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ABSTRACT 

The insulin receptor (InR) pathway is a highly conserved evolutionary mechanism in 

metazoans which plays a crucial role in responding to nutritional status and regulating 

essential biological processes. In insects, it has been reported two distinct genes 

encoding for InR. However, some insects such as the German cockroach, B. 

germanica, has acquired a third InR gene by a posterior duplication, bringing the 

number of InRs to 3 (Inr1, InR2 and InR3). It has been observed the involvement of 

InR2 in the molting process but it’s no clear its specific role. The objective of this study 

is to understand the mechanism by which InR2 regulates the imaginal molt in the 

prothoracic gland (GP), the tissue responsible for synthesizing ecdysone, the primary 

hormone involved in molting that apply its effects through its active form 20-

hydroxyecdysone (20E).  

To achieve this aim, we studied the expression of some ecdysteroidogenic genes 

necessary for the 20E synthesis. Subsequently, to gain insights on the InR2 role in the 

molting process, nymphs were treated with RNA interference (RNAi) targeting InR2 to 

knockdown InR mRNA levels. Additionally, a second study was conducted on 

tracheas, where the expression of ecdysone triggering hormone (ETH), a gene related 

with molt and ecdysone signalling, was also interfered with RNAi. In both treatments, 

the expression of different genes and phenotypic alterations were analysed.   

The findings suggest a relationship between InR2 and the 20E pathway in the molting 

process.  

Keywords: Insulin receptor, RNA interference, 20-hidroxyecdysone, Blattella 

germanica, molt. 

  



 
 

ABREVIATURES 

20E  20-hidroxiecdisona  

CA  Corpora allata 

CCAP Pèptid cardioactiu de 

crustacis  

cDNA  DNA complementari 

CT  Cicle llindar 

DEPC  Dietilpirocarbonat 

Dib  Disembodied 

dsETH RNA de doble cadena 

d’ETH 

dsInR2 RNA de doble cadena 

d’InR2 

dsPolyH RNA de doble cadena de 

PolyH 

dsRNA RNA de doble cadena 

EcR  Receptor d’ecdisona 

EH  Eclosion Hormone 

ERK Extracelular-signal 

regulated kinase 

ETH Ecdysis-triggering 

Hormone 

FoxO  Forkhead-box class O 

GP  Glàndula protoràcica 

HJ  Hormona juvenil 

ILP Pèptids similars a la 

insulina 

InR  Receptor d’insulina 

MAPK Mitogen activated protein 

kinases 

Met Methoprene-tolerant 

mRNA  RNA missatger 

Nvd  Neverland 

Phm  Phantom 

PolyH Polihedrina de 

Polihedrovirus 

Ras  Rat sarcoma 

RNAi  RNA d’interferència  

RXR Receptor X de retinoides 

Sad  Shadow 

SEM Error estàndard de la 

mitjana 

SNC  Sistema nerviós central 

Spot  Spookiest 

TOR  Target of rapamycin 

USP  Ultraespiracle 
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1. INTRODUCCIÓ 

1.1. Via de senyalització de la insulina 

La via de senyalització de la insulina és una via molt conservada evolutivament en tots 

els metazous que depèn de l’estat nutricional de l’organisme, i que es troba 

involucrada en la regulació del metabolisme i altres processos fisiològics relacionats, 

com és el cas del creixement, la reproducció, l’envelliment, la resistència a l’estrès, i 

l’activitat immunològica (1,2).  

Tot i que hi ha vàries famílies de pèptids similars a la insulina, el principal lligand del 

receptor d’insulina en mamífers és la insulina, una petita hormona peptídica amb acció 

anabòlica sintetitzada per les cèl·lules 𝛽𝛽 del pàncrees (1,3). En insectes, els ortòlegs 

de la insulina es diuen habitualment Insulin-like Peptides (ILPs). L’expressió, la síntesi 

i l’alliberació dels ILPs per part de teixits com el sistema nerviós, cos gras, ovaris, 

testicles, intestí, entre d’altres, responen  a l’estat nutricional de l’insecte. Podem 

trobar un nombre variat de ILPs, ja que depèn de l’espècie a la qual pertanyin. Per 

exemple, trobem 8 ILPs en el cas de la Drosophila melanogaster, 4 en el Tribolium 

castaneum, 38 en el Bombyx mori, i 8 en Blattella germanica (1,4,5). 

Com s’ha indicat més amunt, la insulina o ILPs s’uneixen i activen a uns receptors de 

membrana amb activitat tirosina quinasa anomenats receptors d’insulina (InR). 

