Això ens permet concloure que de les dues vies 

conegudes d’activació del plasminògen (mediades per uPA i tPA), la mediada per uPA és la 

predominant en el procés de regeneració muscular. A més, està ben descrit que en la línia 

mioblàstica murina C2C12, l’activitat uPA també és la predominant (Muñoz-Canoves P 

1997).  

L’acumulació de fibrina extravascular és una característica de patologies 

caracteritzades per inflamació i reparació de teixit en pell i glomèrul (Romer J 1996, Kitching 

AR 1997). En aquestes dues situacions, l’acúmul excessiu de fibrina va ser atribuït a una 

reducció patològica de l’eliminació de fibrina deguda a una reducció de fibrinolisi mediada per 

uPA i tPA respectivament. En el nostre model de regeneració muscular induïda per lesió 

experimental, també hem trobat que la carència de uPA dóna lloc a un acúmul de fibrina 



muscular, indicant la importància de uPA en la neteja de la fibrina extravascular en aquest 

teixit (Fig. 40). L’acumulació de fibrina en els espais endomisials pot tenir uns efectes negatius 

pel que fa a l’accessibilitat dels macròfags i altres tipus cel.lulars a la zona necrosada i 

permetre la correcta neteja de les restes de fibres. Els lligams entre l’alt grau de fibrina present 

en el teixit i l’allargament del període de regeneració va ser explorat desfibrinogenant amb 

Ancrod els ratolins carents de uPA. L’administració d’Ancrod redueix els nivells plasmàtics de 

fibrinogen en els ratolins uPA-/- i dóna lloc a una substancial millora en la seva regeneració 

muscular (Fig. 41).  

 

La troballa de que la pèrdua d’activació del plasminògen impedeix la regeneració ens 

va portar a preguntar-nos sobre com està involucrat el sistema uPA-plasminògen en la 

regeneració muscular. La inflamació es un procés associat a la reparació tisular. El fet de que 

el nombre de cèl.lules Mac-1 positives 48 hores després de la lesió es vegi reduïda a 

aproximadament la meitat suggereix que l’activitat uPA és requerida pel correcte 

funcionament del mecanismes inflamatoris (Fig. 39). Aquesta hipòtesi es veu reforçada per 

resultats obtinguts amb el ratolí deficient en uPA (Gyetko MR 1996) on es demostra que la 

falta de uPA comporta un inadequat reclutament dels macròfags, un descontrol de la infecció 

pulmonar i la mort quan aquesta soca de ratolí és infectada per Cryptococcus neoformans. A 

més, se sap que la producció endògena de uPA pot amplificar la neosíntesi del factor de 

necrosi tumoral alfa (TNF-α) per part dels fagocits mononuclears, representant un nou 

mecanisme mitjançant el qual una proteasa derivada dels fagocits contribueix a generar 

senyals promotores de la inflamació (Sitrin RG 1996).  

 

La reducció de l’infiltrat de macròfags en el teixit muscular associat a la carència de 

uPA pot ser degut a una menor quimioatracció de macròfags i/o a la dificultat dels macròfags 



per travessar matrius extracel.lulars riques en fibrina. A més, estudis in vitro ens mostren que 

alguns factors produïts després de la necrosi (com el factor de creixement fibroblàstic [FGF] i 

el factor de creixement derivat de plaquetes [PDGF]) tenen un alt poder quimioatraient per 

neutròfils i macròfags (Robertson TA 1993) i que la seva activitat comença a ser aparent a 

partir de les 6 hores post-lesió i esdevé màxim a les 24-48 hores. L’alliberament d’aquests 

factors es correlacionaria amb l’entrada de macròfags in vivo que s’ha mostrat en aquest 

estudi.  S’ha demostrat també que els macròfags activats, però no els neutròfils, produeixen 

factors solubles (FGF i PDGF) que actuen com a forts quimioatraients i mitogènics per les 

cèl.lules precursores del múscul (Robertson TA 1993). Així, els macròfags activats que 

s’acumulen en el teixit en resposta a una lesió muscular, no només poden fagocitar restes 

cel.lulars, sinó que també poden atreure i fer entrar en mitosi les cel.lules satèl.lit per poder 

formar de nou miotubs i fibres musculars. Tots aquests processos podrien estar alterats tan en 

el ratolí carent de uPA com en el doble mutant mdx-uPA-/-. 

