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Resumen

La piel es el érgano mas extenso del cuerpo, y el mas accesible desde
un punto de vista experimental y clinico. En particular, el foliculo piloso, un
apéndice de la piel que presenta ciclos continuos de crecimiento y regresion,
constituye un buen modelo para el estudio de la biologia de las células
troncales adultas y su potencial manipulacion con fines terapéuticos en la

medicina regenerativa.

El ciclo de crecimiento del pelo esta regulado principalmente por dos
rutas de sefalizaciéon, la ruta de Wnt/B-catenina, que controla la entrada del
foliculo piloso en la fase de crecimiento o anagén, y la ruta Bmp/Tgf-B/Smad,
que regula la inhibicién del crecimiento del pelo durante la fase de reposo o
telogén. El ciclo de crecimiento del pelo esta determinado por la actividad de un
nicho de células troncales adultas localizadas en la regién prominente del
foliculo piloso. En el presente trabajo se ha estudiado el papel de endoglina, un
co-receptor de las citoquinas Bmp/Tgf-8, en la regulacion del ciclo de

crecimiento del pelo.

Los resultados obtenidos en este trabajo, empleando un modelo de ratén
haploinsuficiente para el gen de endoglina, mostraron que, en la piel, la funcion
de endoglina es requerida para mantener correctamente el ciclo de crecimiento
del pelo, y para activar la proliferacion de las células troncales foliculares
después de un estimulo proliferativo. De forma coherente, endoglina también
es necesaria para mantener el patrén de sefializacion Bmp/Tgf-B/Smad en la
piel, y para permitir la correcta transicién entre las fases anagén/telogén

refractaria y telogén competente/ anagén.

Ademas, los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que
B-catenina interacciona con el promotor de endoglina y con distintos miembros
de la familia Smad en funcién de las fases del ciclo del pelo, y de los niveles de
expresion de endoglina. En conjunto estos resultados sugieren que endoglina
es un regulador central en el ciclo de crecimiento del pelo que regula la
alternancia entre la sefializacion de las rutas de Wnt/B-catenina y Bmp/Tgf-
B/Smad, identificando esta proteina como una diana terapéutica potencial en la

medicina regenerativa de la piel.
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Summary

The skin is the largest organ in the human body, and the most accessible
from an experimental and clinical point of view. In particular, the hair follicle, a
skin appendage showing continuous cycles of growth and regression, is a well
characterized model to study the biology of adult stem cells and their potential

manipulation for therapeutic purposes in regenerative medicine.

The hair follicle growth cycle is mainly regulated by two signalling
pathways, Wnt/B-catenin, controlling the entrance of the hair follicle in the
growth phase or anagen, and Bmp/Tgf-B/Smad, controlling the inhibition of hair
growth during the resting phase or telogen. The hair growth cycle is determined
by the activity of a niche of adult stem cells located in the bulge region. Here it
has been studied the role of endoglin, a co-receptor of Bmp/Tgf-f ligands in the

regulation of the hair follicle growth cycle.

The results obtained in this work, using an endoglin haploinsuficiency
mouse model, showed that, in mouse skin, endoglin function was required to
maintain a correct hair follicle cycle and to fully activate hair follicle stem cell
proliferation after stimulation. Consistently, endoglin was also required to
maintain Bmp/Tgf-B/Smad signalling pattern in the skin and for a proper
transition between anagen/refractory telogen and competent telogen/anagen

regulatory points of the hair follicle cycle.

Furthermore, the results presented in this work also showed that B-
catenin interacts with the endoglin promoter and with different Smad partners in
hair follicle cycle and endoglin dose-dependent patterns. As a whole, these
results suggest that endoglin is a key regulator of the hair follicle growth cycle
that regulates the switch of Wnt/B-catenin and Bmp/Tgf-B/Smad signalling
pathways, identifying this protein as a potential target of skin regenerative

medicine therapies.
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Introduccion

1. CELULAS TRONCALES

En los organismos pluricelulares, el correcto funcionamiento y la
capacidad regenerativa de cada tejido y érgano en cada etapa del desarrollo
embrionario depende de la actividad de una pequefia poblaciéon de células
troncales (Wagers, 2012). Las dos caracteristicas fundamentales y definitorias
de las células troncales son la capacidad de diferenciarse en uno o mas tipos
celulares diferentes, y la capacidad de auto-renovacion para originar células
con la misma capacidad de diferenciacién. A pesar de su elevado potencial
proliferativo, las células troncales suelen encontrarse en estado quiescente, lo

que las protege decisivamente de los dafos asociados a la division celular.

En mamiferos, las células troncales se clasifican en dos tipos basicos:
embrionarias y adultas o somaticas. Las células troncales embrionarias pueden
presentar diferente potencial de diferenciacién en funcion de su origen. Si
proceden del cigoto en estadio de moérula se trata de células totipotentes,
capaces de generar un nuevo individuo, incluyendo el tejido extraembrionario,
el linaje germinal, y las tres capas embrionarias. Si el origen de las células
troncales embrionarias es la masa celular interna del blastocisto previo a la
implantacion, unicamente son capaces de dar lugar a las tres capas
embrionarias que posteriormente originaran todos los 6rganos y tejidos y todos
los tipos celulares del individuo, por lo que se consideran células pluripotentes.
Ambos tipos celulares poseen un potencial indefinido de autorenovacion. Las
células troncales adultas o somaticas son multipotentes, siendo capaces de
diferenciarse en uno o mas tipos celulares especificos de tejido. Las células
troncales somaticas son responsables del mantenimiento homeostatico y de la
capacidad regenerativa de los érganos y tejidos adultos (Gurley y Sanchez
Alvarado, 2008; He y col., 2009; Wagers, 2012).

Las células troncales adultas se alojan en localizaciones especificas en
el tejido denominadas nichos, que las protegen frente a dafio o pérdida, a la
vez que las mantiene en comunicacién constante con el entorno para facilitar
una respuesta apropiada a las senales fisioldgicas para la reparacion tisular y
renovacion celular. Ademas el nicho proporciona soporte fisico y bioquimico

capaz de regular interacciones de adhesion, y producir los correspondientes
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factores solubles reguladores. La matriz extracelular del nicho presenta asi
mismo un papel regulador, encargandose de concentrar factores de
crecimiento, citoquinas u otras moléculas reguladoras de las células troncales.
El hecho de que el nicho sea el regulador principal de la actividad de las
células troncales ha permitido postular a esta estructura como una diana
terapéutica esencial en medicina regenerativa (Moore and Lemischka, 2006;
Kiefer, 2011; Wagers, 2012).

Existe un interés creciente por la biologia de las células troncales tanto
en el area de la biomedicina en particular, como en la sociedad en general.
Esto se debe fundamentalmente a la esperanza puesta en el potencial uso de
estos tipos celulares, ya sean de origen embrionario o adulto, como una
herramienta en medicina regenerativa que permita el desarrollo "in vitro" de
nuevos organos o tejidos de uso clinico inmediato a partir del propio paciente vy,
no menos importante, en la identificacion de células con caracteristicas
troncales o "stem" como posibles dianas terapéuticas en procesos de cancer y
envejecimiento. Este interés se ha visto enormemente incrementado por los
resultados obtenidos en el area durante la ultima década, como el reciente
descubrimiento de que las células somaticas de un individuo adulto pueden
revertir al estado pluripotencial de célula troncal embrionaria simplemente por
la reactivacién de un pequefio y definido numero de genes (Rodolfa, 2008;
Lowry, 2012; Mahmoudi y Brunet, 2012; Cherry y Daley, 2013).

La capacidad técnica de manipular células troncales embrionarias y
adultas, o la capacidad de inducir células pluripotentes a partir de células
somaticas, ha abierto, por tanto, la posibilidad real de disefar nuevas
modalidades terapéuticas basadas en estos tipos celulares. Sin embargo, a
pesar de la ingente cantidad de datos acumulados en el campo, existen aun
diferentes limitaciones que impiden una eficiente y generalizada aplicacion
clinica de las células troncales. Muchas de estas limitaciones se deben a un
conocimiento aun deficiente sobre la biologia fundamental de las células
troncales y de los mecanismos moleculares que determinan la interaccién de
estas células con su entorno o nicho. Estos mecanismos son herramientas
esenciales para regular la funcidon de las células troncales in vivo y para

expandir y mantener ex vivo estas poblaciones celulares sin una pérdida de
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sus propiedades funcionales distintivas. En particular, la falta de informacién
sobre los potenciales efectos secundarios deletéreos o patologicos asociados
a la introduccion de células pluri o multipotentes en un tejido adulto, junto con
los diferentes conflictos éticos que surgen con el uso de células que pueden
potencialmente originar un organismo adulto completo, son aspectos criticos al
considerar cualquier uso clinico de las células troncales embrionarias o de las
células pluripotentes inducidas. En este escenario, hay que considerar el uso
de células troncales adultas como una alternativa valida y robusta en medicina
regenerativa (He y col., 2009; Saha y Jaenisch, 2009; Mahmoudi y Brunet,
2012).

2. LAPIEL

La piel es el érgano mas extenso del cuerpo y el mas accesible desde
un punto de vista experimental y clinico. Se compone de tres capas, la
hipodermis y la dermis, que son de origen mesodérmico, y la epidermis, de
origen ectodérmico, mas sus apéndices asociados, como son los foliculos
pilosos (FPs) y las glandulas sebaceas y sudoriparas. La dermis, constituida
principalmente por los fibroblastos y la matriz extracelular que generan,
constituye el apoyo fisico de la epidermis ademas de establecer la base de
complejas interacciones de la epidermis con los fibroblastos, células
endoteliales, musculares, neuronales y con el sistema inmune (Schepeler y
col., 2014).

El principal componente de la epidermis es el epitelio interfolicular (EIF),
el cual constituye una barrera protectora frente a agentes externos. El EIF es
un epitelio estratificado plano formado principalmente por queratinocitos,
conteniendo otras poblaciones celulares como las células de Merkel, células de
Langerhans, linfocitos T y melanocitos. En la epidermis los queratinocitos
proliferantes se localizan en la membrana basal, que separa la dermis de la
epidermis. Los queratinocitos del estrato basal o proliferativo son los mas
indiferenciados del tejido, y a medida que proliferan van ascendiendo hacia la
superficie siguiendo un proceso progresivo de diferenciacién, que implica la

sustitucion de los filamentos intermedios de queratina por otros mas resistentes
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Asi, en los estratos mas indiferenciados se expresan las citoqueratinas 5y 14
y a medida que los queratinocitos se van diferenciando, se expresan las

citoqueratinas 1y 10.

Una vez que las células del estrato basal han completado el proceso de
proliferacion, pierden afinidad por la membrana basal y comienzan a moverse
hacia la superficie de la piel. De esta forma, sobre la capa basal de
queratinocitos se constituye un estrato celular mas diferenciado, el estrato
espinoso, caracterizado por presentar un gran numero de desmosomas, a los
que se anclan fuertemente las queratinas confiriendo resistencia y flexibilidad al
tejido. A medida que avanza el proceso de diferenciacién, los queratinocitos,
que continuan desplazandose hacia la superficie, sintetizan y acumulan
grandes cantidades de granulos de queratohialina, generando una cubierta
cornificada e impermeable. Estos queratinocitos constituyen el estrato
granuloso. Finalmente, en la capa mas externa de la piel se produce el proceso
de diferenciacion terminal, en el que, la célula activa un programa de muerte
celular similar a la apoptosis, el nucleo se fragmenta y se pierden la mayoria de
componentes celulares, la célula epitelial muere cornificada por la acumulacion
de queratinas y es eliminada en forma de escama (Figura 1). Estos restos
celulares son renovados constantemente por nuevas poblaciones celulares de
queratinocitos. La regeneracion de la epidermis es, por tanto, un proceso
equilibrado, existiendo un balance entre las células que se eliminan y las
nuevas que proliferan a partir de la capa basal. En la piel del ratén este
proceso culmina en 10-14 dias, mientras que en humanos es mas lento, y

requiere aproximadamente 4 semanas.
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Estrato comeo
Eslrato granuloso
Epidermis
Estrato espinoso
Estrato basal o germinativo
Membrana basal
Dermis
Hipodermis

Figura 1: Estructura de la piel. La piel esta formada por tres capas principales: hipodermis,
dermis y epidermis. La membrana basal separa la dermis, compuesta principalmente por
fibroblastos y matriz extracelular, de la epidermis. El principal componente celular de la
epidermis son los queratinocitos, que sufren un proceso de diferenciacién terminal desde el
estrato basal hasta el estrato corneo, y son eliminados finalmente en forma de escama.

El mantenimiento homeostatico del tejido epidérmico es el resultado de
la actividad combinada de una pequena poblacidon de células troncales
multipotentes, de muy baja capacidad de proliferacion y elevado potencial de
diferenciacion, y una extensa poblacién de células progenitoras originadas a
partir de las primeras, de menor potencial de diferenciacion pero mayor
capacidad de proliferacion, que se diseminan a lo largo de toda la epidermis,
constituyendo una poblacion celular transitoriamente amplificada (“Transit
Amplifying Cells”, TACs) en respuesta a las necesidades fisiologicas del tejido
(Kaur, 2006). En condiciones fisioldgicas, la regeneraciéon de la epidermis es un
proceso regular y constante (Plikus y col., 2012). Esta poblacién de células
progenitoras epidérmicas se encuentra en la capa basal de la epidermis
interfolicular y es capaz de mantener la homeostasis de la epidermis normal
(Clayton, 2007).

Las células troncales somaticas o adultas pueden ser detectadas
utiizando métodos experimentales basados en su baja tasa proliferativa,
utilizando analogos de nucleétido, como bromo deoxiuridina, o timidina tritiada,

que se incorporan al ADN de las células en division con cada ronda de
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replicacién. Una vez que se han incorporado los analogos marcados, solo las
células con baja tasa proliferativa mantienen la marca a lo largo del tiempo
(células que retienen la marca, o “Label Retaining Cells” (LRCs) (Braun vy col.,
2003). Utilizando esta aproximacion experimental, se ha identificado y definido
un nicho principal de células troncales epidérmicas localizado en la region
prominente (o “bulge”) del FP, encargado de mantener la homeostasis del
mismo en condiciones fisiologicas (Cotsarelis y col., 1990; Oshima, 2001,
Tumbar vy col., 2004; Plikus y col.,, 2012). En condiciones de equilibrio
homeostatico, las células troncales de la region prominente y del EIF
constituyen poblaciones independientes, de modo que las primeras dan lugar a
lineas epiteliales dentro del foliculo, mientras que la epidermis es responsable
de su propia auto-renovacion. No obstante, el caracter multipotente de las
células de la regién prominente las hace susceptibles de ser reclutadas para
contribuir a la reparacion del EIF en respuesta a estimulos naturales como
heridas (Cotsarelis, 2006) o artificiales, como el tratamiento con TPA, inductor
de la proliferacion celular (Cotsarelis y col., 1990; Braun y col., 2003; Espada vy
col., 2008; Plikus y col., 2012).

En los ultimos afos se han descrito otras poblaciones de células
troncales en la piel, situadas en las regiones del istmo y en la zona de union de
la glandula sebacea al FP, que contribuyen al mantenimiento de las glandulas
sebaceas y al infundibulo, y ocasionalmente a la epidermis. Recientemente se
ha descrito que en el caso de la reparacion de la epidermis ante un estimulo de
herida, las poblaciones de células troncales provenientes del FP son las
primeras que contribuyen a la regeneracion de la misma. Tras un periodo de
tiempo determinado las TACs originadas por estas células son sustituidas por
células procedentes del EIF, indicando la pluripotencia de estas poblaciones
celulares. En cambio, cuando la epidermis debe generar un FP completo
debido al dafo producido por estrés, la poblacion de células troncales
implicada no procede de los FPs circundantes, sino de células progenitoras
epidérmicas que se desdiferencian y se diferencian posteriormente para dar
lugar a un linaje folicular (Plikus y col., 2012; Schepeler y col., 2014). Estudios
moleculares de los marcadores de las distintas poblaciones de células

troncales pertenecientes al FP indican que estdan dotadas de una gran
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plasticidad, pudiendo intercambiarse entre ellas, incluso en condiciones
fisiologicas de la piel. Estudios recientes de reconstitucion completa de la piel
muestran que las distintas poblaciones de células troncales del foliculo son
capaces de regenerar por completo la epidermis, incluyendo sus apéndices
(Levy y col., 2007). Actualmente existen dos hipotesis referentes a las
poblaciones de células troncales que mantienen la piel, defendiendo la
existencia de una unica poblacién multipotente, que seria la base de todas las
poblaciones antes descritas, o la coexistencia de distintas poblaciones de
células troncales, capaces de desdiferenciarse completamente para
intercambiarse por otras, en respuesta a cambios en la sefalizacion del

microambiente (Schepeler y col., 2014).

3. EL FOLICULO PILOSO

Uno de los apéndices principales de la piel es el FP, que se origina en la
epidermis, pero se aloja en la dermis (Alonso y Fuchs 2006; Fuchs 2007; Plikus
y col., 2012; Schepeler y col., 2014). La unidad pilosebacea (el FP y glandulas
sebaceas asociadas) y su ciclo de crecimiento constituyen un modelo muy bien
caracterizado y ampliamente utilizado para el estudio funcional de las células
troncales epidérmicas (Alonso y Fuchs 2006; Fuchs 2007; Plikus y col., 2012;
Schepeler y col., 2014; Plikus y col., 2012). Durante el desarrollo embrionario
tardio comienza la morfogénesis del FP, con la formacion de acumulos
discretos de queratinocitos en la capa basal de la epidermis en respuesta a
senales especificas generadas por los fibroblastos subyacentes de la dermis.
Una vez activados, estos queratinocitos se dividen, movilizan y diferencian,
profundizando en la dermis, y generando una estructura denominada placoda.
De forma simultdnea, un nodulo de fibroblastos se forma inmediatamente
debajo, constituyendo la papila dérmica, que induce a la placoda a
desarrollarse mas rapidamente, y formar el germen del pelo. La papila dérmica
sera uno de los componentes permanentemente asociados al FP, quedando
siempre en contacto con su parte distal. Posteriormente, una poblacién definida
de queratinocitos proliferantes se diferencia en células de la matriz, generando

las vainas radiculares internas del FP. Durante este proceso también empieza
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a generarse la vaina radicular externa del FP, en la que se formaran dos
acumulos celulares, el situado en la region proximal dara lugar a la glandula
sebacea, y el segundo acogera las células troncales para regenerar la fibra
capilar en cada ciclo, constituyendo la region prominente. En este momento,
los melanocitos recién diferenciados, que se encontraban en forma de
melanoblastos entre los queratinocitos, comienzan a generar pigmento, que se
acumula en la fibra capilar que se esta formando y que discurre por el canal del
pelo, delimitado por la vaina radicular interna (Fuchs, 2007; Lee y Tumbar,
2012).

En la etapa posnatal, los FPs experimentan un sistema de crecimiento
ciclico estrictamente regulado y subdividido en tres fases: crecimiento activo
(anagén), regresion (catagén) y reposo o quiescencia (telogén) (Hardy, 1992;
Fuchs, 2007). El ciclo del pelo afecta exclusivamente a los dos tercios inferiores
del foliculo, denominada regién variable o ciclica, mientras que la parte
superior constituye la region permanente del FP y se mantiene inalterada,
siendo la regién prominente el limite entre ambas (Figura 2) (Plikus y col.,
2012).

Glandula sebacea

papn‘,’,'gﬂ."m Masculo piloerector
Regién Prominenie
Porcién Vaina extemna
variable

Vaina intema

Bulbo piloso

3
j_ Papila dérmica

Figura 2: Estructura anatémica del pelo. El FP, en fase de anagén, esta formado de dentro
hacia fuera, por la fibra capilar y las vainas interna y externa que rodean al propio pelo. El
musculo piloerector se inserta a la altura de la regién prominente (rojo), nicho principal de las
células troncales epidérmicas, y divide al FP en dos partes: porcion permanente y porcién
variable (fragmento verde), que crece ciclicamente en profundidad como consecuencia de la
proliferacion de las células de la matriz. Las glandulas sebaceas vierten su contenido al canal
del pelo. Asociada al FP se encuentra la papila dérmica, que durante la fase de telogén se
encuentra en contacto con la regién prominente.
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Tomando la etapa de telogén como punto de partida del ciclo folicular y
de acuerdo con la hipotesis de activacion de la regién prominente (Sun vy col.,
1991), senales provenientes de la papila dérmica en la transicion telogén-
anagén temprana, inducen la division asimétrica de las células troncales
localizadas en la base de la region permanente, para dar lugar a nuevas
células troncales auto-renovadas y a una poblacién activa de TACs. Las TACs,
destinadas a diferenciarse en distintos tipos celulares, migran para formar un
nuevo bulbo piloso alrededor de la papila dérmica, dando lugar a al desarrollo

de la porcién ciclica a medida que el FP crece en profundidad.

