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Our research focuses on understanding the molecular mechanisms that 

mediate the actions of glucocorticoids (GCs) in skin pathophysiology through 

functional analysis of the GC receptor (GR) and the mineralocorticoid 

receptor (MR), two highly related structural and functionally proteins, which 

act as ligand-dependent transcription factors. Our previous data show that 

GR plays a central role in skin development; in adulthood, both GR and MR 

act as anti-inflammatory mediators in skin diseases (Sevilla et al. 2013; Boix 

et al. 2016). However, we did not know if the receptors exerted cooperative 

or antagonistic functions in the epidermis. 

This doctoral thesis has focused on the generation and characterization of 

mice with specific inactivation in the epidermis of GR and MR (double knock-

out or DKO mice). At birth, DKO show a skin phenotype with defective 

epidermal differentiation and a unique inflammatory state characterized by 

epithelial immune infiltrates and alterations in gene expression, similar to 

psoriatic lesions. This phenotype was much more severe than that of 

individual KO (GR epidermal KO or GR
EKO

 and MR epidermal KO or MR
EKO

 

mice), but resolved spontaneously from postnatal day 3. In adulthood, DKO 

skin showed an increase in epidermal thickness, similar to that of individual 

KO. All KO mice showed greater susceptibility to acute inflammation 

compared to controls (CO), which was not effectively counteracted by topical 

treatment with GCs. Furthermore, DKO mice show a greater susceptibility to 

imiquimod-induced psoriasis relative to individual KO. The increased 

inflammatory response in DKO was consistent with a significant increase in 

AP-1 and NF-B activity in DKO keratinocytes relative to CO or individual 

KO. Taken together, our data show that epidermal GR and MR act 

cooperatively to counteract skin inflammation, during development and 

adulthood, and that both are required for optimal transcriptional response 

and therapeutic activity of GCs. 

Prolonged treatments with pharmacological doses of GCs produce defects 

such as cutaneous atrophy, similar to that which occurs during chronological 



 
 

aging, which correlates with an increase in endogenous local levels of GCs. 

This work has addressed the phenotypic consequences of epidermal loss of 

MR during chronological aging and the mechanisms involved. The 13-

month-old MR
EKO

 mice were resistant to epidermal atrophy but displayed 

reduced dermal thickness and collagen deposition, in part due to a decrease 

in SMAD2 3 activity relative to the skin of CO mice. In addition, the 

subcutaneous adipose tissue (dWAT) thickened 2.5 times in MREKO vs CO 

at 13 months, with hyperplasia and hypertrophy of adipocytes. These 

changes were triggered, at least in part, through alterations in GC-mediated 

signaling, and the activation of WNT/-catenin induced by epidermal 

paracrine signals that led to increased expression of Pparg. These results 

show a crucial role for epidermal MR in the regulation of the cross-talk 

between compartments during chronological skin aging. 
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La nostra investigació se centra en comprendre els mecanismes moleculars 

que regulen les accions dels glucocorticoides (GCs) en la fisiopatologia de 

la pell mitjançant l'anàlisi funcional del receptor de GCs (GR) i el receptor de 

mineralocorticoides (MR), dues proteïnes altament relacionades estructural i 

funcionalment, que actuen com a factors de transcripció dependents de 

lligant. Els nostres resultats previs demostren que GR juga un paper central 

en el desenvolupament de la pell; en l'edat adulta, tant GR com MR actuen 

com a mediadors antiinflamatoris en malalties cutànies (Sevilla et al. 2013; 

Boix et al. 2016). No obstant, desconeixíem si els receptors exercien 

funcions cooperatives o antagòniques en l'epidermis. 

Aquesta tesi doctoral s'ha centrat en la generació i caracterització de 

ratolins amb inactivació específica en l'epidermis de GR i MR (ratolins 

double knock-out o DKO). En néixer, els DKO van mostrar un fenotip cutani 

amb diferenciació epidèrmica defectuosa i un estat inflamatori únic 

caracteritzat per infiltrats immunes epitelials i alteracions en l'expressió 

gènica, similar a les lesions psoriàtiques. Aquest fenotip va ser molt més 

sever que el dels KO individuals (ratolins GR epidermal KO o GR
EKO

 i MR 

epidermal KO o MR
EKO

), però es va resoldre espontàniament a partir del dia 

post-natal 3. En l'edat adulta, la pell DKO va mostrar un augment en el gruix 

epidèrmic, similar al dels KO individuals. Tots els ratolins KO van mostrar 

una major susceptibilitat a la inflamació aguda en comparació als controls 

(CO), que no va ser contrarestada de manera efectiva per un tractament 

tòpic amb GCs. A més, els ratolins DKO van mostrar una major 

susceptibilitat a la psoriasis induïda per imiquimod respecte als KO 

individuals. L'augment de la resposta inflamatòria en els DKO era consistent 

amb un augment significatiu de l'activitat d'AP-1 i NF-B en queratinòcits 

DKO respecte als CO o KO individuals. En conjunt, les nostres dades 

demostren que GR i MR epidèrmics actuen de manera cooperativa per 

contrarestar la inflamació de la pell, durant el desenvolupament i l'edat 



 
 

adulta, i que tots dos són necessaris per a una resposta transcripcional 

òptima i una activitat terapèutica dels GCs. 

