
Introducción

El proceso de desarrollo del músculo esque-
lético comprende numerosos acontecimientos:
predeterminación de células mesodérmicas
pluripotentes para diferenciarse en mioblastos,
salida de los mioblastos del ciclo celular, for-
mación de miotubos multinucleados por fusión
de mioblastos y, finalmente, crecimiento y ma-
duración de las fibras de músculo esquelético1.
Molecularmente, la expresión de genes especí-
ficos de músculo esquelético implica a la fami-
lia de factores de transcripción relacionados
con MyoD. Esta familia de proteínas básicas
con estructura de hélice-giro-hélice (bHLH) in-
cluye MyoD, miogenina, myf-5 y MRF42. La
actividad transcripcional de estos factores está
regulada de manera compleja y requiere la for-
mación de heterodímeros con los productos
del gen E2A para formar complejos activos3. La
actividad de dichos factores se atenúa cuando
E2A es secuestrado por Id, proteína cuya ex-
presión se reprime en el momento de la dife-
renciación celular. Actualmente se conocen va-
rios factores capaces de regular negativamente
la diferenciación del músculo esquelético. En-
tre los más caracterizados se encuentran el
factor básico de crecimiento de fibroblastos de
tipo 2 (bFGF-2), el factor de transformación del
crecimiento β1 (TGF b1) y oncogenes como c-
myc, c-jun, c-fos, H-ras y E1a4.

Existen pocos factores descritos capaces de
inducir la diferenciación morfológica del mio-
blasto y la expresión y activación de la familia
de proteínas MyoD. Entre ellos, los factores de
crecimiento similares a insulina (IGF-I e IGF-II)
son estimuladores potentes de la diferenciación
muscular y se consideran candidatos potencia-
les para la regulación de la función de las célu-
las satélite durante la regeneración ante la le-
sión muscular5. La expresión de IGF aumenta
durante la diferenciación de los mioblastos6-9.
La cantidad de IGF-II secretado se correlaciona
con la velocidad de diferenciación espontánea y

se ha descrito que la presencia de oligonucleó-
tidos antisentido complementarios al ARNm de
IGF-II inhibe la diferenciación en ausencia pero
no en presencia de IGF-II exógeno10. La expre-
sión de IGF-I en el músculo esquelético provoca
la hipertrofia de las miofibras11 y su sobreexpre-
sión en el corazón de ratones transgénicos pro-
voca cardiomegalia mediada por un aumento
del número de células12. 

En cuanto a su potencial clínico, IGF-I está
siendo administrado a personas afectadas de
esclerosis lateral amiotrófica (ELA)13. IGF-I ha
sido administrado con efectos beneficiosos a
varios modelos de degeneración motoneuronal
en el ratón. El modelo de ratón mutado (ratón
“wobbler”) posee un gen autosómico recesivo
(wr) y ha sido caracterizado como modelo ex-
perimental de alteraciones de las motoneuro-
nas bajas asociadas con atrofia muscular, de-
nervación y reinervación. Se ha demostrado
que el tratamiento de estos ratones durante
6 semanas con IGF-I provoca un aumento del
40% en la fuerza14. El diámetro promedio de la
fibra muscular, que es menor en los ratones
“wobbler” que en los normales, aumenta en
los animales mutantes tratados con IGF-I14.
Estos datos revelan que la administración de
IGF-I provoca un efecto beneficioso significati-
vo en los parámetros histoquímicos y funciona-
les del músculo. Un inconveniente claro en el
diseño de terapias de regeneración muscular a
base de administración de IGF es que estos
péptidos son factores de crecimiento pleiotrópi-
cos capaces de inducir hipertrofias generaliza-
das. Por esta razón, la identificación de los ele-
mentos celulares implicados en la cascada de
señalización miogénica inducida por los IGF
constituirá una base esencial en futuras estra-
tegias terapéuticas de regeneración muscular. 

