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1 INTRODUCCION






1.1 La piel

La piel es el sistema de 6rganos mas grande del cuerpo y como tal, desempeiia
funciones importantes tales como la proteccién ante agresiones mecdanicas 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

subcutaneo o hipodermis (Figura 1) (2).

- epidermis

— dermis

_} hipodermis

foliculo piloso glandula sebacea

glandula sudoripara
nerrvio

Figura 1: Estructura esquematica de la piel. Creada con BioRender.

La epidermis, la capa mds externa de la piel, es un epitelio escamoso
estratificado que esta formado por diferentes tipos celulares, de los cuales, el 90-95%
son queratinocitos. Estas células epiteliales, experimentan un proceso de
diferenciacién (queratinizacién) desde la capa basal hasta el estrato cérneo, primera 'y
ultima capa de la epidermis de dentro hacia fuera, lo que en ultima instancia resulta en
la formacion de células escamosas anucleadas (corneocitos) que forman el estrato
corneo. Asi pues, la epidermis se divide en 4 o 5 capas dependiendo de la zona
anatémica del cuerpo. La primera capa, como ya se ha dicho, es la capa basal, seguida

del estrato espinoso, el estrato granuloso, el estrato lucido y el estrato corneo. El



estrato lucido Unicamente se encuentra en la regién palmoplantar. Ademas, la
epidermis también contiene dos unidades estructurales distintas, las glandulas

sudoriparas y los foliculos pilosos (3).

La dermis esta formada por una capa gruesa de tejido conectivo que consta,
entre otras, de fibras de colageno (Col) y elastina, proteinas que le otorgan resistencia
y flexibilidad respectivamente. Las mas abundantes son las fibras de Col (>90%) que
estan compuestas fundamentalmente por Col tipo | 'y Col tipo Ill. La dermis a su vez, se
divide en dos capas, la dermis papilar, a continuacion de la epidermis, y la dermis
reticular. La dermis papilar es mas rica en células y estd formada por una malla fina de
haces de Col. La dermis reticular, o profunda, estd formada por haces de Col mas
gruesos que se disponen de forma paralela a la superficie de la piel. La dermis estd
compuesta por diferentes tipos celulares, como fibroblastos, dendrocitos dérmicos y

mastocitos, vasos sanguineos y terminaciones nerviosas (3).

La hipodermis esta formada por tejido graso donde el principal tipo celular son
los adipocitos. Esta capa desempeiia un papel importante en la termorregulacién y el

suministro de energia (3).

1.2 Fibrosis

La fibrosis, es un mecanismo fisioldgico que se da en respuesta a un dafio en el
tejido. Se define como el aumento de la proliferacién de fibroblastos y deposicién de
matriz extracelular (MEC), que, cuando adquiere un caracter patoldgico, puede
destruir la arquitectura normal y producir la disfuncidn del érgano. Las células mas
importantes involucradas en este proceso son los miofibroblastos, que son células
mesenquimales contractiles productoras de Col. Estas células se generan a partir de
diversas fuentes como por ejemplo las células epiteliales, que sufren el proceso de
transicion epitelio mesenquimal (TEM), y de los fibroblastos residentes, que sufren el
proceso de transicién de fibroblasto a miofibroblasto (TFM) (Figura 2). La TEM es un
proceso mediante el cual las células epiteliales experimentan cambios fenotipicos,
perdiendo la adhesién intercelular y la polaridad apical basal, adquiriendo
caracteristicas 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-



cadherina, las cuales mantienen el contacto intercelular mediante uniones estrechas y
adherentes respectivamente. A continuacidn, se produce la regulaciéon al alza de
componentes de la MEC como el Col tipo | y la fibronectina. Esta Ultima interactia con
otros componentes de la MEC y con moléculas de adhesion celular favoreciendo la
motilidad. Este proceso, como se ha dicho anteriormente, interviene en mecanismos
fisiolégicos tales como la cicatrizacién de heridas cutaneas, durante la cual, los
gueratinocitos estacionarios migran a través del lecho de la herida para restaurar la

barrera epidérmica (4-7).

— T marcadores mesenguimales
! marcadores epiteliales

miofibroblastos

a-SMA
TEM TFM
gueratinocitos fibroblastos

Figura 2: Origen de los miofibroflastos en fibrosis cutanea. 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 transicion epitelio mesenquimal (TEM),
y la transicién de fibroblastos a miofibroblastos (TFM). Creada con BioRender.

Aunque la fibrosis puede tener diferentes etiologias, generalmente, es el
resultado de una inflamacién crénica inducida por diferentes estimulos como
infecciones, isquemia, reacciones alérgicas o autoinmunes, radiacion o agresiones
guimicas. La inflamacién persistente provoca la liberacion sostenida de citocinas,
quimiocinas y factores de crecimiento fibrogénicos (8). Las células del sistema
inmunoldgico secretan, entre otras moléculas, el factor de crecimiento transformante

B (TGFPB), que activa a las células residentes provocando su transicién a miofibroblasto



y la expresion por lo tanto de a-actina de musculo liso (a-SMA), proteina contractil y
marcador por excelencia de los miofibroblastos (6—8). Este tipo celular también se
puede identificar por el incremento en la expresidon de la proteina de activacién de los

fibroblastos (FAP) (9).

1.3 TGFB

La superfamilia de citocinas TGFB estd formada por TGFps, activinas, inhibinas,
proteinas morfogénicas 6seas (BMP), la hormona anti-mileriana y factores de
diferenciacién y crecimiento. Los TGFBs, estan involucrados en muchos procesos
celulares, los cuales incluyen la proliferacién, la TEM y la remodelacién de la MEC. Por
ejemplo, en el caso de las células epiteliales, los TGFBs inhiben la proliferacion e
inducen su diferenciaciéon. Aunque las TGFBs forman parte de los mecanismos de
mantenimiento de la homeostasis de los tejidos, estas moléculas se sobre-expresan en

patologias tales como el cancer, procesos fibréticos e inflamacién (10,11).

Existen tres isoformas de TGFBs en humanos: TGFB1, TGFB2 y TGFB3. La
isoforma que adquiere mayor importancia en la presente tesis doctoral es TGFB1 por
su papel en el proceso de curacidon de heridas (12,13). Ademas, TGFB1 es la mas
predominante y se encuentra de forma casi ubicua en todos los tejidos de mamiferos.
De hecho, es la isoforma a la que se le atribuye principalmente el desarrollo de la
fibrosis tisular (8). Todas las isoformas de TGFBs se secretan en su forma latente
inactiva, formada por un homodimero unido a una secuencia de aminodcidos conocida
como péptido asociado latente (LAP). Este a su vez, estd unido a una proteina
denominada proteina de unién al TGFB latente (LTBP), formando un complejo
denominado complejo grande de latencia (LLC), que interactia con la MEC. De esta
forma, las isoformas de TGFBs no pueden unirse a sus receptores. El proceso de
activacion de los TGFBs implica la liberacion del LLC de la MEC, asi como la posterior
protedlisis del complejo LAP-LTBP. Los TGFBs activos, se unen y activan a los
receptores serina/treonina quinasa tipo | y Il (receptores de TGFB tipo | (TBRI) y
receptores TGFp tipo Il (TBRII)) induciendo la formacidn de complejos heterodiméricos.
Los TGFBs tienen una mayor afinidad por los TBRII, los cuales fosforilan a los TBRI, lo

gue conlleva la activacién de las rutas de sefializaciéon aguas abajo del receptor: la via



canonica dependiente de SMAD vy las vias independientes de SMAD o no candnicas

(10-12).

La familia de proteinas SMAD esta compuestas por: SMAD regulado por
receptores (R-SMAD 1,2,3,5 y 8), SMAD mediadora comun (Co-SMAD 4) y las SMAD
inhibitorias (I-SMAD 6 y 7) (14). Solo los R-SAMD son fosforilados y activados por los
TBRI. SAMD2 y SMAD3 responden principalmente a la sefalizacién de la subfamilia
TGFpBs, mientras que, SMAD1, 5y 8 lo hacen a la de BMP (11). En la via dependiente de
SMAD, SMAD2 y SMAD3 son fosforilados por dicho receptor y se translocan al nucleo
junto SMAD4, donde interactian con otros factores de la transcripcion modulando la
expresion génica de, por ejemplo, a-SMA, lo que a su vez promueve el depdsito de
proteinas de la MEC como Col tipo | y lll (15). Las vias no candnicas engloban rutas de
sefializacion que dependen, entre otras, de proteinas quinasas activadas por
mitdégenos (MAPK) (10). Los miembros de esta familia de proteinas regulan procesos
celulares tales como la diferenciacién, la proliferacién, la supervivencia o la apoptosis.
De entre las vias MAPK activadas por TGFP se encuentra la quinasa regulada por

sefiales extracelulares (ERK) (Figura 3) (8).
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Figura 3: via candnica dependiente de SMAD y via no canénica MAPK/ERK. El factor de crecimiento
transformante B (TGFB) se une al receptor heterodimérico que se autofosforila y fosforila a su vez a



proteinas intracelulares tales como SAMD2 y SMAD3 o ERK1/2, lo que conlleva la activacién aguas abajo
de rutas de sefalizacion y la transcripcidon de genes relacionados con procesos celulares tales como la
transcripcion epitelio mesenquimal (TEM). Creada con BioRender.

1.4 Fibrosis cutanea

La fibrosis cutanea ocurre en una variedad de enfermedades como la esclerosis
sistémica (ES) o esclerodermia (15—17), queloides (5), cicatrices hipertréficas y otras
afecciones (18). Todas ellas comparten una caracteristica, y es la deposicidén excesiva
de Col y otros componentes de la MEC debido a la activacion de los fibroblastos
dérmicos (19). Los trastornos fibréticos pueden afectar en gran medida a la duracién y
calidad de vida de los pacientes con disfuncién orgdnica y trastornos psicoldgicos

(5,18).

En el caso de la ES, por ejemplo, en EEUU hay aproximadamente 100.000 casos
con un promedio de supervivencia de 11 afos. Esta es una enfermedad sistémica del
tejido conectivo donde entre los érganos mas afectados destacan los pulmones, el
corazdn, el tracto gastrointestinal, los rifiones y la piel (18). Desde el punto de vista
patogénico, generalmente se considera que la autoinmunidad, la vasculopatia y la
fibrosis son los principales procesos fisiopatolédgicos (20). La esclerosis de la piel es el
rasgo mas caracteristico de la ES, junto con la enfermedad pulmonar intersticial (EPI),
y se evalia mediante la puntuacién 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

palpandola y usando una escala del 0 al 3 en 17 areas del cuerpo (22).

En la etapa final de la ES, hay un depdsito excesivo de Col en la dermis, con
pérdida de las estructuras anexiales y tejido adiposo asociado (18). La ES se clasifica en
dos formas clinicas principales segun el grado de afectacién 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 progresién mas lenta, lo que conlleva un

prondstico relativamente bueno con una supervivencia de 10 afios superior al 90%. En



la ESD, el porcentaje de supervivientes con una esperanza de vida de 10 afios o mas
oscila entre el 65 y el 82%, resultado de la amplia gama de complicaciones sistémicas

(21).

Hablando de las caracteristicas moleculares de esta patologia, estudios previos
han demostrado que los fibroblastos extraidos de pacientes con ESD sobre-expresan
los TBRI y TRRII versus fibroblastos sanos y que esta sobre-expresion a su vez esta
relacionada con un incremento en la deposicién de Col tipo | (23). También se ha
probado un aumento en la fosforilacion de SMAD2/3 en la epidermis de pacientes con
ES (24). Por otro lado, varios estudios han demostrado una sobre-expresiéon de la
proteina 3 de unién al factor de crecimiento parecido a la insulina (IGFBP3). Esta es la
principal proteina transportadora del factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-
1) pero también posee otras funciones fisioldgicas. Se ha observado un aumento de
IGFBP3, ademas del caso de los pacientes de ES, en otras afecciones fibréticas como la
fibrosis pulmonar idiopatica (FPI). Ademas, en este caso, la estimulacién de
fibroblastos de pulmén con IGFBP3 resultd en un aumento en la deposicién de
fibronectina, por lo que, los autores sugieren que esta proteina juega un papel
importante en el inicio y/o perpetuacién de la fibrosis (25,26). Ademas, también se ha
visto que, hay una mayor expresiéon de calponina en las biopsias de piel procedentes
de pacientes de ES, proteina que favorece la motilidad celular y cuya expresién

aumenta en el caso de los miofibroblastos (27).

La cicatrizacién de heridas es un proceso fisiolégico importante para mantener
la integridad de la piel después de un traumatismo. La aberracién en dicho proceso
conlleva una cicatrizacién excesiva, con la formacidon de cicatrices hipertroficas y
gueloides (Figura 4), o heridas crénicas (ulceras) (28). Los pacientes con diabetes, los
ancianos y los pacientes con trastornos genéticos, estan especialmente predispuestos
a la curacion 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 expresion excesiva de
factores de crecimiento y citoquinas. El tejido queloide se caracteriza por una
deposicidn excesiva de componentes de la MEC, mayoritariamente Col, y por rebasar

los margenes de la herida a diferencia de la piel hipertréfica (14). La cicatriz



hipertrofica, 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 cirugia para su retirada

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

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

1.5 Mecanismo de reparacion de heridas y TGF

Existen varias fases en el mecanismo de reparacién de heridas (Figura 5), tales
como la hemostasia, inflamacién, proliferacién y maduraciéon. La hemostasia puede
definirse como la interrupcion del sangrado después de una lesion e implica
vasoconstriccién, agregacion plaquetaria y coagulacion de la sangre (13). La agregacién
plaquetaria conlleva la desgranulaciéon de las plaquetas y la liberacion de factores
quimiotacticos (quimiocinas) y factores de crecimiento como el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) y TGF(31 (28,29,31). PDGF es un potente mitdégeno que
atrae neutroéfilos, macrofagos y fibroblastos. Las plaquetas, en este caso, son la
principal fuente de TGFB1, pero este factor de crecimiento también es liberado por
macréfagos, neutrdfilos, fibroblastos y queratinocitos (1). En la inflamacién, los
neutrdfilos y macrdéfagos fagocitan el tejido muerto o dafiado ademas de las bacterias
y generan un microambiente hostil para las mismas por medio de las especies
reactivas de oxigeno (ERO). En la fase proliferativa se forma el tejido de granulacién,
gue esta compuesto por fibroblastos activados y miofibroblastos que sintetizan una
nueva MEC y ayudan a contraer la herida (29). Una caracteristica distintiva del proceso
fisiolédgico normal de reparacidn de heridas es la capacidad de detener la produccién
continua de Col, con un depédsito maximo de aproximadamente 21 dias (16). En esta
fase, las células epiteliales también proliferan para restablecer la barrera epidérmica

(32). El tejido de granulacion sera después desplazado por tejido conectivo normal en
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la fase de maduracion (29). Este ultimo paso requiere de un equilibrio preciso entre la
apoptosis de las células existentes y la formacidn de nuevas células (28). En un proceso
normal de cicatrizaciéon de heridas, existen sefiales de “detencién” que cesan los
mecanismos de reparacidn cuando se cierra la herida y se completa la reepitelizaciéon
(1). La patogénesis de la cicatrizacion excesiva de heridas no esta del todo clara,
aunque la clinica sugiere que esta puede deberse a un desequilibrio en cualquiera de
las fases del proceso de cicatrizacion de heridas (28,33). La persistencia de la poblacién
de miofibroblastos en el caso de las cicatrices hipertréficas podria estar relacionada
con una inhibicion de la apoptosis. De hecho, se ha visto que, los miofibroblastos
derivados de cicatrices hipertréficas tienen respuestas diferenciales a inductores
apoptéticos en comparacion con los miofibroblastos cuyo origen son heridas cutaneas
normales. Este fendmeno, la muerte celular programada, podria inducirse en el caso
del mecanismo de reparacidon de heridas por la reduccién en la concentraciéon de
factores de crecimiento o por la remodelacién de la MEC por parte de las
metaloproteinasas, lo cual interferiria en la adhesion de los miofibroblastos con la MEC

(34).
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Figura 5: Mecanismo de reparacion de heridas. Tras una lesidén en la piel, las plaquetas se activan y
liberan factores de crecimiento como el factor de crecimiento transformante B 1 (TGFB1) y el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Estas moléculas, atraen y activan a otras células como
macrofagos y neutréfilos que ademas de ampliar la sefal liberando mas TGFB1, fagocitan el tejido
dafiado y las bacterias y generan especies reactivas de oxigeno (ERO). TGFB1 activa a los fibroblastos
residentes y a los queratinocitos promoviendo su transicién a miofibroblastos, células productoras de
componentes de la matriz extracelular (MEC). Ademds, 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 proliferacién de estas células. Creada con BioRender.

TGFB, 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 linea 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 observd que, tras estimular a las células con TGFB, la
proliferacion disminuyd drasticamente en el caso de las primeras pero que sin
embargo no afectd a las variantes modificadas. Tanto las HaCaT a las cuales se les
habia inhibido la expresién de SMAD2, 3 y 4, como la variante que sobre-expresaba
SMAD7 poseian una alta tasa de proliferacién en ausencia de TGFpB, 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-expresion de los receptores TBRI y TBRII en comparacion con
los fibroblastos normales (36). También se ha visto que, la adiciéon exdgena de
anticuerpos neutralizantes de TGFB1 en modelos de ratén adultos resultd en una
menor aparicion de cicatrices y en una disminucion de la deposicion 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
escision a los ratones y al tercer dia se les administré un inhibidor de TGFB asociado a
un péptido de direccionamiento via intravenosa. Esta proteina recombinante dirigia la
decorina, el inhibidor de TGFB, a los vasos sanguineos angiogénicos donde se
extravasaria a los tejidos. Los andlisis histolégicos demostraron que, al décimo dia, el
tejido de granulacién en las lesiones de los ratones que habian sido tratados con el
péptido de direccionamiento y decorina era un 50% menor con respecto al grupo
control. Ademas, también se redujo significativamente la longitud de las heridas.
Asimismo, se redujo la expresiéon de a-SMA y el factor de crecimiento del tejido

conectivo (CTGF) (38).

Es decir que, TGFB1, parece tener un papel fundamental en la formaciéon de
cicatrices al reclutar células inflamatorias en las primeras fases del proceso de curacion

y promover la sintesis de componentes de la MEC y la contraccion de la herida (39).

1.6 Caracteristicas y aspectos clinicos de los queloides

A medida que la poblacidn envejece, la incidencia y la prevalencia de afecciones
que conducen a una cicatrizaciéon deficiente de la herida también aumenta (40). Los
queloides pueden aparecer de manera espontdnea o tras un traumatismo o infeccién
cutanea. Su etiologia no esta bien definida, pero se sabe que tiene un gran
componente genético. De hecho, un estudio demostré que, mas del 50% de los
pacientes con queloides tenian antecedentes familiares. Esta cicatrizacion excesiva se
observa en individuos de todas las razas, incluidos los albinos, pero se sabe que los
individuos de piel oscura son mas susceptibles a la formacién 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 mas susceptibles que otras. En este sentido, se ha informado de
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gue la aparicidon de este tipo de cicatrices es mas comun en el térax, los hombros y los
I6bulos 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
fisico como psicoldgico. Suelen ir acompafiados de hiperpigmentacion, dolor y prurito.
Por ejemplo, en un estudio realizado en 120 pacientes con queloides, donde se
investigd 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
puntuacion 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 afos 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 encontré que el 86% de estos
experimentd prurito y el 46% dolor. Ademas, el prurito se daba mayoritariamente en el

borde mientras que el dolor se asocié mas al centro del queloide (43).

1.7 Tratamiento farmacoldgico: 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 asi un
exceso de MEC. Generalmente, la activacién anormal de este tipo celular es
consecuencia final de los procesos fisiopatolégicos de la enfermedad, como Ia

activacion del sistema inmunitario o la vasculopatia (44).

El metotrexato (MTX) ha sido utilizado para el tratamiento de la fibrosis de la
piel en la ES. Su uso esta limitado a pacientes dénde la fibrosis cutanea evoluciona
rapidamente pero no afecta a ningun otro érgano, ya que por ejemplo, no tiene ningun

efecto sobre la EPI (20).

La ciclofosfamida (CFM) tuvo un efecto beneficioso pero modesto sobre la
funcién 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 resultd en una mejoria 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

periodos prolongados de tiempo (20).

El micofenolato de mofetilo (MMF) mostré una mejor tolerabilidad y una
menor toxicidad en un estudio versus CFM, aunque no mejord la eficacia. Estos
resultados ponen al MMF como primera opcidn 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 cutanea y mejorando y/o
estabilizando la fibrosis pulmonar (47,48). Otro medicamento bioldgico 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 seria beneficioso
para pacientes con un componente inflamatorio (49). Por otro lado, en un estudio
basado en fresolimumab, un anticuerpo anti-TGFB, se vio que el bloqueo de las tres

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

Otro enfoque terapéutico con eficacia comprobada es el trasplante de células
madre hematopoyéticas (TCMH) autdlogas. Este tratamiento es efectivo tanto en la
fibrosis pulmonar como en la cutdnea pero tiene una alta tasa de mortalidad, por lo
qgue, 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 podrian beneficiarse de dicho tratamiento, pueden ser
tratados con terapias mds convencionales y seguras como MMF o productos bioldgicos
como RTX o TCZ (20,51,52). En un estudio realizado recientemente, se ha visto que, el
TCMH autdlogas mieloablativo, es decir, la administracién de quimioterapia y/o
radioterapia a fin de eliminar las células de la médula ésea previo al trasplante, tiene
beneficios a largo plazo en pacientes con ES incluyendo una mayor supervivencia en

comparacion con estudios anteriores de trasplante no mieloablativos (53).
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Pirfenidona y nintedanib son dos farmacos aprobados para el tratamiento de la
fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) (20). Un estudio reciente mostré que, nintedanib,
tiene un efecto beneficioso y estadisticamente significativo sobre el deterioro de la
funcién pulmonar en pacientes con EPI secundaria a la ES, pero ningun efecto sobre la
fibrosis cutdnea (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
farmaco no tiene efecto sobre las funciones pulmonares y la piel en pacientes con ES
en comparacion con placebo (55). Actualmente, se esta llevando a cabo un estudio
(Identificador de ClinicalTrials.gov: NCT03221257) que combina pirfenidona con MMF
versus MMF. La combinacion de un inmunosupresor con un agente antifibrotico podria

ser muy beneficioso desde el punto de vista patogénico.

