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n1. La piel 

1.1. Función y estructura 

La piel es el órgano vital más extenso, más delgado y uno de los de mayor 

relevancia del organismo, ya que es la barrera fisiológica que comunica el 

organismo con el ambiente externo y a su vez lo protege del mismo. Se encuentra en 

forma de lámina desplegada que cubre la totalidad de la superficie corporal, así 

como los orificios naturales a través de las semimucosas y mucosas. 

Posee estructuras especialmente adaptadas que le permiten cumplir con 

múltiples funciones (Tabla 1). Estas son esenciales para mantener la homeostasis y, 

en consecuencia, para la propia supervivencia y comprenden procesos tan diversos 

como la protección de agentes externos, la regulación de la temperatura, la síntesis 

de importantes sustancias químicas y hormonas y la excreción de agua y sales. 

Además, contiene receptores sensitivos que hacen que sea el principal órgano 

sensorial. La piel está compuesta por dos láminas principales: la más externa y fina, 

llamada epidermis, y otra, más interna y gruesa, denominada dermis. Por debajo de 

la dermis se encuentra una capa subcutánea, laxa y rica en grasa, que se denomina 

hipodermis (Figura 1). 

 

Figura 1. Esquema de la estructura de la piel
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Tabla 1. Funciones de la piel 

Función Capa implicada 

Barrera 
Epidermis 
Dermis (glándulas sudoríparas) 

Preservación del medio interno 
Epidermis (capa córnea) 
Dermis 

Absorción de agresiones físicas externas 
Dermis 
Hipodermis 

Termorregulación 
Dermis (vasos sanguíneos y glándulas sudoríparas) 
Hipodermis 

Síntesis de vitamina D Epidermis (queratinocitos) 

Captación de sensaciones 
Epidermis (células de Merkel) 
Dermis (inervación cutánea) 

Expresión de emociones Dermis (vasos sanguíneos) 

Lubricación de la superficie cutánea Dermis (glándulas sebaceas y sudoríparas) 

Reserva nutricional y energética  Hipodermis 

Cicatrización 
Epidermis 
Dermis 

Olor Dermis (glándulas sudoríparas) 

 

 

1.1.1. Epidermis 

La epidermis es un epitelio renovable, pluriestratificado y queratinizado, 

compuesto principalmente por queratinocitos. Los queratinocitos se organizan en 

capas de células que representan estados sucesivos de maduración en los que el 

queratinocito se va diferenciando y adquiere morfologías y funciones particulares. 

De esta forma, distinguimos las siguientes capas: basal, espinosa, granular y córnea 

(Alberts, 1996). Solo las células de la capa basal mantienen capacidad proliferativa, 

por lo que estas células van migrando hacia las capas superiores a la vez que entran 

en un proceso de diferenciación terminal que culmina con la queratinización y 

muerte celular en la capa córnea. 
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nAdemás de queratinocitos, la epidermis contiene melanocitos (células 

productoras de melanina que luego incorporan los queratinocitos), células de 

Langerhans (células del sistema inmune), células de Merkel (receptores sensoriales) 

y células dendríticas (presentadoras de antígeno). 

La epidermis, en su totalidad, desempeña una función fundamental de 

protección y defensa, tanto por la continua formación de queratina, como por los 

mecanismos inmunes que allí se generan. La epidermis se comunica con la dermis a 

través de la membrana basal. Esta lámina, de estructura fibrilar compleja, es 

ondulada, lo que permite que haya una mayor superficie de contacto entre ambas 

capas (McGrath et al., 2008). 

1.1.2. Dermis 

La dermis es la capa intermedia y el soporte físico de varias estructuras 

anatómicas como vasos sanguíneos, vasos linfáticos, receptores sensoriales, folículos 

pilosos, glándulas sebáceas y glándulas sudoríparas, si bien estas últimas no se 

encuentran en la piel del ratón. Además, la dermis desempeña una función 

protectora, pues representa la segunda línea de defensa contra los traumatismos, y 

constituye un enorme depósito potencial de agua, electrolitos y sangre. 

Principalmente está constituida por un tejido conjuntivo laxo compuesto por fibras 

de colágeno (95% del material fibrilar) y elastina (menos del 2% del material 

fibrilar). Además, presenta un componente no fibroso, glicosaminoglicanos y 

glicoproteínas filamentosas, y células. La célula más abundante de la dermis es el 

fibroblasto. Los fibroblastos se observan como células fusiformes y su función 

principal es la síntesis de los distintos componentes de la matriz extracelular. En la 

dermis también se encuentran otras células, como macrófagos y mastocitos 

intermediarios de las reacciones alérgicas e inflamatorias. 

Se pueden distinguir dos capas funcional y metabólicamente distintas. La 

capa papilar, o dermis superior, es una zona de tejido conectivo laxo cuyas fibras 

colágenas y elásticas se disponen en forma perpendicular al epitelio, determinando 

la formación de papilas que contactan con la parte basal de la epidermis. En este 

nivel se encuentran receptores de presión superficial o tacto (corpúsculos de 
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Meissner). La capa reticular, o dermis profunda, contiene la mayoría de los nexos de 

la piel. Está constituida por tejido conectivo con fibras elásticas que se disponen en 

todas las direcciones y se ordenan en forma compacta, dando resistencia y 

elasticidad a la piel. Además podemos encontrar fibras musculares lisas que 

corresponden a los músculos erectores de los pelos (McGrath et al., 2008). 

1.1.3. Hipodermis 

La hipodermis es la capa más interna de la piel y une, débilmente, la dermis 

con los órganos subyacentes. Esta compuesta por una capa variable de tejido 

adiposo que ejerce de aislante evitando la pérdida de calor corporal y protegiendo el 

cuerpo frente a traumatismos superficiales. 

1.2. Reparación de heridas 

 Una herida es una puerta abierta por la que pueden penetrar cuerpos 

extraños y gérmenes y salir líquidos orgánicos, por tanto su cierre es una necesidad 

urgente para el organismo. Tras una agresión externa, se ponen en marcha multitud 

de procesos diferentes e interrelacionados que, aunque finalmente conducen a la 

reparación del daño, precisan de un fino balance que determinará la respuesta final 

del organismo. De esta forma, y según el resultado final, podemos distinguir entre: 

cicatrización, que es el proceso por el cual se genera un nuevo tejido sin las 

funciones del tejido original; y regeneración, el proceso que implica la creación de 

tejido nuevo, idéntico al primario, que permite la conservación de la función. 
La curación de las heridas cutáneas comprende una larga secuencia de 

fenómenos íntimamente relacionados entre sí, inducidos por mediadores 

bioquímicos, enzimáticos y hormonales (Figura 2). 
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1.2.1. Fase inflamatoria 

El daño en un tejido causa la rotura de los vasos sanguíneos y, por tanto, la 

extravasación de componentes sanguíneos al foco de la herida. Esto da lugar, en un 

primer momento, a una vasoconstricción transitoria que, junto con la activación de 

la cascada de la coagulación y la agregación plaquetaria, produce el coágulo de 

fibrina (Figura 2A). El coágulo ayuda a mantener la hemostasia y, además, actúa 

como matriz extracelular provisional para la migración de los distintos tipos 

celulares implicados en las siguientes fases de la cicatrización. Las plaquetas no solo 

facilitan la formación del tapón hemostático, sino que, además, sintetizan distintos 

factores de crecimiento (Tabla 2), como PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) y 

TGFβ (Transforming Growth Factor beta), implicados en la quimioatracción de 

Figura 2. Fases clásicas de la cicatrización de heridas. Tras producirse una herida tiene lugar la 
fase de inflamación (A), en la que se forma el coágulo de fibrina y aparecen células del sistema inmune 
para limpiar el área dañada. La siguiente fase comprende los días 2 al 10 desde la aparición de la 
herida y se la denomina fase proliferativa (B). Se caracteriza por la formación de nuevo tejido gracias a 
la proliferación y migración de diferentes tipos celulares. Por último, durante la fase de remodelado 
(C), que puede durar meses, se inhiben todos los procesos que se pusieron en marcha en la fase 
anterior, la mayoría de las células implicadas en ellos sufre apoptosis y se reorganizan las fibras de 
colágeno depositadas en la fase anterior. En humanos adultos no se produce la regeneración completa 
de la piel (D) sino que se forma una cicatriz que no tiene todas las propiedades y estructuras de la piel 
original. 
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macrófagos y fibroblastos al foco de la herida (Gurtner et al., 2008; Martin, 1997; 

Singer y Clark, 1999). 

Los neutrófilos son las primeras células que aparecen tras producirse la 

herida (Figura 2A) y son reclutados en respuesta a diferentes factores derivados de 

la coagulación, la activación del complemento y a productos de deshecho de las 

bacterias presentes en la herida. Los neutrófilos comienzan la lisis y fagocitosis de 

los gérmenes contaminantes y de los cuerpos extraños y, además, producen 

diferentes factores (Tabla 2) que sirven de señales tempranas para activar a los 

fibroblastos y queratinocitos locales (Hubner et al., 1996). Los neutrófilos son 

finalmente expulsados con la costra o fagocitados por los macrófagos por lo que la 

reacción de limpieza leucocitaria es sustituida y, posteriormente, completada por los 

macrófagos. Después de 2-3 días, los monocitos son atraídos hacia el tejido dañado 

por diferentes factores (fibronectina, colágeno, elastina, trombina y TGFβ) y se 

transforman en macrófagos activos. Una vez activados, los macrófagos fagocitan 

residuos, como bacterias y tejido necrótico, al tiempo que secretan diferentes 

enzimas, como elastasas y colagenasas, para desintegrar el tejido lesionado (Brown, 

1995). Los macrófagos preparan el terreno para el proceso reparador, ya que 

constituyen una de las principales fuentes de citoquinas que están implicadas en la 

cicatrización, favoreciendo la proliferación de fibroblastos y la síntesis de colágeno 

(Gurtner et al., 2008; Martin, 1997; Singer y Clark, 1999). 

1.2.2. Fase proliferativa 

A medida que va cediendo la fase inflamatoria, comienza la siguiente fase 

que se desarrolla durante los siguientes 8 días. Durante este periodo, tienen lugar 

tres procesos fundamentales para la cicatrización de la herida: reepitelización, 

angiogénesis y fibrogénesis. En estos tres procesos, que se desarrollan de manera 

simultánea, es imprescindible que se activen la proliferación celular, la migración y 

la síntesis de componentes de la matriz extracelular. Esta fase se caracteriza por la 

aparición del tejido de granulación (Figura 2B), que no es más que tejido conjuntivo 

muy vascularizado cuya función principal es rellenar los espacios muertos. Por lo 

tanto, es un tejido muy rico en fibroblastos, vasos capilares y colágeno, que, sin 
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nembargo, tiene poca consistencia hasta que no madura y se produce la fibrosis, algo 

que sucede a lo largo de la siguiente fase. 

La reepitelización es un proceso fundamental en la cicatrización de la herida 

puesto que constituye la regeneración de la barrera de protección. Esta epitelización 

se lleva a cabo gracias a la proliferación y migración de los queratinocitos desde los 

bordes, a partir de una estructura denominada epitelio proliferativo, hacia el centro 

de la herida, por debajo de la costra, hasta formar un epitelio estratificado (Figura 

2B). Estos procesos están regulados por múltiples factores entre los que podemos 

destacar IGF-1 (Insuline-like Growth Factor 1), KGF (Keratinocyte Growth Factor) y 

TGFβ. Los queratinocitos, a su vez, están capacitados para la síntesis de 

metaloproteinasas, que facilitan la migración y cuya secreción cesa cuando se 

produce la inhibición por contacto. Hay que tener en cuenta que la epidermis 

neoformada no es igual a la intacta, puesto que las crestas epidérmicas no son 

visibles y el epitelio es más grueso en los márgenes de la herida y en la zona central 

del área reepitelizada (Gurtner et al., 2008; Martin, 1997; Singer y Clark, 1999). 

Paralelamente a la reepitelización, también se produce la proliferación de las 

células endoteliales que da lugar a la angiogénesis, proceso por el cual se forman 

nuevos vasos sanguíneos a partir de otros preexistentes. El daño capilar producido 

con la herida genera un estado de hipoxia (Figura 2A), uno de los factores 

implicados en la respuesta angiogénica (Knighton et al., 1981). Las moléculas más 

importantes durante este proceso son bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) y VEGF 

(Vascular Endothelial Growth Factor), ya que gran parte de las otras citoquinas que 

participan en el proceso inducen la síntesis de estos dos factores. La 

neoangiogénesis se produce a partir de las células endoteliales de los capilares 

abiertos, que por proliferación dan lugar a yemas vasculares que vienen a aportar el 

oxígeno y los metabolitos necesarios, aunque también puede derivar de células 

progenitoras endoteliales procedentes de la médula ósea. Durante esta fase se 

forman numerosos vasos inmaduros de los cuales muchos degeneran y solo algunos 

permanecen y se estabilizan (Zawicki et al., 1981). 
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El otro proceso que tiene lugar durante esta fase es la fibroplasia o 

fibrogénesis. Se denomina fibrogénesis al proceso de síntesis de las fibras que 

componen la matriz, que sustituye a la red inicial de fibrina. Durante esta fase se 

produce, por tanto, una degradación de la red inicial junto con la síntesis 

desorganizada de fibras de colágeno y de otras moléculas de la matriz extracelular. 

En este proceso, las células más importantes son los fibroblastos, células 

fundamentales para la reparación de diferentes órganos cuya función principal es 

sintetizar los componentes básicos del tejido conectivo. Son células que se 

encuentran en el tejido sano perilesional y que, atraídas por factores liberados 

durante la fase inflamatoria, migran hacia la herida y se diferencian a su forma más 

activa, el miofibroblasto. Los miofibroblastos tienen mayor capacidad sintética y 

migratoria que los fibroblastos residentes y se caracterizan por la expresión de α-

actina de músculo liso (α-SMA de α-Smooth Muscle Actin), lo que les confiere 

capacidad contráctil. Ellos mismos, a su vez, van a ser fuente de otros factores que 

reclutan más fibroblastos y otros tipos celulares. Además de colágeno, los 

fibroblastos también sintetizan otros componentes de la matriz extracelular, como 

son los proteoglicanos y fibronectina. No se ha descrito que haya síntesis de elastina 

en respuesta a la lesión, lo que marca la diferencia entre la piel normal y la cicatriz, 

puesto que esta última carece de elasticidad debido a la ausencia de esta proteína 

(Gurtner et al., 2008; Martin, 1997; Singer y Clark, 1999). 

De un modo paralelo, se desarrolla un proceso de contracción, 

complementario a la reparación, en virtud del cual los bordes de la herida se acercan 

concéntricamente, disminuyendo el área de granulación. Este proceso reduce el 

tiempo de cicatrización y las necesidades reparativas. La tasa de contracción 

depende de la forma de la herida y de la laxitud del tejido y el mecanismo por el 

cual se produce aún no está claro, aunque parece que el miofibroblasto tiene un 

papel protagonista. Los miofibroblastos se concentran en los márgenes de la herida 

y actúan a modo de esfínter, en un proceso que no depende de la síntesis de 

colágeno. Entre las citoquinas que influyen en este proceso encontramos a TGFβ, 

PDGF, FGF e IFN-γ. 
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n1.2.3. Fase de remodelado 

La tercera fase de la cicatrización comienza 2-3 semanas después de la 

aparición de la herida y puede durar hasta más de un año. Durante esta fase, todos 

los procesos que se han iniciado durante la cicatrización se van a ir desactivando, 

por lo que la mayoría de las células endoteliales, macrófagos y fibroblastos sufren 

apoptosis o salen del área de la herida dejando una masa prácticamente acelular 

compuesta, principalmente, por colágeno y otros componentes de la matriz (Figura 

2C). Tras unos veinte días de cicatrización, la acumulación de colágeno se estabiliza. 

Su síntesis está regulada por el propio colágeno de la matriz, IFN-γ, TNF-α y TGFβ. 

En estos momentos la fuerza tensil que es capaz de soportar la cicatriz es 

aproximadamente de un 15% respecto a la piel normal. A partir de este punto, se 

produce el remodelado de la matriz, es decir, la agregación y reorientación de las 

fibras de colágeno. Este proceso, que puede durar varios meses, es el responsable 

del aumento en la fuerza tensil, hasta alcanzar el 80%, siendo este el máximo 

esperable. El colágeno de nueva síntesis presenta algunas diferencias (organización, 

tamaño de las fibras, densidad, solubilidad, etc) con respecto al colágeno de la piel 

normal. Para conseguir el remodelado de la cicatriz entran en juego numerosas 

enzimas del grupo de las metaloproteasas de matriz con actividad colagenolítica, así 

como otras enzimas como la hialuronidasa. La síntesis de estas enzimas está 

modulada por diferentes citoquinas como TGFβ, PDGF, IL-1 y EGF. Con este 

proceso se obtienen resultados visibles como el cambio de textura, grosor y color de 

la cicatriz (Singer y Clark, 1999; Martín, 1997). 
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Tabla 2. Citoquinas implicadas en la cicatrización (adaptado de Singer y Clark, 1999) 

Citoquina Origen principal 
Funciones más importantes  

y células diana 

Familia EGF  Regeneración epidérmica y mesenquimal 

EGF Plaquetas Motilidad y proliferación de todas las células 

TGFα 
Macrófagos 

Células epiteliales 
Motilidad y proliferación de todas las células 

HB-EGF Macrófagos Motilidad y proliferación de todas las células 

Familia FGF  Vascularización de la herida 

bFGF 
Macrófagos 

Células endoteliales 
Angiogénesis y proliferación de fibroblastos 

aFGF 
Macrófagos 

Células endoteliales 
Angiogénesis y proliferación de fibroblastos 

KGF Fibroblastos Motilidad y proliferación de células epiteliales 

Familia TGFβ  Fibrosis e incremento de la fuerza tensil 

TGFβ1 y TGFβ2 
Plaquetas 

Macrófagos 

Motilidad de células epiteliales, quimiotaxis de 
macrófagos y fibroblastos, síntesis y 
remodelado de la matriz extracelular 

TGFβ3 Macrófagos Efectos regenerativos (anticicatriz) 

Otros   

PDGF 
Plaquetas  

Macrófagos 
Células epiteliales 

Proliferación y quimiotaxis de fibroblastos, 
quimiotaxis y activación de macrófagos 

VEGF 
Células epiteliales 

Macrófagos 
Angiogénesis e incremento de la permeabilidad 
vascular 

TNFα Neutrófilos 
Inducción de la síntesis de factores de 
crecimiento en todas las células 

IL-1 Neutrófilos 
Inducción de la síntesis de factores de 
crecimiento en todas las células 

IGF-1 
Fibroblastos 

Células epiteliales 
Reepitelización y formación del tejido de 
granulación 

CSF-1 Multiples células 
Activación de macrófagos y formación del 
tejido de granulación 
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n2. El factor de crecimiento transformante β1 

Uno de los factores centrales en la cicatrización es TGFβ, ya que ejerce 

numerosas funciones sobre la mayoría de los tipos celulares implicados en las 

diferentes fases de la cicatrización (Tabla 2). Además, algunos autores han 

demostrado que las heridas que forman peores cicatrices tienen una mayor 

expresión de TGFβ (Ghahary et al., 1993; Lin et al., 1995) y que la deficiencia en 

Smad3 favorece la cicatrización (Ashcroft et al., 1999). Estos hallazgos han puesto a 

TGFβ en el punto de mira de diferentes aproximaciones terapéuticas enfocadas a 

mejorar el proceso de reparación y evitar la formación de cicatriz. 

2.1. La superfamilia de TGFβ 

La superfamilia de TGFβ engloba un gran número de factores de crecimiento 

y diferenciación, relacionados estructuralmente entre sí, que están presentes en una 

gran variedad de organismos, desde insectos hasta humanos. Incluye a las 

diferentes isoformas de TGFβ, las BMPs (Bone Morphogenetic Protein), activinas, 

inhibinas, GDFs (Growth and Differentiation Factor) y la AMH (Anti-Müllerian 

Hormone), entre otros (Massague, 1998). Estos factores controlan funciones celulares 

como la proliferación, la diferenciación, la apoptosis, la angiogénesis y la respuesta 

inmune (Massague, 1998). A nivel tisular controlan el desarrollo, la homeostasis y la 

reparación de prácticamente todos los tejidos del organismo. 

Se han descrito cinco isoformas de TGFβ con un 64-82% de similitud entre 

ellas, siendo características de mamíferos las isoformas β1, β2 y β3 (Massague, 1990). 

TGFβ4 es típica de aves (Kang et al., 2004) y TGFβ5 de anfibios anuros (Vempati y 

Kondaiah, 1998). En mamíferos, TGFβ1 es la isoforma más abundante; está 

implicado en procesos de desarrollo y diferenciación, inhibe el crecimiento de 

células epiteliales y endoteliales, así como las funciones inmune y hematopoyética, 

promueve el crecimiento del tejido conectivo, favorece la quimiotaxis de 

fibroblastos, macrófagos y linfocitos y estimula los procesos de reparación de 

tejidos. También está implicado en procesos patológicos, como la producción 

excesiva de matriz extracelular, que desencadena fibrosis tisular, y la síntesis de 
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otros factores de crecimiento (Sporn y Roberts, 1992; ten Dijke y Hill, 2004). Todas 

estas funciones dependen del tipo celular, del balance de expresión de TGFβ y otras 

citoquinas y de las condiciones fisiológicas de las células sobre las que actúa 

(Massague, 1998). 

2.2. Receptores de TGFβ 

 La superfamilia de factores de TGFβ transmite sus señales intracelulares a 

través de glicoproteínas de membrana de tipo serina-treonina quinasa, que forman 

la familia de receptores de TGFβ. Basándose en sus propiedades estructurales y 

funcionales, esta familia se ha dividido en dos subfamilias denominadas receptores 

tipo I y tipo II (Massague, 1998). En mamíferos, se han descrito siete receptores tipo 

I, que también se denominan ALK (Activin Like Kinase) seguido de un número del 1 

al 7, y cinco receptores tipo II para los ligandos pertenecientes a la superfamilia de 

TGFβ (Miyazawa et al., 2002). Cada ligando perteneciente a la superfamilia de TGFβ 

interacciona de forma específica con combinaciones características de ambos 

receptores (Figura 3). 

Figura 3. Mediadores moleculares de la vía de señalización de algunos miembros de la 
familia de TGFβ 
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n En el caso de TGFβ, al receptor II se le denomina TβRII. En la descripción 

clásica de la señalización de TGFβ, TβRII se asocia con el receptor tipo I (TβRI), 

ALK5. Sin embargo, existen otros TβRI implicados en la señalización de TGFβ: en 

células endoteliales, TGFβ señaliza a través de los receptores tipo I, ALK1 y ALK5 

(Goumans et al., 2003a), aunque algunos autores han relacionado también a ALK2 y 

ALK3 con la señalización de TGFβ en diferentes tipos celulares (Daly et al., 2008). 

Además, existen otros receptores accesorios denominados tipo III: betaglicano y 

endoglina. Los receptores tipo III no poseen dominios quinasa, pero son capaces de 

unirse a los TβRI y TβRII y regular la señalización de TGFβ (Derynck y Zhang, 

2003). 

Una vez que TGFβ se une a TβRII, que se encuentra constitutivamente 

fosforilado, este recluta y fosforila al receptor tipo I. Esta fosforilación induce un 

cambio conformacional en el receptor tipo I que le permite fosforilar a sus sustratos 

citoplasmáticos: las proteínas Smad. Estas proteínas se translocan, en forma de 

complejos, al núcleo, donde regulan la transcripción de los genes diana (Massague, 

1998).  

2.3. Las proteínas Smads 

Las Smads (Small mothers against decapentaplegic) son las proteínas 

citoplasmáticas que transmiten la señal de TGFβ de la membrana plasmática al 

núcleo (Massague y Gomis, 2006; Massague et al., 2005; ten Dijke y Hill, 2004). Las 

proteínas Smad presentan dos dominios globulares altamente conservados en las 

regiones amino y carboxilo terminal conocidos como MH1 y MH2 respectivamente 

(Mad Homology). En el dominio MH1 se encuentran motivos de unión al DNA y de 

interacción con los factores de transcripción, así como la secuencia NLS (Nuclear 

Localization Signal). El dominio MH2 está involucrado en la activación 

transcripcional y media la oligomerización y la interacción con los receptores ya que 

posee un motivo SXS, que es fosforilado por los TβRI activos. Además, este dominio 

contiene motivos de interacción con varios factores de transcripción, así como una 

región de interacción entre Smads. Entre los dominios MH1 y MH2 se ha 

identificado un dominio central, denominado zona linker, poco conservado entre las 
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distintas especies. Contiene motivos de unión para las proteínas Smurf además de 

secuencias que pueden ser fosforiladas por varias quinasas como las MAPKs 

(Mitogen-Activated Protein Kinase), PKC (Protein Kinase C), CDK (Cyclin Dependent 

Kinase), etc.  

La familia Smad consta, en mamíferos, de ocho miembros, los cuales se 

dividen en tres subfamilias según su estructura y función:  

-R-Smads: Son denominadas Smads reguladas por el receptor. A este grupo 

pertenecen Smad1, Smad2, Smad3, Smad5 y Smad8. El reconocimiento específico 

del receptor I con su Smad viene determinado por la secuencia conocida como “L45 

loop” en el receptor y la secuencia “L3 loop” en el dominio MH2. La región “L3 loop” 

es una región muy corta y conservada que difiere en tan solo dos aminoácidos entre 

el grupo de Smad1/5/8 y el grupo de Smad2/3. 

-Co-Smad o Smad colaboradora: Solo se conoce una en mamíferos: Smad4 

(Lagna et al., 1996). Smad4 no tiene motivo SXS en su extremo carboxilo, por lo tanto 

ni se une ni es fosforilada por los receptores de TGFβ. Se une a las R-Smads y 

colabora con estas en su función reguladora de la transcripción. Contiene, en el 

dominio linker, una secuencia de salida del núcleo (NES de Nuclear Extracelular 

Signal) y una secuencia necesaria para la activación de la transcripción. 

-I-Smads: Smad inhibidoras, representadas por Smad6 y Smad7. Es una 

subfamilia estructuralmente divergente y su función es inhibir las interacciones 

Smad-receptor o Smad-Smad, bloqueando la señalización de la vía. Esta subfamilia 

carece del dominio MH1. 