Fosfatidilinositol 3-cinasa y miogénesis

La fosfatidilinositol 3-cinasa (PI 3-K) es una
enzima capaz de fosforilar en posición D-3 el
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Fig. 1. Inhibición de la fusión inducida por IGF-II en células L6E9-∆p85. Células L6E9-∆p85 (f-j) y células control
expresando la forma salvaje de p85∆ (a-e) crecieron hasta su confluencia en un medio rico en suero (a y f) y lue-
go se diferenciaron en medio DMEM (b y g) o en medio DMEM que contenía 20 nM de IGF-II (c y h) o 100 nM
(d, e, i y j). Las células se fotografiaron a los 2 días (b, c, g, h, i) o a los 4 días de diferenciación (e y j). Escala, 30
mm. Reproducida con permiso de Kaliman et al, 199823.



anillo inositol del fosfatidilinositol (PI) generan-
do como productos PI 3-P, PI 3,4-P2 y/o PI
3,4,5-P3. La PI 3-K ha sido implicada en una
gran variedad de procesos celulares como tráfi-
co celular de proteínas, movilidad celular, dife-
renciación, regulación de la estructura del ci-
tosqueleto y apoptosis15. Según su estructura,
función y mecanismo de activación, se pueden
distinguir distintos subgrupos de PI 3-K. La PI
3-K mejor caracterizada hasta el momento está
formada por una subunidad regulatoria de 85
kD (p85) y una subunidad catalítica de 110 kD
(p110). La subunidad p85 es capaz de activar
a la p110 al unirse a través de sus dominios
SH2 a residuos de fosfotirosina de otras proteí-
nas16. La PI 3-K de tipo γ no se une a p85 sino
que se activa por unión a las subunidades βγ
de proteínas G17. Un tercer grupo de PI 3-K
está formado por la Vps34p (vacuolar protein
sorting) de Saccharomyces cerevisiae y su pro-
teína homóloga humana18,19. Estas isoformas
tienen un papel fundamental en el tráfico intra-
celular de proteínas y se activan al asociarse a
una proteína con actividad de tipo proteína se-
rina/treonina cinasa.

Durante los últimos años se ha avanzado
mucho en el conocimiento del papel de los IGF
en la miogénesis20. Sin embargo, los procesos
intracelulares miogénicos dependientes de IGF
son muy poco conocidos. Recientemente,
nuestro grupo de investigación ha demostrado
que la enzima PI 3-K es un segundo mensajero
esencial para los efectos miogénicos de los
IGF21-23. En efecto, nuestros estudios han de-
mostrado que la vía miogénica inducida por
IGF se bloquea totalmente en células muscula-
res tratadas con inhibidores específicos de la
actividad PI 3-K y en células musculares que
expresan de manera estable una forma mutada
dominante negativa de la subunidad regulado-
ra de la PI 3-K, p85 (L6E9 ∆p85)22.

p85-p110 PI 3-K es esencial para la
miogénesis inducida por IGF en mioblastos
de rata L6E9, mioblastos humanos y células
10 T1/2 transfectadas con MyoD

En nuestro laboratorio hemos demostrado
que dos inhibidores específicos y estructural-
mente no relacionados de las PI 3-K (la wort-
manina24 y el LY29400225) bloquean la capa-
cidad de formar miotubos multinucleados a
partir de mioblastos de la línea celular de mús-
culo esquelético de rata L6E9 y de mioblastos
humanos provenientes de biopsias de múscu-
lo esquelético. La inhibición de la PI 3-K no

sólo afecta al proceso morfológico de diferen-
ciación de músculo esquelético sino que tam-
bién bloquea la expresión de marcadores bio-
químicos de diferenciación como son la mio-
genina y el transportador de glucosa GLUT4.
Así mismo, la inhibición de la PI 3-K impide la
salida de los mioblastos del ciclo celular (paso
esencial en el proceso de diferenciación termi-
nal) evidenciado por la inhibición de la induc-
ción de la proteína p21, un inhibidor de cina-
sas dependientes de ciclinas. Por contra, los
inhibidores de la PI 3-K no afectan a la proli-
feración de los mioblastos ni los primeros epi-
sodios morfológicos de la diferenciación que
son el alineamiento y la elongación de los
mioblastos21. 