De manera organizada, la migracion y proliferacion de estas TACs da
lugar a la formacidon de diferentes capas celulares bien diferenciadas, que
constituyen la matriz del pelo. Asi, mediante procesos de diferenciacion, las
células de la matriz dan lugar, de dentro hacia fuera, a la fibra capilar (a su vez
formada por la médula, una corteza multicelular y una capa cuticular de células
aplanadas), a la vaina radicular interna (constituida por la cuticula, la capa de
Huxley y la capa de Henle) y la capa acompafante. Rodeando estas capas
procedentes de la diferenciacion de la matriz se encuentra la vaina radicular
externa, continuacion de la epidermis, que como antes se ha descrito, acoge a
la regién prominente, nicho de las células troncales epidérmicas del FP
(Shimomura y Christiano, 2010). Hacia la mitad de anagén, las células
troncales de la region prominente inhiben su ciclo de actividad para retomar su
estado habitual de quiescencia. Finalmente, cuando el potencial proliferativo de
las TACs se agota, cesa la etapa de crecimiento y tiene lugar la entrada en
catagén, iniciandose la degradacion de la porcion ciclica del FP. Como
consecuencia, la papila dérmica se retrae hasta la base de la region
prominente (junto a la cual permanece durante la fase de telogén) (Figura 3).
Este ascenso resulta crucial para el establecimiento de futuras interacciones
epitelio-mesénquima entre la region prominente y la papila dérmica, capaces
de desencadenar una nueva entrada en anagén (Schneider y col., 2009). Por
tanto, la actividad ciclica de proliferacion y diferenciacion de las células

troncales del FP, para dar lugar a una poblacién de TACs, y regresar de nuevo
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al estado de quiescencia que las caracteriza, constituye la base del

mantenimiento del ciclo del pelo (Plikus y col., 2008).

Telogén

Matriz

Anagén temprana

Exogén

Anagén tardia

Figura 3: Ciclo de crecimiento del pelo. Durante la fase de telogén o reposo, el FP esta
constituido unicamente por la regién permanente. Durante la fase de crecimiento o anagén se
desarrolla la regién variable. Para ello, sefiales provenientes de la papila dérmica inducen la
proliferacion de las células troncales de la regién prominente, originando una poblacion de
células transitoriamente amplificada, que migra hacia la papila dérmica y promueve el
crecimiento del FP en profundidad. Durante la fase de la catagén la region variable sufre un
proceso de regresion por apoptosis, y la papila dérmica entra de nuevo en contacto con la
region prominente durante la fase de reposo o telogén. Durante la exogén se elimina la fibra
capilar antigua.

4. RUTAS DE SENALIZACION IMPLICADAS EN LA MORFOGENESIS Y EN
EL CICLO DE CRECIMIENTO DEL PELO

El establecimiento de las distintas fases del ciclo del pelo se debe a la
actividad coordinada de diversas rutas de sefalizacion. Las mejor
caracterizadas son la ruta de Wnt/B-catenina, que regula la fase de crecimiento
0 anagén, y la ruta de Bmp/Smad (del inglés “Bone Morphogenetic Proteins”,
proteinas morfogenéticas éseas), encargada de frenar e inhibir el crecimiento
del pelo durante las fases de anagén y telogén. Las células troncales del FP

son las responsables de integrar todas las sefiales recibidas en un momento
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dado, tanto del microambiente (el FP correspondiente), como del
macroambiente (los FPs mas proximos, asi como del EIF, de la dermis y del
resto de los componentes de la piel que rodean a cada FP) para poder

coordinar las distintas fases del ciclo del pelo (Plikus y col., 2008).

La senalizacion de la ruta de Wnt por parte de la papila dérmica
constituye la base para el desarrollo embrionario del FP. Tras este suceso, la
ruta de Wnt se activa en las células de la epidermis, dando lugar a la formacion
de la placoda y al desarrollo del FP, junto con la cooperacién de otros factores
(Shimomura y Christiano, 2010). Asimismo, la activacion de la ruta de WNT por
parte de la papila dérmica es esencial para la induccién de la proliferacion de
las células de la regiébn prominente, cuando ambas regiones se encuentran en

contacto durante la fase de reposo o telogén (Schneider y col., 2009).

La ruta de Wnt candnica, implicada en la homeostasis del FP, se activa
por citoquinas de la familia Wnt en el medio extracelular, generadas por células
circundantes a las células diana (Figura 4). La sefializacion de la ruta de Wnt
comienza con la interaccién de la citoquina con su receptor heterodimérico de
membrana Frizzeled/Lrp6, contribuyendo a la estabilizacién citoplasmatica de
la proteina B-catenina, que una vez acumulada en el citoplasma es susceptible
de entrar al nucleo e iniciar la activacion transcripcional de sus genes diana, a
través de la formacion de un complejo con los factores de transcripcion de la
familia Lef/Tcf. En ausencia del ligando Wnt, la proteina [p-catenina
citoplasmatica es rapidamente degradada por la interaccion con el complejo de
destruccion, constituido por las proteinas GSK3p (glucégeno sintasa quinasa
3B), APC (Adenomatous polyposis coli) y axina, que induce la fosforilacion de
B-catenina en multiples sitios, siendo la fosforilacién de la serina 33 la que
dispara la poliubiquitinacién de B-catenina, que constituye la marca de
destruccion por el proteasoma. En presencia del ligando Wnt, la actividad
GSK3B es inhibida al ser desensamblado y/o secuestrado el complejo de
destruccion en la membrana citoplasmatica por los correspondientes
receptores activados. En esta situacion, p-catenina se estabiliza

metabdlicamente y se acumula en el citoplasma (Kuhl y Kuhl, 2013).
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-Wnt + Wnt

Frizzeled Frizzeled
Lp6 Lrp6 I

Axina

l Estabilizaci6n
~__ metabdlica

. =)
l Degradacion _
metabdlica
Qca)
w Translocacion
l nuclear
Ovoll1; Jagged1,;
Proteasom? Ciclina D1; Axina

Figura 4: Via de senalizacion de Wnt/B-catenina. En ausencia de la citoquina Wnt, la
proteina transductora B-catenina se une al complejo de destruccién formado por las proteinas
APC, GSK3p y axina, que fosforila a 3-catenina en la serina 33, promoviendo su degradacion
por el proteasoma. Cuando Wnt se une a su receptor heterodimérico, constituido por un
miembro de la familia frizzeled y Lrp6, la proteina B-catenina se acumula en el citoplasma y es
capaz de translocarse al nucleo. Una vez en el ndcleo, B-catenina se une a factores de
transcripcion de la familia Lef/Tcf, regulando la expresion de sus genes diana, como Ovol7,
Jagged1, Ciclina D1 o Axina.

Durante el ciclo del pelo, la ruta de Wnt/B-catenina se encuentra activa
durante la fase de anagén, regulando el crecimiento del pelo. Durante la
anagén temprana, los FP, que presentan activacion de la ruta de Wnt/3-
catenina, son capaces de estimular la entrada en anagén de los FP que les
rodean, siempre que estos se encuentren en un estado receptivo. La
receptividad de los FP depende a su vez de la actividad o inactividad de la ruta
Bmp, que se encarga de frenar el crecimiento del pelo y de mantenerlo en fase
de telogén (Plikus y col., 2008). Asi, la fase de anagén temprana es conocida
también como anagén propagante. Durante la fase de anagén tardia, el FP

sigue creciendo y desarrollandose debido a la actividad de la ruta de Wnt/B-
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catenina. Sin embargo, durante este periodo, los FP no son capaces de inducir
la activacion de los FP circundantes, aunque estos se encuentren receptivos
(Plikus y Chuong., 2008). Esta segunda fase de la anagén es conocida como
anagén autébnoma. Este hecho da lugar a que en la piel del lomo del raton se
encuentren regiones bien delimitadas en distintas fases del ciclo del pelo, y
definidas por la actividad de las distintas rutas de sefalizacion que coordinan el
ciclo del pelo. Estas regiones son conocidas como dominios (Figura 5) (Plikus
y Chuong., 2008; Plikus y col., 2009).

El control del ciclo del pelo no depende unicamente del estado
activado/inactivado de la ruta de Wnt/B-catenina, sino que esta regulado
también por citoquinas pertenecientes a la familia de Tgf-B (del inglés
“Transforming Growth Factor p”, factor de crecimiento transformante 38), como
la citoquina Bmp y el propio Tgf-B. En cuanto a la sefializacién de las citoquinas
Tgf-B en el contexto del FP, cabe detallar que si bien estas citoquinas senalizan
a lo largo de todo el ciclo del pelo, la citoquina implicada en el establecimiento
o mantenimiento de cada fase es diferente, y su papel sobre las células
troncales foliculares no es del todo conocido (Oshimori y Fuchs, 2012). Asi Tgf-
B2 esta implicada en la morfogénesis del FP durante el desarrollo embrionario,
mientras que Tgf-B1 y Tgf-B3 estan implicadas en el establecimiento de la
catagén a través de su efecto citostatico e inductor de apoptosis. No obstante,
son las citoquinas Bmp las que tienen un papel preponderante en la regulacién
del ciclo del FP. La actividad o inactividad de la ruta Bmp durante la telogén
(activa durante la telogén temprana, e inactiva durante la telogén tardia) es la
que define la receptividad de los FPs. Asi, durante la telogén temprana, la ruta
de Bmp se encuentra activa y los FPs no son capaces de responder a
estimulos de crecimiento de pelo. De esta manera se establece un periodo
minimo en el que el FP, y mas importante, las células troncales de la region
prominente, se encuentran en un estado de reposo, impidiéndose un estado de
activacién constante. En cambio, durante la telogén tardia, la ausencia de la
sefal inhibitoria de Bmp permite que el FP entre de nuevo en anagén en
presencia de un estimulo de crecimiento de pelo, a través de la activacion de
las células troncales de la regién prominente (Plikus y col., 2008; Plikus y col.,
2009).
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Figura 5: Representacion esquematica del microentorno y macroentorno folicular.
Durante la telogén refractaria, la sefial inhibitoria de la ruta Bmp, procedente principalmente de
la dermis, actua sobre el FP. Durante la telogén competente, el FP es susceptible de entrar en
anagén estimulado por sefiales provenientes de los FPs circundantes que se encuentran en
fase de anagén propagante. La sefal activadora, procedente de la papila dérmica, activa la ruta
de Wnt en las células troncales de la region prominente, estableciéndose la fase de anagén. En
la anagén auténoma la sefal inhibidora de Bmp comienza a activarse para frenar el crecimiento
del pelo. Sefial inhibidora Bmp en morado, sefial activadora Wnt en rojo.

5. RUTA DE SENALIZACION BMP/TGF-B/SMAD

Las citoquinas de la familia Tgf-3, que comprende a Tgf-B, Bmp vy
activina, regulan procesos esenciales durante el desarrollo embrionario, y estan
directamente implicadas en el mantenimiento homeostatico de muchos tejidos y
organos adultos (Blobe y col., 2000). Dentro de la familia Tgf-B existen 3
isoformas de Tgf-B y en torno a 20 isoformas de Bmp (Goumans y Mummery,
2000). Estos mensajeros moleculares senalizan por unidon a un complejo
heterodimérico constituido por un receptor tipo | (Tbrl, también llamados Alk) y
un receptor tipo Il (Tbrll), constituidos en ambos casos por un dominio
extracelular rico en cisteinas, un dominio transmembrana, y el dominio

intracelular con actividad serina treonina quinasa. A este complejo
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heteromérico se unen los co-receptores endoglina o betaglicano (Cheifetz vy
col., 1992; Shi y Massague, 2003). La seleccion de los distintos receptores
para la formacion del complejo activado depende del tipo de ligando. Asi, para
mantener la especificidad de la sefal, en la mayoria de los tejidos, la
senalizacion por Tgf-R implica la formaciéon del complejo con el receptor Tbrl
AlkS (pero también puede ser a través de Alk4 y 7), induciendo la fosforilacidn
de las proteinas Smad reguladoras 2 y 3, mientras que en el caso de la
sefalizacion por la citoquina Bmp los receptores tipo | (Tbrl) implicados son
Alk1, 2, 3y 6, que fosforilan las Smad reguladoras 1/5/8 (Figura 6) (Ten Dijke y
Hill, 2004; David y col., 2009).

Dentro de la sefalizacion de Tgf- 3 existen varias excepciones, como en
el endotelio, donde el tipo de receptor y la sefializacién varia en funcion de los
niveles de expresion de endoglina. Asi, cuando endoglina se sobreexpresa, el
Tbrl implicado es Alk,1 que fosforila a las proteinas Smad1, 5y 8, promoviendo
la angiogénesis, mientras que con niveles normales de endoglina, el Tbrl que
constituye el receptor es Alk5, que fosforila a las Smad2 y 3, promoviendo un
estado de reposo endotelial (Goumans y col., 2002; Blanco y col., 2004). En
este contexto, endoglina constituye un modulador directo del balance entre
ambas vias de sefalizacion, estimulando la via de Alk1, e inhibiendo
indirectamente la via de Alk5, y conduciendo, en consecuencia, a la activacion
del endotelio (Lebrin y col., 2004).

En el caso de las citoquinas Bmp ademas de estar implicadas en la
formacion del tejido dseo, también forman parte de la morfogénesis vy
mantenimiento de muchos tejidos, como el tejido neural o el epitelial (Lopez-
coviella y col., 2000; Plikus y col., 2008; Owens y col., 2008 Rider y Mulloi,
2010; Luo y col., 2010). A nivel celular las citoquinas Bmp estan implicadas en
procesos de apoptosis, proliferacion y diferenciacion a distintos tipos celulares,
entre otros (Blitz y Cho, 2009). Los receptores de Bmp presentan una gran
promiscuidad. Los Tbrl de los ligandos Bmp pueden ser Alk1, 2, 3,4, 5,6y 7,
mientras que los Tbrll pueden ser ActRIIA, ActRIIB, y BmpRII. Para que se
active la via dependiente de smads es necesario que ambos receptores formen
el complejo receptor, al contrario que Tgf-3 que interacciona en primer lugar

con el receptor tipo Il, y reclutan a continuacién al tipo | (Mazerbourg y Hsueh
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2006; Rider y Mulloy 2010) En cambio, si Bmp se une directamente al receptor
tipo |, reclutando posteriormente al receptor tipo Il, la via disparada no es la via
canonica, sino que se desencadena una sefalizacién a través de la ruta de las
MAP Quinasas (Botchkarev y Sharov, 2004).

Las proteinas Smad constituyen los efectores intracelulares de la familia
Tgf-B, existiendo diferentes tipos de Smad: Smad reguladoras (R-smad, smad
1, 2, 3, 5, 8), Smad mediadoras (Co-Smad, Smad 4) y Smads inhibitorias (I-
Smads, Smad 6 y 7). Las R-Smads son susceptibles de ser fosforiladas por
receptores tipo | en su extremo C terminal, en el motivo SSXS, modificacion
bioquimica que induce su activacion. Una vez activadas interaccionan con la
Co-Smad, y este complejo ingresa en el nucleo donde participa en la
regulacion transcripcional de sus genes diana, interaccionando también con
distintos factores de transcripcién, co-activadores y co-represores. Las I-Smads
ejercen su funcidon mediante varios mecanismos, como son: la competicion por
la union al receptor, el reclutamiento de ubiquitina ligasas en el propio receptor
para su degradacion, o el reclutamiento de fosfatasas para la desfosforilacion
del receptor (Heldin y col., 1997; Lebrin y col., 2004; Blitz y Cho, 2009). Las
Smad reguladoras y la Smad 4 se unen preferentemente a secuencias CAGAC,
denominadas SBE (del inglés, “Smad Binding Element”, elemento de union de
Smad), que se encuentran en region 5 reguladora de multiples genes. El
complejo de Smads se une con baja afinidad a estas regiones, por lo que son
necesarias multiples copias de la secuencia SBE para que la activacion
transcripcional del gen sea eficiente. Asimismo se ha descrito la existencia de
factores de transcripcion que se acomplejan con las smads para dar lugar a la
regulacion de la expresion de sus genes diana (Blitz y Cho, 2009; Conidi y col.,
2011). Ademas, existe una secuencia consenso denominada BRE (del inglés
‘Bmp Responsive Element”, elemento de respuesta a Bmp), rica en GC,
situada en la region reguladora de los genes que responden a estimulacion por
Bmp, como Id1, a la que se unen Unicamente las smads activadas por Bmp

pero no por Tgf-B (Figura 6) (Lopez-Rovira y col, 2002; Conidiy col., 2011).
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Figura 6: Via de sefalizacion de Bmp/Tgf-B/Smad. Cuando Tgf-B se une a su complejo
receptor, constituido por un receptor tipo | (Tbrl: Alk5) y un receptor tipo Il (Tbrll) y endoglina
como correceptor, se activan de forma preferente mediante fosforilacién en el dominio SSXS
las proteinas reguladoras Smad2/3. Eventualmente, y en funcion del tejido, el receptor tipo |
puede ser Alk1, y las Smads reguladoras fosforiladas pueden ser Smad1/5/8. Por su parte, las
citoquinas Bmp interaccionan especificamente con un complejo receptor formado por
receptores tipo | (Bmprl: Alk1, 2, 3 0 6) y receptores tipo Il (Bmprll) formando heterodimeros
con endoglina, induciendo la fosforilacion activante de las Smad1/5/8. De forma similar a lo que
ocurre con los factores de la familia Tgf-B, en funcion del tejido o de otros factores, también
pueden formar parte del receptor de Bmp los receptores Alk 4/5/7, que inducirian la activacion
por fosforilacion de las Smad2/3. Las Smad reguladoras, una vez fosforiladas, se unen a la
proteina Smad4 y se translocan al nucleo para activar la transcripcién de genes diana, como
Id1, 1d2 o Id3, interaccionando en la regién promotora con secuencias TRE, BRE y SBE
(respectivamente, “Tgf-B responsive element”, “Bmp responsive element” y “Smad binding
element”)

La regulaciéon transcripcional via Smad comprende un intrincado
mecanismo en el que intervienen muchos factores, como la internalizacion de
los receptores por endocitosis, o del correceptor endoglina, la existencia de
Smads inhibitorias que actian en presencia de determinados factores, la
modificacion postraduccional de las citoquinas para su activacion, o la
ubiquitinacidn de las mismas o de sus receptores para inhibir la sefalizacion,
asi como la desubiquitinacién para favorecer la sefalizacién, entre otros. La
mayoria de estas citoquinas, asi como sus antagonistas, interaccionan con

proteinas de la matriz extracelular, para favorecer o inhibir la interaccion con
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sus receptores (principalmente en el caso de las citoquinas Bmp). A su vez, la
familia de Tgf-B regula la interaccion de la matriz extracelular con las células
adyacentes, a través de la regulacion de la actividad de proteasas especificas
que pueden degradar estos ligandos o de la regulacion de los genes que
codifican para las proteinas que forman la matriz extracelular (Botchkarev vy
Sharov, 2004; Valluru y col., 2011; Conidi y col., 2011; Herhaus y Sapkota;
2014). Ademas, existen distintos modelos experimentales en los que se
observa la activacion simultanea de los dos grupos de Smad reguladoras por la
estimulacién con la misma citoquina. Asi, la activacion de ambos grupos de
Smad y de las dianas génicas correspondientes se ha descrito en cultivos
establecidos de hepatocitos estimulados con Tgf-B (Meurer y col., 2013) y tras
la estimulacion con la citoquina Bmp2 en células pertenecientes al ligamento

periodontal (Ishibashiy col., 2009).

6. ESTRUCTURA Y FUNCION DE ENDOGLINA

Endoglina es una glicoproteina homodimérica integral de membrana de
180 KDa que funciona como un co-receptor para las citoquinas de la familia
Tgf-R, que incluye al propio Tgf-3, a Bmp y a Activina (Cheifetz y col., 1992;
David vy col.,, 2009). Presenta un dominio extracelular, un dominio
transmembrana hidrofébico, y una region citoplasmatica constituida por un
dominio serina-treonina, que en humanos y ratén varia en longitud por
procesamiento post transcripcional generando dos variantes de endoglina:
Endoglina L, y endoglina S. La region citoplasmatica de la isoforma L se
encuentra altamente conservada en mamiferos y es la forma predominante de
endoglina. ElI dominio N-terminal de endoglina no presenta homologia con
ningun tipo de proteina, por lo que se denomina dominio huérfano, y es el
encargado de interaccionar con las citoquinas de la familia Tgf-B. Unido
dominio huérfano, endoglina presenta un dominio zona pelucida (ZP) altamente
conservado implicado en la oligomerizacién del receptor (Llorca y col., 2007;
Bernabeu y col., 2007; Kapury col., 2013).