La actividad, distribución subcelular y estabilidad de las tres subclases de 

Smads presentan una regulación muy compleja y se han identificado un gran 

número de proteínas que interactúan con las Smads. 
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n2.4. Vía de señalización de TGFβ1 

 La unión de TGFβ1 al dominio extracelular de TβRII induce la formación de 

complejos hetero-oligoméricos entre los TβRI y TβRII (Yamashita et al., 1994b) en los 

que el receptor TβRII, constitutivamente activo, fosforila a TβRI y activa su dominio 

quinasa. Esta fosforilación induce un cambio conformacional en el receptor tipo I 

que le permite fosforilar a las R-Smads en el dominio SXS cercano al extremo C-

terminal (Massague et al., 2005). Cada receptor tipo I tiene afinidad por Smads 

concretas, así Smad 2 y Smad3 son fosforiladas por ALK4, ALK5 y ALK7, mientras 

que Smad1, Smad5 y Smad8 son fosforiladas por ALK1, ALK2, ALK3 y ALK6. Las 

R-Smads son reclutadas por el complejo de receptores, gracias a la proteína SARA 

(Smad Anchor for Receptor Activation), a través del dominio MH2 (ten Dijke y Hill, 

2004). La fosforilación de las R-Smads por el receptor tipo I de TGFβ hace que se 

liberen de su unión con SARA e, inmediatamente, se unan con Smad4 y se 

transloquen al núcleo (Figura 4), donde son capaces de regular la transcripción de 

determinados genes (Massague et al., 2005). Recientemente, se ha descrito la 

formación de complejos entre Smad1/5/8 y Smad 2/3 que se translocarían al nucleo 

sin la necesidad de unirse a la Co-Smad (Daly et al., 2008). 

Existen diferentes proteínas que regulan negativamente la señalización de la 

vía, aunque las más importantes son las Smads inhibidoras, o I-Smads, y las 

ubiquitín ligasas Smurf1 y Smurf2. Las I-Smads compiten con las R-Smads por la 

unión con los receptores e impiden la activación de las R-Smads; además, las I-

Smads son capaces de interaccionar con las otras Smads y evitan, de esa forma, la 

formación de los complejos R-Smad/Co-Smad. Por otro lado, las I-Smads sirven de 

proteínas adaptadoras para la acción de las Smurfs que marcan tanto a los 

receptores como a las R-Smads para su degradación en el protesoma (Zhu et al., 

1999). Las I-Smads son inducidas, entre otros factores, por miembros de la propia 

superfamilia de TGFβ, por lo que se produce un mecanismo de retroalimentación 

negativa de la propia ruta de señalización, que sirve como mecanismo 

autorregulador. 
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 Una vez en el núcleo celular, las Smads pueden participar en la regulación 

génica de diferentes formas. En primer lugar, Smad3 y Smad4 pueden interaccionar 

directamente con determinadas secuencias del promotor de algunos genes, como 

PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor 1),  y regular, de esa forma, su transcripción. 

Sin embargo, como la afinidad de las Smads por el DNA muy baja, es necesaria la 

ayuda de otros factores de transcripción para unirse con eficacia al DNA. Esta 

interacción es recíproca, por lo que las Smads también colaboran con otros factores 

de transcripción, como FAST, AP-1 o HIF-1, en la regulación de la transcripción de 

diferentes genes. Además, las Smads pueden formar parte de complejos de co-

represores o co-activadores de la transcripción. Como estos factores compiten por 

unirse a las Smads, la concentración relativa de los diferentes complejos o factores, 

establecida por el tipo y estado funcional de la célula, determinará la respuesta final 

de la célula a TGFβ.  

Figura 4. Esquema de la señalización de TGFβ a través de las proteínas Smads 
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n2.5. Otras vías de señalización activadas por TGFβ1 

 Las Smads son los sustratos más conocidos de los receptores de TGFβ y 

representan la vía clásica de señalización. Sin embargo, hoy se sabe que existen otras 

rutas de señalización implicadas en las respuestas celulares a TGFβ1 como las rutas 

de las MAPKs, NFκB o PI3K/Akt entre otras (Figura 5). Estas vías se pueden activar 

de forma independiente de la activación de las Smads e interactuar con la vía de 

señalización de las Smads regulando su actividad (Moustakas y Heldin, 2005; 

Zhang, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5.1. Ruta de las MAPKs 
 Las MAPKs pertenecen a una familia de serina-treonina quinasas altamente 

conservadas en eucariotas que están implicadas en respuestas celulares tan 

importantes como la proliferación, diferenciación, migración y muerte celular. 

Todas las células eucariotas poseen varias vías de MAPKs que se activan 

preferentemente según el tipo celular o los estímulos que reciban, pero las vías más 
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Figura 5. Otras vías de señalización activadas por TGFβ 
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características y más estudiadas son: Erk1/2, JNK y p38. Las vías de MAPKs están 

formadas por tres proteínas quinasas que se fosforilan secuencialmente y conducen 

los estímulos extracelulares hasta las dianas efectoras. Las MAPKs son fosforiladas y 

activadas por las MAPKKs que, a su vez, son fosforiladas y activadas por unas 

serina/treonina quinasas denominadas MAPKKKs o MAP3Ks. En la activación de 

las MAP3Ks pueden intervenir proteínas G monoméricas (como Ras o proteínas de 

la familia de Rho) u otras quinasas específicas. La fosforilación de las MAPKs es 

revertida por la acción de fosfatasas específicas, que modulan así la respuesta de 

cada vía (Maegawa et al., 1999; Roberts et al., 2002).  

 TGFβ puede activar tanto la vía de Erk, como la de JNK o la de p38. Aunque, 

en algunos casos, la activación es una respuesta tardía que parece dependiente de 

las Smads, TGFβ es capaz de producir una activación rápida de las MAPKs que, 

como se ha demostrado mediante experimentos llevados a cabo con siRNAs o 

dominantes negativos de las Smads, es independiente de la activación de las Smads. 

Existen diversos estudios que demuestran que TGFβ activa Ras, por un mecanismo 

dependiente de la actividad quinasa de los receptores de TGFβ, y que, de esta 

forma, se activa la vía de señalización de Erk1/2. La activación de Erk es necesaria 

para que se lleve a cabo la transición epitelio mesénquima (TEM), una de las 

funciones biológicas más importantes de TGFβ, ya que media el desensamblaje de 

las uniones célula-célula y la inducción de la motilidad inducida por TGFβ.  

Además, Erk puede fosforilar en la zona linker a las R-Smads ya activadas regulando 

su actividad (Moustakas y Heldin, 2005; Zhang, 2009). Por último, la activación de la 

vía Ras/Erk, mediada por TGFβ1, puede inducir la expresión del propio TGFβ1 y 

amplificar así la señal (Yue y Mulder, 2000). 

 La activación de JNK y p38 en respuesta al tratamiento con TGFβ está mucho 

mejor caracterizada que la de Erk1/2. Diferentes experimentos demuestran que 

TGFβ es capaz de activar JNK, a través de MKK4, y p38, a través de la activación de 

MKK3/6, mediante un mecanismo independiente de Smads, pero para el que es 

necesaria la actividad quinasa de los receptores tipo I. Las quinasas MKK4 y 

MKK3/6 son MAPKKs activadas, principalmente, por TAK1 (TGFβ-activated kinase 

1), pero también por MEKK1 y MLK3. La activación de las MAPKs JNK y p38 
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nmediada por TGFβ modula la señal mediada por las Smads, ya que se ha 

demostrado, por ejemplo, que la activación de JNK/p38 favorece la apoptosis 

inducida por la vía de las Smads. De manera similar, la inhibición de esta vía 

bloquea la TEM inducida por TGFβ, por lo que parece que esta vía también esta 

implicada en el desarrollo de ese proceso (Derynck y Zhang, 2003; Zhang, 2009). 

Además, nuestro grupo ha descrito que la fosforilación de p38 es necesaria para la 

síntesis de colágeno inducida por TGFβ1 (Rodriguez-Barbero et al., 2006). 

2.5.2. Ruta de PI3K/Akt 
 Las fosfatidilinositol-3-quinasas (PI3Ks) son una familia de enzimas que 

fosforilan fosfatidil inositoles en la posición 3’ del anillo de inositol generando 

segundos mensajeros que controlan la proliferación, la motilidad, la morfología y la 

supervivencia celular (Bader et al., 2005). Las PI3Ks están subdivididas en 3 clases 

diferentes (I, II y III) de las cuales las más estudiadas son las PI3Ks clase I, ya que, 

generalmente, están asociadas con estímulos extracelulares y son las más 

importantes en la regulación de la proliferación y la tumorigénesis. La clase I de 

PI3Ks presenta una subunidad catalítica p110 (con cuatro isoformas descritas: α, β, γ 

y δ) y una subunidad adaptadora reguladora (codificada por tres genes diferentes, 

p85α, p85β y p55γ). La subunidad reguladora determina la unión a receptores de 

membrana activados y recluta a la subunidad catalítica hasta la membrana 

plasmática, donde puede fosforilar a su sustrato predominante: PI(4,5)P2, y generar 

su producto fundamental: PI(3,4,5)P3, comúnmente denominado PIP3 (Cantrell, 

2001).  

 Muchos de los efectos biológicos de PI3K están mediados por la activación 

de la serina-treonina quinasa Akt, también llamada PKB (Protein Kinase B). Hasta el 

momento, se han identificado tres isoformas de Akt: Akt1, Akt2 y Akt3, que 

comparten una estructura común que contiene un dominio PH (Plekstrin Homology) 

en su extremo N-terminal. Como el dominio PH tiene alta afinidad por el PIP3, la 

actividad de PI3K recluta a Akt a la membrana plasmática, donde es activado 

mediante la fosforilación de dos residuos específicos: la Thr308 y la Ser473 (Figura 6). 

La fosforilación de Akt en la Thr308 es necesaria y suficiente para la activación de 
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Akt, sin embargo se necesita que la Ser473 se encuantre fosforilada para que se 

produzca la máxima activación de Akt (Song et al., 2005). La primera quinasa de Akt 

en ser descubierta fue la responsable de la fosforilación de Akt en la Thr308: PDK1 (3-

phosphoinositide-dependent protein kinase 1), una quinasa que también tiene el dominio 

PH y que, por tanto, también es reclutada a la membrana plasmática por PIP3. 

Aunque no ha resultado tan sencillo dilucidar cuál es la quinasa implicada en la 

fosforilación de la Ser473, razón por la que se la denominaba de forma genérica 

PDK2, algunos autores han propuesto recientemente que la proteína responsable es 

mTORC2 (Bhaskar y Hay, 2007). Se han identificado multitud de sustratos de Akt, 

incluyendo, entre otros, la proteína proapoptótica BAD, el factor de transcripción 

CREB, miembros de la familia Fox (Forkhead box), IκB o procaspasa 9. Debido a la 

gran variedad de proteínas fosforiladas por Akt, esta quinasa ha surgido como un 

importante mediador en la proliferación, diferenciación, y supervivencia celular, 

otorgándole un importante papel en la tumorigénesis y la resistencia a 

quimioterapia (Neri et al., 2002; West et al., 2002). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 6. Esquema de la vía de señalización de PI3K/Akt
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nTGFβ puede activar, rápidamente y de forma independiente de la activación 

de Smads, PI3K e inducir, de esa forma, la fosforilación de Akt. Además, se ha 

demostrado que TβRII y p85, la subunidad reguladora de PI3K, colocalizan 

constitutivamente y que TβRI también colocaliza con p85 en respuesta a TGFβ. 

Aunque esta asociación entre p85 y los receptores de TGFβ no es directa, se ha 

demostrado que la actividad quinasa de los receptores es necesaria para la 

activación de la vía, ya que el tratamiento con un inhibidor de la actividad de TβRI 

bloquea la activación de Akt en respuesta al tratamiento con TGFβ. La vía de 

PI3K/Akt es otra de las vías de señalización independiente de Smads que contribuye 

a la TEM inducida por TGFβ, ya que está implicada en la reorganización de los 

filamentos de actina y en la migración celular. Además de participar en la TEM, 

PI3K media las alteraciones morfológicas y el incremento en la expresión de genes 

de la matriz extracelular y la proliferación celular inducida por TGFβ en 

fibroblastos. Por otro lado, la activación de la vía de PI3K/Akt puede inhibir los 

efectos mediados por las Smads, como, por ejemplo, la inhibición del crecimiento e 

inducción de la apoptosis, debido a la interacción directa entre Akt y Smad3 y al 

efecto de Akt inhibiendo la localización nuclear de FoxO, un importante cofactor de 

las Smads (Moustakas y Heldin, 2005; Zhang, 2009). 

2.6. Funciones biológicas de TGFβ 

Las 3 isoformas de TGFβ modulan un amplio abanico de actividades 

biológicas en distintos tipos celulares. Así, TGFβ1 participa en la regulación de la 

proliferación, la apoptosis, la migración y la diferenciación celular. Además, regula 

la TEM y la angiogénesis y es un potente inductor de la expresión de diferentes 

proteínas como componentes de la matriz extracelular e integrinas. Sin embargo, es 

importante resaltar que el efecto  específico de depende del tipo celular. Por 

ejemplo, en la mayoría de tipos celulares, TGFβ1 se considera un importante factor 

antiproliferativo, pero promueve la proliferación celular de fibroblastos (Izzi y 

Attisano, 2006; Werner y Grose, 2003). TGFβ1 no solo ejerce diferentes funciones 

dependiendo del tipo celular, sino que, además, dependiendo del estado de la célula 

puede ejercer efectos opuestos. De esta forma, en diferentes tipos de tumores, como 
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el cancer de mama, TGFβ1 comienza actuando como un supresor de tumores en los 

primeros estadíos y, progresivamente, se transforma en un promotor tumoral a 

medida que se alcanzan los estadíos mas avanzados del cancer (Reiss y Barcellos-

Hoff, 1997).  

2.6.1. Papel de TGFβ en la cicatrización 
De entre todos los factores que participan en la regulación de la cicatrización 

(Tabla 2), TGFβ es uno de los más estudiados. Desde el momento en que se produce 

una herida, se comienza a liberar TGFβ en la zona dañada por acción, en primer 

lugar, de las plaquetas, pero también por los distintos tipos celulares reclutados a la 

zona dañada, como neutrófilos, macrófagos, fibroblastos  y queratinocitos. Esto hace 

que a lo largo de la cicatrización siempre encontremos altos niveles de TGFβ que 

ejerce diferentes funciones sobre las células responsables de la reparación (Figura 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Efecto de TGFβ en la herida (adaptado de Werner y Grose, 2003) 
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nLa presencia de TGFβ en el tejido de granulación parecía corroborar la 

importancia de este factor para alcanzar una cicatrización eficiente, ya que estimula 

la angiogénesis, la proliferación de los fibroblastos, la diferenciación de 

miofibroblastos y la síntesis de matriz extracelular. Además, la amplicación de 

TGFβ1 exógeno en la zona de la herida produce un efecto beneficioso en la 

cicatrización. Sin embargo, otros estudios que se han llevado a cabo posteriormente 

no otorgan a TGFβ1 un papel tan beneficioso en la cicatrización. En primer lugar, en 

la reparación de heridas fetales, que no producen cicatriz, se expresa 

fundamentalmente TGFβ3 y apenas hay expresión de TGFβ1. La aplicación de 

TGFβ3 o de anticuerpos neutralizantes de TGFβ1 y TGFβ2 reduce la formación de 

cicatriz en heridas realizadas a ratones adultos. En cambio, la aplicación de TGFβ1 a 

heridas fetales induce la formación de cicatriz tras la reparación. Luego, TGFβ tiene 

un papel fundamental en la formación de tejido cicatricial y, por lo tanto, en la 

recuperación funcional de la herida. Además, en experimentos realizados con 

ratones modificados genéticamente, se ha demostrado que TGFβ1 inhibe la 

proliferación de los queratinocitos, por lo que se altera la reepitelización y se retrasa 

el cierre de la herida (Werner y Grose, 2003). 
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3. Endoglina 

Endoglina (CD105) fue identificada a mediados de los años 80 con el 

anticuerpo monoclonal 44G4, generado al inmunizar ratones BALB/c con una línea 

celular linfoblástica humana (Gougos y Letarte, 1988b).  El cDNA de endoglina fue 

aislado en 1990 y se encontró que la proteína para la que codificaba era una proteína 

integral de membrana tipo I (Gougos y Letarte, 1990). En 1993, durante el V Taller 

Internacional sobre antígenos de diferenciación de leucocitos humanos, se le asignó 

el grupo de diferenciación CD105, ya que aumenta su expresión en la transición de 

monocito a macrófago (Lastres et al., 1992; O'Connell et al., 1992). El gen que codifica 

endoglina (ENG) está localizado, en humanos, en el cromosoma 9q34 (Fernandez-

Ruiz et al., 1993) mientras que, en ratones, se encuentra en el cromosoma 2 (Qureshi 

et al., 1995). 

3.1. Expresión y distribución celular 

Los mayores niveles de expresión de endoglina los encontramos en el 

endotelio vascular, que es donde se identificó originalmente (Gougos y Letarte, 

1988b). De hecho se expresa fundamentalmente en todo tipo de células endoteliales, 

tanto de arterias como de venas o capilares y tanto en células adultas como 

embrionarias; por lo que es considerada un marcador endotelial (Bourdeau et al., 

2000; Cheifetz et al., 1992; Gougos y Letarte, 1988a; Gougos y Letarte, 1988b). Su 

expresión se ve incrementada en células endoteliales en zonas donde se está 

produciendo una angiogénesis activa (Bodey et al., 1998c; Burrows et al., 1995; Duff 

et al., 2003; Fonsatti et al., 2003), en zonas donde hay una lesión vascular (Botella et 

al., 2002; Conley et al., 2000; Ma et al., 2000), en el endotelio de algunas patologías de 

la piel (van de Kerkhof et al., 1998; Westphal et al., 1993), en enfermedades 

autoinmunes (Marazuela et al., 1995) y en el endotelio de algunos tumores sólidos 

(Burrows et al., 1995; Duff et al., 2003; Fonsatti et al., 2003).  

Además de en células endoteliales, se ha descrito la expresión de endoglina en 

células de origen hematopoyético, como precursores de células B (Zhang et al., 

1996), proeritroblastos (Buhring et al., 1991), macrófagos (Lastres et al., 1992; 
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nO'Connell et al., 1992) y células estromales de la médula ósea (Robledo et al., 1996; 

Rokhlin et al., 1995; St-Jacques et al., 1994a). También se expresa en fibroblastos 

(Gougos y Letarte, 1988a; Robledo et al., 1996), células de músculo liso vascular 

(Adam et al., 1998), sincitiotrofoblastos de la placenta (Gougos et al., 1992; St-Jacques 

et al., 1994b), condrocitos del cartílago (Parker et al., 2003), células mesangiales de 

riñón (Diez-Marques et al., 2002; Rodriguez-Barbero et al., 2001), células estrelladas 

de hígado (Meurer et al., 2005) y, también, en ciertos tumores como melanomas 

(Altomonte et al., 1996; Bodey et al., 1998c) o cáncer de próstata (Liu et al., 2002). 

Algunos autores han descrito que endoglina puede localizarse en caveolas 

(Toporsian et al., 2005) y, más recientemente, se ha comprobado que caveolina-1, la 

proteína mayoritaria de las caveolas, interacciona y coopera con la señalización de 

TGFβ/ALK1 (Santibanez et al., 2008). 

3.2. Estructura 

Endoglina es una proteína homodimérica de 180kDa compuesta por dos 

subunidades de 90kDa unidas por puentes disulfuro (Figura 8). Posee 

oligosacáridos unidos a las cadenas peptídicas a través de enlaces N-Asn y O-

Ser/Thr, que constituyen, aproximadamente, el 20% en peso sobre el total de la 

glicoproteína (Gougos y Letarte, 1988a). La glicoproteína humana tiene un dominio 

extracelular de 561 aminoácidos; los primeros 25 aminoácidos corresponden al 

péptido señal, que dirige a la proteína hacia la membrana donde es eliminado. A 

continuación, contiene un largo dominio extracelular con varios sitios de N-

glicosilación y un dominio conservado implicado en interacciones proteína-

proteína, denominado “zona pelúcida” (ZP) (Jovine et al., 2005). Este dominio ZP 

está compuesto por 260 aminoácidos con, al menos, ocho residuos de cisteína 

conservados. El dominio ZP está implicado en la oligomerización de endoglina y en 

interacciones con los receptores de TGFβ, TβRII y ALK5 (Guerrero-Esteo et al., 2002; 

Llorca et al., 2007). En su dominio extracelular, endoglina humana también presenta 

el tripéptido RGD (arginina-glicina-ácido aspártico), que se considera implicado en 

adhesión celular (Cheifetz et al., 1992; Gougos y Letarte, 1990). Este péptido se 

encuentra, fundamentalmente, en proteínas de la matriz extracelular, como 
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fibronectina, vitronectina, factor von Willebrand, colágeno tipo I y fibrinógeno, y es 

reconocido por integrinas de la superficie celular (Ruoslahti y Pierschbacher, 1987). 

Sin embargo, la identidad de las proteínas de tipo integrina que, potencialmente, 

podrían interaccionar con el dominio RGD de endoglina, se desconoce hasta la 

fecha. La proteína de ratón, a pesar de presentar un 72% de homología con la 

humana, no presenta el tripéptido RGD (St-Jacques et al., 1994a). 

Después del dominio extracelular, endoglina posee una única región 

transmembrana y un corto dominio citoplasmático que se encuentra 

constitutivamente fosforilado en células endoteliales y fibroblastos (Lastres et al., 

1994; Yamashita et al., 1994a). En sus tres últimos residuos carboxi-terminales se 

encuentra un dominio de unión a motivos PDZ tipo I de otras proteínas que parece 

ser importante en la regulación de su fosforilación por parte de los receptores tipo I 

y II (Guerrero-Esteo et al., 2002; Koleva et al., 2006; Lastres et al., 1994).  
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nSe han descrito dos isoformas distintas de endoglina (L, large or long; S, small or 

short) que se originan por splicing alternativo (Figura 9) y que difieren, únicamente, 

en su dominio citoplasmático. La forma predominante es L-endoglina, formada por 

658 aminoácidos de los cuales 47 forman el dominio intracelular, mientras que S-

endoglina está compuesta por 625 aminoácidos, con una cola corta citoplasmática de 

14 aminoácidos. Ambas isoformas solo tienen siete aminoácidos en común en su 

región intracelular (Bellon et al., 1993). En el caso de la endoglina murina, L-

endoglina está compuesta por 653 aminoácidos y S-endoglina por 641 aminoácidos. 

La diferencia entre ambas isoformas se debe a que, en la isoforma corta, el último 

intrón de endoglina no se elimina, por lo que permanece en el mRNA maduro. Este 

intrón introduce un codón de parada prematuro que conduce a la traducción de una 

proteína más corta (Bellon et al., 1993). La principal diferencia entre las dos 

isoformas es que S-endoglina carece del motivo PDZ (SMA), presente en la isoforma 

larga. Además, la isoforma S carece de la Ser621 (Ser616 en ratón), un sitio potencial de 

fosforilación de la proteína quinasa C (PKC) (Lastres et al., 1994). La isoforma L es la 

forma predominante en células endoteliales mientras que la isoforma S se expresa 

significativamente en hígado y pulmón (Bellon et al., 1993).  
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3.3. Funciones celulares de endoglina 

La proteína endoglina, al no poseer ningún dominio catalítico, es considerada 

como un receptor auxiliar de TGFβ, ya que une TGFβ1 y TGFβ3 con gran afinidad, 

pero solo en presencia de los correspondientes receptores tipo I y tipo II. Sin 

embargo no es capaz de unir TGFβ2 (Barbara et al., 1999; Blanco et al., 2005; Cheifetz 

et al., 1992; Letamendia et al., 1998b). En estudios in vitro, se ha comprobado que 

también es capaz de unir otros miembros de la superfamilia de TGFβ: activina-A, 

BMP-2 y BMP-7, siempre en presencia de sus respectivos receptores, aunque 

recientemente se ha visto que puede unir BMP-9 por sí sola, por lo que podría estar 

implicada en distintas vías de señalización (Barbara et al., 1999; Scharpfenecker et al., 

2007).  

TGFβ regula el estado de activación endotelial mediante un equilibrio entre la 

activación de ALK1 y de ALK5 (Goumans et al., 2002). Mientras que la activación de 

ALK5 inhibe la proliferación y la migración, ALK1 las estimula (Goumans et al., 

2003b). Algunos autores defienden que endoglina favorece la señalización a través 

de ALK1 en células endoteliales, por lo que estimula su proliferación y migración 

(Blanco et al., 2005; Lebrin et al., 2004). Según estos autores, endoglina actuaría como 

un interruptor molecular. En ausencia de endoglina, la señalización de TGFβ1 se 

canalizaría por ALK5 y Smad2/3, lo que conduciría a la inhibición de la proliferación 

y la migración y, por tanto, a un endotelio quiescente. En presencia de endoglina, la 

señalización de TGFβ1 se desviaría de ALK5 a ALK1 y Smad1/5, lo que promovería 

la proliferación y migración de las células endoteliales y la angiogénesis. En cambio, 

otros autores han mostrado que es la deficiencia de endoglina en las células 

endoteliales la que favorece la señalización por Smad1/5 aumentando la 

proliferación de estas células (Pece-Barbara et al., 2005). Recientemente, ha aparecido 

un estudio en el que se muestra cómo endoglina favorece la señalización de TGFβ a 

través de Smad1/5 y sugieren que esto produce una inhibición de la migración de 

las células endoteliales (Lee et al., 2008). Además, se ha encontrado que la forma 

soluble de endoglina, al igual que ocurre con la forma soluble de betaglicano, 

bloquea la unión de TGFβ1 a sus receptores e inhibe la señalización vía ALK5 en 

células endoteliales (Levine et al., 2006; Venkatesha et al., 2006). En el último año, 
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nnuestro grupo ha descrito que las isoformas L y S-endoglina modulan de manera 

diferente la señalización de TGFβ en mioblastos L6E9 y que esto provoca diferencias 

en determinadas propiedades celulares (Figura 10). De esta forma, mientras que la 

sobrexpresión de L-endoglina favorece la señalización por Smad1/5 y promueve la 

proliferación celular, la sobrexpresión de S-endoglina favorece la fosforilación de 

Smad3 y aumenta la síntesis de moléculas de la matriz de extracelular  (Velasco et 

al., 2008). Además, estos resultados demuestran, en consonancia con otros estudios 

(Goumans et al., 2003b; Liu et al., 2009), que para que se produzca la señalización a 

través de ALK1, es necesaria la presencia funcional de ALK5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Varios trabajos han descrito cómo endoglina es capaz de bloquear algunas 

acciones ejercidas por TGFβ en distintos tipos celulares (Diez-Marques et al., 2002; 

Lastres et al., 1996; Letamendia et al., 1998b; Li et al., 2000b; Obreo et al., 2004). Se ha 

propuesto un posible mecanismo de acción según el cual la endoglina secuestraría el 

ligando y evitaría su unión a los receptores, o bien, regularía directamente la 

actividad quinasa de los receptores, ya que en presencia de endoglina, la 

Smad4
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Figura 10. Modelo de la regulación de la señalización del TGFβ1 por las diferentes 
isoformas de endoglina 
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fosforilación de ambos receptores se encuentra alterada (Barbara et al., 1999; 

Guerrero-Esteo et al., 2002). Además, TGFβ aumenta la expresión de endoglina, lo 

que requiere los factores Sp1 y Smad3 y/o Smad4 (Botella et al., 2001). También se ha 

demostrado que la hipoxia es un potente estimulador de la expresión del gen de 

endoglina en células endoteliales y que esta inducción protege las células de la 

apoptosis inducida por TGFβ (Li et al., 2003; Sanchez-Elsner et al., 2002).  

