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 La piel 
 

La piel es el sistema de órganos más grande del cuerpo y como tal, desempeña 

funciones importantes tales como la protección ante agresiones mecánicas e 

infecciones y el mantenimiento de la temperatura corporal y del equilibrio de fluidos 

en el cuerpo (1).  Esta compuestas por tres capas llamadas epidermis, dermis y tejido 

subcutáneo o hipodermis (Figura 1) (2).  

 

La epidermis, la capa más externa de la piel, es un epitelio escamoso 

estratificado que está formado por diferentes tipos celulares, de los cuales, el 90-95% 

son queratinocitos. Estas células epiteliales, experimentan un proceso de 

diferenciación (queratinización) desde la capa basal hasta el estrato córneo, primera y 

última capa de la epidermis de dentro hacia fuera, lo que en última instancia resulta en 

la formación de células escamosas anucleadas (corneocitos) que forman el estrato 

córneo. Así pues, la epidermis se divide en 4 o 5 capas dependiendo de la zona 

anatómica del cuerpo. La primera capa, como ya se ha dicho, es la capa basal, seguida 

del estrato espinoso, el estrato granuloso, el estrato lúcido y el estrato córneo. El 

Figura 1: Estructura esquemática de la piel. Creada con BioRender. 
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estrato lúcido únicamente se encuentra en la región palmoplantar. Además, la 

epidermis también contiene dos unidades estructurales distintas, las glándulas 

sudoríparas y los folículos pilosos (3).  

La dermis está formada por una capa gruesa de tejido conectivo que consta, 

entre otras, de fibras de colágeno (Col) y elastina, proteínas que le otorgan resistencia 

y flexibilidad respectivamente. Las más abundantes son las fibras de Col (>90%) que 

están compuestas fundamentalmente por Col tipo I y Col tipo III. La dermis a su vez, se 

divide en dos capas, la dermis papilar, a continuación de la epidermis, y la dermis 

reticular. La dermis papilar es más rica en células y está formada por una malla fina de 

haces de Col. La dermis reticular, o profunda, está formada por haces de Col más 

gruesos que se disponen de forma paralela a la superficie de la piel. La dermis está 

compuesta por diferentes tipos celulares, como fibroblastos, dendrocitos dérmicos y 

mastocitos, vasos sanguíneos y terminaciones nerviosas (3).   

La hipodermis está formada por tejido graso donde el principal tipo celular son 

los adipocitos. Esta capa desempeña un papel importante en la termorregulación y el 

suministro de energía (3). 

 Fibrosis 
 

La fibrosis, es un mecanismo fisiológico que se da en respuesta a un daño en el 

tejido. Se define como el aumento de la proliferación de fibroblastos y deposición de 

matriz extracelular (MEC), que, cuando adquiere un carácter patológico, puede 

destruir la arquitectura normal y producir la disfunción del órgano. Las células más 

importantes involucradas en este proceso son los miofibroblastos, que son células 

mesenquimales contráctiles productoras de Col. Estas células se generan a partir de 

diversas fuentes como por ejemplo las células epiteliales, que sufren el proceso de 

transición epitelio mesenquimal (TEM), y de los fibroblastos residentes, que sufren el 

proceso de transición de fibroblasto a miofibroblasto (TFM) (Figura 2). La TEM es un 

proceso mediante el cual las células epiteliales experimentan cambios fenotípicos, 

perdiendo la adhesión intercelular y la polaridad apical basal, adquiriendo 

características mesenquimales que le confieren capacidad migratoria. El primer paso 

es la pérdida de marcadores epiteliales, como la zonula occludens 1 (ZO-1) y la E-
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cadherina, las cuales mantienen el contacto intercelular mediante uniones estrechas y 

adherentes respectivamente. A continuación, se produce la regulación al alza de 

componentes de la MEC como el Col tipo I y la fibronectina. Esta última interactúa con 

otros componentes de la MEC y con moléculas de adhesión celular favoreciendo la 

motilidad. Este proceso, como se ha dicho anteriormente, interviene en mecanismos 

fisiológicos tales como la cicatrización de heridas cutáneas, durante la cual, los 

queratinocitos estacionarios migran a través del lecho de la herida para restaurar la 

barrera epidérmica (4–7).  

  

Aunque la fibrosis puede tener diferentes etiologías, generalmente, es el 

resultado de una inflamación crónica inducida por diferentes estímulos como 

infecciones, isquemia, reacciones alérgicas o autoinmunes, radiación o agresiones 

químicas. La inflamación persistente provoca la liberación sostenida de citocinas, 

quimiocinas y factores de crecimiento fibrogénicos (8). Las células del sistema 

inmunológico secretan, entre otras moléculas, el factor de crecimiento transformante 

β (TGFβ), que activa a las células residentes provocando su transición a miofibroblasto 

Figura 2: Origen de los miofibroflastos en fibrosis cutánea. Los miofibroblastos, que son células 
mesenquimales que sintetizan y secretan componentes de la matriz extracelular (MEC) y contribuyen a 
la fibrosis, se originan a partir de diversas fuentes tales como: la transición epitelio mesenquimal (TEM), 
y la transición de fibroblastos a miofibroblastos (TFM). Creada con BioRender. 
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y la expresión por lo tanto de α-actina de músculo liso (α-SMA), proteína contráctil y 

marcador por excelencia de los miofibroblastos (6–8). Este tipo celular también se 

puede identificar por el incremento en la expresión de la proteína de activación de los 

fibroblastos (FAP) (9). 

 

 TGFβ 
 

La superfamilia de citocinas TGFβ está formada por TGFβs, activinas, inhibinas, 

proteínas morfogénicas óseas (BMP), la hormona anti-müleriana y factores de 

diferenciación y crecimiento. Los TGFβs, están involucrados en muchos procesos 

celulares, los cuales incluyen la proliferación, la TEM y la remodelación de la MEC. Por 

ejemplo, en el caso de las células epiteliales, los TGFβs inhiben la proliferación e 

inducen su diferenciación. Aunque las TGFβs forman parte de los mecanismos de 

mantenimiento de la homeostasis de los tejidos, estas moléculas se sobre-expresan en 

patologías tales como el cáncer, procesos fibróticos e inflamación (10,11).  

Existen tres isoformas de TGFβs en humanos: TGFβ1, TGFβ2 y TGFβ3. La 

isoforma que adquiere mayor importancia en la presente tesis doctoral es TGFβ1 por 

su papel en el proceso de curación de heridas (12,13). Además, TGFβ1 es la más 

predominante y se encuentra de forma casi ubicua en todos los tejidos de mamíferos. 

De hecho, es la isoforma a la que se le atribuye principalmente el desarrollo de la 

fibrosis tisular (8). Todas las isoformas de TGFβs se secretan en su forma latente 

inactiva, formada por un homodímero unido a una secuencia de aminoácidos conocida 

como péptido asociado latente (LAP). Este a su vez, está unido a una proteína 

denominada proteína de unión al TGFβ latente (LTBP), formando un complejo 

denominado complejo grande de latencia (LLC), que interactúa con la MEC. De esta 

forma, las isoformas de TGFβs no pueden unirse a sus receptores. El proceso de 

activación de los TGFβs implica la liberación del LLC de la MEC, así como la posterior 

proteólisis del complejo LAP-LTBP. Los TGFβs activos, se unen y activan a los 

receptores serina/treonina quinasa tipo I y II (receptores de TGFβ tipo I (TβRI) y 

receptores TGFβ tipo II (TβRII)) induciendo la formación de complejos heterodiméricos. 

Los TGFβs tienen una mayor afinidad por los TβRII, los cuales fosforilan a los TβRI, lo 

que conlleva la activación de las rutas de señalización aguas abajo del receptor: la vía 
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canónica dependiente de SMAD y las vías independientes de SMAD o no canónicas 

(10–12).  

La familia de proteínas SMAD esta compuestas por: SMAD regulado por 

receptores (R-SMAD 1,2,3,5 y 8), SMAD mediadora común (Co-SMAD 4) y las SMAD 

inhibitorias (I-SMAD 6 y 7) (14).  Solo los R-SAMD son fosforilados y activados por los 

TβRI. SAMD2 y SMAD3 responden principalmente a la señalización de la subfamilia 

TGFβs, mientras que, SMAD1, 5 y 8 lo hacen a la de BMP (11). En la vía dependiente de 

SMAD, SMAD2 y SMAD3 son fosforilados por dicho receptor y se translocan al núcleo 

junto SMAD4, donde interactúan con otros factores de la transcripción modulando la 

expresión génica de, por ejemplo, α-SMA, lo que a su vez promueve el depósito de 

proteínas de la MEC como Col tipo I y III (15). Las vías no canónicas engloban rutas de 

señalización que dependen, entre otras, de proteínas quinasas activadas por 

mitógenos (MAPK) (10). Los miembros de esta familia de proteínas regulan procesos 

celulares tales como la diferenciación, la proliferación, la supervivencia o la apoptosis. 

De entre las vías MAPK activadas por TGFβ se encuentra la quinasa regulada por 

señales extracelulares (ERK) (Figura 3) (8). 

 

Figura 3: vía canónica dependiente de SMAD y vía no canónica MAPK/ERK.  El factor de crecimiento 
transformante β (TGFβ) se une al receptor heterodimérico que se autofosforila y fosforila a su vez a 
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proteínas intracelulares tales como SAMD2 y SMAD3 o ERK1/2, lo que conlleva la activación aguas abajo 
de rutas de señalización y la transcripción de genes relacionados con procesos celulares tales como la 
transcripción epitelio mesenquimal (TEM). Creada con BioRender.  

 

 Fibrosis cutánea 
 

La fibrosis cutánea ocurre en una variedad de enfermedades como la esclerosis 

sistémica (ES) o esclerodermia (15–17), queloides (5), cicatrices hipertróficas y otras 

afecciones (18). Todas ellas comparten una característica, y es la deposición excesiva 

de Col y otros componentes de la MEC debido a la activación de los fibroblastos 

dérmicos (19). Los trastornos fibróticos pueden afectar en gran medida a la duración y 

calidad de vida de los pacientes con disfunción orgánica y trastornos psicológicos 

(5,18).   

En el caso de la ES, por ejemplo, en EEUU hay aproximadamente 100.000 casos 

con un promedio de supervivencia de 11 años. Esta es una enfermedad sistémica del 

tejido conectivo donde entre los órganos más afectados destacan los pulmones, el 

corazón, el tracto gastrointestinal, los riñones y la piel (18). Desde el punto de vista 

patogénico, generalmente se considera que la autoinmunidad, la vasculopatía y la 

fibrosis son los principales procesos fisiopatológicos (20). La esclerosis de la piel es el 

rasgo más característico de la ES, junto con la enfermedad pulmonar intersticial (EPI),  

y se evalúa mediante la puntuación de Rodnan modificado (mRSS) (21). Esta es una 

técnica que se utiliza para medir el grosor de la piel y que puede relacionarse con la 

gravedad y la mortalidad en pacientes con ES. Se trata de estimar el grosor de la piel 

palpándola y usando una escala del 0 al 3 en 17 áreas del cuerpo (22).  

En la etapa final de la ES, hay un depósito excesivo de Col en la dermis, con 

pérdida de las estructuras anexiales y tejido adiposo asociado (18). La ES se clasifica en 

dos formas clínicas principales según el grado de afectación de la piel: esclerosis 

sistémica limitada (ESL) y esclerosis sistémica difusa (ESD). Los pacientes con ESL 

sufren de fibrosis en la piel en la cara y extremidades (distales a las rodillas y los 

codos), sin embargo, en la ESD, la fibrosis se produce en el tronco y partes proximales 

de las extremidades. La ESL tiene una progresión más lenta, lo que conlleva un 

pronóstico relativamente bueno con una supervivencia de 10 años superior al 90%. En 
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la ESD, el porcentaje de supervivientes con una esperanza de vida de 10 años o más 

oscila entre el 65 y el 82%, resultado de la amplia gama de complicaciones sistémicas  

(21).  

Hablando de las características moleculares de esta patología, estudios previos 

han demostrado que los fibroblastos extraídos de pacientes con ESD sobre-expresan 

los TβRI y TβRII versus fibroblastos sanos y que esta sobre-expresión a su vez está 

relacionada con un incremento en la deposición de Col tipo I (23). También se ha 

probado un aumento en la fosforilación de SMAD2/3 en la epidermis de pacientes con 

ES (24). Por otro lado, varios estudios han demostrado una sobre-expresión de la 

proteína 3 de unión al factor de crecimiento parecido a la insulina (IGFBP3). Esta es la 

principal proteína transportadora del factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-

1) pero también posee otras funciones fisiológicas. Se ha observado un aumento de 

IGFBP3, además del caso de los pacientes de ES, en otras afecciones fibróticas como la 

fibrosis pulmonar idiopática (FPI). Además, en este caso, la estimulación de 

fibroblastos de pulmón con IGFBP3 resultó en un aumento en la deposición de 

fibronectina, por lo que, los autores sugieren que esta proteína juega un papel 

importante en el inicio y/o perpetuación de la fibrosis (25,26). Además, también se ha 

visto que, hay una mayor expresión de calponina en las biopsias de piel procedentes 

de pacientes de ES, proteína que favorece la motilidad celular y cuya expresión 

aumenta en el caso de los miofibroblastos (27). 

La cicatrización de heridas es un proceso fisiológico importante para mantener 

la integridad de la piel después de un traumatismo. La aberración en dicho proceso 

conlleva una cicatrización excesiva, con la formación de cicatrices hipertróficas y 

queloides (Figura 4), o heridas crónicas (úlceras) (28). Los pacientes con diabetes, los 

ancianos y los pacientes con trastornos genéticos, están especialmente predispuestos 

a la curación anormal de heridas que conducen a secuelas a largo plazo (29). Los 

queloides representan tumores fibroproliferativos benignos que se originan, 

normalmente, en respuesta a un traumatismo en la piel y a una expresión excesiva de 

factores de crecimiento y citoquinas. El tejido queloide se caracteriza por una 

deposición excesiva de componentes de la MEC, mayoritariamente Col, y por rebasar 

los márgenes de la herida a diferencia de la piel hipertrófica (14). La cicatriz 
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hipertrófica, por lo general, se aplana al nivel de la piel circundante y puede retroceder 

con el tiempo. Un queloide, por el contrario, suele necesitar de cirugía para su retirada 

y además tiene una alta tasa de recurrencia (28). 

 

Figura 4: imágenes representativas de cicatrices hipertróficas (izquierda) y queloides (derecha). 
Imagen obtenida de DermNet NZ (30). 

 

 Mecanismo de reparación de heridas y TGF 
 

Existen varias fases en el mecanismo de reparación de heridas (Figura 5), tales 

como la hemostasia, inflamación, proliferación y maduración. La hemostasia puede 

definirse como la interrupción del sangrado después de una lesión e implica 

vasoconstricción, agregación plaquetaria y coagulación de la sangre (13). La agregación 

plaquetaria conlleva la desgranulación de las plaquetas y la liberación de factores 

quimiotácticos (quimiocinas) y factores de crecimiento como el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF) y TGF1 (28,29,31)  PDGF es un potente mitógeno que 

atrae neutrófilos, macrófagos y fibroblastos. Las plaquetas, en este caso, son la 

principal fuente de TGF1, pero este factor de crecimiento también es liberado por 

macrófagos, neutrófilos, fibroblastos y queratinocitos (1). En la inflamación, los 

neutrófilos y macrófagos fagocitan el tejido muerto o dañado además de las bacterias 

y generan un microambiente hostil para las mismas por medio de las especies 

reactivas de oxígeno (ERO). En la fase proliferativa se forma el tejido de granulación, 

que está compuesto por fibroblastos activados y miofibroblastos que sintetizan una 

nueva MEC y ayudan a contraer la herida (29). Una característica distintiva del proceso 

fisiológico normal de reparación de heridas es la capacidad de detener la producción 

continua de Col, con un depósito máximo de aproximadamente 21 días (16). En esta 

fase, las células epiteliales también proliferan para restablecer la barrera epidérmica 

(32). El tejido de granulación será después desplazado por tejido conectivo normal en 
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la fase de maduración (29). Este último paso requiere de un equilibrio preciso entre la 

apoptosis de las células existentes y la formación de nuevas células (28). En un proceso 

normal de cicatrización de heridas, existen señales de “detención” que cesan los 

mecanismos de reparación cuando se cierra la herida y se completa la reepitelización 

(1). La patogénesis de la cicatrización excesiva de heridas no está del todo clara, 

aunque la clínica sugiere que esta puede deberse a un desequilibrio en cualquiera de 

las fases del proceso de cicatrización de heridas (28,33). La persistencia de la población 

de miofibroblastos en el caso de las cicatrices hipertróficas podría estar relacionada 

con una inhibición de la apoptosis. De hecho, se ha visto que, los miofibroblastos 

derivados de cicatrices hipertróficas tienen respuestas diferenciales a inductores 

apoptóticos en comparación con los miofibroblastos cuyo origen son heridas cutáneas 

normales. Este fenómeno, la muerte celular programada, podría inducirse en el caso 

del mecanismo de reparación de heridas por la reducción en la concentración de 

factores de crecimiento o por la remodelación de la MEC por parte de las 

metaloproteinasas, lo cual interferiría en la adhesión de los miofibroblastos con la MEC 

(34).  
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Figura 5: Mecanismo de reparación de heridas. Tras una lesión en la piel, las plaquetas se activan y 
liberan factores de crecimiento como el factor de crecimiento transformante β 1 (TGFβ1) y el factor de 
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Estas moléculas, atraen y activan a otras células como 
macrófagos y neutrófilos que además de ampliar la señal liberando más TGFβ1, fagocitan el tejido 
dañado y las bacterias y generan especies reactivas de oxígeno (ERO). TGFβ1 activa a los fibroblastos 
residentes y a los queratinocitos promoviendo su transición a miofibroblastos, células productoras de 
componentes de la matriz extracelular (MEC). Además, los queratinocitos y fibroblastos liberan otros 
factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento de 
fibroblastos (FGF) lo que promueve la proliferación de estas células. Creada con BioRender. 

TGFβ, por lo tanto, juega un papel importante en la homeostasis de la piel. Por 

ejemplo, en un estudio realizado sobre queratinocitos humanos inmortalizados HaCaT 

y dos variantes genéticas de esta misma línea celular, una de las cuales estaba 

transfectada con un vector de ARN interferente para SMAD2, 3 y 4, y la otra sobre-

expresaba SMAD7, se observó que, tras estimular a las células con TGFβ, la 

proliferación disminuyó drásticamente en el caso de las primeras pero que sin 

embargo no afectó a las variantes modificadas. Tanto las HaCaT a las cuales se les 

había inhibido la expresión de SMAD2, 3 y 4, como la variante que sobre-expresaba 

SMAD7 poseían una alta tasa de proliferación en ausencia de TGFβ, la cual no se vio 

afectada tras tratar a las células con dicho factor (35). En el caso de los queloides, se ha 
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visto que hay una sobre-expresión de los receptores TβRI y TβRII en comparación con 

los fibroblastos normales (36). También se ha visto que, la adición exógena de 

anticuerpos neutralizantes de TGFβ1 en modelos de ratón adultos resultó en una 

menor aparición de cicatrices y en una disminución de la deposición de Col y 

fibronectina (37). Estos hallazgos se corroboraron con estudios posteriores. Por 

ejemplo, hubo un experimento in vivo en el que primero se generaron heridas por 

escisión a los ratones y al tercer día se les administró un inhibidor de TGFβ asociado a 

un péptido de direccionamiento vía intravenosa. Esta proteína recombinante dirigía la 

decorina, el inhibidor de TGFβ, a los vasos sanguíneos angiogénicos donde se 

extravasaría a los tejidos. Los análisis histológicos demostraron que, al décimo día, el 

tejido de granulación en las lesiones de los ratones que habían sido tratados con el 

péptido de direccionamiento y decorina era un 50% menor con respecto al grupo 

control. Además, también se redujo significativamente la longitud de las heridas. 

Asimismo, se redujo la expresión de α-SMA y el factor de crecimiento del tejido 

conectivo (CTGF) (38).  

Es decir que, TGFβ1, parece tener un papel fundamental en la formación de 

cicatrices al reclutar células inflamatorias en las primeras fases del proceso de curación 

y promover la síntesis de componentes de la MEC y la contracción de la herida (39).  

 Características y aspectos clínicos de los queloides 
 

A medida que la población envejece, la incidencia y la prevalencia de afecciones 

que conducen a una cicatrización deficiente de la herida también aumenta (40). Los 

queloides pueden aparecer de manera espontánea o tras un traumatismo o infección 

cutánea. Su etiología no está bien definida, pero se sabe que tiene un gran 

componente genético. De hecho, un estudio demostró que, más del 50% de los 

pacientes con queloides tenían antecedentes familiares. Esta cicatrización excesiva se 

observa en individuos de todas las razas, incluidos los albinos, pero se sabe que los 

individuos de piel oscura son más susceptibles a la formación de queloides, con una 

incidencia del 6% al 16% en las poblaciones africanas (33).  

Los queloides pueden aparecer en cualquier parte del cuerpo, aunque, a pesar 

de ello, existen zonas más susceptibles que otras. En este sentido, se ha informado de 
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que la aparición de este tipo de cicatrices es más común en el tórax, los hombros y los 

lóbulos de las orejas, mientras que las plantas de las pies y la palmas de las manos 

resultan en regiones menos frecuentes (41).  

Este tipo de afecciones pueden suponer un impacto para el paciente tanto 

físico como psicológico. Suelen ir acompañados de hiperpigmentación, dolor y prurito. 

Por ejemplo, en un estudio realizado en 120 pacientes con queloides, donde se 

investigó el impacto de dichas afecciones sobre la calidad de vida de los mismos 

gracias al cuestionario Dermatology Life Quality Index (DLQI), un 45% obtuvo una 

puntuación moderada y un 16,66% alta, pudiendo relacionar el mayor impacto sobre la 

calidad de vida en pacientes de edades comprendidas entre los 16 y 35 años y 

preferentemente mujeres. Asimismo, en un 53,33% de los casos, los queloides 

cursaban con dolor, y en un 95% con prurito. Se observaron trastornos funcionales en 

un 33,33% de los casos (42). 

En otro estudio realizado a 28 pacientes, se encontró que el 86% de estos 

experimentó prurito y el 46% dolor. Además, el prurito se daba mayoritariamente en el 

borde mientras que el dolor se asoció más al centro del queloide (43).  

  Tratamiento farmacológico: esclerodermia 
 

El objetivo en el tratamiento de la fibrosis de la piel es restaurar el perfil de 

fibroblastos dérmicos que se encuentran anormalmente activados produciendo así un 

exceso de MEC. Generalmente, la activación anormal de este tipo celular es 

consecuencia final de los procesos fisiopatológicos de la enfermedad, como la 

activación del sistema inmunitario o la vasculopatía (44).  

El metotrexato (MTX) ha sido utilizado para el tratamiento de la fibrosis de la 

piel en la ES. Su uso está limitado a pacientes dónde la fibrosis cutánea evoluciona 

rápidamente pero no afecta a ningún otro órgano, ya que por ejemplo, no tiene ningún 

efecto sobre la EPI (20). 

La ciclofosfamida (CFM) tuvo un efecto beneficioso pero modesto sobre la 

función pulmonar y el engrosamiento de la piel en un ensayo aleatorizado doble ciego 

versus placebo. En este estudio los pacientes fueron tratados con CFM oral durante 12 
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meses, lo que resultó en una mejoría de la capacidad vital forzada (FVC), prueba que 

mide la funcionalidad respiratoria (45). El problema surge porque ha quedado 

demostrado que la EPI requiere de un tratamiento a largo plazo y el perfil de seguridad 

y los efectos secundarios del tratamiento con CFM pueden limitar su uso durante 

períodos prolongados de tiempo (20).  

El micofenolato de mofetilo (MMF) mostró una mejor tolerabilidad y una 

menor toxicidad en un estudio versus CFM, aunque no mejoró la eficacia. Estos 

resultados ponen al MMF como primera opción para el tratamiento de la EPI asociada 

a ES (46). 

Rituximab (RTX), un anticuerpo anti-CD20, también ha demostrado  tener 

efectos beneficiosos en la ES mejorando la fibrosis cutánea y mejorando y/o 

estabilizando la fibrosis pulmonar (47,48). Otro medicamento biológico prometedor 

para el tratamiento de la ES es el tocilizumab (TCZ), un anticuerpo anti-receptor de 

interleucina-6 (IL-6), sin embargo, este no parece mejorar la mRSS y sería beneficioso 

para pacientes con un componente inflamatorio (49). Por otro lado, en un estudio 

basado en fresolimumab, un anticuerpo anti-TGFβ, se vio que el bloqueo de las tres 

isoformas de TGFβ puede ser una estrategia terapéutica para la ES (50).  

Otro enfoque terapéutico con eficacia comprobada es el trasplante de células 

madre hematopoyéticas (TCMH) autólogas. Este tratamiento es efectivo tanto en la 

fibrosis pulmonar como en la cutánea pero tiene una alta tasa de mortalidad, por lo 

que, los pacientes con manifestaciones muy graves fueron excluidos de los ensayos 

realizados para medir la seguridad y eficacia y, por otro lado, los pacientes con 

enfermedad temprana, que podrían beneficiarse de dicho tratamiento, pueden ser 

tratados con terapias más convencionales y seguras como MMF o productos biológicos 

como RTX o TCZ (20,51,52). En un estudio realizado recientemente, se ha visto que, el 

TCMH autólogas mieloablativo, es decir, la administración de quimioterapia y/o 

radioterapia a fin de eliminar las células de la médula ósea previo al trasplante, tiene 

beneficios a largo plazo en pacientes con ES incluyendo una mayor supervivencia en 

comparación con estudios anteriores de trasplante no mieloablativos (53). 
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Pirfenidona y nintedanib son dos fármacos aprobados para el tratamiento de la 

fibrosis pulmonar idiopática (FPI) (20). Un estudio reciente mostró que, nintedanib, 

tiene un efecto beneficioso y estadísticamente significativo sobre el deterioro de la 

función pulmonar en pacientes con EPI secundaria a la ES, pero ningún efecto sobre la 

fibrosis cutánea (54). De la misma manera, se ha investigado la eficacia de la 

pirfenidona en un ensayo controlado aleatorio, pero, en este caso, parece ser que el 

fármaco no tiene efecto sobre las funciones pulmonares y la piel en pacientes con ES 

en comparación con placebo (55). Actualmente, se está llevando a cabo un estudio 

(Identificador de ClinicalTrials.gov: NCT03221257) que combina pirfenidona con MMF 

versus MMF. La combinación de un inmunosupresor con un agente antifibrótico podría 

ser muy beneficioso desde el punto de vista patogénico.  