La sobreexpresión de MyoD o de otros
miembros de esta familia de factores de trans-
cripción es suficiente para inducir la formación
de miotubos multinucleados y la expresión de
genes específicos de músculo en células que
no provienen de un origen muscular26. De esta
forma, los fibroblastos 10T1/2 transfectados
con MyoD son capaces de formar miotubos
multinucleados y de expresar marcadores bio-
químicos de músculo. Sin embargo, hemos de-
mostrado que la inhibición de la PI 3-K blo-
quea la capacidad de MyoD para inducir la di-
ferenciación. El tratamiento de células
10T1/2-MyoD con wortmanina o LY294002 im-
pide la formación de miotubos, la expresión de
miogenina, la salida del ciclo celular y también
la represión de la proteína Id que es un regula-
dor negativo de la miogénesis21. 

Resultados recientes de nuestro laboratorio
demuestran que la forma de PI 3-K implicada
en la miogénesis inducida por IGF es la p85-
p110: mioblastos L6E9 que sobreexpresan de
manera estable una forma mutante dominante
negativa de p85α (∆p85) (incapaz de unir y
activar la p110) no se diferencian morfológica
ni bioquímicamente en presencia de IGF23. En
la figura 1 se observa que las células L6E9-
∆p85 no forman miotubos multinucleados en
presencia de IGF-II mientras que los controles
(células L6E9-Wp85 que sobreexpresan la for-
ma salvaje de p85α) poseen un alto grado de
fusión en las mismas condiciones.

Identificación de elementos celulares 
de la cascada de señalización miogénica
dependiente de IGF/PI 3-K

Actualmente, se conoce poco sobre los ele-
mentos celulares activados directamente por la
PI 3-K y/o por sus productos. Entre ellos, la
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Fig. 2. Modelo de señalización miogénica inducida por IGF. En presencia de IGF-II, los mioblastos inician el pro-
grama de diferenciación. Morfológicamente, al principio se alinean y se elongan; 24 h después las células co-
mienzan a fusionarse y forman miotubos multinucleados. En presencia de inhibidores químicos de PI 3-K (wort-
manina o LY294002) o en células que expresan una p85 dominante negativa (∆p85), IGF-II es incapaz de indu-
cir el programa de diferenciación: a) los valores de Id no decaen y se sabe que altos valores de Id inhiben MyoD;
b) MyoD permanece inactivo; c) no se induce miogenina, un factor de transcripción esencial para la miogénesis,
y d) los mioblastos no salen del ciclo celular, otro requisito esencial para la diferenciación, porque el inhibidor de
cinasas dependientes de ciclinas p21 no se induce. Estos acontecimientos finalmente provocan la ausencia de
fusión celular y de expresión de proteínas específicas de músculo como son GLUT4, la cadena pesada de la
miosina (MHC) y la caveolina 3. 



proteína p70 S6 cinasa (S6K), una serina/treo-
nina cinasa, está implicada en la transmisión
de señales dependientes de la actividad PI 3-K
en varios procesos celulares. La p70 S6K es
activada por la insulina y por IGF en mioblastos
L6E9 y Sol8, y su actividad es potentemente
bloqueada por un inhibidor bien caracterizado,
la rapamicina. Recientemente, hemos demos-
trado en mioblastos de rata, ratón y humanos,
que la p70 S6K no está implicada en la vía
miogénica iniciada por IGF/PI 3-K27. 

Otros posibles efectores de esta vía podrían
ser la proteincinasa B (también conocida como
Akt o RAC) y/o algunas isoformas  de la pro-
teincinasa C  (-ε, -δ, -ζ o -η) que son activadas
por productos de la PI 3-K en diversas líneas
celulares28-31. Por otra parte, se ha descrito
que la enzima óxido nítrico sintetasa (NOS) es
un elemento esencial para la diferenciación de
células musculares de embrión de pollo32. Re-
sultados preliminares de nuestro laboratorio in-
dican que el efecto miogénico de los IGF de-
pende de la actividad NOS celular y, que a su
vez, la actividad miogénica de la NOS es total-
mente dependiente de la PI 3-K (Kaliman et al,
resultados no publicados).