El dominio extracelular de endoglina puede ser proteolizado por

metaloproteasas (MMPs), generando una forma soluble de endoglina, que
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circula libremente y constituye un antagonista natural de la senalizaciéon de Tgf-
B, que esta implicado en procesos de desarrollo y homeostasis cardiovascular
asi como en enfermedades relacionadas (Venkatesha y col., 2006; Perez-
Gomez vy col., 2007; Kapur 2013). El dominio intracelular de endoglina es
susceptible de ser fosforilado por los receptores de las citoquinas de la familia
Tgf-B a través de sus dominios serina treonina quinasa, lo que induce un
cambio de localizacion de endoglina modulando su interaccidn con las
proteinas de adhesion zyxina y las proteinas relacionadas con zyxina (“zyxin
related proteins”,0 ZRP), confiriendo a endoglina también un papel en el
remodelado del citoesqueleto, ya que las proteinas zyxina se encuentran
formando parte de las adhesiones focales a través de la interaccion con el

citoesqueleto de actina (Sanz-Rodriguez y col., 2004; Kapur y col., 2013).

Endoglina se expresa de una forma muy temprana durante el desarrollo
embrionario en el tejido mesenquimatico derivado del endocardio y en el
endotelio vascular, estando implicada en los procesos de remodelado y
desarrollo cardiovascular. Ya en la etapa posnatal, endoglina se expresa
fundamentalmente en células endoteliales, y en menor medida en macrofagos,
en fibroblastos, en las células de musculo liso que forman parte de la
vasculatura, en el sincitiotrofoblasto de la placenta, en células troncales
mesenquimaticas y hematopoyéticas, pre-eritroblastos, células leucémicas
procedentes del linaje mieloide y linfoide, y monocitos activados, asi como en
diferentes regiones de la piel, como en el estrato basal de la epidermis, en las
glandulas sebaceas y en los FPs (Cheifetz y col., 1992; Quintanilla y col., 2003;
Fernandez-L vy col., 2006, Kapur y col., 2013). Endoglina constituye un
componente esencial en el mantenimiento de la fisiologia vascular a través de
la regulacién de los procesos de angiogénesis y remodelado necesarios para el
mantenimiento vascular y la neovascularizacion, llevados a cabo a través de la
sefalizacion de miembros de la familia Tgf-B, de la que endoglina es su
correceptor (Cheifetz y col., 1992). Dentro de la familia de citoquinas de Tgf-j3,
endoglina es capaz de interaccionar con: Tgf-B1 y 3, Bmp2, 4, 7, 9, 10, y
activina A, en presencia del complejo receptor (Cheifetz y col., 1992; Bernabeu
y col., 2008; Banerjee y col., 2012; Alt y col., 2012; Borges y col., 2013).
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Endoglina regula los procesos de angiogénesis y remodelado vascular
mediante variaciones en su nivel de expresion. Asi, los factores descritos
capaces de inducir la expresién de endoglina son el factor inducible por
hipoxia 1a (Hif-1a, “Hipoxia Inducible Factor 1a”), Tgf-B, angiotensina II,
hipercolesterolemia, y KIf6é (“factor 6 krupple-like”). En la regiéon 5’ reguladora
del gen endoglina no existen elementos reguladores del tipo cajas TATA o
CAAT, pero si contiene dos regiones ricas en CG, y secuencias consenso para
SP1, ETS; GATA, AP-2, NFkB, MAD, y elementos respuesta para Tgf-B,
glucocorticoides, vitamina D y estrégenos. Ademas, cerca de las regiones de
unién a SP1, también se encuentran sitios SBE (“Smad binding elements”)
(Botella y col., 2001; Kapur y col., 2013).

7. ENDOGLINA Y TELANGIECTASIA HEMORRAGICA HEREDITARIA

Endoglina esta implicada en el desarrollo cardiovascular, de forma que
ratones homocigotos para una mutacién inactivante en el gen de endoglina
(Eng”) mueren durante el desarrollo prenatal debido a anomalias vasculares y
cardiacas, demostrando la importancia de esta proteina durante el desarrollo
cardiovascular embrionario en modelos murinos (Bourdeau y col, 1999; Lopez-
Novoa y Bernabeu, 2010). En humanos, la importancia de Endoglina en la
fisiologia vascular se puso de manifiesto cuando se demostré que la mutacién
de uno de los alelos de este gen produce el desarrollo de la enfermedad
denominada Telangiectasia Hemorragica Hereditaria (HHT, “Hereditary
Hemorrhagic Telangiectasia”) (VicAllister y col, 1994). La HHT es una displasia
vascular autosomica dominante que cursa con telangiectasias vasculares en la
piel y la mucosa nasal, epistaxis, hemorragias gastrointestinales, vy
malformaciones arteriovenosas en pulmoén, higado y cerebro. Hasta la fecha se
han descrito 155 mutaciones distintas en el gen de endoglina que conducen a
la inestabilidad del producto, desde el exdn 1 al exdn 12, el tipo de mutacion es
muy variable, pero las mas frecuentes son codones de parada prematuros y
polipéptidos truncados, y conducen a bajos niveles de expresion de ARNm y
proteinas truncadas muy inestables que ni siquiera llegan a alcanzar la

superficie celular, con lo que no ejercen ningun efecto negativo sobre endoglina
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normal (Abdalla y Letarte, 2006). La haploinsuficiencia de endoglina esta
aceptada como el mecanismo patogénico de esta enfermedad (Fernandez-L y
col, 2006; Alt y col., 2012). Endoglina se sobreexpresa en células endoteliales
proliferantes, constituyendo un modulador de las rutas de Tgf-B que gobiernan
el estado proliferativo o quiescente del endotelio. En estas células endoglina
potencia la sefalizacion de Tgf- a través de Alk1, estimulando la fosforilacion
de la Smad1/5/8. Todo apunta a una interaccion entre ambas rutas, de forma
que Alk1 y endoglina parecen estar inhibiendo la sefalizacion a través de Alk5
y Smad2/3 (Alty col., 2012)

En individuos afectados por la HHT1, la menor expresiéon de endoglina
en sus células endoteliales conduce a una regulacion negativa de la ruta Tgf-
B/Alk1/Smad1/5/8, favoreciendo en un principio la sefalizacion por Tgf-
B/Alk5/Smad2/3, que da lugar a un endotelio quiescente (Kapur y col., 2013). El
grupo de Lebrin y colaboradores postuloé en el 2004, en base a los resultados
obtenidos en cultivos de células endoteliales en los que habian silenciado
parcialmente endoglina, que endoglina parecia inhibir la ruta de sefalizacion
Tof-p/Alk5/Smad2/3 de manera indirecta, con el objetivo de potenciar
ligeramente la sefalizacion a través de Tgf-B/Alk1/Smad1/5/8, y favorecer asi
la proliferacion de un endotelio que se encuentra completamente quiescente.
Esto parece ser un mecanismo compensatorio de adaptacion, sin embargo, en
los individuos afectados por HHT1, ambas rutas se encuentran fuertemente
afectadas (Lebrin y col., 2004). Una de las consecuencias directas de la
deficiencia en la ruta de Tgf-B/Alk1/Smad1/5/8 es el fallo en la formacion de la
estructura tubular que las células endoteliales llevan a cabo para la generacién
de los vasos sanguineos, debido a la alteracidon en el proceso de migracion.
Esto conduce a una desregulacion en la red vascular durante el proceso de
angiogeénesis, afiadido a los defectos en la remodelacion del citoesqueleto de
las células endoteliales consecuencia también de la disminucion de la
expresion de endoglina (Sanz-Rodriguez y col., 2004; Fernandez-L vy col.,
2006; Kapur y col., 2013).
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Figura 7: Modulacién de la proliferacion celular en el endotelio por endoglina. (A) En el
endotelio, en situaciones de hipoxia, se promueve una sobreexpresion de endoglina, que
favorece la sefializacion via Tgf-B a través del receptor tipo | (Tbrl) Alk1, induciendo la
fosforilacion activadora de las proteinas reguladoras Smad1/5/8, que resulta en una activacion
de la proliferaciéon de las células endoteliales. Este complejo receptor, asociado a endoglina,
inhibe la funcion del receptor tipo | Alk5. Por el contrario, niveles moderados de endoglina
regulan la sefalizacion de Tgf-p a través del receptor tipo | Alk5, que activa por fosforilacion las
proteinas reguladoras Smad2/3, manteniendo el endotelio en un estado quiescente. (B) En
condiciones de haploinsuficiencia o pérdida funcional de endoglina, la sefializacién de Tgf-3
transcurre a través del receptor tipo | (Tbrl) AlkS que activa por fosforilacion las proteinas
reguladoras Smads 2/3, lo que tiene como consecuencia un estado quiescente constitutivo en
el endotelio. Posteriormente, como mecanismo de compensacién para favorecer la proliferacion
del endotelio, se inhibe parcialmente la sefializacion a través de Alk5/Smad2/3, favoreciéndose
en parte la sefalizacion a través de Alk1/Smad1/5/8.

8. ENDOGLINA EN PIEL

En procesos de carcinogénesis en piel, Tgf-B presenta un papel claro
como supresor de la proliferacién en los estadios tempranos. Sin embargo, su
papel supresor se torna contrario durante estadios mas avanzados, estando
esta citoquina involucrada en el proceso de progresion maligna, metastasis e

invasion. Endoglina, como correceptor de Tgf-B, esta implicada en la
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senalizacion por parte de esta citoquina, de forma que en funcién de su nivel
de expresion, el papel supresor en piel de Tgf-B puede verse alterado. Asi el
grupo de Quintanilla, en 2003 observd que, en protocolos de carcinogénesis
quimica realizados en piel de ratones que expresan una menor dosis de
endoglina, el numero de lesiones generadas disminuye en comparacion con los
individuos que presentan dosis normales de endoglina, sin embargo, al
analizarlas, se contabiliza un mayor numero de lesiones malignas. Es decir, la
carencia de endoglina acentua el papel de Tgf-B, a través de una mayor
activacién de la ruta Smad2/3, sugiriendo que la expresion normal de endoglina
en piel, por tanto, constituye un atenuador de la sefial de Tgf-B (Quintanilla y
col., 2003; Pérez-Gémez y col., 2007).

El papel de endoglina en proliferacion y diferenciacion de epitelios se ha
puesto de nuevo de manifiesto a través de ensayos de regeneracion de
epitelios, donde Tgf-B presenta un papel central (Valluru y col., 2011).
Recientemente se ha descrito que endoglina incrementa gradualmente su nivel
de expresion en las zonas circundantes a una herida, jugando un papel
importante en el proceso de cicatrizacion de las mismas. Ratones heterozigotos
para el gen de endoglina, que no muestran sintomas de HHT, presentan una
cicatrizacion deficiente en comparacion con sus controles, compatible con una
mayor sefalizaciéon por parte de Tgf-B al presentar menores niveles de
expresion de endoglina. Asimismo en estos individuos también se ha descrito
una proliferacion y diferenciacion disminuida, ya que una vez cerrada la herida
el numero de estratos que constituyen la nueva epidermis es significativamente

+/+

menor en los ratones Eng*” en comparacién con los Eng™* (Pérez-Gomez v
col., 2007; Perez-Gomez y col., 2014). La menor capacidad proliferativa de los
queratinocitos en los individuos Eng”‘ quedé confirmada después de que
sometieran a estos individuos a un tratamiento con el éster de 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), un agente inductor de la proliferacion,
descrito como promotor tumoral (Perez-Lorenzo y col.,, 2010). Tras estos
ensayos observaron que el efecto hiperproliferativo del TPA encontrado en los
individuos normales no se detecta en individuos con una menor expresion de

endoglina (Pérez-Gomez y col., 2014).

25






Hipotesis y Objetivos

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

27






Hipotesis y Objetivos

Endoglina forma parte del complejo receptor de varios miembros de la
familia Bmp/Tgf-B, y tiene un papel esencial en la regulaciéon funcional del
endotelio vascular y del proceso de angiogénesis. El papel de endoglina en piel
es en gran medida desconocida. En el raton, esta proteina se expresa en el
estrato basal de la epidermis y en los FPs, y su funcién esta implicada en la
cicatrizacion de heridas y en la progresion tumoral en protocolos
experimentales de carcinogénesis quimica en piel. Ademas, la sefalizacion
Bmp/ Tgf-B es esencial en la regulacion del ciclo del pelo. Estos antecedentes
sugieren que, al igual que en el endotelio, endoglina podria tener papeles

relevantes en el mantenimiento de la homeodstasis cutanea.

Teniendo en cuenta estas observaciones y la funcion de endoglina como
co-receptor de las citoquinas de la familia Bmp/Tgf-B, el objetivo general
planteado en este trabajo ha consistido en caracterizar la implicacién de esta
proteina en la regulacién del ciclo de crecimiento del FP y de las células
troncales epidérmicas foliculares responsables de su actividad, utilizando como
sistema experimental un modelo de raton haploinsuficiente para el gen de
endoglina. El desarrollo de este objetivo constituiria un paso previo para validar
la funcion de endoglina como una importante diana terapéutica en piel. Para
abordar este objetivo principal, se han planteado los siguientes objetivos

especificos:

- Establecer el patron de expresion de endoglina en piel a lo largo del

ciclo del pelo y su implicacién en el mantenimiento de este ciclo.

- Analizar la implicaciéon de endoglina en la regulacion de la proliferacién

y movilizacion de las células madre epidérmicas del FP.

- Evaluar la importancia de la funcion de endoglina en las rutas de
sefalizacion que regulan el ciclo de crecimiento del pelo,
fundamentalmente Wnt/B-catenina y Bmp/Smad, y caracterizar los

mecanismos moleculares implicados.
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1. MODELO EXPERIMENTAL DE RATON HAPLOINSUFICIENTE PARA EL
GEN ENDOGLINA

En este proyecto se ha utilizado un modelo de raton heterocigoto,
haploinsuficiente para el gen de Endoglina (Eng*") generado por recombinacion
homologa, utilizando células troncales embrionarias de origen 129/Ola, y
posterior retrocruzamiento sobre la cepa C57BI/6 (Bourdeau y col., 1999). Los

+/+

correspondientes hermanos de camada C57BIl/6-Eng™" fueron utilizados como
control. Los genotipos se determinaron por PCR a partir de ADN extraido de la
cola de los ratones. Los ratones C57BI/6-Eng™ son fértiles, su descendencia
muestra una relacion equitativa en cuanto a sexos, con una esperanza de vida
dentro de los rangos de la normalidad para esta cepa de raton y no presentan
alteraciones cardiovasculares significativas (Bourdeau y col., 1999). Todos los
animales fueron estabulados en el animalario del Instituto de Investigaciones
Biomédicas “Alberto Sols” CSIC-UAM, Madrid, en condiciones estandar vy,
después de los procedimientos experimentales correspondientes, se
sacrificaron en camara de CO; siguiendo los protocolos aprobados por el
Comité de Bioética del centro. Todos los experimentos con animales se han
realizado conforme a las normativas nacionales e internacionales que regulan
la experimentacion y cuidado de los animales de laboratorio de acuerdo al Real

Decreto 1201/2005.

Para el genotipado de los animales se utilizd ADN extraido a partir de
una muestra de 0,5 cm del extremo distal de la cola de los animales utilizando
el kit REDExtract-N-Amp™ Tissue PCR kit (Sigma-Aldrich) siguiendo las
indicaciones de la casa comercial. Para la PCR se utilizaron tres
oligonucledtidos cebadores distintos que amplifican selectivamente un producto
de 470 pb en el caso del alelo mutado, en el que se ha sustituido la secuencia
del gen de endoglina por la del gen de LacZ, cuya expresion esta regulada por
el promotor de endoglina, y un producto de 300 pb que corresponde al alelo
salvaje (Bourdeau y col., 1999). Los oligonucle6tidos empleados como

cebadores utilizados estan descritos en la tabla 1
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NOMBRE SECUENCIA
ME1F TACCTCTGGATACCGGATAAG
ME1R AAGTTTGGCATCCTATGAAAC
MEZR AAATGTGAGCGAGTAACAACC

Tabla 1: Oligonucleétidos cebadores utilizados para el genotipado de los ratones
C57BI/6-Eng™”

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con una desnaturalizacion inicial a
94°C durante 2 minutos, seguida de 30 ciclos a 94°C durante 30 segundos,
56°C durante 35 segundos, 68°C durante 2,5 minutos, con una extension final

de 5 minutos a 68°C.

1.1. Identificacion de células troncales en la piel y el foliculo piloso de

ratén

Para identificar y cuantificar el numero de células troncales de la regién
prominente del FP, se utilizo6 como fundamento experimental la baja tasa
proliferativa de estas células en ensayos de marcaje de ADN a largo plazo con
el analogo de timidina 5-bromo-2’-deoxyuridina (BrdU, Sigma-Aldrich). Se
usaron ratones neonatos de 8-10 dias de edad para evitar el efecto
teratogénico de la BrdU (Banningan y col.,, 1990). Los animales fueron
inoculados con BrdU (80-100uL, 6,25 mg/ml) en tampdn fosfato PBS (NaCl 137
mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO4s 10 mM, K H,POs 2 mM). Se administraron 4
inyecciones intraperitoneales seriadas en intervalos de 24 horas. Con este
protocolo experimental la BrdU se incorpora en la practica totalidad de las
células del organismo por procesos de sintesis o reparacion del ADN, incluidas
las células troncales, que se encuentran activas en esta etapa del desarrollo.
Después de un periodo de tiempo lo suficientemente largo (un minimo de 50
dias) solo aquellas células con una muy baja tasa de proliferacién son capaces
de retener la marca de BrdU (Label Retaining Cells, LRCs) (Braun y col., 2003).
Se considera que estas células son fundamentalmente células troncales

adultas, mantenidas en su nicho en estado quiescente. Las células marcadas
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se localizaron por inmunofluorescencia (anti-BrdU-FITC, Roche) en montajes in

toto de piel de cola de raton en estado de telogén o reposo.

1.2. Identificacion de células proliferantes en la piel y el foliculo piloso de

ratén

Para identificar y cuantificar el numero de células en fase de sintesis
activa de ADN se llevaron a cabo experimentos de marcaje a tiempo corto con
BrdU. Para ello, animales adultos (de 50 dias, cuyas células troncales del FP
se encuentran en estado de reposo) recibieron 2 inyecciones de BrdU (80-100
pL, 12,5 mg/ml) a intervalos de 24 horas y se sacrificaron 24 horas después.
Con este protocolo experimental, la BrdU se incorpora en aquellas células que
se estan dividiendo activamente. Las células marcadas se localizaron por
inmunofluorescencia en montajes in toto de piel de cola de raton en estado de

telogén.

1.3. Induccién de proliferacion celular en la epidermis y el foliculo piloso

del raton

Utilizando como modelo los FPs de la cola del ratén, se realizaron
ensayos de proliferacion y movilizacion de las células troncales epidérmicas, y
de hiperproliferacién epitelial, tanto en la piel dorsal de la cola, como en la piel
del lomo. Para ello se utilizaron ratones de 50 dias de edad (5 ratones por
genotipo y condicidon experimental), en la fase de telogén, momento en el que
las células troncales del FP se encuentran en estado de reposo. Los animales
recibieron tépicamente 3 dosis de 12-O-Tetradecanoil-Phorbol-13-Acetate
(TPA, Sigma-Aldrich, 20 nM en acetona) sobre la piel dorsal de la cola y en la
piel del lomo, distribuidas durante 48 horas. El grupo de los ratones control
recibié unicamente acetona. Para evitar dafios en los animales debido a la
inhalacidn del compuesto, se les mantuvo dentro de una campana extractora
después de la aplicacion del TPA durante al menos 20 minutos. 24 horas
después de la ultima aplicacién se procedié al sacrificio de los animales y a la

obtencién de las muestras de la piel dorsal de la cola y de la piel del lomo.
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1.4. Ensayos de induccion capilar por rasuracion

Para los experimentos de induccion capilar por rasuracion, se emplearon
un minimo de 10 ratones por genotipo y experimento. En primer lugar se
procedié a rasurar el lomo de los ratones (de 50 dias, al principio de la telogén
refractaria, o de 90 dias, durante la telogén competente; Plikus y col., 2008). El
estudio de la progresion del crecimiento capilar se realizd mediante
observaciones diarias y adquisicion de imagenes digitales empleando una
camara réflex digital Canon EOS 610, y utilizando el programa Photoshop CS3
Extended, version 10.0.1 (Adobe) para el procesamiento de las imagenes. El
experimento se dio por finalizado cuando la practica totalidad del lomo de los
animales de un mismo genotipo regenerd por completo el pelaje del lomo,
momento en que se procedié al sacrificio de los animales y a la recogida de

muestras de la piel dorsal del lomo para su posterior procesamiento histologico.