 

La hipòtesi de que el sistema del plasminògen faria les matrius extracel.lulars més 

permeables a l’infiltrat inflamatori encaixaria amb la hipòtesi de que la conversió de 

plasminògen a plasmina via uPA és necessària per donar lloc a una eliminació de la fibrina 

tisular. Probablement, la plasmina és un membre més del curosament regulat equip d’enzims 

capaços de degradar la matriu extracel.lular, incloent serin-, metalo-, i altres tipus de 

proteases, les quals són claus en el remodelatge tisular després d’una lesió. Els nostres 

resultats suggereixen que la plasmina desenvolupa un paper importantíssim en la 

solubilització de la fibrina i que sense ella la reorganització de teixit muscular després d’una 

lesió es veu severament compromesa. En qualsevol cas, basant-nos en dades prèvies, no 

podem descartar que la deficiència en uPA i per tant del sistema del plasminògen pugui 

impedir també la migració cel.lular impedint secundàriament la degradació d’altres 

components de la matriu extracel.lular. Tampoc podem excloure la possibilitat de que, a part 



dels efectes de la carència de uPA sobre els components de la matriu extracel.lular, el tàndem 

uPA/plasmina pugui estar alterant l’activació d’altres factors latents com TGF-β i HGF/SF 

(Naldini L 1992) i que per tan aquests tampoc puguin desenvolupar correctament algunes de 

les seves funcions. Aquests dos factors, per exemple, són expressats en el múscul lesionat i es 

creu que juguen un important paper promovent l’activació de les cel.lules satèl.lit quiescents 

després d’una lesió in vivo (Tatsumi R 1998).  

 

En el ratolí doble mutant mdx-uPA hem pogut portar a terme un contatge de les fibres 

que han passat per almenys un cicle de necrosi-regeneració a 1 mes d'edat dels ratolins. Això 

suposa que aquests ratolins porten uns 15 dies de necrosi ja que la necrosi dels ratolins mdx i del 

doble mutant mdx-uPA-/- comença a les dues setmanes. En aquest contatge, s'aprecia clarament 

com els dobles mutants (respecte els mdx) presenten un clar retard en la regeneració ja que a 

aquesta edat molt poques fibres han pogut completar un cicle sencer de necrosi-regeneració 

(Fig. 46). Una característica anatòmica molt visible tan en els músculs dels ratolins uPA-/- 

després d'una lesió com dels mdx-uPA-/- és la permanència en el teixit de fibres necròtiques no 

fagocitades (Fig. 44). El fet de que aquestes fibres es mantinguin en el teixit durant un temps 

molt més llarg del normal, pot ser un efecte directe del descens del nombre de macròfags i de 

l'anormal acúmul de fibrina. Ha estat àmpliament descrit que les fibres necròtiques pateixen una 

entrada massiva de calci (Franco A 1990, Menke A 1991, Mariol MC 2001), però en el ratolí 

mdx la fagocitosi d'aquestes fibres és molt ràpida i per aquest motiu només veiem algunes fibres 

amb calci intracel.lular en el seu múscul. No tenim clar però, si l'acúmul intracel.lular de calci 

que veiem en aquestes fibres no fagocitades del doble mutant seria una causa del retard de la 

fagocitosi o simplement en seria un efecte. 

 



El fet de que el ratolí doble mutant mdx-uPA presenti una elevada mortalitat (de l'ordre 

del 80%) i que aquesta no es presenti repartida al llarg de tota la vida del ratolí doble mutant ens 

dóna peu a introduir un concepte que ens permet correlacionar el nombre de grups necròtics 

presents en cada moment de la vida del ratolí mdx amb aquesta mortalitat tan elevada (Fig. 42). 

En el model del doble mutant carent de distrofina i utrofina (Grady RM 1997, Deconinck AE 

1997) els ratolins moren tots abans dels sis mesos, i encara que aquests treballs no detallen 

exactament quan es produeixen les morts, del seu treball es desprèn que les morts es produeixen 

de forma esglaonada i no pas concentrades en un període concret com és el cas del nostre doble 

mutant mdx-uPA-/-. El doble mutant distrofina-utrofina, a diferència del doble mutant mdx-

uPA-/-, no presenta cap mena d’impediment en la regeneració. La diferència fenotípica més 

important d'aquest doble mutant distrofina-utrofina respecte als mdx és la intensitat de la necrosi 

que es mantindria elevada més enllà dels 3 mesos, moment que en els mdx comença a decaure 

significativament, probablement degut a mecanismes compensatoris mediats per la utrofina.  En 

aquesta tesi hem descrit com evoluciona el nombre de grups necròtics en el ratolí mdx (Fig. 16) 