Además del papel de endoglina como correceptor de TGFβ, se ha propuesto 

que debe desempeñar funciones independientes de esta vía de señalización (Figura 

11), basándose en el hecho de que en la superficie de la célula endotelial existen 100 

veces más moléculas de endoglina que complejos de receptores (Cheifetz et al., 1992; 

Qu et al., 1998). La sobreexpresión de endoglina en fibroblastos y células de músculo 

liso vascular conduce a una alteración en la migración, adhesión y morfología 

celular, lo que sugiere un papel en la organización del citoesqueleto (Guerrero-Esteo 

et al., 1999). En concreto, se ha demostrado que endoglina interacciona con proteínas 

de la familia LIM, como zyxina, que controla la composición de las adhesiones 

focales y la migración (Conley et al., 2004), y ZRP-1 (Zyxin-Related protein-1), que 

interviene en la organización de las fibras de estrés (Sanz-Rodriguez et al., 2004). 

También se ha visto que su tallo citoplasmático interacciona con β-arrestina2 

alterando la distribución subcelular y la activación de Erk inhibiendo así la 

migración celular (Lee y Blobe, 2007). Además, la expresión de endoglina reduce la 

síntesis de colágeno cuando Erk1/2 está activada (Rodriguez-Barbero et al., 2006). 

 Por otro lado, se ha descrito el papel de endoglina como un importante 

regulador de la función de la eNOS (endotelial Nitric Oxide Synthase), actuando como 

una proteína de anclaje entre esta y Hsp90 citoplasmática, chaperona fundamental 

en la actividad de la enzima (Toporsian et al., 2005). A su vez, estudios llevados a 

cabo en nuestro laboratorio han mostrado que existe una menor expresión de eNOS 

en ratones haploinsuficientes para endoglina (Jerkic et al., 2004).  
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3.4. Importancia fisiológica y fisiopatológica 

3.4.1. Telangiectasia Hemorrágica Hereditaria tipo I (HHT-1) 
Las mutaciones en el gen de endoglina son causantes de la Telangiectasia 

Hemorrágica Hereditaria tipo I (HHT1) o Síndrome de Rendu-Osler-Weber, que es 

una enfermedad vascular autosómica dominante. Se caracteriza fundamentalmente 

por la aparición de estructuras vasculares anormales que conducen a frecuentes 

hemorragias nasales (epistaxias), telangiectasias y malformaciones arterio-venosas 

(AVM de Arterio-venous Malformations). Las telangiectasias son pequeñas 

dilataciones de los capilares que se observan clínicamente como manchas rosadas. 

Aparecen en piel y mucosas, frecuentemente en labios, cavidad oral, nariz, región 

cercana a las uñas, palmas de las manos o en el tracto digestivo (Figura 12). Las 

AVM consisten en conexiones directas entre arteriolas y vénulas sin intervención de 

capilares (Figura 13). Estas estructuras, muy frágiles y que pueden romperse dando 

lugar a hemorragias, se producen fundamentalmente en órganos internos, como 

pulmones, hígado, cerebro o médula espinal (Shovlin y Letarte, 1999). Los estudios 

más recientes indican que la prevalencia media de la HHT se halla en torno a 

1/5.000-1/8.000 (Fernandez-L et al., 2006a). 

L-endoglina

Citoesqueleto

HSP90

eNOS

NO MAPKs

β-arrestina

Zyxina

ZRP-1

Migración celularTono vascular, 
angiogénesis

Figura 11. Funciones de la endoglina independientes de TGFβ (Adaptado de Lebrin y 
Mummery, 2008) 
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Existen otros tipos de HHT, como la HHT2 caracterizada por mutaciones en el 

gen de ALK1 (ACVRL1) (Johnson et al., 1996). Pero, además, se han encontrado 

pacientes con características clínicas de HHT sin mutaciones en los genes de 

endoglina o ALK1, sugiriéndose la existencia de otros genes ligados a la 

enfermedad. La HHT1 y la HHT2 se consideran clínicamente indistinguibles 

(Shovlin et al., 2000). El predominio de uno u otro tipo de HHT está relacionado con 

la localización geográfica, siendo HHT1 más frecuente en Norteamérica, Canadá 

(Abdalla et al., 2003; Abdalla et al., 2000) o en el norte de Europa (Letteboer et al., 

2005), mientras que HHT2 prevalece en países de la cuenca mediterránea como 

Italia (Lastella et al., 2003), Francia (Lesca et al., 2006) y España (Fernandez-L et al., 

2006b; Fontalba et al., 2008). Se han descrito dos loci más de HHT en pacientes que 

no tienen mutaciones en endoglina ni en ALK1: HHT3 en el cromosoma 5 (Cole et 

al., 2005) y HHT4 en el cromosoma 7 (Bayrak-Toydemir et al., 2006). Algunas 

mutaciones en el gen de Smad4 (SMAD4, cromosoma 18) pueden causar un 

síndrome que presenta poliposis juvenil y fenotipo de HHT. Este síndrome se 

conoce  como JP-HHT (Gallione et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B

C D

Figura 12. Telangiectasias en pacientes con HHT. Los pacientes con 
HHT pueden presentar estas telangiectasias en labios (A), palmas de las 
manos (B), lengua (C) o nariz (D) entre otros. 
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nHasta la fecha, se han descrito 248 mutaciones distintas en el gen que codifica 

endoglina, pero este número aumenta de manera continua. Estas mutaciones 

incluyen deleciones, inserciones y mutaciones sin sentido que, en un 80% de los 

casos, llevan a la introducción de codones de parada prematuros y, con ello, a 

proteínas truncadas (Abdalla y Letarte, 2006). Clásicamente, se ha considerado que 

el mecanismo causante de la enfermedad es la haploinsuficiencia, es decir, la 

producción de una mutación que provoca una reducción en los niveles de 

mensajero y de la proteína. De esta forma, las células endoteliales de los enfermos 

cuentan, únicamente, con la mitad de la proteína y la proteína producida por una 

sola copia del gen no es suficiente para garantizar una función normal (Marchuk, 

1998; Shovlin et al., 1997). Lux y colaboradores han encontrado varias mutaciones en 

el gen de endoglina que, expresadas in vitro, no son capaces de alcanzar la 

membrana celular, pero que actúan como un dominante negativo secuestrando a la 

proteína silvestre en el interior de la célula (Lux et al., 2000). La causa molecular de 

la HHT se ha considerado que es la disfunción de la señalización de TGFβ en células 

endoteliales. Se ha visto que, en células endoteliales aisladas de sangre periférica de 

pacientes con HHT, la vía de señalización de TGFβ se encuentra alterada 

(Fernandez-L et al., 2005); además, los niveles plasmáticos de TGFβ se encuentran 

reducidos en pacientes con HHT1 (Letarte et al., 2005). 
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Figura 13. Malformaciones arteriovenosas. (A) Angiografía de un paciente que 
presenta una malformación arteriovenosa pulmonar simple. (B) Esquema de la 
evolución de una malformación arteriovenosa.  
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Los ratones heterocigóticos para endoglina (Eng+/-), que son viables, resultan 

un buen modelo animal para el estudio de la HHT1 (Bourdeau et al., 1999). Los 

cultivos de células endoteliales obtenidas a partir de sangre periférica pueden ser 

también un modelo adecuado para el estudio de las bases moleculares y celulares de 

la enfermedad, ya que presentan un gran número de alteraciones en sus funciones 

biológicas que pueden explicar las manifestaciones clínicas de los pacientes 

(Fernandez-L et al., 2007; Fernandez-L et al., 2005). 

3.4.2. Endoglina soluble 
A pesar de que endoglina es una proteína de membrana, se pueden encontrar 

bajos niveles de la proteína soluble en plasma (sEng). La aparición de esta forma 

soluble de la proteína se debe, probablemente, a un corte proteolítico de la isoforma 

de membrana, como ocurre con betaglicano, que puede ser cortado por la 

metaloproteasa 1 (MT1-MMP) (Velasco-Loyden et al., 2004). La forma soluble de 

endoglina puede encontrarse tanto libre como unida a TGFβ1 y estos niveles pueden 

estar aumentados en ciertas patologías. La concentración plasmática de complejos 

endoglina-TGFβ se encuentra aumentada en pacientes con cáncer de mama (Li et al., 

1998), mientras que altos niveles de endoglina soluble libre parecen correlacionarse 

con el riesgo de desarrollar metástasis en estos pacientes (Li et al., 2000a). Asimismo, 

se ha detectado esta correlación en pacientes con cáncer  de colon y pulmón 

(Takahashi et al., 2001); estos estudios indican que la sEng podría servir como 

marcador pronóstico de la progresión tumoral en varios tipos de cáncer (Fonsatti et 

al., 2003). Otros estudios muestran una elevada concentración de la proteína soluble 

en leucemia mieloide aguda, desórdenes mieloproliferativos crónicos (Calabro et al., 

2003) y esclerosis sistémica (Fujimoto et al., 2006). 

Recientemente, se le ha asignado un papel importante a sEng en la 

preeclampsia. Esta enfermedad, exclusiva de la gestación de seres humanos y que 

afecta a un 5% de los embarazos, está caracterizada por un aumento de la presión 

arterial y proteinuria que causa una alta morbilidad perinatal y mortalidad maternal 

(Sibai et al., 2005). En el suero de las mujeres embarazadas que presentan esta 
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nenfermedad, se han encontrado altos niveles de sEng que se correlacionan con la 

gravedad de la alteración (Levine et al., 2006; Venkatesha et al., 2006).  

Existen otros trabajos en los que se relaciona sEng con diferentes procesos 

fisiopatológicos. Por ejemplo, un estudio reciente realizado en nuestro laboratorio 

en pacientes que habían sufrido un infarto agudo de miocardio, muestra como una 

disminución drástica en los niveles de endoglina soluble en plasma después del 

infarto se correlaciona con un peor pronóstico en la recuperación, es decir, con una 

mayor morbilidad a corto plazo (Cruz-Gonzalez et al., 2008). 

3.4.3. Angiogénesis 
La angiogénesis es un proceso muy complejo que permite la formación de 

nuevos vasos sanguíneos a partir de vasos preexistentes (Pepper, 1997). Además de 

su papel en el desarrollo, la angiogénesis es fundamental en la vida adulta para el 

mantenimiento de la integridad de los vasos. El papel de endoglina en la 

angiogénesis se puso de manifiesto con la creación de ratones knockout para 

endoglina. Los ratones deficientes en el gen de endoglina (Eng-/-) tienen defectos 

vasculares y cardiovasculares que conducen a su muerte embrionaria 

aproximadamente entre los días 10-11 de gestación. A día 9, los embriones no son 

capaces de formar estructuras vasculares maduras en el saco vitelino, observándose 

la dilatación de los vasos sanguíneos, su ruptura y la presencia de hemorragias 

(Arthur et al., 2000; Bourdeau et al., 1999; Li et al., 1999). Los ratones heterocigotos 

Eng+/- tienen un desarrollo vascular normal, pero los ratones adultos poseen 

deficiencias en la neoangiogénesis tumoral tanto in vitro como in vivo (Duwel et al., 

2007; Jerkic et al., 2006b). Las células endoteliales derivadas de estos ratones 

muestran una menor proliferación, migración e incremento de la producción de 

colágeno además de una menor producción de óxido nítrico y secreción de VEGF 

(Jerkic et al., 2006b). La relación directa entre la expresión de eNOS y la expresión de 

endoglina ha sido descrita por diferentes autores (Jerkic et al., 2004; Toporsian et al., 

2005). El incremento de eNOS dependiente de endoglina está mediado, al menos en 

parte, por un mecanismo post-transcripcional que implica la asociación de la 

endoglina con proteínas de las caveolas. Allí se asocia con eNOS y modula su 
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actividad funcionando como una proteína de anclaje con Hsp90, una chaperona 

fundamental, como ya hemos mencionado, para la actividad de eNOS (Toporsian et 

al., 2005). Puesto que se ha descrito que TGFβ aumenta la expresión de eNOS vía 

Smad2 (Saura et al., 2005), recientemente se ha sugerido que endoglina podría 

aumentar la expresión de eNOS al incrementar los niveles de Smad2 (Santibanez et 

al., 2007). Además, la expresión de endoglina se correlaciona inversamente con la 

expresión de la enzima ciclooxigenasa-2 (Jerkic et al., 2006a), otra enzima implicada 

en el control de la angiogénesis. 

3.4.4. Procesos tumorales 
La noción de que la angiogénesis es crucial en el crecimiento y progresión de 

los tumores, así como la demostración de que endoglina se sobreexpresa cuando el 

endotelio está proliferando y su función en la formación de los vasos, sugieren que 

endoglina puede tener relevancia en el diagnóstico, pronóstico y terapéutica de las 

enfermedades cancerígenas (Duff et al., 2003; Fonsatti et al., 2003). Además, se ha 

demostrado que la expresión de endoglina se encuentra muy aumentada en la 

vasculatura de tumores sólidos (Burrows et al., 1995). De hecho, en los vasos de 

tejidos adultos no malignos, incluyendo lesiones preneoplásicas, la expresión de 

endoglina es mucho más débil que en los vasos de los tumores y, con frecuencia, se 

restringe a los capilares (Fonsatti et al., 2000).  

Varios estudios han descrito a endoglina como un potente marcador en la 

vasculatura de diversos tumores sólidos y hematopoyéticos como cancer de mama 

(Kumar et al., 1999), de próstata (Kassouf et al., 2004), de cerviz (Brewer et al., 2000), 

colorrectal (Akagi et al., 2002), cáncer de pulmón de células macrocíticas (Tanaka et 

al., 2001), tumores escamosos de cabeza y cuello (Kyzas et al., 2006), carcinoma renal 

(Sandlund et al., 2006), adenocarcinoma esofageal (Saad et al., 2005), carcinoma 

endometrial (Saad et al., 2003), mieloma múltiple (Pruneri et al., 2002) y leucemia de 

células pilosas (Pruneri et al., 2003). En estudios realizados en células endoteliales 

procedentes de vasos tumorales se ha encontrado que existe una correlación entre el 

aumento en la expresión de endoglina y la proliferación, sugiriendo que la 

supresión de endoglina podría usarse como inhibidor de la angiogénesis tumoral 
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n(Miller et al., 1999). Además, se ha correlacionado el número de vasos positivos para 

endoglina con el riesgo de desarrollar metástasis en tumores de colon, cáncer oral, 

carcinoma hepatocelular y cáncer endometrial (Chien et al., 2006; Erdem et al., 2006; 

Kumar et al., 1999; Romani et al., 2006; Saad et al., 2004; Yang et al., 2006). Sin 

embargo, en células de cáncer de próstata, endoglina suprime la adhesión celular, la 

motilidad y la invasión mediante la activación de la vía TGFβ1/ALK2/Smad1 (Craft 

et al., 2007; Liu et al., 2002); es más, la expresión de endoglina disminuye en la 

progresión del cáncer de próstata pudiendo tener un papel supresor de tumores en 

dicho cáncer.   

 La relación de la endoglina con los tumores no se debe únicamente a los 

procesos de angiogénesis, puesto que se ha comprobado que ciertos tipos de células 

tumorales expresan endoglina. Este es el caso de los melanomas (Altomonte et al., 

1996), coriocarcinomas (Letamendia et al., 1998a) y tumores de origen 

hematopoyético, en concreto, de linajes monocíticos (Lastres et al., 1996) y de 

linfocitos B (Zhang et al., 1996). El papel de endoglina en estas células se ha 

relacionado con la modulación de la respuesta antiproliferativa de TGFβ. La pérdida 

del efecto antiproliferativo de TGFβ es un punto clave en el desarrollo de muchos 

procesos tumorales (Serra y Moses, 1996). En este sentido se ha relacionado la 

sobreexpresión de endoglina en células mieloides tumorales con la pérdida del 

efecto antiproliferativo de TGFβ (Calabro et al., 2003). Endoglina es también 

importante en la carcinogénesis epidérmica modulando la señalización de TGFβ1 

(Perez-Gomez et al., 2007). Por otro lado, la falta de expresión de endoglina 

disminuye la aparición de tumores, aunque aquellos que se desarrollan son más 

malignos que los presentes en un fondo genético con niveles normales de endoglina 

(Quintanilla et al., 2003). 
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3.4.5. Procesos de desarrollo y reparación 
Además de los tumores sólidos, se ha encontrado sobreexpresión de 

endoglina en células endoteliales de embriones, tejidos en cicatrización, tejidos 

infartados, psoriasis, artritis reumatoide, ateroesclerosis, nefritis crónica, etc. 

(Conley et al., 2000; Roy-Chaudhury et al., 1997; Rulo et al., 1995; Szekanecz et al., 

1995; van de Kerkhof et al., 1998). Algunas investigaciones recientes de nuestro 

laboratorio han puesto de manifiesto el papel de endoglina en la modulación de la 

fibrosis que se produce en procesos de enfermedad renal progresiva (Rodriguez-

Pena et al., 2002; Rodriguez-Pena et al., 2001). Otros autores han demostrado la 

implicación de endoglina en otros procesos fibróticos (Dharmapatni et al., 2001; 

Leask et al., 2002). 

La expresión de endoglina en fibroblastos y células estromales de diversos 

tejidos abrió diversas líneas de investigación para buscar una posible función de 

esta proteína en procesos de desarrollo y reparación (Qu et al., 1998; Robledo et al., 

1996; Rokhlin et al., 1995; St-Jacques et al., 1994a), sin embargo, nadie se ha planteado 

hasta el momento estudiar el posible papel que puede jugar endoglina en la 

reparación de heridas. 
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 Este trabajo se centra en el estudio del efecto de la expresión de endoglina 

sobre la cicatrización de heridas cutáneas y los procesos celulares que tienen lugar 

en la misma, así como los mecanismos moleculares que median ese efecto. 

 

Para ello nos planteamos los siguientes objetivos: 

1. Analizar la cicatrización de heridas cutáneas de ratones haploinsuficientes de 

endoglina. 

2. Establecer un modelo celular in vitro que nos permita profundizar en las 

diferencias observadas en la cicatrización de esos ratones. 

3. Estudiar el efecto de la expresión de endoglina sobre diferentes propiedades 

celulares implicadas en la cicatrización. 

4. Evaluar el efecto de la expresión de endoglina sobre la señalización y las 

respuestas celulares a TGFβ1. 

5.  Investigar la implicación de Akt como mediador de los efectos celulares de 

endoglina en fibroblastos de piel. 
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1. Experimentos con ratones heterocigóticos 
en endoglina (Eng+/-) 

Estos ratones fueron amablemente cedidos por la Dra. Michelle Letarte 

(Universidad de Toronto, Canadá). Los ratones heterocigóticos para endoglina 

(Eng+/-) fueron generados mediante recombinación homóloga usando células madre 

embrionarias de la cepa 129/Ola. Posteriormente, estos se cruzaron con ratones de la 

cepa C57BL/6 (Bourdeau et al., 1999). En este trabajo se han utilizado los ratones 

Eng+/- y sus hermanos de camada homocigóticos Eng+/+. 

1.1. Mantenimiento y manipulación de los animales 

Los ratones utilizados en nuestros experimentos se mantuvieron en régimen 

de confinamiento controlado en el Servicio de Experimentación Animal de la 

Universidad de Salamanca. Los animales se manipularon siguiendo las 

recomendaciones de la Declaración de Helsinki y los principios del cuidado y la 

utilización de los animales de experimentación estipulados en las regulaciones 

internacionales y en las siguientes instituciones europeas y nacionales: la Directiva 

Europea 86/609/CE de la Unión Europea de 1986,  el Convenio ETS 123 del Consejo 

de Europa de 1986 sobre los animales vertebrados utilizados para experimentación 

y otros fines científicos, ratificada por España en 1990 y cuya revisión se aprobó en 

2006, la Ley del Estado Español 32/2007 de Cuidado de los animales y el Real 

Decreto 1201/2005 sobre la protección de los animales utilizados en experimentación 

y en otros fines científicos. 

1.2. Genotipaje de los ratones 

 El genotipo de los ratones se determinó mediante PCR. Para ello, se digirió 

una pequeña porción del extremo de la cola de los ratones en un tampón de lisis 

(Tris 100 nM, EDTA 5 mM, NaCl 200 mM, SDS 0,2%) al que se añadió proteinasa K, 

durante 24 horas a 55º C. Tras la digestión, el sobrenadante se almacenó a -20ºC. 

Con 0,5 µl de dicho sobrenadante, se procedió a la realización de la PCR para la 
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amplificación de fragmentos específicos del gen de endoglina “silvestre” (o wildtype) 

o mutado. Para ello empleamos los cebadores ya descritos en la literatura (Bourdeau 

et al., 1999; Rodriguez-Pena et al., 2002). 

 El producto de la PCR se separó en un gel de agarosa (Cambrex) con un 

marcador específico de 100 pares de bases (100 bp DNA Ladder-Invitrogen). Se 

comprobaron las bandas de DNA de 300 pb (correspondiente al gen wildtype) y de 

476 pb (correspondiente al gen mutado) utilizando un equipo GelDoc (Bio-Rad). Este 

estudio indicó la presencia de una sola banda (a 300 pb) para los ratones Eng+/+ y 

doble banda (a 300 pb y 476 pb) en el caso de los animales Eng+/-  (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

1.3. Ensayos de cicatrización de heridas cutáneas 

 Los animales se anestesiaron por inhalación con isoflurano/oxígeno y se les 

rasuró el dorso. A continuación, se lavó la piel con povidona yodada y a cada ratón 

se le practicaron dos heridas circulares de aproximadamente 0,5 cm de diámetro, 

una a cada lado de la columna vertebral. Se consideró que este era el sitio idóneo 

para evitar posibles mordeduras en las heridas, misma razón por la que se dispuso a 

los animales en jaulas independientes. Con la ayuda de un plástico transparente, se 

trazó el área inicial de las heridas. Cada dos días los ratones se volvieron a 

anestesiar con isoflurano y se trazó el área de cada herida en el plástico transparente 

hasta que las heridas estuvieron totalmente cerradas. Los trazados de las áreas se 

digitalizaron para su posterior análisis con el programa informático para PC Scion 

Image (Scion Corporation).  

Figura 14. Genotipaje de los ratones heterocigotos. Muestra de un gel 
de agarosa con genotipaje Eng+/+ (una sola banda) y Eng+/- (doble banda) 
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2. Cultivos celulares 

Todas las manipulaciones con cultivos celulares se realizaron en la campana 

de flujo laminar vertical y utilizando material estéril. Los cultivos se mantuvieron en 

un incubador a 37ºC en atmósfera húmeda, con 5% de CO2. Las micrografías de 

células en cultivo con contraste de fase se tomaron con una cámara acoplada a un 

microscopio invertido de contraste de fases (Nikon). 

2.1. Generación de cultivos primarios de fibroblastos de 
dermis de ratón 

Obtuvimos cultivos primarios de fibroblastos de piel de ratón (MDF de 

Murine Dermal Fibroblasts) a partir de un método previamente publicado 

(Bradshaw et al., 1999) y que se describe a continuación. 

Los animales se sacrificaron mediante dislocación cervical y, a 

continuación, se rasuraron y se rociaron con alcohol al 70%. Después, la piel se 

aisló mediante disección roma y se incubó, con una solución de tripsina 0,25% en 

PBS estéril, durante una noche en agitación a 4ºC. Todas las soluciones utilizadas 

en el cultivo contenían penicilina 500 U/ml - estreptomicina 50 µg/ml y 

anfotericina B 2,5 µg/ml. En la campana de flujo laminar, se eliminó la capa 

epidérmica con unas pinzas y la dermis se lavó con PBS y posteriormente se 

digirió a 37ºC con una solución de colagenasa 0,25% en PBS. Después de dejar 

actuar a la colagenasa durante tres horas, se recogió el sobrenadante y se 

eliminaron los restos no disueltos que precipitaron. Por último, se hizo una 

centrifugación a 600 g durante tres minutos, se resuspendió el precipitado y se 

sembró. El medio de cultivo empleado es DMEM (Invitrogen) suplementado con 

10% FBS (Invitrogen), penicilina 500 U/ml - estreptomicina 50 µg/ml, anfotericina 

B 2,5 µg/ml. Se sembraron cinco placas petri de 100 mm de diámetro (BD 

FalconTM) por ratón. 
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2.1.1. Seguimiento y condiciones del cultivo 

A las 72 horas, cuando los fibroblastos ya se habían adherido a las placas 

petri, se lavaron con PBS estéril, para eliminar todo lo que no se había adherido, 

y se realizó un pase 1:1. Se renovó el medio cuando fue necesario y, cuando las 

células alcanzaron la confluencia, se hicieron pases sucesivos 1:4 para eliminar las 

posibles células contaminantes del cultivo, como podrían ser los queratinocitos.  

Obtuvimos así cultivos primarios de dos tipos celulares diferentes: MDF 

haploinsuficientes en endoglina (Eng+/-) y MDF control (Eng+/+). Para evitar la 

posible variabilidad interindividual, se mezclaron los cultivos procedentes de 

tres ratones (Eng+/+ o Eng+/-) cuando estaban en pase 2.  

Debido a que estas células pierden muchas de sus características con las 

duplicaciones, se trabajó siempre en un pase temprano: pase 4. Además, en cada 

cultivo de MDF en pase 4 se comprobó, mediante Western blot, que la relación de 

endoglina entre Eng+/+ y Eng+/- fuera la correcta (aproximadamente el doble de 

endoglina en los Eng+/+ que en los Eng+/-). 

2.2. Fibroblastos NIH3T3 

Los fibroblastos NIH3T3 proceden de una línea celular obtenida 

originalmente a partir de fibroblastos embrionarios de ratón y se suelen emplear 

como un estándar de fibroblastos. Las células se cultivaron en DMEM 

suplementado con 10% de FBS.  

2.3. Tratamiento de los cultivos 

Para algunos de los experimentos descritos las células se trataron con 

diferentes sustancias. Todos los tratamientos se llevaron a cabo en medio de cultivo 

suplementado con 10% FBS. Los tratamientos con TGFβ1 (R&D Systems) se 

realizaron a una concentración final de 50 pM en una sola dosis tanto en 

tratamientos agudos como crónicos. El tratamiento con el anticuerpo neutralizante 

de TGFβ1 (R&D Systems), o α-TGFβ1, se realizó a una concentración final de 500 



Materiales y métodos 
 

51 

M
at

er
ia

l y
 m

ét
o

do
s

ng/ml. El inhibidor de la actividad quinasa de ALK5, SB431542 (Tocris), se usó a una 

concentración final de 5 µM y el inhibidor de la actividad de PI3K, LY294002 

(Sigma-Aldrich), a una concentración final de 10 µM. El tratamiento con los 

inhibidores se añadió 1 hora antes del tratamiento con cualquier agonista.  