1.5. Procesamiento histolégico, montajes in toto e inmunolocalizacion de

proteinas en el tejido

Para el procesamiento histolégico, muestras de piel del lomo de un
tamano aproximado de 1x1 cm, extraidas de animales sometidos a los distintos
protocolos experimentales, se fijaron en formaldehido 3,7% en PBS durante al
menos 48 horas a 4°C. Para su inclusion en parafina, las muestras fijadas se
lavaron en agua destilada y se deshidrataron en soluciones con
concentraciones crecientes de etanol. A continuacioén las muestras se llevaron
de etanol absoluto a heptano (10-15 min a temperatura ambiente, RT, y 10-15
min a 56 °C) y se incluyeron en parafina a 56 °C durante 24 h. Las secciones
histologicas (4-8 ym de espesor) se montaron sobre portaobjetos tratados con
poli-L-lisina. Para el andlisis histopatologico correspondiente a cada protocolo
experimental, las muestras se tifieron con H-E siguiendo procedimientos

estandar.

Los montajes in toto de la epidermis de la cola de animales sometidos a
los diferentes protocolos experimentales se prepararon segun el protocolo
descrito por Braun y colaboradores (Braun y col., 2003). Brevemente, después
del sacrificio de los ratones, se aislo la piel de la cola y se incubd durante 5
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horas en EDTA 5mM en PBS, a 37°C. Posteriormente, utilizando pinzas, se
separo la epidermis de la dermis. Las laminas intactas de epidermis, con los
FPs suspendidos de las mismas, se fijaron en formaldehido (3,7% en PBS)
durante 2 horas a RT. Las laminas de epidermis ya fijadas se almacenaron a 4

°C en PBS conteniendo azida sédica (0,2%).

Para la inmunolcalizacion en cortes de parafina, las secciones se
desparafinaron durante 45 minutos en xilol, se hidrataron en series
decrecientes de etanol, finalizando en agua destilada (5 minutos por serie).
Para el desenmascaramiento del antigeno, las muestras se trataron con citrato
sodico 0,01 M , pH 6, durante 3 minutos en una olla a maxima presion
alcanzando en torno a 120-130°C. Para la deteccion del antigeno mediante
inmunofluorescencia indirecta, las muestras fueron permeabilizadas en Triton
X-100 0,1% en PBS y se bloquearon con BSA 0,5% (Sigma-Aldrich) en PBS
durante 30 min RT. Posteriormente, las muestras se incubaron con el
anticuerpo primario correspondiente O/N a 4°C, se lavaron en PBS y se
incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente 1 hora a RT (Tabla 2).
Cuando la deteccion de un antigeno por un anticuerpo determinado requirid
amplificacion de sefal para su adecuada visualizacién, se utilizd el sistema
TSA Plus Cyanine 3 (Perkin Elmer) siguiendo el protocolo recomendado por la
casa comercial. Para la deteccion de la 5-bromo-2’-deoxyuridina en montajes in
foto de epidermis de la cola, las piezas de epidermis fueron previamente
lavadas abundantemente en agua para eliminar el exceso de formol y
sometidas a un tratamiento de hidrdlisis acida (HCI 1N) 45 minutos a 37 °C,
que se neutralizd6 con tampon TBE (Tris-borato 45 mM pH 8,3-EDTA 1 mM) 5
minutos a RT. Finalmente se procedié al bloqueo y permeabilizacién de las
muestras con tampon PBT (Triton X-100 0,5%, Gelatina 0,2% en PBS) 30
minutos a RT, previo a la incubaciéon O/N con el anticuerpo (Tabla 2). Se utilizé
un anticuerpo monoclonal anti-BrdU conjugado con fluoresceina a 37°C. La
deteccion de las roturas en el ADN se realizd mediante el ensayo TUNEL
siguiendo el protocolo indicado por la casa comercial (TUNEL Label, Roche).
En todos los casos se utilizé como medio de montaje Vectashield (Vector Labs)
conteniendo 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI, 5 ng/ml, Molecular Probes) para la

contratinciéon de la cromatina nuclear.
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ANIMAL
CASA . .
ANTICUERPO DE APLICACION DILUCION
COMERCIAL
ORIGEN
BrdU-FITC Raton Roche IF 1:100
MJ1 Cedido por el
(endoglina) Rata Dr. Carmelo WB 1:2
Bernabéu
Cell WB 1:1000
Smad1 Conejo _ _
Signaling IP 1-2 ug/ muestra
WB 1:1000
Cell
Smad4 Conejo . . IP 1-2 pg/ muestra
Signaling
IF 1:100
Cell WB 1:1000
P-smad 1/5/8 | Conejo _ _
Signaling IF 1:100
BD WB 1:1000
B catenina Raton .
Transduction P 1-2 pg/ muestra
ABC (active B .
Ratén Millipore IF 1:100
catenina)
Cell
P smad2/3 Conejo . . IF 1:100
Signaling
Tubulina Raton Sigma WB 1:10000
WB 1:1000
H3 Conejo Abcam
IP 1-2 pg/ muestra
Anti-lgG de Cabra Santa Cruz WB 1:5000
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Rata - HRP
Anti-lgG de GE
Oveja WB 1:2000
ratéon - HPR Healthcare
Anti-lgG de GE
Burro WB 1:5000
conejo - HRP Healthcare
Anti-lgG de
Molecular
raton — Alexa Cabra IF 1:500
Probes
Fluor 546
Anti-lgG de
conejo — Molecular
Cabra IF 1:500
Alexa Fluor Probes
546
Anti conejo-
Jackson
HRP
Ratén Immuno WB 1:10000
especifico de
Research
cadena ligera

Tabla 2: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en este trabajo

2. ENSAYOS DE SILENCIAMIENTO DE ENDOGLINA Y ESTIMULACION
POR LA CITOQUINA BMP4 EN LA LINEA CELULAR E14

La linea E14, de células troncales embrionarias se derivd a partir de la
masa celular interna del blastocisto de raton de la cepa 129/0Ola (Hooper y col.,
1987; Kim y Ryoo, 2012). Las células se cultivaron a 37 °C en atmodsfera
hameda con un 5% de CO; en medio de cultivo GMEM (Gibco) suplementado
con L-glutamina (2 mM, Gibco), aminoacidos no esenciales (1x, Gibco), sodio
piruvato (1 mM, Gibco), 2-mercaptoetanol (0,05 mM, Gibco), Leukemia
Inhibitory Factor (LIF, 1000 unidades/ml), gentamicina (64 pg/ml, Genta-
Gobens), ampicilina (Sigma-Aldrich) y 10% de suero fetal bovino (FBS, Gibco)
previamente inactivado por calor durante 30 minutos a 56 °C. El medio se
cambi6 en dias alternos y las células fueron tripsinizadas cada dos dias, con

tripsina-EDTA 0,05% (Gibco), sembrandose a una dilucién 1/6. ElI material
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plastico de cultivo fue tratado previamente a la siembra de células con una
solucién de gelatina (0,1%, Sigma-Aldrich) durante media hora a 37°C, y
posteriormente se lavo con PBS. Todos los experimentos se realizaron una vez
alcanzada la estabilizacion del cultivo tras la descongelacion de las células,
comprobando que las condiciones de cultivo no inducian diferenciacion celular,
asociada en esta linea a la actividad de la fosfatasa alcalina (86R-1KT, Sigma-
Aldrich).

Para el silenciamiento parcial del gen endoglina se utilizaron 4 tipos de
ARN interferente de pequefio tamano (ARNi, Santa Cruz) de 21 bases de
longitud, que se unen especificamente a 4 regiones del ARN mensajero de
endoglina, silenciando dicho gen en torno a un 50% cuando se utiliza una

concentracion final de los cuatro ARNi de 50nM (Tabla 3).

NOMBRE SECUENCIA
Mm_Eng_1 CTCCTGGTTCATCGACATCAA
Mm_Eng_2 CACTAATAAATCAGACATGAA
Mm_Eng_3 CCCATGCTGCTTAGAAGCCTA
Mm_Eng_4 CCGGACGGTGACCGTAATGAT

Tabla 3: ARNi utilizados para el silenciamiento de endoglina en la linea E14

Para la transfeccién reversa, sistema segun el cual las células en
suspension se siembran directamente junto con la mezcla de transfeccién, se
partic de 1,5 millones de células por placa de cultivo (P60, Falcon),
previamente gelatinizada, sembradas en medio de cultivo sin antibiéticos y con
menor porcentaje de FBS (3%), conteniendo Lipofectamina® 2000 (1:400, Life
Technologies) y los 4 ARNi (50 nM) antes descritos (Tabla 3). Como control de
la transfeccion se usd un ARNi que no reconoce especificamente ninguna
secuencia (control ARNi, 50 nM, Ambion). Las células se mantuvieron en
condiciones de cultivo durante 8-10 horas. Al cabo de este tiempo las células
se lavaron con PBS y se afadi6 medio de cultivo completo. La eficacia del
silenciamiento de Endoglina se determiné mediante qRT-PCR, a partir del ARN

extraido de los cultivos celulares 24 horas después de la transfeccidén. La
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extraccion del ARN, la conversion a ADNc y el ensayo de gRT-PCR se

realizaron tal y como se describe en el apartado 4 de Materiales y Métodos.

Para la estimulacién de la ruta de senalizacion de Bmp se empled la
citoquina Bmp4 (10 ng/ml, R&D) El tratamiento se llevé a cabo en células
previamente transfectadas con ARNi para endoglina o ARNi control, asi como
sobre los controles de transfeccion. Antes del tratamiento, las células se
sometieron a ayuno con medio de cultivo sin suero durante 4 horas en
condiciones de cultivo celular, y a continuacién fueron tratadas con Bmp4
durante 1 hora a 37 °C. Los controles de los tratamientos se realizaron de
forma paralela, incubando las células con BSA a la misma concentracion. Una
vez finalizado el tratamiento, las células fueron lavadas con PBS vy
tripsinizadas. La solucién celular fue centrifugada a 900 rpm durante 4 minutos,
y los pellets celulares se lavaron nuevamente con PBS y se congelaron a -80

°C para analisis posteriores.

3. ANALISIS DE EXPRESION DE PROTEINA POR INMUNOBLOT

Para determinar los niveles de expresion de proteina, las muestras de
piel o pellets celulares se extrajeron en tampoén RIPA (Tris-HCI pH 7,6 25 mM,
NaCl 150mM, NP-40 1%, SDS 0,1%) o en tampdn SDS (Tris-HCI pH 6,8 50
mM, SDS 2%, glicerol 10%, R-mercaptoetanol 1%, EDTA 12,5 mM)
conteniendo inhibidores de proteasas (Aprotinina 2 ug/ml, PMSF, 2 mM vy
Leupeptina 2 ug/ml, de Sigma-Aldrich; o el coctel inhibidor de proteasas tipo |,
Calbiochem) asi como inhibidores de fosfatasas (Ortovanadato sodico 2 mM, 13-
glicerol fosfato 2 mM, y NaF 5 mM de Sigma-Aldrich). Para las muestras de piel
el tejido se disgregd con tijeras, y se homogeneizé utilizando un rotor Polytron
(PT 1200 E, Kinematica). Las muestras homogeneizadas se incubaron en el
buffer de extraccién durante 2 horas a 4 °C en agitacion, y posteriormente se
centrifugaron a 12000 rpm durante 15 min a 4 °C. Se descartaron la fraccion
lipidica superior y la fraccidon proteica insoluble inferior. La concentracion de
proteina en la fraccion soluble se determind por el método de Bradford
(BioRad). Cantidades equivalentes de proteina procedentes de 3-4 ratones de

cada condicion se combinaron y se resuspendieron en tampén Laemmli (Tris-
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HCI pH 6,8 62,5 mM, glicerol 25%, SDS 2%, Azul de bromofenol 0,01%). Las
proteinas procedentes de pellets celulares de la linea E14 se extrajeron en
tampdén RIPA conteniendo inhibidores de proteasas y fosfatasas. Se incubaron
en agitacion suave durante 20 minutos a 4°C. Una vez centrifugadas las
muestras a 12000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, se recogio la fase proteica
soluble y se cuantifico utilizando el sistema colorimétrico basado en el acido

bicinconinico (BCA, Pierce)

La separacion de proteinas se llevd acabo por electroforesis en geles de
acrilamida  (Acrilamida/bis-acrilamida  29:1, Bio-Rad), a distintas
concentraciones en funcion de la proteina de interés, y en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las proteinas fueron transferidas a
membranas de Immobilon-P (Millipore) y se bloquearon en TBST (TBS-Tween
0,1%) con BSA 5%, conteniendo inhibidores de fosfatasas 1 hora a RT.
Posteriormente, las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios
diluidos en TBST-BSA 0,5%, O/N a 4°C (Tabla 2), se lavaron en TBST y se
incubaron 1 hora a RT con el correspondiente anticuerpo secundario acoplado
a peroxidasa (Tabla 2). La deteccion de la actividad peroxidasa se llevé a cabo
mediante quimioluminiscencia (ECL, Pierce). Las bandas correspondientes a
las diferentes proteinas fueron digitalizadas con el programa Photoshop CS3
Extended, version 10.0.1 (Adobe).

4. EXTRACCION DE ARNm Y ANALISIS DE EXPRESION GENICA

La obtencion de ARN a partir de las muestras de piel del lomo se realizoé
mediante una extraccién organica con TriPure™ lIsolation Reagent (Roche).
Para ello el tejido se disgregd con tijeras, y posteriormente se homogeneizo
mediante el rotor Polytron (PT 1200 E). Al volumen de homogeneizado
obtenido se afadieron 0,2 volumenes de cloroformo (Merck), se mezclé
totalmente y se centrifugd a 12000 rpm, 15 min, 4°C, para la separacion de la
muestra en tres fases, a partir de las cuales se puede purificar, de abajo a
arriba: proteinas, ADN, y ARN. La purificacion del ARN se llevdé a cabo
mediante el sistema RNeasy (QIAGEN) siguiendo las recomendaciones de la

casa comercial, incluyendo el tratamiento con DNasa (RNase-Free DNase Set,
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Quiagen) durante el proceso de extraccidon para evitar la contaminacion con
ADN genomico. Para la extraccion de ARN a partir de pellets celulares se
utilizé unicamente el sistema RNeasy incluyendo el tratamiento con DNasa. La
concentracion de ARN, asi como su pureza (ratio A260:A280 = 1,8), se
determinaron mediante espectrofotometria (Nanodrop ND1000, Nanodrop

Technologies)

Para la transcripcion reversa de los ARN se empled la enzima MLV
(Promega), siguiendo el protocolo de la casa comercial. Partiendo de la misma
concentracion de ARN en todas las muestras, se obtuvo el ADNc para posterior
analisis mediante qRT-PCR. El analisis de expresion por qRT-PCR se llevo a
cabo utilizando la mezcla de reaccion Power SYBR Green (Applied
Biosystems) y mediante el sistema 7900HT Fast Real Time PCR (Applied

Biosystems), utilizando los oligonucledtidos descritos en la tabla 4.

NOMBRE SECUENCIA
Endo total Fwd ACAAGGGGTGAGGTGACGTT
Endo total Rvs GAAACGAGGACCAGGAACAC
Ovol1 Fwd CTCCACGTGCAAGAGGAACT
ENDOGLINA
Ovol1 Rvs CTCTGGTTCCCGGTAGGG
Jagged1 Fwd ACCACCTGCGAAGTGATTGAC
Jagged1 Rvs GAGATATACCGCACCCCTTCAG
BMP4 Fwd CTCCCAAGAATCATGGACTG
BMP4 Rvs AAAGCAGAGCTCTCACTGGT
RUTA BMP
ID1 Fwd TGCTACTCACGCCTCAAGGA
ID1 Rvs TGCAGGATCTCCACCTTGCT
TGFB-1 Fwd TGCGCTTGCAGAGATTAAAA
RUTA TGF-B8
TGFB-1 Rvs CTGCCGTACAACTCCAGTGA

Tabla 4: Oligonucleétidos cebadores utilizados para la cuantificacion de los niveles de
expresion de ARNm mediante qRT-PCR
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5. ENSAYOS DE INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA

Para los ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina en tejido, las
muestras de piel se fijaron en formol 1% en PBS durante 15 minutos, se
disgregaron con tijeras y se homogeneizaron con el rotor Polytron (PT 1200 E)
a velocidad baja para evitar vibraciones que pudieran romper la interaccién de
las proteinas con la cromatina. Posteriormente el homogeneizado se filtré con
tamices de nylon de 40 ym (Falcon) para descartar los residuos de mayor
tamano, y se centrifugd durante 15 minutos a 4 °C y 12000 rpm, se descarté el
sobrenadante, y se lavd el pellet con 1 ml de PBS frio dos veces. Para la
inmunoprecipitacion de cromatina en la linea celular E14, los pellets celulares
se resuspendieron en formol 1% en PBS, y se incubaron durante 15 minutos a
RT. Las muestras se procesaron con tampon de lisis (SDS 1%, EDTA 10 mM,

Tris HCI pH 8,1 50mM) al que se le afiadieron inhibidores de proteasas y
fosfatasas, y se sonicaron utilizando el sistema Bioruptor® Standard

(Diagenode) durante 15 minutos a alta intensidad, con intervalos iguales de 5
segundos de sonicacion y reposo, para la fragmentacion del ADN de 100 a
1000 pb.

Las muestras se centrifugaron (13000 rpm, 10 min, 4°C), se recogieron
los sobrenadantes y se diluyeron 10 veces con tampdn de dilucion (NaCl 167
mM, Tris HCI pH 8,1 16,7 mM, EDTA 1,2 mM, Tritén 1,1%, SDS 0,01%)
afiadiendo los inhibidores de proteasas y fosfatasas correspondientes.
Después de eliminar las posibles interacciones inespecificas mediante una
incubacion de 30 minutos a 4°C en agitacidn suave, y utilizando proteina A-
agarosa y proteina G-sefarosa (Sigma-Aldrich) los sobrenadantes se incubaron
ON a 4°C en agitacion suave con el anticuerpo de interés, un control negativo
(IgG genérica correspondiente) y un control positivo de la reaccion (histona
H3), en todos los casos 1 ug de anticuerpo por muestra. A continuacion los
lisados se incubaron con Dynabeads Protein A (Life Tecnologies) durante una
hora en agitacion a 4 °C, se lavaron dos veces en tampones de distinta
concentracion salina (SDS 0,1%, Triton X-100 1%, EDTA 2mM, Tris HCI pH 8,1
20mM, NaCl 150 mM / SDS 0,1%, Triton X-100 1%, EDTA 2mM, Tris HCI pH
8,1 20mM, NaCl 500 mM) seguidos de dos lavados en TE, siguiendo el
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protocolo descrito para la precipitacion de las particulas magnéticas
(Dynabeads Protein A, Life Tecnologies). El pellet final se resuspendié en
buffer de elucion (SDS 1%, NaHCO3; 0,1 M).