 Tratamiento farmacológico: cicatrices hipertróficas y queloides 
 

Resulta mucho más eficiente prevenir las heridas hipertróficas que tratarlas 

(56). Cuando un paciente presenta una herida, esta debe ser correctamente 

desinfectada y, según sea necesario, aplicar antibióticos tópicos y/o dispositivos para 

aliviar la presión (57). El objetivo en el tratamiento de las heridas hipertróficas es 

promover su capacidad espontánea de retroceder con el tiempo (58).  

Existen diversos tratamientos para la cicatrización anormal de las heridas, entre 

ellos la cirugía. La tasa de recurrencia tras la escisión quirúrgica de un queloide oscila 

entre 50 y el 80%. Es por ello que no se recomienda la cirugía para el tratamiento de 

estas afecciones ya que además puede exacerbar la situación clínica inicial. En el caso 

de recurrir a dicho tratamiento, se suelen utilizar terapias adyuvantes como por 

ejemplo la radioterapia. Se ha demostrado que, la radioterapia postcirugía de 

queloides reduce la tasa de recurrencia al 2.4-50% (59).  La radioterapia por si sola 

tiene una tasa de respuesta del 10 al 94%, con una tasa de recurrencia en queloides 

del 50 al 100% (56).   

Las láminas de gel de silicona se han utilizado como terapia tópica para 

queloides y cicatrices hipertróficas desde principios de los 80. Son láminas 

autoadhesivas y semioclusivas. También se usan como profilaxis para ayudar a 

prevenir cicatrices anómalas (56). Se trata de un tratamiento seguro, no invasivo, de 
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fácil aplicación sin necesidad de acudir a un centro médico y es por ello que resulta de 

especial utilidad en niños (58). Uno de los  inconvenientes es mantener en contacto la 

lámina de gel con el toda la superficie en lesiones grandes (59). Por otro lado, existen 

también geles autosecantes de silicona tópicos. Comprenden una alternativa a las 

láminas de gel de silicona y la gran ventaja con respecto a estas últimas es su fácil 

aplicación sobre cualquier tipo de superficie (60).  

La terapia de presión se usa para el tratamiento de cicatrices hipertróficas y 

queloides desde la década de los 70 (56). Su uso está más extendido para el 

tratamiento de cicatrices hipertróficas resultantes de quemaduras aunque existe 

controversia en su eficacia (61).  

La crioterapia, la aplicación normalmente de nitrógeno líquido sobre la cicatriz, 

es otra alternativa de tratamiento para estas afecciones que se estudia desde 1982 

(62). En un estudio, por ejemplo, de 93 pacientes con queloides (n=55) o cicatrices 

hipertróficas (n=38) hubo una respuesta buena o excelente en el aproximadamente 

60% de los pacientes, respondiendo mejor las cicatrices hipertróficas. Además, en 

estas últimas, los haces de Col hipertrófico disminuyeron o desaparecieron. No hubo 

recurrencia en ningún caso (63). Otro estudio en 40 pacientes, con un total de 65 

queloides, mostró una eficacia del 73%, pero a su vez, todas estas cicatrices sufrieron 

hipopigmentación y atrofia, efectos secundarios típicos de esta terapia (64). Otra 

opción más novedosa, la cual reduciría los efectos secundarios de la crioterapia 

convencional, sería la crioterapia intralesional. En este caso, se introduce una sonda 

que atraviesa la cicatriz por la cual pasará el líquido criogénico.  El problema viene 

porque no se consigue la erradicación completa de los queloides (65). 

Desde mediados de la década de 1960, las inyecciones intralesionales de 

corticosteroides, han sido un tratamiento habitual para las cicatrices patológicas (66). 

De hecho, es el tratamiento de primera línea para los queloides actualmente. Estos 

fármacos actúan inhibiendo los procesos proinflamatorios y por consiguiente el 

reclutamiento de fibroblastos y el exceso de Col. El tratamiento único con 

corticosteroides intralesionales tiene tasas de respuesta del 50 al 100%, con tasas de 

recurrencia del 9 al 50% (67,68). El acetónido de triamcinolona (TAC) es el 
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corticosteroide más utilizado para el tratamiento de estas afecciones de la piel. Se 

puede usar en monoterapia o en combinación con otras modalidades de tratamiento, 

como por ejemplo de adyuvante tras la escisión quirúrgica de la cicatriz (69). En este 

sentido, se ha estudiado la prevención en la recurrencia de queloides postcirugía 

mediante el tratamiento con inyecciones de corticoesteroides intralesionales versus 

radioterapia y no se han encontrado diferencias estadísticamente significativas (70). 

Por otro lado, se estudió el efecto del TAC en monoterapia versus crioterapia y la 

combinación de ambos. Los resultados sugirieron que la combinación de los dos 

tratamientos era la forma más efectiva de tratar los queloides ya que reducía el 

espesor, dolor y picazón además de que no se observó recurrencia en este grupo en un 

periodo de 8 meses (71).  En el caso de las cicatrices hipertróficas, este tratamiento 

estaría considerado de segunda línea. El inconveniente principal de esta técnica es el 

dolor, pero, además, puede producir atrofia, aparición de telangiectasias e 

hipopigmentación (69).  

El 5-fluorouracilo (5-FU) es un agente antineoplásico que inhibe la síntesis de 

ADN y que se usa con éxito en el tratamiento de cicatrices patológicas desde 1989 (72). 

Se hizo un estudio en 53 pacientes con cicatrices hipertróficas (n=21) y queloides 

(n=32). En el caso de los queloides el tratamiento intralesional con 5-FU se dio tras 

escisión quirúrgica. Los resultados mostraron una recurrencia del 19% en este grupo 

tras un año de seguimiento. En el caso del grupo con cicatrices hipertróficas el 86% 

presentaron una disminución en el volumen de la cicatriz de aproximadamente el 50% 

(73). También se ha probado la combinación del 5-FU y el TAC versus monoterapia en 

un estudio llevado a cabo con 60 pacientes. La disminución en la pigmentación fue más 

rápida y estadísticamente significativa en el grupo 5-FU + TAC. En el caso de la altura 

de la cicatriz, el grupo con mejores resultados fue el 5-FU, y con respecto a la 

vascularización, el TAC fue el grupo que logró una mayor disminución, todo ello con 

relevancia estadística. El dolor y el prurito mejoraron en todos los grupos y en el caso 

del prurito el grupo al que se les había administrado 5-FU lo hizo significativamente 

más rápido. Con respecto a los efectos secundarios, el grupo TAC mostró una mayor 

frecuencia de telangiectasias y atrofia cutánea. Además, la ulceración de la piel fue un 

problema común en el grupo del 5-FU, lo que se observó con una menor frecuencia en 
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el grupo tratado con la combinación y fue inexistente en el grupo de TAC. Por todo 

ello, los autores concluyeron que todos los tratamientos fueron efectivos pero que el 

mejor balance beneficio/riesgo fue para el grupo 5-FU + TAC (74).  

La terapia con láser es otro de los tratamientos actuales para los queloides y las 

cicatrices hipertróficas. Los láseres se pueden clasificar como ablativos y no ablativos. 

Dentro de los láseres ablativos podemos encontrar por ejemplo el láser de dióxido de 

carbono (CO2), y dentro de los no ablativos el láser de colorante pulsado (PDL). Se 

realizó un estudio en el que se utilizó PDL en 16 pacientes que habían desarrollado 

cicatrices hipertróficas o queloides derivadas de una esternotomía media. La 

apariencia clínica de las cicatrices mejoró en todos los casos. El prurito desapareció en 

11 de los 12 de los pacientes que lo sufrían y el ardor en 7 de 8, informando este 

último de una mejoría. Hubo una disminución estadísticamente significativa del 

eritema en comparación con las cicatrices basales, pero, aun así, la diferencia con la 

piel normal seguía teniendo relevancia estadística. También se redujo la altura media 

de la cicatriz y mejoró la flexibilidad (75). En otro estudio se obtuvieron biopsias 

intralesionales de pacientes antes y 7 días después de ser tratados con PDL. El análisis 

inmunohistoquímico reveló que TGFβ1 disminuyó significativamente su expresión tras 

el tratamiento con PDL (76). Por otro lado, la terapia con PDL tuvo una eficacia del 

86,7% en un estudio realizado en 30 pacientes con queloides con una regresión ≥ 50% 

(77).  

 Características histológicas y moleculares de las cicatrices hipertróficas y 
los queloides  

 
Tanto en la piel hipertrófica como en los queloides, hay una mayor vasculatura 

en la dermis en comparación con el tejido cutáneo sano o incluso con cicatrices 

normales. Estas últimas no muestran diferencias estadísticamente significativas. Más 

concretamente, la dermis papilar de la piel hipertrófica tiene casi un 80% más de 

vasculatura versus piel sana/cicatrices normales y un poco más del 60% en la dermis 

reticular. En el caso de los queloides, la vasculatura aumenta en más de un 60% en la 

dermis papilar y hasta casi un 70% en la dermis reticular. Los queloides y la piel 

hipertrófica tampoco muestran diferencias significativas entre sí (78).  
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También se ha visto que, en tejidos que cicatrizan anormalmente, hay un mayor 

número de fibroblastos y una mayor infiltración de células inflamatorias (79). Diversos 

estudios muestran que esta patología a menudo implica una sobre-activación y 

proliferación excesiva de fibroblastos, además de una deficiencia en la apoptosis al 

final del mecanismo de reparación, lo que conlleva una excesiva deposición de MEC 

(1,28,33). Como se ha nombrado anteriormente, en respuesta a  TGF1, los 

fibroblastos se diferencian en miofibroblastos para contraer la herida, reduciendo así 

el espacio a reepitelizar (33), y ayudar a remodelar la MEC. Se ha visto que, la 

señalización persistente de la vía canónica de TGFβ1 promueve, además de la 

proliferación de fibroblastos, la producción excesiva de fibronectina, lo que da lugar a 

una cicatrización hipertrófica (28). La sobre-expresión de esta proteína también ha 

quedado probada en tejido queloide (80). De la misma manera, ha quedado 

demostrado que la expresión génica de Col tipo I está aumentada tanto en queloides 

como en el tejido hipertrófico, sin embargo, la proporción de Col tipo I/III solo se ve 

aumentada en el caso del tejido queloide en comparación con la piel sana (81). Por el 

contrario, la proporción de Col tipo III/I esta aumentada en heridas hipertróficas versus 

no hipertróficas (82).  

Con respecto a las vías de señalización, ha quedado demostrado que la 

fosforilación de SMAD3 está regulada al alza en queloides y que su inhibición con ARN 

de interferencia disminuye la expresión del gen procolágeno en fibroblastos derivados 

de este tejido (83). Además, la expresión de SMAD6 y SMAD7 está disminuida en este 

tipo celular versus fibroblastos normales y fibroblastos obtenidos de cicatrices 

normales. Estas proteínas inhiben  la vía canónica dependiente de SMAD al impedir la 

fosforilación de SMAD3 por parte de los TβRI o, en el caso de SMAD6, impedir la unión 

de SMAD4 con las R-SMAD (84). Esta ruta por tanto se encuentra desregulada en 

procesos de cicatrización aberrantes. Se ha probado que, la inhibición en la expresión 

de TGFβ1, da como resultado una menor fosforilación de ERK1/2 y SMAD2/3 en 

fibroblastos derivados de queloide (28). Además, otros estudios in vitro han 

demostrado que estas células, son más susceptibles a TGFβ1 y PDGF. Se cree que, está 

mayor sensibilidad a dichos factores de crecimiento es debida a una mayor expresión 

de sus receptores por parte de los fibroblastos (14,33).  Parece ser que, los 



21 
 

queratinocitos que derivan de tejido queloide, actúan de forma paracrina aumentado 

la expresión de receptores ALK5, un tipo de TβRI, y TβRII en fibroblastos queloides 

(13). Algunos estudios sugieren que la presencia de miofibroblastos en tejido queloide 

es más común que en otros tejidos, incluyendo las cicatrices hipertróficas, lo que 

sugiere que estas células juegan un papel clave en el desarrollo de este tipo de tumor 

fibroproliferativo benigno (33).  

La remodelación de la MEC es un proceso que debe ocurrir de manera natural 

en la fase de maduración de las heridas. El activador del plasminógeno tipo uroquinasa 

(uPA), el activador tisular del plasminógeno (tPA) y las metaloproteinasas de matriz 

(MMP) están involucradas en dicho proceso (14). El inhibidor del activador del 

plasminógeno‐1 (PAI-1), es un inhibidor del uPA y del tPA. uPA induce la degradación 

de la MEC y por lo tanto PAI-1, al inhibirla, tiene efectos profibróticos (85). PAI-1 es 

uno de los genes más regulados al alza por la vía canónica de TGFβ1 (86). Se ha visto 

que, la expresión de PAI-1 está aumentada tanto in vivo como in vitro en queloide en 

comparación con muestras de piel sana. Además, al inhibir PAI-1 con anticuerpos 

neutralizantes de dicha proteína o agregando uPA a los cultivos in vitro, la 

concentración de Col disminuye, por lo que, el aumento en la actividad de PAI-1 en 

tejido queloide podría explicar la acumulación excesiva de Col (87). Del mismo modo, 

se ha visto una sobre-expresión de PAI-1 y una disminución en la concentración de uPA 

in vitro en cultivos de fibroblastos derivados de heridas hipertróficas versus piel sana 

(85). 

Por otra parte, como se ha comentado anteriormente, en el proceso de 

curación de heridas se generan ERO. Cuando la producción de estas ERO se vuelve 

patológica se promueven procesos fibróticos con una mayor producción de citocinas y 

factores de crecimiento, lo que conlleva un aumento en la supervivencia de los 

fibroblastos y su diferenciación a miofibroblastos (18). La generación de ERO en 

respuesta a TGFβ1 es rápida y precede a la expresión de PAI-1. Las rutas moleculares 

que se requieren para la expresión de PAI-1 son dependientes de las ERO. Otro de los 

genes que se modula al alza por las ERO, además de por TGFβ1, es el que codifica para 

el CTGF (86). CTGF es un péptido rico en cisteína con numerosas funciones biológicas. 

Por ejemplo, en el caso de los fibroblastos, actúa como un agente mitogénico y 
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quimioatrayente, por lo que induce una mayor deposición de MEC. Ya ha quedado 

demostrado en otros trabajos la sobre-expresión de esta proteína en patologías que 

cursan con fibrosis cutánea como la ES o el tejido queloide (88,89).  

Se ha visto que hay un aumento de ERO tanto en cultivos de fibroblastos 

derivados de cicatrices hipertróficas como de queloides en comparación con la piel 

sana (90). Además, el factor de transcripción Nrf2 (nuclear erythroid factor 2), el cual 

regula la expresión de los genes ARE, por sus siglas en inglés Antioxidant Response 

Element, y está implicado en la regulación de la apoptosis, también reduce su 

expresión en tejido queloide (91).  

Las NADPH oxidasas (NOX) son una familia de enzimas que catalizan la 

reducción del O2 produciendo ERO como el ion superóxido (O2
-) o el peróxido de 

hidrógeno (H2O2)  (92). Se han identificado 7 enzimas NOX en humanos (NOX1-5; 

DUOX 1 y 2). Las ERO generadas vía NOX contribuyen a la fisiopatología de las heridas 

crónicas (86). La inducción de la expresión de NOX4 puede darse en diferentes 

condiciones entre las cuales se incluye la expresión de TGFβ1. El producto principal de 

NOX4 es el H2O2 (93). La inhibición de NOX4 en células mesenquimales de pulmón 

inhibió la expresión inducida por TGF-β1 de α-SMA, fibronectina y Col tipo I (94). 

La senescencia celular es un mecanismo por el cual las células detienen 

irreversiblemente su crecimiento. Además, adquieren un fenotipo secretor asociado a 

la senescencia (FSAS), lo que implica la expresión de genes que codifican citocinas 

inflamatorias, factores de crecimiento y otras proteínas como la isoforma β-

galactosidasa asociada a la senescencia (SA-βgal) (95). Este mecanismo puede ocurrir 

por el acortamiento progresivo de los telómeros y la consecuente activación de vías de 

respuesta al daño en el ADN, lo que resulta en la activación de la proteína supresora de 

tumores p53, o por estrés, cuyo origen puede ser, entre otros, el estrés oxidativo, 

radiaciones o terapias citotóxicas, que, consecuentemente, activan al inhibidor de la 

quinasa dependiente de ciclina p16. Ambas vías pueden activar a su vez al inhibidor de 

la quinasa dependiente de ciclina p21, lo que conduce a la detección del ciclo celular 

(96,97). Estudios anteriores han demostrado que los fibroblastos derivados de tejido 

queloide tienen una mayor tasa de senescencia en comparación con los fibroblastos 
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normales (98). Varios estudios han relacionado el estrés oxidativo con un acortamiento 

de los telómeros más rápido, induciendo la senescencia prematura por estrés, 

utilizando por ejemplo el H2O2 (99). Por otro lado, se ha visto que, hay un mayor 

acortamiento de los telómeros en el tejido queloide versus piel sana (100). 

 La fosfodiesterasa 4 como diana farmacológica en fibrosis 
 

El adenosín monofosfato cíclico (AMPc), es una molécula que actúa como 

segundo mensajero regulando respuestas celulares. Por ejemplo, en el caso de los 

fibroblastos, tiene efectos antifibróticos inhibiendo la proliferación y la producción de 

proteínas de la MEC y estimulando la apoptosis. Es sintetizado por la adenilato ciclasa 

(AC) en respuesta a la activación de receptores acoplados a proteínas G, y degradado 

por las fosfodiesterasas (PDE) (101). La concentración de AMPc dependerá, por lo 

tanto, del equilibrio en la actividad de la AC y las PDE. Cuando aumenta la 

concentración intracelular de este nucleótido cíclico, se activan las unidades catalíticas 

de la protein kinasa A (PKA) que difunden hacia el núcleo donde fosforilan a factores 

de la trascripción como la proteína de unión al elemento de respuesta a cAMP (CREB) 

(102). Una vez se fosforila CREB, este se puede unir a los coactivadores 

transcripcionales CBP y su homólogo p300, lo que contribuye a la reducción de la 

inflamación y la fibrosis (102,103). Por ejemplo, en un estudio realizado en la línea 

celular de queratinocitos humanos HaCaT, se vio que, la cascada de señalización AMPc-

PKA-CREB inhibía la transcripción dependiente de SMAD específica de TGFβ. Esto es 

debido al secuestro por parte de CREB de CBP y p300, que además son coactivadores 

transcripcionales de SMAD. La menor disponibilidad de estas proteínas se tradujo en 

una disminución de la expresión de PAI-1 (102). 

Por otro lado, la PKA, también fosforila diferentes proteínas citoplasmáticas 

como las diferentes isoformas de PDE4, lo que puede desencadenar cambios en su 

actividad enzimática o en su interacción con otras proteínas, como Raf-1, lo que inhibe 

su actividad quinasa y por consiguiente la fosforilación de ERK1/2 (104).  

Existen 11 familias diferentes de PDE (PDE1-11) disponibles para la degradación 

de nucleótidos cíclicos. La PDE4 es específica del AMPc y su inhibición puede modular 

las respuestas inflamatorias (103). Existen 4 genes que codifican la PDE4 (PDE4A-D) y 



24 
 

que dan lugar a más de 20 isoformas distintas, gracias al splicing alternativo, las cuales 

se diferencian por su región N-terminal. Estos genes se expresan diferencialmente 

según el tejido y tipo celular (105). Por ejemplo, en el caso del cerebro, la PDE4A, 

PDE4B y PDE4D se expresan de manera ubicua, siendo las dos últimas más 

abundantes, mientras que la expresión de la PDE4C se limita a la corteza, núcleos 

talámicos y cerebelo (106). La secuencia de aminoácidos que forman las diferentes 

isoformas de PDE4 están muy conservadas y constan de dos regiones UCR (upstream 

conserved regions) (UCR1 y UCR2) en el extremo N-terminal y un dominio catalítico en 

el extremo C-terminal. Parece ser que, las regiones UCR tienen un papel regulador de 

la actividad catalítica de esta enzima. Por ejemplo, UCR1 puede ser fosforilado por la 

PKA lo que provoca la activación de la PDE4. Además, como se ha dicho con 

anterioridad, existen diferentes isoformas debido a las variantes de empalme  y estas 

se pueden clasificar según su extremo amino en: forma larga (contiene tanto la región 

UCR1 como la UCR2), forma corta (solo contiene la región UCR2) y la forma semicorta 

(contiene la región UCR2 incompleta) (105,107–109). Hablando del extremo C-

terminal, se sabe que ERK1/2 fosforila a la PDE4B, PDE4C y PDE4D en su región 

catalítica activando o inhibiendo dichas isoenzimas (Figura 6). Por ejemplo, la PDE4B2 

de forma corta se activa con la fosforilación de ERK1/2 y este efecto se inhibe en 

presencia de PD98059, un inhibidor MAPK/Erk quinasa (110). Además, se ha 

demostrado que esta isoenzima está fuertemente relacionada con la respuesta 

inflamatoria, ya que en ratones knockout para PDE4B y estimulados con LPS se redujo 

en hasta un 90% la secreción del factor de necrosis tumoral α (TNF-α), citocina 

proinflamatoria (111). 
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Figura 6: isoformas de la fosfodiesterasa 4 (PDE4). Según el extremo amino-terminal las isoformas de la 
PDE4 se pueden clasificar en: (A) isoformas de forma larga, que contienen dos regiones UCR (upstream 
conserved regions) (UCR1 y UCR2) de las cuales la primera puede ser fosforilada por la proteín kinasa A 
(PKA); (B) isoformas de forma corta, que únicamente contienen la región UCR2; (C) isoformas de forma 
corta que contienen la región UCR2 incompleta. Además, las isoformas de la PDE4 pueden ser 
fosforiladas por la quinasa regulada por señales extracelulares (ERK) en su extremo carboxilo-terminal.  

El interés sobre la PDE4 como posible diana farmacológica se remonta al menos 

cuatro décadas, con el estudio de Ro 20-1724. Este compuesto, categorizado 

posteriormente como un inhibidor de la PDE4, consiguió reducir el tamaño de las 

placas en pacientes con psoriasis cuando se administraba de forma tópica (112). 

Los inhibidores de la PDE4 de primera generación, es decir, Ro 20-1724, 

rolipram y denbufylline, provocaban efectos secundarios tales como náuseas y 

vómitos, por lo que no siguieron su desarrollo clínico. Rolipram, fue investigado para el 

tratamiento de la depresión al atravesar fácilmente la membrana hematoencefálica y 

mejorar la neurotransmisión (113). Denbufylline por su parte, fue investigado para el 

tratamiento de la demencia, pero no resultó eficaz (114). 

 Roflumilast, apremilast y crisaborol son 3 inhibidores de segunda generación 

de la PDE4 que han sido aprobados para el tratamiento de enfermedades inflamatorias 

de las vías respiratorias o de la piel. Apremilast, fue aprobado en 2014 para el 

tratamiento por vía oral de la psoriasis en placas de moderada a grave y para la artritis 

psoriásica. Crisaborol, se usa como tratamiento por vía tópica de la dermatitis atópica 

desde el 2016 (103).  
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 Características de roflumilast 
 

Roflumilast (3-ciclopropilmetoxi-4-difluorometoxi-N-[3,5-di-cloro-4-piridil]-

benzamida) es uno de los inhibidores de segunda generación más potentes de la PDE4 

(CE50=0.2 nM). Fue descubierto en 1993 a raíz del estudio de compuestos químicos 

derivados de la benzamida.  Su biodisponibilidad es del 79% cuando se administra por 

vía oral y tiene una vida media de 15,7 h. Este fármaco se metaboliza rápidamente a su 

metabolito activo N-óxido roflumilast (NOR) (CE50=0.9 nM) (Figura 7) (115). Se trata del 

primer inhibidor de la PDE4 aprobado por la Agencia Europea del Medicamento, por 

sus siglas en inglés, EMA, para el tratamiento de la enfermedad pulmonar obstructiva 

crónica (EPOC) grave asociada a bronquitis crónica en pacientes adultos con 

antecedentes de exacerbaciones (113). El término exacerbación se refiere a un 

empeoramiento agudo de los síntomas iniciales de un paciente. La EPOC es una 

enfermedad pulmonar que cursa con una inflamación crónica y una remodelación 

fibrótica que conlleva la destrucción del parénquima pulmonar, lo que provoca una 

limitación progresiva del flujo de aire (116).  
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Figura 7: Estructura química del roflumilast (arriba) y su metabolito activo (abajo), el N-óxido 
roflumilast (NOR) (115). 