2.4. Transfecciones transitorias 

2.4.1. Sobreexpresión transitoria de endoglina 

Sobreexpresamos endoglina en los fibroblastos de piel mediante la 

transfección transitoria de vectores de expresión de L-endoglina (Tabla 3). Los 

fibroblastos se sembraron en placas de 60mm (BD FalconTM) y, cuando alcanzaron el 

50-60% de confluencia, se transfectaron mediante el reactivo jetPEI™ Cationic 

polymer transfection reagent (Polyplus-transfection), siguiendo las instrucciones del 

fabricante, a una N/P (número de residuos de nitrógeno del reactivo por fosfato del 

DNA) de 5. El jetPEI™ es un polímero de polietilenimina que compacta el DNA en 

partículas cargadas positivamente que entran en la célula por endocitosis debido a 

la interacción con los proteoglicanos aniónicos de la membrana. Transcurridas 24 

horas se realizó la extracción de proteínas. 

2.4.2. Ensayos de promotor 

Para realizar los ensayos de promotor, las células se sembraron en placas de 24 

pocillos a una densidad que permitiera obtener entre un 70-80% de confluencia en el 

momento de la transfección. Una vez pegadas, las células se transfectaron con las 

construcciones de DNA indicadas en cada experimento con Lipofectamina 2000 

(Invitrogen) durante 5 horas, según las instrucciones del fabricante. Después de la 

transfección, las células se trataron, o no, con TGFβ1 durante 24 horas, tras lo cual se 

midió la actividad luciferasa de las células utilizando el sistema Dual-Luciferase 

Reporter Assay System (Promega). Para normalizar los resultados, en todos los casos 

se co-transfectó la construcción pRL-TK Renilla Normalizing Luciferase Vector 

(Peinado et al., 2003). Ambas actividades luciferasa (Firefly y Renilla) se 

monitorizaron en un luminómetro Glomax 20/20 luminometer (Promega). Cada 

ensayo se realizó un mínimo de tres veces por cuadriplicado.  
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2.5. Infección estable de los fibroblastos NIH3T3 

 Generamos, mediante infección con un retrovirus, una línea de fibroblastos 

NIH3T3 que sobreexpresan la L-endoglina humana. Para ello, se transfectó la línea 

celular epitelial 293T con el plásmido pCL-Eco, que contiene los genes gag, pol y env 

necesarios para la formación de la partícula vírica, y con el plásmido pBabe-puro 

que contenía el gen de la endoglina humana. A las 48 horas, se recogió el medio de 

cultivo rico en partículas víricas (primer sobrenandante), se pasó por un filtro de 

0,45 µm (Millipore) y se suplementó con 4 µg/ml de polibrene (Sigma-Aldrich). 

Además, se recogío de nuevo el sobrenadante 8 horas más tarde (segundo 

sobrenandante) en las condiciones ya descritas. Para la infección, se incubaron 8x105 

células con el primer sobrenadante durante 8 horas a 37ºC. Este proceso se repitió 

con el segundo sobrenadante. La selección de las células infectadas se llevó a cabo a 

las 24 horas de la infección mediante el tratamiento con 2 µg/ml de puromicina 

durante 3 días. 

 

 

Tabla 3. Construcciones de DNA empleadas para transfección 

Construcción Plásmido Procedencia 

Endoglina humana pCMV5 Cedido por el Dr. C. Bernabéu 

mL-Endo pCDNA3 Cedido por el Dr. M. Quintanilla 

(CAGA)12-Luc pGL3 Cedido por el Dr. P. ten Dijke 

(Bre)2-Luc pGL3 Cedido por el Dr. P. ten Dijke 

FAST pGL2 Cedido por el Dr. M. Quintanilla 

ARE-Luc pGL2 Cedido por el Dr. M. Quintanilla 

pRL-TK pRL Promega 
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3. Análisis de la expresión de proteínas 

3.1. Obtención de extractos de proteínas celulares 

Para la obtención de extractos proteicos totales de células en cultivo, se 

trabajó con las células en un estado de semiconfluencia (aproximadamente un 90%). 

Tras realizar los tratamientos necesarios, las células se lavaron con PBS frío y se 

recogieron, con la ayuda de un rascador, en tampón de lisis (Tris – HCl pH 7,5 mM, 

NaCl 140 mM, EDTA 10 mM, glicerol 10% y NP-40 (Igepal CA-630)) suplementado 

en el momento del experimento con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche). 

Los extractos se centrifugaron a 10000 g a 4ºC durante 10 minutos. Se recuperó la 

fracción soluble y se midió la cantidad proteica total con Bio-Rad Protein Assay (Bio-

Rad) y tampón de lisis como patrón, siguiendo el método Bradford, mediante la 

lectura espectrofotométrica a una longitud de onda de 595 nm (Bradford, 1976). Los 

extractos de proteínas se almacenaron a -40ºC. 

3.2. Western Blot 

 El extracto de proteínas se separó mediante una electroforesis vertical en gel 

SDS-PAGE, con distinto porcentaje de poliacrilamida según el tamaño de la proteína 

para analizar. Para ello, se prepararon las muestras en condiciones 

desnaturalizantes añadiendo tampón de carga (SDS 2%, glicerol 10%, Tris base 125 

mM, azul de bromofenol 0,0005%, pH 6,8, β-mercaptoetanol 1%) e hirviéndolas a 

100ºC durante 5 minutos, según el protocolo clásico ya descrito (Laemmli, 1970). El 

gel se corrió posteriormente en tampón de electroforesis (Tris 25 mM, glicina 192 

mM y SDS 1,7 mM). En aquellas situaciones en las que no eran necesarias 

condiciones desnaturalizantes, los lisados celulares se mezclaron con el tampón de 

carga sin β-mercaptoetanol y no se hirvieron. 



Materiales y métodos 
 
 

54 

 

Tabla 4. Anticuerpos primarios utilizados en Western Blot 

Proteína diana Especie Dilución Procedencia 

Akt1/2 Conejo 1/1000 Santa Cruz Biotechnology 

ALK1 Rata 1/1000 R&D Systems 

ALK5 Conejo 1/1000 Santa Cruz Biotechnology 

Colágeno Iα Conejo 1/1000 Chemicon 

Endoglina humana 
(TEA1/58.1) 

Ratón 1/4 Cedido por el Dr. Sánchez-Madrid 
(Robledo et al., 1998) 

Endoglina murina 
(MJ7/18) 

Rata 1/10 Cedido por el Dr. Bernabéu  
(Ge y Butcher, 1994) 

Erk1/2 Conejo 1/5000 Santa Cruz Biotechnology 

Fibronectina Ratón 1/20000 Sigma-Aldrich 

Fosfo-Akt(Ser) Conejo 1/1000 Cell Signaling 

Fosfo-Akt(Thr) Conejo 1/1000 Cell Signaling 

Fosfo-Erk1/2 Ratón 1/10000 Santa Cruz Biotechnology 

Fosfo-JNK Ratón 1/1000 Santa Cruz Biotechnology 

Fosfo-p38 Conejo 1/1000 Cell Signaling 

Fosfo-Smad1/3 Conejo 1/1000 Cell Signaling 

Fosfo-Smad2 Conejo 1/10000 Cedido por el Dr. Peter ten Dijke 
(Persson et al., 1998) 

Id1 Conejo 1/1000 Santa Cruz Biotechnology 

JNK Conejo 1/1000 Santa Cruz Biotechnology 

p38 Ratón 1/1000 Santa Cruz Biotechnology 

PCNA Ratón 1/1000 BD pharmingen 

TβRII Conejo 1/1000 R&D Systems 

α-Tubulina Ratón 1/5000 Calbiochem 
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Las proteínas se transfirieron después a una membrana PVDF-Inmobilone 

(Millipore) mediante transferencia húmeda, a 400 mA durante 1 hora y 30 minutos a 

temperatura ambiente, o transferencia semi-seca, a 20 V durante 30 minutos a 

temperatura ambiente, en el tampón de transferencia (Tris 25 mM, glicina 19,2 mM a 

un pH 8,3). Tras el proceso de transferencia, se bloquearon los sitios inespecíficos de 

la membrana, durante una hora a temperatura ambiente en agitación, con BSA 

(Sigma-Aldrich) al 3% en tampón de lavado (Tris 25 mM, NaCl 50 mM, KCl 2,5 mM 

y Tween-20 0,1%). 

La membrana de transferencia fue incubada con el anticuerpo primario, a la 

dilución adecuada (tabla 4), durante 1-2 horas a temperatura ambiente o toda la 

noche a 4º C, seguido de tres lavados de 7 minutos con tampón de lavado. El 

anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa se incubó con la membrana, a la 

dilución adecuada (tabla 5), durante 30 minutos a temperatura ambiente. La 

membrana se lavó, de nuevo, antes de detectar la luminiscencia tras la incubación 

con el reactivo ECL (Millipore). La luminiscencia emitida se detectó en exposición 

de película (FUJIfilm) de rayos X. 

Por último se digitalizó la autorradiografía mediante un escáner y el programa 

Adobe PhotoshopTM 7.0.  

 

Tabla 5. Anticuerpos secundarios utilizados en Western Blot 

Anticuerpos conjugados Dilución Procedencia 

Anti-ratón HRP 1/15000 Santa Cruz Biotechnology 

Anti-rata HRP 1/15000 Santa Cruz Biotechnology 

Anti-conejo HRP 1/20000 Santa Cruz Biotechnology 

Anti-cabra HRP 1/10000 Santa Cruz Biotechnology 



Materiales y métodos 
 
 

56 

3.3. Inmunofluorescencia 

Las células se sembraron sobre cubreobjetos de cristal estériles. Una vez 

alcanzada la confluencia adecuada, se eliminó el medio de cultivo y se lavaron con 

PBS a temperatura ambiente. A continuación, se fijaron las células con formalina al 

4% tamponada a pH 7 (Sigma-Aldrich) y, tras un lavado con PBS, se 

permeabilizaron, solo en caso de ser necesario, con metanol absoluto a -20º C. 

Después de la permeabilización, se realizó un nuevo lavado con PBS y se incubaron 

con los anticuerpos primarios durante 1 hora. Tras la incubación, se realizó otro 

lavado con PBS y se incubaron 1 hora con el anticuerpo secundario. Todos los 

anticuerpos se prepararon a la concentración indicada (tabla 6) en una solución BSA 

0,5% en PBS. Después de la incubación con el anticuerpo secundario, se lavó dos 

veces con PBS y se tiñeron los núcleos incubando los cubreobjetos en una solución 

acuosa 1 µM de Hoescht 33258 durante unos segundos. En último lugar se 

montaron los cubreobjetos sobre un portaobjetos utilizando Prolong antifade 

(Invitrogen). Analizamos las preparaciones en un microscopio confocal (Leica). 

 Para la detección de proteínas del citoesqueleto se empleó un protocolo 

alternativo, ya que el metanol puede desestructurarlo. Por ello, se fijaron las células 

con p-Formaldehído al 4% durante 10 minutos y se permeabilizaron con una 

solución de Tritón X-100 0,1%,  BSA 0,2% y azida sódica 0,05% en PBS durante 5 

minutos. 

  

Tabla 6. Anticuerpos utilizados para inmunofluorescencia 

Anticuerpo Dilución Procedencia 

Citoqueratina 6 1/200 Santa Cruz Biotechnology 

α-Actina de Músculo Liso 1/200 Sigma-Aldrich 

Anti-ratón Alexa Fluor 546 1/100 Invitrogen 

Anti-cabra Alexa Fluor 488 1/500 Invitrogen 
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3.4. Histología e inmunohistoquímica 

 Para poder analizar histológicamente la cicatrización de las heridas, 

realizamos heridas en los ratones, según el método que ya hemos descrito, y 

dejamos que cicatrizaran durante el tiempo requerido por el experimento. 

 Los animales se sacrificaron por inhalación de CO2. Se escogió este método 

porque implica una mínima manipulación del animal y, de esa forma, se protegen 

las heridas de posibles daños mecánicos. Se aislaron, mediante disección roma, las 

heridas y la piel circundante y se fijó el tejido durante 24 horas en formalina al 4%. 

El trozo de piel se estiró sobre un papel de filtro, previamente humedecido en 

formalina, para evitar que la piel se enrollase durante el proceso de fijación (Figura 

15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Una vez fijado, el tejido se llevó a la Unidad de patología molecular 

diagnóstica del Centro de Investigación del Cancer (CIC, Salamanca), donde se 

llevaron a cabo el resto de  las técnicas de histología e inmunohistoquímica. 

Figura 15. Aislamiento de las heridas para histología 
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4. Análisis del nivel de expresión génica 

4.1. Extracción de RNA 

Se sembraron las células en placas de 35 mm y se dejó que alcanzaran un 

estado de subconfluencia (aproximadamente el 90%). Cuando estuvieron listas, se 

empleó el kit comercial NucleoSpin®RNA II (Macherey-Nagel) para aislar el RNA. El 

RNA obtenido se cuantificó en un Nanodrop ND-1000  (Nanodrop) y se almacenó a -

80ºC. 

 4.2. Obtención de cDNA 

 Con el fin de sintetizar cDNA, se diluyeron 2 µg de RNA de cada muestra 

con agua DEPC hasta un volumen final de 27,5 µl y se incubaron a 65º C durante 3 

minutos. A continuación, se añadieron 12,5 µl de la mezcla previamente preparada, 

que contenía 2 µl dNTPs (10 mM), 8 µl tampón M-MLV, 1 µl oligodT, 0,5 µl Rnasin® 

(40 U/µl) y 1 µl retrotranscriptasa (RT M-MLV). Los 40 µl totales se incubaron a 42º 

C durante 90 minutos, tiempo necesario para realizar la retrotranscripción. El cDNA 

se almacenó a -40ºC. 

4.3. PCR semicuantitativa 

La reacción de PCR se realizó sobre un volumen final de 50 µl. Cada tubo de 

reacción contenía 1 µl del cDNA previamente obtenido,  1 µl de dNTPs, 1 µl de cada 

cebador, 5 µl de buffer (que ya contiene Mg2+), 0,4 µl de FastStart Taq DNA polimerase 

(Roche) y 40,6 µl de H2O mQ autoclavada. La tabla 7 especifica las secuencias de 

oligonucleótidos, así como la temperatura de anillamiento, empleadas para PCR 

semicuantitativa. La reacción se realizó en un termociclador MyCycler (Bio-Rad). 
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4.4. PCR cuantitativa 

En este caso, la PCR se preparó sobre un volumen final de 20 µl: 1 µl de 

cDNA, 10 µl de la Supermix iQ™SYBR®Green (Bio-Rad), 0,4 µl de cada cebador y 8,2 

µl de H2O mQ. La reacción se llevó a cabo en un termociclador iQ5 (Bio-Rad) y los 

niveles relativos de expresión se calcularon con el software acoplado al 

termociclador, empleando la expresión de RPS13 (Ribosomal protein S13) como 

housekeeping. 

Tabla 7. Cebadores y condiciones de PCR 

Gen diana Cebadores (5’ – 3’) Ta(ºC) 
Tamaño del 

amplicón (pb) 

CTGCTTTGAGTCGTACAAGT 
ALK1 

CCACAATGCCATTGATGATG 
59 91 

CAGACAACAAAGACAATGGG 
ALK5 

ATCATTCCTTCCACAGTAACAG 
59 114 

TGTTGCTGAAAGACTACCTCGT 
Colágeno Iα 

CCTCCCATGTTAAATAGCACCT 
52 285 

GACTTCAGATTGGAATACCTTGG L y S-endoglina 
(extracelular) CAGTGCCGTGTCTTTCTGTAAT 

59 108 

TGGTACATCATTCTCACACAC L y S-endoglina 
(citoplasmático) CACTACGCCATGCTGCTGGTGG 

58 288 (S) y  149 (L) 

ATGTGGACCCCTCCTGATAGT 
Fibronectina 

GCCCAGTGATTTCAGCAAAGG 
59 124 

TGAAGGTCGGTGTGAACGGATTTGGC 
GAPDH 

CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC 
59 983 

GGGCATCGCTCATCTCCAC 
TβRII 

TCCCTGTGAACAATGGGCAT 
59 70 

GATGCTAAATTCCGCCTGAT 
RPS13 

TAGAGCAGAGGCTGTGGATG 
59 120 
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5. Ensayos de proliferación celular 

5.1. Ensayo de proliferación con cristal violeta 

Las células se sembraron por triplicado en placas de 24 pocillos (5 x 103 

células por pocillo). Al día siguiente, se tomó una placa como día 0 y se incubaron el 

resto de las células, con o sin tratamiento, el tiempo requerido en cada experimento.  

Tras eliminar el medio, las células se lavaron una vez con PBS, a temperatura 

ambiente, y se fijaron con formalina al 4% durante 10 minutos. Posteriormente, se 

lavaron con abundante PBS, se tiñeron con solución de cristal violeta 0,2% (300 µl 

por pocillo) y se incubaron, protegidas de la luz, a temperatura ambiente durante 30 

minutos. A continuación, se eliminó la solución de cristal violeta y las células se 

lavaron 2 ó 3 veces con abundante PBS. Tras este tratamiento, las placas con las 

células fijadas y teñidas se dejaron secar a temperatura ambiente y protegidas de la 

luz. Tras 24 horas, se añadió ácido acético 10% (2 ml en cada pocillo), se 

homogeneizó el color y se midió en el espectrofotómetro de placas ELx800 (BIO-TEK 

Instruments) a una longitud de onda de 595 nm. 

5.2. Ensayo de proliferación con MTT 

Para cuantificar la proliferación celular se usó el ensayo de MTT (Metil 

tetrazolio) que es un ensayo de viabilidad celular basado en la actividad metabólica 

celular (Mosmann, 1983). La actividad metabólica se determina incubando las 

células con una sal de tetrazolio (Bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio), de color amarillo y soluble en agua, que es reducida por las 

mitocondrias de las células metabólicamente activas formando un producto de color 

púrpura (formazán), insoluble en soluciones acuosas, cuya absorbancia puede ser 

medida en un espectrofotómetro. 

Los valores de absorbancia obtenidos son directamente proporcionales al 

número de células viables. Se añadieron a cada pocillo 50 µl de una solución 2 

mg/ml de MTT. Tras cuatro horas a 37ºC en oscuridad, se añadieron 500 µl de 

solución solubilizadora (HCl 0,01 M, SDS 10%) por pocillo. Las placas se dejaron 
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toda la noche en el incubador y al día siguiente se midió la absorbancia de las 

muestras a 595 nm en un lector de placas. 

5.3. Determinación del ciclo celular por citometría de 
flujo 

 Las células se lavaron una vez con PBS, se trataron con 1 ml de tripsina 

durante 3 minutos, se recogieron con PBS-CM (ya que el medio de cultivo es 

autofluorescente), se resuspendieron para evitar la formación de agregados y se 

contaron en la cámara Neubauer. A continuación, se centrifugaron a 600 g durante 5 

minutos, se eliminó el sobrenadante y las células se lavaron dos veces con PBS. Por 

último, se fijaron las células con etanol 70% frío durante toda la noche a 4º C. Al día 

siguiente, las células ya fijadas se lavaron dos veces con PBS, se incubaron con 

RNasa (Sigma-Aldrich) durante 30 minutos y se tiñeron con ioduro de propidio 

(Sigma-Aldrich) durante 1-3 horas, a temperatura ambiente y en agitación continua. 

Tras este tiempo, se estudió el perfil del ciclo celular en el citómetro FACScalibur 

(BD). Se empleó el programa CellQuest para adquirir los datos y el programa Modfit 

para analizarlos. 

6. Ensayos de migración celular 

6.1. Wound healing 

 Para estudiar la motilidad celular mediante el ensayo de wound healing, se 

sembraron las células en placas de 100 mm y se esperó a que alcanzasen una 

confluencia del 100%. En este punto, se realizaron varios surcos en la monocapa 

celular mediante puntas amarillas estériles, intentando que cada uno de ellos 

quedara de un ancho similar. A continuación, las placas se lavaron varias veces con 

PBS con el fin de eliminar las impurezas y las células despegadas durante el 

proceso. Las células se dejaron migrar en el incubador a 370 C y 5% CO2.  
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 Para cuantificar la migración, se tomaron múltiples medidas de la distancia 

entre los dos frentes de migración, a las 0 horas y a las 24 horas, y se evaluó la 

distancia migrada mediante la diferencia entre estas distancias. Al realizar los 

surcos, se marcó la placa para poder hacer las medidas siempre en el mismo punto. 

6.2. Migración a través de transwell 

 Esta técnica permite medir la capacidad de las células para migrar a través 

de una membrana con poros de 8 µm. Para ello se sembraron 105 células en el 

compartimento superior del transwell en medio de cultivo con 2% de suero. El 

compartimento inferior se rellenó con medio de cultivo con 10% de suero, que sirvió 

como quimioatrayente (Figura 16). Se sembró el mismo número de células en una 

placa de 24 pocillos como control de siembra, que se evaluó igual que el tiempo 0 

del método de cristal violeta. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 Pasadas 24 horas, se lavaron los transwell con PBS y se eliminaron las células 

del compartimento superior, que no habían migrado, con un bastoncillo. A 

continuación se fijaron y tiñeron las que habían migrado a la parte inferior del 

transwell del modo ya descrito en el protocolo de cristal violeta. Por último, el color 

violeta que teñía los núcleos de las células fijadas a la parte inferior de la membrana 

se recogió con una gota de 0,1 ml de ácido acético. Recogida la gota con una pipeta, 

se colocó en un pocillo de una placa de 96 pocillos para después leer la absorbancia 

en el espectrofotómetro de placas a 595 nm. 

DMEM + 2% FBS 

DMEM + 10% FBS 

Células 

Figura 16. Esquema de un transwell. En él se pueden diferenciar el compartimento superior 
e inferior del mismo, así como la forma en que se siembran las células.. 
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1. Cicatrización de heridas cutáneas en 
ratones haploinsuficientes de endoglina 

 Nuestro grupo de investigación lleva varios años interesado en el estudio del 

papel que juega la expresión de endoglina en diferentes procesos fisiopatológicos 

como la fibrosis renal, el mantenimiento del tono vascular, la inflamación o la 

angiogénesis (Jerkic et al., 2004; Jerkic et al., 2006a; Jerkic et al., 2006b; Rodriguez-

Pena et al., 2002). Dado que tanto la angiogénesis como el equilibrio en la 

producción de matriz extracelular son fundamentales durante los procesos de 

reparación y que existen numerosos estudios que relacionan a endoglina con ambos 

procesos, nos planteamos estudiar el papel de endoglina en la cicatrización de 

heridas. Para llevar a cabo estos estudios, hemos utilizado un modelo de deficiencia 

de endoglina: la cepa de ratones heterocigotos para endoglina (Eng+/-) generada en el 

laboratorio de la Dra. Michelle Letarte (Bourdeau et al., 1999). A través de diferentes 

estudios (Jerkic et al., 2004; Rodriguez-Pena et al., 2002), nuestro grupo ha 

demostrado que los ratones heterocigotos para endoglina son haploinsuficientes, es 

decir, la deficiencia de una de las copias del gen de endoglina produce una 

reducción en la expresión tanto del mRNA como de la proteína. Esto no sucede en 

todas las líneas de ratones heterocigóticas, por ejemplo, una línea de ratones 

heterocigotos para eNOS (eNOS+/-) no presenta deficiencias en la expresión de eNOS 

al compararlos con los ratones wildtype (Kojda et al., 1999). Ya que los ratones 

knockout para endoglina (Eng-/-) mueren durante la gestación (Arthur et al., 2000; 

Bourdeau et al., 1999; Li et al., 1999), los ratones heterocigotos son el mejor modelo 

de que disponemos en la actualidad para el estudio de la implicación de endoglina 

en diferentes procesos fisiopatológicos, como la reparación de heridas. 

Para analizar el efecto de la expresión de endoglina sobre los procesos de 

cicatrización utilizamos un modelo de inducción de heridas cutáneas en los ratones. 

Con este modelo pudimos evaluar tanto el tiempo que tardan en cerrarse las heridas 

como la estructura histológica de las mismas.  
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1.1. Cierre de las heridas cutáneas 

 Una vez realizadas las heridas, medimos el área de las mismas cada 2 días y 

representamos el porcentaje de cierre de la herida respecto a la herida inicial. Al 

analizar la evolución del cierre de las heridas a lo largo del tiempo se observa un 

retraso en la cicatrización de estas en los animales haploinsuficientes de endoglina 

(Eng+/-) con respecto a los controles (Eng+/+). Transcurridos 12 días, las heridas de los 

ratones control están completamente cerradas, sin embargo, en los ratones Eng+/- esto 

sucede 1 ó 2 días mas tarde. No obstante, las mayores diferencias las encontramos 

en los primeros días. En los días 2 y 4 observamos un retraso significativo en la 

cicatrización de los ratones deficientes de endoglina. Sin embargo, a medida que 

van pasando los días, estas diferencias, lejos de aumentar, van disminuyendo de 

forma que a partir del día 6 no encontramos diferencias significativas al comparar el 

porcentaje de cierre de las heridas de los ratones Eng+/+ y Eng+/- (Figura 17). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Figura 17. Evolución del cierre de las heridas cutáneas en ratones Eng+/+ y Eng+/-. 
Medimos el área de la herida a lo largo del tiempo hasta que las heridas se 
cerraron. Representamos la media ± EEM (n=20) del porcentaje del área de la 
herida que sigue abierta en función de la herida inicial.* p<0,05 vs Eng+/+. 
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1.2. Análisis histológico de las heridas 

 Con el propósito de profundizar en el análisis del retraso observado en la 

cicatrización de los ratones haploinsuficientes en endoglina, realizamos un estudio 

histológico de las heridas. Para ello, recogimos la piel y las heridas de los ratones en 

el día 6, que se corresponde con la mitad del tiempo necesario para la cicatrización, 

y en el día 12, donde las heridas están recién cicatrizadas. De esta forma, podemos 

estudiar si el retraso que observamos en el análisis macroscópico de la cicatrización 

se debe a alteraciones en los procesos de cicatrización.  