1.8 Tratamiento farmacoldgico: cicatrices hipertréficas y queloides

Resulta mucho mas eficiente prevenir las heridas hipertréficas que tratarlas
(56). Cuando un paciente presenta una herida, esta debe ser correctamente
desinfectada y, seglin sea necesario, aplicar antibidticos tépicos y/o dispositivos para
aliviar la presiéon (57). El objetivo en el tratamiento de las heridas hipertréficas es

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

Existen diversos tratamientos para la cicatrizacién anormal de las heridas, entre
ellos la cirugia. La tasa de recurrencia tras la escisién quirdrgica de un queloide oscila
entre 50 y el 80%. Es por ello que no se recomienda la cirugia para el tratamiento de
estas afecciones ya que ademas puede exacerbar la situacién clinica 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 postcirugia 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 laminas de gel de silicona se han utilizado como terapia tdépica para
qgueloides y cicatrices hipertroficas desde principios de los 80. Son laminas
autoadhesivas y semioclusivas. También se usan como profilaxis para ayudar a

prevenir cicatrices andmalas (56). Se trata de un tratamiento seguro, no invasivo, de
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facil aplicacién sin necesidad de acudir a un centro médico y es por ello que resulta de
especial utilidad en nifos (58). Uno de los inconvenientes es mantener en contacto la
[dmina de gel con el toda la superficie en lesiones grandes (59). Por otro lado, existen
también geles autosecantes de silicona tépicos. Comprenden una alternativa a las
[dminas de gel de silicona y la gran ventaja con respecto a estas Ultimas es su facil

aplicacion sobre cualquier tipo de superficie (60).

La terapia de presidn se usa para el tratamiento de cicatrices hipertroéficas y
queloides desde la década de los 70 (56). Su uso estd mas extendido para el
tratamiento de cicatrices hipertréficas resultantes de quemaduras aunque existe

controversia en su eficacia (61).

La crioterapia, la aplicacion normalmente de nitrégeno liquido 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
hipertroéficas (n=38) hubo una respuesta buena o excelente en el aproximadamente
60% de los pacientes, respondiendo mejor las cicatrices hipertréficas. Ademads, en
estas Ultimas, los haces de Col hipertréfico disminuyeron o desaparecieron. No hubo
recurrencia en ningun caso (63). Otro estudio en 40 pacientes, con un total de 65
gueloides, mostré una eficacia del 73%, pero a su vez, todas estas cicatrices sufrieron
hipopigmentacién y atrofia, efectos secundarios tipicos de esta terapia (64). Otra
opcién mas novedosa, la cual reduciria los efectos secundarios de la crioterapia
convencional, seria la crioterapia intralesional. En este caso, se introduce una sonda
gue atraviesa la cicatriz por la cual pasara el liquido criogénico. El problema viene

porque no se consigue la erradicacion 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 patoldgicas (66).
De hecho, es el tratamiento de primera linea para los queloides actualmente. Estos
farmacos actuan inhibiendo los procesos proinflamatorios y por consiguiente el
reclutamiento de fibroblastos y el exceso de Col. El tratamiento Unico con
corticosteroides intralesionales tiene tasas de respuesta del 50 al 100%, con tasas de

recurrencia del 9 al 50% (67,68). El aceténido de triamcinolona (TAC) es el
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corticosteroide mas utilizado para el tratamiento de estas afecciones de la piel. Se
puede usar en monoterapia o en combinacién con otras modalidades de tratamiento,
como por ejemplo de adyuvante tras la escisidon quirurgica de la cicatriz (69). En este
sentido, se ha estudiado la prevencién en la recurrencia de queloides postcirugia
mediante el tratamiento con inyecciones de corticoesteroides intralesionales versus
radioterapia y no se han encontrado diferencias estadisticamente significativas (70).
Por otro lado, se estudio el efecto del TAC en monoterapia versus crioterapia y la
combinacion de ambos. Los resultados sugirieron que la combinacion de los dos
tratamientos era la forma mas efectiva de tratar los queloides ya que reducia el
espesor, dolor y picazén ademas de que no se observo recurrencia en este grupo en un
periodo de 8 meses (71). En el caso de las cicatrices hipertréficas, este tratamiento
estaria considerado de segunda linea. El inconveniente principal de esta técnica es el
dolor, pero, ademds, puede producir atrofia, aparicion de telangiectasias e

hipopigmentacion (69).

El 5-fluorouracilo (5-FU) es un agente antineopldsico que inhibe la sintesis de
ADN y que se usa con éxito en el tratamiento de cicatrices patoldgicas desde 1989 (72).
Se hizo un estudio en 53 pacientes con cicatrices hipertroficas (n=21) y queloides
(n=32). En el caso de los queloides el tratamiento intralesional con 5-FU se dio tras
escision quirurgica. Los resultados mostraron una recurrencia del 19% en este grupo
tras un afo de seguimiento. En el caso del grupo con cicatrices hipertréficas el 86%
presentaron una disminucion en el volumen de la cicatriz de aproximadamente el 50%
(73). También se ha probado la combinacion del 5-FU y el TAC versus monoterapia en
un estudio llevado a cabo con 60 pacientes. La disminucion en la pigmentacién fue mas
rapida y estadisticamente 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
vascularizacion, el TAC fue el grupo que logré una mayor disminucién, todo ello con
relevancia estadistica. El dolor y el prurito mejoraron en todos los grupos y en el caso
del prurito el grupo al que se les habia administrado 5-FU lo hizo significativamente
mas rapido. Con respecto a los efectos secundarios, el grupo TAC mostré una mayor
frecuencia de telangiectasias y atrofia cutanea. Ademas, la ulceracidn de la piel fue un

problema comun en el grupo del 5-FU, lo que se observd con una menor frecuencia en
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el grupo tratado con la combinacion 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 laser es otro de los tratamientos actuales para los queloides y las
cicatrices hipertréficas. Los laseres se pueden clasificar como ablativos y no ablativos.
Dentro de los laseres ablativos podemos encontrar por ejemplo el laser de didxido de
carbono (COy), y dentro de los no ablativos el laser de colorante pulsado (PDL). Se
realizdé un estudio en el que se utilizd PDL en 16 pacientes que habian desarrollado
cicatrices hipertroficas o queloides derivadas de una esternotomia media. La
apariencia clinica de las cicatrices mejord en todos los casos. El prurito desaparecio en
11 de los 12 de los pacientes que lo sufrian y el ardor en 7 de 8, informando este
ultimo de una mejoria. Hubo una disminucién estadisticamente significativa del
eritema en comparacién con las cicatrices basales, pero, aun asi, la diferencia con la
piel normal seguia teniendo relevancia estadistica. También se redujo la altura media
de la cicatriz y mejord la flexibilidad (75). En otro estudio se obtuvieron biopsias
intralesionales de pacientes antes y 7 dias después de ser tratados con PDL. El analisis
inmunohistoquimico reveld que TGFB1 disminuyd significativamente su expresién 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 regresion > 50%

(77).

1.9 Caracteristicas histoldgicas y moleculares de las cicatrices hipertréficas y
los queloides

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

en la dermis en comparaciéon con el tejido cutdaneo sano o incluso con cicatrices
normales. Estas ultimas no muestran diferencias estadisticamente significativas. Mas
concretamente, la dermis papilar de la piel hipertréfica tiene casi un 80% mas de
vasculatura versus piel sana/cicatrices normales y un poco mas del 60% en la dermis
reticular. En el caso de los queloides, la vasculatura aumenta en mas de un 60% en la
dermis papilar y hasta casi un 70% en la dermis reticular. Los queloides y la piel

hipertroéfica tampoco muestran diferencias significativas entre si (78).
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También se ha visto que, en tejidos que cicatrizan anormalmente, hay un mayor
numero de fibroblastos y una mayor infiltracion de células inflamatorias (79). Diversos
estudios muestran que esta patologia a menudo implica una sobre-activacion y
proliferaciéon excesiva de fibroblastos, ademas de una deficiencia en la apoptosis al
final del mecanismo de reparacién, lo que conlleva una excesiva deposicion de MEC
(1,28,33). Como se ha nombrado anteriormente, en respuesta a TGFfB1,los
fibroblastos se diferencian en miofibroblastos para contraer la herida, reduciendo asi
el espacio a reepitelizar (33), y ayudar a remodelar la MEC. Se ha visto que, la
sefializacion persistente de la via canénica de TGFB1 promueve, ademds de la
proliferacién de fibroblastos, la produccion excesiva de fibronectina, lo que da lugar a
una cicatrizacion hipertrofica (28). La sobre-expresién de esta proteina también ha
quedado probada en tejido queloide (80). De la misma manera, ha quedado
demostrado que la expresion génica de Col tipo | estd aumentada tanto en queloides
como en el tejido hipertroéfico, sin embargo, la proporciéon de Col tipo I/1ll solo se ve
aumentada en el caso del tejido queloide en comparacion con la piel sana (81). Por el
contrario, la proporciéon de Col tipo Ill/l esta aumentada en heridas hipertréficas versus

no hipertroficas (82).

Con respecto a las vias de sefalizacion, ha quedado demostrado que Ia
fosforilacion de SMAD3 estd regulada al alza en queloides y que su inhibicién con ARN
de interferencia disminuye la expresién del gen procolageno en fibroblastos derivados
de este tejido (83). Ademas, la expresiéon de SMAD6 y SMAD7 esta disminuida en este
tipo celular versus fibroblastos normales y fibroblastos obtenidos de cicatrices
normales. Estas proteinas inhiben la via canénica dependiente de SMAD al impedir la
fosforilacién de SMAD3 por parte de los TBRI o, en el caso de SMAD®6, impedir la union
de SMAD4 con las R-SMAD (84). Esta ruta por tanto se encuentra desregulada en
procesos de cicatrizacidén aberrantes. Se ha probado que, la inhibicién en la expresién
de TGFB1, da como resultado una menor fosforilacion de ERK1/2 y SMAD2/3 en
fibroblastos derivados de queloide (28). Ademds, otros estudios in vitro han
demostrado que estas células, son mas susceptibles a TGFB1 y PDGF. Se cree que, esta
mayor sensibilidad a dichos factores de crecimiento es debida a una mayor expresion

de sus receptores por parte de los fibroblastos (14,33). Parece ser que, los
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gueratinocitos que derivan de tejido queloide, actian de forma paracrina aumentado
la expresion de receptores ALK5, un tipo de TBRI, y TBRII en fibroblastos queloides
(13). Algunos estudios sugieren que la presencia de miofibroblastos en tejido queloide
es mas comun que en otros tejidos, incluyendo las cicatrices hipertréficas, lo que
sugiere que estas células juegan un papel clave en el desarrollo de este tipo de tumor

fibroproliferativo benigno (33).

La remodelacion de la MEC es un proceso que debe ocurrir de manera natural
en la fase de maduracién de las heridas. El activador del plasmindgeno tipo uroquinasa
(uPA), el activador tisular del plasminégeno (tPA) y las metaloproteinasas de matriz
(MMP) estan involucradas en dicho proceso (14). El inhibidor del activador del
plasminégeno-1 (PAI-1), es un inhibidor del uPA y del tPA. uPA induce la degradacién
de la MEC y por lo tanto PAI-1, al inhibirla, tiene efectos profibréticos (85). PAI-1 es
uno de los genes mas regulados al alza por la via canénica de TGFB1 (86). Se ha visto
que, la expresién de PAI-1 estd aumentada tanto in vivo como in vitro en queloide en
comparacion con muestras de piel sana. Ademas, al inhibir PAI-1 con anticuerpos
neutralizantes de dicha proteina o agregando uPA a los cultivos in vitro, la
concentracion de Col disminuye, por lo que, el aumento en la actividad de PAI-1 en
tejido queloide podria explicar la acumulacién excesiva de Col (87). Del mismo modo,
se ha visto una sobre-expresidn de PAI-1 y una disminucidn en la concentracidon de uPA
in vitro en cultivos de fibroblastos derivados de heridas hipertréficas versus piel sana

(85).

Por otra parte, como se ha comentado anteriormente, en el proceso de
curacién de heridas se generan ERO. Cuando la produccién de estas ERO se vuelve
patoldgica se promueven procesos fibrdticos con una mayor produccion de citocinas y
factores de crecimiento, lo que conlleva un aumento en la supervivencia de los
fibroblastos y su diferenciacion a miofibroblastos (18). La generacién de ERO en
respuesta a TGFB1 es rapida y precede a la expresién de PAI-1. Las rutas moleculares
gue se requieren para la expresién de PAI-1 son dependientes de las ERO. Otro de los
genes que se modula al alza por las ERO, ademas de por TGFB1, es el que codifica para
el CTGF (86). CTGF es un péptido rico en cisteina con numerosas funciones bioldgicas.

Por ejemplo, en el caso de los fibroblastos, actia como un agente mitogénico y
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guimioatrayente, por lo que induce una mayor deposicion de MEC. Ya ha quedado
demostrado en otros trabajos la sobre-expresién de esta proteina en patologias que

cursan con fibrosis cutdanea 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 hipertréficas como de queloides en comparaciéon con la piel
sana (90). Ademas, el factor de transcripcién Nrf2 (nuclear erythroid factor 2), el cual
regula la expresion de los genes ARE, por sus siglas en inglés Antioxidant Response
Element, y esta implicado en la regulacion de la apoptosis, también reduce su

expresion en tejido queloide (91).

Las NADPH oxidasas (NOX) son una familia de enzimas que catalizan la
reduccidon del O, produciendo ERO como el ion superéxido (O27) o el perdxido de
hidrégeno (H202) (92). Se han identificado 7 enzimas NOX en humanos (NOX1-5;
DUOX 1y 2). Las ERO generadas via NOX contribuyen a la fisiopatologia de las heridas
cronicas (86). La induccién de la expresiéon de NOX4 puede darse en diferentes
condiciones entre las cuales se incluye la expresion de TGFB1. El producto principal de
NOX4 es el H,0; (93). La inhibicién de NOX4 en células mesenquimales de pulmdn

inhibid la expresiéon inducida por TGF-B1 de a-SMA, fibronectina y Col tipo | (94).

La senescencia celular es un mecanismo por el cual las células detienen
irreversiblemente su crecimiento. Ademas, adquieren un fenotipo secretor asociado a
la senescencia (FSAS), lo que implica la expresiéon de genes que codifican citocinas
inflamatorias, factores de crecimiento y otras proteinas como la isoforma B-
galactosidasa asociada a la senescencia (SA-Bgal) (95). Este mecanismo puede ocurrir
por el acortamiento progresivo de los telémeros y la consecuente activacién de vias de
respuesta al dafio en el ADN, lo que resulta en la activacidn de la proteina supresora de
tumores p53, o por estrés, cuyo origen puede ser, entre otros, el estrés oxidativo,
radiaciones o terapias citotdxicas, que, consecuentemente, activan al inhibidor de Ia
guinasa dependiente de ciclina p16. Ambas vias pueden activar a su vez al inhibidor de
la quinasa dependiente de ciclina p21, lo que conduce a la deteccidn del ciclo celular
(96,97). Estudios anteriores han demostrado que los fibroblastos derivados de tejido

gueloide tienen una mayor tasa de senescencia en comparaciéon con los fibroblastos
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normales (98). Varios estudios han relacionado el estrés oxidativo con un acortamiento
de los teldmeros mas rapido, induciendo la senescencia prematura por estrés,
utilizando por ejemplo el H;0, (99). Por otro lado, se ha visto que, hay un mayor

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

1.10 La fosfodiesterasa 4 como diana farmacoldgica en fibrosis

El adenosin monofosfato ciclico (AMPc), es una molécula que actia como
segundo mensajero regulando respuestas celulares. Por ejemplo, en el caso de los
fibroblastos, tiene efectos antifibréticos inhibiendo la proliferacion y la produccién de
proteinas de la MEC y estimulando la apoptosis. Es sintetizado por la adenilato ciclasa
(AC) en respuesta a la activaciéon de receptores acoplados a proteinas G, y degradado
por las fosfodiesterasas (PDE) (101). La concentracién de AMPc dependerd, por lo
tanto, del equilibrio en la actividad de la AC y las PDE. Cuando aumenta la
concentracion intracelular de este nucledtido ciclico, se activan las unidades cataliticas
de la protein kinasa A (PKA) que difunden hacia el nucleo donde fosforilan a factores
de la trascripcién como la proteina de unién al elemento de respuesta a cAMP (CREB)
(102). Una vez se fosforila CREB, este se puede unir a los coactivadores
transcripcionales CBP y su homdlogo p300, lo que contribuye a la reduccion de la
inflamacién vy la fibrosis (102,103). Por ejemplo, en un estudio realizado en la linea
celular de queratinocitos humanos HaCaT, se vio que, la cascada de sefializaciéon AMPc-
PKA-CREB inhibia la transcripcidén dependiente de SMAD especifica de TGFB. Esto es
debido al secuestro por parte de CREB de CBP y p300, que ademads son coactivadores
transcripcionales de SMAD. La menor disponibilidad de estas proteinas se tradujo en

una disminucion de la expresién de PAI-1 (102).

Por otro lado, la PKA, también fosforila diferentes proteinas citoplasmaticas
como las diferentes isoformas de PDE4, lo que puede desencadenar cambios en su
actividad enzimatica o en su interaccidn con otras proteinas, como Raf-1, lo que inhibe

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

Existen 11 familias diferentes de PDE (PDE1-11) disponibles para la degradacion
de nucledtidos ciclicos. La PDE4 es especifica del AMPc y su inhibicién puede modular

las respuestas inflamatorias (103). Existen 4 genes que codifican la PDE4 (PDE4A-D) y
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gue dan lugar a mas de 20 isoformas distintas, gracias al splicing alternativo, las cuales
se diferencian por su regiéon N-terminal. Estos genes se expresan diferencialmente
segun 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 ultimas mas
abundantes, mientras que la expresién de la PDE4AC se limita a la corteza, nucleos
taldmicos y cerebelo (106). La secuencia de aminodcidos que forman las diferentes
isoformas de PDE4 estan muy conservadas y constan de dos regiones UCR (upstream
conserved regions) (UCR1 y UCR2) en el extremo N-terminal y un dominio catalitico en
el extremo C-terminal. Parece ser que, las regiones UCR tienen un papel regulador de
la actividad catalitica de esta enzima. Por ejemplo, UCR1 puede ser fosforilado por la
PKA lo que provoca la activacién de la PDE4. Ademads, como se ha dicho con
anterioridad, existen diferentes isoformas debido a las variantes de empalme y estas
se pueden clasificar seglin su extremo amino en: forma larga (contiene tanto la regién
UCR1 como la UCR2), forma corta (solo contiene la region UCR2) y la forma semicorta
(contiene la regiéon UCR2 incompleta) (105,107-109). Hablando del extremo C-
terminal, se sabe que ERK1/2 fosforila a la PDE4B, PDE4C y PDE4D en su regidn
catalitica activando o inhibiendo dichas isoenzimas (Figura 6). Por ejemplo, la PDE4B2
de forma corta se activa con la fosforilacion de ERK1/2 y este efecto se inhibe en
presencia de PD98059, un inhibidor MAPK/Erk quinasa (110). Ademds, se ha
demostrado que esta isoenzima estd fuertemente relacionada con la respuesta
inflamatoria, ya que en ratones knockout para PDE4B y estimulados con LPS se redujo
en hasta un 90% la secrecion del factor de necrosis tumoral a (TNF-a), citocina

proinflamatoria (111).
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Figura 6: isoformas de la fosfodiesterasa 4 (PDE4). Segun 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 protein kinasa A
(PKA); (B) isoformas de forma corta, que Unicamente contienen la regién UCR2; (C) isoformas de forma
corta que contienen la regiéon UCR2 incompleta. Ademas, las isoformas de la PDE4 pueden ser
fosforiladas por la quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK) en su extremo carboxilo-terminal.

El interés sobre la PDE4 como posible diana farmacoldgica se remonta al menos
cuatro décadas, con el estudio de Ro 20-1724. Este compuesto, categorizado
posteriormente como un inhibidor de la PDE4, consiguié reducir el tamafio de las

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

Los inhibidores de la PDE4 de primera generacién, es decir, Ro 20-1724,
rolipram y denbufylline, provocaban efectos secundarios tales como nauseas y
vomitos, por lo que no siguieron su desarrollo clinico. Rolipram, fue investigado para el
tratamiento de la depresidn al atravesar facilmente la membrana hematoencefalica y
mejorar la neurotransmision (113). Denbufylline por su parte, fue investigado para el

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

Roflumilast, apremilast y crisaborol son 3 inhibidores de segunda generacion
de la PDE4 que han sido aprobados para el tratamiento de enfermedades inflamatorias
de las vias respiratorias o de la piel. Apremilast, fue aprobado en 2014 para el
tratamiento por via oral de la psoriasis en placas de moderada a grave y para la artritis
psoriasica. Crisaborol, se usa como tratamiento por via tépica de la dermatitis atopica

desde el 2016 (103).
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1.11 Caracteristicas de roflumilast

Roflumilast (3-ciclopropilmetoxi-4-difluorometoxi-N-[3,5-di-cloro-4-piridil]-
benzamida) es uno de los inhibidores de segunda generacidon mads potentes de la PDE4
(CEsp=0.2 nM). Fue descubierto en 1993 a raiz del estudio de compuestos quimicos
derivados de la benzamida. Su biodisponibilidad es del 79% cuando se administra por
via oral y tiene una vida media de 15,7 h. Este fdrmaco se metaboliza rapidamente a su
metabolito activo N-6xido roflumilast (NOR) (CEs0=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
cronica (EPOC) grave asociada a bronquitis crénica en pacientes adultos con
antecedentes de exacerbaciones (113). El término exacerbacién se refiere a un
empeoramiento agudo de los sintomas iniciales de un paciente. La EPOC es una
enfermedad pulmonar que cursa con una inflamacién crénica y una remodelacion
fibrética que conlleva la destruccién del parénquima pulmonar, lo que provoca una

limitacion progresiva del flujo de aire (116).
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Figura 7: Estructura quimica del roflumilast (arriba) y su metabolito activo (abajo), el N-6xido
roflumilast (NOR) (115).