Aquests desencadenen principalment una cascada de fosforilacions de diferents 

molècules que finalitzaran amb la fosforilació de FoxO (Forkhead-box class O), el 

principal factor transcripcional d’aquesta via. La fosforilació de FoxO fa que es 

mantingui al citoplasma i no pugui  i no sigui capaç d’entrar al nucli, disminuint el seu 

efecte transcripcional sobre diversos gens (6,7). Aquesta via regula processos 

relacionats amb el metabolisme, el desenvolupament i la reproducció, juntament amb 

altres cascades de senyalització que inclouen la presència de molècules com Ras, 

ERK, MAPK, i mTOR (1,8). 

1.1.2. Receptors d’insulina 

Els insectes tenen en general dos gen que codifiquen per a InR degut a una duplicació 

gènica anterior a l’aparició dels insectes alats (9). Alguns llinatges van perdre un gen 

d’InR, i per això, només tenen un sol tipus. Succeeix en la Drosophila melanogaster i 

Bombyx mori. En canvi, altres espècies com Apis mellifera i Nilaparvata lugens van 

mantenir la duplicació, i actualment presenten dos tipus de receptors. En el cas d’un 
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llinatge de Polyneoptera que va donar lloc a insectes pal, tèrmits i paneroles, una 

segona duplicació va incrementar el nombre de InR fins a tres (9,10). En aquest grup 

es poden trobar la panerola Blattella germanica, a on es troben 3 receptor d’insulina, 

InR1, InR2 i InR3. 

1.2. Blattella germanica com a model experimental 

La utilització de mamífers en la investigació ha contribuït a entendre diferents 

processos biològics que han servit per detectar i tractar malalties en humans, ja que 

la majoria comparteixen un 95% dels gens humans. La investigació amb mamífers, 

però, comporta limitacions econòmiques perquè son cars de mantenir; limitacions 

ètiques (principi de les 3R: reemplaçar, reduir i refinar); i fisiològiques, a causa de la 

seva complexitat, que dificulta l’anàlisi de certs processos biològics. Com a alternativa, 

hi ha models in vitro i altres models in vivo, com ara els insectes. Aquests últims, son 

bons per estudis de neurobiologia, metabolisme, genètica, desenvolupament i 

comportament animal, fet que s’utilitzen per la recerca mèdica perquè s’assemblen 

genètica i fisiològicament als mamífers. A més, són més econòmics de mantenir, 

presenten un cicle de vida curt, una taxa de reproducció elevada, i comporten moltes 

menys restriccions ètiques (11). 

El model que s’utilitza en aquest treball és la Blattella germanica (B. germanica), un 

insecte de l’ordre Blattodea molt comú arreu del món degut a que és una plaga 

domèstica. Destaquen per la seva supervivència, ja que son insectes petits, molt 

resistents a diferents hàbitats i pesticides, i tenen una alimentació variada. 

Coexisteixen amb els humans i poden transmetre patògens, malalties, provocar 

al·lèrgies i empitjorar l’asma. Per aquests motius és important l’estudi d’aquest insecte 

(12). 

B. germanica mesura uns 12-15 mm en l’edat adulta, està segmentat en cap, tòrax i 

abdomen, té 3 parells de potes, i 2 parells d’ales en els adults. El primer parell d’ales, 

les ales mesotoràciques, estan endurides i s’anomenen tegmines. El parell d’ales 

posterior o metotoràciques son ales membranoses. Els adults estan recoberts per una 

cutícula, exoesquelet de quitina, de color marró amb dues línies paral·leles negres 

sobre el tòrax molt característiques d’aquesta espècie. Al ser un insecte hemimetàbol, 

el seu desenvolupament presenta una metamorfosis incompleta, és a dir, 

experimenten 3 etapes de canvi en el seu cicle vital: ou, nimfa i adult (fig. 1). Les 
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nimfes son les formes immadures de l’organisme que desclouen dels ous i que, 

posteriorment, pateixen 6 estadis nimfals abans de mudar en adult (muda imaginal). 

Morfològicament s’assemblen però els adults son més grans, presenten ales i genitals 

funcionals (13). 