Además de sus efectos antiinflamatorios, ha quedado demostrado que 

roflumilast frena la TFM de fibroblastos de pulmón, así como la excesiva deposición de 

MEC y la TEM de células epiteliales bronquiales humanas en experimentos in vitro, y 

que, además, mitiga la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina in vivo. Este se trata 

de un modelo animal comúnmente utilizado para evaluar el potencial antifibrótico de 

procedimientos terapéuticos. El establecimiento de la fibrosis en este caso se 

considera secundario al estrés oxidativo y a la intervención de múltiples factores como 

TGFβ. En este sentido, el inhibidor de la PDE4 consiguió revertir la expresión de TGFβ1, 

Col tipo I y CTGF una vez instaurada la fibrosis pulmonar por bleomicina. Además, 

también redujo la proliferación de fibroblastos de pulmón extraídos de ratones 

C57Bl/6J. Con respecto a los experimentos in vitro con células epiteliales de bronquio, 

roflumilast, además de aumentar la expresión de marcadores epiteliales y disminuir la 

de marcadores mesenquimales, redujo la expresión de ERO, NOX4 y la fosforilación 

tanto de SMAD2/3 como de ERK1/2, por lo que su efecto está relacionado tanto con la 

vía canónica como con una de las vías no canónicas de TGFβ (117,118).   
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En otros estudios realizados in vitro en fibroblastos de pulmón humano, el 

metabolito del inhibidor de la PDE4 redujo el estrés oxidativo y la expresión, tanto a 

nivel proteico como a nivel genético, de NOX4, proteína implicada en la respuesta 

fibrogénica tras una lesión en el pulmón. Asimismo, NOR, redujo la producción de Col e 

inhibió la proliferación de los fibroblastos (119).   

Así pues, dada la falta de un consenso sobre los tratamientos actuales para las 

distintas afecciones que cursan con fibrosis cutánea como queloides, cicatrices 

hipertróficas y la ES, y dado los efectos beneficiosos, ampliamente estudiados, de 

roflumilast sobre la fibrosis pulmonar, se decidió investigar los efectos de este 

inhibidor de la PDE4 en fibrosis cutánea con experimentos tanto in vitro como in vivo.  
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2 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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 Hipótesis 
 

La hipótesis propuesta en este trabajo se basa en los siguientes hallazgos: 

 

- TGFβ1 juega un papel clave en los procesos fibróticos y en el mecanismo de 

reparación de heridas (12,13,39). Asimismo, ha quedado demostrada la 

sobre-expresión de esta proteína tanto en cicatrices hipertróficas como en 

queloides, con su consecuente deposición excesiva de MEC y proliferación 

de fibroblastos (28,80). En el caso de la ES, se ha visto que hay una sobre-

expresión por parte de los fibroblastos de los receptores de TGFβ1 y un 

incremento en la fosforilación de SAMD2/3 en la epidermis (23,24). 

 

- Se ha observado el efecto beneficioso de fármacos anti-TGFβ en afecciones 

que cursan con fibrosis cutánea (37,38,50). 

 

- La inhibición de la PDE4 y por tanto el incremento en la concentración 

intracelular de AMPc tiene efectos antiinflamatorios y antifibróticos (101–

103). 

 

- Se ha demostrado que roflumilast, mitiga la TFM y la TEM y que revierte la 

sobre-expresión de TGFβ1, Col tipo I y CTGF en modelos de fibrosis 

pulmonar. Asimismo, el fármaco, también reduce la hiperproliferación de 

fibroblastos y disminuye la producción de ERO y la expresión de NOX4, así 

como la fosforilación tanto de SMAD2/3 como de ERK1/2 (117,118).  

 

- Actualmente no existe evidencia sobre los efectos de roflumilast en fibrosis 

cutánea. 

 

Por tanto, se establece la siguiente hipótesis: 

 

Roflumilast mitiga los procesos fisiopatológicos característicos de la fibrosis 

cutánea al inhibir rutas de señalización aguas abajo de TGFβ1. 
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 Objetivos 
 

Con el fin de evaluar la validez de la hipótesis planteada, se establecen los 

siguientes objetivos: 

 

• Analizar el perfil de expresión de las diferentes isoformas de la PDE4 en 

diferentes modelos de fibrosis cutánea.  

 

• Investigar los efectos del silenciamiento de la PDE4 en queratinocitos y 

fibroblastos dérmicos.  

 

• Evaluar los efectos de roflumilast sobre la TFM de fibroblastos dérmicos 

inducida por TGFβ1, así como su capacidad de revertir dicho proceso y 

devolver así a las células su fenotipo de fibroblasto (TMF). 

 
 

• Estudiar los efectos del inhibidor de la PDE4 sobre la TEM inducida por 

TGFβ1 en un modelo 3D de epidermis, así como su reversión tras 

establecerse el fenotipo mesenquimal (TME). 

 

• Observar el papel de roflumilast en la generación de ERO. 

 

• Elucidar el mecanismo de acción del inhibidor de la PDE4.  

 

• Explorar si roflumilast previene y/o revierte la fibrosis cutánea 

secundaria a la administración de ácido hipocloroso (HOCl) en ratones. 
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 Materiales 
 

3.1.1 Reactivos utilizados 
 
Tabla 1. Reactivos y kits utilizados. 

Reactivo Casa comercial Referencia 

2-Mercaptoetanol Sigma - Aldrich M6250 

2x Laemmli Sample Buffer BIO-RAD 1610737 

4',6-Diamidino-2-fenilindol 
diclorhidrato (DAPI) 

Thermo Fisher 
Scientific 

D1306 

4–15% Mini-PROTEAN® TGX™ 
Precast Protein Gels, 15-well, 

15 µl 

BIO-RAD 4561086 

4–20% Mini-PROTEAN® TGX™ 
Gel, 10 well, 50 µl 

BIO-RAD 4561094 

Ácido 
etilendiaminotetraacético 

(EDTA) 

Sigma - Aldrich ED2SC 

Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazino etanosulfónico 

(HEPES) 

Sigma - Aldrich H4034 

Ácido Clorhídrico 37% (Reag. 
USP) para análisis, ACS, ISO 

PanReac AppliChem 131020 

Ácido etilenglicol tetraacético 
(EGTA) 

Sigma - Aldrich E4378 

Agua tratada con DEPC Thermo Fisher 
Scientific 

AM9906 

Albúmina de suero bovino 
(BSA) 

Sigma-Aldrich A7906 

Alcohol isopropílico PanReac AppliChem 131090.1612 

Carbonato de litio Sigma - Aldrich 101752913 

Cell Proliferation ELISA, BrdU 
(colorimetric) 

Sigma - Aldrich 11647229001 

Citrato PanReac AppliChem 141808.1210 

Cloroformo PanReac AppliChem 131252 

Cloruro de Sodio (NaCl) PanReac AppliChem 141659.1211 

Cóctel inhibidor de proteasa Sigma - Aldrich P8340 

Dimetilsulfóxido (DMSO) Sigma - Aldrich 34869 

DPBS Biowest LO615 

DPX PanReac AppliChem 255254 

Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium, high glucose w/l-

glutamine w/o sodium 

Biowest L0102-500 
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pyruvate (DMEM) 

Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium, low glucose, 

GlutaMAX™ Supplement, 
pyruvate (DMEM) 

Gibco  11570586 

Enzima TrypLE™ Select (1X), sin 
rojo fenol 

Thermo Fisher 
Scientific 

12563029 

Eosina Sigma - Aldrich HT110216 

Etanol absoluto para UV, IR, 
HPLC 

PanReac AppliChem 361086 

Factor de crecimiento 
transformante beta 1 (TGFβ1) 

Sigma Aldrich T7039 

Fetal Calf Serum (FCS) Amimed 2-01F00-I 

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
(PMSF) 

Roche 22525322 

Formaldehído 3.7-4.0 % PanReac AppliChem 252931 

GE Healthcare Amersham™ 
ECL™ Prime Western Blotting 

Detection Reagent 

Thermo Fisher 
Scientific 

10308449 

Geneticin™ Selective Antibiotic Gibco  11558616 

Glicerol PanReac AppliChem 131339.1211 

Glucógeno Sigma - Aldrich 10901393001 

Hematoxylin Solution, Gill No. 
3 Hematoxilina 

Sigma - Aldrich GHS332 

Hipoclorito de sodio (NaClO) Sigma - Aldrich 71696 

HyClone™ Amphotericin B 
(Fungiezone) Solution 

Thermo Fisher 
Scientific 

11526481 

Hydroxyproline Assay Kit Sigma - Aldrich MAK008 

Hyperfilm™ ECL™ Sigma-Aldrich GE28-9068-37 

Inhibidores de proteasa 
PierceTM 

Thermo Fisher 
Scientific 

36978 

KBM-Gold keratinocyte Basal 
Medium 

Cultek H3192151 

KGM-Gold keratinocyte growth 
medium SingleQuot 

Cultek H3192152 

Kit de co-inmunoprecipitación 
Pierce™ 

Thermo Fisher 
Scientific 

26149 

KT5720 Sigma-Aldrich K3761 

Lipofectamine™ 2000 
Transfection Reagent 

Thermo Fisher 
Scientific 

11668030 

Luciferase Assay System 10-
pack  

Promega E1501 

Master polymer plus detection 
system (peroxidase) (incl. dab 

Master diagnóstica MAD-000237QK 
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chromogen) 

Metanol PanReac AppliChem 131091.1212 

NAC Sigma-Aldrich A7250 

NonidetTM P 40 Substitute Sigma - Aldrich 74385 

Obacunona selleckchem S3784 

Opti-MEM™ I Reduced Serum 
Medium, No Phenol Red 

Thermo Fisher 
Scientific 

11520386 

Parafina Sigma - Aldrich P3683 

Passive Lysis 5X Buffer Promega E1941 

PD98059 selleckchem S1177 

Pen/Strep stock, 10K/10K 100 
ml 

Cultek H3DE17-602E 
 

Phosphate buffered saline 
(PBS) 

Sigma - Aldrich P4417 

Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher 
Scientific 

23227 

Potassium di-Hydrogen 
Phosphate KH2PO4 

PanReac AppliChem 131509.1210 

Reactivos de transcripción 
inversa TaqMan TM 

Thermo Fisher 
Scientific 

N8080234 

RNAlater™ Stabilization 
Solution 

Thermo Fisher 
Scientific 

AM7021 

Roflumilast selleckchem S2131 

Running buffer western blot BIO-RAD 161-0772 

Sanguinerine Sigma - Aldrich S5890 

Senescence Cells Histochemical 
Staining Kit 

Sigma - Aldrich CS0030 

Silencer™ Negative Control No. 
1 siRNA 

Thermo Fisher 
Scientific 

AM4611 

siPDE4B ID:11667 Thermo Fisher 
Scientific 

AM16708 

SIS3 Sigma- Aldrich S0447 

Spectra™ Multicolor Broad 
Range Protein Ladder 

Thermo Fisher 
Scientific 

26623 

Suero fetal bovino (FBS), 500ml Biowest S1400 

Suero fisiológico B. Braun 190/12606059/1013 

TaqMan® Gene Expression 
Master Mix 

Thermo Fisher 
Scientific 

4369016 

Trans-Blot® Turbo™ Midi PVDF 
Transfer Packs 

BIO-RAD 1704157 

Trans-Blot® Turbo™ Mini PVDF 
Transfer Packs 

BIO-RAD 1704156 

TriPure® Isolation Reagent Roche 1667157001 

Triton ® X 100 pure PanReac AppliChem 142314 

Tween® 20 Sigma - Aldrich P1379 
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Xileno PanReac AppliChem 211769.1714 

Platelet-Derived Growth 
Factor-BB human (PDGF) 

Sigma - Aldrich P4306 

   

 

3.1.2 Pacientes 
 

Para el estudio del tejido queloide e hipertrófico versus piel sana se tomaron 

muestras de donantes del Consorcio Hospital General Universitario de Valencia 

(CHGUV), España, bajo la aprobación del Comité Ético de Investigaciones Clínicas (CEIC) 

del CHGUV (Anexo I) además del consentimiento informado de cada paciente 

participante. 

Se obtuvieron un total de 6 muestras de queloide, 6 de cicatrices hipertróficas y 

6 de piel sana.  

3.1.3 Animales de experimentación 
 

Todos los procedimientos y el manejo de los animales se realizaron de acuerdo 

con las directrices del Comité de Ética y Bienestar Animal de la Universidad de Valencia 

(Valencia, España). El protocolo aprobado por este Comité y utilizado en este proyecto 

se tituló: "Modelo murino de fibrosis cutánea (HOCl model): estudio comparativo de 

IPD4, corticoides y combinaciones" y su código es: 2017/VSC/PEA/00062 (Anexo II).  

Se emplearon ratones macho Balb/c (Charles River Laboratory) de 12 semanas 

de edad y de un peso aproximado de entre 15-22 g.  

Los animales permanecieron siete días en cuarentena previamente al inicio del 

experimento (periodo de aclimatación). Además, fueron estabulados a lo largo de todo 

el estudio con comida (dieta Harlan® Ref. 2014) y agua ad libitum. Se repartieron de 

forma aleatoria en jaulas y éstas a su vez en grupos experimentales distintos. Para 

realizar un seguimiento individualizado de cada ratón, se identificó al animal mediante 

crotales insertados en la oreja numerados consecutivamente. Las condiciones estándar 

del animalario fueron:  

• Humedad relativa 55 ± 10%. 
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• Temperatura 22 ± 3ºC. 

• Renovación del aire a 15 ciclos por hora. 

• Ciclo luz/oscuridad 12/12 horas. 

 Métodos 
 

3.2.1 Aislamiento y cultivo de fibroblastos dérmicos 
 

Los fibroblastos se obtuvieron a partir de tejido queloide humano. La piel se 

cortó en secciones pequeñas y se lavó con suero fisiológico. Posteriormente, los 

explantes se dejaron en placas de 6 pocillos con la dermis hacia abajo. Tras 5 min se 

adicionó DMEM suplementado con un 10% de FBS y con 100 U/ml de 

penicilina/estreptomicina y 2,5 µg/ml de anfoterinica B. Tras dos semanas 

aproximadamente, los fibroblastos que habían migrado del explante se tripsinizaron y 

se pasaron a frascos de 25 cm2 (Figura 8).  

 

Figura 8: Aislamiento y cultivo de fibroblastos dérmicos. En la imagen de la izquierda se pueden 
observar fragmentos de piel con la dermis adherida a la superficie de 6 pocillos de cultivo celular. La 
imagen de la derecha corresponde a un aumento 40x de la superficie circundante a un fragmento de 
piel tras 1 semana de cultivo, dónde se observan fibroblastos que han migrado y crecido en monocapa a 
partir del explante (parte superior de la fotografía). 

 

3.2.2 Cultivo de células comerciales 
 

Para la realización de los experimentos in vitro se emplearon diferentes tipos 

de cultivos celulares primarios de proveedor comercial: 
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• Queratinocitos primarios humanos normales (NHEK; Nº cat.

 00192627) de la casa comercial Lonza (Basilea, Suiza). Las células 

se sembraron en frascos de 75 cm2 con KBM-Gold keratinocyte Basal 

Medium y sus respectivas SingleQuots además de 100 U/ml de 

penicilina/estreptomicina y 2,5 µg/ml de anfoterinica B. El medio fue 

reemplazado cada 48 h.  

• Fibroblastos primarios dérmicos humanos (NHDF; Nº cat. C-12300) de la 

casa comercial Promocell (Heidelberg, Alemania). Las células se 

sembraron en frascos de 75 cm2 con DMEM 10% FBS y 100 U/ml de 

penicilina/estreptomicina y 2,5 µg/ml de anfoterinica B. El medio fue 

reemplazado cada 48 h. 

• Fibroblastos primarios BALB/3T3 de ratón (Nº cat. VCA-1005) de la casa 

comercial Lonza (Basilea, Suiza). Las células se sembraron en frascos de 

75 cm2 con DMEM 10% FBS y 100 U/ml de penicilina/estreptomicina y 

2,5 µg/ml de anfoterinica B. El medio fue reemplazado cada 48 h. 

• KeratinoSens (Givaudan Schweiz AG).  Las células se sembraron en 

frascos de 75 cm2 con DMEM 9,1% FCS y 50 mg/ml de geneticina. El 

medio fue reemplazado cada 48 h. 

 

3.2.3 Cultivo modelo 3D 
 

Para la formación del modelo 3D se requiere de una base de fibroblastos, sobre 

la que se siembran lo queratinocitos que van a crecer formando diferentes capas, 

utilizando los fibroblastos como soporte al que adherirse, de tal forma que se consigue 

formar una estructura de queratinocitos similar a la epidermis. 

Para la obtención de dicho modelo se utilizaron placas de 6 pocillos (Corning 

Incorporated; Corning, EE.UU.) e inserts (Merck Millipore; Burlington, EE.UU.). Los 

inserts son unos cestos de poliestireno cuyo fondo es una membrana microporosa de 

tereftalato de polietileno. Estos cestos se encajan en los pocillos de las placas de 

manera que se forman dos compartimentos, el superior y el inferior, tal y como se 

representa en la Figura 9. 
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Figura 9. Esquema de un sistema de cultivo organotípico basado en el uso de inserts. El sistema 
permite generar dos compartimentos, superior e inferior, haciendo posible que la parte apical del 
cultivo quede expuesta al aire y la parte basal quede en contacto con el medio de cultivo. Creado con 
BioRender. 

En primer lugar, para formar el modelo 3D de epidermis, se sembraron los 

fibroblastos sobre la base del insert y se mantuvieron durante 2 días con DMEM 

suplementado con 10% FBS por arriba y por abajo del insert. Una vez alcanzada una 

confluencia del 60-70% las células fueron irradiadas con luz UV a 0,048 mW durante 1 

h para detener su crecimiento con el equipo UVACUBE 400 (Honle UV Technology; 

Germany) (Figura 10). Tras 24h y después de comprobar que los fibroblastos estaban 

vivos pero que efectivamente se había detenido su crecimiento, se sembraron sobre 

ellos los queratinocitos. 
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Figura 10: Cámara de irradiación para la simulación solar de radiación UV. Equipo UVACUBE 400. 

Los queratinocitos se fueron adhiriendo sobre el insert en los huecos que 

dejaban los fibroblastos. En este momento, se utilizó medio de cultivo KBM-Gold 

keratinocyte Basal Medium (medio de cultivo + suplementos), y se mantuvo durante 4-

5 días hasta que se formó una monocapa de células. A partir de la formación de la 

monocapa celular, se quitó el medio de la parte de arriba del insert, dejando la capa 

apical del cultivo expuesta al aire, y quedando la parte basal en contacto con el medio 

de cultivo. El cultivo se mantuvo en incubación durante 21 días, cambiando el medio 

cada dos días, obteniéndose así la formación de un epitelio cutáneo 

pseudoestratificado. Este proceso de formación del modelo se muestra de manera 

esquemática en el diagrama de la Figura 11. 
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Figura 11. Esquema del proceso de obtención de un cultivo 3D de epidermis basado en fibroblastos 
primarios de ratón y queratinocitos primarios de humano. Los fibroblastos se siembran sobre la base 
del insert y tras dos días de cultivo son irradiados con luz UV. Los queratinocitos se siembran y crecen 
sobre los fibroblastos de manera que cuando hayan formado una monocapa celular se les retira el 
medio de la parte apical y se incuba 21 días. Creado con BioRender. 

 

El seguimiento de la obtención del modelo 3D de epidermis se realizó mediante 

microscopía en campo claro tomando distintas fotografías a 20x, teniendo en cuenta 

las particularidades de la morfología de los queratinocitos y fibroblastos. Para ello se 

utilizó el microscopio Leica DM6000B (Leica Biosystems; Wetzlar, Germany) con su 

correspondiente software. Una vez alcanzada la maduración del modelo 3D de 

epidermis, se realizaron cortes histológicos y una posterior tinción hematoxilina-eosina 

de los inserts incluidos en parafina, para así poder visualizar su formación. 

El seguimiento de la formación del cultivo 3D de epidermis, desde la deposición 

de los queratinocitos sobre los fibroblastos hasta el crecimiento final de los 

queratinocitos en capas, y obtención del modelo 3D de epidermis puede observarse en 

la Figura 12. 
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Figura 12. Seguimiento del desarrollo del cultivo 3D de epidermis, imágenes en campo claro x20, 
durante 21 días, e histología con tinción hematoxilina-eosina del modelo 3D formado a día 21. En los 
días 1, 5 y 7 pueden observarse las distintas morfologías celulares de queratinocitos (formas más 
redondeadas) y fibroblastos (formas alargadas), desapareciendo de la imagen estos últimos a medida 
que avanzan los días (días 9, 12, 14, 16). Por último, el día 21 solo se observan prácticamente 
queratinocitos en el cultivo. La última imagen (abajo a la derecha) muestra el corte transversal del 
soporte con el cultivo, tras una tinción clásica hematoxilina-eosina, en la que se pueden observar las 
distintas capas del epitelio formadas por los queratinocitos. 

 

3.2.4 Condiciones experimentales in vitro 

Las células fueron cultivadas de manera rutinaria hasta alcanzar el 70-80% de 

confluencia. En ese momento, se tripsinizaron y se pasaron a placas petri, placas de 6 o 

96 pocillos o a placas de inmunoensayo, dependiendo de la técnica a analizar. Los 

ensayos se realizaron por triplicado. Una vez alcanzada una confluencia del 60-70%, se 

procedió al ensayo experimental. En la mayoría de experimentos, primero se 

administraron los fármacos a la concentración que se indica en la Tabla 2. Tras media 

hora, las células fueron estimuladas con TFGβ 10 ng/ml. Una vez finalizado el tiempo 

de incubación, que osciló entre 30 minutos y 72 h, se realizaron los siguientes estudios: 

expresión genética por RT-PCR, expresión proteica por western blot, proliferación, co-

inmunoprecipitación, actividad de Nrf2, generación de ERO y senescencia. En el caso 
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de los experimentos donde primero se indujo la TEM o la TFM, las células se incubaron 

24 h con TFGβ 10 ng/ml y posteriormente fueron tratadas con roflumilast 100 nM 

otras 24 h. 

Tabla 2. Fármacos utilizados y sus concentraciones 

Fármaco Concentración 

Roflumilast 100 nM 

SIS3 10 µM 

PD98059 10 µM 

KT5720 2 µM 

NAC 1 mM 

Sanguinerine 3 µM 

Obacunona 100 µM 

 

En general, las soluciones madre de los compuestos de ensayo y de referencia 

se prepararon a una concentración de 10mM en DMSO, salvo en el caso de NAC, 

donde la solución madre se preparó en el medio de cultivo correspondiente para cada 

tipo celular. Las diluciones adicionales se prepararon con el vehículo utilizado para el 

ensayo experimental, de modo que, cada compuesto presentó su dosis especificada en 

la Tabla 2. 

Las concentraciones de los fármacos fueron establecidas en base a sus 

concentraciones inhibitorias 50 (CI50) (120–125).  

3.2.5 Silenciamiento de PDE4B 
 

El ARN pequeño de interferencia (ARNsi) es un tipo de molécula de ARN 

bicatenario, de 20-25 pares de bases, que interfiere con la expresión de genes 
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específicos por complementariedad de secuencia con el ARNm después de la 

transcripción. De esta manera, se evita la traducción de proteínas. El ARNsi se une al 

complejo proteico de silenciamiento-inducido por ARN (RISC). RISC separa las hebras 

del ARNsi y utiliza la hebra anti-sentido como guía para reclutar la molécula del ARNm 

que presenta la secuencia complementaria (ARNm blanco). Cuando el ARNm se une, 

este se escinde inhibiendo así la traducción de la proteína correspondiente.  

Para que el ARNsi penetrase en la célula, se generaron liposomas capaces de 

fusionarse con la membrana plasmática. Primero se prepararon dos soluciones: una 

solución que contiene el ARNsi (50 µM) diluido en Opti-MEM y una solución que 

contiene lipofectamina diluida en Opti-MEM. Ambas soluciones se incubaron por 

separado durante 5 minutos y posteriormente se mezclaron e incubaron juntas otros 

20 minutos, todo a temperatura ambiente. Se añadió la mezcla a los cultivos celulares 

de forma que, la concentración final de ARNsi en la muestra era de 50 nM y la de 

lipofectamina 2 µg/ml en medio libre de antibióticos y con un 0,1% de FBS (Figura 13).  
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3.2.6 Ensayo de proliferación 
 

Para el ensayo de proliferación de fibroblastos silenciados para PDE4B o 

tratados con roflumilast se usó el kit Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric). Las 

células se sembraron en placas de 96 pocillos. 24 h después de haber sido tratadas y 

estimuladas, o silenciadas y estimuladas, se añadió BrdU. BrdU es un análogo de la 

timidina, y se incorpora al ADN de las células que están en proliferación. Transcurridas 

las 24 h desde que se añadió la sonda BrdU, se aspiró el medio y se añadió solución 

FixDenat. Se dejó incubar 45 min a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, se 

retiró la solución FixDenat y se añadió un anticuerpo dirigido contra BrdU. Se incubó 

90 min a temperatura ambiente. Después, se hicieron tres lavados con PBS 1x y se 

añadió el sustrato. Tras 5-30 min de incubación se paró la reacción con H2SO4 1M y se 

midió la absorbancia a 450 nm, con una longitud de referencia de 690 nm, en el 

espectofotómetro (Infinite M200, Tecan Group Ltd.; Männedorf, Switzerland) (Figura 

14).  

Figura 13. Silenciamiento génico mediante ARN interferente. En el lado izquierdo se ilustra el protocolo 
para generar liposomas con ARNsi mediante Lipofectamina 2000®. Cuando se cultivan las células en 
presencia de estos liposomas (cuadro derecho) sus cubiertas lipídicas se fusionan con la membrana 
celular e introducen su contenido al citoplasma. Entonces el complejo RISC (RNA-induced silencing 
complex) provoca el desapareamiento de las dos hebras del ARNsi y utiliza la hebra antisentido como 
guía para seleccionar el ARNm complementario de la hebra de ARNsi presente en el complejo. 
Finalmente, RISC promueve el corte y posterior destrucción del ARNm diana, provocando la supresión 
de la expresión del gen.  
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3.2.7 Senescencia 
 

Para el estudio de la senescencia in vitro se usó el kit Senescence Cells 

Histochemical Staining Kit. Este kit se basa en detectar la actividad β-galactosidasa a 

pH 6 ya que solo está presente en células senescentes. La enzima β-galactosidasa 

hidroliza el 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactósido (X-Gal) en galactosa y 5-bromo-

4-cloro-3-hidroxindol. Este último se oxida y dimeriza dando lugar al 5,5’-dibromo-4,4’-

dicloro-índigo que forma un precipitado de color azul (Figura 15).  