Ademds de sus efectos antiinflamatorios, ha quedado demostrado que
roflumilast frena la TFM de fibroblastos de pulmén, asi como la excesiva deposicion de
MEC y la TEM de células epiteliales bronquiales humanas en experimentos in vitro, y
gue, ademas, mitiga la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina in vivo. Este se trata
de un modelo animal comunmente utilizado para evaluar el potencial antifibrético de
procedimientos terapéuticos. El establecimiento de la fibrosis en este caso se
considera secundario al estrés oxidativo y a la intervencién de multiples factores como
TGFB. En este sentido, el inhibidor de la PDE4 consiguid revertir la expresién de TGFB1,
Col tipo | y CTGF una vez instaurada la fibrosis pulmonar por bleomicina. Ademas,
también redujo la proliferacion de fibroblastos de pulmdén extraidos de ratones
C57BI/6J. Con respecto a los experimentos in vitro con células epiteliales de bronquio,
roflumilast, ademas de aumentar la expresién de marcadores epiteliales y disminuir la
de marcadores mesenquimales, redujo la expresion de ERO, NOX4 vy la fosforilacidon
tanto de SMAD2/3 como de ERK1/2, por lo que su efecto esta relacionado tanto con la

via candnica como con una de las vias no candnicas de TGFP (117,118).
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En otros estudios realizados in vitro en fibroblastos de pulmoéon humano, el
metabolito del inhibidor de la PDE4 redujo el estrés oxidativo y la expresion, tanto a
nivel proteico como a nivel genético, de NOX4, proteina implicada en la respuesta
fibrogénica tras una lesidn en el pulmén. Asimismo, NOR, redujo la produccién de Col e

inhibio la proliferacion de los fibroblastos (119).

Asi pues, dada la falta de un consenso sobre los tratamientos actuales para las
distintas afecciones que cursan con fibrosis cutdnea como queloides, cicatrices
hipertroéficas y la ES, y dado los efectos beneficiosos, ampliamente estudiados, de
roflumilast sobre la fibrosis pulmonar, se decidid investigar los efectos de este

inhibidor de la PDE4 en fibrosis cutanea con experimentos tanto in vitro como in vivo.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1 Hipdtesis

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

- TGFPB1 juega un papel clave en los procesos fibréticos y en el mecanismo de
reparacion de heridas (12,13,39). Asimismo, ha quedado demostrada la
sobre-expresion de esta proteina tanto en cicatrices hipertréficas como en
gueloides, con su consecuente deposicion excesiva de MEC y proliferacion
de fibroblastos (28,80). En el caso de la ES, se ha visto que hay una sobre-
expresion por parte de los fibroblastos de los receptores de TGFB1 y un

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

- Se ha observado el efecto beneficioso de farmacos anti-TGFB en afecciones

gue cursan con fibrosis cutanea (37,38,50).

- La inhibicién de la PDE4 y por tanto el incremento en la concentracién
intracelular de AMPc tiene efectos antiinflamatorios y antifibréticos (101—

103).

- Se ha demostrado que roflumilast, mitiga la TFM y la TEM y que revierte la
sobre-expresion de TGFB1, Col tipo | y CTGF en modelos de fibrosis
pulmonar. Asimismo, el farmaco, también reduce la hiperproliferacién de
fibroblastos y disminuye la produccion de ERO y la expresidn de NOX4, asi

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

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

cutanea.

Por tanto, se establece la siguiente hipdtesis:

Roflumilast mitiga los procesos fisiopatolégicos caracteristicos de la fibrosis

cutanea al inhibir rutas de sefializacion aguas abajo de TGFB1.
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2.2 Objetivos

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

siguientes objetivos:

Analizar el perfil de expresion de las diferentes isoformas de la PDE4 en

diferentes modelos de fibrosis cutanea.

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 TGFB1, asi como su capacidad de revertir dicho proceso y

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

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

TGFB1 en un modelo 3D de epidermis, asi como su reversion tras

establecerse el fenotipo mesenquimal (TME).

Observar el papel de roflumilast en la generacion de ERO.

Elucidar el mecanismo de accién del inhibidor de la PDEA4.

Explorar si roflumilast previene y/o revierte la fibrosis cutanea

secundaria a la administracion de acido hipocloroso (HOCI) en ratones.
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3 MATERIALY METODOS
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3.1 Materiales

3.1.1 Reactivos utilizados

Tabla 1. Reactivos y kits utilizados.

Reactivo
2-Mercaptoetanol
2x Laemmli Sample Buffer
4',6-Diamidino-2-fenilindol
diclorhidrato (DAPI)
4-15% Mini-PROTEAN® TGX™
Precast Protein Gels, 15-well,
15 ul
4-20% Mini-PROTEAN® TGX™
Gel, 10 well, 50 pl

Acido
etilendiaminotetraacético
(EDTA)

Acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazino etanosulfdénico
(HEPES)

Acido Clorhidrico 37% (Reag.
USP) para analisis, ACS, ISO
Acido etilenglicol tetraacético
(EGTA)

Agua tratada con DEPC

Albumina de suero bovino
(BSA)

Alcohol isopropilico
Carbonato de litio
Cell Proliferation ELISA, BrdU
(colorimetric)
Citrato
Cloroformo

Cloruro de Sodio (NaCl)
Cactel inhibidor de proteasa
Dimetilsulféxido (DMSO)
DPBS

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

glutamine w/o sodium

Casa comercial
Sigma - Aldrich
BIO-RAD
Thermo Fisher
Scientific
BIO-RAD

BIO-RAD

Sigma - Aldrich

Sigma - Aldrich

PanReac AppliChem
Sigma - Aldrich

Thermo Fisher
Scientific
Sigma-Aldrich

PanReac AppliChem
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich

PanReac AppliChem
PanReac AppliChem

PanReac AppliChem
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich

Biowest

PanReac AppliChem
Biowest
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Referencia
M6250
1610737
D1306

4561086

4561094

ED2SC

H4034

131020

E4378

AM9906

A7906

131090.1612
101752913

11647229001

141808.1210
131252

141659.1211
P8340
34869
LO615

255254
L0102-500



pyruvate (DMEM)

Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, low glucose,
GlutaMAX™ Supplement,
pyruvate (DMEM)
Enzima TrypLE™ Select (1X), sin
rojo fenol
Eosina
Etanol absoluto para UV, IR,
HPLC
Factor de crecimiento
transformante beta 1 (TGFB1)
Fetal Calf Serum (FCS)

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF)
Formaldehido 3.7-4.0 %

GE Healthcare Amersham™
ECL™ Prime Western Blotting
Detection Reagent
Geneticin™ Selective Antibiotic
Glicerol
Glucégeno
Hematoxylin Solution, Gill No.
3 Hematoxilina
Hipoclorito de sodio (NaClO)
HyClone™ Amphotericin B
(Fungiezone) Solution
Hydroxyproline Assay Kit
Hyperfilm™ ECL™

Inhibidores de proteasa
Pierce™
KBM-Gold keratinocyte Basal
Medium
KGM-Gold keratinocyte growth
medium SingleQuot

Kit de co-inmunoprecipitacion
Pierce™
KT5720
Lipofectamine™ 2000
Transfection Reagent
Luciferase Assay System 10-
pack
Master polymer plus detection
system (peroxidase) (incl. dab

Gibco

Thermo Fisher
Scientific
Sigma - Aldrich
PanReac AppliChem

Sigma Aldrich

Amimed

Roche

PanReac AppliChem

Thermo Fisher
Scientific

Gibco
PanReac AppliChem
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich

Sigma - Aldrich
Thermo Fisher
Scientific
Sigma - Aldrich
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher
Scientific
Cultek

Cultek

Thermo Fisher
Scientific
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
Scientific
Promega

Master diagndstica
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11570586

12563029

HT110216
361086

T7039

2-01FO00-
22525322

252931

10308449

11558616
131339.1211
10901393001

GHS332

71696
11526481

MAKO08
GE28-9068-37

36978

H3192151

H3192152

26149

K3761
11668030

E1501

MAD-000237QK



chromogen)
Metanol
NAC
Nonidet™ P 40 Substitute
Obacunona
Opti-MEM™ | Reduced Serum
Medium, No Phenol Red
Parafina
Passive Lysis 5X Buffer

PD98059
Pen/Strep stock, 10K/10K 100
ml
Phosphate buffered saline
(PBS)

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Potassium di-Hydrogen
Phosphate KH2PO4
Reactivos de transcripcion
inversa TagMan ™

RNAIlater™ Stabilization
Solution
Roflumilast
Running buffer western blot
Sanguinerine
Senescence Cells Histochemical
Staining Kit
Silencer™ Negative Control No.
1 siRNA
siPDE4B ID:11667

SIS3
Spectra™ Multicolor Broad
Range Protein Ladder
Suero fetal bovino (FBS), 500ml

Suero fisiologico
TagMan® Gene Expression
Master Mix
Trans-Blot® Turbo™ Midi PVDF
Transfer Packs
Trans-Blot® Turbo™ Mini PVDF
Transfer Packs
TriPure® Isolation Reagent
Triton ® X 100 pure
Tween® 20

PanReac AppliChem
Sigma-Aldrich
Sigma - Aldrich

selleckchem
Thermo Fisher
Scientific
Sigma - Aldrich
Promega

selleckchem
Cultek

Sigma - Aldrich

Thermo Fisher
Scientific

PanReac AppliChem

Thermo Fisher
Scientific

Thermo Fisher
Scientific
selleckchem
BIO-RAD
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich

Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Sigma- Aldrich
Thermo Fisher
Scientific
Biowest
B. Braun
Thermo Fisher
Scientific
BIO-RAD

BIO-RAD

Roche
PanReac AppliChem
Sigma - Aldrich
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131091.1212
A7250
74385
S3784

11520386

P3683
E1941

S1177
H3DE17-602E

P4417

23227

131509.1210

N8080234

AM7021
S2131
161-0772
S5890
CS0030
AM4611
AM16708

S0447
26623

S1400

190/12606059/1013
4369016

1704157
1704156
1667157001

142314
P1379



Xileno PanReac AppliChem 211769.1714
Platelet-Derived Growth Sigma - Aldrich P4306
Factor-BB human (PDGF)

3.1.2 Pacientes

Para el estudio del tejido queloide e hipertréfico versus piel sana se tomaron
muestras de donantes del Consorcio Hospital General Universitario de Valencia
(CHGUV), Espafia, bajo la aprobacién del Comité Etico de Investigaciones Clinicas (CEIC)
del CHGUV (Anexo |) ademas del consentimiento informado de cada paciente

participante.

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

6 de piel sana.

3.1.3 Animales de experimentacion

Todos los procedimientos y el manejo de los animales se realizaron de acuerdo
con las directrices del Comité de Etica y Bienestar Animal de la Universidad de Valencia
(Valencia, Espana). El protocolo aprobado por este Comité y utilizado en este proyecto
se titulé: "Modelo murino de fibrosis cutdanea (HOCI model): estudio comparativo de

IPD4, corticoides y combinaciones" y su cédigo 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 dias en cuarentena previamente al inicio del
experimento (periodo de aclimatacion). Ademas, 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 ratdn, se identificé al animal mediante
crotales insertados en la oreja numerados consecutivamente. Las condiciones estandar

del animalario fueron:

. Humedad relativa 55 + 10%.
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o Temperatura 22 + 32C.

. Renovacion del aire a 15 ciclos por hora.

. Ciclo luz/oscuridad 12/12 horas.

3.2 Métodos

3.2.1 Aislamiento y cultivo de fibroblastos dérmicos

Los fibroblastos se obtuvieron a partir de tejido queloide humano. La piel se
cortd en secciones pequefias y se lavd con suero fisiolodgico. Posteriormente, los
explantes se dejaron en placas de 6 pocillos con la dermis hacia abajo. Tras 5 min se
adicion6 DMEM suplementado con un 10% de FBS y con 100 U/ml de
penicilina/estreptomicina y 2,5 pg/ml de anfoterinica B. Tras dos semanas

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

se pasaron a frascos de 25 cm? (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, dénde se observan fibroblastos que han migrado y crecido en monocapa a
partir del explante (parte superior de la fotografia).

3.2.2 Cultivo de células comerciales

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

de cultivos celulares primarios de proveedor comercial:

43



e Queratinocitos primarios humanos normales (NHEK; Ne cat.

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

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

Medium vy sus respectivas SingleQuots ademdas de 100 U/ml de

penicilina/estreptomicina y 2,5 pug/ml de anfoterinica B. El medio fue
reemplazado cada 48 h.

e Fibroblastos primarios dérmicos humanos (NHDF; N2 cat. C-12300) de la
casa comercial Promocell (Heidelberg, Alemania). Las células se
sembraron en frascos de 75 cm? con DMEM 10% FBS y 100 U/ml de
penicilina/estreptomicina y 2,5 pug/ml de anfoterinica B. El medio fue
reemplazado cada 48 h.

e Fibroblastos primarios BALB/3T3 de ratdon (N2 cat. VCA-1005) de la casa
comercial Lonza (Basilea, Suiza). Las células se sembraron en frascos de
75 cm? con DMEM 10% FBS y 100 U/ml de penicilina/estreptomicina y
2,5 pg/ml de anfoterinica B. El medio fue reemplazado cada 48 h.

e KeratinoSens (Givaudan Schweiz AG). Las células se sembraron en
frascos de 75 cm? 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 formacion 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 obtencién 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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+——— Compartimeto
superior
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microporosa

Figura 9. Esquema de un sistema de cultivo organotipico 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 dias 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 habia detenido su crecimiento, se sembraron sobre

ellos los queratinocitos.
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Figura 10: Camara de irradiacion para la simulacion solar de radiacién UV. Equipo UVACUBE 400.

Los queratinocitos se fueron adhiriendo sobre el insert en los huecos que
dejaban los fibroblastos. En este momento, se utilizdé medio de cultivo KBM-Gold
keratinocyte Basal Medium (medio de cultivo + suplementos), y se mantuvo durante 4-
5 dias hasta que se formd una monocapa de células. A partir de la formacién de la
monocapa celular, se quitd 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 incubacion durante 21 dias, cambiando el medio
cada dos dias, obteniéndose asi la formacion de un epitelio cutdneo
pseudoestratificado. Este proceso de formacién del modelo se muestra de manera

esquematica en el diagrama de la Figura 11.
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Figura 11. Esquema del proceso de obtencidn de un cultivo 3D de epidermis basado en fibroblastos
primarios de raton y queratinocitos primarios de humano. Los fibroblastos se siembran sobre la base
del insert y tras dos dias 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 dias. Creado con BioRender.

El seguimiento de la obtencion del modelo 3D de epidermis se realizé mediante
microscopia en campo claro tomando distintas fotografias a 20x, teniendo en cuenta
las particularidades de la morfologia de los queratinocitos y fibroblastos. Para ello se
utilizd el microscopio Leica DM6000B (Leica Biosystems; Wetzlar, Germany) con su
correspondiente software. Una vez alcanzada la maduracién del modelo 3D de
epidermis, se realizaron cortes histoldgicos y una posterior tincion hematoxilina-eosina

de los inserts incluidos en parafina, para asi poder visualizar su formacion.

El seguimiento de la formacidn del cultivo 3D de epidermis, desde la deposicidn
de los queratinocitos sobre los fibroblastos hasta el crecimiento final de los
gueratinocitos en capas, y obtencion del modelo 3D de epidermis puede observarse en

la Figura 12.
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queratinocitos

fibroblastos

DIA 16 DIA 21 DiA 21

< Queratinotitos

e Soporte

Figura 12. Seguimiento del desarrollo del cultivo 3D de epidermis, imagenes en campo claro x20,
durante 21 dias, e histologia con tincion hematoxilina-eosina del modelo 3D formado a dia 21. En los
dias 1, 5 y 7 pueden observarse las distintas morfologias celulares de queratinocitos (formas mas
redondeadas) y fibroblastos (formas alargadas), desapareciendo de la imagen estos ultimos a medida
que avanzan los dias (dias 9, 12, 14, 16). Por ultimo, el dia 21 solo se observan practicamente
queratinocitos en el cultivo. La Ultima imagen (abajo a la derecha) muestra el corte transversal del
soporte con el cultivo, tras una tincién clasica 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
procedid al ensayo experimental. En la mayoria de experimentos, primero se
administraron los farmacos a la concentracién que se indica en la Tabla 2. Tras media
hora, las células fueron estimuladas con TFGB1 10 ng/ml. Una vez finalizado el tiempo
de incubacidn, que oscilé entre 30 minutos y 72 h, se realizaron los siguientes estudios:
expresion genética por RT-PCR, expresidn proteica por western blot, proliferaciéon, co-

inmunoprecipitaciéon, actividad de Nrf2, generacién 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 TFGPB1 10 ng/ml y posteriormente fueron tratadas con roflumilast 100 nM
otras 24 h.

Tabla 2. Farmacos utilizados y sus concentraciones

Farmaco Concentracion
Roflumilast 100 nM
SIS3 10 uM
PD98059 10 uMm
KT5720 2 uM
NAC 1mM
Sanguinerine 3 uM
Obacunona 100 uM

En general, las soluciones madre de los compuestos de ensayo y de referencia
se prepararon a una concentracion de 10mM en DMSO, salvo en el caso de NAC,
donde la solucién madre se prepard en el medio de cultivo correspondiente para cada
tipo celular. Las diluciones adicionales se prepararon con el vehiculo utilizado para el
ensayo experimental, de modo que, cada compuesto presentd su dosis especificada en

la Tabla 2.

Las concentraciones de los farmacos fueron establecidas en base a sus

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

3.2.5 Silenciamiento de PDE4B

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

bicatenario, de 20-25 pares de bases, que interfiere con la expresién de genes
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especificos por complementariedad de secuencia con el ARNm después de la
transcripcion. De esta manera, se evita la traduccién de proteinas. EI 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 guia para reclutar la molécula del ARNm
que presenta la secuencia complementaria (ARNm blanco). Cuando el ARNm se une,

este se escinde inhibiendo asi la traduccidn de la proteina correspondiente.

Para que el ARNsi penetrase en la célula, se generaron liposomas capaces de
fusionarse con la membrana plasmatica. Primero se prepararon dos soluciones: una
solucién que contiene el ARNsi (50 uM) diluido en Opti-MEM vy una solucién 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 afiadié la mezcla a los cultivos celulares
de forma que, la concentracidn final de ARNsi en la muestra era de 50 nM y la de

lipofectamina 2 pg/ml en medio libre de antibidticos y con un 0,1% de FBS (Figura 13).
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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 lipidicas 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
guia para seleccionar el ARNm complementario de la hebra de ARNsi presente en el complejo.
Finalmente, RISC promueve el corte y posterior destruccion del ARNm diana, provocando la supresién
de la expresion del gen.

3.2.6 Ensayo de proliferacion

Para el ensayo de proliferacién de fibroblastos silenciados para PDE4B o
tratados con roflumilast se usé 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 afiadié BrdU. BrdU es un andlogo de la
timidina, y se incorpora al ADN de las células que estan en proliferacidn. Transcurridas
las 24 h desde que se anadié la sonda BrdU, se aspird el medio y se afiadid solucién
FixDenat. Se dejé incubar 45 min a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, se
retird la solucion FixDenat y se anadié un anticuerpo dirigido contra BrdU. Se incubd
90 min a temperatura ambiente. Después, se hicieron tres lavados con PBS 1x y se
afadié el sustrato. Tras 5-30 min de incubacidn se pard la reaccidon con H,SO4 1M vy se
midioé la absorbancia a 450 nm, con una longitud de referencia de 690 nm, en el
espectofotémetro (Infinite M200, Tecan Group Ltd.; Madnnedorf, Switzerland) (Figura

14).
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Figura 14. Esquema del ensayo de proliferacion brdU. El andlogo de la timidina, brdU, se incorpora en el
ADN durante la replicacidon. Una vez retirado el medio, las células se fijan y el ADN se desnaturaliza
simultdneamente. Se agrega un anticuerpo monoclonal de ratén anti-brdU seguido de un anticuerpo
secundario conjugado con HRP. La absorbancia es proporcional al brdU incorporado y puede
correlacionarse directamente con la proliferacion celular.

3.2.7 Senescencia

Para el estudio de la senescencia in vitro se usé el kit Senescence Cells
Histochemical Staining Kit. Este kit se basa en detectar la actividad B-galactosidasa a
pH 6 ya que solo estd presente en células senescentes. La enzima [B-galactosidasa
hidroliza el 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido (X-Gal) en galactosa y 5-bromo-
4-cloro-3-hidroxindol. Este ultimo se oxida y dimeriza dando lugar al 5,5’-dibromo-4,4’-

dicloro-indigo que forma un precipitado de color azul (Figura 15).
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Figura 15: Reaccion colorimétrica inducida por la enzima B-galactosidasa en la que el 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-galactésido (X-gal) se divide en galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol dando
lugar este ultimo al 5,5’-dibromo-4,4’-dicloro-indigo que produce una coloracion azul.