1.2.1. Análisis histológico de las heridas en el día 6 

 La tinción con hematoxilina-eosina de las preparaciones nos permite 

detectar las diferentes estructuras características del proceso de cicatrización. En un 

primer análisis, a pocos aumentos, ya se pueden apreciar perfectamente diferencias 

entre los ratones Eng+/+ y Eng+/- en el aspecto general de las heridas (Figura 18A y 

18B, respectivamente). En las heridas de los ratones control (Figura 18A) se pueden 

apreciar distintas estructuras características del proceso de cicatrización como son  

la costra (c), donde se aprecian restos celulares derivados de la fase inflamatoria, las 

zonas de proliferación de los queratinocitos en los bordes de la herida (ep) y el 

tejido de granulación (g) en los laterales y en el centro de la herida, que contrasta 

con las estructuras características de la piel normal (pn). Por debajo de la herida se 

puede apreciar una capa de tejido muscular (m).  A más aumentos (Figura 18C), se 

aprecia cómo, desde los engrosamientos de la epidermis, formados en los extremos 

de la herida, existe una continuidad celular que se corresponde con el epitelio recién 

formado (e). En la zona central de la herida, se diferencia bien esa capa de epidermis 

recién formada que separa la costra de algunos restos de la reacción inflamatoria (i) 

y del tejido de granulación (detalle: figura 18E). También observamos la aparición 

de vasos sanguíneos (vs) en la región basal de la herida.  
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 En las heridas procedentes de los ratones haploinsuficientes de endoglina 

(Figura 18B) también se aprecian los bordes engrosados de la epidermis y el tejido 

de granulación, pero estas heridas se caracterizan por la presencia de un gran 

número de células inflamatorias en la zona central de la herida, que aún no se han 

eliminado completamente en la costra, y la ausencia de reepitelización. Al estudiar a 

más aumentos el borde de la herida (Figura 18D), se observa cómo todavía no se ha 

formado la nueva capa de epidermis, ya que aún hay reacción inflamatoria en la 

zona. En el borde de la herida se aprecia, también, el tejido de granulación y, debajo 

de este, se distingue una zona constituida, principalmente, por tejido conectivo (tc). 

La ausencia de reepitelización también se aprecia al analizar la región central de la 

herida, donde se observan los restos de la reacción de inflamación, en la zona 

superior (detalle: figura 18F), y el tejido de granulación, en la zona inferior. 

 Por lo tanto, parece claro que en el día 6 existe un retraso en la cicatrización 

de las heridas de los ratones haploinsuficientes. Este retraso se caracteriza por la 

ausencia de la capa de epidermis que delimita la costra y la persistencia, en cambio, 

de la respuesta inflamatoria característica de los primeros estadios de la 

cicatrización. De esta forma, mientras que las heridas de los ratones deficientes de 

endoglina se encuentran entre la fase inflamatoria y la fase proliferativa de la 

cicatrización, las heridas de los ratones controles estarían en una etapa más 

avanzada dentro de la fase proliferativa. Esto resulta muy interesante, ya que con el 

análisis macroscópico de las heridas estas diferencias entre ambos tipos de ratones a 

día 6 no se pueden apreciar. 

 Para identificar las zonas donde existe proliferación celular, realizamos una 

inmunohistoquímica en la que detectamos la expresión del antígeno Ki67, un 

marcador nuclear de proliferación celular. De esta forma, identificando los núcleos 

marcados podemos determinar las zonas de la herida con una mayor proliferación 

celular. Al analizar las heridas de los ratones Eng+/+ encontramos queratinocitos 

dividiéndose en el epitelio proliferativo de los bordes de las heridas (Figura 19A, 

flechas) y proliferación celular en los tejidos de granulación de los bordes (Figura 

19A) y el centro de la herida. También observamos queratinocitos proliferando en la 

capa de epidermis recién formada bajo la costra de la herida (Figura 19C). 
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Presentan, por lo tanto, el patrón de proliferación normal para la fase de la 

cicatrización en la que se encuentran en el día 6. Cuando analizamos las heridas de 

los ratones Eng+/-, observamos que también presentan proliferación de 

queratinocitos en el epitelio proliferativo de los bordes de las heridas (Figura 19B, 

flechas), pero, sobre todo, se observa una importante proliferación celular en el 

tejido de granulación tanto del borde (Figura 19B) como de la zona central de la 

herida (Figura 19D). Aunque en las heridas de los ratones control también se 

observa proliferación en el tejido de granulación, el número de núcleos marcados es 

mucho mayor en los ratones haploinsuficientes de endoglina. 

 La síntesis de matriz extracelular es un proceso fundamental para la correcta 

cicatrización de las heridas, tal y como se detalla en la introducción de este trabajo. 

Quisimos analizar las posibles diferencias en la matriz extracelular presente en las 

heridas de los ratones haploinsuficientes transcurridos los primeros 6 días del 

proceso de cicatrización. Para ello, realizamos una tinción con Rojo Sirio, un 

colorante que tiñe específicamente la matriz extracelular. Cuando analizamos la 

tinción de las heridas de los ratones Eng+/+, observamos cómo la acumulación de 

matriz en la zona de la herida es mucho menor que en la dermis (d) de la piel 

normal (Figura 20A). Además, se observa cómo empieza a acumularse matriz 

extracelular en los bordes y en la parte inferior de la herida, coincidiendo con las 

zonas que identificamos como tejido de granulación (Figura 20C). En los ratones 

Eng+/- también detectamos menos matriz extracelular en la zona de la herida que en 

la dermis normal, sin embargo destacan los importantes acúmulos de matriz 

extracelular que aparecen en la parte inferior de los bordes de las heridas (Figura 

20B). Estas zonas fibróticas se corresponden con el área de tejido conjuntivo que se 

observaba en la tinción con hematoxilina-eosina y que apenas se detecta en las 

heridas de los ratones Eng+/+. Además, observamos cómo, al igual que en las heridas 

de los ratones controles, se comienza a acumular matriz extracelular en las zonas 

que identificamos como tejido de granulación tanto en los bordes como en la parte 

inferior de la herida (Figura 20B y 20D). 
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 Estos resultados demuestran que existen diferencias importantes en el tejido 

de granulación de las heridas de estos ratones, ya que las heridas de los ratones 

Eng+/- presentan un tejido de granulación con mayor proliferación celular y 

acumulación de matriz extracelular según indican el marcaje del Ki67 y la tinción 

con Rojo Sirio. Como el tipo celular más importante del tejido de granulación son 

los fibroblastos y estos son los responsables de la síntesis de matriz en la herida, 

evaluamos las posibles diferencias en la presencia de  fibroblastos activos, 

miofibroblastos, en la herida. Para ello, realizamos una inmunohistofluorescencia de 

α-actina de músculo liso (α-SMA). En las heridas de los ratones controles 

observamos fluorescencia, principalmente, en el tejido de granulación de los bordes 

de la herida (Figura 21A). Sin embargo, la expresión de α-SMA en las heridas de los 

ratones haploinsuficientes es mucho mayor que la de los ratones controles y no solo 

aparece en el tejido de granulación de los bordes de la herida, sino también en el 

tejido de granulación de la zona inferior de esta (Figura 21B). Al comparar los 

bordes de las heridas, se observa que las heridas de los ratones haploinsuficientes 

presentan un marcaje de α-SMA mucho más fuerte que las de los ratones controles 

(Figura 21C y D). 

Por lo tanto, a los 6 días de producirse la herida, los ratones Eng+/- tienen una 

cicatrización retrasada con respecto a los ratones Eng+/+. Por otro lado, su tejido de 

granulación tiene mayor proliferación celular, acumulación de matriz extracelular y 

activación de fibroblastos que las heridas de los ratones control. 
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Figura 18. Tinción con hematoxilina-eosina de heridas de ratones Eng+/+ y Eng+/- en el día 6. (A-B)
Aspecto general de las heridas (Magnificación, 10x). En las heridas podemos diferenciar 
estructuras características como la costra (c), el epitelio proliferativo (ep) presente en los bordes de 
la herida y el tejido de granulación (g) tanto en la parte inferior de la herida como en los bordes. 
Además se observan la capa muscular (m) sobre la que está la herida y la piel normal (pn) que no 
ha sido dañada.  Las heridas de los ratones Eng+/- se caracterizan por la presencia de inflamación (i). 
Además, se diferencia una capa rica en tejido conectivo (tc).  (C) En las heridas de ratones Eng+/+, se 
ha formado ya una capa fina de epitelio (e) que separa la costra de los restos de la inflamación (i) y 
del tejido de granulación. En la parte inferior del tejido de granulación, se observan grupos de 
vasos sanguíneos (vs) que participan en la regeneración de la herida (Magnificación 20x). (D) En 
las heridas de ratones Eng+/-, no se ha formado aún la capa de epitelio y en la zona aparece una 
importante reacción inflamatoria  (Magnificación 20x). (E) Detalle de la capa de epitelio recién 
formada en las heridas Eng+/+ (Magnificación 40x). (F) Detalle de la inflamación en las heridas Eng+/- 
(Magnificación 40x). 
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Figura 19. Detección inmunohistoquímica del antígeno Ki67 en heridas de ratones Eng+/+ y Eng+/-

en el día 6. (A-B) Al analizar los bordes de la heridas, detectamos proliferación celular en la zona 
basal (flecha) del epitelio proliferativo (ep) y en el tejido de granulación (g) (Magnificación, 40x). 
(C) En la zona central de las heridas Eng+/+ encontramos células proliferando en la capa basal del 
epitelio recién formado y en el tejido de granulación (Magnificación 40x). (D) Las heridas de los 
ratones Eng+/- se caracterizan por la intensa proliferación celular en el tejido de granulación de la 
región central de la herida (Magnificación 40x). 
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Figura 20. Tinción con Rojo Sirio de heridas de ratones Eng+/+ y Eng+/- en el día 6. (A-B) Aspecto 
general de las heridas. La tinción con Rojo Sirio es mucho menor en la herida que en la dermis de 
la piel normal, que presenta una tinción más intensa y una disposición más organizada 
(Magnificación, 10x). (A) En la herida del ratón Eng+/+ se observa cómo las zonas con mayor tinción 
de Rojo Sirio son las que corresponden al tejido de granulación (g). En la zona inferior del borde 
de la herida, se aprecia una línea con mayor acumulación de tejido conectivo (tc). No se aprecia un 
marcaje importante en la zona de la epidermis. (B) En las heridas de los ratones Eng+/-, al igual que 
en las heridas de los ratones control, se observa que la síntesis de matriz extracelular se produce 
principalmente en el tejido de granulación (g). Pero, además, hay que destacar los importantes 
acúmulos de tejido conectivo (tc) que se aprecian en la parte inferior del borde de la herida y que 
se prolongan hacia la piel normal. (C-D) La síntesis de matriz extracelular en el tejido de 
granulación del borde de las heridas parece mayor en las heridas Eng+/- que en las heridas Eng+/+ 
(Magnificación, 40x).  
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Figura 21. Detección de α-SMA en las heridas de ratones Eng+/+ y Eng+/- en el día 6. Mediante 
inmunohistofluorescencia marcamos, con FITC, la expresión de α-SMA y, con DAPI, los 
núcleos celulares. (A) En las heridas de los ratones Eng+/+ se detecta expresión de α-SMA, 
principalmente, en el tejido de granulación (g) del borde de la herida. Por otro lado, se 
observa marcaje en la zona inferior de la herida que se corresponde con los vasos sanguíneos 
que se están formando (Magnificación 10x). (B) Las heridas de los ratones Eng+/- tienen un 
marcaje mucho más importante que las heridas de los ratones control. Además, este marcaje 
aparece tanto en el tejido de granulación (g) del borde de la herida como en el de la parte 
inferior de la herida. También se aprecian, igual que en la imagen de la herida control, los 
miofibroblastos residentes de la piel normal (Magnificación, 10x). (C-D) Detalle de los bordes 
de las heridas en las que se aprecia que las heridas de los ratones haploinsuficientes presentan 
mayor marcaje (Magnificación, 20x). 

A

B

C D

ep

ep

g g

c

c

c

ep
ep

ep
ep

g

g

g

g pn

pn

500 µm500 µm

500 µm500 µm

200 µm200 µm 200 µm200 µm



Resultados y discusión 

75 

R
es

ul
ta

do
s 

y 
di

sc
us

ió
n

1.2.2. Análisis histológico de las heridas en el día 12 

 Una vez analizadas las diferencias que presentan las heridas de los ratones 

haploinsuficientes en endoglina en la mitad del proceso de cicatrización, evaluamos 

si en el día 12, en el que la mayoría de las heridas están cerradas, se pueden 

encontrar diferencias histológicas entre las cicatrices de ambos tipos de ratón. De 

nuevo, comenzamos realizando una tinción con hematoxilina-eosina. Las cicatrices 

de ambos tipos de ratones presentan una epidermis engrosada respecto a la piel que 

rodea la cicatriz y una dermis compuesta, principalmente, por tejido conjuntivo y 

fibroblastos, en la que destaca la ausencia de estructuras anejas que, en todo caso, 

comienzan a formarse (Figura 22). En las cicatrices de los ratones haploinsuficientes, 

en algunos casos, aún quedan restos de costra, pero se puede observar cómo ya se 

ha formado completamente la capa de epidermis debajo de ella (Figura 22B). Al 

analizar la proliferación celular mediante inmunohistoquímica del antígeno Ki67, 

observamos cómo, en las cicatrices de los ratones Eng+/+, se aprecia proliferación 

celular en la capa basal de la epidermis, en los folículos pilosos que se están 

formando y apenas aparecen células en proliferación en la dermis de la cicatriz 

(Figura 23A). Sin embargo, las cicatrices de los ratones haploinsuficientes sí 

presentan grupos de células proliferantes en la zona más inmadura de la dermis, 

además de en la base de la epidermis y en los folículos pilosos que se están 

regenerando (Figura 23B). Estudiamos también la estructura de la matriz 

extracelular en las cicatrices de los ratones Eng+/+ y Eng+/- mediante la tinción con 

Rojo Sirio. En ambos casos, se observa que la dermis de la cicatriz esta compuesta, 

principalmente, por matriz extracelular y cómo, especialmente la dermis profunda, 

comienza a estructurarse en haces paralelos a la epidermis (Figura 24). Sin embargo, 

este proceso parece más avanzado en las cicatrices de los ratones control (Figura 

24A y C) que en las de los ratones haploinsuficientes, cuya dermis parece más 

desorganizada y presenta mayores acúmulos de matriz extracelular (Figura 24B y 

D). La expresión de α-SMA en las cicatrices de los ratones Eng+/+ se limita a unos 

pocos miofibroblastos (Figura 25A) mientras que en las cicatrices de los ratones 

Eng+/- aún aparecen importantes poblaciones de miofibroblastos en el área de la 

herida (Figura 25B). 
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Figura 22. Tinción con hematoxilina-eosina de heridas de ratones Eng+/+ y Eng+/- en el día 12. (A-
B) Aspecto general de las cicatrices de ratones Eng+/+ y Eng+/- (Magnificación, 10x). Diferenciamos la 
zona de la cicatriz de la piel normal por la ausencia de estructuras anejas. La cicatrices presentan 
una epidermis (e) y una dermis (d) completamente formadas, aunque en las heridas Eng+/- aún se 
pueden encontrar restos de la costra (c). 

Figura 23. Detección inmunohistoquímica del antígeno Ki67 en heridas de ratones Eng+/+ y Eng+/-

en el día 12. (A) Al analizar la cicatriz de un ratón Eng+/+, detectamos proliferación celular en la 
zona basal (flechas) de la epidermis (ep), pero apenas observamos núcleos proliferando en la 
dermis (d) (Magnificación, 40x). (B) Las cicatrices de los ratones Eng+/- presentan, además del 
marcaje de la zona basal de la epidermis (flechas), numerosas células proliferando en la dermis de 
la cicatriz (Magnificación 40x). 
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Figura 24. Tinción con Rojo Sirio de heridas de ratones Eng+/+ y Eng+/- en el día 12. (A-B) Aspecto 
general de las cicatrices. En este día se observa una tinción más importante y una disposición bien 
organizada (Magnificación, 20x). (C-D) Al analizar en profundidad la estructura de la dermis de 
las cicatrices, se observa que la cicatriz de los ratones Eng+/+ está más estructurada de forma 
paralela a la epidermis. Sin embargo, las cicatrices de los ratones Eng+/-, presentan mayores 
acúmulos de colágeno en una apariencia más desestructurada (Magnificación, 40x). 
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 Figura 25. Detección de α-SMA en las heridas de ratones Eng+/+ y Eng+/- en el día 12. Mediante 
inmunohistofluorescencia marcamos, con FITC, la expresión de α-SMA y, con DAPI, los núcleos 
celulares. (A) En las cicatrices de los ratones Eng+/+ se detecta expresión de α-SMA en la dermis 
profunda. Este marcaje puede deberse a la detección del músculo liso de los vasos sanguíneos 
que irrigan la piel. Se observan, también, algunos miofibroblastos en la zona más superficial de la 
dermis (Magnificación, 10x). (B) En las cicatrices de los ratones Eng+/- también se observa marcaje 
en la dermis profunda. Sin embargo, en estas cicatrices existe un marcaje mucho más importante 
en la dermis superficial (Magnificación, 10x). (C-D) Detalle de las cicatrices (Magnificación, 20x). 
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El análisis macroscópico de la cicatrización a lo largo de los días revela que, 

en los primeros días, existe un retraso en los animales haploinsuficientes, sin 

embargo, esas diferencias iniciales van desapareciendo a lo largo de los días. En 

cuanto al cierre final de la herida, se observa un leve retraso en los ratones Eng+/-. 

Estas diferencias, que a priori no parecen excesivamente importantes, se hacen más 

evidentes en cuanto llevamos a cabo un análisis histológico de las heridas. En el día 

6, cuando macroscópicamente no se observan diferencias significativas, las heridas 

de los ratones haploinsuficientes presentan un importante retraso en la 

cicatrización. Además, en el día 12, cuando el estudio macroscópico parece revelar 

un leve retraso en la cicatrización de las heridas en ratones Eng+/-, el análisis 

histológico revela que en ambos tipos de heridas se ha completado la 

reepitelización, por lo que se ha cumplido el primer objetivo de la cicatrización, que 

es la regeneración de la barrera epitelial. De esta forma, la primera evidencia que se 

puede extraer de nuestros resultados es que el análisis histológico de la secuencia de 

eventos que tienen lugar en la cicatrización es imprescindible para intentar estudiar 

este proceso. Recientemente, se ha propuesto una metodología, basada en el estudio 

macroscópico de la cicatrización combinado con un análisis histológico, que permite 

un análisis más preciso del efecto de diferentes factores sobre la cicatrización 

(Braiman-Wiksman et al., 2007). Solo llevando a cabo un análisis histológico de la 

cicatrización podemos determinar qué proceso se encuentra alterado en nuestro 

estudio.  

En los ratones Eng+/-, el primer proceso afectado podría ser la reacción 

inflamatoria que tiene lugar tras la aparición de la herida. La persistencia del 

infiltrado inflamatorio y la ausencia de reepitelización en las heridas de los ratones 

Eng+/-, después de 6 días, podrían indicar que se ha producido un retraso en las 

primeras etapas de la cicatrización. El primer evento que tiene lugar tras la 

formación del coágulo es la aparición de las células del sistema inmune (neutrófilos 

y, más tarde, macrófagos) que depende de la vasodilatación de los vasos que irrigan 

la zona dañada. Nuestro grupo ha demostrado que los ratones haploinsuficientes de 

endoglina presentan alteraciones en la vasodilatación al tener una síntesis deficiente 

de óxido nítrico (Jerkic et al., 2004), por lo que es posible que los ratones Eng+/- 



Resultados y discusión 
 

80 

presenten deficiencias en la aparición de la reacción inflamatoria. Además, para la 

formación del tejido de granulación, es imprescindible la formación de nuevos vasos 

sanguíneos que irriguen la zona y permitan la llegada de más células del sistema 

inmune a la herida. Nosotros hemos demostrado que los ratones haploinsuficientes 

tienen una angiogénesis deficiente (Jerkic et al., 2006b), por lo que esta angiogénesis 

deficiente podría estar causando también el retraso en la cicatrización que 

observamos en las heridas de los ratones Eng+/-. En este sentido, con la hematoxilina-

eosina podemos detectar la presencia de vasos sanguíneos en la parte inferior de las 

heridas de los ratones Eng+/+ que no se observan en los Eng+/-. Además, al recoger el 

tejido para realizar el análisis histologico, observamos que las heridas de los ratones 

haploinsuficientes presentaban menor infiltración de vasos desde el músculo que las 

de los ratones control (datos no mostrados). Por lo tanto, alteraciones en estos 

procesos pueden ser las causantes del retraso que presentan los ratones 

haploinsuficientes en los primeros días de la cicatrización. 

El análisis histológico de las heridas reveló más alteraciones en la 

cicatrización causadas por la deficiencia de endoglina. En primer lugar, en el día 6 

hay un marcado incremento de la proliferación en el tejido de granulación de las 

heridas de ratones Eng+/-. Además, la tinción con Rojo Sirio parece apuntar que los 

ratones haploinsuficientes sintetizan más matriz extracelular que los controles. Estos 

dos resultados nos llevaron a estudiar la expresión del marcador de miofibroblastos, 

α-actina de músculo liso (α-SMA), en las heridas en el día 6. Las heridas de los 

ratones haploinsuficientes presentan un marcaje mucho mayor que las heridas 

control. Este marcaje se encuentra localizado en el tejido de granulación de los 

bordes y de la zona central de la herida. En cambio, las heridas de ratones control 

solo parecen presentar marcaje en los bordes de la herida, aunque se observan 

estructuras positivas en la zona basal de la herida que parecen corresponderse con 

los vasos sanguíneos que se están formando en esa zona. Estos resultados indican 

que la deficiencia de endoglina provoca la aparición de más miofibroblastos en la 

zona de la herida. Además, después de 12 días estos permanecen en la cicatriz 

formada, que parece más fibrótica e inmadura.  
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Los miofibroblastos, la forma diferenciada y activa de los fibroblastos, 

participan en la contracción de la herida y en el remodelado de la matriz, por lo que 

durante mucho tiempo se les ha considerado imprescindibles para la cicatrización 

(Grinnell, 1994). Sin embargo, diferentes estudios demuestran que los 

miofibroblastos no son necesarios para que tenga lugar la cicatrización completa de 

la herida (Ehrlich et al., 1999) y, además, relacionan la presencia de miofibroblastos 

en la herida con la formación de cicatrices hipertróficas (Ehrlich et al., 1994). Una de 

las moléculas responsables de este proceso parece ser TGFβ1. Se ha demostrado que 

el tratamiento con TGFβ1 provoca la aparición de cicatrices mientras que el 

tratamiento con inhibidores de TGFβ1 favorece la regeneración de la piel. Además, 

las heridas de embriones, que expresan TGFβ3 en lugar de TGFβ1, regeneran sin 

formar cicatriz (Ferguson y O'Kane, 2004; Werner y Grose, 2003). TGFβ1 es también 

uno de los factores responsables de la activación de los fibroblastos a 

miofibroblastos (Desmouliere et al., 1993; Hinz, 2007). Como diferentes autores han 

propuesto que endoglina tiene un papel modulador de la acción de TGFβ1 en 

diferentes tipos celulares (Diez-Marques et al., 2002; Lastres et al., 1996; Letamendia 

et al., 1998b; Li et al., 2000b; Rodriguez-Barbero et al., 2006), es posible que la 

deficiencia de endoglina potencie el efecto de TGFβ1 en la herida. Esto daría lugar a 

la formación de cicatrices más inmaduras y engrosadas, posiblemente como 

consecuencia de la acumulación de poblaciones de miofibroblastos en la herida. 

Pero los miofibrobastos no solo son interesantes en el desarrollo de la 

regeneración de heridas. También participan en la reacción estromal en el cáncer 

(Desmouliere et al., 2004) y están implicados en el desarrollo de numerosas 

patologías relacionadas con la fibrosis (McAnulty, 2007). Por todo esto, el estudio 

del papel de endoglina en la aparición y acumulación de los miofibroblastos puede 

tener importantes implicaciones terapéuticas más allá de la regulación de la 

cicatrización. 
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2. Generación de un modelo de fibroblastos 
de piel deficientes de endoglina 

  Los fibroblastos son células fundamentales en los procesos de reparación ya 

que son las células responsables de la formación de la primera matriz que rellena la 

herida, de la contracción de la misma y del remodelado final que devuelve la 

elasticidad a la zona dañada. Alteraciones sobre ciertas funciones esenciales de los 

fibroblastos de piel, como pueden ser la proliferación, la migración o la formación 

de matriz extracelular, dan lugar a modificaciones importantes en la cicatrización. 

La modificación de las propiedades celulares debida a una mayor o menor 

expresión de endoglina ha sido descrita en diferentes trabajos (Guerrero-Esteo et al., 

1999; Lastres et al., 1996; Obreo et al., 2004; Velasco et al., 2008). Además, se ha 

descrito cómo la haploinsuficiencia de endoglina también modifica las propiedades 

de células endoteliales de cultivo primario (Jerkic et al., 2006b). 

 Para evaluar si la haploinsuficiencia de endoglina modifica las propiedades 

biológicas de los fibroblastos implicadas en la cicatrización, decidimos generar 

cultivos primarios de fibroblastos de piel de ratón (MDF) a partir de la dermis de 

ratones Eng+/+ y Eng+/-. Desarrollamos, a partir de un protocolo ya publicado 

(Bradshaw et al., 1999), un método mediante el cual obtuvimos cultivos homogéneos 

de células con morfología fusiforme, característica de los fibroblastos en cultivo. Al 

analizar los cultivos obtenidos con un microscopio de contraste de fases no 

observamos diferencias importantes, ni en el tamaño ni en la morfología celular, 

entre las células procedentes de ratones haploinsuficientes de endoglina y las 

procedentes de los controles (Figura 26). 
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2.1. Caracterización del cultivo 

 Al haber obtenido un cultivo homogéneo de células fusiformes, en principio, 

ya habríamos eliminado las posibles células contaminantes del cultivo. Sin embargo, 

quisimos asegurarnos de que no teníamos contaminación del otro tipo celular más 

abundante en la piel, los queratinocitos. Para ello analizamos mediante 

inmunofluorescencia la expresión de citoqueratina 6 y de α- SMA. 

Citoqueratina 6 es una proteína que expresan los queratinocitos en 

situaciones de alta proliferación celular como pueden ser algunos procesos 

fisiopatológicos, como la reparación de heridas, o el cultivo de células in vitro (Tyner 

y Fuchs, 1986). Por lo tanto, utilizamos este marcador para estudiar la presencia de 

queratinocitos en el cultivo. Como marcador positivo utilizamos la línea de 

queratinocitos MCA3D (Kulesz-Martin et al., 1983; Quintanilla et al., 1991) cedida 

amablemente por el Dr. Miguel Quintanilla.  

Los miofibroblastos son una forma diferenciada y activa de los fibroblastos 

con mayor capacidad sintética y migratoria que los fibroblastos residentes. En 

cultivos in vitro, el fenotipo más estable de los fibroblastos es el de 

“protomiofibroblasto”, un paso intermedio en la diferenciación hacia 

miofibroblastos, que se caracteriza por la expresión de novo de α-SMA. Por esta 

razón, α-SMA se suele emplear como marcador de fibroblastos en cultivo (Hinz et 

al., 2007).  