 

 

Figura 14. Esquema del ensayo de proliferación brdU. El análogo de la timidina, brdU, se incorpora en el 
ADN durante la replicación. Una vez retirado el medio, las células se fijan y el ADN se desnaturaliza 
simultáneamente. Se agrega un anticuerpo monoclonal de ratón anti-brdU seguido de un anticuerpo 
secundario conjugado con HRP. La absorbancia es proporcional al brdU incorporado y puede 
correlacionarse directamente con la proliferación celular.  
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Las células se sembraron en placas de inmunoensayo y fueron estimuladas con 

TGFβ1 y tratadas con roflumilast durante 72 h. Tras aspirar el medio y hacer dos 

lavados con PBS 1x, las células se fijaron con solución de fijación 1x durante 7 min a 

temperatura ambiente. A continuación, y después de otros tres lavados, se añadió la 

mezcla de tinción y se incubó over night a 37ºC. Finalmente, las células se observaron 

en un microscopio Leica DM6000B y se contaron las células teñidas de azul y el 

número total de células en cada campo. Los resultados se expresaron como % de 

células senescentes (células azules positivas para β-galactosidasa/número total de 

células en cada campo). 

 

3.2.8 KeratinoSens 
 

Keratinosens, es una línea celular de queratinocitos transfectada con el gen de 

la luciferasa, bajo el control transcripcional de un promotor constitutivo fusionado con 

la secuencia ARE. Nrf2 se encuentra en el citoplasma de las células en su forma inactiva 

unido a Keap1. En presencia de ERO, esta unión se rompe y Nrf2 viaja al núcleo para 

promover la transcripción de los genes asociados a la secuencia genética ARE (Figura 

16).  

X-Gal 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol 

galactosa 5,5’-dibromo-4,4’-dicloro-índigo  

Oxidación y  
dimerización 

β-galactosidasa  

Figura 15: Reacción colorimétrica inducida por la enzima -galactosidasa en la que el 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-β-D-galactósido (X-gal) se divide en galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol dando 
lugar este último al 5,5’-dibromo-4,4’-dicloro-índigo que produce una coloración azul. 
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Figura 16: Inducción de la expresión de la luciferasa en la línea celular keratinoSens. KeratinoSens es 
una línea celular transfectada con el gen de la luciferasa y un promotor constitutivo fusionado con el 
Antioxidant Response Element (ARE). El factor transcripcional nuclear erythroid factor 2 (Nrf2) se 
encuentra unido a Keap1, y por lo tanto inactivado, en el citoplasma de las células. En presencia de 
especies reactivas de oxígeno (ERO) esta unión se rompe y Nrf2 es capaz de viajar hasta el núcleo y 
provocar la transcripción de los genes regulados por el ARE, además de, en esta línea celular, la 
luciferasa.  

 

Las células se sembraron en placas opacas de 96 pocillos, se estimularon con 

TGFβ1 y se trataron con roflumilast u Obacunona durante 48h. A continuación, se 

eliminó el medio y tras tres lavados con DPBS se añadieron 20 µl de solución de lisis 1x 

e incubaron durante 20 min. Transcurrido ese tiempo se añadieron 50 μl de sustrato y 

se midió la luminiscencia en el luminómetro (LUMIstar Omega, BMG Labtech). Los 

resultados se expresaron como la inducción de la actividad luciferasa máxima (Imáx) 

(lectura de la luminiscencia de la condición experimental en estudio/lectura de la 

luminiscencia del control negativo). 

  

3.2.9 Fluorescencia por DCF de especies reactivas de oxígeno 
 
 

El 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2DCF-DA), es un indicador de 

ERO ya que, en presencia de O2
- y H2O2, sufre un proceso de hidrólisis y oxidación 

dando lugar a un compuesto fluorescente, el 2’,7’-diclorofluoresceína (DCF) (Figura 

17).  
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Figura 17: Reacción del 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2DCF-DA) a 2’,7’-
diclorofluoresceína (DCF). El H2DCF-DA se hidroliza y oxida en presencia de O2

- y H2O2 dando lugar al 
DCF, compuesto fluorescente, por lo que sirve para monitorizar la generación de especies reactivas de 
oxígeno (ERO). 

 
Las células se lavaron con PBS 1x y se incubaron durante 30 minutos con 

H2DCF-DA 50 μM, diluída en Opti-MEM, en presencia o ausencia de roflumilast. A 

continuación, y tras otro lavado para eliminar los restos de sonda que no habían 

penetrado en las células, estas se estimularon durante otros 30 minutos con TGFβ1, de 

nuevo, en presencia o ausencia de roflumilast.  

Para cuantificar los niveles intracelulares de ERO, se midió la intensidad de 

fluorescencia en cinco campos por condición, seleccionados al azar, utilizando el 

microscopio Nikon Eclipse TE200 (Nikon, Tokio, Japón). La captura y análisis de las 

imágenes se realizó utilizando el software Metafluor® 5.0 (Analytical Technologies, 

EEUU). Los resultados se expresaron como fluorescencia de DCF en unidades de 

fluorescencia relativa (UFR). 

 

3.2.10 Modelo animal 
 

El modelo animal de esclerosis sistémica se generó mediante la administración 

subcutánea de ácido hipocloroso (HOCL) (126). El objetivo de este estudio era observar 

la respuesta al tratamiento con roflumilast en un modelo de ratón mediante 

tomografía computarizada (TC), histología, y análisis de expresión génica y proteica.  
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Se utilizaron 24 ratones machos divididos en tres grupos homogéneos (n=8): 

control, HOCL y roflumilast/HOCL. El procedimiento comenzó con la adquisición de 

imágenes TC a fin de determinar el estado óptimo de la piel previa al procedimiento. 

Para ello, los animales fueron anestesiados con isoflurano (Aerrane®) al 5% por vía 

inhalatoria. El isoflurano es un éter halogenado usado como anestésico inhalatorio. Los 

ratones se situaron dentro de una cámara estanca con entrada de oxígeno y una 

atmósfera de Isoflurano al 5% generada por un vaporizador (Harvard Apparatus) 

(Figura 18), tras unos minutos los animales quedaban dormidos.   

 

Figura 18: vaporizador de anestesia y cámara estanca.  

Tras 24 horas, se comenzó el procedimiento mediante la administración 

subcutánea de 100 µl de HOCl/SSF (Suero salino fisiológico 0,9%) 0,1 mg/ml cada día 

durante 6 semanas. El HOCL se generó añadiendo 166 μl de solución de hipoclorito de 

sodio (NaClO) (2,6% como cloro activo) a 11,1 ml de solución de fosfato dipotásico 

KH2PO4 (100 mM, pH 7,2). A los animales del grupo control se les administró 

diariamente 100 µl de SSF 0,9%.  Para minimizar el sufrimiento de los sujetos las 

administraciones se realizan bajo cuadro anestésico con Isoflurano como se ha descrito 

anteriormente. En el caso del tratamiento preventivo, roflumilast se administró desde 

el día 1, en cambio, para el tratamiento curativo, el fármaco se empezó a administrar 

una vez instaurada la fibrosis cutánea (día 20). Roflumilast se administró por vía oral, 

por sonda a 5 mg/kg/d. El último día se procedió a la toma de imágenes mediante TC. 

Los animales fueron sacrificados por la administración intraperitoneal de pentobarbital 
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35 mg/kg. Se tomaron muestras de piel que fueron divididas en fragmentos para 

aislamiento de ARN, proteína, medición de hidroxiprolina y fijación en formaldehido 

para histología (Figura 19). 

 

Figura 19: Esquema del procedimiento llevado a cabo con el modelo animal. Toma de imágenes de 
tomografía computarizada (TC) a día 0 y 41, administración diaria desde el día 1 por vía subcutánea de 
ácido hipocloroso (HOCL), administración diaria de roflumilast desde el día 1 para el modelo preventivo 
y desde el día 20 para el modelo curativo, sacrificio y toma de muestras a día 42. 

3.2.11 Adquisición TC 
 

La adquisición de las imágenes se realizó mediante el sistema multimodal 

micro-PET/SPECT/CT (Albira II de Oncovisión S.A.). Para los estudios programados se 

empleó la modalidad TC según se detalla a continuación.  

Se anestesiaron los sujetos con isoflurano 5% vía inhalatoria. El objetivo era 

mantener a los ratones anestesiados e inmóviles durante la toma de imágenes de TC. A 

continuación, el sujeto se colocó en decúbito prono en la camilla de ratón estándar del 

Albira II® (Figura 20), equipo multimodal de adquisición micro-PET/SPECT/CT. Todos 

los ratones fueron sometidos a la prueba de TC a día 0 y 41.  
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Figura 20.  Equipo microPET/SPECT/CT Albira II® de Oncovisión S.A. 

Una vez finalizadas las adquisiciones, los ratones fueron retirados de la camilla 

y estabulados bajo observación.  

3.2.12 Adquisición de imágenes 

Las adquisiciones de imágenes de TC se realizaron con un offset de 10 mm de 

longitud para visualizar la región cutánea. La adquisición mediante TC se realizó con 

buena calidad de adquisición, dosis alta (400µA) y voltaje alto (45Kv) con la modalidad 

de adquisición Step&Shoot y algoritmo de reconstrucción FBP (Filtered Back 

Projection). Las imágenes fueron reconstruidas mediante el algoritmo OSEM Cross con 

un número de iteraciones de 3 utilizando los parámetros de reconstrucción estándar 

del Albira Suite 5.0 Reconstructor.  

El procesado y análisis de las imágenes de alta calidad de TC se empleó para 

ensayos densitométricos de la región cutánea.  

3.2.13 Análisis de imágenes 

Las imágenes fueron analizadas y cuantificadas mediante el software de análisis 

PMOD versión 3.2 (PMOD Technologies LTD, Zurich, Switzerland).  

Se determinaron volúmenes de interés (VOI) de la región cutánea. El VOI fue 

analizado para cada sujeto para sus distintos días de adquisición. Se calculó la media 

de Unidades Houndsfield (HU) por unidad de pixel. 
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3.2.14 Toma de muestras 
 

Una vez transcurridas 20-24 horas de la toma de imágenes TC, se procedió al 

sacrificio de los animales mediante la administración intraperitoneal de pentobarbital 

35 mg/kg.  

Se tomaron muestras de piel para estudios histológicos, la cuantificación de 

hidroxiprolina y para el análisis de la expresión génica y proteica, por lo que se fijó el 

tejido en una solución de formaldehido 3.7-4% en el primer caso y por otro lado se 

diseccionó y almacenó en viales de 1 ml con RNAlater® para la posterior extracción de 

ARN o en seco para la extracción de proteínas y la cuantificación de hidroxiprolina. Los 

viales con RNAlater® se congelaron a -20C, mientras que las muestras en seco se 

congelaron con nitrógeno líquido y fueron posteriormente almacenadas a -80C hasta 

el día del análisis. 

 

3.2.15 Hidroxiprolina 
 

La hidroxiprolina es un aminoácido que forma parte casi exclusivamente del Col 

y que sirve para estabilizar su estructura helicoidal, por lo que su medición sirve como 

indicador de la concentración de Col. El Hydroxyproline Assay Kit se basa en la reacción 

de la hidroxiprolina oxidada con el 4-(dimetilamino)benzaldehído (DMAB) que da como 

resultado un compuesto colorimétrico.  

Se pesaron 10 mg de tejido y tras la adición de 100 µl de agua se trituraron en 

el Tissuelyser II (Qiagen®). A continuación, se añadieron 100 µl de ácido clorhídrico y 

las muestras se incubaron durante 3 h a 120C.  Luego, los eppendorfs se centrifugaron 

durante 3 min a 10000 x g. Se transfirieron 25 µl a una placa de 96 pocillos y se dejó 

secar en una estufa a 60C. Después, se añadieron 100 µl del buffer de oxidación y se 

incubó durante 5 min a temperatura ambiente. Por último, se añadieron 100 µl del 

reactivo DMAB diluido y tras una incubación de 90 min a 60C se midió la absorbancia 

a 560 nm, con un lector espectrofotométrico de placas Infinite M200 (Tecan Group 

Ltd.; Männedorf, Switzerland).  
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3.2.16 Análisis de la expresión proteica mediante western blot 
 

Se llevó a cabo la técnica western blot para determinar cambios en la expresión 

proteica en piel de ratón y cultivos celulares.  

En el caso del tejido que estaba almacenado en seco a -80ºC este se 

homogenizó con el sistema Tissuelyser II (Qiagen®) en presencia de 500 µl de un 

tampón de lisis que comprende un cóctel inhibidor de proteasas completo, fluoruro de 

fenilmetilsulfonilo (PMSF) y buffer C (0.02M HEPES; 0.001M EDTA; 0.001M EGTA; 0.4M 

NaCl y 21.1% glicerol). 

Las células se sembraron en placas petri y fueron estimuladas con TGFβ1 y 

tratadas con roflumilast, sanguinerine, SIS3, PD98059, NAC, KT5720 y sus 

combinaciones, o silenciadas para PDE4B, durante 30 min o 48 h y, tras eliminar el 

medio, se recogieron con el mismo tampón de lisis.  

A continuación, se procedió a la extracción de proteínas de todas las muestras. 

Para ello, se sometió a las muestras a un choque térmico pasándolas tres veces por 

nitrógeno líquido y a continuación a 37ºC en agitación. Luego, se añadió NonidetTM P40 

1% y se incubó 15 min en hielo y agitación. Por último, se centrifugaron las muestras 

(1000 g, 20 min, 4ºC) y se recogió el sobrenadante y se cuantificó el nivel de proteína 

utilizando el kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit. Este kit se basa en la reacción de Buriet, 

donde las proteínas reducen el Cu2+ a Cu1+ en medio alcalino. El ácido bicinconínico 

(BCA) forma un complejo púrpura intenso en presencia de iones Cu1+ proporcional a la 

concentración de proteínas en la muestra y que medimos por espectrofotometría a 

562 nm. Gracias a una curva patrón con BSA obtenemos la concentración de proteínas. 

Se prepararon los extractos proteicos con laemmli buffer y buffer C y se incubó 

10 min a 95ºC para favorecer la desnaturalización de proteínas. Se cargaron 12 µg de 

proteína en geles de acrilamida 4-20% junto con un marcador de peso molecular. Se 

dejó correr 30 min a 90 V y a continuación otros 30 min a 300 V. Las proteínas se 

transfirieron del gel a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) de 0,2 µm 

utilizando el sistema Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad Laboratories). 

Luego, se bloqueó la membrana con BSA 5% en PBS tween 0.1% durante 1 h, y se dejó 
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incubar con el anticuerpo correspondiente diluido BSA 5% a 4ºC over night (Tabla 3). Al 

día siguiente, y tras varios lavados con PBS tween 0.1% se añadió el anticuerpo 

secundario conjugado con peroxidasa y se dejó incubar 1 h a temperatura ambiente. 

Finalmente, se detectó la expresión proteica por quimioluminiscencia mediante los 

reactivos GE Healthcare Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent. 

La densitometría de las películas se realizó utilizando el software Image J (disponible 

en http://rsb.info.nih.gov/ij/, EE. UU.). Los resultados se expresaron como ratios 

respecto a controles endógenos de β-Actina. Se puede observar un esquema de la 

técnica western blot en la Figura 21. 

Tabla 3 Anticuerpos utilizados en el ensayo de western blot. 

Epítopo Origen Dilución Referencia 

Calponina conejo 1:1000 biorbyt 

(orb37026) 

Colágeno tipo I 

(Col tipo I) 

conejo 1:1000 Novus 

(NB600-408) 

E-cadherina ratón 1:1000 ECM BioScience 

(CM1681) 

Factor de 

crecimiento del 

tejido conectivo 

(CTGF) 

cabra 1:200 Santa cruz 

biotechnology 

(sc-34772) 

Fibronectina conejo 1:1000 Invitrogen 

(PA5-29578) 

Fosfodiesterasa 4 

B2 

(PDE4B2) 

conejo 1:1000 Sigma-Aldrich 

(ABS181) 

Nicotinamida 

adenina 

dinucleótido 

fosfato oxidasa 4 

(NOX4) 

conejo 1:1000 Novus 

(NB110-58849) 
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p21 conejo 1:1000 Novus Biologicals 

(NB100-1941) 

Phospho-

ERK1/ERK2 

(Thr202, Tyr204) 

conejo 1:1000 Invitrogen 

(MA5-1513) 

Phospho-PDE4D 

ERK site Antibody 

conejo 1:250 FabGennix 

(PPD4-450AP) 

PPM1A conejo 1:1000 Cell signaling 

(3549S) 

Proteína 3 de 

unión al factor de 

crecimiento 

parecido a la 

insulina 

(IGFBP3) 

conejo 1:1000 biorbyt 

(orb10884) 

Proteína 

activadora de 

fibroblastos  

(FAP) 

conejo 1:1000 Invitrogen 

(PA5-27773) 

Proteína 

inhibidora del 

activador del 

plasminógeno 1 

(PAI-1) 

conejo 1:1000 Biorbyt 

(orb303829) 

Smad3 [p Ser423, 

p Ser425] 

conejo 1:2000 Novus Biologicals 

(NBP1-77836) 

α-actina de 

músculo liso  

(-SMA) 

ratón 1:1000 Sigma-Aldrich 

(A5228) 

β-actina ratón 1:2000 Sigma-Aldrich 

(A5441) 
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HRP - IgG (H+L) 

Ratón 

burro 1:5000 Invitrogen 

(SA1-100) 

HRP - IgG (H+L) 

Cabra 

burro 1:5000 Invitrogen 

(PA1-28664) 

HRP - IgG (H+L) 

Conejo 

burro 1:5000 Invitrogen 

(SA1-200) 

 

Figura 21. Esquema de la técnica Western Blot. 1. Carga de las muestras y del marcador de peso 
molecular. 2. Separación de las proteínas en gel de acrilamida-SDS. 3. Tras la electroforesis las muestras 
quedan separadas a lo largo del gel, incluido el marcador. 4. Transferencia de las proteínas desde el gel 
hacia una membrana de nitrocelulosa. 5. Incubación de la membrana con anticuerpo primario, 
anticuerpo secundario y reacción de quimioluminiscencia. 6. Revelado de la quimioluminiscencia para 
visualizar la banda donde se encuentra la proteína de interés. Creado con BioRender. 
 

3.2.17 Análisis de la expresión génica mediante PCR 
 

Para la detección de la variación en la expresión génica en piel de ratón, 

cultivos celulares y tejido queloide e hipertrófico vs sano de humano se utilizó la 

técnica qPCR.  

Se homogenizó el tejido, que estaba almacenado con RNAlater a -20ºC, con el 

sistema Tissuelyser II (Qiagen®) en presencia de 500 µl de TriPure®. En el caso de las 

células, estas se sembraron en placas de 6 pocillos y se estimularon con TGFβ1 y se 
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trataron con roflumilast durante 48 h. Tras eliminar el medio, las células se recogieron 

con 300 µl de TriPure®. 

A continuación, y para todas las muestras, se añadieron 100 µl de cloroformo y 

se centrifugó (12000 rpm, 4ºC, 15 min) de tal manera que se obtuvieron dos fases: una 

fase acuosa que contenía el ARN y otra orgánica que contenía el ADN y proteínas. Se 

recogió la fase acuosa y se añadieron 250 µl de alcohol isopropílico y 1 µl de glicógeno 

para precipitar el ARN. Se incubó en hielo durante 10 min. Tras una centrifugación 

(12000 rpm, 4ºC, 10 min) se descartó el sobrenadante y se hizo un lavado con alcohol 

75%. Después de otra centrifugación (7500 rpm, 4ºC, 5 min), y de incubar las muestras 

a 37ºC durante 30 min para permitir que los restos de etanol se evaporen, el pellet de 

resuspendió con 20 µl de agua DEPC. Para que el ARN se disolviese bien en el agua 

DEPC, se incubó 5 min a 65 ºC. 

El ARN extraído se cuantificó con el espectrofotómetro NanoDrop 2000C 

(ThermoFisher Scientific). Este sistema permitió determinar la concentración del ARN 

total (ng/ml) además del valor de la pureza de las muestras, determinado por el ratio 

A260/A280.  La concentración de ARN para la reacción de transcripción inversa fue 

de 300ng/pocillo y se utilizó el kit de reactivos de transcripción inversa TaqMan. Esta 

reacción en la que el ARN se retrotranscribió al ADNc se realizó en el termociclador 

Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems). 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en la amplificación 

selectiva de una región de ADN de interés utilizando oligonucleótidos como cebadores. 

Los cebadores se unen específicamente a secuencias que flanquean la región que se 

pretende amplificar. Para ello se utilizaron sondas de expresión génica TaqMan® 

(Applied Biosystems), que son mezclas pre-formuladas de sondas y cebadores 

específicos para el gen de interés marcadas con fluorocromos (Tabla 4).  

Tabla 4 Sondas de expresión génica TaqMan® utilizados en la qPCR 

Gen ID 

Actina 

(ACTA1) 

Hs00559403_m1 
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Cadherina 1 

(CDH1) 

Hs01023894_m1 

Colágeno tipo I alfa 1 

(COL1A1) 

Hs00164004_m1 

Factor de crecimiento del tejido 

conectivo  

(CTGF) 

Hs00170014_m1 

Factor de crecimiento transformante 

beta 1  

(TGFβ1) 

Hs00171257_m1 

Fibronectina 1 

(FN1) 

Hs01549976_m1 

Fosfodiesterasa 4 A 

(PDE4A) 

Hs00183479_m1 

Fosfodiesterasa 4 B 

(PDE4B) 

Hs00387320_m1 

Fosfodiesterasa 4 C 

(PDE4C) 

Hs00971865_m1 

Fosfodiesterasa 4 D 

(PDE4D) 

Hs00174805_m1 

p21 Hs01040810_m1 

Proteína de unión estrecha 1 

(TJP1) 

Hs01551861_m1 

Colágeno tipo I alfa 1 

(COLIA1) 

Mm00801666_g1 

Factor de crecimiento del tejido 

conectivo  

(CTGF) 

Mm01192933_g1 

Factor de crecimiento transformante 

beta 1  

(TGF) 

Mm01178820_m1 
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Beta actina  

(ACTB) 

Hs01060665_g1 

Gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa 

(GAPDH)  

Hs02786624_g1 

Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa 

(GAPDH)  

Mm99999915_g1 

 

La qPCR se desarrolló en el termociclador QuantStudio™ 5 Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems) usando TaqMan® Gene Expression Master Mix. Cada 

reacción de PCR contenía los componentes indicados en la tabla 5. 

Tabla 5: Componentes de la PCR.  

Componente Volumen (µl) 

ADNc 2 

TAqMan® Gene Expression Master Mix 2,5 

Sonda TAqMan® 0,25 

Agua dietilpirocarbonato (DEPC) 0,25 

 

Para medir la expresión de un determinado gen se utilizó el ciclo umbral (Ct), 

ciclo en el que la fluorescencia supera el umbral o threshold en inglés. El threshold es el 

nivel determinado automáticamente o manualmente y fijado en la región exponencial 

de la gráfica de amplificación generada, por encima de esta línea el nivel de 

fluorescencia se considera significativamente superior a la fluorescencia basal (Figura 

22).  
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Figura 22. Valor del ciclo umbral (Ct) en una curva de amplificación por PCR a tiempo real. El 
instrumento de PCR recogerá datos de fluorescencia durante cada ciclo. Esto aparecerá en un principio 
como una línea recta a partir del punto del ciclo cero. El ciclo umbral estará justo por encima de esta 
línea, en el punto donde la fluorescencia comienza a pasar a la fase exponencial. 

La cuantificación relativa de los distintos genes se realizó comparando sus Ct 

con el del control endógeno β-actina/GADPH. El nivel de expresión génica se calculó 

después como la diferencia (ΔCt) entre el valor Ct del gen de interés y el valor Ct del 

control endógeno. Los cambios en la expresión de los distintos genes de interés se 

representaron como 2-ΔCt. 

 

3.2.18 Co-inmunoprecipitación 
 

Para la co-IP de PDE4B y pERK1/2 del modelo animal y de los experimentos con 

NHDF y NHEK se usó el kit de co-inmunoprecipitación Pierce™.  

Primero, se añadió resina a las columnas y a continuación 10 µg de anticuerpo. 

Después de incubar durante 90 min en un rotador y a temperatura ambiente, se 

centrifugó en tubos de recolección y se descartó el flujo. Por otro lado, se prepararon 

los extractos de proteína. Para ello, se hizo un prelavado con Control Agarose Resin. A 

partir de este momento se trabajó en frío. El extracto de proteínas, 300 µg, se añadió a 

las columnas que contenían la resina y el anticuerpo. Se incubó over night en el 

rotador. Al día siguiente, se realizaron tres lavados y a continuación la elución. Se 

añadieron 10 µl de tampón de elución y se centrifugó. Luego, se añadieron 50 µl más y 

se incubó 5 min a temperatura ambiente. Por último, se centrifugó y se guardó el flujo, 

donde se encontrarían las proteínas co-inmunoprecipitadas.  

Línea base 

Muestra 

Blanco 
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Para el análisis de la co-inmunoprecipitación se realizó la técnica western blot.  