Las células se sembraron en placas de inmunoensayo y fueron estimuladas con
TGFB1 y tratadas con roflumilast durante 72 h. Tras aspirar el medio y hacer dos
lavados con PBS 1x, las células se fijaron con solucion de fijacién 1x durante 7 min a
temperatura ambiente. A continuacién, y después de otros tres lavados, se afiadié la
mezcla de tincion y se incubd over night a 37°C. Finalmente, las células se observaron
en un microscopio Leica DM6000B y se contaron las células tefiidas de azul y el
numero total de células en cada campo. Los resultados se expresaron como % de
células senescentes (células azules positivas para B-galactosidasa/nimero total de

células en cada campo).

3.2.8 KeratinoSens

Keratinosens, es una linea 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 Keapl. En presencia de ERO, esta unién se rompe y Nrf2 viaja al nucleo para
promover la transcripcién de los genes asociados a la secuencia genética ARE (Figura

16).
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Figura 16: Induccidn de la expresion de la luciferasa en la linea celular keratinoSens. KeratinoSens es
una linea 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 Keap1l, y por lo tanto inactivado, en el citoplasma de las células. En presencia de
especies reactivas de oxigeno (ERO) esta unidn se rompe y Nrf2 es capaz de viajar hasta el nucleo y
provocar la transcripcion de los genes regulados por el ARE, ademds de, en esta linea celular, la
luciferasa.

Las células se sembraron en placas opacas de 96 pocillos, se estimularon con
TGFB1 y se trataron con roflumilast u Obacunona durante 48h. A continuacién, se
elimind el medio y tras tres lavados con DPBS se afiadieron 20 ul de solucién de lisis 1x
e incubaron durante 20 min. Transcurrido ese tiempo se afiadieron 50 pl de sustrato y
se midié la luminiscencia en el luminédmetro (LUMIstar Omega, BMG Labtech). Los
resultados se expresaron como la induccion de la actividad luciferasa maxima (Imax)
(lectura de la luminiscencia de la condicién experimental en estudio/lectura de la

luminiscencia del control negativo).

3.2.9 Fluorescencia por DCF de especies reactivas de oxigeno

El 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2DCF-DA), es un indicador de
ERO ya que, en presencia de Oy y H;0,, sufre un proceso de hidrdlisis y oxidacién
dando lugar a un compuesto fluorescente, el 2’,7'-diclorofluoresceina (DCF) (Figura

17).
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Figura 17: Reaccion del 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2DCF-DA) a 2',7’-
diclorofluoresceina (DCF). El H2DCF-DA se hidroliza y oxida en presencia de Oz y H202 dando lugar al
DCF, compuesto fluorescente, por lo que sirve para monitorizar la generacidon de especies reactivas de
oxigeno (ERO).

Las células se lavaron con PBS 1x y se incubaron durante 30 minutos con
H2DCF-DA 50 pM, diluida en Opti-MEM, en presencia o ausencia de roflumilast. A
continuacion, y tras otro lavado para eliminar los restos de sonda que no habian
penetrado en las células, estas se estimularon durante otros 30 minutos con TGFB1, de
nuevo, en presencia o ausencia de roflumilast.

Para cuantificar los niveles intracelulares de ERO, se midid la intensidad de
fluorescencia en cinco campos por condicidn, seleccionados al azar, utilizando el
microscopio Nikon Eclipse TE200 (Nikon, Tokio, Japdn). La captura y analisis de las
imagenes se realizé 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 generd mediante la administracién
subcutanea de acido hipocloroso (HOCL) (126). El objetivo de este estudio era observar
la respuesta al tratamiento con roflumilast en un modelo de ratén mediante

tomografia computarizada (TC), histologia, y analisis de expresidn 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 comenzd con la adquisicion de
imagenes TC a fin de determinar el estado éptimo de la piel previa al procedimiento.
Para ello, los animales fueron anestesiados con isoflurano (Aerrane®) al 5% por via
inhalatoria. El isoflurano es un éter halogenado usado como anestésico inhalatorio. Los
ratones se situaron dentro de una cdmara estanca con entrada de oxigeno y una
atmodsfera 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 camara estanca.

Tras 24 horas, se comenzd el procedimiento mediante la administracion
subcutanea de 100 pl de HOCI/SSF (Suero salino fisioldgico 0,9%) 0,1 mg/ml cada dia
durante 6 semanas. El HOCL se generé afiadiendo 166 pl de solucidn de hipoclorito de
sodio (NaClO) (2,6% como cloro activo) a 11,1 ml de solucién de fosfato dipotdsico
KH2POs4 (100 mM, pH 7,2). A los animales del grupo control se les administrd
diariamente 100 pl 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 administré desde
el dia 1, en cambio, para el tratamiento curativo, el farmaco se empezé a administrar
una vez instaurada la fibrosis cutanea (dia 20). Roflumilast se administré por via oral,
por sonda a 5 mg/kg/d. El dltimo dia se procedié a la toma de imagenes mediante TC.

Los animales fueron sacrificados por la administracién intraperitoneal de pentobarbital
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35 mg/kg. Se tomaron muestras de piel que fueron divididas en fragmentos para
aislamiento de ARN, proteina, medicidon de hidroxiprolina y fijacién en formaldehido

para histologia (Figura 19).

100 pl HOCL
0,1 mg/ml
)
[ |
Dia0 Dia 1 Dia 20 Dia4l Dia42
| | | | l
| | | | |
= s =
Modelo preventivo Modelo curativo Obtencion de
Roflumilast Roflumilast muestras
5 mg/kg/d 5 mg/kg/d

Figura 19: Esquema del procedimiento llevado a cabo con el modelo animal. Toma de imagenes de
tomografia computarizada (TC) a dia 0 y 41, administracion diaria desde el dia 1 por via subcutanea de
acido hipocloroso (HOCL), administracion diaria de roflumilast desde el dia 1 para el modelo preventivo
y desde el dia 20 para el modelo curativo, sacrificio y toma de muestras a dia 42.

3.2.11 Adquisicion TC

La adquisicion de las imagenes se realizé mediante el sistema multimodal
micro-PET/SPECT/CT (Albira Il de Oncovisién S.A.). Para los estudios programados se

empled la modalidad TC segun se detalla a continuacién.

Se anestesiaron los sujetos con isoflurano 5% via inhalatoria. El objetivo era
mantener a los ratones anestesiados e inmdviles durante la toma de imdagenes de TC. A
continuacion, el sujeto se colocd en decubito prono en la camilla de ratdn estandar del
Albira 11® (Figura 20), equipo multimodal de adquisicién micro-PET/SPECT/CT. Todos

los ratones fueron sometidos a la prueba de TCa dia Oy 41.
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Figura 20. Equipo microPET/SPECT/CT Albira II® de Oncovisién S.A.

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

y estabulados bajo observacion.

3.2.12 Adquisicion de imagenes

Las adquisiciones de imagenes de TC se realizaron con un offset de 10 mm de
longitud para visualizar la regién cutdnea. La adquisicion mediante TC se realizd con
buena calidad de adquisicidn, dosis alta (400pA) y voltaje alto (45Kv) con la modalidad
de adquisicién Step&Shoot y algoritmo de reconstrucciéon FBP (Filtered Back
Projection). Las imagenes fueron reconstruidas mediante el algoritmo OSEM Cross con
un numero de iteraciones de 3 utilizando los parametros de reconstruccion estandar

del Albira Suite 5.0 Reconstructor.

El procesado y andlisis de las imagenes de alta calidad de TC se empled para

ensayos densitométricos de la region cutdnea.

3.2.13 Analisis de imagenes

Las imagenes fueron analizadas y cuantificadas mediante el software de andlisis

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

Se determinaron volimenes de interés (VOI) de la regién cutdnea. El VOI fue
analizado para cada sujeto para sus distintos dias de adquisicion. Se calculd 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 imdagenes TC, se procedié al
sacrificio de los animales mediante la administracion intraperitoneal de pentobarbital
35 mg/kg.

Se tomaron muestras de piel para estudios histoldgicos, la cuantificaciéon de
hidroxiprolina y para el analisis de la expresién génica y proteica, por lo que se fijo el
tejido en una solucidn de formaldehido 3.7-4% en el primer caso y por otro lado se
disecciond y almacend en viales de 1 ml con RNAlater® para la posterior extraccién de
ARN o en seco para la extraccion de proteinas y la cuantificacién de hidroxiprolina. Los
viales con RNAlater® se congelaron a -20°C, mientras que las muestras en seco se
congelaron con nitrégeno liquido y fueron posteriormente almacenadas a -80°C hasta

el dia del andlisis.

3.2.15 Hidroxiprolina

La hidroxiprolina es un aminodcido que forma parte casi exclusivamente del Col
y que sirve para estabilizar su estructura helicoidal, por lo que su medicién sirve como
indicador de la concentracidn de Col. El Hydroxyproline Assay Kit se basa en la reaccién
de la hidroxiprolina oxidada con el 4-(dimetilamino)benzaldehido (DMAB) que da como

resultado un compuesto colorimétrico.

Se pesaron 10 mg de tejido y tras la adicién de 100 ul de agua se trituraron en
el Tissuelyser Il (Qiagen®). A continuacion, se anadieron 100 ul de acido clorhidrico 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 pl a una placa de 96 pocillos y se dejo
secar en una estufa a 60°C. Después, se afiadieron 100 ul del buffer de oxidacién y se
incubd durante 5 min a temperatura ambiente. Por Ultimo, se afiadieron 100 pl del
reactivo DMAB diluido y tras una incubacion de 90 min a 60°C se midid la absorbancia
a 560 nm, con un lector espectrofotométrico de placas Infinite M200 (Tecan Group

Ltd.; Mannedorf, Switzerland).
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3.2.16 Analisis de la expresion proteica mediante western blot

Se llevd a cabo la técnica western blot para determinar cambios en la expresion

proteica en piel de ratén y cultivos celulares.

En el caso del tejido que estaba almacenado en seco a -802C este se
homogenizd con el sistema Tissuelyser Il (Qiagen®) en presencia de 500 pl de un
tampon de lisis que comprende un cdoctel inhibidor de proteasas completo, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) y buffer C (0.02M HEPES; 0.001M EDTA; 0.001M EGTA; 0.4M
NaCly 21.1% glicerol).

Las células se sembraron en placas petri y fueron estimuladas con TGFB1 vy
tratadas con roflumilast, sanguinerine, SIS3, PD98059, NAC, KT5720 vy sus
combinaciones, o silenciadas para PDE4B, durante 30 min o 48 h vy, tras eliminar el

medio, se recogieron con el mismo tampodn de lisis.

A continuacion, se procedié a la extraccidon de proteinas de todas las muestras.
Para ello, se sometid a las muestras a un choque térmico pasandolas tres veces por
nitrégeno liquido y a continuacién a 37°C en agitacion. Luego, se afiadié Nonidet™ P40
1% y se incubd 15 min en hielo y agitacion. Por ultimo, se centrifugaron las muestras
(1000 g, 20 min, 4°C) y se recogio el sobrenadante y se cuantificd el nivel de proteina
utilizando el kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit. Este kit se basa en la reaccién de Buriet,
donde las proteinas reducen el Cu?* a Cu'* en medio alcalino. El dcido bicinconinico
(BCA) forma un complejo purpura intenso en presencia de iones Cu'* proporcional a la
concentracion de proteinas en la muestra y que medimos por espectrofotometria a

562 nm. Gracias a una curva patrén con BSA obtenemos la concentracién de proteinas.

Se prepararon los extractos proteicos con laemmli buffer y buffer C y se incubd
10 min a 95°C para favorecer la desnaturalizaciéon de proteinas. Se cargaron 12 ug de
proteina en geles de acrilamida 4-20% junto con un marcador de peso molecular. Se
dejo correr 30 min a 90 V y a continuacién otros 30 min a 300 V. Las proteinas se
transfirieron del gel a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) de 0,2 um
utilizando el sistema Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad Laboratories).

Luego, se bloqued la membrana con BSA 5% en PBS tween 0.1% durante 1 h, y se dejo
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incubar con el anticuerpo correspondiente diluido BSA 5% a 4°C over night (Tabla 3). Al
dia siguiente, y tras varios lavados con PBS tween 0.1% se afiadidé el anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa y se dejé incubar 1 h a temperatura ambiente.
Finalmente, se detectd la expresion proteica por quimioluminiscencia mediante los
reactivos GE Healthcare Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent.
La densitometria de las peliculas se realizé utilizando el software Image J (disponible
en http://rsb.info.nih.gov/ij/, EE. UU.). Los resultados se expresaron como ratios
respecto a controles endégenos de B-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.

Epitopo Origen Dilucion Referencia
Calponina conejo 1:1000 biorbyt
(orb37026)
Colageno tipo | conejo 1:1000 Novus
(Col tipo 1) (NB600-408)
E-cadherina raton 1:1000 ECM BioScience
(CM1681)
Factor de cabra 1:200 Santa cruz
crecimiento del biotechnology
tejido conectivo (sc-34772)
(CTGF)
Fibronectina conejo 1:1000 Invitrogen

(PA5-29578)

Fosfodiesterasa 4 conejo 1:1000 Sigma-Aldrich
B2 (ABS181)
(PDE4B2)
Nicotinamida conejo 1:1000 Novus
adenina (NB110-58849)

dinucleédtido
fosfato oxidasa 4

(NOX4)
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p21

Phospho-
ERK1/ERK2
(Thr202, Tyr204)
Phospho-PDE4D
ERK site Antibody
PPM1A

Proteina 3 de
union al factor de
crecimiento
parecido a la
insulina
(IGFBP3)
Proteina
activadora de
fibroblastos
(FAP)
Proteina
inhibidora del
activador del
plasminégeno 1
(PAI-1)
Smad3 [p Ser423,
p Ser425]
a-actina de
musculo liso
(a-SMA)

B-actina

conejo

conejo

conejo

conejo

conejo

conejo

conejo

conejo

raton

raton
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1:1000

1:1000

1:250

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:2000

1:1000

1:2000

Novus Biologicals
(NB100-1941)
Invitrogen

(MA5-1513)

FabGennix
(PPD4-450AP)
Cell signaling

(35495s)
biorbyt

(orb10884)

Invitrogen

(PA5-27773)

Biorbyt
(orb303829)

Novus Biologicals
(NBP1-77836)
Sigma-Aldrich

(A5228)

Sigma-Aldrich
(A5441)



HRP - 1gG (H+L) burro 1:5000 Invitrogen

Ratodn (SA1-100)
HRP - 1gG (H+L) burro 1:5000 Invitrogen

Cabra (PA1-28664)
HRP - 1gG (H+L) burro 1:5000 Invitrogen

Conejo (SA1-200)

Figura 21. Esquema de la técnica Western Blot. 1. Carga de las muestras y del marcador de peso
molecular. 2. Separacion de las proteinas 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 proteinas desde el gel
hacia una membrana de nitrocelulosa. 5. Incubacidn de la membrana con anticuerpo primario,
anticuerpo secundario y reaccion de quimioluminiscencia. 6. Revelado de la quimioluminiscencia para
visualizar la banda donde se encuentra la proteina de interés. Creado con BioRender.

3.2.17 Analisis de la expresidn génica mediante PCR

Para la deteccién de la variacidon en la expresion génica en piel de ratén,
cultivos celulares y tejido queloide e hipertréfico vs sano de humano se utilizé la

técnica qPCR.

Se homogenizo el tejido, que estaba almacenado con RNAlater a -202C, con el
sistema Tissuelyser Il (Qiagen®) en presencia de 500 ul de TriPure®. En el caso de las

células, estas se sembraron en placas de 6 pocillos y se estimularon con TGFB1 y se
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trataron con roflumilast durante 48 h. Tras eliminar el medio, las células se recogieron

con 300 pl de TriPure®.

A continuacidn, y para todas las muestras, se afiadieron 100 ul de cloroformo y
se centrifugd (12000 rpm, 4°C, 15 min) de tal manera que se obtuvieron dos fases: una
fase acuosa que contenia el ARN y otra orgdnica que contenia el ADN y proteinas. Se
recogid la fase acuosa y se afiadieron 250 pul de alcohol isopropilico y 1 ul de glicégeno
para precipitar el ARN. Se incubd en hielo durante 10 min. Tras una centrifugacién
(12000 rpm, 4°C, 10 min) se descarté el sobrenadante y se hizo un lavado con alcohol
75%. Después de otra centrifugacion (7500 rpm, 4°C, 5 min), y de incubar las muestras
a 37°C durante 30 min para permitir que los restos de etanol se evaporen, el pellet de
resuspendié con 20 ul de agua DEPC. Para que el ARN se disolviese bien en el agua

DEPC, se incubd 5 min a 65 °C.

El ARN extraido se cuantific6con el espectrofotémetro NanoDrop 2000C
(ThermoFisher Scientific). Este sistema permitié determinar la concentraciéon del ARN
total (ng/ml) ademas del valor de la pureza de las muestras, determinado por el ratio
A260/A280. La concentracion de ARN para la reaccion de transcripcidn inversa fue
de 300ng/pocillo y se utilizo el kit de reactivos de transcripcion inversa TagMan. Esta
reaccion en la que el ARN se retrotranscribié al ADNc se realizdé en el termociclador

Veriti™96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems).

La reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en la amplificacién
selectiva de una regidn de ADN de interés utilizando oligonucleétidos como cebadores.
Los cebadores se unen especificamente a secuencias que flanquean la regién que se
pretende amplificar. Para ello se utilizaron sondas de expresién génica TagMan®
(Applied Biosystems), que son mezclas pre-formuladas de sondas y cebadores

especificos para el gen de interés marcadas con fluorocromos (Tabla 4).

Tabla 4 Sondas de expresion génica TagMan® utilizados en la gPCR

Gen ID
Actina Hs00559403 m1
(ACTA1)
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Cadherina 1l
(CDH1)
Colageno tipol alfal
(coL1A1)
Factor de crecimiento del tejido
conectivo
(CTGF)
Factor de crecimiento transformante
beta 1
(TGFB1)
Fibronectina 1
(FN1)
Fosfodiesterasa 4 A
(PDE4A)
Fosfodiesterasa 4 B
(PDE4B)
Fosfodiesterasa 4 C
(PDEA4C)
Fosfodiesterasa 4 D
(PDEA4D)
p21
Proteina de union estrecha 1
(TJIP1)
Colageno tipo l alfal
(coLIA1)
Factor de crecimiento del tejido
conectivo
(CTGF)
Factor de crecimiento transformante
beta 1
(TGFB1)
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Hs01023894_m1

Hs00164004_m1

Hs00170014_m1

Hs00171257_m1

Hs01549976_m1

Hs00183479_m1

Hs00387320_m1

Hs00971865_m1

Hs00174805_m1

Hs01040810_m1
Hs01551861_m1l

Mm00801666_g1

Mm01192933 gl

MmO01178820_m1



Beta actina Hs01060665_g1

(ACTB)
Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa Hs02786624 gl
(GAPDH)
Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa Mm99999915_ gl
(GAPDH)

La gPCR se desarrollé en el termociclador QuantStudio™ 5 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) usando TagMan® Gene Expression Master Mix. Cada

reaccion de PCR contenia los componentes indicados en la tabla 5.

Tabla 5: Componentes de la PCR.

Componente Volumen (ul)
ADNCc 2
TAgMan® Gene Expression Master Mix 2,5
Sonda TAgMan® 0,25
Agua dietilpirocarbonato (DEPC) 0,25

Para medir la expresién de un determinado gen se utilizé el ciclo umbral (Ct),
ciclo en el que la fluorescencia supera el umbral o threshold en inglés. El threshold es el
nivel determinado automaticamente o manualmente y fijado en la regién exponencial
de la grafica de amplificacion generada, por encima de esta linea 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 amplificacion por PCR a tiempo real. El
instrumento de PCR recogera datos de fluorescencia durante cada ciclo. Esto aparecera en un principio
como una linea recta a partir del punto del ciclo cero. El ciclo umbral estara justo por encima de esta
linea, en el punto donde la fluorescencia comienza a pasar a la fase exponencial.

La cuantificacién relativa de los distintos genes se realizé comparando sus Ct
con el del control endégeno B-actina/GADPH. El nivel de expresion génica se calculd
después como la diferencia (ACt) entre el valor Ct del gen de interés y el valor Ct del
control endégeno. Los cambios en la expresidén de los distintos genes de interés se

representaron como 2%,

3.2.18 Co-inmunoprecipitacion

Para la co-IP de PDE4B y pERK1/2 del modelo animal y de los experimentos con

NHDF y NHEK se usé el kit de co-inmunoprecipitacidon Pierce™.

Primero, se afiadid resina a las columnas y a continuacién 10 pg de anticuerpo.
Después de incubar durante 90 min en un rotador y a temperatura ambiente, se
centrifugd en tubos de recolecciéon y se descarté el flujo. Por otro lado, se prepararon
los extractos de proteina. Para ello, se hizo un prelavado con Control Agarose Resin. A
partir de este momento se trabajé en frio. El extracto de proteinas, 300 ug, se afiadié a
las columnas que contenian la resina y el anticuerpo. Se incubd over night en el
rotador. Al dia siguiente, se realizaron tres lavados y a continuacion la elucidn. Se
afiadieron 10 pl de tampdn de elucidn y se centrifugd. Luego, se afiadieron 50 pl mas y
se incubd 5 min a temperatura ambiente. Por Ultimo, se centrifugd y se guardo el flujo,

donde se encontrarian las proteinas co-inmunoprecipitadas.
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Para el analisis de la co-inmunoprecipitacion se realizé la técnica western blot.

3.2.19 Histologia

3.2.19.1 Fijacién y deshidratacion del tejido

El tejido cutdneo, de origen humano y de ratén, asi como los inserts del modelo
3D, fueron fijados con paraformaldehido al 3,7-4% durante 24 h. A continuacion, las
muestras se incluyeron en casettes de inclusiéon, se rotularon con lapiz 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 um
de grosor utilizando el microtomo HM 340 E (Leica Geosystems, Heerbrugg, Suiza) y se

adhirieron a portaobjetos, dejandose en secado a temperatura ambiente durante 48 h.