 

1.3. Senyalització de la muda 

El desenvolupament post-embrionari dels insectes està regulat pel sistema endocrí, 

principalment per l’hormona juvenil (HJ) i els ecdisteroides (20-hidroxiecdisona, 20E, 

és la forma activa). Ambdues regulen la reproducció, el desenvolupament i la 

metamorfosis (14,15). L’HJ és sintetitzada pels corpora allata (CA), un parell de 

glàndules retrocerebrals. Per la seva part, els ecdisteroides son sintetitzats a la 

glàndula protoràcica (GP), situada al protòrax (15). La GP consta de dos eixos 

musculars envoltats de cèl·lules productores d’ecdisteroides que es degenera un cop 

es produeix la muda imaginal, ja que els ovaris i testicles s’encarreguen de produir 

ecdisteroides en l’adult. De fet, a partir del dia 7 de l’últim estadi nimfal (N6D7), és 

quan la GP deixa de créixer i comença a degenerar-se (16). 

L’estat energètic de l’insecte té un paper fonamental en el desenvolupament perquè 

la insulina o ILPs actuen con a sensors nutricionals activant cascades intracel·lulars 

quan s’uneixen als InRs. Algunes d’aquestes vies estan involucrades en la biosíntesi 

de la JH i del 20E. Els diferents nivells d’aquestes hormones al final de cada fase del 

desenvolupament, determinarà quina muda es produirà (fig. 2). La presència elevada 

de 20E, indueix el procés de muda, mentre que nivells d’HJ determina la naturalesa 

18 
 

Adult N6 N5 N4 N3 N2 N1 Ou 

4-6 dies 5 dies 5 dies 7 dies 
Figura 1: Cicle de vida de B. germanica des de l’ou fins l’adult. Es pot observar els dies que 
necessiten per canviar d’estadi. 
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d’aquesta. Quan el pic de 20E coincideix amb el de l’HJ, la muda serà entre estadis 

juvenils. I quan el pic de 20E es produeix amb baixos nivells d’HJ, la muda serà 

imaginal (17,18). Concretament, a l’últim estadi nimfal de B. germanica, el pic de 20E 

es dona el dia 6 (N6D6), iniciant la metamorfosi cap a l’adult (19).  

 

1.3.1. Biosíntesi dels ecdisteroides 

La via de síntesi dels ecdisteroides (fig. 3) comença amb el colesterol ingerit de la 

dieta, que pateix una sèrie d’hidroxilacions, a la GP, fins a convertir-se en ecdisona 

(15). Aquesta és alliberada a l’hemolimfa i anirà a diferents teixits perifèrics a on 

experimentarà una darrera hodroxilación per convertir-se en 20E (18,20). Tota 

aquesta conversió es dona gràcies a la participació dels enzims ecdisteridogènics, 

varis dels quals, formen part de la família del citocrom P450, codificats pels gens de 

la família “Halloween” (Halloween genes) (21–23). 

La 20E s’uneix a un receptor heterodímer format per la combinació de dos factors de 

transcripció: el receptor d’ecdisona (EcR) i ultraespiracle (USP). La seva activació 

indueix l’expressió de gens primerencs (com E75A i HR3A), que alhora, s’autoregulen 

i controlen l’expressió dels gens secundaris o tardans. Aquests últims son els que 

s’encarreguen del procés de metamorfosis (18,24). 

Figura 2: Nivells de 20E i HJ al penúltim estadi nimfal (N5D0), últim estadi nimfal (N6D0), i 
adultes de femelles. (A) Nivells de 20E a l’hemolimfa. (B) Nivells d’HJ sintetitzada per la Corpora 
allata (CA) (19). 
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1.3.2. Procés de muda 

La muda és un procés que es produeix 

entre els estadis nimfals fins el 

desenvolupament de l’adult. Consta de 2 

etapes: l’apòlisis i l’ecdisis, i es produeix 

gràcies a la interacció entre dels 

ecdisteroides (20E) i els neuropèptids 

secretats pel sistema nerviós central 

(SNC), que coordinen tot el procés (25). 

Quan els nivells de 20E en l’hemolimfa son 

elevats comença el procés d’apòlisis, és a 

dir, es produeix la separació de l’epidermis 

de l’antiga cutícula de la nova cutícula que 

s’ha sintetitzat a sota (26). Al decaure els 

nivells de 20E, es determina la fi de 

l’apòlisis i l’inici de l’ecdisis, el següent pas 

de la muda. Aquest es pot dividir en 3 

fases: pre-ecdisis, ecdisis i post-ecdisis 

(27). 

• Pre-ecdisis: la disminució dels 

nivells de 20E promou l’activació de 

les cèl·lules Inka, unes cèl·lules situades al voltant de les tràquees en estadis 

juvenils que es degeneren quan l’insecte muda a adult. Aquestes produeixen 

Ecdysis Triggering Hormone (ETH), una hormona peptídica que és detectada 

pel SNC, i desencadena l’ecdisis (25,26). A l’últim estadi nimfal (N6) de B. 

germanica, el pic d’ETH es dona el dia 7 (N6D7) (28). 