 

3.2.19 Histología  
 

3.2.19.1 Fijación y deshidratación del tejido 
 

El tejido cutáneo, de origen humano y de ratón, así como los inserts del modelo 

3D, fueron fijados con paraformaldehído al 3,7-4% durante 24 h. A continuación, las 

muestras se incluyeron en casettes de inclusión, se rotularon con lápiz y se 

deshidrataron (Tabla 6). Seguidamente, los tejidos se incorporaron en bloques de 

parafina utilizando el embebedor de parafina EC350-1 Myr (Leica Geosystems, 

Heerbrugg, Suiza). Finalmente, los bloques obtenidos se cortaron en secciones de 5 µm 

de grosor utilizando el microtomo HM 340 E (Leica Geosystems, Heerbrugg, Suiza) y se 

adhirieron a portaobjetos, dejándose en secado a temperatura ambiente durante 48 h. 

 

Tabla 6. Protocolo de deshidratación  

Tratamiento Tiempo Número de repeticiones 

Paraformaldehído 3,7-4% 24 h X1 

Etanol 70% 60 min X1 

Etanol 96% 180 min X1 

Etanol 96% 90 min X1 

Etanol 100% Over night X1 

Xileno 60 min X2 

Parafina Over night X1 

 

3.2.19.2 Inmunohistoquímica 
 

Para el análisis inmunohistoquímico de -SMA en piel de ratón, en primer 

lugar, las secciones de tejido se desparafinaron e hidrataron (Tabla 7). A continuación, 

los portaobjetos se sumergieron en una cubeta con una solución de citrato 10 mM en 

un baño maría hirviendo durante 15 minutos para el desenmascaramiento antigénico. 

Después se atemperaron las muestras y se sumergieron en una cubeta con agua mili-Q 

durante 5 min. Para el bloqueo de la peroxidasa endógena se usó el bloqueo del kit 
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master polymer plus detection system (peroxidase) (Incl. DAB Chromogen). Luego, se 

permeabilizó la membrana celular con tritón 100 al 0,1% en PBS a temperatura 

ambiente durante 10 min. Para el bloqueo de las uniones inespecíficas se usó BSA 5% 

en PBS que se incubó durante una hora a temperatura ambiente dentro de una cámara 

húmeda. Se preparó el anticuerpo primario diluido en 0,1% BSA/PBS y se dejó 

overnight a 4ºC. Al día siguiente, se incubó con Master Polymer Plus HRP 30 min a 

temperatura ambiente y en oscuridad. Tras el periodo de incubación, se realizaron 3 

lavados con PBS. Para el revelado de la inmunotinción se usó DAB Chromogen 

concentrate diluido en DAB substrate Buffer. Para parar la reacción se sumergieron los 

portaobjetos en una cubeta con agua mili-Q. Después, se sumergieron durante 1 min 

en Hematoxilina para diferenciar los componentes celulares. Tras 3 lavados se 

prosiguió con el protocolo de deshidratación (Tabla 8). Finalmente, se procedió al 

montaje añadiendo DPX sobre la muestra y el cubreobjetos.  

Los cortes marcados fueron observados mediante el microscopio Nikon Eclipse 

TE200 (Tokyo, Japón). 

 

Tabla 7: Protocolo de desparafinado e hidratación del ensayo inmunohistoquímico. 

Tratamiento Tiempo Número de repeticiones 

Estufa 60 15 min X1 

Xileno 10 min X2 

Etanol 100% 10 min X1 

Etanol 95% 10 min X1 

Etanol 70% 5 min X1 

Etanol 50% 5 min X1 

Agua 5 min X1 

 

Tabla 8: Protocolo de deshidratación del ensayo inmunohistoquímico. 

Tratamiento Tiempo Número de repeticiones 

Etanol 90% 5 min X2 

Etanol 100% 5 min X2 

Xileno 5 min X2 
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3.2.19.3 Tinción hematoxilina-eosina 
 

Para comprobar la integridad del tejido para las diferentes condiciones se 

realizó la tinción hematoxilina-eosina. Primero, se procedió al desparafinado e 

hidratación de las muestras (Tabla 9). A continuación, las muestras se metieron en una 

cubeta con hematoxilina (dilución 1:20) durante 3 min y rápidamente se lavaron con 

agua corriente abundante. Se dejaron 5 min en una cubeta con agua y después se 

pasaron por una cubeta que contenía agua con ácido clorhídrico al 37% hasta que el 

portaobjetos quedase limpio. Luego, las muestras se introdujeron en una solución de 

carbonato de litio saturado hasta observar un viraje a color violeta y acto seguido, se 

dejaron en una cubeta con eosina durante 2 min. Tras la deshidratación de las 

muestras (Tabla 10) se procedió al montaje de las mismas con DPX. 

Las muestras se observaron mediante el microscopio Nikon Eclipse TE200 

(Tokyo, Japón). 

 

Tabla 9: Protocolo de hidratación para la tinción hematoxilina-eosina. 

Tratamiento Tiempo Número de repeticiones 

Xileno 2 min X3 

Etanol 100% 2 min X3 

Etanol 95% 2 min X1 

Etanol 70% 2 min X1 

Agua 2 min X1 

 

Tabla 10: Protocolo de deshidratación para la tinción hematoxilina-eosina. 

Tratamiento Tiempo Número de repeticiones 

Etanol 96% 1 segundo X20 

Etanol 96% 2 min X1 

Etanol 100% 2 min X2 

Xileno 2 min X3 
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3.2.19.4 Co-inmunofluorescencia 
 

Para la co-inmunofluorencia de pERK1/2 y a-SMA, y de pERK1/2 y PDE4B, las 

secciones de tejido se desparafinaron e hidrataron (Tabla 7). A continuación, se 

procedió a la permeabilización con triton 100 0.1%/PBS que se dejó incubar 10 min a 

temperatura ambiente. Tras 3 lavados con PBS, los cortes de tejido se bloquearon con 

el kit master polymer plus detection system (peroxidase) (Incl. DAB Chromogen). 

Seguidamente, se añadieron los anticuerpos primarios disueltos en 0.1% BSA/PBS 

(Tabla 11) que se dejaron incubar over night en cámara húmeda y a 4 ºC. A partir de 

este momento se trabajó en oscuridad. Después de 3 lavados con PBS, se añadieron 

los anticuerpos secundarios diluidos en 0.1% BSA/PBS (Tabla 11) y se dejaron incubar 1 

h a temperatura ambiente. De nuevo, se realizaron 3 lavados con PBS y a continuación, 

las muestras se incubaron 1 min con DAPI diluido en PBS. Finalmente, y tras otros 3 

lavados con PBS, se montaron las muestras con DPX y se observaron con el 

microscopio confocal Leica TCS SP2.  

 

Tabla 11. Anticuerpos usados para el análisis de co-inmunoflorescencia. 

Epitopo Origen Fluorocromo Referencia Dilución 

Fosfodiesterasa 

4B 

(PDE4B) 

conejo - Invitrogen 

(10405073) 

1:200 

Nicotinamida 

adenina 

dinucleótido 

fosfato oxidasa 4 

(NOX4) 

conejo - Novus 

(NB110-58849) 

1:200 

Phospho-ERK1/2 ratón - Sigma-Aldrich 

(M9692) 

1:200 

α-actina de 

músculo liso 

(-SMA) 

ratón - Sigma-Aldrich 

(A5228) 

1:200 
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IgG (H+L) 

ratón 

cabra Alexa Fluor® 

488 

Invitrogen 

(A-11001) 

1:200 

IgG (H+L) 

conejo 

burro Alexa Fluor® 

555 

Invitrogen 

(A-31572) 

1:200 

 

3.2.20 Análisis estadístico 
 

El análisis estadístico de los resultados se resolvió mediante análisis 

paramétricos. Un P<0.05 fue considerado significativo. Los resultados de los 

experimentos se expresaron como la media ± desviación estándar de la media (SEM) 

de n experimentos. Las comparaciones fueron analizadas mediante test ANOVA de una 

vía seguido de un test post hoc de Bonferroni.  
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 Estudio de la expresión de las isoformas de la fosfodiesterasa 4 (PDE4) y 
marcadores fibróticos en muestras de pacientes sanos, cicatrices 
hipertróficas y queloides 

 
Para el estudio de la expresión de las isoformas de la PDE4 y los marcadores de 

la TEM y de la TFM se usaron las técnicas RT-PCR y co-inmunofluorescencia.  

 

4.1.1 Estudio genético de la expresión de las isoformas de fosfodiesterasa 4 (PDE4) 
 

En primer lugar, se midió la expresión génica de las diferentes isoformas de la 

PDE4. Como se muestra en la Figura 23, las isoformas A, B, C y D, se encuentran sobre-

expresadas tanto en las cicatrices hipertróficas como en los queloides versus piel sana. 

Además, esta sobre-expresión, es significativamente mayor en el caso de los queloides 

con respecto a las cicatrices hipertróficas. Asimismo, la PDE4B es la isoforma que más 

se sobre-expresa en este tipo de cicatrices.   

 

 

Figura 23: Las fosfodiesterasas 4 (PDE4) A, PDE4B, PDE4C y PDE4D están sobre-expresadas en el tejido 
cutáneo de pacientes con queloides y cicatrices hipertróficas. Las isoformas de la PDE4, PDE4A, PDE4B, 
PDE4C y PDE4D, fueron analizadas mediante RT-PCR en piel sana (n = 6), cicatriz hipertrófica (n = 6) y 
tejido queloide (n = 6). Los resultados se expresan como la media ± SEM. Las comparaciones fueron 
analizadas mediante test ANOVA de una vía seguido de un test post hoc de Bonferroni. *P <0,05 vs. 
control; #P <0.05 vs. cicatriz hipertrófica. 

4.1.2 Estudio genético de la expresión de marcadores fibróticos 
 

En segundo lugar, se midió la expresión génica de marcadores de la TFM y de la 

TEM tales como Col tipo I, αSMA, fibronectina, TGFβ1, N-cadherina ZO-1 y E-cadherina. 

Los resultados muestran que, en este tipo de cicatrices, hay una sobre-expresión de los 
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marcadores de fenotipo mesenquimal y una disminución de los marcadores epiteliales. 

Como se observa en la Figura 24, todos los marcadores tienen una diferencia de 

expresión estadísticamente significativa versus piel sana, y, excepto la N-cadherina, 

también hay una diferencia entre la expresión en las cicatrices hipertróficas y los 

queloides.  

 

 

Figura 24: El colágeno tipo I (Col tipo I), la α actina de musculo liso (αSMA), la fibronectina, el factor de 
crecimiento transformante β 1 (TGFβ1), y la N-cadherina están sobre-expresadas en el tejido cutáneo 
de pacientes con queloides y cicatrices hipertróficas, mientras que, la zonula occludens 1 (ZO-1) y la E-
cadherina disminuyen su expresión. El Col tipo I, la αSMA, la fibronectina, el TGFβ1, la ZO-1, la E-
cadherina y la N-cadherina fueron analizadas mediante RT-PCR en piel sana (n = 6), cicatriz hipertrófica 
(n = 6) y tejido queloide (n = 6). Los resultados se expresan como la media ± SEM. Las comparaciones 
fueron analizadas mediante test ANOVA de una vía seguido de un test post hoc de Bonferroni. *P <0,05 
vs. control; #P <0.05 vs. cicatriz hipertrófica. 
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4.1.3 Estudio de la expresión proteica de la fosfodiesterasa 4 B (PDE4B) y la α-actina 
de musculo liso (αSMA) en cortes de tejido de pacientes 

 
Tras haber demostrado que la PDE4B es la isoforma que más se sobre-expresa 

en las cicatrices hipertróficas y los queloides, estos resultados se corroboraron con la 

co-inmunofluorescencia de PDE4B y αSMA, marcador por excelencia de los 

miofibroblastos, la cual también se ha demostrado su sobre-expresión anteriormente 

en este trabajo. Como se muestra en la Figura 25, ambas proteínas tienen mayor 

expresión en los cortes de tejido de cicatrices hipertróficas y queloides. Además, hay 

un marcaje mayor en los queloides, coincidiendo con el análisis genético, tanto en la 

epidermis como en la dermis.   

 

 
 
Figura 25: La α-actina de musculo liso (αSMA) y la fosfodiesterasa 4 B (PDE4B) están sobre-expresadas 
tanto en la dermis como en la epidermis de tejido cutáneo de pacientes con queloides y cicatrices 
hipertróficas. La expresión de αSMA y PDE4B se analizó mediante co-inmunofluorescencia en piel de 
donantes sanos, pacientes con cicatrices hipertróficas y tejido queloide. Las imágenes fueron tomadas 
con un microscopio confocal Leica TCS SP2. Escala 100 µm. Los cortes de tejido se marcaron con 
anticuerpos para αSMA (rojo) y PDE4B (verde). 

 

 Estudio in vitro de los efectos de roflumilast sobre la expresión de 
marcadores fibróticos y de las rutas aguas abajo de TGFβ1.  

 
Para evaluar el efecto del inhibidor de la PDE4 en cultivos in vitro de 

fibroblastos, tanto de queloide como de pacientes sanos, y del modelo 3D de 

epidermis y queratinocitos primarios, se usaron las técnicas western blot y RT-PCR. 

Además, para corroborar que dichos efectos se debían a la inhibición de la PDE4, 
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también se llevó a cabo el análisis proteico de los experimentos en los que se había 

silenciado la isoforma más sobre-expresada en la fibrosis cutánea, la PDE4B.  

 

4.2.1 Estudio del efecto de roflumilast sobre la expresión de los marcadores de la 
transición de fibroblasto a miofibroblastos (TFM) y de la fosforilación de ERK1/2 
y SMAD3 en fibroblastos 

 
Se estudió el efecto de roflumilast en NHDF tras ser estimuladas con TFGβ1 

durante 30 min para promover la fosforilación de ERK1/2 y SMAD3 o 48 h para la TFM. 

Se midió la expresión proteica de los marcadores de la TFM, Col tipo I, calponina, 

αSMA, CTGF, FAP, fibronectina, IGFBP3 y PAI-1, además de p-ERK1/2 y p-SMAD3. 

Todos los marcadores de la TFM aumentaron su expresión significativamente versus 

control tras estimular a las células con TGFβ1, y, el inhibidor de la PDE4, consiguió 

reestablecer dicha expresión a niveles similares al control. De la misma manera, la 

fosforilación de ERK1/2 y de SMAD3 se vio incrementada en las células que habían sido 

estimuladas con TGFβ1. Sin embargo, en las células que se habían estimulado con 

TGFβ1 pero que además habían sido tratadas con el fármaco, no hubo un aumento 

estadísticamente significativo en la fosforilación de dichas proteínas con respecto al 

control y si frente al estímulo (Figura 26).  

 



81 
 

 

Figura 26: Roflumilast disminuye la expresión de marcadores de la transición de fibroblasto a 
miofibroblasto (TFM) y la fosforilación de la quinasa regulada por señales extracelulares 1/2 (ERK1/2) 
y de SMAD3 inducida por el factor de crecimiento transformante β 1 (TGFβ1) en fibroblastos dérmicos 
humanos normales (NHDF). Las células se incubaron durante 30 minutos con roflumilast (100 nM) y 
luego se estimularon con TGFβ1 10 ng/ml durante 48 horas para el análisis de marcadores de TFM o 30 
minutos para el análisis de p-ERK1/2 y p-SMAD3. La expresión proteica de colágeno tipo I (Col tipo I), 
calponina, α-actina del músculo liso (αSMA), factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF), proteína 
de activación de fibroblastos (FAP), fibronectina, proteína 3 de unión al factor de crecimiento parecido a 
la insulina (IGFBP3), inhibidor del activador de plasminógeno-1 (PAI-1), p-ERK1/2 y p-SMAD3 se 
analizaron mediante la técnica Western blot y se cuantificaron mediante densitometría con respecto al 
control interno β-actina. Los resultados se expresan como la media ± SEM de n = 3 experimentos 
independientes. Las comparaciones fueron analizadas mediante test ANOVA de una vía seguido de un 
test post hoc de Bonferroni. *P <0,05 vs. control; #P <0.05 vs. TGFβ1. 

 

4.2.2 Estudio del efecto de roflumilast sobre la expresión de marcadores fibróticos 
tras inducir la transición de fibroblasto a miofibroblastos (TFM) y de la 
fosforilación de ERK1/2 y SMAD3 en fibroblastos 

 

Por otro lado, y también con NHDF, se estableció la TFM al estimular a las 

células durante 24 h con TGFβ1, y, a continuación, se trataron durante otras 24 h con 

roflumilast además del estímulo para estudiar si el fármaco era capaz de promover la 

TMF. Para el estudio de la fosforilación de ERK1/2 y SMAD3, las células fueron tratadas 

con el inhibidor de PDE4 durante 30 min tras la inducción de la TFM. Como se muestra 

en la Figura 27, los marcadores de la TFM, Col tipo I, calponina, αSMA, CTGF, FAP, 

fibronectina, IGFBP3 y PAI-1 aumentaron su expresión tras tratar a las células con 

TGFβ1, y, el fármaco, consiguió inducir la TMF al disminuir dicha expresión siendo 

estadísticamente significativo con respecto al estímulo excepto en el caso de CTGF. En 

el caso de la fosforilación de las proteínas ERK1/2 y SMAD3, esta se vio incrementada 

tras la inducción de la TFM, pero, al tratar a las células con roflumilast, esta 

modificación postranscripcional, volvió a valores similares al control.  
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Figura 27: Roflumilast promueve la transición de miofibroblasto a fibroblasto (TMF) e inhibe la 
fosforilación de la quinasa regulada por señales extracelulares 1/2 (ERK1/2) y de SMAD3 inducida por 
el factor de crecimiento transformante β 1 (TGFβ1) en fibroblastos dérmicos humanos normales 
(NHDF). Las células se estimularon durante 24 horas con TGFβ1, se incubaron durante 30 minutos con 
roflumilast (100 nM) y luego se estimularon con TGFβ1 10 ng/ml otras 24 horas para el análisis de 
marcadores de TMF o 30 minutos para el análisis de p-ERK1 / 2 y p-SMAD3. La expresión proteica de 
colágeno tipo I (Col tipo I), calponina, α-actina del músculo liso (αSMA), factor de crecimiento del tejido 
conectivo (CTGF), proteína de activación de fibroblastos (FAP), fibronectina, proteína 3 de unión al 
factor de crecimiento parecido a la insulina (IGFBP3), inhibidor del activador de plasminógeno-1 (PAI-1), 
p-ERK1/2 y p-SMAD3 se analizaron mediante la técnica Western blot y se cuantificaron mediante 
densitometría con respecto al control interno β-actina. Los resultados se expresan como la media ± SEM 
de n = 3 experimentos independientes. Las comparaciones fueron analizadas mediante test ANOVA de 
una vía seguido de un test post hoc de Bonferroni. *P <0,05 vs. control; #P <0.05 vs. TGFβ1. 

 

4.2.3 Estudio del papel de la fosfodiesterasa 4 B (PDE4B) en la transición de 
fibroblasto a miofibroblasto (TFM) y en la ruta canónica y no canónica de TFGβ1 
en fibroblastos 

 
Con la intención de corroborar que los efectos de roflumilast se deben a la 

inhibición de la PDE4, y como gracias a experimentos anteriores ha quedado 

demostrado que la PDE4B es la que más se sobre-expresa en muestras de pacientes 

con cicatrices hipertróficas y queloides, se usó ARNsi para PDE4B en NHDF para el 

posterior estudio de la expresión proteica de marcadores de la TFM y la fosforilación 

de ERK1/2 y SMAD3. Las células fueron incubadas con ARNsi(-) o ARNsi-PDE4B durante 
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6 h. A continuación, se estimuló con TGFβ1 durante 30 min para el análisis de PDE4B, 

p-ERK1/2 y p-SMAD3 o durante 48 h para los marcadores de la TFM.   

Como se observa en la Figura 28, el silenciamiento de la PDE4B funcionó con 

éxito ya que no se detectó apenas proteína. TGFβ1 aumentó significativamente versus 

control la expresión de col tipo I, αSMA, p-ERK1/2 y p-SMAD3 en el caso de las células 

tratadas con ARNsi(-), sin embargo, esta diferencia, no fue relevante para αSMA en el 

caso de las células tratadas con ARNsi-PDE4B. Además, todas las proteínas 

disminuyeron su expresión en el caso de las células tratadas con ARNsi-PDE4B y 

estimuladas con TGFβ1 de manera estadísticamente significativa versus ARNsi(-) + 

TGFβ1. 

 

Figura 28: La fosfodiesterasa 4 B (PDE4B) interviene en la expresión de los marcadores de la transición 
de fibroblasto a miofibroblasto (TFM) y en la fosforilación de la quinasa regulada por señales 
extracelulares 1/2 (ERK1/2) y de SMAD3 inducida por el factor de crecimiento transformante β 1 
(TGFβ1) en fibroblastos dérmicos humanos normales (NHDF). Las células fueron silenciadas para PDE4B 
mediante ARN interferente (ARNsi-PDE4B) o con silenciamiento control (ARNsi(-)) y se estimularon 
durante 48 h con TGFβ1 10 ng/ml para el análisis de colágeno tipo I (Col tipo I), α-actina de músculo liso 
(αSMA) o 30 minutos para el análisis de PDE4B2, p-ERK1/2 y p-SMAD3. La expresión de proteínas se 
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analizó mediante la técnica Western blot y se cuantificó mediante densitometría con respecto al control 
interno β-actina. Los resultados se expresan como la media ± SEM de n = 3 experimentos 
independientes. Las comparaciones fueron analizadas mediante test ANOVA de una vía seguido de un 
test post hoc de Bonferroni. *P <0,05 vs. control ARNsi(-)/ARNsi-PDE4B; #P <0.05 vs. ARNsi(-) TGFβ1. 

4.2.4 Estudio del efecto de roflumilast en fibroblastos extraídos de queloide 
 

A continuación, se procedió al estudio de la expresión proteica de marcadores 

de la TFM (Figura 29A) y de la fosforilación de ERK1/2 y de SMAD3 (Figura 29B) en 

fibroblastos extraídos de muestras de queloide. Las células fueron incubadas con el 

fármaco durante 30 min y posteriormente estimuladas con TGFβ1 durante 30 min para 

p-ERK1/2 y p-SMAD3 o 48 h en el caso de col tipo I, αSMA y PDE4B.  

Como se puede observar en la Figura 29, TGFβ1 incrementa la expresión de los 

marcadores de la TFM, así como la fosforilación de ERK1/2 y SMAD3 y la expresión de 

PDE4B, y, roflumilast, revierte en todos los casos dicha situación siendo 

estadísticamente significativo versus estímulo.  

 

Figura 29: Roflumilast disminuye la expresión de marcadores de la transición de fibroblasto a 
miofibroblasto (FMT) y la fosforilación de la quinasa regulada por señales extracelulares (ERK1/2) y 
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SMAD3 inducida por el factor de crecimiento transformante β 1 (TGFβ1) en fibroblastos extraídos de 
tejido queloide. Los fibroblastos se aislaron de la dermis de muestras de tejido queloide. Las células se 
incubaron durante 30 minutos con roflumilast (100 nM) y luego se estimularon con TGFβ1 10 ng/ml 
durante 48 horas (A) o 30 minutos (B). La expresión de colágeno tipo I (Col tipo I), α-actina de músculo 
liso (α-SMA), fosfodiesterasa 4B (PDE4B), p-ERK1/2 y p-SMAD3 se analizó mediante la técnica Western 
blot y se cuantificó mediante densitometría con respecto al control interno β-actina. Los resultados se 
expresan como la media ± SEM de n = 3 experimentos independientes. Las comparaciones fueron 
analizadas mediante test ANOVA de una vía seguido de un test post hoc de Bonferroni. * P <0,05 frente 
al control; #P <0,05 frente a TGFβ1. 

 

4.2.5 Estudio de los efectos de roflumilast en la expresión de las isoformas de PDE4 y 
de los marcadores de la transición epitelial mesenquimal (TEM) en un modelo 
3D de epidermis 

 
Tras la formación del modelo 3D de epidermis, se procedió al estudio de la 

expresión de las diferentes isoformas de la PDE4 y de los marcadores de la TEM tras 

estimular a las células con TGFβ1 y tratarlas con roflumilast. Salvo en el caso de la 

Figura 30C, donde primero se indujo la TEM al tratar a las células durante 24 h con el 

estímulo y posteriormente añadir el fármaco 24 h más, el modelo 3D de epidermis fue 

incubado con el inhibidor de PDE4 durante 30 min y posteriormente estimulado con 

TGFβ1 durante 48 h. 

Coincidiendo con los experimentos realizados en muestras de tejido humano, y 

como se muestra en la Figura 30A, las isoformas de la PDE4 A, B, C y D, se sobre-

expresan en el modelo 3D de epidermis, siendo, la PDE4B, la isoforma con mayor 

expresión génica. Roflumilast, consiguió revertir dicho efecto siendo estadísticamente 

significativo versus TGFβ1 para la PDE4A y la PDE4B.  

En el caso de los marcadores de la TEM, tanto el Col tipo I como la fibronectina 

aumentaron su expresión y la E-cadherina y la ZO-1 la disminuyeron al tratar a las 

células durante 48 h con el estímulo. Roflumilast, disminuyó la expresión de los 

marcadores mesenquimales y aumentó la de los marcadores epiteliales de manera 

significativa versus estímulo salvo en el experimento donde primero se había inducido 

la TEM. En este último caso, el inhibidor de la PDE4 solo consiguió revertir la expresión 

de la ZO-1 (Figura 26B y C). 
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Figura 30: La fosfodiesterasa 4 B (PDE4B) es la isoforma más sobre-expresada tras estimular modelos 
3D de epidermis con el factor de crecimiento transformante β 1 (TGFβ1) y roflumilast revierte dicha 
expresión además de la expresión de marcadores de la transición epitelio mesenquimal (TEM) y de la 
transición mesenquimal epitelial (TME). Para la formación del modelo 3D de epidermis, se sembraron 
fibroblastos dérmicos de ratón (BALB/3T3) y se irradiaron con luz UV. Se sembraron los queratinocitos y 
se cultivaron durante 21 días. Se incubó durante 30 minutos con roflumilast (100 nM) y luego se 
estimuló con TGFβ1 10 ng/ml durante 48 horas para la TEM o se estimularon durante 24 horas con 
TGFβ1, se incubaron durante 30 minutos con roflumilast (100 nM) y luego se estimularon con TGFβ1 10 
ng/ml otras 24 horas para la transición mesenquimal epitelial (TME). Las isoformas de fosfodiesterasa 4 
(PDE4), PDE4A, PDE4B, PDE4D y PDE4C se analizaron mediante RT-PCR (A). Los marcadores de la TEM 
(B) y de la TME (C), colágeno tipo I (Col tipo I), fibronectina, E-cadherina y zonula occludens 1 (ZO-1) se 
analizaron mediante RT-PCR. Los resultados se expresan como media ± SEM de n = 3 experimentos 
independientes. Las comparaciones fueron analizadas mediante test ANOVA de una vía seguido de un 
test post hoc de Bonferroni. * P <0,05 frente al control; #P <0,05 frente a TGFβ1. 