Tabla 6. Protocolo de deshidratacion

Tratamiento Tiempo Numero de repeticiones
Paraformaldehido 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 Inmunohistoquimica

Para el analisis inmunohistoquimico de o-SMA en piel de ratén, en primer
lugar, las secciones de tejido se desparafinaron e hidrataron (Tabla 7). A continuacion,
los portaobjetos se sumergieron en una cubeta con una solucién de citrato 10 mM en
un bafio maria 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 enddgena se uso el bloqueo del kit
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master polymer plus detection system (peroxidase) (Incl. DAB Chromogen). Luego, se
permeabilizé la membrana celular con tritén 100 al 0,1% en PBS a temperatura
ambiente durante 10 min. Para el bloqueo de las uniones inespecificas se usé BSA 5%
en PBS que se incubd durante una hora a temperatura ambiente dentro de una cdmara
himeda. Se prepard el anticuerpo primario diluido en 0,1% BSA/PBS y se dejo
overnight a 4°C. Al dia siguiente, se incubé con Master Polymer Plus HRP 30 min a
temperatura ambiente y en oscuridad. Tras el periodo de incubacidn, se realizaron 3
lavados con PBS. Para el revelado de la inmunotincion se usé DAB Chromogen
concentrate diluido en DAB substrate Buffer. Para parar la reaccion 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
prosiguié con el protocolo de deshidratacién (Tabla 8). Finalmente, se procedid al
montaje afiadiendo DPX sobre la muestra y el cubreobjetos.

Los cortes marcados fueron observados mediante el microscopio Nikon Eclipse

TE200 (Tokyo, Japdn).

Tabla 7: Protocolo de desparafinado e hidratacion del ensayo inmunohistoquimico.

Tratamiento Tiempo Numero 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 deshidratacion del ensayo inmunohistoquimico.

Tratamiento Tiempo Numero de repeticiones
Etanol 90% 5 min X2
Etanol 100% 5 min X2

Xileno 5 min X2
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3.2.19.3 Tincion hematoxilina-eosina

Para comprobar la integridad del tejido para las diferentes condiciones se
realizé la tincién hematoxilina-eosina. Primero, se procedié al desparafinado e
hidratacion de las muestras (Tabla 9). A continuacién, las muestras se metieron en una
cubeta con hematoxilina (dilucion 1:20) durante 3 min y rapidamente se lavaron con
agua corriente abundante. Se dejaron 5 min en una cubeta con agua y después se
pasaron por una cubeta que contenia agua con acido clorhidrico al 37% hasta que el
portaobjetos quedase limpio. Luego, las muestras se introdujeron en una solucién 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 deshidratacién de las
muestras (Tabla 10) se procedié al montaje de las mismas con DPX.

Las muestras se observaron mediante el microscopio Nikon Eclipse TE200

(Tokyo, Japén).

Tabla 9: Protocolo de hidratacion para la tincion hematoxilina-eosina.

Tratamiento Tiempo Numero 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 deshidratacion para la tincion hematoxilina-eosina.

Tratamiento Tiempo Numero 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 continuaciéon, se
procedié a la permeabilizacion con triton 100 0.1%/PBS que se dejé 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 afiadieron los anticuerpos primarios disueltos en 0.1% BSA/PBS
(Tabla 11) que se dejaron incubar over night en cdmara hiumeda y a 4 °C. A partir de
este momento se trabajé en oscuridad. Después de 3 lavados con PBS, se afiadieron
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 continuacion,
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 analisis de co-inmunoflorescencia.

Epitopo Origen Fluorocromo Referencia Dilucién
Fosfodiesterasa conejo - Invitrogen 1:200
4B (10405073)
(PDE4B)
Nicotinamida conejo - Novus 1:200
adenina (NB110-58849)

dinucleédtido

fosfato oxidasa 4

(NOX4)
Phospho-ERK1/2 raton - Sigma-Aldrich 1:200
(M9692)
a-actina de ratén - Sigma-Aldrich 1:200
musculo liso (A5228)
(a-SMA)
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1gG (H+L) cabra Alexa Fluor® Invitrogen 1:200

raton 488 (A-11001)
1gG (H+L) burro Alexa Fluor® Invitrogen 1:200
conejo 555 (A-31572)

3.2.20 Analisis estadistico

El anadlisis estadistico de los resultados se resolvi6 mediante analisis
paramétricos. Un P<0.05 fue considerado significativo. Los resultados de los
experimentos se expresaron como la media = desviacion estandar de la media (SEM)
de n experimentos. Las comparaciones fueron analizadas mediante test ANOVA de una

via seguido de un test post hoc de Bonferroni.
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4.1 Estudio de la expresioén de las isoformas de |a fosfodiesterasa 4 (PDE4) y
marcadores fibrdoticos en muestras de pacientes sanos, cicatrices
hipertréficas y queloides

Para el estudio de la expresion de las isoformas de la PDE4 y los marcadores de

la TEM vy de la TFM se usaron las técnicas RT-PCR y co-inmunofluorescencia.

4.1.1 Estudio genético de la expresion de las isoformas de fosfodiesterasa 4 (PDE4)

En primer lugar, se midié la expresién génica de las diferentes isoformas de la
PDE4. Como se muestra en la Figura 23, las isoformas A, B, Cy D, se encuentran sobre-
expresadas tanto en las cicatrices hipertréficas como en los queloides versus piel sana.
Ademas, esta sobre-expresion, es significativamente mayor en el caso de los queloides
con respecto a las cicatrices hipertréficas. Asimismo, la PDE4B es la isoforma que mas

se sobre-expresa en este tipo de cicatrices.
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Figura 23: Las fosfodiesterasas 4 (PDE4) A, PDE4B, PDE4C y PDE4D estan sobre-expresadas en el tejido
cutaneo de pacientes con queloides y cicatrices hipertroficas. Las isoformas de la PDE4, PDE4A, PDE4B,
PDE4C y PDE4D, fueron analizadas mediante RT-PCR en piel sana (n = 6), cicatriz hipertréfica (n = 6) y
tejido queloide (n = 6). Los resultados se expresan como la media + SEM. Las comparaciones fueron
analizadas mediante test ANOVA de una via seguido de un test post hoc de Bonferroni. *P <0,05 vs.
control; #P <0.05 vs. cicatriz hipertréfica.

4.1.2 Estudio genético de la expresion de marcadores fibréticos

En segundo lugar, se midié la expresion génica de marcadores de la TFM y de la
TEM tales como Col tipo |, aSMA, fibronectina, TGFB1, N-cadherina ZO-1 y E-cadherina.

Los resultados muestran que, en este tipo de cicatrices, hay una sobre-expresién de los
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marcadores de fenotipo mesenquimal y una disminucion de los marcadores epiteliales.
Como se observa en la Figura 24, todos los marcadores tienen una diferencia de
expresion estadisticamente significativa versus piel sana, y, excepto la N-cadherina,
también hay una diferencia entre la expresién en las cicatrices hipertréficas y los

gueloides.
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Figura 24: El colageno tipo | (Col tipo 1), la a actina de musculo liso (aSMA), la fibronectina, el factor de
crecimiento transformante B 1 (TGFB1), y la N-cadherina estan sobre-expresadas en el tejido cutaneo
de pacientes con queloides y cicatrices hipertroéficas, mientras que, la zonula occludens 1 (Z0-1) y la E-
cadherina disminuyen su expresion. El Col tipo I, la aSMA, la fibronectina, el TGFB1, la ZO-1, la E-
cadherina y la N-cadherina fueron analizadas mediante RT-PCR en piel sana (n = 6), cicatriz hipertrofica
(n = 6) y tejido queloide (n = 6). Los resultados se expresan como la media + SEM. Las comparaciones
fueron analizadas mediante test ANOVA de una via seguido de un test post hoc de Bonferroni. *P <0,05
vs. control; #P <0.05 vs. cicatriz hipertrofica.
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4.1.3 Estudio de la expresion proteica de la fosfodiesterasa 4 B (PDE4B) y la a-actina

de musculo liso (aSMA) en cortes de tejido de pacientes

Tras haber demostrado que la PDE4B es la isoforma que mads se sobre-expresa
en las cicatrices hipertroficas y los queloides, estos resultados se corroboraron con la
co-inmunofluorescencia de PDE4B y aSMA, marcador por excelencia de los
miofibroblastos, la cual también se ha demostrado su sobre-expresién anteriormente
en este trabajo. Como se muestra en la Figura 25, ambas proteinas tienen mayor
expresion en los cortes de tejido de cicatrices hipertréficas y queloides. Ademas, hay
un marcaje mayor en los queloides, coincidiendo con el andlisis genético, tanto en la

epidermis como en la dermis.

SMA MERGE

Figura 25: La a-actina de musculo liso (aSMA) y la fosfodiesterasa 4 B (PDE4B) estan sobre-expresadas
tanto en la dermis como en la epidermis de tejido cutaneo de pacientes con queloides y cicatrices
hipertréficas. La expresion de aSMA y PDE4B se analizd mediante co-inmunofluorescencia en piel de
donantes sanos, pacientes con cicatrices hipertroficas y tejido queloide. Las imagenes fueron tomadas
con un microscopio confocal Leica TCS SP2. Escala 100 um. Los cortes de tejido se marcaron con
anticuerpos para aSMA (rojo) y PDE4B (verde).
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4.2 Estudio in vitro de los efectos de roflumilast sobre la expresién de
marcadores fibréticos y de las rutas aguas abajo de TGFB1.

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.

Ademads, para corroborar que dichos efectos se debian a la inhibicion de la PDE4,



también se llevd a cabo el analisis proteico de los experimentos en los que se habia

silenciado la isoforma mads sobre-expresada en la fibrosis cutanea, la PDE4B.

4.2.1 Estudio del efecto de roflumilast sobre la expresién de los marcadores de la

transicion de fibroblasto a miofibroblastos (TFM) y de la fosforilacién de ERK1/2

y SMAD3 en fibroblastos

Se estudié el efecto de roflumilast en NHDF tras ser estimuladas con TFGB1
durante 30 min para promover la fosforilacion de ERK1/2 y SMAD3 o 48 h para la TFM.
Se midié la expresidon proteica de los marcadores de la TFM, Col tipo |, calponina,
aSMA, CTGF, FAP, fibronectina, IGFBP3 y PAI-1, ademas de p-ERK1/2 y p-SMADS3.
Todos los marcadores de la TFM aumentaron su expresion significativamente versus
control tras estimular a las células con TGFB1, vy, el inhibidor de la PDE4, consiguio
reestablecer dicha expresién a niveles similares al control. De la misma manera, la
fosforilacion de ERK1/2 y de SMAD3 se vio incrementada en las células que habian sido
estimuladas con TGFB1. Sin embargo, en las células que se habian estimulado con
TGFB1 pero que ademds habian sido tratadas con el farmaco, no hubo un aumento
estadisticamente significativo en la fosforilacion de dichas proteinas con respecto al

control y si frente al estimulo (Figura 26).
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Figura 26: Roflumilast disminuye la expresion de marcadores de la transicion de fibroblasto a
miofibroblasto (TFM) y la fosforilacién de la quinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2 (ERK1/2)
y de SMAD3 inducida por el factor de crecimiento transformante 8 1 (TGFB1) en fibroblastos dérmicos
humanos normales (NHDF). Las células se incubaron durante 30 minutos con roflumilast (100 nM) y
luego se estimularon con TGFB1 10 ng/ml durante 48 horas para el andlisis de marcadores de TFM o 30
minutos para el analisis de p-ERK1/2 y p-SMAD3. La expresion proteica de colageno tipo | (Col tipo 1),
calponina, a-actina del musculo liso (aSMA), factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF), proteina
de activacion de fibroblastos (FAP), fibronectina, proteina 3 de unidn al factor de crecimiento parecido a
la insulina (IGFBP3), inhibidor del activador de plasmindgeno-1 (PAI-1), p-ERK1/2 y p-SMAD3 se
analizaron mediante la técnica Western blot y se cuantificaron mediante densitometria con respecto al
control interno B-actina. Los resultados se expresan como la media £+ SEM de n = 3 experimentos
independientes. Las comparaciones fueron analizadas mediante test ANOVA de una via seguido de un
test post hoc de Bonferroni. *P <0,05 vs. control; #P <0.05 vs. TGFB1.

4.2.2 Estudio del efecto de roflumilast sobre la expresiéon de marcadores fibréticos
tras inducir la transicion de fibroblasto a miofibroblastos (TFM) y de la
fosforilacion de ERK1/2 y SMAD3 en fibroblastos

Por otro lado, y también con NHDF, se establecié la TFM al estimular a las
células durante 24 h con TGFB1, y, a continuacién, se trataron durante otras 24 h con
roflumilast ademas del estimulo para estudiar si el farmaco era capaz de promover la
TMF. Para el estudio de la fosforilacion de ERK1/2 y SMAD3, las células fueron tratadas
con el inhibidor de PDE4 durante 30 min tras la induccion de la TFM. Como se muestra
en la Figura 27, los marcadores de la TFM, Col tipo |, calponina, aSMA, CTGF, FAP,
fibronectina, IGFBP3 y PAI-1 aumentaron su expresion tras tratar a las células con
TGFB1, vy, el farmaco, consiguid inducir la TMF al disminuir dicha expresién siendo
estadisticamente significativo con respecto al estimulo excepto en el caso de CTGF. En
el caso de la fosforilacién de las proteinas ERK1/2 y SMAD3, esta se vio incrementada
tras la induccién de la TFM, pero, al tratar a las células con roflumilast, esta

modificacion postranscripcional, volvié a valores similares al control.
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Figura 27: Roflumilast promueve la transicion de miofibroblasto a fibroblasto (TMF) e inhibe la
fosforilacion de la quinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2 (ERK1/2) y de SMAD3 inducida por
el factor de crecimiento transformante B 1 (TGFB1) en fibroblastos dérmicos humanos normales
(NHDF). Las células se estimularon durante 24 horas con TGFB1, se incubaron durante 30 minutos con
roflumilast (100 nM) y luego se estimularon con TGFB1 10 ng/ml otras 24 horas para el anélisis de
marcadores de TMF o 30 minutos para el anélisis de p-ERK1 / 2 y p-SMADS3. La expresidn proteica de
colageno tipo | (Col tipo 1), calponina, a-actina del musculo liso (aSMA), factor de crecimiento del tejido
conectivo (CTGF), proteina de activacion de fibroblastos (FAP), fibronectina, proteina 3 de unién al
factor de crecimiento parecido a la insulina (IGFBP3), inhibidor del activador de plasmindgeno-1 (PAI-1),
p-ERK1/2 y p-SMAD3 se analizaron mediante la técnica Western blot y se cuantificaron mediante
densitometria con respecto al control interno B-actina. Los resultados se expresan como la media + SEM
de n = 3 experimentos independientes. Las comparaciones fueron analizadas mediante test ANOVA de
una via seguido de un test post hoc de Bonferroni. *P <0,05 vs. control; #P <0.05 vs. TGFB1.

4.2.3 Estudio del papel de la fosfodiesterasa 4 B (PDE4B) en la transiciéon de
fibroblasto a miofibroblasto (TFM) y en la ruta candnica y no candnica de TFGB1
en fibroblastos
Con la intencidn de corroborar que los efectos de roflumilast se deben a la

inhibicion de la PDE4, y como gracias a experimentos anteriores ha quedado

demostrado que la PDE4B es la que mas se sobre-expresa en muestras de pacientes
con cicatrices hipertréficas y queloides, se usd ARNsi para PDE4B en NHDF para el
posterior estudio de la expresion proteica de marcadores de la TFM y la fosforilacién

de ERK1/2 y SMAD3. Las células fueron incubadas con ARNsi(-) o ARNsi-PDE4B durante

82



6 h. A continuacion, se estimulé con TGFB1 durante 30 min para el analisis 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 funciond con
éxito ya que no se detectd apenas proteina. TGFB1 aumenté significativamente versus
control la expresion de col tipo |, aSMA, p-ERK1/2 y p-SMAD3 en el caso de las células
tratadas con ARNsi(-), sin embargo, esta diferencia, no fue relevante para aSMA en el
caso de las células tratadas con ARNsi-PDE4B. Ademas, todas las proteinas
disminuyeron su expresion en el caso de las células tratadas con ARNsi-PDE4B y
estimuladas con TGFB1 de manera estadisticamente significativa versus ARNsi(-) +

TGFB1.
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Figura 28: La fosfodiesterasa 4 B (PDE4B) interviene en la expresion de los marcadores de la transicion
de fibroblasto a miofibroblasto (TFM) y en la fosforilacion de la quinasa regulada por sefales
extracelulares 1/2 (ERK1/2) y de SMAD3 inducida por el factor de crecimiento transformante B 1
(TGFB1) 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 TGFB1 10 ng/ml para el analisis de colageno tipo | (Col tipo 1), a-actina de musculo liso
(aSMA) o 30 minutos para el anélisis de PDE4B2, p-ERK1/2 y p-SMAD3. La expresion de proteinas se
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analizé mediante la técnica Western blot y se cuantificé mediante densitometria con respecto al control
interno B-actina. Los resultados se expresan como la media + SEM de n = 3 experimentos
independientes. Las comparaciones fueron analizadas mediante test ANOVA de una via seguido de un
test post hoc de Bonferroni. *P <0,05 vs. control ARNsi(-)/ARNsi-PDE4B; #P <0.05 vs. ARNsi(-) TGFB1.

4.2.4 Estudio del efecto de roflumilast en fibroblastos extraidos de queloide

A continuacién, se procedié al estudio de la expresién proteica de marcadores
de la TFM (Figura 29A) y de la fosforilacion de ERK1/2 y de SMAD3 (Figura 29B) en
fibroblastos extraidos de muestras de queloide. Las células fueron incubadas con el
farmaco durante 30 min y posteriormente estimuladas con TGFB1 durante 30 min para

p-ERK1/2 y p-SMAD3 0 48 h en el caso de col tipo |, aSMA y PDE4B.

Como se puede observar en la Figura 29, TGFB1 incrementa la expresion de los
marcadores de la TFM, asi como la fosforilacion de ERK1/2 y SMAD3 y la expresion de
PDE4B, vy, roflumilast, revierte en todos los casos dicha situacién siendo

estadisticamente significativo versus estimulo.
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Figura 29: Roflumilast disminuye la expresion de marcadores de la transicion de fibroblasto a
miofibroblasto (FMT) y la fosforilacién de la quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK1/2) y
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SMAD3 inducida por el factor de crecimiento transformante B 1 (TGFB1) en fibroblastos extraidos 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 TGFB1 10 ng/ml
durante 48 horas (A) o 30 minutos (B). La expresidn de colageno tipo | (Col tipo 1), a-actina de musculo
liso (a-SMA), fosfodiesterasa 4B (PDE4B), p-ERK1/2 y p-SMAD3 se analizd6 mediante la técnica Western
blot y se cuantific6 mediante densitometria con respecto al control interno B-actina. Los resultados se
expresan como la media + SEM de n = 3 experimentos independientes. Las comparaciones fueron
analizadas mediante test ANOVA de una via seguido de un test post hoc de Bonferroni. * P <0,05 frente
al control; #P <0,05 frente a TGFB1.

4.2.5 Estudio de los efectos de roflumilast en la expresion de las isoformas de PDE4 y
de los marcadores de la transicion epitelial mesenquimal (TEM) en un modelo
3D de epidermis
Tras la formacién del modelo 3D de epidermis, se procedié al estudio de la

expresion de las diferentes isoformas de la PDE4 y de los marcadores de la TEM tras

estimular a las células con TGFB1 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

estimulo y posteriormente afadir el farmaco 24 h mds, el modelo 3D de epidermis fue

incubado con el inhibidor de PDE4 durante 30 min y posteriormente estimulado con

TGFB1 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
expresion génica. Roflumilast, consiguid revertir dicho efecto siendo estadisticamente

significativo versus TGFB1 para la PDE4A y la PDE4B.

En el caso de los marcadores de la TEM, tanto el Col tipo | como la fibronectina
aumentaron su expresion y la E-cadherina y la ZO-1 la disminuyeron al tratar a las
células durante 48 h con el estimulo. Roflumilast, disminuyd la expresién de los
marcadores mesenquimales y aumentd la de los marcadores epiteliales de manera
significativa versus estimulo salvo en el experimento donde primero se habia inducido
la TEM. En este ultimo caso, el inhibidor de la PDE4 solo consiguid revertir la expresion

de la ZO-1 (Figura 26B y C).
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Figura 30: La fosfodiesterasa 4 B (PDE4B) es la isoforma mas sobre-expresada tras estimular modelos
3D de epidermis con el factor de crecimiento transformante B 1 (TGFB1) y roflumilast revierte dicha
expresion ademas de la expresion de marcadores de la transicion epitelio mesenquimal (TEM) y de la
transicion mesenquimal epitelial (TME). Para la formacion del modelo 3D de epidermis, se sembraron
fibroblastos dérmicos de ratén (BALB/3T3) y se irradiaron con luz UV. Se sembraron los queratinocitos y
se cultivaron durante 21 dias. Se incubdé durante 30 minutos con roflumilast (100 nM) y luego se
estimuld con TGFB1 10 ng/ml durante 48 horas para la TEM o se estimularon durante 24 horas con
TGFB1, se incubaron durante 30 minutos con roflumilast (100 nM) y luego se estimularon con TGFB1 10
ng/ml otras 24 horas para la transicion mesenquimal epitelial (TME). Las isoformas de fosfodiesterasa 4
(PDE4), PDE4A, PDE4B, PDEAD y PDEA4C se analizaron mediante RT-PCR (A). Los marcadores de la TEM
(B) y de la TME (C), colageno tipo | (Col tipo 1), 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 via seguido de un
test post hoc de Bonferroni. * P <0,05 frente al control; #P <0,05 frente a TGFB1.