• Ecdisis: és quan l’insecte produeix una sèrie de moviments musculars 

ondulatoris en diferents parts del cos l’objectiu de trencar l’antiga cutícula i 

separar-se’n d’aquesta. A nivell molecular, la presència d’ETH provoca la 

síntesi de Eclosion Hormone (EH) per part del cervell, que indueix l’alliberació 

de Crustacean Cardioactive Peptide (CCAP) i de més ETH. D’aquesta manera, 

es crea una retroalimentació positiva (26). 

Figura 3: Via de síntesi dels ecdisteroides. 
En verd es mostren els gens implicats en 
aquesta via. Tret de neverland, la resta son 
Halloween genes. A la Black box hi ha alguns 
gens que encara no estan ben caracteritzats, 
i varien entre insectes.(20). 

Spookiest 
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• Post-ecdisis: s’allibera l’antiga cutícula i augmenten els nivells de CCAP, 

provocant l’activació de Bursicon, un neuropèptid que s’encarrega de d’endurir 

(esclerotitzar) i pigmentar la cutícula (26,27). 

1.4. Antecedents del treball 

 

2. OBJECTIUS 

Els objectius principals del present treball son dos: 

1. Entendre el procés de la muda i la seva regulació. 
2. Identificar quin és l’efecte del silenciament amb RNAi del InR2 en la 

glàndula protoràcica per així establir quin és el paper d’aquest receptor 
en el procés de la muda imaginal.  

Per aconseguir-ho, es van establir els següents subobjectius: 

1. Quantificació dels nivells de mRNA de diferents gens de la via de síntesi de 

l’ecdisona (gens ecisteroidogèncis) a la glàndula protoràcica. 

2. Identificació de la funció de InR2 en la glàndula protoràcica. Anàlisis del fenotip 

produït pel silenciament de InR2 en l’expressió dels gens ecdistroidogènics. 

3. Estudi de la funció de InR2 en el creixement. Mesura del creixement del pronot 

en individus control i interferits per InR2. 

4. Identificació de la funció d’ETH en el procés de muda. Observació del fenotip 

produït pel seu silenciament i comparació d’aquest fenotip amb el reportat pel 

silenciament de la senyalització de la 20E i de InR2. 

5. Anàlisi de la regulació de l’expressió de ETH. Quantificació dels nivells de 

mRNA d’ETH, E75A i HR3A en individus control i interferits per InR2 i 

comparació amb els nivells d’expressió dels enzims ecdisteroidogènics 

 

3. MATERIALS I MÈTODES 

3.1. Insectes 

L’espècie utilitzada en aquest treball va ser la panerola Blattella germanica. Pels 

experiments es van utilitzar principalment femelles del cinquè (penúltim) (N5) i sisè 

(últim) (N6) períodes nimfals. Les paneroles provenien d’una colònia establerta a l’IBE 
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i es mantenien a la foscor a 30 ± 1 ºC, amb una humitat relativa d’entre 60-70%. 

S’alimentaven de pinso de gos (PANLAB) i aigua ad libitum. 

3.2. RNA interferència (RNAi) 

3.2.1. Clonació del cDNA  

3.2.2. Síntesi de dsRNA 

3.3. Injecció dsRNA 

3.4. Disseccions dels teixits  

3.5. Extracció de RNA, síntesi cDNA i qRT-PCR 

3.5.1. Extracció de RNA 

3.5.3. Reacció en cadena de la polimerasa a temps real (qPCR) 

3.6. Anàlisi estadístic 

L’anàlisi estadístic es va realitzar amb el programa IBM SPSS Statistics (v. 29). La 

comparació de les mitjanes del valors en el control i els tractats es va realitzar utilitzant 

el test t de Student. Es va considerar que les diferències eren estadísticament 

significatives quan p < 0.05. 



8 
 

4. RESULTATS 

4.1. Quantificació dels nivells de mRNA dels gens ecdisteroidogènics a la GP 

4.2. Identificació de la funció del InR2 a la GP 

4.3. Estudi de la funció del InR2 en el creixement 

4.4. Identificació de la funció d’ETH a la muda 

4.5. Identificació de la funció del InR2 a les tràquees 

5. DISCUSSIÓ 

5.1. Quantificació dels nivells de mRNA dels gens ecdisteroidogènics a la GP 

5.2. Identificació de la funció del InR2 a la GP 

5.3. Identificació de la funció d’ETH a la muda 

6. CONCLUSIÓ 
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