Finalmente, se eliminaron las interacciones ADN-proteina generadas
durante la fijacion en formol de las muestras, tanto de los inmunoprecipitados
como del extracto total obtenido, mediante la incubaciéon con NaCl 5M durante
4 horas a 65°C, y se procedi6 a la extraccion del ADN mediante una solucién
de los alcoholes Fenol:Cloroformo:lsoamilico (25:24:1, Sigma-Aldrich)
utilizando tubos Phase Lock Gel Heavy (5prime) que permiten la separacion de
la fase acuosa, que contiene los acidos nucleicos, de la fase organica proteica.
A continuacion se precipito el ADN en etanol y acetato de sodio 0,3 M, y se
resuspendio en agua ultrapura Milli-Q para protocolos de PCR semicuantitativa
y cuantitativa en tiempo real, utilizando los oligonucleétidos cebadores

descritos en la tabla 5:

Nombre Secuencia
Start prom mEng Fwd3 ACTTCCTCTACTCGCCTG
Start prom mEng Rvs3 AGTCACTGGGCTCTTTCG

Tabla 5: Oligonucleétidos cebadores utilizados para la amplificacion del promotor de
endoglina en ensayos de ChIP

Para el andlisis mediante qRT-PCR se utilizé la mezcla de reaccion Power Sybr
Green (Applied Biosistems) siguiendo el protocolo de la casa comercial, y para
su deteccion se utilizo el sistema CFX384 Touch™ (BioRad). Los analisis de
PCR semicuantitativa se llevaron a cabo mediante la amplificacion del ADN con
la mezcla de reaccidn enzimatica REDExtract-N-Amp™ PCR ReadyMix™
(Sigma-Aldrich), y su posterior analisis en geles de agarosa (agarosa 2% en
TBE, pH 8,3).
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6. ENSAYOS DE CO-INMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS

Para los ensayos de co-inmunoprecipitacion, la extraccion de proteinas
se realizé en tampon IPH (Tris-HCI pH 7,4 50mM, NaCl 100 mM, glicerol 10%,
EDTA 5 mM, Tritén X-100 0,15%) conteniendo los inhibidores de proteasas y
fosfatasas descritos en el apartados anteriores. Las muestras de piel del lomo
se disgregaron con tijeras, y se homogeneizaron posteriormente con un
homogeneizador Polytron (PT 1200 E) manteniendo una velocidad baja para
evitar vibraciones que pudieran disgregar los complejos proteicos. Tras una
incubacion de 2 horas en agitacion suave y a 4 °C, la separacion de las
proteinas solubles se llevd a cabo mediante centrifugacion a 13000 rpm, 15
minutos a 4 °C. La concentracion de proteinas de los extractos obtenidos de
cada una de las muestras fue determinada mediante el reactivo de Bradford
(BioRad), y se utiliz6 un volumen minimo de 500 pl de extracto proteico de
cada muestra a una concentracion de 1 pg/ul. Las muestras se incubaron O/N
a 4°C en agitacion suave con el anticuerpo de interés y un control negativo (IgG
genérica correspondiente), empleando en todos los casos 1 ug de anticuerpo
por muestra. A continuacion los lisados se incubaron con Dynabeads Protein A
(Life Tecnologies) 1 hora en agitacion suave a 4 °C, y se lavaron 3 veces en
tampon IPH, siguiendo el protocolo descrito para la precipitacion de las
particulas magnéticas (Dynabeads Protein A, Life Tecnologies). La elucién del
complejo Dynabead-Anticuerpo-Antigeno se llevd a cabo en condiciones
desnaturalizantes y reductoras, con tampdn Laemmli, y las proteinas de interés
se detectaron mediante inmunoblot con los anticuerpos correspondientes
(Tabla 2)

7. EVALUACION DE MUESTRAS Y ANALISIS ESTADISTICOS

Para el analisis histopatologico, las secciones histologicas tefiidas con
H-E (H-E) se analizaron en un microscopio Axiophot (Zeiss) acoplado a una
camara DP70 (Olympus) con el sistema de captura de imagenes DP Controller.
Los montajes in ftoto de las piezas de epidermis de la cola y la
inmunolocalizacion en secciones histolégicas se analizaron en microscopios
confocales espectrales Leica TCS-SP5-AOBS y LSM710 de Carl Zeiss. Las
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reconstrucciones tridimensionales de las piezas de epidermis de la cola se
llevaron a cabo con el programa LCS Suite version 2.61 (Leica), o el programa
Zen (Zeiss), respectivamente. Todas las imagenes fueron procesadas
posteriormente con el programa Photoshop CS3 extended versién 10.0.1

(Adobe) o con el programa de analisis de imagen Imaged version 2.0.0 (FIJI).

La cuantificacién de las LRCs se llevo a cabo sobre las reconstrucciones
tridimensionales de las imagenes obtenidas en el microscopio confocal,
considerando un tamafo muestral de al menos 30 foliculos por ratéon y un
minimo de 3 ratones por grupo. La cuantificacion se llevé a cabo mediante el
recuento de las células positivas en el area de la region prominente. Los
resultados se expresaron como valores medios + error estandar y el analisis
estadistico de las diferencias entre grupos se llevé a cabo utilizando el test T
de Student para muestras independientes, con ayuda del programa SPSS
(versién 15.0) o Microsoft Excell para Mac (version 14.4.3). La cuantificacion de
las células proliferantes del epitelio se llevé a cabo siguiendo el protocolo de
cuantificacion de las LRCs, cuantificando un area aleatoria de superficie
equivalente a la region prominente de los FP, para la estandarizacién de la

cuantificacion en las regiones del infundibulo y EIF.

Para el estudio de los datos obtenidos del ensayo de regeneracion
capilar, se utilizaron las imagenes digitalizadas recogidas durante el transcurso
del experimento. El area de la piel del lomo sin pelo se midié sobre las mismas
de manera independiente, empleando el programa de edicion fotografica
ImagedJ versiéon 2.0.0. Los resultados se recogieron en una grafica, que
representa los valores medios del porcentaje de lomo sin cubrir en al menos 3
individuos de cada grupo experimental = error estdandar. Los valores
independientes de cada individuo se compararon utilizando el test T de Student

para muestras independientes.

El analisis de los ensayos de gqRT-PCR para la cuantificacion de la
expresion génica se llevd a cabo empleando el método Ct (Schmittgen y Livak,
2008). Con el fin de normalizar las muestras, se utilizé la cuantificacién del
ARN 18S como control interno (ACt), y se representé empleando el valor medio

resultante de los ACts correspondientes a cada individuo en cada grupo
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experimental £ error estandar. Los valores independientes de cada individuo se
compararon utilizando el test T de Student para muestras independientes,

analizando las variaciones entre los distintos grupos experimentales.

El anadlisis de los ensayos de ChlIP se llevd acabo mediante
cuantificacion por gRT-PCR del ADN inmunoprecipitado, utilizando el método
Ct (Schmittgen y Livak, 2008). EIl valor obtenido de la inmunoprecipitacion con
el anticuerpo de interés se normalizd con respecto al extracto total de ADN de
cada muestra, o con respecto al valor obtenido de la inmunoprecipitacion con el
anticuerpo H3 (control positivo). Para la representacion grafica se empled el
valor medio resultante de los ACts correspondientes a cada individuo en cada
grupo experimental £ error tipico. Los valores independientes de cada individuo
se compararon utilizando el test T de Student para muestras independientes,

para analizar las variaciones entre los distintos grupos experimentales.
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1. ENDOGLINA MUESTRA UN PATRON DE EXPRESION EN LA PIEL
ASOCIADO AL CICLO DE CRECIMIENTO DEL PELO

Con objeto de caracterizar posibles funciones de endoglina en la piel se
determind en primer lugar su patrén de expresiéon en el tejido. Se ha descrito
que el nivel de expresion de endoglina en el endotelio depende de sefales
proliferativas o de quiescencia (Lebrin F., y col. 2004; Ten Dijke P., y col., 2004;
Letarte M., y col, 2013). Ademas, endoglina es un correceptor para las
citoquinas Bmp, pertenecientes a la familia de Tgf-B, cuya actividad esta
directamente implicada en la regulacién del ciclo de crecimiento del pelo (Plikus
y col., 2008). Teniendo en cuenta estos antecedentes, se analizaron posibles
variaciones de la expresion de endoglina en la piel en funcion de la fase del

crecimiento del pelo.

Los ratones de la cepa C57BL/6 muestran los dos primeros ciclos
postnatales de crecimiento del pelo muy bien definidos temporalmente,
regulados por la actividad de las rutas Wnt/B-catenina y Bmp/Smad,
principalmente. El primer ciclo de pelo postnatal es muy corto y dura en total 28
dias. En el segundo ciclo, la fase de anagén o crecimiento, regulada por la ruta
Wnt/B-catenina, comienza entre los dias 28 y 30 postnatal. En torno al dia 48
se establece la fase de telogén, que se subdivide en dos etapas: telogén
refractaria y competente. La telogén refractaria, en la cual el FP es incapaz de
responder a estimulos de crecimiento impidiéndose una nueva entrada en
anageén, esta caracterizada por la senalizacion inhibitoria de la ruta Bmp/Smad
y dura hasta el dia 80 postnatal. Durante la telogén competente, caracterizada
por ausencia de sefalizacién tanto Bmp/Smad como Wnt/B-catenina, el FP es
capaz de entrar de nuevo en anagén en respuesta a estimulos, y por ello,
presenta una duracién muy variable, que puede extenderse hasta 60 dias (dia
150 postnatal) (Plikus y col., 2008).

Para caracterizar los niveles de expresion a lo largo del ciclo del pelo se
tomaron muestras de piel del lomo de ratones C57BL/6 Eng™* sin estimular a
distintos tiempos después del nacimiento, cada 10 o 20 dias, durante todo el
segundo ciclo postnatal de crecimiento del pelo, que tiene una mayor duracién

y es mas manejable experimentalmente. Asi se tomaron muestras de 30, 50,
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80, 90, 100 y 120 dias de edad, correspondientes, en esta cepa, a fases
concretas del ciclo del pelo (Plikus y col., 2008; Plikus y col., 2009). Las
muestras tomadas a los 30 dias corresponden a la fase de anagén, las de 50
dias a la fase de telogén refractaria, y las correspondientes a 80, 90, 100 y 120
dias corresponden a la fase de telogén competente. Para la caracterizacion de
los niveles de expresion a nivel transcripcional, las muestras se analizaron
mediante qRT-PCR. Este analisis demostré que, en la piel de raton, el gen
endoglina presenta un nivel de expresion marcadamente dependiente de la
fase del ciclo del pelo (Figura 8A). Los niveles de expresion mas bajos se
observaron durante la fase de crecimiento del pelo (anagén, 30 dias), que
aumentaron significativamente (P<0,1) durante la telogén refractaria (50 dias),
y mostraron un pico de maxima expresién al inicio de la telogén competente (80
y 90 dias). A partir de este punto su nivel de expresién disminuyd gradualmente
presentando un nivel minimo a los 100 dias, volviendo a incrementar sus
niveles de expresion a los 120 dias. Asi mismo, se pudo determinar que, tal y
como se esperaba, en condiciones de haploinsuficiencia (Eng*") el gen
endoglina mostré un nivel de expresion en piel muy inferior al observado en
ratones EngJ'/+ y esta expresién no varié significativamente a lo largo de las

diferentes fases del ciclo del pelo (Figura 8A).

Para corroborar que los cambios de expresion a nivel transcripcional de
endoglina en piel a lo largo del ciclo del pelo se manifiestan en cambios de
expresion a nivel traduccional se llevé a cabo un analisis semicuantitativo de
expresion de proteina mediante inmunoblot. Utilizando muestras de piel del
lomo tomadas de ratones sin estimular en distintas fases del ciclo del pelo (30,
50, 70, 90, 100 y 120 dias), se determin6é que las oscilaciones de endoglina
observadas a nivel de ARNm en los ratones EngJ'/+ se traducian en cambios de
expresion a nivel de proteina mostrando un incremento paulatino de la
expresion de endoglina desde la fase de la anagén (30 dias) hasta llegar a su
punto maximo de expresion durante la telogén competente (90 dias) para
disminuir a continuacion de forma drastica a los 100 dias (Figura 8B). Ademas,
el analisis por inmunoblot mostré niveles de expresion muy bajos de endoglina
en piel en los ratones Eng*” en comparacién con los animales control, con

pequefios cambios a lo largo del ciclo del pelo (Figura 8B).
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Figura 8: Endoglina muestra un patrén de expresidon en la piel asociado al ciclo de
crecimiento del pelo que se desregula en condiciones de haploinsuficiencia (A)
Cuantificacion de los niveles de expresion del gen endoglina mediante qRT-PCR. Para la
normalizacion se utilizé el ARN ribosémico 18S. Las barras de error indican el error estandar. *:
significativo, P<0,1. (B) Analisis semicuantitativo mediante inmunoblot del nivel de expresion de
la proteina endoglina. Control de carga: histona H3.

2. LA HAPLOINSUFICIENCIA DE ENDOGLINA EN PIEL INDUCE UNA
ALTERACION EN EL CICLO DE CRECIMIENTO DEL PELO

Dado que endoglina presenta una expresion ciclica en piel asociada al
patrén de crecimiento del pelo y que este patrén de expresién ciclico se
desregula en los animales Eng*", se llevé a cabo un andlisis histopatolégico del
tejido para determinar la existencia de potenciales alteraciones en el ciclo de
crecimiento del pelo inducidas por la haploinsuficiencia de este gen. Para ello
se realizaron tinciones con H-E (H-E) en cortes histologicos de piel del lomo en
distintas fases del ciclo del pelo, tomando muestras de ratones de 30, 50, 90 y
120 dias de edad.

El analisis morfolégico mostré que a dia 30 postnatal (fase de anagén),
tanto los ratones Eng”+ como los Eng”' presentaban FPs con la porcién
variable o ciclica bien desarrollada, creciendo en profundidad en la dermis,
corroborando que se encontraban en la fase de anagén (Figura 9). El analisis a

+/+

dia 50 postnatal demostré6 que mientras los ratones Eng™" habian entrado en
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fase de telogén, tal y como se esperaba, mostrando mayoritariamente FPs
constituidos unicamente por la porcion permanente, los ratones Eng“‘ todavia
presentaban una gran mayoria de FPs con la porcion variable completamente
desarrollada, manteniéndose en fase de anagén (Figura 9). Por otro lado, el
analisis a dias 90 y 120 postnatal mostré que ambos genotipos se encontraban
en fase de telogén, con los FPs constituidos unicamente por la porcion
permanente (Figura 9). Estos resultados indican que endoglina tiene una
funcién importante en la entrada del FP en la fase de telogén refractaria, de
modo que una pérdida de funcién o haploinsuficiencia de endoglina resulta en

una alteracion importante del ciclo de crecimiento del pelo.
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Figura 9: La haploinsuficiencia de endoglina induce una alteracion en eI CIC|O de
crecimiento del pelo. Cortes histoldgicos de la piel del lomo de los ratones Eng™* y Eng™ sin
estimular, a lo largo del ciclo del pelo. 30 dias, anagén; 50 dias, telogén refractaria; 90 y 120
dias, telogén competente. Las lineas negras representan la longitud media de los foliculos
pilosos en cada caso. Tincién H-E. Barra de escala: 200 ym.
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3. LA HAPLOINSUFICIENCIA DE ENDOGLINA PROVOCA UNA
ALTERACION DE LA SENALIZACION BMP/SMAD, PERO NO WNT/B-
CATENINA, A LO LARGO DEL CICLO DEL PELO

Como se ha indicado, el ciclo de crecimiento del pelo esta regulado
fundamentalmente por dos vias de sefnalizacion molecular, Bmp/Smad y Wnt/(3-
catenina. La sefializacion mediada por las citoquinas Bmp, y los transductores
moleculares de la familia Smad, regulan la parada del crecimiento del pelo
durante la segunda parte de la anagén, siendo también responsables del
mantenimiento del estado de telogén refractaria, evitando asi que el FP entre
de nuevo en la fase de anagén durante un periodo de tiempo establecido
(Plikus vy col., 2008). Por su parte, la sefializacién inducida por factores de la
familia Wnt, y su transductor B-catenina, regula la entrada del FP en la fase de

anageén o crecimiento (Shimomura y Christiano, 2010).

Dado que endoglina es un correceptor de las citoquinas Bmp con una
expresion ciclica dependiente de las fases de crecimiento del pelo y teniendo
en cuenta que, como se ha mostrado anteriormente, su pérdida de expresion
provoca alteraciones en el ciclo del pelo, se analizé la capacidad de endoglina
para regular la sefializacién de la ruta Bmp/Smad. Para ello se determinaron
los niveles de expresidn a nivel transcripcional de la citoquina Bmp4,
directamente implicada en la regulacién del ciclo del pelo (Plikus y col., 2008), y
de Id1, una diana transcripcional de la sefializacién Bmp en piel (Ahmed vy col.,

2011).

+/+

En los individuos Eng™" la citoquina Bmp4 mostro, tal y como se
esperaba, variaciones ciclicas en su expresion en piel dependientes de la fase
del ciclo de crecimiento del pelo, con una elevada actividad transcripcional en
las fases de anagén y telogén refractaria (30 y 50 dias respectivamente), una
bajada gradual y significativa (P<0,1) de su expresion a lo largo de la telogén
competente, alcanzando su minimo a los 90 dias, y una reactivacion al final de
esta fase (120 dias), que podria coincidir con la re-entrada en anagén (Figura
10A). En estos animales la diana transcripcional /d7 mostrd asimismo un patron
de expresion ciclico paralelo al de Bmp4 (Figura 10A). La haploinsuficiencia de

endoglina no provoco alteraciones significativas en los patrones de expresion
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de Bmp4 a lo largo del ciclo del pelo (Figura 10A). Sin embargo, en los ratones
Eng”' se observd una drastica desregulacion del patron ciclico de expresion de
Id1 en piel, que mostré una actividad transcripcional uniforme en las distintas
fases del ciclo de crecimiento del FP (Figura 10A). Este resultado indica que
endoglina no esta implicada en la regulacién de la expresion de la citoquina
Bmp4 a lo largo del ciclo del pelo, pero, siendo un co-receptor de esta
citoquina, su haploinsuficiencia resulta en una significativa falta de respuesta

de la correspondiente diana transcripcional, /d1.

Para evaluar en mayor detalle el efecto de la haploinsuficiencia de
endoglina en la actividad de la ruta Bmp/Smad a lo largo del ciclo del pelo se
caracterizaron los niveles de expresidn y el patron de distribucion de las
Smad1/5/8 fosforiladas en el domino SSXS situado en la region C-terminal,
indicador de la activacion de estas proteinas, y de Smad4, co-smad implicada
en la transmision de la sefial de las citoquinas de la familia Tgf-B. Para ello se
realizd un analisis semicuantitativo de la expresidon de las mismas por
inmunoblot a lo largo de todo el ciclo del pelo, asi como un estudio del patrén
de distribucion de la Smad1/5/8 fosforilada en cortes histolégicos de piel de
ratén durante la telogén refractaria (50 dias) y durante la telogén competente
(90 dias).

En cuanto al andlisis por inmunoblot, los individuos Eng™* mostraron
elevada expresion de las proteinas Smad4 y P-Smad1/5/8 en las muestras de
30, 50 y 70 dias, un periodo de tiempo que abarca fundamentalmente la
anagén y la telogén refractaria, y baja expresion en las muestras de 90 y 100
dias, durante la telogén competente, que se incrementaba en las muestras
correspondientes a los 120 dias, ultimo periodo de la telogén competente
(Figura 10B). En cambio, los ratones haploinsuficientes para el gen de
endoglina mostraron elevada expresion de las proteinas Smad4 y P-Smad1/5/8
hasta el dia 90, que disminuia en las muestras tomadas a los 100 dias, y que
se volvia a incrementar a los 120 dias, mostrando, por tanto, activacion de la
ruta Bmp/Smad durante la primera parte de la fase de telogén competente,

periodo en el que deberia estar inactiva (Figura 10B).
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Figura 10: La haploinsuficiencia de endoglina provoca una alteracion de los patrones
sefalizacion Bmp/Smad a lo largo del ciclo del pelo (A) Cuantificacion de los niveles de
expresion de los genes Bmp4 e Id1 mediante qRT-PCR. Para la normalizacién se utilizé el ARN
ribosémico 18S. Barras de error: error estandar de las muestras analizadas. *: significativo,
P<0,1; ***: significativo P<0,001 (B) Analisis semicuantitativo por inmunoblot de los niveles de
expresion de las proteinas Smad1/5/8 fosforiladas en el dominio SSXS y Smad4. Control de
carga: histona H3.