Sobre la base de estos resultados, hemos
propuesto un modelo que representa de forma
esquemática los eventos morfológicos y bioquí-
micos que conducen a la diferenciación del
músculo esquelético (fig. 2). 
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J. MOSCAT: Demuestras que la fosfatidilinositol
3-cinasa (PI 3-K) es necesaria para la activa-
ción del factor nuclear kappa B (NFκ-B).
¿Tienes algún resultado que pueda demostrar
que también es suficiente, o prevés que va a
ser únicamente necesaria?

P. KALIMAN: No hemos realizado estos experi-
mentos. La PI 3-K es esencial para la mioge-
nesis, ya que cuando se bloquea no hay nin-
gún tipo de diferenciación ni bioquímica ni
morfológica. Lo mismo ocurre al bloquear
NFκ-B, puesto que también es un paso esen-
cial para la miogénesis. Como intermediarios
entre PI 3 cinasa y NFκ-B tiene que estar el
grupo de serincinasas que fosforilen I-κ B. No
sé si una mutante permanente activa de PI 3-
K puede por sí sola aumentar los niveles de
actividad de NFκ-B de la célula. 

J. MOSCAT: Me refería a que la sobreexpresión
de mutantes permanente activa de PI 3-K se
ha visto que activa, por ejemplo, jun o Rac.

P. KALIMAN: No disponemos de los datos, aun-
que imagino que sí que es esencial para la
completa activación de NFκ-B.

G. PONS: En relación con la activación de NFκ-
B lo único que sorprende es el tiempo que
tarda en descender I κ, que me pareció ser

de 16 o 24 h. ¿No es mucho tiempo en com-
paración con la rapidez con que se activa
normalmente el sistema en respuesta a otros
factores? Y, en segundo lugar, ¿habéis proba-
do el dominante negativo de I κ?

P. KALIMAN: Aunque no te sabría decir por qué,
el descenso más brusco se observa sobre to-
do entre las 16 y las 24 h. El proceso de dife-
renciación tiene unos tiempos que tampoco
se pueden comparar a los sistemas donde se
induce una cascada con factores de creci-
miento en 5 min. Son procesos que duran 4
días en cultivo, como mínimo. Dado que son
resultados muy recientes que no están publi-
cados todavía, aún no hemos podido probar
el dominante negativo de I κ.

A. MUÑOZ: Puesto que se ha descrito que la
hormona tiroidea regula la expresión de ge-
nes clave en la diferenciación muscular, co-
mo miogenina, MyoD y miosinas, y que por
otra parte también regula la expresión de in-
sulin growth factor I (IGF-I) y el propio recep-
tor en células de riñón, por ejemplo, ¿habéis
estudiado qué hace la hormona tiroidea en
vuestro sistema?

P. KALIMAN: No hemos analizado el efecto de la
hormona tiroidea en nuestro modelo. Las célu-

DISCUSIÓN



las musculares secretan de manera autocrina
IGF para promover su diferenciación, y nosotros
estamos adicionando el IGF de manera exógena
para iniciar directamente la miogénesis.

R. BARTRONS: ¿Funciona exactamente igual con
las dos IGF?

P. KALIMAN: No, porque el IGF-II es el que la
célula muscular secreta de manera autocrina,
pero su efecto está mediado a través del re-
ceptor de IGF-I.

A. CELADA: ¿Cualquier sustancia que induce
iNOS, como por ejemplo interferón γ o
cualquier otro producto, induce diferencia-
ción? Y, en segundo lugar, ¿en qué parte
del ciclo celular se detiene la célula con el
IGF?