4.2.6 Estudio de los efectos de roflumilast en la expresion de los marcadores de la
TEM, y en la fosforilacién de ERK1/2 y SMAD3 en queratinocitos

Por otro lado, también se realizé el andlisis de la expresién, esta vez a nivel
proteico, de los marcadores de la TEM en queratinocitos, ademas de las rutas aguas

debajo de TGFB1. Las células fueron tratadas con el farmaco durante 30 min y
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posteriormente estimuladas con TGFB1 durante 30 min mas para p-ERK1/2 y p-SMAD3

048 h en el caso de col tipo | y E-cadherina.

Como se muestra en la Figura 31, el Col tipo | aumenté su expresion proteica y
la E-cadherina la disminuyd al tratar a las células con el estimulo. De la misma manera,
aumentaron las fosforilaciones tanto de ERK1/2 como de SMAD3. Roflumilast,
disminuyd la expresidon y la fosforilacion de las proteinas correspondientes y la
aumento en el caso de la E-cadherina siendo estadisticamente significativo versus

TGFpB1 para todas ellas.
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Figura 31: Roflumilast revierte la expresion de marcadores de la transicion epitelio mesenquimal
(TEM) vy la fosforilacién de la quinasa regulada por sefiales 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 B 1 (TGFB1) 10 ng/ml
durante 48 horas para el analisis de colageno tipo | (Col tipo 1) y E-cadherina o 30 minutos para el
andlisis de p-ERK1 / 2 y p-SMADS3. La expresion de proteinas se analizé mediante la técnica Western blot
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y se cuantific6 mediante densitometria con respecto al control interno B-actina. Los resultados se
expresan como la media + SEM de n = 3 experimentos independientes. Las comparaciones fueron
analizadas mediante test ANOVA de una via seguido de un test post hoc de Bonferroni. * P <0,05 frente
al control; #P <0,05 frente a TGFB1.

4.2.7 Estudio del papel de la fosfodiesterasa 4 B (PDE4B) en la transicion epitelial
mesenquimal (TEM) y en la ruta candnica y no candnica de TFGP1 en
gueratinocitos

Tras examinar el efecto de roflumilast en el modelo 3D de epidermis y en
queratinocitos, y ademas corroborar que la isoforma mas sobre-expresada de la PDE4
en este caso también era la PDE4B, se procedid al silenciamiento de dicha isoforma

con ARNsi en queratinocitos.

Las células fueron incubadas con ARNsi(-) o ARNsi-PDE4B durante 6 h. A
continuacion, se estimuld con TGFB1 durante 30 min para el analisis de PDE4B, p-
ERK1/2 y p-SMAD3 o durante 48 h para los marcadores de la TEM. Gracias al estudio
de la expresion proteica de la PDE4B, y como se observa en la Figura 32, se pudo
confirmar que el silenciamiento se habia producido con éxito. Ademas, TGF(B1
consiguié aumentar la expresiéon de Col tipo | y disminuir la de E-cadherina y aumentd
la fosforilacion de ERK1/2 y SMAD3 pero solo en las células que se habian incubado
previamente con ARNSsi(-). En el caso de las células que habian sido tratadas con ARNsi-
PDE4B, el estimulo no consiguid originar la TEM ni producir un aumento en la
fosforilacién de las proteinas implicadas en las rutas de sefializacién aguas debajo de
TGFB1. El analisis resultd estadisticamente significativo para todos los casos al
comparar las células tratadas con ARNsi(-) y estimuladas con TFGP1 versus el

tratamiento con ARNsi-PDE4B y TFG1.
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Figura 32: La fosfodiesterasa 4 B (PDE4B) interviene en la expresion de los marcadores de la transicion
epitelio mesenquimal (TEM) y en la fosforilacion de la quinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2
(ERK1/2) y de SMAD3 inducida por el factor de crecimiento transformante B 1 (TGFB1l) 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 TGFB1 10 ng/ml para el anélisis de colageno tipo | (Col tipo I) y E-cadherina o 30
minutos para el andlisis de PDE4B, p-ERK1/2 y p-SMAD3. La expresidn de proteinas se analizé mediante
la técnica Western blot y se cuantificd mediante densitometria con respecto al control interno B-actina.
Los resultados se expresan como la media £+ SEM de n = 3 experimentos independientes. Las
comparaciones fueron analizadas mediante test ANOVA de una via seguido de un test post hoc de
Bonferroni. *P <0,05 vs. control ARNsi(-)/ARNsi-PDE4B; #P <0.05 vs. ARNsi(-) TGFB1.

4.3 Andlisis de la expresiéon e interaccién de la PDE4B y p-ERK1/2 en
diferentes modelos de fibrosis cutanea
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Con el objetivo de estudiar la expresion e interaccién entre la PDE4B y p-
ERK1/2, se realizaron técnicas de inmunoanalisis en diferentes modelos de fibrosis

cutanea.

Por un lado, se llevd 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 hipertréficas y
queloides ademds del modelo animal, y, por otro lado, se realiz6 la co-
inmunoprecipitacion de estas mismas proteinas en fibroblastos y queratinocitos

primarios humanos y del modelo animal.

Como se muestra en la Figura 33A, la expresién tanto de la PDE4B como de p-
ERK1/2 estad incrementada en las cicatrices hipertréficas y en los queloides. Ademas,
esta expresiéon se puede ver en la dermis y en la epidermis. Con respecto al modelo
animal, el HOCL también generd un incremento en la expresion de ambas proteinas, vy,
roflumilast, consiguio restablecerla a niveles similares a los ratones control tanto en el
modelo preventivo como en el modelo curativo. La expresién 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 hipertréficas y los queloides (Figura 33B).

Asimismo, gracias a la co-inmunoprecipitacidén 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,DyE).
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Figura 33: Roflumilast disminuye la fosforilacion de la quinasa regulada por sefiales extracelulares
(ERK1/2) y su interaccion con la fosfodiesterasa 4 B (PDE4B). Se utilizaron 24 ratones divididos en tres
grupos homogéneos (n = 8): control, HOCL, roflumilast/HOCL. Se administraron 100 ul de HOCI (0,1
mg/ml) por via subcutdnea diariamente durante 6 semanas a los grupos correspondientes. El
tratamiento farmacoldgico se inicid el dia 1 (modelo preventivo) o una vez establecida la fibrosis
cutanea (modelo terapéutico). El farmaco se administré por via oral, con sonda a una dosis de 5
mg/kg/d. La expresidon de p-ERK1/2 y PDE4B se analizd6 mediante co-inmunofluorescencia en piel de
donantes sanos, pacientes con cicatrices hipertréficas y tejido queloide (A) y en el modelo animal (B).
Las imagenes fueron tomadas con un microscopio confocal Leica TCS SP2. Escala 100 um. 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
B 1 (TGFB1) 10 ng/ml durante 30 minutos. Se extrajeron las proteinas del experimento en NHDF (C) y en
NHEK (D) ademas del modelo animal (E) y se inmunoprecipité con un anticuerpo contra p-ERK1/2. La
expresion de PDE4B se analizé mediante la técnica Western blot.

4.4 Andlisis del estrés oxidativo en fibrosis cutdnea, los efectos de
roflumilast y el papel de la fosfodiestesa 4 B (PDE4B)

Para estudiar la generacion de ERO, asi como la expresiéon de NOX4 vy la

actividad de Nrf2 en diferentes modelos de fibrosis cutanea se procedié a la realizaciéon

de inmunofluorescencias, western blots, medicion de la fluorescencia DCF, y medicién

de la luminiscencia en la linea celular KeratinoSens.
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4.4.1 Estudio de la expresién de la NADPH oxidasa 4 (NOX4) en piel

Con el objetivo de estudiar la expresion de NOX4 en cortes de tejido cutaneo de
pacientes con cicatrices hipertréficas y queloides versus sanos se realizd una
inmunofluorescencia (Figura 34). Las imagenes de la dermis y de la epidermis
muestran como la expresion de dicha proteina esta incrementa en cicatrices
hipertrdéficas y en queloides en ambas capas de la piel, siendo aparentemente mayor

en el caso de los queloides.

Queloide

Cicatriz hipertrofica

Sano

Dermis

Epidermis

Figura 34: La NADPH oxidasa 4 (NOX4) esta sobre-expresada tanto en la dermis como en la epidermis
de tejido cutdneo de pacientes con queloides y cicatrices hipertroficas. La expresiéon de NOX4 se
analizd6 mediante inmunofluorescencia en piel de donantes sanos, pacientes con cicatrices hipertréficas
y tejido queloide. Las imagenes 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 expresion de la NADPH oxidasa 4 (NOX4) y el papel de roflumilast y
la PDE4B en fibroblastos

Tras observar el incremento en la expresién de NOX4 en las cicatrices
hipertréficas y los queloides, se llevé a cabo el estudio de esta misma proteina en
NHDF. Por un lado, para examinar el efecto de roflumilast, las células se incubaron con
el farmaco durante 30 min y después se estimularon con TGFB1 durante 48 h. Por otro
lado, para corroborar que dicho efecto se debe a la inhibicién de la PDE4B, las células
se incubaron con ARNSsi(-) o ARNsi-PDE4B durante 6 h, y después se estimularon con
TGFB1 durante 48 h. Ademas, se midio la fluorescencia de DCF que es proporcional a la

generacion de las ERO.
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Como se muestra en la Figura 35B, la expresion de NOX4 aumenta cuando
se estimula a las células con TGFB1 salvo en el caso de las que se habian incubado
previamente con ARNsi-PDE4B. Este ultimo hallazgo esta en concordancia con los
resultados obtenidos al tratar a las células con roflumilast, donde la expresién de NOX4
es similar al control (Figura 35A). En el caso de la fluorescencia DCF esta increment¢ al

tratar a las células con el estimulo y roflumilast consiguié revertir dicho efecto (Figura

35C).
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Figura 35: Roflumilast disminuye la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y la expresion
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 B 1 (TGFB1) 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
TGFB1 10 ng/ml (B) para el analisis de la expresion de NOX4. La expresidn a nivel proteico se analizd
mediante la técnica Western blot. (C) Imagenes 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 via seguido de un test post hoc de Bonferroni. * P <0,05 frente al control; #P <0,05 frente a
TGFB1.

4.4.3 Estudio de la expresién de la NADPH oxidasa 4 (NOX4) y el papel de roflumilast y
la PDE4B en queratinocitos
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Ademas de los experimetos en fibroblastos, también se llevaron a cabo
experimentos en NHEK, la linea celular keratinoSens y el modelo 3D de epidermis. En
el caso de las NHEK, estas se incubaron con el farmaco durante 30 min y después se
estimularon con TGFB1 durante 48 h. Por otro lado, las células se incubaron con
ARNsi(-) o ARNsi-PDE4B durante 6 h, y después se estimularon con TGFB1 durante 48
h. Ambos experimentos sirvieron para el analisis de la expresion proteica de NOX4.
También se midié la fluorescencia DFC en el modelo 3D de epidermis. Y, por ultimo, se
midié el efecto de roflumilast sobre la actividad de Nrf2 gracias a la linea celular
keratinoSens. En este caso, las células se incubaron durante 30 min con roflumilast u

Obacunona, y posteriormente se estimularon con TGFB1 durante 48 h.

Igual que ocurria con los NHDF, la expresion proteica de NOX4 se vio
incrementada al tratar a las células con TGFB1 excepto en el caso de los NHEK que
habian sido estimulados con ARNsi-PDE4B (Figura 36B). En relacién con lo anterior, el
inhibidor de la PDE4 también redujo dicha expresién (Figura 36A). En el caso de las
ERO, como se puede observar en la Figura 36D, la generacion de estas especies
aumenta en un modelo 3D de epidermis al ser estimulado con TGFB1. Roflumilast,
disminuye la generacidon de las ERO siendo estadisticamente significado frente al
estimulo. Ademas, la expresién de los genes antioxidantes dependientes del factor
transcripcional Nrf2 también se incrementd al tratar a las células con TGFB1 como se
puede observar en la Figura 36C, vy, roflumilast, la disminuyd de manera
estadisticamente significativa versus estimulo. Obacunona, que se utilizé6 como control
positivo al tratarse de un compuesto natural que activa a Nrf2, incrementé la actividad
de este factor transcripcional con una diferencia significativa en comparacion al
control. Asimismo, se midid el efecto per se del inhibidor de la PDE4 y se comprobd
gue el farmaco no produce ningun efecto sobre la activacion de Nrf2 de manera

natural.
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Figura 36: Roflumilast disminuye la formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO) al inhibir la
expresion 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 B 1 (TGFB1) 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 TGFB1 10 ng/ml (B) para el andlisis de la expresion de NOX4. La expresién a nivel
proteico se analizé mediante la técnica Western blot. (C) Keratinosens es una linea 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 uM) y luego se estimularon con TGFB1 10 ng/ml durante 48 horas. Medida
de la actividad luciferasa. (D) Para la formacién del modelo 3D de epidermis, se sembraron fibroblastos
dérmicos de raton (BALB/3T3) y se irradiaron con luz UV. Se sembraron los queratinocitos y se cultivaron
durante 21 dias. Se incubd durante 30 minutos con roflumilast (100 nM) y luego se estimuld con TGFB1
10 ng/ml durante 48 horas. Imagenes 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 via seguido de un test post hoc de Bonferroni. * P <0,05 frente al control; #P <0,05 frente a
TGFB1.

4.5 Estudio in vitro del mecanismo de accién de roflumilast

Para elucidar el mecanismo de accién del inhibidor de la PDE4 se llevd a cabo el
analisis proteico de experimentos in vitro tras estimular con TGFB1 y tratar a las células
con diferentes fdrmacos cuyo mecanismo de accidon es conocido ademas de

roflumilast.
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4.5.1 Analisis del mecanismo de accién 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 miny

posteriormente estimulados con TGFB1 otros 30 min.

En el caso de la ruta candnica de TGFB1, y como se muestra en la Figura 37A,
roflumilast consiguio inhibir la fosforilacién de SMAD3 provocada por el estimulo de la
misma manera que lo hizo SIS3, inhibidor de dicha proteina. Ademas, roflumilast, no
consiguid revertir la fosforilacién de SMAD3 al tratar a las células, ademas de con
TGFB1, con una combinacién 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
consiguié disminuir la fosforilacion de SMAD3 cuando las células se tratan con TGFFf1
y una combinacion de roflumilast y sanguinerine, inhibidor de PPM1A. En el caso de las
células tratadas con NAC, inhibidor de la generacion de ERO, o con el inhibidor de la

PDE4, si que se consiguio revertir la fosforilacién de SMAD3 inducida por TGFB1.

También se llevé a cabo el analisis de una de las rutas no candnicas de TGFB1.
En este caso, se analizé la fosforilacion de ERK1/2. Como se observa en la Figura 37B,
roflumilast consiguidé revertir la fosforilacion de dicha proteina de manera similar a
PD98059, inhibidor especifico de la ruta MEK/ERK. Por otro lado, como ocurrié con p-
SMAD3, el inhibidor de la PDE4 no consiguid disminuir la fosforilacién de ERK1/2 en el
caso de las células tratadas, ademas de con el estimulo, con una combinacidon de
roflumilast y KT5720. De la misma manera, el farmaco en estudio tampoco consiguio
revertir el efecto de TGFB1 en ERK1/2 cuando las células se tratan con una
combinacién de este y sanguinerine. En el caso de los experimentos con NAC y
roflumilast, ambos farmacos disminuyeron la fosforilacion de ERK1/2 a pesar del

tratamiento con TGFB1.

En relacién con los estudios llevados a cabo sobre la generacién de las ERO, que
ademas inhiben a PPM1A, inhibidor de la fosforilacion tanto de SMAD2/3 como de
ERK1/2, se llevd a cabo el andlisis de la expresidon de esta proteina cuando las células

habian sido tratadas con roflumilast, NAC o una combinacién de roflumilast y
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sanguinerine y estimuladas con TGFB1. Como se muestra en la Figura 37C, tanto el
inhibidor de la PDE4 como NAC aumentaron la expresion de PPM1A, sin embargo,
roflumilast, no consiguié dicho efecto cuando se trataba a las células con una

combinacion de este y sanguinerine.

Como se observa en la Figura 37D, la fosforilacion de la PDE4 disminuyd al

tratar a las células con roflumilast o PD98059.

Ademas, se ha propuesto un modelo de mecanismo de accién para roflumilast
en fibroblastos dérmicos. Brevemente, el farmaco inhibe a la PDE4 y por tanto
aumenta la concentracion intracelular de AMPc con la consecuente activacion de la
PKA. Este hecho provoca una disminucion en la fosforilacién de ERK1/2 y por lo tanto
también en la interaccidon de esta proteina con la PDE4, tanto por la activaciéon, como
ya se ha dicho, de la PKA como por la disminucién en la generacidon de ERO al disminuir
la expresién de NOX4. La activacidon de la PKA y la disminucién en la generacién de ERO
también disminuyen la fosforilacion de SMAD2/3. Todos estos eventos, ayudan a
reducir mecanismos celulares como la proliferaciéon y senescencia, asi como la TFM

(Figura 37E).
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Figura 37: Roflumilast actua inhibiendo tanto la via canénica dependiente de SMAD como las vias
independientes o no candnicas de SMAD en fibroblastos dérmicos humanos normales (NHDF). Las
células se incubaron durante 30 minutos con roflumilast (100 nM), SIS3 (10 uM), KT5720 (2 uM), NAC (1
mM), sanguinerine (3 uM), PD98059 (10 uM), roflumilast (100 nM) y KT5720 (2 uM), roflumilast (100
nM) y sanguinerine (3 uM), y luego se estimularon con el factor de crecimiento transformante B 1
(TGFB1) 10 ng/ml durante 30 minutos. La expresién de SMAD3 fosforilada (p-SMAD3) (A), quinasa
regulada por sefiales extracelular fosforilada (p-ERK1/2) (B), proteina fosfatasa 1A (PPM1A) (C) y
fosfodiesterasa 4 fosforilada (pPDE4) (D) se analizaron mediante la técnica Western blot. (E) Propuesta
del mecanismo de accion de roflumilast. El inhibidor de la PDE4 aumenta la concentracion intracelular
del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) con la consecuente activacién de la protein kinasa A (PKA).
Esto a su vez, inhibe la fosforilacion de ERK1/2 y de SMAD2/3. Ademas, el farmaco reduce la generacion
de especies reactivas de oxigeno (ERO) a través de la NADPH oxidasa 4 (NOX4), hecho que también
inhibe la fosforilacién de ERK1/2 y SMAD2/3. Creada con Biorender.

4.5.2 Analisis del mecanismo de accion de roflumilast en NHEK

Una vez aclarado el mecanismo de accion del inhibidor de la PDE4 en NHDF, se
procedié al anadlisis 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

TGFB1 otros 30 min.

En el caso de la ruta dependiente de SMAD de TGFB1, y como se muestra en la
Figura 38A, tanto Roflumilat, como SIS3, NAC y PD98059 consiguieron disminuir la
fosforilacion de SMAD3 a pesar de tratar a las células con el estimulo. De nuevo, como
ocurrié en los NHDF, el inhibidor de la PDE4 no consiguié disminuir la expresion de p-
SMAD3 cuando las células son tratadas con una combinacién de este y KT5720. Sin
embargo, en el caso de las NHEK, roflumilast si que logré disminuir la fosforilacién de
esta proteina a pesar del tratamiento con TGFB1 y su combinacién con sanguinerine,

gue produce el efecto contrario.

Con respecto a la ruta MEK/ERK, ruta no dependiente de SMAD3 de TGFB1,
roflumilast, SIS3, NAC y PD98059 consiguieron disminuir la fosforilacion de ERK1/2 a
pesar de haber tratado a las células con el estimulo. Como ocurrié en el caso de p-
SMAD3, el farmaco en estudio no consiguio revertir la expresién de p-ERK1/2 cuando
las células eran tratadas con TGFB1 y una combinacion de roflumilast y KT5720, que

produjo el resultado contrario. En cambio, a pesar de que sanguinerine incremento la
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fosforilacion de ERK1/2, esta disminuyd al tratar a las células, ademas de con el

estimulo, con una combinacién de roflumilast y sanguinerine (Figura 38B).

Como se muestra en la Figura 38C, tanto roflumilast como NAC aumentaron la
expresion de PPM1A. Sin embargo, el inhibidor de la PDE4 no logré el mismo efecto
cuando las células fueron tratadas con TGFB1 y una combinacién de este y

sanguinerine.

En el caso de la fosforilacion de la PDE4, que se encuentra incrementada al
tratar a las células con TGFB1, tanto roflumilast como PD98059 consiguieron

disminuirla (Figura 38D).

Asimismo, como se observa en la Figura 38E, se ha propuesto un mecanismo de
accién para roflumilast en queratinocitos. El inhibidor de la PDE4 aumenta la
concentracion intracelular de AMPc y por lo tanto provoca la activacién de la PKA.
Consecuentemente, hay una disminucion en la fosforilacién de SMAD2/3 y de ERK1/2 y
por lo tanto también hay una reduccién en la interaccidn de esta ultima proteina con la
PDEA4. La disminucion en la fosforilacion de estas SMAD2/3 y de ERK1/2 se debe tanto
por la activacion, como ya se ha dicho, de la PKA como por la disminucién en la
generacién de ERO al disminuir la expresién de NOX4. Estos hechos, ayudan a reducir

mecanismos celulares tales como la TEM y la senescencia.
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Figura 38: Roflumilast actua inhibiendo tanto la via canénica dependiente de SMAD como las vias
independientes o no candnicas de SMAD en queratinocitos epidérmicos humanos normales (NHEK).
Las células se incubaron durante 30 minutos con roflumilast (100 nM), SIS3 (10 uM), KT5720 (2 uM),
NAC (1 mM), sanguinerine (3 uM), PD98059 (10 uM), roflumilast (100 nM) y KT5720 (2 uM), roflumilast
(100 nM) y sanguinerine (3 uM), y luego se estimularon con el factor de crecimiento transformante 3 1
(TGFB1) 10 ng/ml durante 30 minutos. La expresién de SMAD3 fosforilada (p-SMAD3) (A), quinasa
regulada por sefiales extracelular fosforilada (p-ERK1/2) (B), proteina fosfatasa 1A (PPM1A) (C) y
fosfodiesterasa 4 fosforilada (pPDE4) (D) se analizaron mediante la técnica Western blot. (E) Propuesta
del mecanismo de accion de roflumilast. El inhibidor de la PDE4 es capaz de aumentar la concentracidn
intracelular del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y por lo tanto activar a la protein kinasa A (PKA).
Esto a su vez, inhibe la fosforilacion de ERK1/2 y de SMAD2/3. Ademas, el farmaco reduce la generacion
de especies reactivas de oxigeno (ERO) a través de la NADPH oxidasa 4 (NOX4), hecho que también
disminuye la fosforilacién de ERK1/2 y de SMAD2/3. Creada con BioRender.