 

4.2.6 Estudio de los efectos de roflumilast en la expresión de los marcadores de la 
TEM, y en la fosforilación de ERK1/2 y SMAD3 en queratinocitos 
 

Por otro lado, también se realizó el análisis de la expresión, esta vez a nivel 

proteico, de los marcadores de la TEM en queratinocitos, además de las rutas aguas 

debajo de TGFβ1. Las células fueron tratadas con el fármaco durante 30 min y 
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posteriormente estimuladas con TGFβ1 durante 30 min más para p-ERK1/2 y p-SMAD3 

o 48 h en el caso de col tipo I y E-cadherina.   

Como se muestra en la Figura 31, el Col tipo I aumentó su expresión proteica y 

la E-cadherina la disminuyó al tratar a las células con el estímulo. De la misma manera, 

aumentaron las fosforilaciones tanto de ERK1/2 como de SMAD3. Roflumilast, 

disminuyó la expresión y la fosforilación de las proteínas correspondientes y la 

aumento en el caso de la E-cadherina siendo estadísticamente significativo versus 

TGFβ1 para todas ellas.  

 
 

 

Figura 31: Roflumilast revierte la expresión de marcadores de la transición epitelio mesenquimal 
(TEM) y la fosforilación de la quinasa regulada por señales extracelulares (ERK1/2) y SMAD3. Los 
queratinocitos epidérmicos humanos normales (NHEK) se incubaron durante 30 minutos con roflumilast 
(100 nM) y luego se estimularon con el factor de crecimiento transformante β 1 (TGFβ1) 10 ng/ml 
durante 48 horas para el análisis de colágeno tipo I (Col tipo I) y E-cadherina o 30 minutos para el 
análisis de p-ERK1 / 2 y p-SMAD3. La expresión de proteínas se analizó mediante la técnica Western blot 
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y se cuantificó mediante densitometría con respecto al control interno β-actina. Los resultados se 
expresan como la media ± SEM de n = 3 experimentos independientes. Las comparaciones fueron 
analizadas mediante test ANOVA de una vía seguido de un test post hoc de Bonferroni. * P <0,05 frente 
al control; #P <0,05 frente a TGFβ1. 

 

4.2.7 Estudio del papel de la fosfodiesterasa 4 B (PDE4B) en la transición epitelial 
mesenquimal (TEM) y en la ruta canónica y no canónica de TFGβ1 en 
queratinocitos 
 

Tras examinar el efecto de roflumilast en el modelo 3D de epidermis y en 

queratinocitos, y además corroborar que la isoforma más sobre-expresada de la PDE4 

en este caso también era la PDE4B, se procedió al silenciamiento de dicha isoforma 

con ARNsi en queratinocitos.  

Las células fueron incubadas con ARNsi(-) o ARNsi-PDE4B durante 6 h. A 

continuación, se estimuló con TGFβ1 durante 30 min para el análisis de PDE4B, p-

ERK1/2 y p-SMAD3 o durante 48 h para los marcadores de la TEM. Gracias al estudio 

de la expresión proteica de la PDE4B, y como se observa en la Figura 32, se pudo 

confirmar que el silenciamiento se había producido con éxito. Además, TGFβ1 

consiguió aumentar la expresión de Col tipo I y disminuir la de E-cadherina y aumentó 

la fosforilación de ERK1/2 y SMAD3 pero solo en las células que se habían incubado 

previamente con ARNsi(-). En el caso de las células que habían sido tratadas con ARNsi-

PDE4B, el estímulo no consiguió originar la TEM ni producir un aumento en la 

fosforilación de las proteínas implicadas en las rutas de señalización aguas debajo de 

TGFβ1. El análisis resultó estadísticamente significativo para todos los casos al 

comparar las células tratadas con ARNsi(-) y estimuladas con TFGβ1 versus el 

tratamiento con ARNsi-PDE4B y TFGβ1. 
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Figura 32: La fosfodiesterasa 4 B (PDE4B) interviene en la expresión de los marcadores de la transición 
epitelio mesenquimal (TEM) y en la fosforilación de la quinasa regulada por señales extracelulares 1/2 
(ERK1/2) y de SMAD3 inducida por el factor de crecimiento transformante β 1 (TGFβ1) en 
queratinocitos epidérmicos humanos normales (NHEK). Las células fueron silenciadas para PDE4B 
mediante ARN interferente (ARNsi-PDE4B) o con silenciamiento control (ARNsi(-)) y se estimularon 
durante 48 h con TGFβ1 10 ng/ml para el análisis de colágeno tipo I (Col tipo I) y E-cadherina o 30 
minutos para el análisis de PDE4B, p-ERK1/2 y p-SMAD3. La expresión de proteínas se analizó mediante 
la técnica Western blot y se cuantificó mediante densitometría con respecto al control interno β-actina. 
Los resultados se expresan como la media ± SEM de n = 3 experimentos independientes. Las 
comparaciones fueron analizadas mediante test ANOVA de una vía seguido de un test post hoc de 
Bonferroni. *P <0,05 vs. control ARNsi(-)/ARNsi-PDE4B; #P <0.05 vs. ARNsi(-) TGFβ1. 

 

 Análisis de la expresión e interacción de la PDE4B y p-ERK1/2 en 
diferentes modelos de fibrosis cutánea 
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Con el objetivo de estudiar la expresión e interacción entre la PDE4B y p-

ERK1/2, se realizaron técnicas de inmunoanálisis en diferentes modelos de fibrosis 

cutánea.  

Por un lado, se llevó a cabo la co-inmunofluorescencia de la PDE4B y de p-

ERK1/2 en los cortes de tejido de origen humano de piel sana, cicatrices hipertróficas y 

queloides además del modelo animal, y, por otro lado, se realizó la co-

inmunoprecipitación de estas mismas proteínas en fibroblastos y queratinocitos 

primarios humanos y del modelo animal.  

Como se muestra en la Figura 33A, la expresión tanto de la PDE4B como de p-

ERK1/2 está incrementada en las cicatrices hipertróficas y en los queloides. Además, 

esta expresión se puede ver en la dermis y en la epidermis. Con respecto al modelo 

animal, el HOCL también generó un incremento en la expresión de ambas proteínas, y, 

roflumilast, consiguió restablecerla a niveles similares a los ratones control tanto en el 

modelo preventivo como en el modelo curativo. La expresión de PDE4B y de p-ERK1/2 

en este caso, también se pudo observar en la dermis y en la epidermis como ocurre en 

los cortes de tejido de las cicatrices hipertróficas y los queloides (Figura 33B).  

Asimismo, gracias a la co-inmunoprecipitación y posterior western blot, se 

pudo observar que la PDE4B y p-ERK1/2 interaccionan tanto en los cultivos de 

fibroblastos dérmicos y queratinocitos epidérmicos como en el modelo animal (Figura 

33C, D y E). 
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Figura 33: Roflumilast disminuye la fosforilación de la quinasa regulada por señales extracelulares 
(ERK1/2) y su interacción con la fosfodiesterasa 4 B (PDE4B). Se utilizaron 24 ratones divididos en tres 
grupos homogéneos (n = 8): control, HOCL, roflumilast/HOCL. Se administraron 100 µl de HOCl (0,1 
mg/ml) por vía subcutánea diariamente durante 6 semanas a los grupos correspondientes. El 
tratamiento farmacológico se inició el día 1 (modelo preventivo) o una vez establecida la fibrosis 
cutánea (modelo terapéutico). El fármaco se administró por vía oral, con sonda a una dosis de 5 
mg/kg/d. La expresión de p-ERK1/2 y PDE4B se analizó mediante co-inmunofluorescencia en piel de 
donantes sanos, pacientes con cicatrices hipertróficas y tejido queloide (A) y en el modelo animal (B). 
Las imágenes fueron tomadas con un microscopio confocal Leica TCS SP2. Escala 100 µm. Los cortes de 
tejido se marcaron con anticuerpos para PDE4B (rojo) y PDE4B (verde). Se incubaron fibroblastos 
dérmicos humanos normales (NHDF) y queratinocitos epidérmicos humanos normales (NHEK) durante 
30 minutos con roflumilast (100 nM), y luego se estimularon con el factor de crecimiento transformante 
β 1 (TGFβ1) 10 ng/ml durante 30 minutos. Se extrajeron las proteínas del experimento en NHDF (C) y en 
NHEK (D) además del modelo animal (E) y se inmunoprecipitó con un anticuerpo contra p-ERK1/2. La 
expresión de PDE4B se analizó mediante la técnica Western blot. 

 
 

 Análisis del estrés oxidativo en fibrosis cutánea, los efectos de 
roflumilast y el papel de la fosfodiestesa 4 B (PDE4B) 

 
Para estudiar la generación de ERO, así como la expresión de NOX4 y la 

actividad de Nrf2 en diferentes modelos de fibrosis cutánea se procedió a la realización 

de inmunofluorescencias, western blots, medición de la fluorescencia DCF, y medición 

de la luminiscencia en la línea celular KeratinoSens. 
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4.4.1 Estudio de la expresión de la NADPH oxidasa 4 (NOX4) en piel  
 

Con el objetivo de estudiar la expresión de NOX4 en cortes de tejido cutáneo de 

pacientes con cicatrices hipertróficas y queloides versus sanos se realizó una 

inmunofluorescencia (Figura 34). Las imágenes de la dermis y de la epidermis 

muestran como la expresión de dicha proteína esta incrementa en cicatrices 

hipertróficas y en queloides en ambas capas de la piel, siendo aparentemente mayor 

en el caso de los queloides. 

 

Figura 34: La NADPH oxidasa 4 (NOX4) está sobre-expresada tanto en la dermis como en la epidermis 
de tejido cutáneo de pacientes con queloides y cicatrices hipertróficas. La expresión de NOX4 se 
analizó mediante inmunofluorescencia en piel de donantes sanos, pacientes con cicatrices hipertróficas 
y tejido queloide. Las imágenes fueron tomadas con un microscopio confocal Leica TCS SP2. Los cortes 
de tejido se marcaron con el anticuerpo para NOX4 (rojo). 

 

4.4.2 Estudio de la expresión de la NADPH oxidasa 4 (NOX4) y el papel de roflumilast y 
la PDE4B en fibroblastos 

 
 

Tras observar el incremento en la expresión de NOX4 en las cicatrices 

hipertróficas y los queloides, se llevó a cabo el estudio de esta misma proteína en 

NHDF. Por un lado, para examinar el efecto de roflumilast, las células se incubaron con 

el fármaco durante 30 min y después se estimularon con TGFβ1 durante 48 h. Por otro 

lado, para corroborar que dicho efecto se debe a la inhibición de la PDE4B, las células 

se incubaron con ARNsi(-) o ARNsi-PDE4B durante 6 h, y después se estimularon con 

TGFβ1 durante 48 h. Además, se midió la fluorescencia de DCF que es proporcional a la 

generación de las ERO.  
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Como se muestra en la Figura 35B, la expresión de NOX4 aumenta cuando 

se estimula a las células con TGFβ1 salvo en el caso de las que se habían incubado 

previamente con ARNsi-PDE4B. Este último hallazgo está en concordancia con los 

resultados obtenidos al tratar a las células con roflumilast, donde la expresión de NOX4 

es similar al control (Figura 35A). En el caso de la fluorescencia DCF esta incrementó al 

tratar a las células con el estímulo y roflumilast consiguió revertir dicho efecto (Figura 

35C). 

 

 
Figura 35: Roflumilast disminuye la formación de especies reactivas de oxígeno (ERO) y la expresión 
de la NADPH oxidasa 4 (NOX4). Los fibroblastos dérmicos humanos normales (NHDF) se incubaron 
durante 30 minutos con roflumilast (100 nM) y luego se estimularon con el factor de crecimiento 
transformante β 1 (TGFβ1) 10 ng/ml durante 48 horas (A) o se silenciaron para PDE4B mediante ARN 
interferente (ARNsi-PDE4B) o con silenciamiento control (ARNsi(-)) y se estimularon durante 48 h con 
TGFβ1 10 ng/ml (B) para el análisis de la expresión de NOX4. La expresión a nivel proteico se analizó 
mediante la técnica Western blot. (C) Imágenes representativas de la fluorescencia DCF positiva en 
NHDF. Medida de la intensidad de fluorescencia de DCF. Los resultados se expresan como la media ± 
SEM de n = 3 experimentos independientes. Las comparaciones fueron analizadas mediante test ANOVA 
de una vía seguido de un test post hoc de Bonferroni. * P <0,05 frente al control; #P <0,05 frente a 
TGFβ1. 

 
 

4.4.3 Estudio de la expresión de la NADPH oxidasa 4 (NOX4) y el papel de roflumilast y 
la PDE4B en queratinocitos 
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Además de los experimetos en fibroblastos, también se llevaron a cabo 

experimentos en NHEK, la línea celular keratinoSens y el modelo 3D de epidermis. En 

el caso de las NHEK, estas se incubaron con el fármaco durante 30 min y después se 

estimularon con TGFβ1 durante 48 h. Por otro lado, las células se incubaron con 

ARNsi(-) o ARNsi-PDE4B durante 6 h, y después se estimularon con TGFβ1 durante 48 

h. Ambos experimentos sirvieron para el análisis de la expresión proteica de NOX4. 

También se midió la fluorescencia DFC en el modelo 3D de epidermis. Y, por último, se 

midió el efecto de roflumilast sobre la actividad de Nrf2 gracias a la línea celular 

keratinoSens. En este caso, las células se incubaron durante 30 min con roflumilast u 

Obacunona, y posteriormente se estimularon con TGFβ1 durante 48 h. 

Igual que ocurría con los NHDF, la expresión proteica de NOX4 se vio 

incrementada al tratar a las células con TGFβ1 excepto en el caso de los NHEK que 

habían sido estimulados con ARNsi-PDE4B (Figura 36B). En relación con lo anterior, el 

inhibidor de la PDE4 también redujo dicha expresión (Figura 36A). En el caso de las 

ERO, como se puede observar en la Figura 36D, la generación de estas especies 

aumenta en un modelo 3D de epidermis al ser estimulado con TGFβ1. Roflumilast, 

disminuye la generación de las ERO siendo estadísticamente significado frente al 

estímulo. Además, la expresión de los genes antioxidantes dependientes del factor 

transcripcional Nrf2 también se incrementó al tratar a las células con TGFβ1 como se 

puede observar en la Figura 36C, y, roflumilast, la disminuyó de manera 

estadísticamente significativa versus estímulo. Obacunona, que se utilizó como control 

positivo al tratarse de un compuesto natural que activa a Nrf2, incrementó la actividad 

de este factor transcripcional con una diferencia significativa en comparación al 

control. Asimismo, se midió el efecto per se del inhibidor de la PDE4 y se comprobó 

que el fármaco no produce ningún efecto sobre la activación de Nrf2 de manera 

natural.  
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Figura 36: Roflumilast disminuye la formación de especies reactivas de oxígeno (ERO) al inhibir la 
expresión de NADPH oxidasa 4 (NOX4). Los queratinocitos epidérmicos humanos normales (NHEK) se 
incubaron durante 30 minutos con roflumilast (100 nM) y luego se estimularon con el factor de 
crecimiento transformante β 1 (TGFβ1) 10 ng/ml durante 48 horas (A) o se silenciaron para PDE4B 
mediante ARN interferente (ARNsi-PDE4B) o con silenciamiento control (ARNsi(-)) y se estimularon 
durante 48 h con TGFβ1 10 ng/ml (B) para el análisis de la expresión de NOX4. La expresión a nivel 
proteico se analizó mediante la técnica Western blot. (C) Keratinosens es una línea celular que contiene 
el gen de la luciferasa bajo el control transcripcional de un promotor constitutivo fusionado con el 
elemento de respuesta antioxidante (ARE). Las células se incubaron durante 30 minutos con roflumilast 
(100 nM) u obacunona (100 µM) y luego se estimularon con TGFβ1 10 ng/ml durante 48 horas. Medida 
de la actividad luciferasa. (D) Para la formación del modelo 3D de epidermis, se sembraron fibroblastos 
dérmicos de ratón (BALB/3T3) y se irradiaron con luz UV. Se sembraron los queratinocitos y se cultivaron 
durante 21 días. Se incubó durante 30 minutos con roflumilast (100 nM) y luego se estimuló con TGFβ1 
10 ng/ml durante 48 horas. Imágenes representativas de la fluorescencia DCF positiva en modelo 3D de 
epidermis. Medida de la intensidad de fluorescencia de DCF. Los resultados se expresan como la media ± 
SEM de n = 3 experimentos independientes. Las comparaciones fueron analizadas mediante test ANOVA 
de una vía seguido de un test post hoc de Bonferroni. * P <0,05 frente al control; #P <0,05 frente a 
TGFβ1. 

 

 Estudio in vitro del mecanismo de acción de roflumilast  
 

Para elucidar el mecanismo de acción del inhibidor de la PDE4 se llevó a cabo el 

análisis proteico de experimentos in vitro tras estimular con TGFβ1 y tratar a las células 

con diferentes fármacos cuyo mecanismo de acción es conocido además de 

roflumilast. 
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4.5.1 Análisis del mecanismo de acción de roflumilast en NHDF 
 

En el caso de los NHDF, estos fueron tratados con el inhibidor de la PDE4, SIS3, 

KT5720, NAC, sanguinerine, PD98059 o combinaciones de los mismos durante 30 min y 

posteriormente estimulados con TGFβ1 otros 30 min. 

En el caso de la ruta canónica de TGFβ1, y como se muestra en la Figura 37A, 

roflumilast consiguió inhibir la fosforilación de SMAD3 provocada por el estímulo de la 

misma manera que lo hizo SIS3, inhibidor de dicha proteína. Además, roflumilast, no 

consiguió revertir la fosforilación de SMAD3 al tratar a las células, además de con 

TGFβ1, con una combinación de este y KT5720, inhibidor de la PKA. Por otro lado, y de 

forma parecida al resultado comentado anteriormente, el inhibidor de la PDE4 no 

consiguió disminuir la fosforilación de SMAD3 cuando las células se tratan con TGFFβ1 

y una combinación de roflumilast y sanguinerine, inhibidor de PPM1A. En el caso de las 

células tratadas con NAC, inhibidor de la generación de ERO, o con el inhibidor de la 

PDE4, sí que se consiguió revertir la fosforilación de SMAD3 inducida por TGFβ1. 

También se llevó a cabo el análisis de una de las rutas no canónicas de TGFβ1. 

En este caso, se analizó la fosforilación de ERK1/2. Como se observa en la Figura 37B, 

roflumilast consiguió revertir la fosforilación de dicha proteína de manera similar a 

PD98059, inhibidor específico de la ruta MEK/ERK. Por otro lado, como ocurrió con p-

SMAD3, el inhibidor de la PDE4 no consiguió disminuir la fosforilación de ERK1/2 en el 

caso de las células tratadas, además de con el estímulo, con una combinación de 

roflumilast y KT5720. De la misma manera, el fármaco en estudio tampoco consiguió 

revertir el efecto de TGFβ1 en ERK1/2 cuando las células se tratan con una 

combinación de este y sanguinerine. En el caso de los experimentos con NAC y 

roflumilast, ambos fármacos disminuyeron la fosforilación de ERK1/2 a pesar del 

tratamiento con TGFβ1. 

En relación con los estudios llevados a cabo sobre la generación de las ERO, que 

además inhiben a PPM1A, inhibidor de la fosforilación tanto de SMAD2/3 como de 

ERK1/2, se llevó a cabo el análisis de la expresión de esta proteína cuando las células 

habían sido tratadas con roflumilast, NAC o una combinación de roflumilast y 
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sanguinerine y estimuladas con TGFβ1. Como se muestra en la Figura 37C, tanto el 

inhibidor de la PDE4 como NAC aumentaron la expresión de PPM1A, sin embargo, 

roflumilast, no consiguió dicho efecto cuando se trataba a las células con una 

combinación de este y sanguinerine.  

Como se observa en la Figura 37D, la fosforilación de la PDE4 disminuyó al 

tratar a las células con roflumilast o PD98059.  

Además, se ha propuesto un modelo de mecanismo de acción para roflumilast 

en fibroblastos dérmicos. Brevemente, el fármaco inhibe a la PDE4 y por tanto 

aumenta la concentración intracelular de AMPc con la consecuente activación de la 

PKA. Este hecho provoca una disminución en la fosforilación de ERK1/2 y por lo tanto 

también en la interacción de esta proteína con la PDE4, tanto por la activación, como 

ya se ha dicho, de la PKA como por la disminución en la generación de ERO al disminuir 

la expresión de NOX4. La activación de la PKA y la disminución en la generación de ERO 

también disminuyen la fosforilación de SMAD2/3. Todos estos eventos, ayudan a 

reducir mecanismos celulares como la proliferación y senescencia, así como la TFM 

(Figura 37E).  
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Figura 37: Roflumilast actúa inhibiendo tanto la vía canónica dependiente de SMAD como las vías 
independientes o no canónicas de SMAD en fibroblastos dérmicos humanos normales (NHDF). Las 
células se incubaron durante 30 minutos con roflumilast (100 nM), SIS3 (10 µM), KT5720 (2 µM), NAC (1 
mM), sanguinerine (3 µM), PD98059 (10 µM), roflumilast (100 nM) y KT5720 (2 µM), roflumilast (100 
nM) y sanguinerine (3 µM), y luego se estimularon con el factor de crecimiento transformante β 1 
(TGFβ1) 10 ng/ml durante 30 minutos. La expresión de SMAD3 fosforilada (p-SMAD3) (A), quinasa 
regulada por señales extracelular fosforilada (p-ERK1/2) (B), proteína fosfatasa 1A (PPM1A) (C) y 
fosfodiesterasa 4 fosforilada (pPDE4) (D) se analizaron mediante la técnica Western blot. (E) Propuesta 
del mecanismo de acción de roflumilast. El inhibidor de la PDE4 aumenta la concentración intracelular 
del adenosín monofosfato cíclico (AMPc) con la consecuente activación de la protein kinasa A (PKA). 
Esto a su vez, inhibe la fosforilación de ERK1/2 y de SMAD2/3. Además, el fármaco reduce la generación 
de especies reactivas de oxígeno (ERO) a través de la NADPH oxidasa 4 (NOX4), hecho que también 
inhibe la fosforilación de ERK1/2 y SMAD2/3.  Creada con Biorender. 

 

4.5.2 Análisis del mecanismo de acción de roflumilast en NHEK 
 

Una vez aclarado el mecanismo de acción del inhibidor de la PDE4 en NHDF, se 

procedió al análisis proteico de p-SMAD3, p-ERK1/2, PPM1A y pPDE4 en NHEK tras 

tratar a las células con roflumilast, SIS3, KT5720, NAC, sanguinerine, PD98059 o 

combinaciones de los mismos durante 30 min y ser estimuladas posteriormente con 

TGFβ1 otros 30 min. 

En el caso de la ruta dependiente de SMAD de TGFβ1, y como se muestra en la 

Figura 38A, tanto Roflumilat, como SIS3, NAC y PD98059 consiguieron disminuir la 

fosforilación de SMAD3 a pesar de tratar a las células con el estímulo. De nuevo, como 

ocurrió en los NHDF, el inhibidor de la PDE4 no consiguió disminuir la expresión de p-

SMAD3 cuando las células son tratadas con una combinación de este y KT5720. Sin 

embargo, en el caso de las NHEK, roflumilast sí que logró disminuir la fosforilación de 

esta proteína a pesar del tratamiento con TGFβ1 y su combinación con sanguinerine, 

que produce el efecto contrario.  

Con respecto a la ruta MEK/ERK, ruta no dependiente de SMAD3 de TGFβ1, 

roflumilast, SIS3, NAC y PD98059 consiguieron disminuir la fosforilación de ERK1/2 a 

pesar de haber tratado a las células con el estímulo. Como ocurrió en el caso de p-

SMAD3, el fármaco en estudio no consiguió revertir la expresión de p-ERK1/2 cuando 

las células eran tratadas con TGFβ1 y una combinación de roflumilast y KT5720, que 

produjo el resultado contrario. En cambio, a pesar de que sanguinerine incrementó la 
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fosforilación de ERK1/2, esta disminuyó al tratar a las células, además de con el 

estímulo, con una combinación de roflumilast y sanguinerine (Figura 38B).  

Como se muestra en la Figura 38C, tanto roflumilast como NAC aumentaron la 

expresión de PPM1A. Sin embargo, el inhibidor de la PDE4 no logró el mismo efecto 

cuando las células fueron tratadas con TGFβ1 y una combinación de este y 

sanguinerine.   

En el caso de la fosforilación de la PDE4, que se encuentra incrementada al 

tratar a las células con TGFβ1, tanto roflumilast como PD98059 consiguieron 

disminuirla (Figura 38D). 

Asimismo, como se observa en la Figura 38E, se ha propuesto un mecanismo de 

acción para roflumilast en queratinocitos. El inhibidor de la PDE4 aumenta la 

concentración intracelular de AMPc y por lo tanto provoca la activación de la PKA. 