+/+

El analisis en los animales Eng™" del patrén de localizacion de las
proteinas P-Smad1/5/8 en la piel mostrd, segun se esperaba (Plikus y col.,
2008), una elevada expresion durante la telogén refractaria (50 dias),
distribuida a lo largo del EIF y el FP, que disminuia drasticamente durante la
telogén competente (Figura 11). En cambio, los ratones Eng", que a los 50
dias aun presentaban la porcion variable de los FP desarrollada en
profundidad, correspondiente a la fase de anagén, mostraron bajos niveles de
expresion de P-Smad1/5/8 a lo largo del EIF y FP, a excepcion de la region del
bulbo piloso, donde se detectd un incremento en la expresion de esta proteina,
indicando actividad de la ruta Bmp/Smad en estar regién, encargada de frenar
el crecimiento del pelo al final de la anagén (Plikus y col., 2008), y que en estos
animales aparece con retraso. El analisis a los 90 dias en los ratones Eng™’,
que en este momento presentaban FP formados unicamente por la porcién
permanente, mostré un incremento de la expresién de la P-Smad1/5/8 a lo

largo del EIF y FP, indicando, por tanto, una actividad anormal de la ruta
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Bmp/Smad durante el periodo correspondiente a la telogén competente (Figura
11). En conjunto, estas observaciones estan de acuerdo con los resultados
anteriormente descritos e indican que la haploinsuficiencia de endoglina
desregula la transicion anagén/telogén debido a una alteracion en el patrén de

sefalizacion Bmp/Smad.

sod Eng* Eng*- ;
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Figura 11: La haploinsuficiencia de endoglina provoca una alteracion de los patrones de
sehalizacion Bmp/Smad a lo largo del ciclo del pelo. Inmunodeteccion de la proteina
Smad1/5/8 fosforilada en el dominio SSXS (sefial roja) en muestras de piel de lomo obtenida
de individuos Eng”*y Eng"" durante la fase de telogén refractaria (50 d) y competente (90d).
Los recuadros muestran un detalle ampliado de cada imagen. Localizaciéon de la cromatina
nuclear con DAPI. Barra de escala 100um

Dado que la progresion de las distintas fases del ciclo del pelo requiere
una adecuada alternancia entre la sefalizacion Bmp/Smad y Wnt/B-catenina,
se evaluaron los efectos potenciales de la alteracion de la ruta Bmp/Smad
inducida por la haploinsuficiencia de endoglina en la capacidad de sefalizacién
de la ruta Wnt/B-catenina. Para ello se analiz6 el patron de expresion de dos
dianas transcripcionales de esta ruta en piel, los genes Jagged y Ovol1, a lo
largo del ciclo del pelo. Este analisis indicd que, tanto en los individuos Eng”+
como en los Eng”’, ambas dianas transcripcionales mostraron un patrén de
expresion ciclico dependiente de la fase del ciclo del pelo, con los niveles mas
elevados en la fase de anagén (30 dias), que disminuian significativamente

(P<0,001, Jagged; P<0,1, Ovol1) durante la telogén para volver a
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incrementarse gradualmente al final de la telogén competente (120 dias)
(Figura 12A). Ademas, los niveles de expresion de la proteina p-catenina no
variaron significativamente a lo largo del ciclo del pelo ni en los individuos

Eng** ni en los Eng™”

(Figura 12B). Estos resultados indican las desregulacion
de la sefalizacién Bmp/Smad en la piel inducida por la haploinsuficiencia de

endoglina no altera la sefalizacién Wnt en este tejido.
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Figura 12: La haploinsuficiencia de endoglina no provoca alteraciones significativas en
los patrones de sefalizacion Wnt/B-catenina a lo largo del ciclo del pelo. (A)
Cuantificacion de los niveles de expresion de los genes Jagged y Ovol1 mediante gqRT-PCR.
Para la normalizacion se utilizé el ARN ribosémico 18S. Las barras de error indican el error

estandar. *: significativo, P<0,1; ***: significativo P<0,001. (B) Andlisis semicuantitativo por

inmunoblot de la proteina B-Catenina. Control de carga: histona H3.

4. LA HAPLOINSUFICIENCIA DE ENDOGLINA EN PIEL ALTERA LA
CAPACIDAD DE PROLIFERACION EN RESPUESTA A ESTIMULOS
EXTERNOS DE LAS CELULAS TRONCALES DEL FP

Teniendo en cuenta que el ciclo del pelo esta regulado por la actividad
de las células troncales alojadas en la regién prominente del FP (Plikus y col.,
2012), y que la haploinsuficiencia de endoglina induce alteraciones en el ciclo
del pelo, se evalu6 a continuaciéon el efecto de la haploinsuficiencia de
endoglina en la capacidad de proliferacion de esta poblacién celular en
respuesta a estimulos externos. Para identificar y cuantificar el numero de
células troncales en la region prominente del FP se us6 como herramienta

experimental la baja tasa proliferativa de estas células en ensayos de marcaje
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a largo plazo con el nucleétido analogo de la timidina, la BrdU (ver Materiales y
Métodos). En estos ensayos se promueve en ratones neonatos una
incorporacion masiva de BrdU en la molécula de ADN en todos los tipos
celulares del organismo. Después de un periodo de tiempo lo suficientemente
largo (50 dias), las células troncales en la region del FP en montajes in toto de
epidermis de la cola se identificaron como aquellas células que, debido a su
baja capacidad proliferativa, mantienen la marca de BrdU (“Label Retaining
Cells”, LRCs) (Cotsarelis y col, 1990; Braun y col., 2003).

En primer lugar, se llevd a cabo la cuantificacion del numero de LRCs en
ausencia de estimulacién. La mayoria de las LRCs en estado de reposo se
localizaron, tal y como se esperaba, en la region prominente del FP, no
existiendo diferencias significativas en el numero de LRCs entre los ratones
Eng”* y Eng" (Figura 13). Posteriormente, se analizé la capacidad de las
células troncales del FP para proliferar y movilizarse en respuesta a un
estimulo externo. Para ello se utilizé el ester de forbol TPA, cuya aplicacion
seriada en la piel induce el crecimiento y diferenciacién celular en la epidermis
(Cotsarelis y col, 1990; Braun vy col, 2003). La cuantificacion del numero de
LRCs en la regién prominente del foliculo tras la aplicacion de TPA mostré un
numero significativamente menor (P<0,01) de LRCs en los ratones Eng™ en
comparacién con los Eng”* (Figura 13). Este resultado sugiere que la
haploinsuficiencia de endoglina afecta la capacidad de proliferacién de las

células troncales del FP.
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Figura 13: La haploinsuficiencia de endoglina altera la capacidad de proliferaciéon de las
células troncales del foliculo piloso en respuesta a TPA. (A) Inmunolocalizacién en
montajes in toto de piel de la cola de LRCs (“Label Retaining Cells”, ver Materiales y Métodos)
en condiciones de reposo o tras la estimulaciéon con el éster de fg/cbol TPf/\. (B) Cuantificacion
del numero de LRCs en la regién prominente de los ratones Eng y Eng en condiciones de
reposo o tras la aplicacion de TPA. **: significativo, P<0,01. Las barras de error representan el
error estandar. Barra de escala, 100 um.

Para confirmar la pérdida de potencial proliferativo en respuesta a
estimulos externos de las células troncales del FP en los ratones Eng*, se
realizaron ensayos de marcajes seriados con BrdU a tiempos cortos (24 horas)
en animales adultos en fase de telogén (50 dias). Estos ensayos identifican
células que presentan una sintesis activa de ADN y que, por tanto, incorporan
masivamente el nucleétido analogo BrdU. Los resultados obtenidos indicaron
que, tal y como se esperaba, en los FPs en estado de reposo las células con
sintesis activa de ADN se localizan fundamentalmente en el EIF y en las
regiones del infundibulo y bulbo piloso del FP, pero estan practicamente
ausentes de la region prominente, donde se localizan las células troncales, que
se mantienen en estado quiescente, y por tanto, no incorporan la BrdU. La
cuantificacion del numero de células marcadas con BrdU mostré que, en
ausencia de estimulos externos, no existen diferencias significativas en el
nimero basal de células en divisidn en los ratones Eng” en comparacion a sus

controles (Figura 14). En particular, en la region prominente del FP se observé
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una casi completa ausencia de células marcadas en ambos casos. Tras la
estimulacién con TPA, en los ratones Eng”+ se observd un esperable y
significativo (P<0,01) incremento en el numero de células en division en todas
las regiones de la epidermis y, en particular, en la regiéon prominente del FP.
Sin embargo, los ratones Eng*” respondieron de forma deficiente al estimulo de
TPA, de forma que no se detecté un incremento significativo en el nimero de
células marcadas con BrdU en ninguna de las partes analizadas, ni,

particularmente, en la region prominente del FP (Figura 14).
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Figura 14: La haploinsuficiencia de endoglina altera la capacidad de proliferaciéon de las
células troncales del FP en respuesta a TPA. (A) Inmunolocalizacién en montajes in tofo de
piel de la cola de células con alta tasa de incorporacion de BrdU (en verde; células
proliferantes, ver Materiales y Métodos) en condiciones de reposo o tras la estimulacion con el
éster de forbol TPA. Localizacion de la cromatina nuclear con DAPI. (B) Cuantificacion del
namero de células proliferantes en distintas regiones del FP en los ratones Eng+/+y Eng”’ en
condiciones de reposo o tras la aplicacion de TPA. **: significativo, P<0,01. Las barras de error
representan el error estandar. Barra de escala, 100um.

Para determinar la posible asociacion de la pérdida de potencial
proliferativo de las células troncales epidérmicas en los ratones Eng”' con la
activacién de un proceso apoptético, se llevd a cabo mediante el ensayo de
TUNEL un analisis de rotura de la doble hebra de ADN, asociada al proceso de
apoptosis (Gavrieli y col., 1992). Los resultados obtenidos mostraron que no

existen cambios significativos en el numero de células apoptoticas
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normalmente presentes en el epitelio y FP en los animales EngJ'/+ en
comparacion los Eng”', tanto en condiciones de reposo como tras un estimulo
de proliferacién (Figura 15). En conjunto, estos resultados indican que
endoglina esta implicada, no tanto en el mantenimiento de las células troncales
del FP en estado quiescente, como en los mecanismos de proliferacion vy

movilizacion de las mismas cuando son estimuladas.

Eng** +TPA | Eng*- +TPA

Figura 15: La haploinsuficiencia de endoglina no esta asociada a un incremento de
muerte celular en el FP. Deteccion de roturas en el ADN mediante el ensayo TUNEL en los
FPs de ratones Eng*" y Eng”* en condiciones de reposo o tras la estimulacion con TPA. Barra
de escala, 100pm

5. ENDOGLINA ESTA IMPLICADA EN LA REGULACION DE LA FASE DE
TELOGEN DEL CICLO DE CRECIMIENTO DEL PELO

Los resultados anteriores sugieren que endoglina tiene un papel
importante en la regulacion de la transicion entre las fases de anagén y telogén
refractaria mediante la sefalizacion Bmp/Smad y en la activacion del programa
de proliferaciéon de las células troncales del FP que precede a la entrada en
anagén al final de la telogén competente. Para demostrar la implicacion de
endoglina en estos procesos se llevaron a cabo ensayos de induccion de
crecimiento del pelo por rasuracion, un protocolo experimental bien
caracterizado para activar los mecanismos que regulan la entrada en anagén

(Kim y col., 1962; Plikus y Chuong, 2008). Estos experimentos se llevaron a
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cabo en ratones de 50 dias, principio de la telogén refractaria, y en ratones de
90 dias, correspondiente a la telogén competente (Plikus y col., 2008), y se
finalizaron cuando la mayoria de los ratones de uno de los dos genotipos
mostraron una regeneracion completa del pelaje del lomo. Durante la telogén
refractaria, las senales que activan el crecimiento del pelo se encuentran
completamente reprimidas y el estimulo de crecimiento inducido por la
rasuracion es ineficaz. Por el contrario, durante la telogén competente, el FP es

capaz de responder a estimulos de crecimiento (Plikus y col., 2008).

En los experimentos de rasuracion durante la telogén refractaria se pudo
determinar que los ratones Eng”' mostraron una aceleracion significativa en el

crecimiento del pelo con respecto a los animales Eng** (Figura 16 ).
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Figura 16: La haploinsuficiencia de endoglina induce una anormal aceleracién del
crecimiento del pelo durante la telogén refractaria. (A) Ratones Eng™*y Eng" sometidos a
estimulos de induccién capilar por rasuracion al inicio del experimento (primera evaluacion, dia
0) y al final del experimento (tercera evaluacion, dia 20). (B) Cuantificacién del porcentaje
medio del area del lomo sin cubrir por el pelo en las tres evaluaciones, en los individuos Eng“+
y Eng”’. *: significativo, P<0,1. **: significativo, P<0,01. Las barras de error representan el error
tipico de las medidas tomadas. (C) Cortes histolégicos de la piel del lomo de los ratones
estimulados por rasuracion. Las lineas negras representan la longitud media de los foliculos
pilosos en cada caso. Tincion H-E. Barra de escala: 200 um.

Por el contrario, tras la rasuracion durante la telogén competente, los
ratones Eng”' presentaron un retraso significativo en el crecimiento del pelo en
comparacion con sus respectivos controles, los ratones Eng™* (Figura 17). En
ambas condiciones experimentales se comprobd que el crecimiento del pelo
estaba asociado a nivel histologico con la presencia de FPs en anagén en los

que la region del bulbo piloso penetra profundamente en la dermis y en el tejido

64



Resultados

adiposo, mientras que el retraso en el crecimiento del pelo estaba asociado a

FPs en fase de telogén (Figura 16 y 17 C).
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Figura 17: La haploinsuficiencia de endoglina induce un anormal retraso en el
crecimiento del pelo durante la telogén competente. (A) Ratones Eng+/+y Eng”’ sometidos a
estimulos de induccion capilar por rasuracién durante la telogén competente al inicio del
experimento (primera evaluacion, dia 0 ) y al final del experimento (tercera evaluacion, dia 60).
(B) Cuantificacion del porcentaje medio del area de piel que no ha sufrido regeneracion capilar
tras la estimulacion por rasuracion en las tres evaluaciones, en individuos Eng+/+y Eng”’. *:
significativo, P<0,1. Las barras de error representan el error tipico de las medidas tomadas. (C)
Cortes histolégicos de la piel del lomo de los ratones estimulados por rasuracién. Las lineas
negras representan la longitud media de los foliculos pilosos en cada caso. Tincién H-E. Barra
de escala: 200 um.

Estos resultados indican que, mientras que en condiciones normales el
crecimiento del FP esta bloqueado en la telogén refractaria por la activacion de
la sefal transmitida por las citoquinas Bmp, esta restriccién se desregula en
ratones con dosis menores de expresion del co-receptor de Bmp endoglina,
condicion en la que los FPs se mantienen en estado de anagén. Por el
contrario, durante la telogén competente, la sefializacién via Wnt/pB-catenina
activa la proliferacién y movilizacién de las células troncales residentes en el

FP, proceso que es defectuoso en los ratones Eng”'.

Para corroborar estos resultados, se analizé por inmunofluorescencia el
patrén de distribucion de las proteinas Smad fosforiladas 1/5/8 y 2/3, indicador
de la sefalizacion Bmp/Tgf-B, de Smad4, y de una forma metabdlicamente
estabilizada de B-catenina (“Active B Catenin”, ABC), indicador de la activacion
de la senalizacion Wnt/B-catenina, en las secciones histologicas de piel
tomadas tras la finalizacidon de los experimentos de rasuracion utilizando

ratones Eng** y Eng™ que habian sido estimulados por este protocolo.
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El analisis del patron de distribucién de las proteinas Smad tras los
experimentos realizados durante la telogén refractaria, mostré que los animales
Eng™”* presentaban un elevado nivel de expresion de estas proteinas a lo largo
del EIF y el FP, asociado a la presencia mayoritaria de FP en fase de telogén,
constituidos unicamente por la porcion permanente (Figura 18). En cambio, los
individuos Eng”', con los FP aun en estado de anagén, mostraron un bajo nivel
de expresion de las proteinas Smad, a excepcion de la region del bulbo piloso,
donde se detecté una acumulacién de P-Smad1/5/8 y Smad4, indicador de la
actividad Bmp/Smad asociada a la inhibicion del crecimiento en esta fase de la
anagén (Figura 18) (Plikus y col., 2008). Durante la telogén competente, los
individuos Eng** mostraron un bajo nivel de expresién de las proteinas Smad a
lo largo de todo el EIF y FP, a excepcion de la regidn del bulbo piloso en los FP
en fase de anagén avanzada, donde se observd una elevada expresién de la
proteina P-Smad1/5/8, indicando actividad de la ruta Bmp/Smad asociada,
como se ha indicado, a la inhibiciéon del crecimiento en esta fase de la anagén
(Figura 19). Los ratones Eng"”" en cambio, con FPs mayoritariamente en fase
de telogén, mostraron unos niveles de expresién elevados de las proteinas
Smad a lo largo de todo el EIF y FP (Figura 19).

El analisis de la expresion y distribucion de la proteina ABC tras la
estimulaciéon realizada durante la telogén refractaria mostré bajos niveles de
expresion de la misma, asociada fundamentalmente a la membrana plasmatica,

+/+

en los individuos Eng™", de acuerdo con la presencia de una mayoria de FP en
fase de telogén (Figura 18). Sin embargo, los ratones Eng”‘, con una mayoria
de FP en fase de anagén, mostraron unos niveles elevados de expresion vy
acumulacion citoplasmatica y nuclear a lo largo del FP de la proteina ABC,
indicando actividad de la senalizacion Wnt/B-catenina (Figura 18). Por el
contrario, tras los experimentos realizados durante la telogén competente, el
patrén de expresion y distribucion de la proteina ABC fue diametralmente
opuesto, mostrando acumulacion citoplasmatica y nuclear a lo largo del EIF y
FP en los individuos Eng+/+, y un bajo nivel de expresion, fundamentalmente

localizado en la membrana citoplasmatica, en los individuos Eng”'(Figura 19).
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Figura 18: La haploinsuficiencia de endoglina altera los patrones de expresiéon y
localizacion de las proteinas P-Smad1/5/8, P-Smad2/3, Smad4 y de una forma
metabodlicamente estable de B-catenina tras la estimulacion capilar durante la telogén
refractaria. Inmunolocalizacion de las proteinas Smad1/5/8 y Smad2/3 fosforiladas en el
dominio SSXS, Smad4 y B-catenina metabdlicamente estabilizada (ABC, senal roja) en cortes
histologicos de piel del lomo de ratones Eng+/+ y Eng”' obtenidos tras la estimulaciéon capilar
durante la telogén refractaria (50 dias). Los recuadros muestran un detalle ampliado de cada
imagen. Localizacion de la cromatina nuclear con DAPI. Barra de escala 100um.
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Figura 19: La haploinsuficiencia de endoglina altera los patrones de expresiéon y
localizacion de las proteinas P-Smad1/5/8, P-Smad2/3, Smad4 y de una forma
metabolicamente estable de B-catenina tras la estimulacion capilar durante la telogén
competente. Inmunolocalizaciéon de las proteinas Smad1/5/8 y Smad2/3 fosforiladas en el
dominio SSXS, Smad4 y B-catenina metabdlicamente estabilizada (ABC, sefal roja) en cortes
histologicos de piel del lomo de ratones Eng+/+ y Eng”' obtenidos tras la estimulacién capilar
durante la telogén competente (90 dias). Los recuadros muestran un detalle ampliado de cada
imagen. Localizacion de la cromatina nuclear con DAPI. Barra de escala 100um.

En conjunto, el analisis de los patrones de expresion y distribucion de las
proteinas Smad y ABC tras los experimentos de rasuracion indicé que, de
forma coherente, los FPs en los que el estimulo de crecimiento de pelo fue
ineficaz, mostraban elevados niveles de expresion de las proteinas Smad, y
baja expresion de la proteina ABC. En cambio, los FPs que habian respondido
al estimulo de crecimiento de pelo mostraron baja expresion de las proteinas
Smad, y elevados niveles de expresion citoplasmatica y nuclear de la proteina
ABC. Estos resultados corroboran que la haploinsuficiencia de endoglina

promueve una prolongacion de la fase de anagén, indicando asi mismo que la
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funcién de esta proteina es necesaria para la transiciones anagén/telogén

refractaria y telogén competente/anagén.

6. B-CATENINA INTERACCIONA CON EL PROMOTOR DE ENDOGLINA
DURANTE LA TELOGEN REFRACTARIA

La proteina B-catenina, transductor de la ruta de Wnt, regula la entrada
en la fase de anagén a través de la interaccion con el promotor de distintos
genes diana especificos de la ruta Wnt, activando la expresion de los mismos.
Teniendo en cuenta que la actividad transcripcional de endoglina en piel es
dependiente de la fase del ciclo del pelo, incrementando su nivel de expresion
al final de la fase de anagén (Figura 8), y que esta activacion de la expresion
génica coincide con la localizacion nuclear de [(-catenina, uno de los
reguladores transcripcionales centrales en esta fase del ciclo del pelo, se
planted la existencia de una potencial interaccion de B-catenina con el promotor
del gen endoglina. Para explorar esta posibilidad, se realizaron ensayos de
inmunoprecipitacibon de cromatina, cubriendo la region reguladora
correspondiente al inicio de transcripcion del gen endoglina, en muestras de
piel del lomo a 50 dias (telogén refractaria, ruta Bmp/Smad activa) y a 90 dias
(telogén competente, ruta Bmp/Smad inactiva) dos puntos del ciclo de
crecimiento del FP en los que, como se ha mostrado previamente, endoglina
tiene un importante papel regulador.