A B

Figura 26. Morfología de las células procedentes de ratones Eng+/+ y Eng+/-. Realizamos 
microfotografías de las células procedentes de ratones  Eng+/+ (A) y Eng+/- (B) en pase 4 
con un microscopio de contraste de fases (Magnificación, 40x). 
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 Tanto los fibroblastos obtenidos a partir de ratones haploinsuficientes como 

los controles presentaban una clara expresión de α-SMA sin que aparecieran células 

positivas para citoqueratina 6 en el cultivo. La disposición de la α-SMA era, en 

ambos casos, en forma de fibras de estrés. Como cabía esperar, en la línea de 

queratinocitos MCA3D sí que encontramos expresión de citoqueratina 6 (Figura 27). 

 

Figura 27. Expresión de α-Actina de músculo liso (α-SMA) y citoqueratina 6 en MDF. 
Realizamos una inmunofluorescencia indirecta, con un anticuerpo anti-α-SMA y con otro 
anti-citoqueratina 6, en MDF obtenidos de ratones Eng+/+ (A-D) y Eng+/- (E-H). Como control 
positivo de la expresión de citoqueratina 6, utilizamos células de la línea de queratinocitos 
MCA3D (I-L). Las microfotografías se tomaron con un microscopio confocal (x630 aumentos). 
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2.2. Expresión de endoglina en los fibroblastos de 
dermis 

 Una vez obtenidos los cultivos de fibroblastos, comprobamos la expresión de 

endoglina en los fibroblastos de dermis y si hay una diferente expresión de 

endoglina en los fibroblastos procedentes de los ratones Eng+/- con respecto a los 

procedentes de ratones Eng+/+. 

 Comprobamos, mediante Western blot, que los fibroblastos de cultivo 

primario obtenidos de la dermis de ratones expresan endoglina, pero que esta 

expresión va desapareciendo con los pases (Figura 28). Como esto ocurre tanto en 

los fibroblastos procedentes de ratones haploinsuficientes como en los controles, 

decidimos trabajar en el pase más bajo posible. Por lo tanto, teniendo en cuenta las 

limitaciones del cultivo, el pase en el que se han llevado a cabo todos los 

experimentos de este trabajo ha sido pase 4. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Analizamos la expresión de endoglina en los MDF Eng+/+ y los Eng+/- 

mediante RT-PCR y Western blot. Los fibroblastos procedentes de ratones 

haploinsuficientes de endoglina poseen menores niveles de expresión, tanto del 

mRNA como de la proteína, de endoglina (Figura 29A y 29B, respectivamente). Para 

poder cuantificar esas diferencias, realizamos PCR cuantitativa y observamos que 

los MDF Eng+/- presentan aproximadamente la mitad de mRNA de endoglina que 

los Eng+/+ (Figura 29C). 

Figura 28. Análisis de la expresión de endoglina a lo largo de sucesivos pases. 
Analizamos la expresión de endoglina en MDF, procedentes de ratones 
deficientes en endoglina (Eng+/-) y sus respectivos controles (Eng+/+), a lo largo de 
los pases mediante Western Blot.  

Eng+/+

Eng+/-

Pase 2 Pase 3 Pase 4 Pase 5 Pase 6 Pase 7
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Recientemente, se ha demostrado que los efectos de la expresión de 

endoglina sobre diferentes propiedades biológicas pueden depender de la isoforma 

de endoglina mayoritaria en la célula (Blanco et al., 2008; Velasco et al., 2008). Por 

ello analizamos, mediante RT-PCR, la expresión relativa de las isoformas L- y S-

endoglina en nuestro modelo celular. Observamos que, aunque detectamos 

pequeños niveles de S-endoglina, la isoforma mayoritaria en nuestro modelo celular 

es la L-endoglina (Figura 29D). 

Con los resultados mostrados hasta este punto, hemos demostrado que los 

fibroblastos de cultivo primario de dermis de ratón expresan endoglina. Además, 

los fibroblastos procedentes de ratones haploinsuficientes presentan una expresión 

deficiente de endoglina, aproximadamente la mitad, con respecto a los ratones 

control. Y, por último, que en nuestro modelo celular L-endoglina es la isoforma 

predominante aunque existe una pequeña expresión de S-endoglina. 

Figura 29. Expresión de endoglina en MDF. (A-B) Analizamos la expresión de endoglina 
en MDF procedentes de ratones deficientes en endoglina (Eng+/-) y sus respectivos 
controles (Eng+/+), mediante RT-PCR (A) o Western Blot (B). Como control de carga, 
analizamos la expresión de GAPDH y tubulina respectivamente. (C) Cuantificamos la 
diferente expresión de endoglina mediante PCR cuantitativa. (D) Analizamos la 
expresión de las isoformas corta y larga de endoglina mediante PCR. 
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3. Efecto de endoglina sobre las propiedades 
celulares de los fibroblastos de piel  

 Tras comprobar que los fibroblastos de piel obtenidos de la dermis de 

ratones Eng+/- expresaban menos endoglina que los controles, decidimos investigar si 

esa diferente expresión de endoglina modificaba en algún sentido ciertas 

propiedades biológicas de los fibroblastos relacionadas con la cicatrización. Por ello 

analizamos el efecto de la haploinsuficiencia de endoglina sobre la proliferación, la 

migración y la síntesis de matriz extracelular de los MDF. 

3.1. Efecto de endoglina sobre la proliferación celular de 
los MDF 

 La proliferación de los fibroblastos es fundamental para la formación del 

tejido de granulación que se encarga de regenerar la matriz extracelular en la zona 

de la herida, por lo que modificaciones en la proliferación pueden dar lugar a 

alteraciones en la cicatrización. Por lo tanto, en primer lugar, estudiamos si la 

expresión de endoglina afecta a la proliferación de los fibroblastos. Para ello 

empleamos diferentes técnicas como la estimación del número de células por tinción 

con cristal violeta, el análisis del perfil de ciclo celular, el nivel de expresión del 

antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA) o la técnica del MTT. 

 La técnica colorimétrica del cristal violeta nos permite, mediante la tinción 

de núcleos, estimar el número de células. De esta forma, podemos estudiar como se 

incrementa el número de células en cultivo a lo largo de 8 días hasta obtener una 

curva de proliferación. Las células deficientes de endoglina proliferan más que las 

controles ya que, partiendo del mismo número de células, después de 8 días hay 

significativamente más células Eng+/- que Eng+/+ (Figura 30).  
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 Analizamos, mediante citometría de flujo, el perfil del ciclo celular en los 

MDF. Para ello, teñimos el DNA de los fibroblastos con ioduro de propidio y 

determinamos la fase del ciclo celular en la que se encuentran las células en función 

de la cantidad de fluorescencia medida en el citómetro. El porcentaje de células que 

se encuentran en las fases S/G2/M es significativamente mayor en los MDF Eng+/- 

(45,9 + 0,4%) que en los Eng+/+ (42,5 + 0,9%) (Figura 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Perfil de ciclo celular de los MDF Eng+/+ y Eng+/-. 
Analizamos, mediante citometría de flujo, el porcentaje de 
células en fase G0/G1, S y G2/M. Se representa la 
media+EEM del porcentaje de células en fase S/G2/M (n=3). 
* p<0,05 vs Eng+/+. 

Figura 30. Curvas de proliferación de MDF Eng+/+ y Eng+/-. Medimos, mediante la 
técnica del cristal violeta, el número de células presentes en cada pocillo en los días 
indicados. La gráfica corresponde a un experimento representativo de 3 experimentos 
realizados. Se representa la media ± EEM (n=4 pocillos). * p<0,05 vs curva Eng+/+. 
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 PCNA es un cofactor de la DNA polimerasa δ, necesario para la replicación 

del DNA, que se sintetiza durante la transición entre las fases G1/S del ciclo celular 

(Bravo et al., 1987). Por esta razón, es posible asociar los niveles de expresión de 

PCNA con el estado proliferativo de la célula. El estudio de la expresión de PCNA 

por Western blot mostró que hay una mayor expresión de este marcador en las 

células deficientes en endoglina con respecto a las controles (Figura 32A). Esto 

confirma los resultados obtenidos con la técnica del cristal violeta y al analizar el 

perfil de ciclo celular de estas células.  

 Para corroborar que las diferencias en la proliferación de los MDF se debían 

directamente a la expresión de endoglina, transfectamos de forma transitoria los 

fibroblastos con endoglina humana (hEng) y analizamos la expresión de PCNA. Las 

células transfectadas con hEng tienen una menor expresión de PCNA que las 

transfectadas con el vector vacío (Figura 32B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 Además, analizamos, mediante ensayos con MTT, la proliferación celular de 

fibroblastos NIH3T3 infectados de manera estable con un vector de expresión de 

endoglina (Endo) o con el vector vacío (Mock). De manera similar a los resultados 

descritos anteriormente, encontramos que las células infectadas con endoglina 

proliferan menos que las infectadas con el vector vacío (Figura 33). 

Figura 32. Expresión de PCNA en MDF en función de la cantidad de endoglina. 
Analizamos, mediante Western blot, la expresión de PCNA en MDF deficientes de 
endoglina y sus controles (A) o en MDF controles transfectados con endoglina 
humana (hEng) o el vector vacío (B). Como control de carga, analizamos la 
expresión de GAPDH y tubulina respectivamente. Se muestra una imagen 
representativa de 2 experimentos. 

EndoglinaEndoglina

PCNAPCNA

TubulinaTubulina

EndoglinaEndoglina

PCNAPCNA

TubulinaTubulina

Eng+/+ Eng+/- V.Vacio hEng
A B



Resultados y discusión 
 

90 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El conjunto de nuestros resultados demuestra que hay una relación inversa 

entre la expresión de endoglina y la proliferación de los MDF ya que la expresión de 

endoglina en los fibroblastos inhibe la proliferación celular. 

3.2. Efecto de endoglina sobre la migración celular de 
los MDF 

 Quisimos estudiar si la migración celular, otra propiedad de los fibroblastos 

fundamental en los procesos de reparación, se veía afectada por la 

haploinsuficiencia de endoglina. Para ello empleamos dos técnicas distintas: wound 

healing y ensayos de migración en transwell. 

 En primer lugar, analizamos, mediante wound healing, la capacidad de los 

MDF para reparar una herida realizada en una monocapa de células confluentes. 

Una vez realizada la herida, procurando que las heridas iniciales fueran iguales para 

evitar interferencias en el análisis, dejamos que las células migraran durante 24 

horas y calculamos la distancia que habían migrado las células respecto a la 

distancia inicial. Observamos que las células deficientes en endoglina migran 

significativamente más que las células control (Figura 34A).  

Figura 33. Curvas de proliferación de fibroblastos NIH3T3 infectados con endoglina. 
Evaluamos, mediante MTT, la proliferación celular de los fibroblastos infectados con 
endoglina humana o con el vector vacío a lo largo de los días indicados. La gráfica 
corresponde a un experimento representativo de 3 experimentos realizados. Se 
representa la media ± EEM (n=4 pocillos). * p<0,05 vs curva Mock. 
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 La segunda técnica empleada fueron los ensayos de migración a través de 

membranas con poros de 8 µm, o ensayos de migración en transwell. Para ello, 

sembramos las células en el compartimento superior del transwell, en medio de 

cultivo con un 2% de suero, y dejamos que migraran durante 16 horas hacia el 

compartimento inferior que tenía medio de cultivo con un 10% de suero que actuó 

como quimioatrayente. Como habíamos visto con la técnica del wound healing, los 

fibroblastos Eng+/- migraron significativamente más que los Eng+/+ (Figura 34B). 

 Podemos concluir por tanto que la haploinsuficiencia de endoglina favorece 

la migración de los MDF ya que los fibroblastos Eng+/- migran más que los Eng+/+. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 Analizamos también el efecto de la expresión de endoglina sobre la 

migración celular empleando los fibroblastos NIH3T3 que sobreexpresan L-

endoglina humana.  El análisis de la migración a través de transwell reveló que el 

incremento en la expresión de endoglina inhibe la migración de estos fibroblastos 

(figura 35).  

  

Figura 34. Migración celular de MDF Eng+/+ y Eng+/-. Estudiamos la migración de los MDF Eng+/+

y Eng+/- con dos técnicas diferentes. (A) Mediante la técnica de reparación de la monocapa (o 
wound healing), calculamos la distancia migrada por las células después de 24 h. Se representa la 
media+EEM de 2 experimentos (n=96 puntos). (B) Por otro lado, analizamos la capacidad 
invasiva de los MDF a través de una membrana de 8 µm. Se representa la media+EEM de 3 
experimentos. * p<0,05 vs Eng+/+. 
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 Con el conjunto de nuestros resultados, podemos concluir que la expresión 

de endoglina regula negativamente la migración de los fibroblastos. 

3.3. Efecto de endoglina sobre la síntesis de matriz 
extracelular 

 La producción de componentes de la matriz extracelular por parte de los 

fibroblastos de la dermis es fundamental en los procesos de reparación. Además, 

existen trabajos que relacionan endoglina con la regulación de la síntesis de 

componentes de la matriz (Diez-Marques et al., 2002; Guerrero-Esteo et al., 1999; 

Letamendia et al., 1998b; Obreo et al., 2004). Por ello, estudiamos si la 

haploinsuficiencia de endoglina afectaba a la síntesis de dos componentes esenciales 

de la matriz extracelular como son colágeno tipo Iα y fibronectina. 

 El análisis, mediante RT-PCR, de la expresión del mRNA reveló que los 

fibroblastos deficientes de endoglina tienen mayores niveles de expresión, tanto de 

fibronectina como de colágeno Iα, que los fibroblastos control (Figura 36A). Cuando 

analizamos la expresión de proteína mediante Western blot, obtuvimos resultados 

semejantes si bien en el caso de la fibronectina las diferencias parecen más 

importantes que en la expresión de colágeno Iα (Figura 36B). Parece por lo tanto que 

Figura 35. Migración celular de fibroblastos NIH3T3 infectados con endoglina. 
Analizamos la capacidad invasiva de los fibroblastos infectados con endoglina 
humana (Endo) o con el vector vacío (Mock) a través de una membrana de 8 µm. 
Se representa la media+EEM de 3 experimentos. * p<0,05 vs Eng+/+. 
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la deficiencia de endoglina favorece la síntesis de componentes de la matriz 

extracelular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con los resultados que hemos mostrado hasta ahora, podemos afirmar que 

la haploinsuficiencia de endoglina modifica ciertas propiedades de los fibroblastos 

de piel, que están implicadas en numerosos procesos fisiopatológicos, como son la 

proliferación y migración celular, así como la síntesis de componentes de la matriz 

extracelular. De esta forma, los fibroblastos con menor expresión de endoglina 

proliferan y migran más que aquellos con niveles de expresión de endoglina 

normales. En cuanto a la síntesis de moléculas de matriz extracelular hemos 

obtenido resultados similares (Figura 37). 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 36. Síntesis de componentes de la matriz extracelular en MDF Eng+/+ y Eng+/-.
Mediante RT-PCR (A) y Western blot (B), estudiamos la expresión de proteínas de la 
matriz extracelular en los MDF. Analizamos la expresión de colágeno I y 
fibronectina y utilizamos GAPDH y tubulina respectivamente como control de 
carga. Se muestra una imagen representativa de 4 experimentos. 
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Figura 37. Efecto de la deficiencia de endoglina sobre los fibroblastos de piel 
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 Varios autores han relacionado previamente la expresión de endoglina con la 

modulación de diferentes propiedades celulares. Una de las propiedades celulares 

que más se ha relacionado con la expresión de endoglina ha sido la proliferación 

celular, ya que se ha observado un incremento de la expresión de endoglina en los 

endotelios angiogénicos de diferentes tipos de tumores (Bodey et al., 1998a; Bodey et 

al., 1998b; Bodey et al., 1998c; Miller et al., 1999; Wang et al., 1994) y en HUVEC en 

estado proliferativo (Burrows et al., 1995). Estudios llevados a cabo en células 

endoteliales han demostrado que la haploinsuficiencia de endoglina se asocia a una 

menor proliferación endotelial (Fernandez-L et al., 2007; Jerkic et al., 2006b; Lebrin et 

al., 2004). Otros autores han obtenido resultados similares al estudiar el efecto de la 

expresión de endoglina sobre otros tipos celulares. De esta forma, se ha observado 

que el incremento en la expresión de L-endoglina induce la proliferación de 

mioblastos L6E9 (Velasco et al., 2008) o que al inhibir la expresión de endoglina 

disminuye la proliferación de la línea queratinocítica PDV, característica del 

carcinoma escamoso (Perez-Gomez et al., 2007). Se ha propuesto que este papel pro-

proliferativo de endoglina se debe a que antagoniza el efecto antiproliferativo que 

ejerce TGFβ1 sobre estos tipos celulares (Letamendia et al., 1998b; Li et al., 2000b). La 

expresión de endoglina hace que TGFβ1 señalice a través del receptor ALK1, en 

lugar de a través de ALK5, que da lugar a la activación de la proliferación celular 

(Lebrin et al., 2004; Velasco et al., 2008). Sin embargo, nuestros resultados 

demuestran un efecto antiproliferativo de la expresión de endoglina en los 

fibroblastos de piel, por lo que el efecto de la expresión de endoglina sobre la 

proliferación celular parece ser dependiente del tipo celular. Como algunos autores 

han descrito que el efecto proliferativo de endoglina se debe a la modulación de la 

señalización de TGFβ, puede que la dependencia del efecto de endoglina sobre la 

proliferación se deba a la complejidad de los efectos biológicos de TGFβ. Está 

ampliamente aceptado que TGFβ1 es un potente inhibidor de la proliferación 

celular, pero, como hemos mostrado en la introducción de este trabajo, esto no es así 

en todos los tipos celulares ya que en algunos induce proliferación celular. De esta 

forma, en aquellas células donde TGFβ promueve la proliferación celular cabría 

esperar que, si endoglina mantiene en esas células su papel como antagonista de 
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TGFβ, la expresión de endoglina inhiba la proliferación celular. En este sentido, se 

ha descrito que la incubación de células estromales derivadas de médula ósea con 

anticuerpos anti-endoglina produce el mismo efecto que el tratamiento con TGFβ: la 

activación de la proliferación celular (Rokhlin et al., 1995). La hipótesis de que en 

nuestro modelo celular suceda algo similar es el punto de partida para los 

experimentos que llevamos a cabo más adelante en los que evaluamos el efecto de 

TGFβ sobre los MDF. 

Otra de las propiedades celulares que hemos estudiado en este trabajo es la 

migración celular. Existen numerosos artículos en la literatura que demuestran que 

existe una relación entre la expresión de endoglina y la migración celular. De esta 

forma, se ha demostrado que las células endoteliales haploinsuficientes de 

endoglina presentan deficiencias en la migración celular (Fernandez-L et al., 2007; 

Jerkic et al., 2006b). Sin embargo, otros autores han descrito que células endoteliales 

derivadas de ratones knockout para endoglina migran más que las procedentes de 

los ratones wildtype (Lee et al., 2008), por lo que no está claro el papel que ejerce 

endoglina en la migración de las células endoteliales. Lo que sí parece evidente es 

que el papel de endoglina es dependiente del tipo celular. Así, se ha descrito que  es 

necesaria la expresión de endoglina para que el tratamiento con TGFβ1 induzca la 

migración en células de músculo liso (Ma et al., 2000). En el mismo sentido, 

recientemente se ha descrito que la sobreexpresión de endoglina en células 

metastáticas de cáncer de mama estimula la aparición de invadopodia y la migración 

de este tipo celular en respuesta al tratamiento con TGFβ1 (Oxmann et al., 2008). Por 

otro lado, se ha descrito que la expresión de endoglina inhibe la migración de 

células derivadas de carcinoma escamoso (Perez-Gomez et al., 2007), células 

derivadas de cáncer de próstata (Craft et al., 2007; Liu et al., 2002) y de la línea de 

fibroblastos NCTC929 (Guerrero-Esteo et al., 1999). Nuestros resultados estarían, por 

lo tanto, en consonancia con los últimos que hemos descrito, ya que observamos 

cómo la mayor expresión de endoglina se relaciona con una menor migración y este 

resultado lo obtenemos tanto en los fibroblastos primarios de dermis como en los 

fibroblastos NIH3T3 que sobreexpresan endoglina. 



Resultados y discusión 
 

96 

Por último, nuestros resultados muestran que la disminución en la expresión 

de endoglina activa la expresión de genes de componentes de la matriz extracelular. 

Esta relación entre la expresión de endoglina y la síntesis de matriz extracelular ya 

ha sido descrita previamente por otros autores en diferentes tipos celulares y 

siempre en el mismo sentido que nuestros resultados. De esta forma, en las células 

endoteliales haploinsuficientes en endoglina hay un incremento en la síntesis de 

moléculas de matriz extracelular (Jerkic et al., 2006b) y la sobreexpresión de L-

endoglina inhibe la síntesis de matriz extracelular inducida por TGFβ en monocitos 

U- 937 (Lastres et al., 1996), mioblastos L6E9 (Letamendia et al., 1998b; Obreo et al., 

2004) y fibroblastos NCTC929 (Guerrero-Esteo et al., 1999).  

Nuestros resultados demuestran, por primera vez, el efecto de endoglina 

sobre las propiedades celulares de fibroblastos de dermis, un tipo celular donde, 

hasta ahora, no se había descrito la expresión de esta proteína. La mayoría de los 

trabajos discuten cómo la expresión de endoglina modifica las diferentes respuestas 

celulares a TGFβ y se han propuesto diferentes modelos que intentan explicar el 

mecanismo molecular por el que esto sucede. Recientemente, nuestro grupo ha 

propuesto un modelo por el que la expresión de L- o S-endoglina determina la ruta 

de señalización activada en respuesta a TGFβ. Según el modelo, L-endoglina activa 

la vía de Smad1/5 que induce la activación de la proliferación celular. Por el 

contrario, S-endoglina activa la vía de Smad2/3 que provoca la síntesis de moléculas 

de matriz extracelular (Velasco et al., 2008). Extrapolando el modelo a nuestros 

resultados, el efecto que endoglina ejerce sobre las propiedades celulares que hemos 

estudiado puede deberse a que la expresión de endoglina modula la respuesta 

celular a TGFβ1. De esta forma, la expresión relativa de endoglina modificaría el 

patrón de activación de diferentes vías de señalización que se activan en respuesta a 

TGFβ1. 

Para comprobar si en nuestro modelo celular se está dando ese tipo de 

regulación, decidimos analizar la señalización de TGFβ1 en los fibroblastos de piel. 
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4. Efecto de TGFβ1 sobre los fibroblastos de 
piel 

Endoglina se considera un receptor auxiliar de TGFβ. Además, existen 

numerosas referencias en la literatura que demuestran que la expresión de 

endoglina modula la señalización de TGFβ y, que de ese modo, regula diversos 

procesos celulares. Por esta razón decidimos estudiar la señalización de TGFβ en los 

fibroblastos y si la diferente expresión de endoglina modula dicha vía. 

4.1. Estudio de la señalización de TGFβ1 a través de 
Smads en fibroblastos 

 TGFβ1 lleva a cabo sus acciones mediante la activación de dos familias de 

receptores de membrana serina/treonina quinasa específicos: los receptores tipo I y 

tipo II (Shi y Massague, 2003). TGFβ1 se une al receptor tipo II (TβRII), que se 

encuentra constitutivamente fosforilado, y este se une y activa al receptor tipo I, 

también conocido como receptor activina de tipo quinasa (ALK de “activin receptor 

like kinase”). Mientras que solo existe un receptor tipo II capaz de unirse a TGFβ1 

(TβRII), se han descrito dos receptores tipo I para TGFβ1: ALK5, ampliamente 

descrito en la mayoría de los tipos celulares, y ALK1, descrito inicialmente sólo en 

células endoteliales (Oh et al., 2000). Como hemos explicado en la introducción de 

este trabajo, la unión de TGFβ1 a ALK5 activa Smad2/3 mientras que su unión a 

ALK1 produce la activación de Smad1/5. En los últimos años, la vía de señalización 

de ALK1 se ha descrito en varios tipos celulares distintos a las células endoteliales 

(Daly et al., 2008; Finnson et al., 2008; Scherner et al., 2007; Velasco et al., 2008; 

Wiercinska et al., 2006), sin embargo, no se ha estudiado la presencia de este 

receptor, ni la de su correspondiente vía de señalización, en fibroblastos de piel. 
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4.1.1. Expresión de los receptores de TGFβ1 en fibroblastos 

 Estudiamos la expresión de los receptores tipo I, ALK1 y ALK5, y tipo II, 

TβRII, en la línea celular de fibroblastos NIH3T3 y en el cultivo primario de 

fibroblastos de dermis mediante RT-PCR y Western blot. 

 Como era de esperar, encontramos que ALK5 y TβRII se expresan en los dos 

cultivos de fibroblastos. Además, observamos que el receptor tipo I ALK1 se expresa 

constitutivamente en los fibroblastos de piel y en los NIH3T3 (Figura 38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.2. Activación de las R-Smads en respuesta a TGFβ1  

 El receptor tipo I, una vez activado, transmite la señal hacia el núcleo 

fosforilando a miembros específicos de la familia Smad: las R-Smads. Los distintos 

receptores tipo I de la superfamilia de TGFβ transmiten su señal a través de distintas 

Smads; en el caso de ALK1, Smad1, Smad5 y Smad8 (Lebrin et al., 2004; Oh et al., 

2000), y para ALK5, Smad2 y Smad3 (Massague y Gomis, 2006). 

 Por lo tanto, analizamos la fosforilación de las R-Smads, Smad1, Smad2 y 

Smad3 después del tratamiento con TGFβ1. Para estudiar la activación de Smad3 

hemos utilizado un anticuerpo que reconoce tanto Smad1 como Smad3. Estudios 

previos de nuestro laboratorio, realizados en otros tipos celulares, determinaron que 

la máxima activación en la fosforilación de las Smads se producía a los 30 minutos 

del tratamiento con TGFβ1 y que el tratamiento con 1 ng/ml de TGFβ1 era suficiente 

para observar la activación de las R-Smads (Velasco et al., 2008). En estas 

condiciones, el tratamiento con TGFβ1 induce, en los fibroblastos, la fosforilación de 

Figura 38. Expresión de los receptores de la ruta de TGFβ. 
Estudiamos la expresión de los receptores tipo I, ALK1 y ALK5, y tipo 
II, TβRII, de TGFβ en fibroblastos MDF y NIH3T3 mediante RT-PCR 
(A) y Western blot (B).  
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Smad2 y de Smad3 pero también la de Smad1 (Figura 39). Por lo tanto, los 

receptores tipo I de TGFβ1, ALK5 y ALK1 están presentes en fibroblastos y, además, 

en respuesta al tratamiento con TGFβ1, son capaces de activar a sus sustratos 

citoplasmáticos: Smad2, Smad3 y Smad1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.3. Estudio de los elementos de respuesta a TGFβ1 en fibroblastos 

 Para completar el estudio de las vías de señalización de TGFβ1 analizamos 

elementos de respuesta característicos de las vías de ALK1-Smad1 y de ALK5-

Smad2/3.  