Consecuentemente, hay una disminución en la fosforilación de SMAD2/3 y de ERK1/2 y 

por lo tanto también hay una reducción en la interacción de esta última proteína con la 

PDE4. La disminución en la fosforilación de estas SMAD2/3 y de ERK1/2 se debe tanto 

por la activación, como ya se ha dicho, de la PKA como por la disminución en la 

generación de ERO al disminuir la expresión de NOX4. Estos hechos, ayudan a reducir 

mecanismos celulares tales como la TEM y la senescencia.  
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Figura 38: Roflumilast actúa inhibiendo tanto la vía canónica dependiente de SMAD como las vías 
independientes o no canónicas de SMAD en queratinocitos epidérmicos humanos normales (NHEK). 
Las células se incubaron durante 30 minutos con roflumilast (100 nM), SIS3 (10 µM), KT5720 (2 µM), 
NAC (1 mM), sanguinerine (3 µM), PD98059 (10 µM), roflumilast (100 nM) y KT5720 (2 µM), roflumilast 
(100 nM) y sanguinerine (3 µM), y luego se estimularon con el factor de crecimiento transformante β 1 
(TGFβ1) 10 ng/ml durante 30 minutos. La expresión de SMAD3 fosforilada (p-SMAD3) (A), quinasa 
regulada por señales extracelular fosforilada (p-ERK1/2) (B), proteína fosfatasa 1A (PPM1A) (C) y 
fosfodiesterasa 4 fosforilada (pPDE4) (D) se analizaron mediante la técnica Western blot. (E) Propuesta 
del mecanismo de acción de roflumilast. El inhibidor de la PDE4 es capaz de aumentar la concentración 
intracelular del adenosín monofosfato cíclico (AMPc) y por lo tanto activar a la protein kinasa A (PKA). 
Esto a su vez, inhibe la fosforilación de ERK1/2 y de SMAD2/3. Además, el fármaco reduce la generación 
de especies reactivas de oxígeno (ERO) a través de la NADPH oxidasa 4 (NOX4), hecho que también 
disminuye la fosforilación de ERK1/2 y de SMAD2/3. Creada con BioRender.  

 

 Estudio in vitro de la proliferación y senescencia 
 

A continuación, se quisieron investigar los efectos de roflumilast, así como el 

papel de la PDE4, en mecanismos celulares tan importantes para el mantenimiento de 

la población de fibroblastos y/o miofibroblastos en procesos fibróticos como son la 

proliferación y la senescencia. 

 

4.6.1 Análisis de la proliferación y senescencia en NHDF y fibroblastos de queloide 
 

Para aclarar el papel de roflumilast en la proliferación y senescencia de 

fibroblastos dérmicos se procedió a la realización de los siguientes experimentos. Por 

un lado, en el caso de la proliferación, tanto los NHDF como los fibroblastos extraídos 

de tejido queloide, fueron tratados durante 30 min con el fármaco y a continuación 

estimulados con TGFβ1 durante 48 h. Asimismo, en el caso de las NHDF y bajo las 

mismas condiciones experimentales, se procedió al análisis proteico de p21. Además, 

con la intención de corroborar que los efectos de roflumilast son debidos a la 

inhibición de la PDE4, los NHDF también fueron tratados con ARNsi(-) o ARNsi-PDE4B 

durante 6 h y posteriormente estimulados con TGFβ1 durante 48 h. Por otro lado, y 

para el estudio de la senescencia, los NHDF y los fibroblastos de queloide fueron 

tratados con el fármaco en estudio durante 30 min y a continuación estimulados con 

TGFβ1 durante 72 h.  

Como se muestra en la Figura 39A y B, el estímulo consiguió incrementar la 

proliferación de los fibroblastos dérmicos y, roflumilast, revirtió dicho efecto siendo 

estadísticamente significativo versus TGFβ1.  
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Asimismo, el estímulo, no consiguió incrementar la proliferación de los NHDF 

cuando estos habían sido incubados con el ARNsi-PDE4B, mostrando diferencias 

estadísticamente significativas con respecto a las células también estimuladas con 

TGFβ1 e incubadas con ARNsi(-) (Figura 39C).  

Con respecto a la senescencia, y como se observa en la Figura 39D, TGFβ1 

incrementó la expresión de la β-galactosidasa, y, roflumilast, revirtió dicho efecto 

tanto en los NHDF como en los fibroblastos extraídos de tejido queloide.  

Además, y en concordancia a lo anterior, la expresión proteica de p21 también 

se incrementó al tratar a los NHDF con el estímulo, y el fármaco disminuyó dicha 

expresión de manera estadísticamente significativa con respecto a TGFβ1 (Figura 39E).   
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Figura 39: Roflumilast inhibe la hiperproliferación y la senescencia de los fibroblastos dérmicos 
humanos estimulados con TGFβ1. Los fibroblastos se aislaron de la dermis de muestras de tejido 
queloide. Los fibroblastos de origen queloide (A) y los fibroblastos dérmicos humanos normales (NHDF) 
(B, E) se incubaron durante 30 minutos con roflumilast (100 nM), y luego se estimularon con el factor de 
crecimiento transformante β 1 (TGFβ1) 10 ng/ml durante 48 horas. (C) Los NHDF se silenciaron para 
PDE4B mediante ARN interferente (ARNsi-PDE4B) o con silenciamiento control (ARNsi(-)) y se 
estimularon durante 48 h con TGFβ1 10 ng/ml. La proliferación celular se evaluó mediante el ensayo de 
bromodesoxiuridina (BrdU) durante 48 h. (D) Las células se tiñeron, después de 72 h de estimulación 
con TGFβ1 10 ng/ml, en presencia o ausencia de roflumilast, para determinar la actividad β-
galactosidasa asociada a la senescencia. Se tomaron imágenes microscópicas (aumento de 40X). El 
gráfico muestra el porcentaje de células que expresan β-galactosidasa (células teñidas de azul) con 
respecto al número total de células por campo. La expresión de la proteína p21 se analizó mediante la 
técnica Western blot y se cuantificó mediante densitometría con respecto al control interno β-actina. 
Los resultados se expresan como la media ± SEM de n = 3 experimentos independientes. Las 
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comparaciones fueron analizadas mediante test ANOVA de una vía seguido de un test post hoc de 
Bonferroni. *P <0,05 frente al control; # P <0,05 frente a TGFβ1; ꓕ P <0.05 vs. Control ARNsi(-)/ARNsi-
PDE4B; ∇ P <0.05 vs. ARNsi(-) TGFβ1. 

 

4.6.2 Análisis de la proliferación y senescencia en NHEK y un modelo 3D de epidermis 
 

Tras elucidar el papel de roflumilast y por consiguiente de la PDE4 en la 

proliferación y senescencia de fibroblastos dérmicos se procedió a la realización de 

más experimentos con el mismo objetivo en NHEK y el modelo 3D de epidermis.  

En este caso, los NHEK fueron incubados con roflumilast durante 30 min y 

posteriormente estimulados con TGFβ1, PDGF o FGF durante 48 h para el estudio de la 

proliferación. El modelo 3D de epidermis, también se incubó durante 30 min con el 

fármaco y a continuación se estimuló únicamente con TGFβ1 durante 72 h, esta vez 

para el estudio de la senescencia en base al análisis de la expresión génica de p21.  

Como se muestra en la Figura 40A, tanto TGFβ1 como PDGF disminuyeron la 

proliferación de los NHEK, pero FGF no produjo efecto alguno. Roflumilast contrarrestó 

el efecto de los estímulos incrementando la proliferación de los NHEK mostrando una 

diferencia estadísticamente significativa versus TGFβ1 y PDGF.  

La expresión génica de p21 se incrementó en el modelo 3D de epidermis tras 

ser incubado con el estímulo, y, roflumilast, revirtió este efecto mostrando diferencias 

estadísticamente significativas con respecto a TGFβ1 (Figura 40B).  

 

Figura 40: Roflumilast previene la disminución de la proliferación de los queratinocitos dérmicos 
humanos y el incremento en la expresión de p21 en el modelo 3D de epidermis. (A) Los queratinocitos 
epidérmicos humanos normales (NHEK) se incubaron durante 30 minutos con roflumilast (100 nM), y 
luego se estimularon con el factor de crecimiento transformante β 1 (TGFβ1) 10 ng/ml, factor de 
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) o el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) durante 48 
horas. La proliferación celular se evaluó mediante el ensayo de bromodesoxiuridina (BrdU) durante 48 h. 
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(B) Para la formación del modelo 3D de epidermis, se sembraron fibroblastos dérmicos de ratón 
(BALB/3T3) y se irradiaron con luz UV. Se sembraron los queratinocitos y se cultivaron durante 21 días. 
Se incubó durante 30 minutos con roflumilast (100 nM) y luego se estimuló con TGFβ1 10 ng/ml durante 
72 horas. La expresión de p21 se analizó mediante RT-PCR. Los resultados se expresan como la media ± 
SEM de n = 3 experimentos independientes. Las comparaciones fueron analizadas mediante test ANOVA 
de una vía seguido de un test post hoc de Bonferroni. * P <0,05 frente al control; #P <0,05 frente a 
TGFβ1. 

 

 Estudio de los efectos de roflumilast en un modelo in vivo de fibrosis 
cutánea 

 
Para el análisis de los efectos de roflumilast en el modelo animal de fibrosis 

cutánea, se procedió al estudio, tanto a nivel proteico como genético, de marcadores 

involucrados en patologías que cursan con fibrosis. Además, se evaluó la integridad del 

tejido gracias a la tinción hematoxilina-eosina, que, por otro lado, también sirvió para 

estudiar el grosor de la piel. Asimismo, se hizo un análisis de la concentración de Col a 

través de la concentración de hidroxiprolina, de la expresión de αSMA por 

inmunohistoquímica y de esta junto la PDE4B gracias a la co-inmunofluorescencia de 

ambas proteínas, y, por último, se evaluó el volumen de daño fibrótico tras el análisis 

de las imágenes de TC.  

 
 

4.7.1 Análisis in vivo de la expresión de marcadores de fibrosis 
 

En lo que respecta al análisis de la expresión génica de marcadores fibróticos 

tales como Col tipo I, TGFβ1 y CTGF, y tal y como se observa en la Figura 41, la 

expresión de Col tipo I y TGFβ1 se incrementó en el modelo de esclerodermia en 

ratones. No fue así para CTGF, que no mostro diferencias estadísticamente 

significativas versus control. Roflumilast, disminuyó la expresión de estos marcadores 

tanto en el modelo curativo como en el preventivo a niveles similares al grupo control. 
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Figura 41: Roflumilast inhibe la expresión de marcadores de fibrosis cutánea en un modelo animal de 
esclerosis sistémica. Se utilizaron 24 ratones divididos en tres grupos homogéneos (n = 8): control, 
HOCL, roflumilast/HOCL. Se administraron 100 µl de HOCl (0,1 mg/ml) por vía subcutánea diariamente 
durante 6 semanas a los grupos correspondientes. El tratamiento farmacológico se inició el día 1 
(modelo preventivo) o una vez establecida la fibrosis cutánea (modelo terapéutico). El fármaco se 
administró por vía oral, con sonda a una dosis de 5 mg/kg/d. El análisis de la expresión de colágeno tipo 
I (Col tipo I), el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGFβ1) y el factor de crecimiento del tejido 
conectivo (CTGF) se realizó mediante RT-PCR para el protocolo preventivo (A) y para el protocolo 
terapéutico (B). Los resultados se expresan como la media ± SEM. Las comparaciones fueron analizadas 
mediante test ANOVA de una vía seguido de un test post hoc de Bonferroni. * P <0,05 frente al control; 
#P <0,05 frente a TGFβ1. 

 

4.7.2 Estudio del nivel de fibrosis, así como de la integridad del tejido in vivo 
 

Como ya se ha mencionado anteriormente, también se quiso comprobar la 

integridad del tejido, el grosor de la piel, la concentración de Col y la expresión de 

αSMA. 

En la Figura 42A se muestran imágenes representativas tanto de la tinción 

hematoxilina-eosina como de la inmunohistoquímica de αSMA. Como se puede 

observar en la medida del grosor de la piel, en el caso del grupo HOCL, esta aumenta 

notablemente con respecto al grupo control. Con lo que respecta a los ratones que 

habían sido tratados con roflumilast, el grosor de la piel fue menor que el grupo HOCL. 
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El análisis estadístico se muestra en la Figura 42C. Además, el marcaje para αSMA, fue 

mayor en el grupo HOCL en comparación al resto de grupos, mostrando diferencias 

estadísticamente significativas entre los grupos control y HOCL, y HOCL versus 

tratamientos curativo y preventivo (Figura 42A y D).  

La medición de la hidroxiprolina resultó mayor en el grupo de ratones a los que 

se había administrado únicamente HOCL. Estos, mostraron diferencias 

estadísticamente significativas versus control, pero también versus tratamiento 

curativo y preventivo (Figura 42B).  
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Figura 42: Roflumilast mitiga las características básicas de la fibrosis cutánea, como son el aumento de 
la deposición de colágeno, la hiperproliferación de miofibroblastos y el engrosamiento de la piel en un 
modelo animal de esclerosis sistémica. Se utilizaron 24 ratones divididos en tres grupos homogéneos (n 
= 8): control, HOCL, roflumilast/HOCL. Se administraron 100 µl de HOCL (0,1 mg/ml) por vía subcutánea 
diariamente durante 6 semanas a los grupos correspondientes. El tratamiento farmacológico se inició el 
día 1 (modelo preventivo) o una vez establecida la fibrosis cutánea (modelo terapéutico). El fármaco se 
administró por vía oral, con sonda, a una dosis de 5 mg/kg/d. (A) Imágenes representativas del tejido 
cutáneo para los grupos control, HOCL, protocolo preventivo y protocolo terapéutico sometidos a 
tinción hematoxilina-eosina (arriba) e inmunohistoquímica para α-actina de músculo liso (αSMA) 
(abajo). Concentración de hidroxiprolina en piel para el protocolo preventivo (B) y terapéutico (E). 
Medición del espesor de la piel para el protocolo preventivo (C) y terapéutico (F). Número de células 
αSMA+ por campo para el protocolo preventivo (D) y terapéutico (G). Los resultados se expresan como 
la media ± SEM. Las comparaciones fueron analizadas mediante test ANOVA de una vía seguido de un 
test post hoc de Bonferroni. * P <0,05 frente al control; #P <0,05 frente a TGFβ1. 
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4.7.3 Análisis de las imágenes de tomografía computarizada  
 

 Con la finalidad de medir el volumen de daño fibrótico en el tejido cutáneo 

para los diferentes grupos del modelo animal, y a fin de certificar que se había 

inducido la fibrosis cutánea, se tomaron imágenes de TC. 

Como se muestra en la Figura 43, el volumen de daño fibrótico fue 

significativamente mayor en el grupo de ratones HOCL. Este grupo también mostró 

diferencias estadísticamente significativas con los grupos tratadas con roflumilast. 

 

Figura 43: Roflumilast reduce el volumen de lesión fibrótica en un modelo animal de esclerosis 
sistémica. Se utilizaron 24 ratones divididos en tres grupos homogéneos (n = 8): control, HOCL, 
roflumilast/HOCL. Se administraron 100 µl de HOCL (0,1 mg/ml) por vía subcutánea diariamente durante 
6 semanas a los grupos correspondientes. El tratamiento farmacológico se inició el día 1 (modelo 
preventivo) o una vez establecida la fibrosis cutánea (modelo terapéutico). El fármaco se administró por 
vía oral, con sonda, a una dosis de 5 mg/kg/d. Se adquirieron imágenes de micro tomografía 
computarizada (TC) el día 41. Medición del volumen de la lesión fibrótica en el modelo animal. Los 
resultados se expresan como media ± SEM. El ANOVA de una vía fue seguido por la prueba de 
Bonferroni post hoc. * P <0,05 frente al control; #P <0,05 frente a HOCL. 

 

4.7.4 Análisis del papel de la PDE4 en la expresión de marcadores fibróticos y la 
fosforilación de SMAD3 
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Para finalizar los experimentos del modelo animal, se procedió al análisis de la 

expresión proteica de marcadores de la fibrosis tales como Col tipo I y Fibronectina, así 

como la fosforilación de SMAD3. Además, a fin de corroborar la sobre-expresión de 

αSMA y de la PDE4 en el modelo animal, se llevó a cabo una co-inmunofluorescencia. 

En concordancia a los experimentos in vitro, hubo una sobre-expresión de Col 

tipo I y Fibronectina en los animales a los que se les había inducido la fibrosis cutánea. 

Asimismo, la fosforilación de SMAD3 también se incrementó en este grupo. 

Roflumilast, tanto en el tratamiento preventivo como en el curativo, consiguió 

disminuir la expresión de estos marcadores de fibrosis, así como la fosforilación de 

SMAD3, mostrando diferencias estadísticamente significativas versus HOCL (Figura 

44A).  

Tal y como se muestra en la Figura 44B, tanto αSMA como la PDE4B estaban 

sobre-expresadas en la epidermis y la dermis de los animales a los que se les había 

administrado únicamente HOCL. Además, el fármaco consiguió disminuir dicha 

expresión en ambos modelos, el preventivo y el curativo.  

 



112 
 

 

Figura 44: Roflumilast disminuye la expresión de marcadores de fibrosis en un modelo animal de 
esclerosis sistémica. Se utilizaron 24 ratones divididos en tres grupos homogéneos (n = 8): control, 
HOCL, roflumilast/HOCL. Se administraron 100 µl de HOCL (0,1 mg/ml) por vía subcutánea diariamente 
durante 6 semanas a los grupos correspondientes. El tratamiento farmacológico se inició el día 1 
(modelo preventivo) o una vez establecida la fibrosis cutánea (modelo terapéutico). El fármaco se 
administró por vía oral, con sonda, a una dosis de 5 mg/kg/d. (A) La expresión proteica de colágeno tipo 
I (Col tipo I), Fibronectina y p-SMAD3 se analizó mediante la técnica Western blot y se cuantificó 
mediante densitometría con respecto al control interno β-actina. Los resultados se expresan como la 
media ± SEM. Las comparaciones fueron analizadas mediante test ANOVA de una vía seguido de un test 
post hoc de Bonferroni. *P <0,05 frente al control; # P <0,05 frente a HOCL. (B) La expresión de 
fosfodiesterasa 4 B (PDE4B) y α-actina de músculo liso (αSMA) se analizó mediante co-
inmunofluorescencia. Las imágenes fueron tomadas con un microscopio confocal Leica TCS SP2. Escala 
100 µm. Los cortes de tejido se marcaron con anticuerpos para PDE4B (rojo) y αSMA (verde). 
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La hipótesis de este trabajo de tesis doctoral está centrada en el posible papel 

de la PDE4 en la fibrosis cutánea, así como en el potencial papel de los inhibidores de 

la PDE4 como fármacos antifibróticos en los desórdenes fibróticos de la piel. Los 

inhibidores de la PDE4 han sido aprobados para el tratamiento de enfermedades 

inflamatorias crónicas como la EPOC, psoriasis y artritis psoriásica. Sin embargo, esta 

clase de fármacos presenta un perfil bajo de seguridad derivado de los efectos 

adversos gastrointestinales que, a menudo, provocan la discontinuación del 

tratamiento (103). Estudios recientes han mostrado que la inhibición selectiva de la 

isoforma PDE4B carece de estos efectos adversos, por lo que hoy en día, la industria 

farmacéutica está dirigiendo los esfuerzos en el desarrollo de nuevas moléculas 

selectivas inhibidoras de la PDE4B (127).  

Aunque se conocen los efectos antifibróticos de los inhibidores de la PDE4 

(117,128–132), no existe evidencia de su papel en los desórdenes fibróticos de la piel 

como las cicatrices hipertróficas y los queloides. Por ello, este trabajo de tesis doctoral 

ha profundizado en el análisis de la expresión y distribución de las diferentes isoformas 

de PDE4 en tejido cutáneo sano y fibrótico, así como la potencial utilidad de la 

inhibición de la PDE4 y la PDE4B en los procesos fibróticos cutáneos tanto in vitro 

como in vivo, descifrando los diferentes mecanismos de acción que pueden explicar 

dichos efectos antifibróticos. 

Los resultados originales de esta tesis doctoral se resumen en tres puntos; A) 

Las diferentes isoformas de PDE4 se encuentran sobre-expresadas en tejido cutáneo 

fibrótico, siendo la isoforma con mayor expresión la PDE4B, mostrando una 

localización predominante en fibroblastos/miofibroblastos y en queratinocitos. B) La 

inhibición farmacológica de PDE4 con roflumilast y la supresión genética de la PDE4B 

muestran efectos antifibróticos, inhibiendo la activación de fibroblastos y 

queratinocitos, la deposición de MEC, estrés oxidativo, además de su proliferación y 

senescencia tanto en modelos in vivo como in vitro. C) La inhibición de la PDE4B es 

capaz de bloquear las fosforilaciones de ERK1/2 y SMAD3 y de inhibir el estrés 

oxidativo generado por NOX4, lo cual redunda en una disminución de la expresión de 

moléculas fibróticas tanto en fibroblastos de la dermis como en queratinocitos. Los 

resultados de esta tesis doctoral no se han observado previamente y señalan a la 
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PDE4B como una diana farmacológica potencial para tratar los procesos fibróticos 

cutáneos comunes a diferentes patologías dérmicas como son las cicatrices 

hipertróficas, queloides o la ES.     

El análisis de expresión génica y proteica de las isoformas de la PDE4 mostró 

una sobre-expresión en las cicatrices hipertróficas y en el tejido queloide versus piel 

sana. Estas diferencias en la expresión también resultaron estadísticamente 

significativas al comparar los dos tipos de cicatrices aberrantes entre sí, siendo, el 

tejido queloide, quien muestra una mayor sobre-expresión de la PDE4A, PDE4B, PDE4C 

y PDE4D. Además, estos hallazgos también se han podido observar en el modelo 3D de 

epidermis tras ser estimulado con TGFβ1. En todos los casos, la PDE4B fue la isoforma 

de la PDE4 más sobre-expresada, lo que sugiere que una inhibición específica de esta 

isoforma podría resultar beneficioso para patologías que cursan con fibrosis cutánea al 

reducirse así los efectos secundarios. Futuros estudios, por lo tanto, podrían probar los 

efectos de inhibidores específicos de la PDE4B como el BI 1015550 en fibrosis cutánea. 

Este compuesto se encuentra actualmente en un ensayo clínico en fase II para la FPI 

(Identificador de ClinicalTrials.gov: NCT04419506).  

No existe bibliografía previa acerca de la expresión de las isoformas de la PDE4 

en fibrosis cutánea pero sí en otros tipos de fibrosis como la fibrosis pulmonar y 

hepática. En el caso de la fibrosis pulmonar un estudio previo ha demostrado que en 

una línea celular de células epiteliales de pulmón (A549) estimuladas con TGFβ1 hubo 

una sobre-expresión de la PDE4A y la PDE4D, mientras que la PDE4B y PDE4C no 

mostraron diferencias estadísticamente significativas (133). En la fibrosis hepática, 

otros grupos de investigación han realizado estudios en modelos animales de rata 

donde ha quedado probado el incremento en la expresión de la PDE4A, PDE4B y la 

PDE4D (134,135).  

Tanto nuestros resultados, como los mencionados anteriormente, sugieren un 

papel clave de la PDE4 en la fibrosis tisular (133–135), por lo que la inhibición de la 

PDE4 tanto farmacológicamente como genéticamente podría inhibir la fibrosis cutánea 

tanto in vitro como in vivo.  
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Se han descrito números marcadores de fibrosis en la literatura. Sin embargo, 

la acumulación y sobre-expresión de componentes de la MEC, como son el Col tipo I y 

la fibronectina, son comunes en la mayoría de ellos. Asimismo, el aumento de factores 

de crecimiento profibróticos como son el TGFβ1 y CTGF también están presentes de 

forma universal en los diferentes procesos fibróticos. La acumulación de 

miofibroblastos, caracterizada por la expresión de fibras de αSMA y componentes de la 

MEC, confiere a este tipo celular características intermedias entre fibroblasto y células 

de musculo liso, lo que permite un mayor poder migratorio e invasivo, así como la 

capacidad de crear un entorno fibrótico mediante la secreción de MEC. Estas células se 

originan, entre otros tipos celulares, a partir de los fibroblastos residentes que sufren 

la TFM. Además, durante los procesos fibróticos, las células epiteliales pierden su 

fenotipo, adquiriendo capacidad invasiva, mediante la TEM, lo que les confiere un 

fenotipo de miofibroblasto con las características ya comentadas. Los marcadores más 

usados para describir estos procesos son la pérdida de expresión de marcadores 

epiteliales tales como la E-cadherina y ZO-1, así como el aumento de marcadores 

mesenquimales como N-cadherina, αSMA, y Col tipo I. Tanto la TFM como la TEM son 

procesos que pueden revertirse estableciendo de nuevo el fenotipo original gracias a la 

TMF y la TME respectivamente (4,6,7). 