Los resultados obtenidos mostraron que, en condiciones normales

(animales Eng™™)

, B-catenina interacciona fuertemente con el promotor de
endoglina al principio de la telogén refractaria (50 dias) (Figura 20),
coincidiendo con elevados niveles de expresion del gen endoglina a partir de
esta fase (Figura 8). Este resultado sugiere una funcion potencial de este
factor como un activador transcripcional de endoglina durante la telogén
refractaria. Sin embargo, la interaccion de B-catenina con el promotor de
endoglina en esta fase disminuye significativamente (P<0,1) en los animales
Eng+/' (Figura 20). Este resultado indica que la interaccion de B-catenina con el
promotor de endoglina, probablemente activando su expresion, es necesaria

para el establecimiento de la telogén refractaria y esta de acuerdo con los
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experimentos funcionales de induccion de crecimiento de pelo en esta fase, en
la que los animales Eng”' son incapaces de responder a la senal inhibitoria de
Bmp/Smad, continuando con el crecimiento del pelo. Por el contrario, durante la
telogén competente (90 dias) se observo una interaccién de B-catenina con el
promotor de endoglina similar en los animales EngJ'/+ y Eng+/', en ambos casos
significativamente menor (P<0,1) que la observada durante la telogén

+/+

refractaria en los individuos Eng”" (Figura 20). Teniendo en cuenta los
experimentos de rasuracion durante la telogén competente, en los que los
animales Eng”' se mostraron incapaces de reactivar el crecimiento del pelo en
esta fase, estos resultados sugieren que la activacion del crecimiento del pelo
para entrar en anagén al final de la telogén competente no requiere la

interaccion de B-catenina con el promotor de endoglina.
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Figura 20: La proteina B-catenina interacciona con el promotor de endoglina durante la
telogén refractaria de forma dependiente del nivel de endoglina funcional. Andlisis
mediante ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) de la asociacién de B-catenina
con la region correspondiente al inicio de transcr|p0|on del promotor de endoglina (entre -52 y
+135 pb) en muestras de piel de ratones Eng y Eng durante la telogén refractaria (50 dias)
y la telogén competente (90 dias). (A) Cuantificacién de los ensayos de ChIP mediante PCR
cuantitativa en tiempo real. La cantidad de promotor de endoglina inmunoprecipitado por el
anticuerpo anti fB-catenina se relativiz6 con respecto a la cantidad de promotor
inmunoprecipitado por el anticuerpo anti histona H3. Las barras de error corresponden al error
tipico. *, significativo, P<0,1. (B) Analisis representativo por PCR semi cuantitativa de los
ensayos de ChIP realizados en muestras tomadas durante la telogén refractaria. Las bandas
correspondientes al ADN inmunoprecipitado por los anticuerpos anti B-catenina e histona H3
fueron secuenciadas y comparadas con la secuencia del promotor de endoglina.
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7. B-CATENINA INTERACCIONA CON LAS PROTEINAS SMAD DURANTE
LA TELOGEN REFRACTARIA DE FORMA DEPENDIENTE DE LOS
NIVELES DE EXPRESION DE ENDOGLINA

La ruta Wnt/B-catenina regula la entrada en la fase de la anagén
promoviendo la acumulacién citoplasmatica y nuclear de la B-catenina y su
correspondiente actividad transcripcional. Al final de la anagén, coincidiendo
con la transicion anagén/telogén refractaria, la ruta de Bmp/Smad se activa, y
las proteinas Smad también presentan una localizacion citoplasmatica y
nuclear promoviendo la activacion transcripcional de una serie de genes que
determinaran la parada del crecimiento del pelo. En este momento las rutas de
Wnt/B-catenina y de Bmp/Smad estan activas de forma simultanea, y los
transductores de ambas rutas pueden coincidir espacialmente en los
compartimentos citoplasmatico y nuclear (Plikus y col., 2008). La interaccion de
B-catenina con distintas proteinas de la familia Smad se ha descrito en
diferentes modelos experimentales como un sistema de regulacion cruzada de
la sefalizacion Wnt/B-catenina y Bmp/Smad (Li y col., 2006; Zhang vy col.,
2009). Teniendo en cuenta que ambas rutas de sefalizacion regulan
secuencialmente la actividad del FP, se analizé la existencia de este tipo de
interacciones durante la fase de telogén, momento en el que se produce una

alternancia de sefializacién, y donde endoglina presenta un papel regulador.

Para ello se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion de proteinas, a
partir de muestras de piel del lomo tomadas al principio de la telogén refractaria
(50 dias) y durante la telogén competente (90 dias). Los resultados mostraron

que, en condiciones normales (individuos Eng**)

las proteinas Smad4 y Smad1
interaccionan intensamente con B-catenina al principio de la telogén refractaria
(50 dias) (Figura 21). Esta interaccion se pierde claramente en condiciones de
haploinsuficiencia de endoglina (Figura 21), de forma similar a lo que ocurre en
la interaccidn de B-catenina con el promotor de endoglina. En cambio, durante
la telogén competente se observo una significativa pérdida de interaccion entre
las proteinas Smad y B-catenina, equivalente en los individuos Eng™* y Eng*”
(figura 21). Esta falta interaccion probablemente refleja la inactividad de la ruta
Bmp/Smad durante la fase de telogén competente, y sugiere que no es

necesaria para la activacion de la ruta de Bmp/Smad durante la entrada en la
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nueva fase de anagén. Por otro lado, dado que los individuos Eng+/' presentan
un retraso en el establecimiento de la telogén refractaria y un alargamiento de
la anagén, y teniendo en cuenta las observaciones acerca de la interaccion de
B-catenina con el promotor de endoglina, estos resultados sugieren que la
interaccion B-catenina/Smad es necesaria para el establecimiento de la fase de

telogén refractaria, probablemente regulando la activacién transcripcional de

endoglina.
1P
< & >
2 «
o @© ‘:“@b 5‘9& & & ¢ %&p%@#q;"’*
@ Bcatio2koa) [ a a0 R ] r a8
g Smad4 [70kDa) .. - - -
" Smad1(sskpa) = - o -
Eng** Eng*-
IP 1P
o S
¥ @ & 5“‘# & @ 6“@& 6“@6& &
t (92 kDa
0 B-cat{ ] - . e i L N
S Smad4 (70kDa) - - “ . e
S smadl{s8kpa) . o i &

Eng** Eng*-

Figura 21: La proteina B-catenina interacciona con las proteina Smad1 y Smad4 durante
la telogén refractaria de forma dependiente del nivel de endoglina funcional. Ensayos de
inmunoprecipitacion (IP) con los anticuerpos indicados analizados por inmunoblot para Ias
proteinas correspondientes en muestras de piel de lomo obtenidas de individuos Eng y Eng
durante la telogén refractaria (50 dias) y la telogén competente (90 dias). Como control positivo
se utilizo el extracto total de la muestra. 1gG, control negativo.

8. LA SENALIZACION BMP REGULA LA INTERACCION DE B-CATENINA
CON EL PROMOTOR DE ENDOGLINA Y CON LAS PROTEINAS SMAD EN
LA LINEA E14.

Para determinar la relevancia funcional de la interaccion de B-catenina
con el promotor de endoglina y con las proteinas Smad que ocurre en la piel
durante la telogén refractaria, se disefid un sistema experimental capaz de
recapitular en la medida de lo posible la sefalizacion que ocurre durante esta

fase del ciclo del pelo en un contexto independiente de tejido. Para ello se
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utilizé la linea celular E14 de células troncales embrionarias, un modelo celular
que muestra un significativo nivel de expresibn de endoglina, tiene
constitutivamente activada la sefalizacion Wnt/B-catenina y responde
diferencialmente a la citoquina Bmp4 (Hooper y col., 1987; Ying y col., 2003;
Kim vy Ryoo, 2012; Tamm vy col., 2013). En este modelo, el silenciamiento
transcripcional de endoglina mediante ARNi inhibi6 la expresion de dicho gen
un 70%, emulando una haploinsuficiencia y pérdida funcional de endoglina
(Figura 22), mientras que, el tratamiento con Bmp4 promovio la fosforilacion de
las proteinas Smad1/5/8 (Figura 23), indicando una activacién funcional de la

via Bmp/Smad similar a la telogén refractaria en piel.

Endoglina
3"1,2
S 1
.3 Figura 22: Inhibicion de la expresion
Eo,s endoglina mediante ARNi en la linea
; celular E14. Cuantificacion del nivel de
',E,O:G expresion de endoglina por gRT-PCR
8o realizados tras la transfeccion con ARNi
° ’ contra endoglina. Para la normalizacion se
20,2 utilizé el ARN de actina. Las barras de error
g representan el error estandar.  ***,
0 significativo. P<0,001
o
o(“&k @Qv
QO Q
Smad4 (70 kDa) PR
P smad1/5/8 (60 kDa) — Figura 23: El tratamiento con Bmp4 en la linea

celular E14 estimula la activacion de la ruta
Smad1 (58 kDa) e BMP. Analisis semicuantitativo por inmunoblot de
Tubulina (52 kDa) = Se—— los extractos celulares obtenidos tras la
estimulacién con Bmp4. Control de carga: Tubulina
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Los ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina mostraron que, en este
sistema experimental, el tratamiento con Bmp4 induce la interaccion de -
catenina con el promotor de endoglina (figura 24), de forma similar a lo que
ocurre durante la telogén refractaria. Dado que en este sistema celular la ruta
Wnt/B-catenina esta constitutivamente activada por el uso continuado de LIF
para inhibir la diferenciacion celular (Takao y col., 2007), la unién de B-catenina
al promotor de endoglina parece un evento especifico inducido selectivamente
por Bmp4. Asi mismo el silenciamiento transcripcional de endoglina inhibio
significativamente (P<0,1) la interaccion de B-catenina con el promotor de
endoglina inducida por Bmp4 (Figura 24). Este resultado indica que la funcién
de endoglina es necesaria para la transduccion de la sefial de la ruta
Bmp/Smad que regula la interaccion de B-catenina y el propio promotor de

endoglina.
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Figura 24: La proteina B-catenina interacciona con el promotor de endoglina en
presencia de Bmp4 de forma dependiente del nivel de endoglina funcional en la linea
celular E14. Analisis mediante ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) de la
asociacion de -catenina con la regién correspondiente al inicio de transcripcion del promotor
de endoglina (entre -52 y +135 pb) tras el tratamiento con Bmp4 o su vehiculo, y que han sido
transfectadas con ARNi de endoglina o con ARNi control. (A) Cuantificacién de los ensayos de
ChIP mediante PCR cuantitativa en tiempo real. La cantidad de promotor de endoglina
inmunoprecipitado por el anticuerpo anti B-catenina se relativizé con respecto a la cantidad de
promotor presente en el extracto total. Las barras de error corresponden al error tipico. *,
significativo, P<0,1. (B) Analisis representativo por PCR semi cuantitativa de los ensayos de
ChIP realizados en muestras tomadas durante la telogén refractaria. Las bandas
correspondientes al ADN inmunoprecipitado por los anticuerpos anti B-catenina e histona H3
fueron secuenciadas y comparadas con la secuencia del promotor de endoglina.

Los ensayos de inmunoprecipitaciéon de proteinas mostraron que, en

este modelo celular, el tratamiento con Bmp4 induce la interaccion de -
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catenina con la proteina Smad4 (Figura 25). Este efecto inductor de Bmp4 se
vio parcialmente inhibido por el silenciamiento transcripcional de endoglina
(figura 25). Los resultados obtenidos en este modelo celular son equivalentes
a los observados durante la telogén refractaria en piel, corroborando la
interaccidn entre p-catenina y la proteina Smad4 durante la telogén refractaria,
indicando la relevancia funcional de este sistema de regulaciéon cruzada entre

las rutas Bmp/Smad y Wnt.
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Figura 25: La proteina B-catenina interacciona con la proteina Smad4 durante cuando la
ruta BMP se encuentra activa, de forma dependiente del nivel de endoglina funcional en
la linea celular E14. Ensayos de inmunoprecipitacion (IP) con los anticuerpos indicados
analizados por inmunoblot para las proteinas correspondientes a los cultivos celulares tratados
con Bmp4 o su vehiculo, y transfectados con ARNi contra endoglina o con un ARNi control.
Como control positivo se utilizé el extracto total de la muestra. IgG, control negativo.
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Discusion

El FP es una de las pocas estructuras biolégicas que esta sometida a
ciclos regenerativos y degenerativos continuos (Fuchs, 2007), constituyendo un
modelo muy adecuado y utilizado para estudiar la biologia de las células
troncales somaticas o adultas y los distintos mecanismos moleculares que
regulan su actividad en mamiferos. Ademas, la piel en su conjunto es un
organo especialmente propicio para este tipo de estudios debido a su
accesibilidad y manejabilidad experimental y a la posibilidad de analizar
facilmente las células troncales residentes dentro de su entorno o nicho en el
tejido (Al-Nuami y col., 2010). En la piel, el principal reservorio de células
troncales, con potencialidad para generar todas las estructuras de la epidermis,
incluyendo el FP y el pelo, las glandulas sebaceas, y el propio EIF, se localiza
en la region prominente del FP (Taylor y col.,, 2000). Los programas de
proliferacion y diferenciacion de las células troncales del FP, de los que
dependen procesos como el ciclo de crecimiento del pelo, estan regulados por
mecanismos de sefalizacidén originados en el entorno del nicho, que a su vez
depende funcionalmente de estimulos internos o externos (Fuchs, 2007). Dos
de las rutas de senalizacion mejor caracterizadas y con una implicacion directa
en la regulacion de las células troncales del FP son las vias Wnt/B-catenina y
Bmp/Tgf-p/Smad (Fuchs, 2007). Endoglina es un co-receptor de las citoquinas
de la familia Bmp/Tgf-B, esencial para su actividad. En este contexto, el
objetivo del presente trabajo fue determinar el papel de endoglina en la
regulacion de las células troncales del FP y del ciclo de crecimiento del pelo,
como un paso previo para validar su potencial funcion reguladora como una

diana terapéutica relevante en piel.

En el endotelio, tejido donde se identificO y se caracterizd
funcionalmente, endoglina varia su nivel de expresién en funcién de sefales
activadoras o inhibidoras procedentes del entorno, como son las sefales pro-
angiogenicas. El nivel de expresion de endoglina en el endotelio también puede
ser regulado por componentes de las propias rutas de sefalizacion de las que
forma parte, como es el caso de Alk1, un tipo de receptor Tbrl, y de Tgf-B
(Fernandez-L vy col., 2006). Asi, esta proteina regula la proliferacion de los
vasos sanguineos, tanto durante el desarrollo embrionario como en estadios

avanzados de progresion tumoral o reparacion de heridas, modulando los
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procesos de angiogénesis y de estabilizacion del endotelio (Botella y col., 2001;
Fernandez-L y col., 2006; Kapur y col., 2013). Ante una menor expresion de
endoglina, estos dos procesos se encuentran alterados (Sanz-Rodriguez y col.,
2004; Fernandez-L vy col., 2006; Kapur y col., 2013). En este trabajo se ha
demostrado que, en la piel, endoglina muestra un patrén ciclico de expresion a
lo largo del ciclo del pelo que podria reflejar la modulacién de la
actividad/inactividad del nicho de células troncales epidérmicas del FP a través

de su nivel de expresion tal y como lo hace en el endotelio.

El ciclo del pelo estd regulado por varias rutas de sefializacién
coordinadas entre si, que también presentan periodos de actividad/inactividad
ciclicos, dependientes de las distintas fases del mismo. Este hecho sugiere que
las variaciones en el nivel de expresion de endoglina estan reguladas y
coordinadas dentro del ciclo del pelo a través de la interaccion de endoglina
con las rutas de senalizacidn que regulan el establecimiento de las distintas
fases del ciclo del pelo. Dos de las principales rutas implicadas en la regulacién
del ciclo del pelo son las vias Bmp/Tgf-B/Smad y Wnt/B-catenina. Como se ha
comentado, la segunda telogén posnatal en la cepa de raton C57BI/6 puede
dividirse en dos subfases, telogén refractaria, caracterizada por la actividad de
la ruta BMP y en la que los FP no son capaces de entrar en una nueva anagén
ante estimulos de crecimiento de pelo externos o de su macroentorno (otros
FPs), y telogén competente, caracterizada por la ausencia de sefializacién
BMP que permite a los FP entrar en una nueva anagén cuando son
estimulados (Plikus y col., 2008; Plikus y col., 2009). Plikus y colaboradores,
basandose en el nivel de expresion de la proteina Smad1/5/8 fosforilada en el
dominio SSXS de la region C-terminal de la proteina, y en la actividad
transcripcional del gen Bmp4 en piel a lo largo del ciclo del pelo, determinaron
que en los ratones C57BI/6 durante el segundo ciclo posnatal la via de
sefalizacion Bmp/Tgf-B/Smad se esta activada durante el final de la anagén y
durante la telogén refractaria, pero no durante la telogén competente (Plikus vy
col., 2008). Este punto de transicidén entre la senalizacion que regula la anagén
y la que regula la telogén es esencial para el correcto mantenimiento del ciclo
de crecimiento del pelo, ya que regula la parada de la proliferacién en el FP y la

entrada en fase de reposo, lo que supone una alternancia en los mecanismos
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moleculares de senalizacion implicados (Plikus y col., 2008; Plikus vy col., 2009;
Baker y Murray 2012), constituyendo un marco experimental muy adecuado

para analizar este tipo de procesos sefalizadores.

A lo largo del presente trabajo, utilizando la misma aproximacién
experimental, se ha podido determinar que endoglina presenta un patrén de
expresion ciclico en la piel en funcién de la fase de crecimiento del pelo, que es
opuesto al de Bmp4, sugiriendo una funcién de esta proteina en la regulacion
de la actividad de la via Bmp/Smad del FP. Corroborando esta hipétesis, se ha
podido demostrar que la haploinsuficiencia de endoglina tiene como
consecuencia una desregulacién de la sefalizacion Bmp/Smad en la piel que
resulta en un mantenimiento prolongado de la actividad de la ruta Bmp hasta la
telogén competente (dia 90 posnatal). Este hecho genera un retraso en el ciclo
del pelo, presentando también una fase de anagén mas extendida en el tiempo
durante el periodo correspondiente a la fase de telogén refractaria, y una
actividad continuada de la ruta de senalizacion BMP hasta los 90 dias. El
hecho de que la haploinsuficiencia de endoglina tenga como resultado una
sefalizacion alterada y extendida de Bmp sugiere que, en este contexto,
endoglina esté actuando como inhibidor parcial de la sefial de Bmp, tal y como
Quintanilla y colaboradores describieron en el caso de Tgf-B1 en piel,
empleando el mismo modelo de ratdn heterozigoto que en este trabajo para
demostrar que la pérdida funcional de endoglina induce una activacion de la
sefalizacion mediada por Tgf-B1 (Quintanilla y col., 2003; Pérez-Gomez y col.,
2007).

Distintas mutaciones en los receptores o citoquinas de las rutas
Bmp/Tgf-p/Smad implicadas en la regulacién de las distintas fases del ciclo del
pelo estan asociadas a variaciones en la duracién de las mismas, y a la
generacion de malformaciones o tumores de origen folicular, debido,
respectivamente, a una diferenciacién celular temprana o a la activacion
constitutiva del nicho de células troncales (Zhang y col., 2006). Asi, mutaciones
en el gen de Tgf-B2 dan lugar a un retraso en el establecimiento de la anagén
tras la segunda telogén (Oshimori y Fuchs, 2012). Del mismo modo, el modelo
de ratén Tgf-B1” muestra un retraso en la entrada en catagén durante el primer

ciclo posnatal (Foitzik y col., 2000; Lin y Yang, 2013), mientras que la expresion
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condicional en la capa basal de la epidermis de noggina, una citoquina
inhibidora de la ruta Bmp, induce una rapida entrada en anageén, debido a un
acortamiento drastico de la fase de telogén precedente (Plikus y col., 2008; Lin
y Yang, 2013). Asimismo la estimulacion puntual y externa con citoquinas de la
familia Bmp también induce alteraciones en la duracién de las fases del ciclo
del pelo. De este modo, la inyeccion subcutanea de Bmp4 induce una
significativa inhibicion de la entrada en anagén (Plikus y col., 2008). En este
trabajo se ha podido determinar que la haploinsuficiencia de endoglina también
altera la duracion de las fases del ciclo del pelo, de modo que en los ratones
Eng”' la fase de la anagén se extiende hasta el dia 50 posnatal (telogén
refractaria) y la ruta de Bmp se mantiene activa durante un periodo mas
prolongado, hasta el dia 90 posnatal (telogén competente). Dado que
endoglina es un co-receptor de las citoquinas de la familia Bmp/Tgf-3, este
resultado es consistente con la alteracién del patréon de sefializacion de la ruta
Bmp, que a su vez conlleva al retraso observado en el ciclo del pelo de los

ratones haploinsuficientes para el gen de endoglina.