Id1 se identificó como un gen de respuesta a la activación de la vía de ALK1-

Smad1 en células endoteliales (Goumans et al., 2002; Lebrin et al., 2004). Los 

miembros de la familia Id están implicados en proliferación celular y diferenciación 

(Hollnagel et al., 1999). TGFβ1 induce un incremento en la expresión de la proteína 

Id1 que es máximo una hora después de iniciar el tratamiento. Observamos este 

aumento de expresión tanto en las células de cultivo primario como en la línea 

celular NIH3T3 (Figura 40). 

Figura 39. Activación de Smad1/2/3 en respuesta a TGFβ1. En respuesta a un 
estímulo con TGFβ1, 1 ng/ml durante 30 minutos, se activan Smad1/3 y Smad2 
tanto en fibroblastos MDF (A) como NIH3T3 (B). La expresión de tubulina nos 
sirvió como control de carga. Se muestra una imagen representativa de 3 
experimentos distintos. 
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 Estudiamos por PCR cuantitativa el efecto del tratamiento con TGFβ1 

durante 24 horas en el mRNA de PAI-1, gen de respuesta específico de Smad3 

(Goumans et al., 2002) y regulador de la matriz extracelular (Leask et al., 2004). El 

tratamiento con TGFβ1 induce un aumento de los niveles relativos del mRNA de 

PAI-1 en los dos tipos de fibroblastos, aunque este aumento es mayor en los NIH3T3 

(Figura 41). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Activación de Id1 en respuesta al tratamiento con TGFβ1. 
Tiempo-respuesta para comprobar la activación de Id1 en respuesta al 
tratamiento con TGFβ1, 1 ng/ml, tanto en fibroblastos MDF (A) como 
NIH3T3 (B). La expresión de tubulina nos sirvió como control de carga. 
Se muestra una imagen representativa de 2 experimentos distintos. 

Figura 41. Activación de la expresión de PAI-1 en respuesta a TGFβ1. 
Comprobamos, mediante PCR cuantitativa, el incremento en la expresión 
del mRNA de PAI-1 en respuesta a TGFβ1 (1ng/ml) durante 24 horas en 
fibroblastos MDF (A) y NIH3T3 (B).  
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Por último llevamos a cabo en los fibroblastos NIH3T3 ensayos de actividad 

de promotor. Para ello, transfectamos los fibroblastos con tres plásmidos reporteros 

distintos: (Bre)2-Luc, FAST/ARE-Luc y (CAGA)12-Luc. El vector (Bre)2-Luc es un 

reportero específico de la vía de ALK1 que contiene elementos de respuesta del 

promotor de Id1 (Korchynskyi y ten Dijke, 2002). Los vectores FAST/ARE-Luc y el 

vector (CAGA)12-Luc son reporteros específicos de la vía de ALK5 que contienen 

elementos de respuesta específicos para Smad2 y Smad3 respectivamente (Dennler 

et al., 1998; Labbe et al., 1998; Watanabe y Whitman, 1999). Después de la 

transfección, tratamos las células durante 24 horas con TGFβ1 1ng/ml en medio con 

10% de suero. Evaluamos la actividad de los promotores midiendo la actividad 

luciferasa utilizando el kit comercial descrito en la sección de Material y métodos. 

Para corregir la eficacia de la transfección, también evaluamos la actividad Renilla, 

para lo cual al realizar el ensayo cotransfectamos el plásmido pRL-TK. 

 El tratamiento de los fibroblastos con TGFβ1 durante 24 horas induce un 

aumento significativo en la actividad de los reporteros específicos de la vía de 

señalización de ALK5: FAST/ARE-Luc y (CAGA)12-Luc. Sin embargo cuando 

analizamos el efecto de TGFβ1 sobre el reportero (Bre)2-Luc observamos una 

importante activación basal que se inhibe tras el tratamiento con TGFβ1 (Figura 42). 
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Figura 42. Activación de promotores de elementos de respuesta a TGFβ en 
fibroblastos NIH3T3. Comprobamos, en la línea de fibroblastos NIH3T3, el efecto de 
TGFβ1, 1 ng/ml, sobre la actividad de distintos promotores de respuesta a TGFβ. Se 
emplearon las construcciones FAST/ARE-Luc (A), un elemento de respuesta a Smad2, 
(CAGA)12-Luc (B), elemento de respuesta a Smad3, y (Bre)2-Luc (C), elemento de 
respuesta a Smad1/5. Se muestra un experimento representativo de 4 realizados. 

Control TGFβ1
0

0,4

0,8

1,2

U
ni

da
de

s 
de

 L
uz

 R
el

at
iv

as
(r

es
pe

ct
o 

al
 C

on
tr

ol
)

C
(Bre)2-Luc

U
ni

da
de

s 
de

 L
uz

 R
el

at
iv

as
(r

es
pe

ct
o 

al
 C

on
tr

ol
)

Control TGFβ1

A

Control TGFβ1
0

10

20

30

0

4

8

12

U
ni

da
de

s 
de

 L
uz

 R
el

at
iv

as
(r

es
pe

ct
o 

al
 C

on
tr

ol
)

B
FAST/ARE-LUC (CAGA)12-Luc



Resultados y discusión 

103 

R
es

ul
ta

do
s 

y 
di

sc
us

ió
n

4.1.4. Interacción entre ALK1 y ALK5 en la señalización de TGFβ1 

 Algunos autores han observado en células endoteliales que el receptor tipo I, 

ALK5, es necesario para la señalización de TGFβ a través de ALK1 (Goumans et al., 

2003b). Quisimos estudiar si en los fibroblastos podría ocurrir un fenómeno similar, 

por lo que tratamos las células con el inhibidor de ALK5, SB431542 (5 µM), durante 

una hora y, a continuación, con TGFβ1 durante 30 minutos. El análisis por Western 

blot demostró que se produce una inhibición de la fosforilación no solo de Smad2 y 

Smad3, sino también de Smad1, en las células cotratadas con el inhibidor y TGFβ1 

comparadas con las células tratadas solo con TGFβ1 (Figura 43).  Como el SB431542 

es un inhibidor específico de ALK5 (Inman et al., 2002) y se ha demostrado que los 

receptores ALK1 son insensibles al mismo (Laping et al., 2002), parece que el 

receptor de ALK1 necesita de la actividad del receptor ALK5 para que TGFβ1 pueda 

señalizar a través de él. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

También estudiamos la respuesta de los reporteros (Bre)2-Luc, FAST/ARE-Luc 

y (CAGA)12-Luc al tratamiento con TGFβ1 en presencia del inhibidor de ALK5, 

SB431542. Como hemos descrito previamente, cotransfectamos los genes reporteros 

con el plásmido pRL-TK. Después de la transfección, pretratamos las células con el 

Figura 43. Efecto del inhibidor SB431542 sobre la activación de Smads en 
respuesta a TGFβ1. Estudiamos, en fibroblastos MDF (A) y NIH3T3 (B), el 
efecto del inhibidor de ALK5 SB431542 (SB) sobre la activación de Smads en 
respuesta al tratamiento con TGFβ1 (T), 1 ng/ml durante 30 minutos. Para ello, 
tratamos los fibroblastos con el inhibidor durante 1 hora, antes del tratamiento 
con TGFβ1.  
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inhibidor SB431542 durante 1 hora antes de realizar el tratamiento con TGFβ1 

1ng/ml. Transcurridas 24 horas, evaluamos la actividad luciferasa en el 

luminómetro. El tratamiento con el SB431542 inhibe la acción de TGFβ1 sobre los 3 

reporteros estudiados (Figura 44). 

Figura 44. Efecto del SB431542 sobre la activación de promotores de elementos de 
respuesta a TGFβ en fibroblastos NIH3T3. Analizamos el efecto del inhibidor de 
ALK5, SB431542, sobre la actividad de distintos promotores de respuesta a TGFβ, en 
la línea de fibroblastos NIH3T3. Se emplearon las construcciones FAST/ARE-Luc (A), 
un elemento de respuesta a Smad2, (CAGA)12-Luc (B), elemento de respuesta a 
Smad3, y (Bre)2-Luc, elemento de respuesta a Smad1/5. Se muestra un experimento 
representativo de un total de 3 experimentos realizados. 
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 Nuestros resultados demuestran que en los fibroblastos de piel los dos 

receptores tipo I de TGFβ: ALK1 y ALK5, se expresan de manera constitutiva. 

Además, ambas vías son funcionales ya que en respuesta al tratamiento con TGFβ1 

se produce fosforilación de Smad1, Smad2 y Smad3. Aunque la señalización de 

TGFβ1 a través de ALK1 se describió originalmente en células endoteliales 

(Goumans et al., 2002; Oh et al., 2000), y a pesar de que algunos autores afirman que 

ALK1 se expresa exclusivamente en el endotelio (Seki et al., 2003), diferentes autores 

han ido poco a poco describiendo la presencia y actividad de este receptor en 

neuronas (Konig et al., 2005), células hepáticas estrelladas (Wiercinska et al., 2006), 

condrocitos (Finnson et al., 2008) y la línea de mioblastos L6E9 (Scherner et al., 2007). 

Recientemente, se ha descrito que la activación de Smad1/5 en respuesta al 

tratamiento con TGFβ1 es un proceso mucho más extendido de lo que se pensaba y 

que tiene lugar en muchas líneas epiteliales y mesénquimales (Daly et al., 2008). 

Estos autores afirman que los receptores responsables de esa activación son ALK2 y 

ALK3, en lugar de ALK1, ya que, supuestamente, este no se expresa más que en el 

endotelio. Nuestros resultados demuestran que en fibroblastos se expresa tanto el 

mRNA como la proteína de ALK1. Sin embargo, al no haber analizado la expresión 

de ALK2 y ALK3 y, sobre todo, al no haber demostrado la interacción directa en 

nuestras células entre ALK1 y Smad1/5, no podemos afirmar con toda seguridad 

que la activación de Smad1/5 en respuesta al TGFβ se produzca a través de ALK1 y 

no de ALK2 o ALK3. 

Para comprobar que tanto la vía de Smad1/5 como la de Smad2/3 son 

funcionales, estudiamos la activación de genes de respuesta específicos para cada 

una de las vías. En primer lugar, analizamos la actividad de los reporteros ARE-Luc 

y (CAGA)12-Luc, dos reporteros específicos de la ruta de ALK5. Nuestros resultados 

demuestran que la actividad de ambos reporteros aumenta tras el tratamiento con 

TGFβ1, lo que coincide con los resultados mostrados anteriormente por otros 

autores (Goumans et al., 2003a; Goumans et al., 2002; Scherner et al., 2007; Velasco et 

al., 2008). Sin embargo, al analizar la activación del promotor (Bre)2-Luc, que nos 

permite monitorizar la ruta de ALK1, observamos cómo tras el tratamiento con 

TGFβ1 no solo no se detecta una activación del promotor, sino que se aprecia una 
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inhibición. Otros autores ya habían observado esta ausencia de activación de (Bre)2-

Luc previamente (Craft et al., 2007; David et al., 2007a; David et al., 2007b; Scherner et 

al., 2007; Velasco et al., 2008), pero hasta hace poco no se había propuesto el 

mecanismo por el que esto sucede. Tras el tratamiento con TGFβ1, y la activación 

tanto de Smad2/3 como de Smad1/5, se forman complejos Smad1/5-Smad4 y 

Smad2/3-Smad4, pero también se forman complejos Smad1/5-Smad2/3 sin la 

participación de Smad4. Así, Smad2/3 compite con Smad4 para formar, sin la 

presencia de la Co-Smad, estos complejos, que no serían detectados por (Bre)2-Luc 

ya que este contiene secuencias específicas de unión de los complejos Smad1/5-

Smad4 (Daly et al., 2008). 

Id1 y PAI-1 son proteínas que se han descrito, específicamente, como dianas 

de la ruta de ALK1 y ALK5, respectivamente. Nuestros resultados demuestran 

cómo, en consonancia con los resultados obtenidos en otros tipos celulares (Finnson 

et al., 2008; Goumans et al., 2002; Scherner et al., 2007; Wiercinska et al., 2006), el 

tratamiento con TGFβ1 induce un incremento en la expresión de ambas proteínas en 

los fibroblastos. 

Por último, observamos que al tratar los fibroblastos con el inhibidor 

específico de la actividad quinasa de ALK5, SB431542, se produce una inhibición de 

ambas vías, lo que indica que es necesaria la presencia funcional de ALK5 para que 

se transmita la señal a través de ALK1. Recientemente, se ha descrito que la 

presencia del loop L45 de ALK5 es necesaria para la activación de Smad1/5 (Liu et al., 

2009). Por lo tanto, parece que, para que se produzca la fosforilación de Smad1/5, es 

necesaria la formación de complejos de receptores que implicarían la presencia tanto 

de ALK5 como de ALK1, ALK2 o ALK3. 
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4.2. Efecto de endoglina sobre la ruta de TGFβ1 en 
fibroblastos de piel 

 Numerosos estudios han descrito el efecto modulador que ejerce endoglina 

sobre la señalización de TGFβ1, principalmente en la regulación de la señalización a 

través de ALK1 o de ALK5. Además, esta regulación se ha relacionado con el papel 

que ejerce endoglina sobre las propiedades biológicas de diferentes tipos celulares 

(Blanco et al., 2005; Craft et al., 2007; Lebrin et al., 2004; Pece-Barbara et al., 2005). Por 

lo tanto, decidimos estudiar si la diferente expresión de endoglina modulaba la 

señalización de TGFβ1 en los fibroblastos. Para ello, analizamos si había diferencias 

en alguno de los puntos de las vías de señalización entre los fibroblastos Eng+/+ o 

Eng+/-. 

4.2.1. Expresión de los receptores de TGFβ1 

 En primer lugar, estudiamos si la diferente expresión de endoglina podía 

modificar la expresión de los receptores de TGFβ1 en los fibroblastos. Al analizar 

mediante RT-PCR los niveles de mRNA de ALK1, ALK5 y TβRII en los fibroblastos 

haploinsuficientes de endoglina y sus controles, no encontramos diferencias de 

expresión entre ellos (Figura 45A). El análisis de la expresión de los receptores 

mediante Western blot muestra resultados similares a los obtenidos al analizar el 

mRNA (Figura 45B). Podemos concluir que la haploinsuficiencia de endoglina no 

modifica la expresión de los receptores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45. Expresión de receptores de la ruta de TGFβ en MDF 
haploinsuficientes de endoglina. Analizamos la expresión del receptor tipo 
II, TβRII, así como de los receptores tipo I, ALK1 y ALK5, de TGFβ en MDF 
mediante RT-PCR (A) o Western blot (B). Como control de carga, analizamos 
la expresión GAPDH y tubulina, respectivamente. Se muestra una imagen 
representativa de 3 experimentos. 
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4.2.2. Activación de las R-Smads en respuesta a TGFβ1 

 Algunos autores han descrito que la expresión de endoglina modula la 

activación de las Smads, modificando de esta forma la señalización de TGFβ1 

(Lebrin et al., 2004; Velasco et al., 2008). Por esa razón, estudiamos si la activación de 

las R-Smads: Smad1, Smad2 y Smad3, se veía modificada por la diferente expresión 

de endoglina. Tratamos los MDF Eng+/+ y Eng+/- con 1 ng/ml de TGFβ1 durante 30 

minutos y analizamos, mediante Western blot,  la fosforilación de las R-Smads. Como 

hemos descrito previamente (Figura 38), Smad1, Smad2 y Smad3 se fosforilan en 

respuesta al tratamiento con TGFβ1, sin embargo, no observamos diferencias en la 

fosforilación de las Smads entre los MDF Eng+/+ y Eng+/- (Figura 46). El tratamiento 

con TGFβ1 durante 30 minutos tampoco modifica la expresión de las R-Smads. 

Parece por lo tanto que la expresión de endoglina no afecta a la activación de las 

Smads en los MDF. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.3 Estudio de los elementos de respuesta a TGFβ1 en fibroblastos 

 Para continuar con el estudio del efecto de endoglina sobre la señalización de 

TGFβ1 en MDF, analizamos la expresión de Id1 y de PAI-1. La expresión de Id1 y 

PAI-1 se ve estimulada, en respuesta a la señalización de TGFβ1, a través de ALK1 y 

ALK5, respectivamente. Como no encontramos diferencias en la fosforilación de las 

Figura 46. Activación de las Smads 1, 2 y 3 en respuesta a TGFβ1 en MDF 
haploinsuficientes de endoglina. Comprobamos cómo, en respuesta a un 
estímulo de TGFβ1 de 1 ng/ml durante 30 minutos, se activan Smad1/3 y 
Smad2 tanto en MDF Eng+/+ como Eng+/-. La expresión de las R-Smads no se 
ve modificada tras el tratamiento con TGFβ1. La expresión de tubulina nos 
sirvió como control de carga. Se muestra una imagen representativa de 3 
experimentos distintos. 
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Smads, quisimos estudiar si endoglina podía ejercer algún tipo de regulación en 

otro punto de las vías de señalización de TGFβ1. 

Analizamos mediante Western blot la expresión de Id1 en los MDF Eng+/+ y 

Eng+/-. Para ello, tratamos las células con 1 ng/ml de TGFβ1 durante 1 hora, 

condiciones en las que ya habíamos visto el efecto de TGFβ1 sobre la expresión de 

Id1 (Figura 40). El tratamiento con TGFβ1 induce la expresión de Id1, pero no 

observamos diferencias en la expresión de esta proteína entre los fibroblastos Eng+/+ 

y los Eng+/- (Figura 47). 

 

 

 

 

 

 

  

 

 A partir del mRNA de los MDF estudiamos, mediante PCR cuantitativa, si la 

diferente expresión de endoglina modifica la expresión de PAI-1 en respuesta a 

TGFβ1. El tratamiento con TGFβ1 produce un incremento en la expresión del 

mRNA de PAI-1 en los MDF, pero no encontramos diferencias entre los MDF Eng+/+ 

y Eng+/- (Figura 48).   

  

 

Figura 47. Efecto de la haploinsuficencia de endoglina sobre la expresión de Id1.
Observamos el incremento de la expresión de Id1, en respuesta a un tratamiento con 
TGFβ1, 1 ng/ml durante 1 hora, en MDF Eng+/+ y Eng+/-. La expresión de tubulina nos 
sirvió como control de carga. Se muestra una imagen representativa de 3 
experimentos distintos. 

Figura 48. Efecto de la haploinsuficencia de endoglina sobre la expresión de PAI-1.
Comprobamos, mediante PCR cuantitativa, el incremento en la expresión del mRNA 
de PAI-1 en respuesta al tratamiento con TGFβ1 (1ng/ml) durante 24 horas en 
fibroblastos MDF Eng+/+ y Eng+/-.  
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 Hemos analizado el efecto de la expresión de endoglina sobre la señalización 

de TGFβ1 en MDF. Diferentes autores han reseñado la regulación que ejerce 

endoglina sobre la señalización de TGFβ1 en diferentes modelos celulares. Así, 

estudios llevados a cabo en células endoteliales demuestran que la expresión de 

endoglina inhibe la señalización de TGFβ a través de Smad2/3 y potencia la 

señalización a través de Smad1/5 (Blanco et al., 2005; Lebrin et al., 2004; Lee et al., 

2008; Warrington et al., 2005). Sin embargo, en el mismo tipo celular otros autores 

han obtenido los resultados contrarios, es decir, que endoglina inhibe la activación 

de Smad1/5 en respuesta a TGFβ1 (Pece-Barbara et al., 2005). Esto también se ha 

estudiado en otros tipos celulares como en células de cáncer de próstata PC3-M, en 

las que endoglina activa Smad1 (Craft et al., 2007); en linfocitos T (Schmidt-Weber et 

al., 2005) y en células de carcinoma fusocelular CarC (Perez-Gomez et al., 2007), 

donde la expresión de endoglina inhibe la activación de Smad2/3; y en mioblastos, 

en los que se ha demostrado que la expresión de L-endoglina inhibe la señalización 

de TGFβ a través de ALK5 y la promueve a través de ALK1 (Letamendia et al., 

1998b; Scherner et al., 2007; Velasco et al., 2008).  

Nosotros hemos estudiado la expresión de los receptores, la fosforilación de 

las R-Smads y la expresión de elementos de respuesta a las vías de señalización de 

TGFβ y no encontramos diferencias entre los MDF Eng+/+ y Eng+/- ni en la expresión 

de los receptores ni en la fosforilación de las R-Smads ni en la expresión de Id1 o 

PAI-1. Parece por lo tanto que, en nuestro modelo, la señalización de TGFβ a través 

de la vía clásica de las Smads es independiente de la expresión de endoglina. 
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4.3. Efecto de endoglina sobre otras rutas de 
señalización de TGFβ1 

 Nuestros resultados demuestran que endoglina no regula la señalización de 

TGFβ1 a través de las Smads. Sin embargo, TGFβ es capaz de activar vías diferentes 

a la de las Smads que también pueden ejercer un papel importante regulando 

distintas propiedades de los fibroblastos. Por esta razón, analizamos el posible 

efecto de la haploinsuficiencia de endoglina sobre la activación de las vías de 

MAPKs más importantes (Erk1/2, p38 y JNK) y sobre la vía de PI3K/Akt. Para ello, 

tratamos nuestras células con TGFβ1 durante 5, 15 y 30 minutos y estudiamos, 

mediante Western blot, la fosforilación de las proteínas efectoras de las diferentes 

vías. 

 Los MDF presentan una fosforilación basal de Erk1 y de Erk2, cuando son 

cultivados en presencia de 10% de suero, sin que se observen diferencias entre los 

Eng+/+ y los Eng+/-. A los 5 minutos de tratamiento con TGFβ1, observamos un 

incremento en la fosforilación tanto de Erk1 como de Erk2 que, sin embargo, 

disminuye, por debajo del nivel basal, tras 15 y 30 minutos de tratamiento (Figura 

49). El tratamiento con TGFβ1 no modifica los niveles totales de Erk1 y de Erk2. 

Además, no encontramos diferencias ni en la activación ni en la expresión de Erk1/2 

causadas por la diferente expresión de endoglina en los fibroblastos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 49. Efecto de la haploinsuficencia de endoglina sobre la activación de Erk1/2.
Analizamos la fosforilación y la expresión de Erk1 y Erk2 en MDF Eng+/+ y Eng+/-, en 
respuesta a un tratamiento con TGFβ1, a una concentración de 1 ng/ml, durante los 
tiempos indicados. La expresión de tubulina nos sirvió como control de carga. Se 
muestra una imagen representativa de 3 experimentos distintos. 
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Estudiamos también la activación de la vía de p38. En nuestras células no 

somos capaces de detectar la fosforilación de p38 a ninguno de los tiempos 

indicados (Figura 50). Utilizamos como control positivo el tratamiento con sorbitol a 

una concentración 0,7 M durante 30 minutos que sí produjo la activación de p38 en 

los fibroblastos. No observamos ningún cambio en la expresión de p38 después del 

tratamiento con TGFβ1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por último, analizamos la activación de JNK1. En los MDF, existe una 

importante activación basal de JNK1. El tratamiento con TGFβ1 induce un rápido 

incremento, desde los 5 minutos, en la fosforilación de JNK1 que se mantiene más 

allá de los primeros 30 minutos, pero que es similar entre los Eng+/+ y los Eng+/- 

(Figura 51). No encontramos diferencias en la expresión de JNK1 tras el tratamiento 

con TGFβ1.  

 

 

 

 

Figura 50. Efecto de la haploinsuficencia de endoglina sobre la activación de p38. 
Analizamos la fosforilación y la expresión de p38 en MDF Eng+/+ y Eng+/-, en respuesta 
a un tratamiento con TGFβ1, a una concentración de 1 ng/ml, durante los tiempos 
indicados. La expresión de tubulina nos sirvió como control de carga. Se muestra una 
imagen representativa de 3 experimentos distintos. 

Figura 51. Efecto de la haploinsuficencia de endoglina sobre la activación de JNK1. 
Analizamos la fosforilación y la expresión de JNK1 en MDF Eng+/+ y Eng+/-, en 
respuesta a un tratamiento con TGFβ1, a una concentración de 1 ng/ml, durante los 
tiempos indicados. La expresión de tubulina nos sirvió como control de carga. Se 
muestra una imagen representativa de 2 experimentos distintos. 
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 Además de analizar las diferentes vías de MAPKs, estudiamos la activación 

de la vía de PI3K/Akt en respuesta a TGFβ1. Detectamos una activación basal de 

Akt en los MDF que es mayor en los fibroblastos haploinsuficientes que en los 

controles (Figura 52). El tratamiento con TGFβ1 parece inducir una activación de 

Akt, pero esta sigue siendo más alta en los MDF Eng+/- que en los Eng+/+. No 

observamos diferencias en la expresión de Akt ni entre los dos tipos de células ni 

tras el tratamiento con TGFβ1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Como hemos explicado en la introducción del trabajo, además de la vía 

clásica de las Smads, TGFβ puede activar otras rutas de señalización, como las vías 

de MAPKs o la vía de PI3K/Akt. No se ha estudiado en profundidad el mecanismo 

por el cual se produce esta activación, pero parece que es un proceso dependiente 

de la actividad quinasa del receptor tipo I (Zhang, 2009). Aunque se ha descrito que 

endoglina es capaz de variar la respuesta a TGFβ1 modulando la actividad de los 

receptores y, de esa forma, la fosforilación de las Smads (Blanco et al., 2005), apenas 

hay estudios que relacionen la expresión de endoglina con la modulación de la 

activación de otras vías en respuesta a TGFβ. Estos estudios, que se han llevado a 

cabo en mioblastos L6E9, describen cómo la expresión de L-endoglina modifica la 

activación de Erk1/2 y JNK (Guo et al., 2004; Rodriguez-Barbero et al., 2006). 

Nuestros resultados no muestran ningún efecto de la haploinsuficiencia de 

endoglina sobre la activación de las vías de MAPKs. Sin embargo, parece claro que 

la haploinsuficiencia de endoglina provoca una diferente activación de Akt. 

Figura 52. Efecto de la haploinsuficencia de endoglina sobre la activación de Akt.
Analizamos la fosforilación y la expresión de Akt en MDF Eng+/+ y Eng+/-, en respuesta 
a un tratamiento con TGFβ1, a una concentración de 1 ng/ml, durante los tiempos 
indicados. La expresión de tubulina nos sirvió como control de carga. Se muestra una 
imagen representativa de 3 experimentos distintos. 
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4.4. Efecto del tratamiento con TGFβ1 sobre las 
propiedades biológicas de los fibroblastos de piel 

Estudiamos el efecto directo del tratamiento con TGFβ1 sobre la 

proliferación y migración de los fibroblastos de piel haploinsuficientes en endoglina. 

De esta forma, podremos determinar si el efecto de la expresión de endoglina sobre 

los fibroblastos se debe a una regulación de la señalización de TGFβ o si su efecto es 

independiente de esta citoquina. 