així com en el doble mutant mdx-uPA-/- (Fig. 45) i queda clar com la malaltia pateix una fase 

crítica entre 1 i 3 mesos, moment que coincideix amb el període en que moren aproximadament 

el 80% dels ratolins dobles mutants. Ens sorprèn, però, que les morts dels ratolins s'aturin a 

partir de la novena setmana i no continuïn morint ratolins fins la dotzena setmana, moment en el 

qual remet més clarament la malaltia (Fig. 42). Malgrat aquesta consideració, el fet de que les 

morts dels ratolins es concentrin dins la fase de màxima necrosi dóna suport indirecte a la teoria 

de que el ratolí carent de distrofina suporta millor la malaltia que l'humà amb el mateix defecte 

genètic, degut a que decreix el seu ritme de necrosi i no degut a que gaudexi d'una capacitat 

regenerativa més potent. Si la segona teoria fos la correcte, trobaríem les morts dels ratolins 

repartides al llarg de tota la seva vida. Si aquestes diferències de fenotip entre el model murí i 

l'humà fossin degudes a una millor regeneració del ratolí, al disminuir-li la seva capacitat 



regenerativa esperaríem veure un empitjorament del seu fenotip que el faria molt similar a 

l'humà. L'únic moment en que la disminució de la seva capacitat regenerativa sembla jugar un 

paper fonamental és la fase de màxima necrosi, a la que els ratolins carents de distrofina es 

veuen sotmesos. Un cop passada la fase crítica de necrosi elevada, els ratolins dobles mutants, 

tot i tenir àmpliament mermada la seva capacitat regenerativa sobreviuen sense dificultats 

aparents.  

 

4 - Identificació de noves proteïnes implicades en la 

regeneració muscular: 

 

En aquesta part de la tesi es discuteix la identificació de nous gens/factors implicats en 

la regeneració muscular del ratolí mdx. Gràcies a l’anàlisi de l’expressió gènica diferencial es 

van poder identificar un total de 9 gens que es trobaven sobreexpressats en el ratolí mdx 

respecte els seus controls. El sol fet de que estiguin sobreexpressats en el ratolí mdx ens fa 

pensar que tots ells seran gens implicats en els fenòmens de necrosi-regeneració ja que a 

diferència dels controls, el ratolí mdx està contínuament necrosant i regenerant intensament 

degut a la seva deficiència de distrofina. Aquestes troballes obren nous camins per continuar 

caracteritzant un fenomen molt estudiat però encara molt desconegut com és la regeneració 

muscular. Alguns dels mRNA's que hem tractat en aquest apartat, fins el moment només han 

pogut ser identificats com a diferencials. Malgrat això, i donada la seva potencial importància, 

esperem en un futur immediat poder-los caracteritzar amb la profunditat que probablement 

mereixen. Només amb dues de les bandes trobades com a diferencials hem portat a terme 

experiments de caracterització. Gràcies a aquests experiments inicials hem pogut comprovar 

com per la banda 2 existeix una clara expressió diferencial en els ratolins mdx un cop ha 

començat la malaltia i que aquesta es manté al llarg de tota la vida dels ratolins (Fig. 56). A 



més, aquest mRNA s'expressa en mioblastes C2C12 en diferenciació durant un període de 

temps molt concret, indicant-nos que és possible que intervingui en una fase molt concreta de 

la diferenciació o fusió dels mioblastes (Fig. 57). Malauradament, encara no podem donar 

més respostes a les preguntes que ens suscita l'expressió d'aquest mRNA i la seva proteïna, 

però estem molt interessats en aprofundir en el seu coneixement. La recent publicació del 

genoma complet de ratolí (Mouse Genome Sequence Consortium, 2002) ens ha aportat noves 

dades sobre la seva localització cromosòmica i ens permetrà de conèixer la seva seqüència 

complerta.  