4.6 Estudio in vitro de la proliferacion y senescencia

A continuacion, se quisieron investigar los efectos de roflumilast, asi como el
papel de la PDE4, en mecanismos celulares tan importantes para el mantenimiento de
la poblacién de fibroblastos y/o miofibroblastos en procesos fibréticos como son la

proliferacion y la senescencia.

4.6.1 Anadlisis de la proliferacion y senescencia en NHDF y fibroblastos de queloide

Para aclarar el papel de roflumilast en la proliferacion y senescencia de
fibroblastos dérmicos se procedid a la realizacién de los siguientes experimentos. Por
un lado, en el caso de la proliferacidon, tanto los NHDF como los fibroblastos extraidos
de tejido queloide, fueron tratados durante 30 min con el farmaco y a continuacién
estimulados con TGFB1 durante 48 h. Asimismo, en el caso de las NHDF y bajo las
mismas condiciones experimentales, se procedid al analisis proteico de p21. Ademas,
con la intencidon de corroborar que los efectos de roflumilast son debidos a la
inhibicion de la PDE4, los NHDF también fueron tratados con ARNSsi(-) o ARNsi-PDE4B
durante 6 h y posteriormente estimulados con TGFB1 durante 48 h. Por otro lado, y
para el estudio de la senescencia, los NHDF y los fibroblastos de queloide fueron
tratados con el farmaco en estudio durante 30 min y a continuacién estimulados con

TGFB1 durante 72 h.

Como se muestra en la Figura 39A y B, el estimulo consiguié incrementar la
proliferacién de los fibroblastos dérmicos vy, roflumilast, revirtié dicho efecto siendo

estadisticamente significativo versus TGFB1.
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Asimismo, el estimulo, no consiguié incrementar la proliferacion de los NHDF
cuando estos habian sido incubados con el ARNsi-PDE4B, mostrando diferencias
estadisticamente significativas con respecto a las células también estimuladas con

TGFB1 e incubadas con ARNsi(-) (Figura 39C).

Con respecto a la senescencia, y como se observa en la Figura 39D, TGFj1
incrementd la expresion de la B-galactosidasa, y, roflumilast, revirtié dicho efecto

tanto en los NHDF como en los fibroblastos extraidos de tejido queloide.

Ademas, y en concordancia a lo anterior, la expresion proteica de p21 también
se incrementé al tratar a los NHDF con el estimulo, y el farmaco disminuyd dicha

expresion de manera estadisticamente significativa con respecto a TGF31 (Figura 39E).
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Figura 39: Roflumilast inhibe la hiperproliferacion y la senescencia de los fibroblastos dérmicos
humanos estimulados con TGFB1. 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 B 1 (TGFB1) 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 TGFB1 10 ng/ml. La proliferacion celular se evalué mediante el ensayo de
bromodesoxiuridina (BrdU) durante 48 h. (D) Las células se tifieron, después de 72 h de estimulacién
con TGFB1 10 ng/ml, en presencia o ausencia de roflumilast, para determinar la actividad B-
galactosidasa asociada a la senescencia. Se tomaron imagenes microscopicas (aumento de 40X). El
grafico muestra el porcentaje de células que expresan B-galactosidasa (células tefiidas de azul) con
respecto al niUmero total de células por campo. La expresion de la proteina p21 se analizé mediante la
técnica Western blot y se cuantific6 mediante densitometria con respecto al control interno B-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 via seguido de un test post hoc de
Bonferroni. *P <0,05 frente al control; # P <0,05 frente a TGFB1; L P <0.05 vs. Control ARNSsi(-)/ARNSsi-
PDE4B; V P <0.05 vs. ARNsi(-) TGFB1.

4.6.2 Anadlisis de la proliferacion y senescencia en NHEK y un modelo 3D de epidermis

Tras elucidar el papel de roflumilast y por consiguiente de la PDE4 en la
proliferacion y senescencia de fibroblastos dérmicos se procedié a la realizacion de

mas 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 vy
posteriormente estimulados con TGFB1, PDGF o FGF durante 48 h para el estudio de la
proliferacion. El modelo 3D de epidermis, también se incubé durante 30 min con el
farmaco y a continuacién se estimulé Unicamente con TGFB1 durante 72 h, esta vez

para el estudio de la senescencia en base al analisis de la expresidn génica de p21.

Como se muestra en la Figura 40A, tanto TGFB1 como PDGF disminuyeron la
proliferacion de los NHEK, pero FGF no produjo efecto alguno. Roflumilast contrarresté
el efecto de los estimulos incrementando la proliferacion de los NHEK mostrando una

diferencia estadisticamente significativa versus TGFB1y PDGF.

La expresidn génica de p21 se incrementd en el modelo 3D de epidermis tras
ser incubado con el estimulo, vy, roflumilast, revirtio este efecto mostrando diferencias

estadisticamente significativas con respecto a TGFB1 (Figura 40B).

NHEK Modelo 3D

PDGF 50ng/mi

0.8 0.8

TGFp1 10ng/ml

0.04 TGFB1 10ng/mi
4 FGF 10ngiml —

0.6 0.6 -

0.4 0.4

Proliferacion
(absorbancia BrdU)

0.2 0.2

Proliferacion
(absorbancia BrdU)
Proliferacion
(absorbancia BrdU)

0.0 0.0

Expresion relativa ARNm p21

Figura 40: Roflumilast previene la disminucion de la proliferacion de los queratinocitos dérmicos
humanos y el incremento en la expresion 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 B 1 (TGFB1) 10 ng/ml, factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) o el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) durante 48
horas. La proliferacion celular se evalué mediante el ensayo de bromodesoxiuridina (BrdU) durante 48 h.
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(B) Para la formacién del modelo 3D de epidermis, se sembraron fibroblastos dérmicos de ratdn
(BALB/3T3) y se irradiaron con luz UV. Se sembraron los queratinocitos y se cultivaron durante 21 dias.
Se incubd durante 30 minutos con roflumilast (100 nM) y luego se estimul6 con TGFB1 10 ng/ml durante
72 horas. La expresidon de p21 se analizé 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 via seguido de un test post hoc de Bonferroni. * P <0,05 frente al control; #P <0,05 frente a
TGFB1.

4.7 Estudio de los efectos de roflumilast en un modelo in vivo de fibrosis
cutanea

Para el andlisis de los efectos de roflumilast en el modelo animal de fibrosis
cutanea, se procedid al estudio, tanto a nivel proteico como genético, de marcadores
involucrados en patologias que cursan con fibrosis. Ademas, se evalud la integridad del
tejido gracias a la tincién hematoxilina-eosina, que, por otro lado, también sirvié para
estudiar el grosor de la piel. Asimismo, se hizo un analisis de la concentracién de Col a
través de la concentracién de hidroxiprolina, de la expresién de aSMA por
inmunohistoquimica y de esta junto la PDE4B gracias a la co-inmunofluorescencia de
ambas proteinas, y, por ultimo, se evalud el volumen de dafo fibrdtico tras el andlisis

de las imagenes de TC.

4.7.1 Andlisis in vivo de la expresién de marcadores de fibrosis

En lo que respecta al anadlisis de la expresién génica de marcadores fibréticos
tales como Col tipo I, TGFB1 y CTGF, y tal y como se observa en la Figura 41, la
expresion de Col tipo | y TGFB1 se incrementd en el modelo de esclerodermia en
ratones. No fue asi para CTGF, que no mostro diferencias estadisticamente
significativas versus control. Roflumilast, disminuyé la expresiéon 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 expresiéon de marcadores de fibrosis cutanea 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 pl de HOCI (0,1 mg/ml) por via subcutanea diariamente
durante 6 semanas a los grupos correspondientes. El tratamiento farmacoldgico se inicio el dia 1
(modelo preventivo) o una vez establecida la fibrosis cutdnea (modelo terapéutico). El farmaco se
administrd por via oral, con sonda a una dosis de 5 mg/kg/d. El anélisis de la expresion de colageno tipo
I (Col tipo 1), el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGFB1) y el factor de crecimiento del tejido
conectivo (CTGF) se realizd 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 via seguido de un test post hoc de Bonferroni. * P <0,05 frente al control;
#P <0,05 frente a TGFB1.

4.7.2 Estudio del nivel de fibrosis, asi 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 concentracidn de Col y la expresion de

aSMA.

En la Figura 42A se muestran imagenes representativas tanto de la tincion
hematoxilina-eosina como de la inmunohistoquimica de aSMA. 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

habian sido tratados con roflumilast, el grosor de la piel fue menor que el grupo HOCL.

107



El analisis estadistico se muestra en la Figura 42C. Ademas, el marcaje para aSMA, fue
mayor en el grupo HOCL en comparacién al resto de grupos, mostrando diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos control y HOCL, y HOCL versus

tratamientos curativo y preventivo (Figura 42A y D).

La medicidn de la hidroxiprolina resultd mayor en el grupo de ratones a los que
se habia administrado Unicamente HOCL. Estos, mostraron diferencias
estadisticamente significativas versus control, pero también versus tratamiento

curativo y preventivo (Figura 42B).
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Figura 42: Roflumilast mitiga las caracteristicas basicas de la fibrosis cutanea, como son el aumento de
la deposicion de colageno, la hiperproliferacion 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 pl de HOCL (0,1 mg/ml) por via subcutanea
diariamente durante 6 semanas a los grupos correspondientes. El tratamiento farmacolégico se inici6 el
dia 1 (modelo preventivo) o una vez establecida la fibrosis cutanea (modelo terapéutico). El farmaco se
administrdé por via oral, con sonda, a una dosis de 5 mg/kg/d. (A) Imagenes representativas del tejido
cutaneo para los grupos control, HOCL, protocolo preventivo y protocolo terapéutico sometidos a
tinciéon hematoxilina-eosina (arriba) e inmunohistoquimica para a-actina de mdusculo liso (aSMA)
(abajo). Concentracidn de hidroxiprolina en piel para el protocolo preventivo (B) y terapéutico (E).
Medicion del espesor de la piel para el protocolo preventivo (C) y terapéutico (F). Nimero de células
aSMA+ 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 via seguido de un
test post hoc de Bonferroni. * P <0,05 frente al control; #P <0,05 frente a TGFB1.

109



4.7.3 Anadlisis de las imagenes de tomografia computarizada

Con la finalidad de medir el volumen de dafio fibrdtico en el tejido cutdneo
para los diferentes grupos del modelo animal, y a fin de certificar que se habia

inducido la fibrosis cutanea, se tomaron imagenes de TC.

Como se muestra en la Figura 43, el volumen de dafio fibrético fue
significativamente mayor en el grupo de ratones HOCL. Este grupo también mostrd

diferencias estadisticamente significativas con los grupos tratadas con roflumilast.
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Figura 43: Roflumilast reduce el volumen de lesion fibrotica 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 pl de HOCL (0,1 mg/ml) por via subcutanea diariamente durante
6 semanas a los grupos correspondientes. El tratamiento farmacoldgico se inicié el dia 1 (modelo
preventivo) o una vez establecida la fibrosis cutanea (modelo terapéutico). El farmaco se administré por
via oral, con sonda, a una dosis de 5 mg/kg/d. Se adquirieron imagenes de micro tomografia
computarizada (TC) el dia 41. Medicion del volumen de la lesién fibrética en el modelo animal. Los
resultados se expresan como media + SEM. El ANOVA de una via fue seguido por la prueba de
Bonferroni post hoc. * P <0,05 frente al control; #P <0,05 frente a HOCL.

4.7.4 Andlisis del papel de la PDE4 en la expresion de marcadores fibrdticos y la
fosforilacion de SMAD3

110



Para finalizar los experimentos del modelo animal, se procedié al analisis de la
expresion proteica de marcadores de la fibrosis tales como Col tipo | y Fibronectina, asi
como la fosforilacion de SMAD3. Ademas, a fin de corroborar la sobre-expresién de

aSMA y de la PDE4 en el modelo animal, se llevé a cabo una co-inmunofluorescencia.

En concordancia a los experimentos in vitro, hubo una sobre-expresiéon de Col
tipo | y Fibronectina en los animales a los que se les habia inducido la fibrosis cutanea.
Asimismo, la fosforilacion de SMAD3 también se incrementd en este grupo.
Roflumilast, tanto en el tratamiento preventivo como en el curativo, consiguid
disminuir la expresién de estos marcadores de fibrosis, asi como la fosforilacién de
SMAD3, mostrando diferencias estadisticamente significativas versus HOCL (Figura

44A).

Tal y como se muestra en la Figura 44B, tanto aSMA como la PDE4B estaban
sobre-expresadas en la epidermis y la dermis de los animales a los que se les habia
administrado uUnicamente HOCL. Ademds, el farmaco consiguid disminuir dicha

expresion en ambos modelos, el preventivo y el curativo.
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Figura 44: Roflumilast disminuye la expresion 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 pl de HOCL (0,1 mg/ml) por via subcutanea diariamente
durante 6 semanas a los grupos correspondientes. El tratamiento farmacoldgico se inicio el dia 1
(modelo preventivo) o una vez establecida la fibrosis cutdanea (modelo terapéutico). El farmaco se
administrd por via oral, con sonda, a una dosis de 5 mg/kg/d. (A) La expresién proteica de colageno tipo
| (Col tipo 1), Fibronectina y p-SMAD3 se analiz6 mediante la técnica Western blot y se cuantifico
mediante densitometria con respecto al control interno B-actina. Los resultados se expresan como la
media = SEM. Las comparaciones fueron analizadas mediante test ANOVA de una via seguido de un test
post hoc de Bonferroni. *P <0,05 frente al control; # P <0,05 frente a HOCL. (B) La expresién de
fosfodiesterasa 4 B (PDE4B) y a-actina de musculo liso (aSMA) se analiz6 mediante co-
inmunofluorescencia. Las imagenes fueron tomadas con un microscopio confocal Leica TCS SP2. Escala
100 um. Los cortes de tejido se marcaron con anticuerpos para PDE4B (rojo) y aSMA (verde).
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5 DISCUSION
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La hipotesis de este trabajo de tesis doctoral esta centrada en el posible papel
de la PDE4 en la fibrosis cutanea, asi como en el potencial papel de los inhibidores de
la PDE4 como farmacos antifibréticos en los desérdenes fibréticos de la piel. Los
inhibidores de la PDE4 han sido aprobados para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias créonicas como la EPOC, psoriasis y artritis psoridsica. Sin embargo, esta
clase de farmacos presenta un perfil bajo de seguridad derivado de los efectos
adversos gastrointestinales que, a menudo, provocan la discontinuacién del
tratamiento (103). Estudios recientes han mostrado que la inhibicion selectiva de la
isoforma PDE4B carece de estos efectos adversos, por lo que hoy en dia, la industria
farmacéutica estd dirigiendo los esfuerzos en el desarrollo de nuevas moléculas

selectivas inhibidoras de la PDE4B (127).

Aunque se conocen los efectos antifibréticos de los inhibidores de la PDE4
(117,128-132), no existe evidencia de su papel en los desérdenes fibréticos de la piel
como las cicatrices hipertroéficas y los queloides. Por ello, este trabajo de tesis doctoral
ha profundizado en el andlisis de la expresion y distribucidn de las diferentes isoformas
de PDE4 en tejido cutdaneo sano y fibrético, asi como la potencial utilidad de la
inhibicién de la PDE4 y la PDE4B en los procesos fibréticos cutdneos tanto in vitro
como in vivo, descifrando los diferentes mecanismos de accidn que pueden explicar

dichos efectos antifibroticos.

Los resultados originales de esta tesis doctoral se resumen en tres puntos; A)
Las diferentes isoformas de PDE4 se encuentran sobre-expresadas en tejido cutaneo
fibrético, siendo la isoforma con mayor expresion la PDE4B, mostrando una
localizacion predominante en fibroblastos/miofibroblastos y en queratinocitos. B) La
inhibicidn farmacolégica de PDE4 con roflumilast y la supresién genética de la PDE4B
muestran efectos antifibroticos, inhibiendo la activacién de fibroblastos vy
gueratinocitos, la deposicién de MEC, estrés oxidativo, ademas de su proliferacién y
senescencia tanto en modelos in vivo como in vitro. C) La inhibicion 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 disminucién de la expresion de
moléculas fibréticas tanto en fibroblastos de la dermis como en queratinocitos. Los

resultados de esta tesis doctoral no se han observado previamente y sefialan a la
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PDE4B como una diana farmacoldgica potencial para tratar los procesos fibrdticos
cutaneos comunes a diferentes patologias dérmicas como son las cicatrices

hipertrdficas, queloides o la ES.

El andlisis de expresidén génica y proteica de las isoformas de la PDE4 mostré
una sobre-expresion en las cicatrices hipertroficas y en el tejido queloide versus piel
sana. Estas diferencias en la expresiéon también resultaron estadisticamente
significativas al comparar los dos tipos de cicatrices aberrantes entre si, siendo, el
tejido queloide, quien muestra una mayor sobre-expresion de la PDE4A, PDE4B, PDE4C
y PDE4D. Ademas, estos hallazgos también se han podido observar en el modelo 3D de
epidermis tras ser estimulado con TGFB1. En todos los casos, la PDE4B fue la isoforma
de la PDE4 mas sobre-expresada, lo que sugiere que una inhibicion especifica de esta
isoforma podria resultar beneficioso para patologias que cursan con fibrosis cutanea al
reducirse asi los efectos secundarios. Futuros estudios, por lo tanto, podrian probar los
efectos de inhibidores especificos de la PDE4B como el Bl 1015550 en fibrosis cutdnea.
Este compuesto se encuentra actualmente en un ensayo clinico en fase Il para la FPI

(Identificador de ClinicalTrials.gov: NCT04419506).

No existe bibliografia previa acerca de la expresion de las isoformas de la PDE4
en fibrosis cutdnea pero si en otros tipos de fibrosis como la fibrosis pulmonar y
hepatica. En el caso de la fibrosis pulmonar un estudio previo ha demostrado que en
una linea celular de células epiteliales de pulmén (A549) estimuladas con TGFB1 hubo
una sobre-expresion de la PDE4A y la PDE4D, mientras que la PDE4B y PDE4C no
mostraron diferencias estadisticamente significativas (133). En la fibrosis hepatica,
otros grupos de investigacion han realizado estudios en modelos animales de rata
donde ha quedado probado el incremento en la expresion de la PDE4A, PDE4B vy 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 inhibicidon de la
PDE4 tanto farmacoldgicamente como genéticamente podria inhibir la fibrosis cutanea

tanto in vitro como in vivo.
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Se han descrito numeros marcadores de fibrosis en la literatura. Sin embargo,
la acumulacién y sobre-expresion de componentes de la MEC, como son el Col tipo |y
la fibronectina, son comunes en la mayoria de ellos. Asimismo, el aumento de factores
de crecimiento profibréticos como son el TGFB1 y CTGF también estan presentes de
forma universal en los diferentes procesos fibréticos. La acumulacién de
miofibroblastos, caracterizada por la expresién de fibras de aSMA y componentes de la
MEC, confiere a este tipo celular caracteristicas intermedias entre fibroblasto y células
de musculo liso, lo que permite un mayor poder migratorio e invasivo, asi como la
capacidad de crear un entorno fibrético mediante la secrecion de MEC. Estas células se
originan, entre otros tipos celulares, a partir de los fibroblastos residentes que sufren
la TFM. Ademas, durante los procesos fibréticos, las células epiteliales pierden su
fenotipo, adquiriendo capacidad invasiva, mediante la TEM, lo que les confiere un
fenotipo de miofibroblasto con las caracteristicas ya comentadas. Los marcadores mas
usados para describir estos procesos son la pérdida de expresiéon de marcadores
epiteliales tales como la E-cadherina y ZO-1, asi como el aumento de marcadores
mesenquimales como N-cadherina, aSMA, 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
fibréticos tales como Col tipo I, aSMA, fibronectina, N-cadherina y TGFB1, pero,
ademas, se ha visto por primera vez que hay una disminucion en la expresiéon de la ZO-
1 y la E-cadherina tanto en las cicatrices hipertroficas como en los queloides. Otros
autores han descrito previamente el incremento en la expresién de Col tipo |, aSMA,
fibronectina y TGFB1 tanto en las cicatrices hipertréficas como en los queloides
(80,81,136,137). El andlisis de marcadores fibroticos es importante para poder
diagnosticar correctamente este tipo de procesos de cicatrizacién anormales ya que
existe controversia entre los autores (137). Actualmente el diagndstico se realiza de
forma visual, de manera subjetiva por la valoracién de un facultativo. En este sentido,
hubo un estudio en el que se analizaron histolégicamente un total de 568 queloides,
los cuales habian 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 hipertroficas (138). Nuestros resultados muestran una diferencia
estadisticamente significativa en la expresion de Col tipo I, aSMA, fibronectina, TGFf1,
Z0-1 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 hipertroficas. Estos hallazgos sugieren que estas proteinas podrian utilizarse

como biomarcadores para el diagnéstico diferencial de estas afecciones.