Las vias de senalizacion Bmp/Smad y Wnt/B-catenina, de forma
auténoma o coordinando sus actividades, estan implicadas en la regulacién de
la homeostasis de multitud de tejidos. En piel, la inhibicidn de la sefalizacion
via BMP/Smad activa la sefalizacion via Wnt/B-catenina (Fuchs, 2007). En el
intestino, la senalizacion de la ruta de Wnt/B-catenina se inhibe con la
expresion de BMP4, que regula directamente los procesos de diferenciacion y
renovacion celular en este tejido (He y col., 2004; Kuhl y Kuhl, 2013). En este
trabajo se ha demostrado que la desregulacion de la sefalizacion Bmp/Smad
inducida por la haploinsuficiencia de endoglina no parece alterar la sefalizacion
Wnt/B-catenina, aunque si induce un incremento en la duracion de la fase de
anagén (hasta el dia 50 posnatal), regulada por esta via de sefalizacion, lo que
sugiere que esta ruta se mantiene activa durante un periodo mas prolongado.
Este hecho deberia verse reflejado en la actividad transcripcional de dianas de
la ruta Wnt/B-catenina. Sin embargo tanto en los individuos Eng** como en los
Eng*" estas dianas transcripcionales presentan niveles de expresion elevados
unicamente durante la fase de anagén (dia 30 posnatal) mientras que los FPs

de los individuos Eng*" se encuentran en crecimiento hasta el dia 50 posnatal.
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Este hecho sugiere que endoglina es necesaria para la correcta transicion de
las fases del ciclo del pelo, ya que una menor expresiéon de endoglina retrasa el

cambio de sefnalizacion necesario para la transicion anagén/telogén refractaria.

El nicho de células troncales situado en la region prominente del FP es
el responsable de mantener el ciclo de crecimiento del pelo, activandose en un
periodo de tiempo que abarca el final de la telogén competente y el comienzo
de la fase de anagén (Sun y col., 1991; Plikus y col., 2008). En este trabajo se
ha demostrado que endoglina estd implicada en la regulacion de la
proliferacion de las células del FP, pero no en sus programas de
mantenimiento. Este resultado es consistente con las alteraciones inducidas
por la haploinsuficiencia de endoglina en el ciclo del pelo y en su regulacion a
través de la sefalizacién Bmp/Smad. No obstante, el mecanismo molecular por
el que endoglina ejerce esta funcion en el nicho de la regién prominente del FP
es en gran medida desconocido y requiere investigaciones posteriores. En
otros modelos de raton se ha descrito que la pérdida funcional de determinados
genes, como la proteasa Zmpste24, esta también asociada a una pérdida de la
capacidad de proliferacion y diferenciacién de las células troncales del FP en
respuesta a estimulos externos (Espada vy col., 2008). Zmpste24 es
responsable del procesamiento de la Pre-lamina A, a su vez responsable del
mantenimiento de la integridad estructural del compartimento nuclear y cuya
pérdida funcional esta asociada a sindromes de envejecimiento acelerado
(Pendas vy col., 2002). En el caso de Zmpste24 la perdida de funcion esta
asociada a un incremento en el numero de células apoptéticas en el FP,
fundamentalmente en la papila dérmica, que se encargan de mantener el nicho
de las células troncales foliculares de la region prominente (Espada y col.,
2008). En el caso de los animales Eng+/', la respuesta deficiente observada en
sus células troncales foliculares no esta acompanada de un incremento en el
numero de células apoptéticas en el FP. Esta observacién sugiere que,
mientras que en el caso de la proteasa Zmspte24, la disfuncion de las células
troncales epidérmicas se debe a defectos extrinsecos que afectan al nicho que
las mantiene, en el caso de endoglina la perdida funcional se debe,

probablemente, a defectos intrinsecos de las propias células troncales.
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Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la pérdida de
funcién de endoglina desregula por completo la capacidad de respuesta del FP
a estimulos de crecimiento a lo largo de la telogén. Asi, tal y como se

esperaba, en condiciones normales (animales Eng*")

, los FP no respondieron
a estimulos de crecimiento inducidos por rasuracion durante la telogén
refractaria, mientras que durante la telogén competente el estimulo de
rasuracion indujo una respuesta de crecimiento del FP. Por el contrario, la
haploinsuficiencia de endoglina resultd en un patron de crecimiento tras los
estimulos de rasuraciéon radicalmente opuesto al observado en condiciones
normales. Asi, los ratones Eng”‘ mostraron crecimiento de pelo tras la
estimulacién en la telogén refractaria y una significativa falta de respuesta al
estimulo durante la telogén competente. En cada caso, el crecimiento de pelo
se encontrd siempre asociado a la acumulacion de una forma metabdlicamente
activa de B-catenina y a bajos niveles de proteinas Smad fosforiladas, mientras
que la ausencia de crecimiento de pelo estaba asociada a bajos niveles de una
forma metabdlicamente activa de B-catenina y a altos niveles de proteinas

Smad fosforiladas.

Estas observaciones estan de acuerdo con la desregulacion de la
senalizacion Bmp/Smad y con la falta de respuesta de las células troncales del
FP a estimulos de crecimiento, ambos inducidos por la haploinsuficiencia de
endoglina. De este modo, en los animales Eng™" la alteracion del patréon de
distribucion de las proteinas Smad1/5/8 fosforiladas, activacion asociada a la
senalizacion Bmp/Smad durante la telogén refractaria, tendria como
consecuencia, como se ha mencionado anteriormente, una alargamiento de la
fase de anagén vy, por tanto, un crecimiento sostenido del pelo ante un estimulo
de rasuracion en esta fase. Durante la telogén competente, los estimulos de
crecimiento del pelo activan el programa de proliferacién del nicho de células
troncales del FP, que esta desregulado en los animales Eng*”, de modo que,
en condiciones de haploinsuficiencia de endoglina, un estimulo de crecimiento

en esta fase resultaria en una falta de respuesta de los FP.

Por otro lado, en este trabajo también se ha mostrado que en los
foliculos pilosos del ratén durante la telogén no solo se fosforilan las proteinas

Smad1/5/8, activacion asociada a la sefnalizacion de BMP, sino también las
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proteinas Smad2/3, activacion asociada a la senalizacion de Tgf-B. El papel de
Tgf-pB en la regulacion de células troncales epiteliales del FP es en gran medida
desconocido. Recientemente se ha descrito que durante la telogén tanto Tgf-8
como Bmp sefializan en el FP con funciones opuestas (Oshimori vy Fuchs,
2012). Sin embargo, también se ha descrito que la activacién por fosforilacién
de Smad1/5/8 y Smad 2/3 también ocurre simultaneamente por la estimulacién
de una misma citoquina, como Bmp2 que activa sinérgicamente ambas vias de

sefalizacion en células del ligamento periodontal (Ishibashiy col., 2010).

En el endotelio, endoglina es susceptible de aumentar o disminuir su
nivel de expresion en funcidén de las necesidades del entorno (Botella y col.,
2001; Kapur y col., 2013). En este trabajo se ha demostrado que, en la piel,
endoglina muestra una expresién ciclica asociada al patrén de crecimiento del
pelo, activandose su expresion justo antes de la transicibn anagén/telogén
refractaria. En ese momento, la ruta Wnt se encuentra aun completamente
activa y la B-catenina es transcripcionalmente competente, mostrando una
acumulacion citoplasmatica y nuclear (Fuchs, 2007; Kuhl y Kuhl, 2013). Dado
que B-catenina es un regulador transcripcional esencial durante la anagén,
estas observaciones permiten postular que este factor podria constituir un
activador transcripcional del gen de endoglina justo antes de ser inactivado
funcionalmente durante la telogén refractaria. Corroborando esta hipotesis, los
resultados presentados en este trabajo demuestran que B-catenina
interacciona con la region del inicio de transcripciéon del promotor del gen
endoglina al comienzo de la telogén refractaria. Estos resultados son
consistentes con las observaciones en otros sistemas experimentales
indicando que el estado transcripcional de endoglina esta regulado también por
las rutas de senalizacion de los sistemas de los que forma parte (Botella y col.,
2001) y sugieren que, en la piel, endoglina podria tener un papel clave en la

alternancia de los mecanismos que activan o reprimen el crecimiento del pelo.

Por otro lado, la haploinsuficiencia de endoglina esta asociada a una
marcada y significativa pérdida de interaccion entre p-catenina y el promotor de
endoglina durante la telogén refractaria. Desde el punto de vista del
mecanicismo, esta pérdida de interaccion podria significar que el nivel de

endoglina en la célula regula la asociacion de B-catenina con su propio
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promotor por la modificacion del entorno como consecuencia de la menor
expresion de endoglina. Alternativamente, la haploinsuficiencia del gen
endoglina podria reflejar una pérdida de afinidad del factor por el promotor del
alelo inactivo. Dado que en este modelo de raton heterocigoto, una de las dos
regiones codificantes del gen endoglina esta sustituida pero las dos regiones
promotoras son equivalentes, esta pérdida de asociacion implicaria
mecanismos epigenéticos de regulacidn transcripcional. Se requieren estudios
adicionales para caracterizar el mecanismo por el que ocurre este proceso,
que, en cualquier caso, es consistente con la reduccién de la cantidad de
endoglina en piel, esperable en este modelo experimental, y la consecuente

pérdida del patron de expresién durante el ciclo del pelo.

La existencia de una regulacion cruzada entre las vias de sefializacién
Bmp/Smad y Wnt/B-catenina, como ya se ha comentado, estd descrita en
distintos modelos experimentales, produciéndose casos tanto de regulacion
positiva como de regulacién negativa. Asi, en células humanas de cancer de
colon es necesaria la expresion de B-catenina para que se produzca la
expresion de Bmp4 (Kim y col., 2002). Por otro lado, en el intestino, las células
troncales regulan los procesos de autorenovacion y diferenciacién a través de
la expresién de Bmp4 que inhibe la sefalizacién de la ruta de Wnt/B-catenina
(He vy col., 2004; Kuhl y Kuhl, 2013). Por el contrario, se ha descrito la
interaccion directa de [-catenina con Smad3 y Smad4 en condrocitos,
demostrandose un papel de dicha interaccion en la inhibicidon de la degradacién
metabdlica de (B-catenina, favoreciendo su entrada al nucleo y su funciéon como

regulador transcripcional (Zhang y col., 2010).

Durante el ciclo de crecimiento del pelo, la ruta de Wnt/B-catenina se
silencia cuando la ruta de Bmp/Smad aun esta activa. Asi, la inhibicidon de la
ruta BMP/Smad, que induce un acortamiento de la fase de telogén refractaria,
promueve asi mismo una activacion de la ruta Wnt/B-catenina, y, en
consecuencia, una entrada temprana en la fase de anagén (Plikus y col.,
2008). ElI mecanismo que coordina la alternancia de ambas rutas de
sefalizacion a lo largo del ciclo del pelo esta muy poco caracterizado. La
interaccion descrita en el presente trabajo entre B-catenina y las proteinas

Smad1 y Smad4, sugieren la existencia de una regulacion directa entre ambas
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vias de senalizacion en el contexto del ciclo de crecimiento del FP. Estos
resultados son consistentes con las interacciones descritas en otros sistemas,
como en condrocitos, donde B-catenina interacciona con Smad3 y Smad4,
presentando dicha interaccion un papel en la proteccion frente a la degradacion

de B-catenina, favoreciendo su entrada al nucleo (Zhang vy col., 2010).

El hecho de que la interaccion (B-catenina/Smad a lo largo de ciclo de
crecimiento del pelo tenga lugar fundamentalmente al principio de la telogén
refractaria (ruta de Bmp activa), sugiere que esta interaccion podria tener un
papel inactivador de la ruta de Wnt/B-catenina, de modo que B-catenina podria
estar siendo reclutada por las proteinas Smad inhibiendo su funcién
transcripcional y protegiendo al nicho de las células troncales de la regién
prominente de ser activado de nuevo. Significativamente, en condiciones de
haploinsuficiencia de endoglina, asociada en este modelo a un alargamiento de
la fase de anagén, se observa una pérdida de interaccion B-catenina/Smad,
que, de acuerdo con la hipdtesis arriba planteada, permitiria mantener a la -
catenina en un estado funcionalmente activo, lo que a su vez se veria reflejado
en un anormal mantenimiento de la fase de anagén en este periodo en los
individuos Eng”'. En este contexto, la interaccion de B-catenina con las
proteinas Smad parece presentar un papel inhibidor de la sefalizacion de la
ruta Wnt, necesario para la finalizacion de la anagén y el establecimiento de la
telogén. La ausencia de interaccidn entre las proteinas B-catenina y Smads
durante la fase de telogén competente sugiere que la activacion de las células
troncales de la region prominente necesaria para la entrada en un nuevo ciclo

de crecimiento, no requiere de la interaccién entre ambas rutas.

Con objeto de corroborar y recapitular la interaccién entre las rutas
Wnt/B-catenina y Bmp/Smad observada en la piel a lo largo del ciclo del pelo
en un contexto independiente de tejido, se utilizé como sistema experimental la
linea celular E14 de células troncales embrionarias de la linea de ratén 129/Ola
(Tamm vy col., 2013) que fueron seleccionadas por su condicion de células
troncales de ratdén, que respondian al tratamiento con Bmp4 estimulando la
senalizacion de Bmp, y que expresaban niveles significativos de la proteina
endoglina. Los resultados presentados en este trabajo indican que en este

modelo celular la B-catenina interacciona con el promotor de endoglina, en la
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region del inicio de transcripcion, cuando se activa la ruta Bmp/Smad mediante
el tratamiento puntual con Bmp4. Teniendo en cuenta que la linea celular E14
se trata de forma continuada con el factor Lif para evitar su diferenciacién, lo
que induce una activacién constitutiva de la ruta Wnt/B-catenina (Takao y col.,
2007), este resultado sugiere que la regulacion transcripcional de endoglina por
B-catenina forma parte de un sistema de regulacion bien establecido que

depende especificamente de la sefalizacién Bmp/Smad.

Como ya se ha comentado anteriormente, la interaccion entre
componentes de las rutas de Wnt/B-catenina y Bmp/Tgf-B/Smad es frecuente
en muchos sistemas como mecanismo de regulacion y coordinacion de ambas
rutas de sefalizacion, promoviendo la inhibicion de una de las dos rutas de
sefalizacion y la consecuente estabilizacion de la otra (Kuhl y Kuhl, 2013), o la
activacién de ambas (Zhang y col., 2010). En este trabajo se ha demostrado
que en el modelo celular E14 las rutas Wnt/B-catenina y Bmp/Smad se asocian
de forma especifica mediante la interaccion de B-catenina con la proteina
Smad4 estimulada por Bmp4. Teniendo en cuenta que en la linea celular E14
existe una activacion constitutiva de la ruta Wnt/B-catenina, estas
observaciones sugiere que la actividad de la ruta Bmp regula activamente la

interaccion entre las rutas de sefializacion Wnt/B-catenina y Bmp/Smad.

En este trabajo se han presentado resultados que demuestran un
importante papel de endoglina en la regulacion del ciclo de crecimiento del
pelo. Asi, en el sistema experimental utilizado, endoglina tiene una funcion
relevante en la regulacion de la transicidon entre la anagén y la telogén
refractaria y en la activacion de la proliferacion en el nicho de células troncales
del FP al final de la telogén competente, coincidiendo con el inicio de una
nueva fase de crecimiento. Ademas, endoglina esta implicada en la regulacion
cruzada entre la sefalizacion Wnt/B-catenina y Bmp/Smad durante la transiciéon
anagén/telogén refractaria, de modo que su nivel de expresibn modula la
interaccidn entre (B-catenina y su propio promotor y entre B-catenina y las
proteinas Smad. La importancia de estos dos mecanismos en el contexto de la
piel debe ser caracterizada en mayor detalle, pero su existencia perfila un

interruptor molecular que regularia la alternancia de la sefalizacion Wnt/3-
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catenina y BMP/smad a lo largo del ciclo del pelo y en el que endoglina tendria

un papel central.

En conjunto, los resultados presentados en este trabajo son consistentes
con un modelo molecular (figura 26) basado en un papel central de endoglina
en la regulacién del ciclo del pelo, funcionando como elemento coordinador
entre las rutas de sefalizacion Wnt/B-catenina y Bmp/Smad. Durante la fase de
telogén competente, la ruta de sefalizacion Wnt/B-catenina se activa
rapidamente en respuesta a estimulos apropiados, induciendo la entrada en
anagén y promoviendo el crecimiento del pelo (Shimomura y Christiano, 2010).
La ruta Bmp/Smad se activa de forma progresiva a lo largo de la anagén (Baker
y Murray, 2012), alcanzando valores significativamente elevados a mitad de
esta fase, comenzando la inhibicion del crecimiento del pelo (Plikus y col.,
2008). En este contexto, la sefalizacion Wnt/B-catenina activaria la
transcripcion del gen endoglina, por unién directa de B-catenina a su promotor,
en la transicion anagén/telogén refractaria, alcanzando su maximo de
expresion a lo largo de la telogén competente. La progresiva acumulacion de
endoglina, funcionando como co-receptor de los ligandos Bmp/Tgf-B,
promoveria la activacion por fosforilacion y acumulacién intracelular de las
proteinas Smad, que serian susceptibles de interaccionar con B-catenina,
inactivando su funcién de activador transcripcional. El secuestro funcional de (3-
catenina tendria como consecuencia la represion transcripcional del gen
endoglina. La disminucion en la dosis de endoglina implicaria a su vez un
bloqueo en la senalizacion de los ligandos Bmp/Tgf-B por la pérdida funcional
de un componente esencial de su complejo receptor. La pérdida funcional de
endoglina al final de la telogén competente permitiria, asi mismo, la activacién

del programa de proliferacion del nicho de células troncales del FP.
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Figura 26: Endoglina tiene un papel central en la regulacion del ciclo del pelo,
modulando la interaccidon entre las rutas Wnt/B-catenina y Bmp/Smad. Modelo propuesto
de la regulacion del ciclo del pelo por endoglina, a través de su nivel de expresion, en base a
los resultados obtenidos en el presente trabajo. Cada cuadro corresponde a una fase del ciclo
del pelo, en el interior se detallan las rutas de sefalizacién que controla cada fase

Como conclusion de este trabajo se propone que, en la piel, las vias de
sefalizacion Wnt/B-catenina y Tgf-B/Bmp/Smad, que alternan su actividad a lo
largo del ciclo del pelo para regular las fases de crecimiento y reposo,
respectivamente, presentan un mecanismo de regulacion entre ellas que esta
modulado por la proteina endoglina. Estos resultados son importantes y
novedosos, caracterizando un nuevo mecanismo molecular implicado en la
regulacion funcional de las células troncales del FP, un paso importante para
definir la funciéon de endoglina como diana farmacoldgica y terapéutica en
medicina regenerativa y, particularmente, en patologias relacionadas con la

homeostasis cutanea y el ciclo de crecimiento del pelo.
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Conclusiones

1.- Endoglina muestra un patron de expresion ciclico en la piel del ratén

dependiente de la fase del ciclo del pelo.

2.- La haploinsuficiencia de endoglina desregula el ciclo de crecimiento del

pelo.

3.- La haploinsuficiencia de endoglina altera el patron de sefalizacion

BMP/Smad durante el ciclo del pelo

4.- La haploinsuficiencia de endoglina altera la capacidad de proliferacion y
movilizacion de las células troncales del FP de una manera independiente de

procesos apoptoticos.

5.- Endoglina estd implicada en la regulacibn de las transiciones
anagén/telogén refractaria y telogén competente/anagén durante el ciclo de

crecimiento del pelo.

6.- El transductor de la ruta Wnt, B-catenina, interacciona con el promotor de
endoglina y con los transductores de la ruta BMP, Smads, durante la telogén
refractaria de una forma dependiente de los niveles de expresion de endoglina

funcional.

7.- La interaccion de B-catenina con el promotor de endoglina y con las
proteinas Smad ocurre en células troncales embrionarias en respuesta a la
activaciéon de la senalizacion BMP y es dependiente del nivel de expresion de

endoglina funcional.
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