 

Pel que fa a la banda 3, sabem que correspon a CD63, proteïna de la família de les 

tetraspanines (superfamília de proteïnes amb quatre dominis transmembrana, TM4SF). Ha 

estat descrit que CD63 intervé en la diferenciació de cèl.lules epitelials en cultiu 

interaccionant amb la integrina β1 (Halldén G 1999) i és clau pel reconeixement de la matriu 

extracel.lular. També ha estat descrit que CD63 juga un paper crucial en la motilitat de 

cèl.lules estel.lades hepàtiques in vitro les quals són claus en la regeneració i fibrogènesi 

hepàtiques (Mazzocca A 2002). Malgrat que la seva expressió no és molt diferencial al 

comparar ratolins mdx i controls, si que existeix una discreta diferència (Fig. 58). A més, la 

seva expressió es manté constant durant la diferenciació dels mioblastes de la línia C2C12 

(Fig. 59). Probablement, el fet d'haver portat a terme els nostres estudis amb teixit muscular 

ad integrum, potser hagi emmascarat parcialment la seva diferencialitat. Si haguéssim pogut 

separar diferents tipus cel.lulars o diferents estadis de diferenciació en fibres regenerants, 

potser la diferencialitat hauria estat més clara. Per portar a terme aquesta separació de parts 

del teixit, ens hauria estat de gran ajuda la tecnologia del microdissector làser, de la qual 

actualment ja disposem en la nostra institució. Probablement aquesta tecnologia ens ajudi a 

resoldre, en un futur pròxim, si CD63 pot tenir alguna funció important en la regeneració 



muscular, tal i com la bibliografia sembla indicar per altres teixits com l'hepàtic o l'epitelial 

intestinal (Halldén G 1999, Mazzocca A 2002). També ha estat descrita la seva expressió en 

macròfags activats (Miyamoto H 1994), la qual cosa és molt rellevant en el nostre model, 

doncs el ratolí mdx presenta sovint focus necròtics amb multitud de macròfags. Aquests 

podrien ser els productors de CD63 i els causants de la diferencialitat d'expressió, encara que 

discreta, observada entre ratolins mdx i controls. Aquesta part de l'estudi no la donem per 

acabada, ja que tenim previst de realitzar múltiples experiments per tal d'avançar en la 

caracterització de tots aquests possibles factors implicats en la regeneració muscular, ja siguin 

proteïnes de membrana, citoquines inflamatòries o altres tipus de factors. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSIONS



 

1 - El ratolí mdx presenta una disminució important de la necrosi muscular 

a partir dels 2 mesos d'edat. Aquesta disminució de la necrosi, més que no 

pas una millor regeneració, pot explicar per que el ratolí mdx mai arriba a 

presentar unes característiques distròfiques tan accentuades com les 

observades en la DMD humana.  

 

2 - La desaparició de la utrofina als catorze dies de vida del ratolí mdx, 

coincideix amb el moment d'inici de la necrosi muscular. A més, la 

posterior reaparició de la utrofina coincideix amb un descens en la 

intensitat de la necrosi. Aquests resultats suggereixen un paper protector de 

la utrofina enfront de la necrosi en el ratolí mdx.  

 

3 - L'augment de la utrofina observat en els ratolins mdx no es correlaciona 

amb variacions en el seu mRNA. Aquest fet indica que l'increment de la 

utrofina en el múscul del ratolí mdx adult, es produeix principalment per 

mecanismes de regulació post-transcripcional. 

 

4 - La proteasa uPA juga un paper clau en les reaccions de degradació de la 

matriu de fibrina durant la regeneració muscular, i és per això, que en el 

seu defecte la regeneració muscular es veu severament afectada. 

 



5 - La obtenció del doble mutant mdx-uPA-/- ens ha permès demostrar que 

aquest presenta un nombre més elevat de grups necròtics que el ratolí mdx, 

degut a la disminució de la seva capacitat regenerativa provocada per la 

carència de uPA, confirmant la importància d'aquesta proteasa per la 

regeneració muscular.  

 

6 - La mortalitat de la soca de ratolí doble mutant mdx-uPA-/- es troba 

concentrada exclusivament en el període de màxima necrosi. Aquest fet, 

aporta una nova dada en favor de la hipòtesi de que les diferències de 

fenotip observades entre el model murí distròfic i la DMD humana no són 

degudes a una major capacitat regenerativa del ratolí, sinó a un descens del 

seu ritme de necrosi.  

 

7 - L'estudi d'expressió diferencial de gens en el període de màxima necrosi 

del ratolí mdx ha permès identificar un total de 9 gens diferencials. 

D'aquests, 2 codifiquen per enzims, 1 correspon a una interleuquina, 2 a 

proteïnes transmembrana i 4 són seqüències sense proteïna caracteritzada. 

 

8 - Experiments preliminars amb dos dels gens diferencials obtinguts (B2 i 

CD63) han permès la detecció de la seva expressió durant la diferenciació 

de mioblastes in vitro. Aquests resultats indiquen que aquestes proteïnes 

poden tenir un paper rellevant en el procés de regeneració muscular.  
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