Para analizar el efecto de TGFβ1 sobre la proliferación celular, sembramos el 

mismo número de fibroblastos Eng+/+ y Eng+/- y estudiamos su proliferación a lo largo 

de 4 días bajo distintos tratamientos. Analizamos el efecto del tratamiento con 

TGFβ1 sobre la proliferación de los fibroblastos de piel y si la respuesta celular es 

dependiente o no de la expresión de endoglina. Además, tratamos las células con un 

anticuerpo neutralizante de TGFβ1. De esta forma, eliminamos la acción del TGFβ1 

presente en el medio así como del que las células pudieran estar sintetizando. 

TGFβ1 favorece la proliferación de los fibroblastos de piel y el anticuerpo 

neutralizante de TGFβ1 la inhibe levemente. Sin embargo, el efecto de los 

tratamientos sobre los MDF Eng+/+ y Eng+/- es el mismo (Figura 53). Estos resultados 

demuestran, por tanto, que la mayor proliferación de los MDF Eng+/-, con respecto a 

los Eng+/+, no se debe a un papel modulador de endoglina sobre la acción de TGFβ1 

en la célula. 

Por otro lado, analizamos el efecto de TGFβ1 sobre la migración de los 

fibroblastos empleando para ello las técnicas del Wound healing y de migración a 

través de transwell. En el primer caso, tratamos las células con 1 ng/ml de TGFβ1 

añadido en una sola dosis justo después de realizar las heridas y analizamos la 

distancia migrada después de 24 horas. En estas condiciones, no observamos que 

TGFβ1 ejerza ningún efecto sobre la migración celular en ninguno de los dos 

genotipos, por lo que seguimos observando que los fibroblastos haploinsuficientes 

migran más que los controles, como ya hemos descrito anteriormente (Figura 54A). 

Pero también quisimos estudiar el efecto de TGFβ1 sobre la migración a través de 

transwell. Para ello, sembramos las células en el compartimento superior del 

transwell, en medio de cultivo al 2% de suero y en presencia o no de 1 ng/ml de 
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TGFβ1, y analizamos la cantidad de células que migraron hacia el compartimento 

inferior, que contenía medio con 10% de suero, después de 16 horas. De esta forma, 

seguimos empleando el gradiente de suero como quimioatrayente y podemos 

analizar el efecto de TGFβ1 como inductor de la migración. Observamos cómo, tanto 

en Eng+/+ como en Eng+/-, ha migrado un mayor número de células cuando tratamos 

con TGFβ1. Sin embargo, el incremento es el mismo en ambos casos por lo que las 

diferencias en migración se mantienen (Figura 54B). De esta forma, podemos decir 

que TGFβ1 promueve la migración de los fibroblastos Eng+/+ y Eng+/-, pero que 

endoglina no modula la respuesta celular a TGFβ1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 53. Efecto de TGFβ1 sobre la proliferación de los MDF Eng+/+ y Eng+/-. 
Estudiamos la proliferación celular estimando, mediante la técnica del cristal 
violeta, el número de células tras 4 días. Para analizar el efecto del TGFβ1 sobre 
la proliferación de los MDF deficientes en endoglina y sus respectivos controles, 
tratamos las células, desde el día siguiente a la siembra, con un anticuerpo 
bloqueante de TGFβ1 (α-TGFβ1) o con TGFβ1 (1ng/ml). La gráfica corresponde 
a un experimento representativo de 3 experimentos totales. Se representa la 
media+EEM (n=4 pocillos). 
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Se ha propuesto que endoglina regula la proliferación celular antagonizando 

el efecto antiproliferativo de TGFβ1 (Letamendia et al., 1998b; Li et al., 2000b). En 

términos generales, endoglina inhibe la señalización de TGFβ1 a través de Smad2/3, 

y de esta forma el efecto citostático de TGFβ, y la promueve a través de Smad1/5 

(Lebrin et al., 2005). Sin embargo, al analizar nuestros resultados no observamos que 

endoglina module el efecto de TGFβ1 sobre la proliferación celular. Observamos 

Figura 54. Efecto de TGFβ1 sobre la migración de los MDF Eng+/+ y Eng+/-. 
(A) Estudiamos el efecto del tratamiento con TGFβ1 sobre la migración 
celular mediante la técnica wound healing. Para ello, calculamos la distancia 
migrada por las células después de 24 horas en presencia del TGFβ1 (1 
ng/ml). Se representa la media+EEM de 2 experimentos (n=96 puntos). (B) Por 
otro lado, analizamos el efecto del tratamiento con TGFβ1 (1 ng/ml) sobre la 
capacidad invasiva de los MDF a través de una membrana de 8 µm. La 
gráfica corresponde a un experimento representativo. Se representa la 
media+EEM (n=4 pocillos).  
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cómo, igual que en resultados previos de otros autores (Giannouli y Kletsas, 2006; 

Strutz et al., 2001), TGFβ1 activa la proliferación. Sin embargo, las diferencias 

observadas entre los MDF Eng+/+ y Eng+/- se mantienen, es decir, el efecto de TGFβ1 

sobre las células es el mismo independientemente de la expresión de endoglina. En 

este sentido, nuestro grupo ya ha propuesto que endoglina ejerce un efecto sobre la 

proliferación celular independiente de TGFβ1 (Velasco et al., 2008). 

El efecto de TGFβ1 sobre la migración de los fibroblastos de piel fue descrito 

hace tiempo (Postlethwaite et al., 1987) y es una de sus funciones mejor 

caracterizadas en la cicatrización de heridas. Sin embargo, al analizar el efecto de 

TGFβ1 sobre la migración de los MDF encontramos resultados diferentes en función 

de la técnica empleada. Mientras que con la técnica del wound healing no observamos 

que TGFβ1 ejerza ningún papel en la migración, con la técnica de migración en 

transwell sí que observamos el efecto promigratorio de TGFβ1. En cualquier caso, no 

observamos que la expresión de endoglina module la forma en que los fibroblastos 

responden a TGFβ1. 

Teniendo en cuenta el conjunto de todos nuestros resultados, parece que los 

efectos que produce la expresión de endoglina sobre las propiedades celulares de 

los MDF no se deben a una modulación de la respuesta a TGFβ. Pese a que 

describimos que este tipo celular también presenta activación de la ruta de Smad1/5, 

no hemos observado que endoglina altere la activación de las Smads, tal y como han 

descrito diferentes autores en otros tipos celulares. Tampoco hemos observado que 

la expresión de endoglina afecte a la forma en que se activan otros mediadores 

celulares como son las MAPKs o la vía de PI3K/Akt. Por último, nuestros resultados 

no muestran que el tratamiento con TGFβ1 provoque efectos diferentes sobre la 

proliferación o la migración celular de los fibroblastos haploinsuficientes al 

compararlos con los controles. Como, sin embargo, sí que hemos observado que los 

fibroblastos Eng+/- tienen una mayor activación basal de Akt que los Eng+/+, 

decidimos analizar el efecto de la expresión de endoglina sobre la activación de Akt 

en fibroblastos. 
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5. Efecto de la expresión de endoglina sobre 
la activación de Akt en fibroblastos 

 La ruta de PI3K/Akt juega un papel fundamental en la regulación de 

diferentes procesos celulares como son la apoptosis, el crecimiento celular, la 

proliferación y la migración (Cantley, 2002). Por lo tanto, esta vía podría estar 

implicada en las diferencias observadas en fibroblastos procedentes de ratones 

Eng+/+ y Eng+/-. Además, como hemos descrito anteriormente, en nuestros 

fibroblastos parece que existe una diferente activación basal de Akt, el mediador 

central de la vía.  

 La activación de Akt se produce mediante su fosforilación en 2 residuos 

diferentes: Thr308 y Ser473. La fosforilación en Thr308 es suficiente para inducir una 

activación parcial de Akt, sin embargo, es necesaria la fosforilación en Ser473 para 

que se produzca una activación completa (Song et al., 2005). Por lo tanto, analizamos 

la fosforilación de Akt utilizando dos anticuerpos diferentes: uno que reconoce 

específicamente Akt fosforilado en Thr308 y otro que reconoce la fosforilación en 

Ser473. Como las diferencias provocadas por la haploinsuficiencia las detectamos en 

condiciones basales con medio de cultivo con 10% de suero, para analizar la 

activación de Akt no utilizamos ningún estímulo, sino que trabajamos en 

condiciones basales. En esas condiciones, observamos que los MDF Eng+/- presentan 

una fosforilación en la Thr308 de Akt ligeramente mayor que los Eng+/+. Al analizar la 

fosforilación de Akt en la Ser473 vemos, de nuevo,  que los MDF Eng+/- presentan una 

mayor fosforilación que los Eng+/+, pero en este caso las diferencias son mucho 

mayores (Figura 55A). Para comprobar si este efecto está directamente relacionado 

con la expresión de endoglina, sobreexpresamos endoglina en los fibroblastos y 

analizamos la activación de Akt. En primer lugar transfectamos los MDF de forma 

transitoria con un plásmido de expresión de endoglina murina (mEng) o con el 

vector vacío. La expresión de endoglina en estas células inhibe la fosforilación de 

Akt en la Ser473, sin embargo no somos capaces de detectar diferencias en la 

fosforilación de Akt en Thr308 entre los MDF transfectados con el vector vacío o con 

mEng (Figura 55B). También, sobreexpresamos endoglina en fibroblastos NIH3T3, 
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infectándolos de forma estable con un plásmido de expresión de endoglina humana 

(hEng), y analizamos de nuevo la activación de Akt en estas células. La 

sobreexpresión de endoglina en los fibroblastos NIH3T3 inhibe, de forma muy 

importante, la fosforilación de Akt tanto en la Thr308 como en la Ser473 (Figura 55C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como resumen de estos resultados, podemos decir que existe una relación 

inversa entre la expresión de endoglina y la activación de Akt ya que los fibroblastos 

haploinsuficientes de endoglina presentan una mayor activación de Akt y la 

sobreexpresión de la proteína produce una menor activación. Nuestros resultados 

demuestran, por primera vez, que la activación de Akt en fibroblastos es 

dependiente de la expresión de endoglina, pero aún habría que dilucidar el 

mecanismo molecular por el que esto sucede.  

Aunque no existen en la literatura artículos que relacionen endoglina con 

PI3K o Akt, sí que encontramos cierta relación con el inhibidor de PI3K, PTEN, uno 

de los miembros más importantes en la ruta de señalización. Recientemente, se han 

descrito mutaciones en el gen de endoglina asociadas al Síndrome de Poliposis 

Juvenil (Sweet et al., 2005). El Síndrome de Poliposis Juvenil es un enfermedad 

autosómica dominante muy infrecuente (1/100.000 habitantes) caracterizada por la 

aparición, a una edad muy temprana (5-6 años), de múltiples pólipos 

Figura 55. Efecto de la expresión de endoglina sobre la activación de Akt. Analizamos la 
fosforilación de Akt en la Thr308 y la Ser473 en MDF Eng+/+ y Eng+/- (A), en MDF transfectados con 
endoglina murina (mEng) (B) y en fibroblastos NIH3T3 infectados con endoglina humana (hEng) 
(C). En cada experimento comprobamos la expresión de endoglina, de Akt total y utilizamos 
tubulina como control de carga. Se muestra una imagen representativa de 3 experimentos. 
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hamartomatosos en las regiones proximal y colorrectal del intestino. En un 40% de 

los casos se ha asociado a la mutación de SMAD4 o de BMPRIA (Receptor tipo I de 

BMP), aunque también se ha asociado a mutaciones en otros genes entre los que se 

encuentra el inhibidor de la actividad de PI3K, PTEN (Chow y Macrae, 2005). En 

algunos casos, la mutación de SMAD4 provoca la aparición del síndrome 

denominado JP-HHT, que combina fenotipos de ambas enfermedades (Gallione et 

al., 2004). 
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6. Efecto de Akt sobre la proliferación de los 
fibroblastos 

Diversos trabajos han relacionado la activación Akt con una mayor 

proliferación en fibroblastos (Collado et al., 2000; Feutz et al., 2008; Giacco et al., 

2006). Teniendo en cuenta esto y que la expresión de endoglina modifica la 

proliferación en los fibroblastos, quisimos estudiar si las diferencias en proliferación 

encontradas entre los MDF Eng+/+ y los Eng+/- se deben de forma directa a la diferente 

activación de Akt. Para ello, analizamos el efecto del inhibidor de PI3K, LY294002, 

sobre la proliferación de los fibroblastos. El LY294002 es un inhibidor altamente 

selectivo de PI3K, por lo que es una herramienta muy importante en el estudio del 

papel biológico de la ruta de señalización PI3K/Akt (Collado et al., 2000; Vlahos et 

al., 1994). Si las diferencias en proliferación encontradas entre los fibroblastos Eng+/+ 

y Eng+/- son consecuencia de la distinta activación de Akt, al tratar las células con el 

inhibidor esas diferencias deberían desaparecer. 

Sembramos MDF Eng+/+ y Eng+/- en placas de 24 pocillos, dejamos que las 

células se pegasen durante unas 12 horas y las tratamos, o no, con 10 µM del 

inhibidor LY294002, administrado en una sola dosis inicial. En el momento de poner 

el tratamiento, se estimó el número de células que habíamos sembrado y no 

encontramos diferencias entre los 2 tipos celulares (datos no mostrados). Dejamos 

que las células proliferasen 4 días más y estimamos el número de células, mediante 

cristal violeta. Como era de esperar, en ausencia del tratamiento con el inhibidor 

LY194002, los fibroblastos deficientes en endoglina, que poseen una mayor 

activación de Akt, proliferan más que los fibroblastos control. Cuando tratamos las 

células con el inhibidor de PI3K, se observa un marcado efecto antiproliferativo en 

ambos tipos celulares que, además, elimina las diferencias observadas sin el 

tratamiento (Figura 56). Parece, por lo tanto, que la ruta de PI3K/Akt está implicada 

en el efecto inhibidor de endoglina sobre la proliferación de los fibroblastos. 
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 Para confirmar que existe una relación directa entre la expresión de 

endoglina, la activación de Akt y la regulación de la proliferación celular en 

fibroblastos, analizamos el efecto del tratamiento con el LY294002 sobre la 

proliferación de los NIH3T3 infectados con el plásmido de expresión de endoglina 

humana. Tal y como hicimos con los MDF, sembramos las células, 12 horas después 

las tratamos con el LY294002 y estimamos, mediante la técnica del MTT, la 

proliferación celular a lo largo de 4 días. Obtuvimos unos resultados similares a los 

obtenidos con los MDF Eng+/+ y Eng+/-. Las células que sobreexpresan endoglina 

proliferan menos que las infectadas con el vector vacío. Además, el tratamiento con 

el inhibidor de PI3K inhibe e iguala la proliferación de los dos tipos celulares 

(Figura 57). 

 

Figura 56. Efecto del LY294002 sobre la proliferación de los MDF Eng+/+ y Eng+/-. 
Para analizar el efecto del tratamiento con LY294002 sobre la proliferación celular, 
tratamos los MDF con una sola dosis de LY294002, administrada tras la siembra, y 
estimamos, mediante la técnica del cristal violeta, el número de células después de 
4 días. Comprobamos, por Western blot, el efecto inhibidor del LY294002 sobre la 
activación de Akt. Para ello, analizamos la fosforilación de Akt en la Ser473 y 
utilizamos la expresión de tubulina como control de carga. Se muestra una imagen 
representativa de 3 experimentos. 
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 La ruta de PI3K/Akt ha cobrado una gran importancia a lo largo de los 

últimos años, ya que controla diversos procesos celulares relacionados con 

numerosas patologías. En este contexto, los inhibidores de la actividad de PI3K o de 

Akt se han convertido, no solo en un posible tratamiento para algunas 

enfermedades, sino en una valiosa herramienta preclínica que permite dilucidar el 

papel que juega esta vía en diferentes procesos fisiopatológicos. Aunque 

recientemente han aparecido inhibidores específicos de los diferentes componentes 

de la vía de señalización, los primeros inhibidores de PI3K descritos, Wortmanina y 

LY294002, son aún los más empleados para analizar el papel de esta vía en la 

regulación de diferentes propiedades celulares (LoPiccolo et al., 2007; Marone et al., 

2008). De acuerdo con esto, nosotros hemos utilizado el inhibidor LY294002 para 

Figura 57. Efecto del LY294002 sobre la proliferación de los NIH3T3 infectados 
con endoglina. Para analizar el efecto del tratamiento con LY294002 sobre la 
proliferación celular, tratamos los NIH3T3 con una sola dosis de LY294002, 
administrada tras la siembra, y estimamos, mediante MTT, el número de células 
después de 4 días. Comprobamos, por Western blot, el efecto inhibidor del 
LY294002 sobre la activación de Akt. Para ello, analizamos la fosforilación de Akt 
en la Ser473 y utilizamos la expresión de tubulina como control de carga. Se muestra 
una imagen representativa de 3 experimentos. 
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analizar el efecto de la activación diferencial de Akt sobre la proliferación de los 

fibroblastos de piel. Comprobamos que el tratamiento con el inhibidor bloquea la 

activación de Akt y, así, desaparecen las diferencias debidas a la diferente expresión 

de endoglina de los MDF. Los fibroblastos tratados con el inhibidor proliferan 

menos que los no tratados, pero, además, el tratamiento con el inhibidor previene 

las diferencias de proliferación debidas a la expresión de endoglina. Por lo tanto, 

parece que Akt es un importante mediador del efecto de la expresión de endoglina 

sobre la proliferación celular. 

 Como ya hemos discutido, diferentes autores describen el efecto de 

endoglina sobre la proliferación (Lebrin et al., 2004; Letamendia et al., 1998b; Li et al., 

2000b). Estos autores proponen que endoglina modifica la proliferación celular 

modulando la señalización de TGFβ a través de la vía clásica de las Smads y, por 

tanto, su efecto antiproliferativo. Sin embargo, nuestro trabajo demuestra, no solo 

que el efecto de la expresión de endoglina sobre los fibroblastos de piel es 

independiente de TGFβ, sino que, además, Akt está implicado en este efecto. Por 

supuesto, aún es necesario investigar cómo endoglina es capaz de modular la 

activación de Akt y si este efecto, además de modificar la proliferación celular, 

puede estar implicado en otros procesos celulares modificados por la expresión de 

endoglina. Además, ya que muchos de los efectos de endoglina son dependientes 

del tipo celular, también sería interesante estudiar el papel de endoglina en la 

activación de Akt en otros tipos celulares. Sin embargo, nuestros resultados 

presentan la ruta de PI3K/Akt como un nuevo mediador de los efectos celulares de 

endoglina, lo que puede ayudar a dilucidar el mecanismo molecular por el que 

endoglina participa en diferentes procesos fisiopatológicos.  
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 La cicatrización de heridas es un proceso natural del organismo cuyo 

objetivo es la regeneración de los tejidos dañados. Una herida es una puerta abierta 

a la pérdida de líquidos corporales y a la entrada de patógenos, por lo que este 

proceso resulta imprescindible en la recuperación de traumatismos o intervenciones 

quirúrgicas. Por otro lado, diferentes patologías pueden inducir la aparición de 

heridas dérmicas de difícil cicatrización, como las úlceras de los pacientes 

diabéticos. Por lo tanto, un profundo conocimiento de los procesos y factores que 

forman parte de este proceso nos permitiría encontrar tratamientos que facilitasen la 

reparación del tejido en el menor tiempo posible. La correcta reparación de las 

heridas implica la recuperación tanto de las estructuras como de las propiedades 

fisicomecánicas propias de la piel normal. Este tipo de regeneración cutánea solo se 

da en heridas embrionarias, sin embargo, existen numerosos factores que influyen 

en que la reparación una herida produzca una cicatriz más funcional o una cicatriz 

hipertrofiada o queloide. La formación de cicatrices hipertróficas, implica no solo la 

pérdida del correcto funcionamiento de la piel, sino que, además, puede tener 

graves implicaciones dolorosas y estéticas para el paciente. Por esta razón, en los 

últimos años se ha desarrollado el interés por la búsqueda de tratamientos que 

permitan tanto acelerar la cicatrización como evitar la aparición de cicatrices 

hipertróficas (Ferguson y O'Kane, 2004; Hinz, 2007; Singer y Clark, 1999; Werner y 

Grose, 2003). 

 Este trabajo demuestra que la deficiencia de endoglina provoca un retraso en 

los primeros estadios de la cicatrización, observable tanto mediante el análisis 

macroscópico a los 2 y 4 días después de la lesión, como con el análisis histológico 

del día 6. Este retraso puede deberse a la que los ratones haploinsuficientes de 

endoglina tienen una vasodilatación deficiente (Jerkic et al., 2004), lo que puede 

afectar al desarrollo de la fase inflamatoria de la cicatrización. Los ratones 

haploinsuficientes también presentan alteraciones en la angiogénesis (Jerkic et al., 

2006b) que pueden afectar a la formación del tejido granular y al reclutamiento de 

nuevas células inflamatorias. Pero, por otro lado, nuestros resultados muestran una 

mayor presencia de miofibroblastos en las heridas de los ratones haploinsuficientes, 

que, además, forman cicatrices más fibrosas a los 12 días de producirse la herida. La 
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acumulación de miofibroblastos en la herida está relacionada con la aparición de 

cicatrices hipertróficas y de queloides que impide la correcta regeneración funcional 

del tejido. Por lo tanto, si controlando la expresión de endoglina podemos regular la 

acumulación de miofibroblastos en la herida, nos encontraríamos ante una posible 

aproximación terapéutica al problema de la formación de cicatrices hipertróficas. 

 Para poder profundizar en el efecto de endoglina sobre la acumulación  de 

miofibroblastos en la herida, hemos desarrollado un modelo celular in vitro, el 

cultivo primario de fibroblastos procedentes de la dermis de ratones Eng+/-. Estos 

fibroblastos expresan, aproximadamente, la mitad de endoglina que los controles, 

por lo que podemos, de esta forma, estudiar el efecto de la expresión de endoglina 

sobre diferentes procesos celulares. Nuestros resultados demuestran que la 

expresión de endoglina inhibe la proliferación, la migración y la síntesis de 

componentes de la matriz extracelular en los fibroblastos.  Estos procesos pueden 

estar implicados, no solo en la acumulación de un mayor número de miofibroblastos 

en las heridas de los ratones haploinsuficientes, sino que pueden explicar porqué las 

heridas de estos ratones son más fibróticas.  

 En este trabajo, demostramos que endoglina reduce la proliferación, la 

migración y la síntesis de matriz extracelular de los fibroblastos de piel. De esta 

forma, parece que el efecto de endoglina sobre estas propiedades celulares es 

dependiente del tipo celular, ya que otros autores han descrito previamente el efecto 

pro-proliferativo de endoglina en diferentes tipos celulares (Fernandez-L et al., 2007; 

Jerkic et al., 2006b; Lebrin et al., 2004; Perez-Gomez et al., 2007; Velasco et al., 2008). 

Por lo tanto, resulta muy interesante analizar a nivel molecular la forma en que 

endoglina regula estos procesos. La mayor parte de los trabajos publicados 

relacionan el efecto de endoglina con una regulación de los procesos celulares 

modulados por TGFβ (Lebrin et al., 2004; Letamendia et al., 1998b; Li et al., 2000b). 

Según el modelo propuesto, endoglina promueve la señalización de TGFβ1 a través 

de ALK1-Smad1/5 e inhibe la señalización a través de ALK5-Smad2/3 (Lebrin et al., 

2004; Velasco et al., 2008). Este cambio en la señalización intracelular del TGFβ1 

provoca un cambio en la respuesta celular a TGFβ1 que pasa de ser un factor anti-

proliferativo y pro-fibrótico a ser pro-proliferativo y anti-fibrótico. Sin embargo, 
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estas vías de señalización se han considerado clásicamente exclusivas del endotelio, 

por lo que no se había descrito la existencia de estas dos vías de señalización en 

fibroblastos de piel y, solo recientemente, se ha descrito la funcionalidad de ambas 

vías en fibroblastos NIH3T3 (Daly et al., 2008). Nuestros resultados demuestran que 

ambas vías están presentes y son funcionales en los fibroblastos de piel. Sin 

embargo, su activación es independiente de la expresión de endoglina. Además, la 

expresión de endoglina no modula las respuestas celulares a TGFβ1, por lo que el 

efecto de endoglina sobre las propiedades biológicas de los fibroblastos parece que 

es independiente de la señalización de TGFβ. A pesar de que endoglina tampoco 

modula la señalización de TGFβ1 a través de las rutas de MAPKs o de PI3K/Akt, 

nuestros resultados demuestran que la expresión de endoglina inhibe la activación 

de Akt en condiciones basales.  

 La ruta de PI3K/Akt participa en la regulación de diferentes procesos 

celulares como la proliferación, diferenciación y supervivencia celular, por lo que 

está implicado en la aparición y el desarrollo de múltiples patologías. Por esta 

razón, el estudio de la regulación de esta vía ha cobrado una gran importancia como 

aproximación terapéutica a algunas de esas patologías (Marone et al., 2008; Vivanco 

y Sawyers, 2002). Nuestros resultados demuestran que la expresión de endoglina 

inhibe la activación de la ruta de PI3K/Akt, ya que las células haploinsuficientes de 

endoglina tienen mayor fosforilación basal de Akt. Además, esta diferente 

activación basal de Akt es la que media el efecto inhibidor de endoglina sobre la 

proliferación de los fibroblastos. Por lo tanto, no solo demostramos que endoglina 

regula la activación de Akt, sino que la ruta de PI3K/Akt media los efectos celulares 

de endoglina por un mecanismo independiente de TGFβ1.  

 En definitiva, este trabajo demuestra que el control de la expresión de 

endoglina es importante en la cicatrización y que, por lo tanto, sería interesante 

buscar terapias basadas en el incremento de endoglina en la herida que facilitasen 

una reparación del tejido dañado más rápida y funcional. Además, demostramos 

que los efectos celulares de endoglina pueden ser independientes de TGFβ1 y 

proponemos a PI3K/Akt como una ruta a tener en consideración a la hora de 

intentar desentrañar los efectos celulares de endoglina. 





 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusiones





   Conclusiones 
 

133 

C
o

nc
lu

si
o

ne
s

  

 A partir de los resultados expuestos en este trabajo, extraemos las siguientes 

conclusiones: 

1. La haploinsuficiencia de endoglina produce una cicatrización deficiente, 

caracterizada por el retraso en la formación de la capa de epidermis, la 

acumulación de miofibroblastos y la formación de una cicatriz fibrosa e 

inmadura. 

2. Endoglina reduce la proliferación, la migración y la síntesis de componentes 

de la matriz extracelular en los fibroblastos de piel. 

3. TGFβ1 activa las vías de señalización de Smad2/3 y de Smad1/5 en los 

fibroblastos de piel. 

4. El efecto biológico y la señalización celular de TGFβ1 son independientes de 

endoglina en los fibroblastos de piel. 

5. Endoglina reduce la activación de la vía de PI3K/Akt en los fibroblastos de 

piel. 

6. La regulación de la proliferación celular por endoglina está mediada por la vía 

de PI3K/Akt. 
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