En esta tesis doctoral se ha corroborado el incremento de marcadores 

fibróticos tales como Col tipo I, αSMA, fibronectina, N-cadherina y TGFβ1, pero, 

además, se ha visto por primera vez que hay una disminución en la expresión de la ZO-

1 y la E-cadherina tanto en las cicatrices hipertróficas como en los queloides. Otros 

autores han descrito previamente el incremento en la expresión de Col tipo I, αSMA, 

fibronectina y TGFβ1 tanto en las cicatrices hipertróficas como en los queloides 

(80,81,136,137). El análisis de marcadores fibróticos es importante para poder 

diagnosticar correctamente este tipo de procesos de cicatrización anormales ya que 

existe controversia entre los autores (137). Actualmente el diagnóstico se realiza de 

forma visual, de manera subjetiva por la valoración de un facultativo. En este sentido, 

hubo un estudio en el que se analizaron histológicamente un total de 568 queloides, 

los cuales habían sido diagnosticados visualmente. Los investigadores concluyeron que 

solo el 81% resultaron ser queloides finalmente, y que del 19% restante, el 6% se 
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trataba de cicatrices hipertróficas (138). Nuestros resultados muestran una diferencia 

estadísticamente significativa en la expresión de Col tipo I, αSMA, fibronectina, TGFβ1, 

ZO-1 y E-cadherina, siendo mayor para los marcadores de fenotipo mesenquimal e 

inferior para los marcadores de fenotipo epitelial en el caso de los queloides versus 

cicatrices hipertróficas. Estos hallazgos sugieren que estas proteínas podrían utilizarse 

como biomarcadores para el diagnóstico diferencial de estas afecciones.  

Con respecto a los experimentos in vitro, nuestros resultados muestran como 

TGFβ1 induce la TFM, incrementando la expresión de Col tipo I, calponina, αSMA, 

CTGF, FAP, fibronectina, IGFBP3 y PAI-1 en NHDF, y como roflumilast previene el 

aumento en la expresión de estos marcadores de la TFM. Además, este trabajo 

doctoral muestra como TGFβ1 incrementa la expresión de Col tipo I y fibronectina y 

disminuye la de E-cadherina y ZO-1 en el modelo 3D de epidermis y como el inhibidor 

de la PDE4 previene los cambios en la expresión de estos marcadores de la TEM. Estos 

últimos hallazgos se corroboraron con la medición en la expresión de Col tipo I y E-

cadherina en NHEK tras estimular a las células con TGFβ1 y tratarlas con roflumilast, 

donde se obtuvieron los mismos resultados. Por lo tanto, el inhibidor de la PDE4 podría 

disminuir la población de miofibroblastos al prevenir la TFM y la TEM.  

Los resultados expuestos anteriormente son novedosos ya que no existe 

bibliografía previa acerca de la TFM o la TEM en fibroblastos de la dermis o 

queratinocitos, respectivamente, estimulados con TGFβ1 y tratados con roflumilast. 

Existe un estudio en el que los investigadores aislaron fibroblastos de piel de 

individuos sanos y de pacientes con ES y probaron los efectos de rolipram sobre 

marcadores de la TFM tras estimular a las células con TGFβ1. Los autores concluyeron 

que el inhibidor de la PDE4 de primera generación no era capaz de prevenir la TFM al 

no mostrar diferencias estadísticamente significativas versus TGFβ1 en la expresión de 

PAI-1 y Col tipo I (139). Otro estudio investigó el efecto de rolipram sobre la ruta 

canónica dependiente de SMAD aguas debajo de TGFβ1 en la línea celular de células 

epiteliales de pulmón A549. Los investigadores llegaron a la conclusión de que el 

inhibidor de la PDE4 era capaz de prevenir la TEM pero de una manera independiente 

a esta ruta molecular, ya que el fármaco no fue capaz de inhibir la fosforilación ni de 

SMAD2 ni de SMAD3 (133). No existe bibliografía previa acerca del efecto de rolipram 
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en las rutas moleculares aguas abajo de TGFβ1 en fibroblastos. Nuestros resultados 

muestran como roflumilast inhibe la fosforilación tanto de ERK1/2 como de SMAD3 en 

NHDF. Así pues, futuros estudios, podrían elucidar el mecanismo de acción de rolipram 

en fibroblastos de la dermis ya que un mecanismo de acción diferente aguas abajo de 

TGFβ1 para rolipram y roflumilast podría explicar la controversia entre estos y nuestros 

resultados. 

Con respecto al estudio de la TMF, nuestros resultados muestran como 

roflumilast disminuye la expresión de todos los marcadores estudiados excepto la de 

CTGF. El inhibidor de la PDE4 tampoco fue capaz de revertir la expresión de este factor 

de crecimiento en el modelo animal de fibrosis cutánea inducida por HOCL. Aun así, 

estas evidencias sugieren que el fármaco es capaz de revertir la TFM y promover por 

tanto la TMF. 

Experimentos previos de nuestro grupo demostraron que roflumilast sí que era 

capaz de revertir la expresión de CTGF en un modelo animal de fibrosis pulmonar 

inducida por bleomicina (117).  

CTGF, es un agente profibrótico cuya expresión es inducida por TGFβ en el 

tejido de granulación dérmico (140). Existe controversia en los efectos de este factor 

de crecimiento según el tipo celular. Por ejemplo, en un estudio que se hizo sobre 

fibroblastos de córnea, CTGF no consiguió incrementar la expresión de αSMA por lo 

que no fue capaz de inducir la TFM (141). En otro estudio que se hizo sobre 

fibroblastos de la cápsula de Tenon, esta proteína sí que incrementó la expresión de 

αSMA, Col tipo I y fibronectina (142). Sería interesante, por lo tanto, dado estos 

hallazgos y nuestros resultados, estudiar los efectos de CTGF en fibroblastos de la 

dermis, ya que la sobre-expresión aislada de esta proteína puede que no tenga efectos 

relevantes sobre los mecanismos celulares que inducen la fibrosis cutánea.   

Otro estudio con células epiteliales de la córnea, elucidó la ruta molecular 

aguas abajo de TGFβ1 que inducía la expresión de CTGF en este tipo celular, llegando a 

la conclusión de que se trataba de la ruta Ras/MEK/ERK (140). Como se ha mencionado 

con anterioridad, nuestros resultados demuestran que roflumilast disminuye la 

fosforilación de ERK1/2 y de SMAD3 en NHDF a pesar de tratar a las células con TGFβ1, 
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por lo que la ruta molecular aguas debajo de TGFβ1 que induce la expresión de este 

factor de crecimiento en este tipo celular no es ni la ruta Ras/MEK/ERK ni la ruta 

canónica dependiente de SMAD. Futuros estudios podrían investigar que ruta de 

señalización es la que induce la expresión de CTGF en los fibroblastos de la dermis. 

Con respecto al estudio de la TME en el modelo 3D de epidermis, nuestros 

resultados sugieren que roflumilast solo es capaz de revertir la disminución en la 

expresión de la ZO-1 y no de la E-cadherina. El fármaco tampoco revirtió el incremento 

en la expresión de fibronectina y Col tipo 1. Estudios futuros podrían investigar la 

expresión de más marcadores de la TME como N-cadherina o vimentina o la 

incubación, en este caso, del modelo 3D de epidermis, una vez inducida la TEM, con 

roflumilast, durante periodos de tiempo más prolongados. En este sentido se sabe, por 

ejemplo, que en la TEM, en el caso de las células epiteliales de mama, la disminución 

en la expresión de la ZO-1 a nivel proteico ocurre en los primeros estadios de la 

transición inducida por TGFβ1 (24h) pero, sin embargo, la E-cadherina disminuye su 

expresión a los 3 días (143), hecho que también podría estar ocurriendo en la TME y 

que podría explicar que la expresión de E-cadherina no aumente con el fármaco a las 

24h. 

Por otro lado, este trabajo doctoral muestra que la inhibición con el ARNsi de la 

PDE4B previene la TFM al disminuir la expresión de Col tipo I y αSMA en NHDF, y que 

también inhibe la TEM al reducir la expresión de Col tipo I e incrementar la de E-

cadherina en NHEK. Además, en ambos tipos celulares, el silenciamiento de la PDE4B 

redujo la fosforilación de ERK1/2 y SMAD3.  Por tanto, nuestros resultados sugieren 

que la PDE4B está involucrada en la TEM y en la TFM inducida por TGFβ1. Además, 

gracias a estos experimentos, se ha podido corroborar que los efectos de roflumilast se 

deben a la inhibición de la PDE4.  

La inhibición de la PDE4 se traduce en un incremento del AMPc (115). Nuestro 

resultados están en concordancia con otros trabajos que han demostrado, por 

ejemplo, que el incremento de la concentración del AMPc provoca una inhibición de la 

TEM (144). Otros autores llegaron a la conclusión de que la prostaglandina E2 era 
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capaz de inhibir la TFM al incrementar la concentración de AMPc en fibroblastos 

procedentes de cicatrices hipertróficas y estimulados con TGFβ1 (145).  

Actualmente se considera que el origen de la fibrosis normalmente se debe a 

una inflamación persistente ocasionada por diferentes estímulos (8). En los procesos 

inflamatorios, las células involucradas generan un ambiente hostil gracias a la 

liberación, entre otros factores de crecimiento y citocinas, de ERO (29). Hay pocos 

estudios acerca del papel del estrés oxidativo y la formación de queloides y heridas 

hipertróficas. En este sentido, se ha probado que hay un incremento en la liberación 

de ERO en este tipo de cicatrizaciones aberrantes en comparación a la piel sana y que 

además, la generación de estas especies por la vía NOX contribuye a la fisiopatología 

de las heridas crónicas  (86,90). Nuestros resultados muestran por primera vez que hay 

una sobre-expresión de NOX4 tanto en las cicatrices hipertróficas como en el tejido 

queloide. Además, la expresión de esta proteína se vio incrementada tanto en la 

dermis y como en la epidermis. Por otro lado, se ha podido observar el aumento en la 

generación de las ERO tras estimular a los NHDF y al modelo 3D de epidermis con 

TGFβ1, y como roflumilast inhibe la generación de ERO en estos modelos in vitro.  

Asimismo, tanto el inhibidor de la PDE4 como el tratamiento de las células con el 

ARNsi-PDE4B consiguieron prevenir la expresión de NOX4 inducida por TGFβ1 en NDHF 

y NHEK. Estos resultados sugieren que roflumilast previene la generación de ERO al 

inhibir la expresión de NOX4, y que, por lo tanto, podría contribuir a la disminución de 

la generación de ERO en afecciones tales como cicatrices hipertróficas y queloides.  

En relación a lo anterior, nuestros resultados demuestran que TGFβ1 activa a 

Nrf2 in vitro, y que, el inhibidor de la PDE4 disminuye dicha activación probablemente 

al inhibir previamente la generación de ERO vía NOX4. Sobre la expresión de Nrf2, 

existe un estudio que apunta a que hay una menor expresión de este factor 

transcripcional en tejido queloide, por lo que sugieren un sistema antioxidante 

defectuoso y por lo tanto una desregulación a la baja de la apoptosis celular (91). En el 

caso de la ES, también se ha demostrado una disminución en la expresión de Nrf2 en 

pacientes y los efectos beneficiosos del tratamiento de fibroblastos de origen murino 

de un modelo de ES con dimetilfumarato, activador de Nrf2 (146). Otro estudio 

demostró, además de la disminución tanto en la expresión como en activación de Nrf2 
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en las biopsias de piel de pacientes con ES, que el silenciamiento de este factor 

transcripcional resultó en un incremento en la deposición de Col de manera 

constitutiva y que, el tratamiento de los fibroblastos de piel, además de con TGFβ1, 

con activadores de Nrf2, produjo una disminución en la expresión tanto de αSMA 

como de Col (147). Todos estos resultados abren la puerta a estudios futuros donde se 

podrían probar los efectos de la combinación de roflumilast con un activador de Nrf2 

en modelos de fibrosis cutánea. 

Además, en el caso de los queloides, hay un mayor acortamiento de los 

telómeros versus piel sana (100), lo que podría relacionarse con un incremento en la 

generación de ERO y una inducción prematura de la senescencia por estrés oxidativo 

(99). En relación a estos estudios, y tal y como cabría esperar, nuestros resultados 

muestran como la senescencia celular aumenta al tratar a las células con TGFβ1 en 

NHDF y fibroblastos extraídos de tejido queloide, y como disminuye cuando se incuba 

a las células con roflumilast. Estos efectos del inhibidor de la PDE4 se corroboraron con 

el análisis proteico y genético de p21 en NHDF y el modelo 3D de epidermis 

respectivamente.  

Por otro lado, ha quedado probado en estudios anteriores, que en el caso de 

los queloides, hay una sobre-expresión del TβRI y TβRII y, que el tratamiento con 

inhibidores de TGFβ1 en modelos in vivo resulta en una menor aparición de cicatrices, 

una disminución en la deposición de Col y fibronectina, así como una reducción en la 

expresión de αSMA y CTGF (36–38). Además, se sabe que los fibroblastos procedentes 

de este tipo de tumores benignos fibroproliferativos son más susceptibles a este factor 

de crecimiento (148). En este sentido, nuestros resultados muestran por primera vez 

como roflumilast reduce la expresión de αSMA y de Col tipo I, así como la fosforilación 

de SMAD3 y de ERK1/2 en fibroblastos extraídos de tejido queloide y estimulados con 

TGFβ1. Estas evidencias sugieren que el fármaco previene la TFM de fibroblastos 

extraídos de tejido queloide al inhibir tanto la ruta canónica dependiente de SAMD 

como una de las rutas no canónicas aguas abajo de TGFβ1.  

En el caso de los queratinocitos, TFGβ1 detiene la proliferación de este tipo 

celular para inducir un cambio fenotípico y aumentar la población de células 
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mesenquimales (10). Nuestros resultados corroboran que este factor de crecimiento 

disminuye la proliferación de los NHEK, pero, además, se ha visto que roflumilast, 

previene esta disminución mostrando diferencias estadísticamente significativas versus 

estímulo. 

No hay bibliografía acerca de los efectos del PDGF sobre la proliferación en 

NHEK. Este factor de crecimiento es una glicoproteína que consta de dos cadenas 

unidas por enlaces disulfuro. Existen dos cadenas, A y B, codificadas por genes 

diferentes, por lo tanto, existen tres isoformas distintas según la combinación de estas 

cadenas: PDGF-AA, PDGF-AB y PDGF-BB. Además, estas isoformas no son 

funcionalmente idénticas (149). Por otro lado, existe controversia acerca de la 

expresión de los receptores para PDGF en queratinocitos humanos (150,151). Además, 

existe un estudio sobre los efectos del PDGF sobre queratinocitos de rata en el que los 

autores llegan a la conclusión de que este factor de crecimiento incrementa la 

proliferación de este tipo celular (152). Nuestros resultados muestran por primera vez 

como el PDGF-BB disminuye la proliferación de los NHEK y como roflumilast previene 

dicho efecto.  

Con respecto a los efectos de TGFβ1 sobre los fibroblastos, se sabe que este 

factor de crecimiento incrementa la proliferación tanto de fibroblastos normales como 

de fibroblastos extraídos de tejido queloide (13,148). Nuestros resultados corroboran 

el aumento en la proliferación tanto de los NHDF como de los fibroblastos extraídos de 

tejido queloide, pero, además, se ha podido probar que la proliferación disminuye en 

ambos tipos celulares al tratar a las células con roflumilast. Asimismo, esta disminución 

en la proliferación, a pesar de tratar a las células con el estímulo, también se observó 

al inhibir la expresión de la PDE4B con el ARNsi.   

Ya se han probado los efectos beneficiosos del inhibidor de la PDE4 en otros 

modelos animales de fibrosis (117,134,153), pero nunca se ha investigado en modelos 

in vivo de fibrosis cutánea. Este trabajo doctoral muestra por primera vez que el 

inhibidor de la PDE4 previene, pero también revierte, el incremento en el 

engrosamiento de la piel y el volumen de daño fibrótico inducido por el HOCL en 

ratones. Además, también disminuye, tanto en modelo preventivo como en modelo 
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curativo, el depósito de Col y la expresión de Col tipo I tanto a nivel proteico como 

genético. Asimismo, el inhibidor de la PDE4 previene y revierte el incremento en la 

expresión de TGFβ1, αSMA y fibronectina, así como la incremento en la fosforilación 

de SMAD3. Estos hallazgos sugieren que el uso de roflumilast podría resultar 

beneficioso como tratamiento para patologías que cursen con fibrosis cutánea.  

Gracias a los experimentos con otros compuestos, los cuales tienen un 

mecanismo de acción conocido, se ha podido elucidar el mecanismo de acción de 

roflumilast en NHDF y NHEK estimulados con TGFβ1 (Figura 45).  

 

Como ya se sabía, el fármaco actúa inhibiendo a la PDE4, lo que aumenta la 

concentración del AMPc intracelular activando por tanto a la PKA (113,115). Nuestros 

resultados están en concordancia con lo anterior ya que, al incubar a las células, 

además de con el fármaco, con TGFβ1 y KT5720, inhibidor de la PKA, roflumilast no 

Figura 45: Mecanismo de acción de roflumilast. El inhibidor de la PDE4 es capaz de aumentar la 
concentración intracelular del adenosín monofosfato cíclico (AMPc) y por lo tanto activar a la protein 
kinasa A (PKA). Esto a su vez, inhibe la fosforilación de ERK1/2 y de SMAD2/3. Además, el fármaco 
reduce la generación de especies reactivas de oxígeno (ERO) a través de la NADPH oxidasa 4 (NOX4), 
hecho que también disminuye la fosforilación de ERK1/2 y de SMAD2/3. Creada con BioRender. 
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consigue reducir ni la fosforilación de SMAD3 ni de ERK1/2. Por lo tanto, la inhibición 

de estas rutas de señalización aguas abajo de TGFβ1 por roflumilast esta mediada por 

la activación de la PKA.  

Al igual que ocurre con las células epiteliales de bronquio (118), nuestros 

resultados muestran que en el caso de los NHDF y de los NHEK, el fármaco inhibe tanto 

la fosforilación de SMAD3 como de ERK1/2 al igual que SIS3 y PD98059, inhibidores de 

estas rutas de señalización respectivamente. Además, en el caso de los queratinocitos, 

se ha visto que cuando se incuba a las células con SIS3 la fosforilación de ERK1/2 

disminuye, y, de la misma manera, cuando se incuba a las células con PD98059, la 

fosforilación de SMAD3 también es menor versus TGFβ1. Es decir que, en el caso de las 

células epiteliales de la piel, la inhibición de la fosforilación de una de estas proteínas 

provoca además los mismos efectos en la otra, por lo que cabría estudiar una posible 

interacción entre las mismas. 

 Como se ha mencionado anteriormente, roflumilast disminuye la generación 

de ERO y la expresión de NOX4 tanto en los NHDF como en los NHEK. En relación a 

estos resultados, cabría esperar un aumento de la expresión de PPM1A, ya que esta 

proteína es inhibida por las ERO. Esta tesis doctoral muestra que el inhibidor de la 

PDE4 es capaz de incrementar la expresión de PPM1A probablemente al reducir la 

generación de las ERO, ya que los resultados son similares al tratar a las células con 

NAC, inhibidor de las ERO. Además, la generación de ERO, está relacionada con la 

fosforilación de SMAD3 y ERK1/2, ya que, al tratar a las células con sanguinerine, 

inhibidor de PPM1A, y roflumilast, la fosforilación de dichas proteínas está 

incrementada con respecto al control.  

Además, ya se ha probado con anterioridad la interacción entre la PDE4B y 

ERK1/2 y que, dicha interacción, conlleva la activación de esta isoforma de la PDE4 tras 

ser fosforilada por ERK1/2 (110). Nuestros resultados corroboran que estas proteínas 

interaccionan tanto en los NHDF como en los NHEK tras ser estimuladas con TGFβ1, y 

en el modelo in vivo de fibrosis cutánea inducida por HOCL. Además, se ha visto que la 

fosforilación de la PDE4B disminuye cuando las células se tratan además de con TGFβ1 

con roflumilast, tal y como ocurre con PD98059. Estos resultados muestran como 
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roflumilast disminuye indirectamente la fosforilación de la PDE4B al disminuir la 

fosforilación de ERK1/2 a través de la PKA y reducir la generación de ERO. 

Otros autores, incluidos nuestro grupo, han demostrado los efectos 

beneficiosos de roflumilast en diferentes tipos de fibrosis como la fibrosis pulmonar o 

la fibrosis hepática (117–119,134,153), pero, hasta la fecha, no existen evidencias de 

los efectos del inhibidor de la PDE4 sobre modelos de fibrosis cutánea.  Además, tanto 

en el caso de la ES como de las cicatrices hipertróficas y los queloides, actualmente 

existen una variedad de tratamientos, pero, por lo general, ninguno de ellos resulta 

completamente efectivo (14,20,21,41,44,57–59,68,69,154). En este trabajo doctoral, 

han quedado demostrados los efectos beneficios de roflumilast sobre diferentes 

modelos tanto in vitro como in vivo de fibrosis cutánea. Todos estos hallazgos, por lo 

tanto, abren paso a estudios futuros de roflumilast como posible tratamiento de 

afecciones que cursen con fibrosis cutánea ya que el fármaco mitiga las principales 

características de esta sintomatología como son la excesiva deposición de Col y el 

incremento en la población de fibroblastos y miofibroblastos.  
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6 CONCLUSIÓN 
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• Todas las isoformas de la PDE4 están sobre-expresadas en tejido 

queloide, cicatrices hipertróficas y en un modelo 3D de epidermis tras 

ser estimulado con TGFβ1, siendo la PDE4B la que más incrementa dicha 

expresión.  

 

• El silenciamiento in vitro de la PDE4B en queratinocitos y fibroblastos 

dérmico mitiga la TEM así como la TFM, además de disminuir tanto la 

fosforilación de SMAD2/3 como de ERK1/2, la expresión de NOX4 y la 

proliferación de fibroblastos. 

 

• Roflumilast previene la TFM y revierte la expresión de marcadores 

mesenquimales una vez inducida la transición a miofibroblasto in vitro. 

 

• El inhibidor de la PDE4 previene la TEM en un modelo 3D de epidermis y 

revierte la disminución en la expresión de la ZO-1 una vez inducida la 

transición al fenotipo mesenquimal por TGFβ1. 

 

• Roflumilast disminuye la generación de ERO vía NOX4. 

 

• El mecanismo de acción de roflumilast se basa en la inhibición de la 

PDE4 con la consecuente activación de la PKA, lo que conlleva la 

inhibición tanto de la ruta canónica dependiente de SMAD, así como de 

la ruta no canónica MAPK/ERK en queratinocitos y fibroblastos de piel.  

 

• Roflumilast previene, pero también revierte, la fibrosis cutánea en un 

modelo animal de ES.  
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5-FU  5-fluorouracilo  

AC  Adenilato ciclasa  

AMPc  Adenosín monofosfato cíclico 

ARE  Elemento de respuesta antioxidante  

ARNsi  ARN de interferencia 

BCA  Ácido bicinconínico  

BMP   Proteína morfogénica de hueso  

BSA   Albúmina de suero bovino 

CEIC  Comité Ético de Investigaciones Clínicas  

CFM  Ciclofosfamida  

CI50  Concentración inhibitoria 50 

CO2  Dióxido de carbono  

Col  Colágeno  

Ct   Ciclo umbral  

TC  Tomografía computarizada  

CTGF  Factor de crecimiento del tejido conectivo  

CHGUV Consorcio Hospital General Universitario de Valencia  

DAPI   4',6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato  

DCF  2’,7’-diclorofluoresceína  

DMSO  Dimetilsulfóxido 

EDTA  Ácido etilendiaminotetraacético 

EGTA  Ácido etilenglicol tetraacético 

EMA  Agencia Europea del Medicamento 

EPI   Enfermedad pulmonar intersticial  

EPOC  Enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

ERK  Quinasa regulada por señales extracelulares 

ERO  Especies reactivas de oxígeno 

ES   Esclerosis sistémica  

ESD   Esclerosis sistémica difusa  

ESL   Esclerosis sistémica limitada  

FAP  Proteína activadora de fibroblastos  

FBS  Suero fetal bovino 
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FPI  Fibrosis pulmonar idiopática 

FSAS  Fenotipo secretor asociado a la senescencia 

FVC  Capacidad vital forzada  

H2DCF-DA 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato 

H2O2  Peróxido de hidrógeno  

HEPES  Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazino etanosulfónico  

IGF-1  Factor de crecimiento similar a la insulina-1  

IGFBP3  Proteína 3 de unión al factor de crecimiento parecido a la insulina 

IL-6  Interleucina 6 

LAP   Péptido asociado latente  

LTBP   Proteína de unión al TGFβ latente  

LLC  Complejo grande de latencia 

MAPK   Proteínas quinasas activadas por mitógenos  

MEC  Matriz extracelular 

MMF  Mofetilo 

MMP  Metaloproteinasas de matriz 

mRSS  Puntuación de Rodnan modificado  

MTX   Metotrexato  

NaCl  Cloruro de Sodio 

NaClO  Hipoclorito de sodio  

NHDF  Fibroblastos primarios dérmicos humanos normales 

NHEK  Queratinocitos primarios humanos normales  

NOR  N-óxido roflumilast  

NOX  NADPH oxidasas   

O2
-  Ion superóxido  

PAI-1  Inhibidor del activador del plasminógeno‐1  

PBS  Phosphate buffered saline  

PDE  Fosfodiesterasas 

PDGF   Factor de crecimiento derivado de plaquetas  

PDL  Láser de colorante pulsado  

PMSF   Fluoruro de fenilmetilsulfonilo  

PVDF  Difluoruro de polivinilideno  
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RISC  Complejo proteico de silenciamiento-inducido por ARN  

RTX  Rituximab  

SA-βgal  β-galactosidasa asociada a la senescencia  

SSF   Suero salino fisiológico 0,9% 

TAC  Acetónido de triamcinolona 

TCMH   Trasplante de células madre hematopoyéticas  

TCZ  Tocilizumab  

TEM   Transición epitelio mesenquimal  

TEndM  Transición endotelio mesenquimal  

TGFβ   Factor de crecimiento transformante β  

TNF-α   Factor de necrosis tumoral α 

tPA  Activador tisular del plasminógeno  

TβRI   Receptor de TGFβ tipo I  

TβRII   Receptor TGFβ tipo II  

UCR  Upstream conserved regions  

UFR  Unidades de fluorescencia relativa 

uPA  Activador del plasminógeno tipo uroquinasa  

ZO-1   Zonula occludens 1  

α-SMA  Actina de músculo liso  
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