P. KALIMAN: No se han realizado estudios con
interferón en cuanto a inducción de diferen-
ciación muscular. Se sabe que la interleucina
15 sí que afecta a la diferenciación muscular.
En alguno de los experimentos se provó el in-
terferón γ, pero no observamos ningún efecto
claro. Respecto a tu segunda pregunta, des-
conozco en qué momento del ciclo se detiene
la célula.

A. GARCÍA DE HERREROS: ¿Habéis estudiado al-
gún otro efector de PI 3-K como Akt o algún
otro posterior?

P. KALIMAN: Probamos p70 S6 cinasa (p70
S6K) y vimos que la vía no pasa por ahí. En
estos momentos lo estamos analizando en
Akt y pensando también, evidentemente, en
isoformas de PKC.

A. GARCÍA DE HERREROS: Fibroblastos muy seme-
jantes a éstos pueden diferenciarse hacia adi-
pocitos si son tratados de otra manera, con
un estímulo en el que interviene el IGF-I. ¿Ha-
béis estudiado si esta ruta está involucrada
tanto en la diferenciación hacia la célula mus-
cular como hacia el adipocito?

P. KALIMAN: La verdad es que no es exactamen-
te comparable la vía de diferenciación adipo-
génica. Se ha descrito que la p70 S6K es im-
portante para la vía adipogénica, pero no para
la miogénica. También hay que pensar que
en la diferenciación de adipocitos se induce
con insulina, por ejemplo. Hay algunos pun-
tos en común, como el caso de la PI 3-K, que
sí que se ha visto implicada en la adipogéne-
sis.

A. GARCÍA DE HERREROS: ¿Hay algún elemento
que puedas caracterizar que esté involucrado

también en la diferenciación de fibroblastos
hacia adipocitos?

P. KALIMAN: Por el momento centramos nuestro
estudio en la miogénesis.

F. MAYOR: Es realmente sorprendente que la
vía PI 3-K sea la única responsable de todo el
programa de diferenciación cuando realmen-
te estos receptores son capaces de poner en
marcha simultáneamente varios procesos. En
relación con esto, ¿habéis observado si algún
otro receptor en estos tipos celulares que
también estimule PI 3-K produce el mismo
efecto de diferenciación?

P. KALIMAN: La verdad es que no hemos esti-
mulado estas células con ningún otro agente
diferenciador, porque estamos analizando el
mecanismo desde una óptica más fisiológica,
que es a través del receptor IGF-I. Pero lo
que está claro es que la PI 3-I es esencial pa-
ra este proceso, puesto que si se bloquea no
se obtiene ningún tipo de diferenciación mus-
cular. Lo que puede ser es que la PI 3-K no
esté actuando sólo en la vía de IGF sino tam-
bién por la vía de integrinas. Se sabe que la
vía de integrinas es esencial para la miogéne-
sis y que los complejos macromoleculares
que se encuentran asociados a integrinas
unen también PI 3-K. Puede que haya tam-
bién distintas isoformas de PI 3-K implicadas.

A. GARCÍA SÁNCHEZ: Me ha sorprendido que la
arginina mimetizase totalmente el efecto del
IGF. Para empezar, me pregunto qué isofor-
ma se está expresando constitutivamente: ¿es
la nNOS, que es abundante en músculo es-
quelético, o es la iNOS, de la que actualmen-
te empiezan a existir evidencias de que tam-
bién se expresa constitutivamente?

P. KALIMAN: Sí, a nosotros también nos sorpren-
dió. En el músculo esquelético se expresan
las tres isoformas constitutivas de NOS. Noso-
tros observamos que con L-arginina se indu-
ce la producción de NO y la fusión. Aunque
puede que no sea sólo a través de iNOS, sino
de las otras NOS.

A. GARCÍA SÁNCHEZ: Aunque sea un experimen-
to algo sucio y poco popular, ¿habéis probado
el empleo de donadores?

P. KALIMAN: No podemos usarlos porque tienen
una vida media muy corta y este proceso du-
ra 4 o 5 días. Con donadores tipo nonoatos,
que tienen una vida media más larga, no ob-
servamos ningún efecto claro.
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