Con respecto a los experimentos in vitro, nuestros resultados muestran como
TGFB1 induce la TFM, incrementando la expresidon de Col tipo I, calponina, aSMA,
CTGF, FAP, fibronectina, IGFBP3 y PAI-1 en NHDF, y como roflumilast previene el
aumento en la expresion de estos marcadores de la TFM. Ademas, este trabajo
doctoral muestra como TGFB1 incrementa la expresién de Col tipo | 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 expresion de estos marcadores de la TEM. Estos
ultimos hallazgos se corroboraron con la medicidn en la expresién de Col tipo | y E-
cadherina en NHEK tras estimular a las células con TGFB1 y tratarlas con roflumilast,
donde se obtuvieron los mismos resultados. Por lo tanto, el inhibidor de la PDE4 podria

disminuir la poblacidn de miofibroblastos al prevenir la TFM y la TEM.

Los resultados expuestos anteriormente son novedosos ya que no existe
bibliografia previa acerca de la TFM o la TEM en fibroblastos de la dermis o
gueratinocitos, respectivamente, estimulados con TGFB1 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 TGFB1. Los autores concluyeron
que el inhibidor de la PDE4 de primera generacion no era capaz de prevenir la TFM al
no mostrar diferencias estadisticamente significativas versus TGFB1 en la expresion de
PAI-1 y Col tipo | (139). Otro estudio investigd el efecto de rolipram sobre la ruta
canonica dependiente de SMAD aguas debajo de TGFB1 en la linea celular de células
epiteliales de pulmdén A549. Los investigadores llegaron a la conclusion 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 fdrmaco no fue capaz de inhibir la fosforilacién ni de

SMAD2 ni de SMAD3 (133). No existe bibliografia previa acerca del efecto de rolipram
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en las rutas moleculares aguas abajo de TGFB1 en fibroblastos. Nuestros resultados
muestran como roflumilast inhibe la fosforilacidon tanto de ERK1/2 como de SMAD3 en
NHDF. Asi pues, futuros estudios, podrian elucidar el mecanismo de accién de rolipram
en fibroblastos de la dermis ya que un mecanismo de accién diferente aguas abajo de
TGFB1 para rolipram y roflumilast podria explicar la controversia entre estos y nuestros

resultados.

Con respecto al estudio de la TMF, nuestros resultados muestran como
roflumilast disminuye la expresién de todos los marcadores estudiados excepto la de
CTGF. El inhibidor de la PDE4 tampoco fue capaz de revertir la expresion de este factor
de crecimiento en el modelo animal de fibrosis cutdnea inducida por HOCL. Aun asi,
estas evidencias sugieren que el farmaco es capaz de revertir la TFM y promover por

tanto la TMF.

Experimentos previos de nuestro grupo demostraron que roflumilast si que era
capaz de revertir la expresién de CTGF en un modelo animal de fibrosis pulmonar

inducida por bleomicina (117).

CTGF, es un agente profibrético cuya expresion es inducida por TGFB en el
tejido de granulacién dérmico (140). Existe controversia en los efectos de este factor
de crecimiento segun el tipo celular. Por ejemplo, en un estudio que se hizo sobre
fibroblastos de cérnea, CTGF no consiguidé incrementar la expresién de aSMA por lo
gue no fue capaz de inducir la TFM (141). En otro estudio que se hizo sobre
fibroblastos de la capsula de Tenon, esta proteina si que incrementd la expresion de
aSMA, Col tipo | y fibronectina (142). Seria interesante, por lo tanto, dado estos
hallazgos y nuestros resultados, estudiar los efectos de CTGF en fibroblastos de la
dermis, ya que la sobre-expresion aislada de esta proteina puede que no tenga efectos

relevantes sobre los mecanismos celulares que inducen la fibrosis cutanea.

Otro estudio con células epiteliales de la cérnea, elucidé la ruta molecular
aguas abajo de TGFB1 que inducia la expresion de CTGF en este tipo celular, llegando a
la conclusién de que se trataba de la ruta Ras/MEK/ERK (140). Como se ha mencionado
con anterioridad, nuestros resultados demuestran que roflumilast disminuye la
fosforilaciéon de ERK1/2 y de SMAD3 en NHDF a pesar de tratar a las células con TGFB1,
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por lo que la ruta molecular aguas debajo de TGFB1 que induce la expresién de este
factor de crecimiento en este tipo celular no es ni la ruta Ras/MEK/ERK ni la ruta
candnica dependiente de SMAD. Futuros estudios podrian investigar que ruta de

sefializacion es la que induce la expresion 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 disminucién en la
expresion de la ZO-1 y no de la E-cadherina. El farmaco tampoco revirtié el incremento
en la expresiéon de fibronectina y Col tipo 1. Estudios futuros podrian investigar la
expresion de mdas marcadores de la TME como N-cadherina o vimentina o la
incubacién, en este caso, del modelo 3D de epidermis, una vez inducida la TEM, con
roflumilast, durante periodos de tiempo mds prolongados. En este sentido se sabe, por
ejemplo, que en la TEM, en el caso de las células epiteliales de mama, la disminucién
en la expresion de la ZO-1 a nivel proteico ocurre en los primeros estadios de la
transicién inducida por TGFB1 (24h) pero, sin embargo, la E-cadherina disminuye su
expresion a los 3 dias (143), hecho que también podria estar ocurriendo en la TME y
gue podria explicar que la expresion de E-cadherina no aumente con el fdrmaco a las

24h.

Por otro lado, este trabajo doctoral muestra que la inhibicidon con el ARNsi de la
PDE4B previene la TFM al disminuir la expresién de Col tipo | y aSMA en NHDF, y que
también inhibe la TEM al reducir la expresiéon de Col tipo | e incrementar la de E-
cadherina en NHEK. Ademas, en ambos tipos celulares, el silenciamiento de la PDE4B
redujo la fosforilacion de ERK1/2 y SMAD3. Por tanto, nuestros resultados sugieren
que la PDE4B esta involucrada en la TEM y en la TFM inducida por TGFB1. Ademas,
gracias a estos experimentos, se ha podido corroborar que los efectos de roflumilast se

deben a la inhibicion de la PDEA4.

La inhibicion de la PDE4 se traduce en un incremento del AMPc (115). Nuestro
resultados estan en concordancia con otros trabajos que han demostrado, por
ejemplo, que el incremento de la concentracion del AMPc provoca una inhibicién de la

TEM (144). Otros autores llegaron a la conclusién de que la prostaglandina E2 era
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capaz de inhibir la TFM al incrementar la concentracion de AMPc en fibroblastos

procedentes de cicatrices hipertréficas y estimulados con TGFB1 (145).

Actualmente se considera que el origen de la fibrosis normalmente se debe a
una inflamacion persistente ocasionada por diferentes estimulos (8). En los procesos
inflamatorios, las células involucradas generan un ambiente hostil gracias a la
liberacidn, entre otros factores de crecimiento y citocinas, de ERO (29). Hay pocos
estudios acerca del papel del estrés oxidativo y la formacién de queloides y heridas
hipertréficas. En este sentido, se ha probado que hay un incremento en la liberacidn
de ERO en este tipo de cicatrizaciones aberrantes en comparacion a la piel sana y que
ademas, la generacion de estas especies por la via NOX contribuye a la fisiopatologia
de las heridas crénicas (86,90). Nuestros resultados muestran por primera vez que hay
una sobre-expresion de NOX4 tanto en las cicatrices hipertréficas como en el tejido
queloide. Ademas, la expresién de esta proteina se vio incrementada tanto en la
dermis y como en la epidermis. Por otro lado, se ha podido observar el aumento en la
generacién de las ERO tras estimular a los NHDF y al modelo 3D de epidermis con
TGFB1, y como roflumilast inhibe la generacion de ERO en estos modelos in vitro.
Asimismo, tanto el inhibidor de la PDE4 como el tratamiento de las células con el
ARNSsi-PDE4B consiguieron prevenir la expresion de NOX4 inducida por TGFB1 en NDHF
y NHEK. Estos resultados sugieren que roflumilast previene la generaciéon de ERO al
inhibir la expresién de NOX4, y que, por lo tanto, podria contribuir a la disminucidn de

la generacion de ERO en afecciones tales como cicatrices hipertroficas y queloides.

En relacién a lo anterior, nuestros resultados demuestran que TGFB1 activa a
Nrf2 in vitro, y que, el inhibidor de la PDE4 disminuye dicha activacidon probablemente
al inhibir previamente la generacidon de ERO via NOX4. Sobre la expresidon de Nrf2,
existe un estudio que apunta a que hay una menor expresion de este factor
transcripcional en tejido queloide, por lo que sugieren un sistema antioxidante
defectuoso y por lo tanto una desregulacion a la baja de la apoptosis celular (91). En el
caso de la ES, también se ha demostrado una disminucidn en la expresién 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

demostrd, ademads de la disminucidn tanto en la expresién como en activacién de Nrf2
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en las biopsias de piel de pacientes con ES, que el silenciamiento de este factor
transcripcional resulté en un incremento en la deposicién de Col de manera
constitutiva y que, el tratamiento de los fibroblastos de piel, ademds de con TGFB1,
con activadores de Nrf2, produjo una disminucién en la expresién tanto de aSMA
como de Col (147). Todos estos resultados abren la puerta a estudios futuros donde se
podrian probar los efectos de la combinacién de roflumilast con un activador de Nrf2

en modelos de fibrosis cutanea.

Ademas, en el caso de los queloides, hay un mayor acortamiento de los
teldmeros versus piel sana (100), lo que podria relacionarse con un incremento en la
generacién de ERO y una inducciéon prematura de la senescencia por estrés oxidativo
(99). En relacidon a estos estudios, y tal y como cabria esperar, nuestros resultados
muestran como la senescencia celular aumenta al tratar a las células con TGFB1 en
NHDF y fibroblastos extraidos 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 andlisis 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-expresién del TBRI y TBRII y, que el tratamiento con
inhibidores de TGFB1 en modelos in vivo resulta en una menor aparicion de cicatrices,
una disminucidn en la deposicion de Col y fibronectina, asi como una reduccion en la
expresion de aSMA y CTGF (36-38). Ademds, se sabe que los fibroblastos procedentes
de este tipo de tumores benignos fibroproliferativos son mas susceptibles a este factor
de crecimiento (148). En este sentido, nuestros resultados muestran por primera vez
como roflumilast reduce la expresién de aSMA y de Col tipo |, asi como la fosforilacién
de SMAD3 y de ERK1/2 en fibroblastos extraidos de tejido queloide y estimulados con
TGFB1. Estas evidencias sugieren que el farmaco previene la TFM de fibroblastos
extraidos de tejido queloide al inhibir tanto la ruta candnica dependiente de SAMD

como una de las rutas no candnicas aguas abajo de TGFS1.

En el caso de los queratinocitos, TFGB1 detiene la proliferacién de este tipo

celular para inducir un cambio fenotipico y aumentar la poblacion de células
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mesenquimales (10). Nuestros resultados corroboran que este factor de crecimiento
disminuye la proliferaciéon de los NHEK, pero, ademas, se ha visto que roflumilast,
previene esta disminucidn mostrando diferencias estadisticamente significativas versus

estimulo.

No hay bibliografia acerca de los efectos del PDGF sobre la proliferacion en
NHEK. Este factor de crecimiento es una glicoproteina 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 segun la combinacién de estas
cadenas: PDGF-AA, PDGF-AB y PDGF-BB. Ademas, estas isoformas no son
funcionalmente idénticas (149). Por otro lado, existe controversia acerca de la
expresion de los receptores para PDGF en queratinocitos humanos (150,151). Ademas,
existe un estudio sobre los efectos del PDGF sobre queratinocitos de rata en el que los
autores llegan a la conclusion de que este factor de crecimiento incrementa la
proliferacion de este tipo celular (152). Nuestros resultados muestran por primera vez
como el PDGF-BB disminuye la proliferacion de los NHEK y como roflumilast previene

dicho efecto.

Con respecto a los efectos de TGFB1 sobre los fibroblastos, se sabe que este
factor de crecimiento incrementa la proliferacién tanto de fibroblastos normales como
de fibroblastos extraidos de tejido queloide (13,148). Nuestros resultados corroboran
el aumento en la proliferacién tanto de los NHDF como de los fibroblastos extraidos de
tejido queloide, pero, ademas, se ha podido probar que la proliferacidon disminuye en
ambos tipos celulares al tratar a las células con roflumilast. Asimismo, esta disminucién
en la proliferacion, a pesar de tratar a las células con el estimulo, también se observé

al inhibir la expresién 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 cutanea. 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 dafio fibrético inducido por el HOCL en

ratones. Ademas, también disminuye, tanto en modelo preventivo como en modelo
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curativo, el depdsito de Col y la expresion de Col tipo | tanto a nivel proteico como
genético. Asimismo, el inhibidor de la PDE4 previene y revierte el incremento en la
expresion de TGFB1, aSMA y fibronectina, asi como la incremento en la fosforilaciéon
de SMAD3. Estos hallazgos sugieren que el uso de roflumilast podria resultar

beneficioso como tratamiento para patologias que cursen con fibrosis cutanea.

Gracias a los experimentos con otros compuestos, los cuales tienen un
mecanismo de accién conocido, se ha podido elucidar el mecanismo de accién de

roflumilast en NHDF y NHEK estimulados con TGFB1 (Figura 45).

Receptor TGFB1

o — o ———

Roflumilast
TGFR1 latente

Fibroblastos dérmicos y
queratinocitos

Figura 45: Mecanismo de accién de roflumilast. El inhibidor de la PDE4 es capaz de aumentar la
concentracién intracelular del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y por lo tanto activar a la protein
kinasa A (PKA). Esto a su vez, inhibe la fosforilacion de ERK1/2 y de SMAD2/3. Ademas, el farmaco
reduce la generacién de especies reactivas de oxigeno (ERO) a través de la NADPH oxidasa 4 (NOX4),
hecho que también disminuye la fosforilacién de ERK1/2 y de SMAD2/3. Creada con BioRender.

Como ya se sabia, el fdrmaco actua inhibiendo a la PDE4, lo que aumenta la
concentracion del AMPc intracelular activando por tanto a la PKA (113,115). Nuestros
resultados estdn en concordancia con lo anterior ya que, al incubar a las células,

ademas de con el farmaco, con TGFB1 y KT5720, inhibidor de la PKA, roflumilast no
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consigue reducir ni la fosforilacién de SMAD3 ni de ERK1/2. Por lo tanto, la inhibicién
de estas rutas de sefalizacidn aguas abajo de TGFB1 por roflumilast esta mediada por

la activacion 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 farmaco inhibe tanto
la fosforilacion de SMAD3 como de ERK1/2 al igual que SIS3 y PD98059, inhibidores de
estas rutas de sefalizacion respectivamente. Ademas, en el caso de los queratinocitos,
se ha visto que cuando se incuba a las células con SIS3 la fosforilacion de ERK1/2
disminuye, y, de la misma manera, cuando se incuba a las células con PD98059, la
fosforilacion de SMAD3 también es menor versus TGFB1. Es decir que, en el caso de las
células epiteliales de la piel, la inhibicién de la fosforilacién de una de estas proteinas
provoca ademas los mismos efectos en la otra, por lo que cabria estudiar una posible

interaccion entre las mismas.

Como se ha mencionado anteriormente, roflumilast disminuye la generacion
de ERO vy la expresion de NOX4 tanto en los NHDF como en los NHEK. En relacién a
estos resultados, cabria esperar un aumento de la expresion de PPM1A, ya que esta
proteina es inhibida por las ERO. Esta tesis doctoral muestra que el inhibidor de la
PDE4 es capaz de incrementar la expresion de PPM1A probablemente al reducir la
generacién de las ERO, ya que los resultados son similares al tratar a las células con
NAC, inhibidor de las ERO. Ademas, la generaciéon de ERO, esta relacionada con la
fosforilacion de SMAD3 y ERK1/2, ya que, al tratar a las células con sanguinerine,
inhibidor de PPM1A, y roflumilast, la fosforilacién de dichas proteinas esta

incrementada con respecto al control.

Ademas, ya se ha probado con anterioridad la interaccién entre la PDE4B vy
ERK1/2 y que, dicha interaccidn, conlleva la activacion de esta isoforma de la PDE4 tras
ser fosforilada por ERK1/2 (110). Nuestros resultados corroboran que estas proteinas
interaccionan tanto en los NHDF como en los NHEK tras ser estimuladas con TGFB1, y
en el modelo in vivo de fibrosis cutdnea inducida por HOCL. Ademas, se ha visto que la
fosforilacién de la PDE4B disminuye cuando las células se tratan ademds de con TGFB1

con roflumilast, tal y como ocurre con PD98059. Estos resultados muestran como
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roflumilast disminuye indirectamente la fosforilacion de la PDE4B al disminuir la

fosforilacion de ERK1/2 a través de la PKA y reducir la generacion 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 hepdatica (117-119,134,153), pero, hasta la fecha, no existen evidencias de
los efectos del inhibidor de la PDE4 sobre modelos de fibrosis cutanea. Ademas, tanto
en el caso de la ES como de las cicatrices hipertrdficas 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 cutdnea. Todos estos hallazgos, por lo
tanto, abren paso a estudios futuros de roflumilast como posible tratamiento de
afecciones que cursen con fibrosis cutdnea ya que el farmaco mitiga las principales
caracteristicas de esta sintomatologia como son la excesiva deposicion de Col y el

incremento en la poblacién de fibroblastos y miofibroblastos.
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6 CONCLUSION
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Todas las isoformas de la PDE4 estan sobre-expresadas en tejido
gueloide, cicatrices hipertréficas y en un modelo 3D de epidermis tras
ser estimulado con TGFB1, siendo la PDE4B la que mas incrementa dicha

expresion.

El silenciamiento in vitro de la PDE4B en queratinocitos y fibroblastos
dérmico mitiga la TEM asi como la TFM, ademas de disminuir tanto la
fosforilacion de SMAD2/3 como de ERK1/2, la expresién de NOX4 y la

proliferacién de fibroblastos.

Roflumilast previene la TFM vy revierte la expresién de marcadores

mesenquimales una vez inducida la transicidon a miofibroblasto in vitro.

El inhibidor de |la PDE4 previene la TEM en un modelo 3D de epidermis y
revierte la disminucién en la expresiéon de la ZO-1 una vez inducida la

transicion al fenotipo mesenquimal por TGFB1.

Roflumilast disminuye la generacién de ERO via NOX4.

El mecanismo de accion de roflumilast se basa en la inhibicion de la
PDE4 con la consecuente activacién de la PKA, lo que conlleva la
inhibicién tanto de la ruta candnica dependiente de SMAD, asi como de

la ruta no candnica MAPK/ERK en queratinocitos y fibroblastos de piel.

Roflumilast previene, pero también revierte, la fibrosis cutanea en un

modelo animal de ES.
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5-FU 5-fluorouracilo

AC Adenilato ciclasa

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

ARE Elemento de respuesta antioxidante
ARNsi ARN de interferencia

BCA Acido bicinconinico

BMP Proteina morfogénica de hueso

BSA Albumina de suero bovino

CEIC Comité Etico de Investigaciones Clinicas
CFM Ciclofosfamida

CI50 Concentracion inhibitoria 50

CO, Dioxido de carbono

Col Colageno

Ct Ciclo umbral

TC Tomografia 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’-diclorofluoresceina

DMSO Dimetilsulféxido

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EGTA Acido etilenglicol tetraacético

EMA Agencia Europea del Medicamento

EPI Enfermedad pulmonar intersticial

EPOC Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
ERK Quinasa regulada por sefales extracelulares
ERO Especies reactivas de oxigeno

ES Esclerosis sistémica

ESD Esclerosis sistémica difusa

ESL Esclerosis sistémica limitada

FAP Proteina activadora de fibroblastos

FBS Suero fetal bovino
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FPI Fibrosis pulmonar idiopatica

FSAS Fenotipo secretor asociado a la senescencia
FVC Capacidad vital forzada

H2DCF-DA 2’,7’'-diclorodihidrofluoresceina diacetato

H20. Perdxido de hidréogeno

HEPES Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazino etanosulfénico
IGF-1 Factor de crecimiento similar a la insulina-1
IGFBP3 Proteina 3 de unién al factor de crecimiento parecido a la insulina
IL-6 Interleucina 6

LAP Péptido asociado latente

LTBP Proteina de unién al TGFp latente

LLC Complejo grande de latencia

MAPK Proteinas quinasas activadas por mitégenos

MEC Matriz extracelular

MMF Mofetilo

MMP Metaloproteinasas de matriz

mRSS Puntuacion 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-6xido roflumilast

NOX NADPH oxidasas

Oy lon superdxido

PAI-1 Inhibidor del activador del plasminégeno-1

PBS Phosphate buffered saline

PDE Fosfodiesterasas

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas

PDL Laser de colorante pulsado

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PVDF Difluoruro de polivinilideno
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RISC
RTX
SA-Bgal
SSF
TAC
TCMH
TCZ
TEM
TEndM
TGFB
TNF-a
tPA
TBRI
TBRII
UCR
UFR
uPA
Z0-1
a-SMA

Complejo proteico de silenciamiento-inducido por ARN
Rituximab

B-galactosidasa asociada a la senescencia
Suero salino fisiolégico 0,9%

Acetdnido de triamcinolona

Trasplante de células madre hematopoyéticas
Tocilizumab

Transicidn epitelio mesenquimal

Transicidén endotelio mesenquimal

Factor de crecimiento transformante

Factor de necrosis tumoral a

Activador tisular del plasminégeno

Receptor de TGF tipo |

Receptor TGFB tipo Il

Upstream conserved regions

Unidades de fluorescencia relativa

Activador del plasmindgeno tipo uroquinasa
Zonula occludens 1

Actina de musculo liso
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