Els tractaments prolongats amb dosis farmacològiques de GCs produeixen 

defectes com l'atròfia cutània, similar a la que té lloc durant l'envelliment 

cronològic, que correlaciona amb un augment dels nivells locals endògens 

de GCs. Aquest treball ha abordat les conseqüències fenotípiques de la 

pèrdua epidèrmica de MR durant l'envelliment cronològic i els mecanismes 

involucrats. Els ratolins MR
EKO

 de 13 mesos d'edat van ser resistents a 

l'atròfia epidèrmica però van mostrar un menor gruix dèrmic i dipòsit de 

col·lagen, en part a causa d'una disminució de l'activitat SMAD2/3 respecte 

a la pell de ratolins CO. A més, el teixit adipós subcutani (dWAT) es va 

engrossir 2.5 vegades en MR
EKO

 vs CO als 13 mesos, amb hiperplàsia i 

hipertròfia d'adipòcits. Aquests canvis es van desencadenar, almenys en 

part, a través d'alteracions en la senyalització mediada per GCs, i l'activació 

de WNT/-catenina induïda per senyals paracrines epidèrmiques que van 

conduir a l'augment d'expressió de Pparg. Aquests resultats demostren un 

paper crucial de MR epidèrmic en la regulació del cross-talk entre 

compartiments durant l'envelliment cronològic de la pell. 
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Nuestra investigación se centra en comprender los mecanismos 

moleculares que median las acciones de los glucocorticoides (GCs) en la 

fisiopatología de la piel mediante el análisis funcional del receptor de GCs 

(GR) y el receptor de mineralocorticoides (MR), dos proteínas altamente 

relacionadas estructural y funcionalmente, que actúan como factores de 

transcripción dependientes de ligando. Nuestros datos previos demuestran 

que GR juega un papel central en el desarrollo de la piel; en la edad adulta, 

tanto GR como MR actúan como mediadores anti-inflamatorios en 

enfermedades cutáneas (Sevilla et al. 2013; Boix et al. 2016). No obstante, 

desconocíamos si los receptores ejercían funciones cooperativas o 

antagónicas en la epidermis. 

Esta tesis doctoral se ha centrado en la generación y caracterización de 

ratones con inactivación específica en la epidermis de GR y MR (ratones 

double knock-out o DKO). Al nacer, los DKO mostraron un fenotipo cutáneo 

con diferenciación epidérmica defectuosa y un estado inflamatorio único 

caracterizado por infiltrados inmunes epiteliales  y alteraciones en la 

expresión génica, similar a las lesiones psoriáticas. Este fenotipo fue mucho 

más severo que el de los KO individuales (ratones GR epidermal KO o 

GR
EKO 

y MR epidermal KO o MR
EKO

), pero se resolvió espontáneamente a 

partir del día post-natal 3. En la edad adulta, la piel DKO mostró un aumento 

en el grosor epidérmico, similar al de los KO individuales. Todos los ratones 

KO mostraron una mayor susceptibilidad a la inflamación aguda respecto a 

los controles (CO), que no se contrarrestó de forma efectiva por un 

tratamiento tópico con GCs. Además, los ratones DKO mostraron una 

mayor susceptibilidad a la psoriasis inducida por imiquimod respecto a los 

KO individuales. El aumento de la respuesta inflamatoria en los DKO era 

consistente con un aumento significativo de la actividad de AP-1 y NF-B en 

queratinocitos DKO respecto a los CO o KO individuales. En conjunto, 

nuestros datos demuestran que GR y MR epidérmicos actúan de manera 

cooperativa para contrarrestar la inflamación de la piel, durante el desarrollo 



 
 

y la edad adulta, y que ambos son necesarios para una respuesta 

transcripcional óptima y una actividad terapéutica de los GCs. 

Los tratamientos prolongados con dosis farmacológicas de GCs producen 

defectos como la atrofia cutánea, similar a  la que tiene lugar durante el 

envejecimiento cronológico, que correlaciona con un aumento de los niveles 

locales endógenos de GCs. Este trabajo ha abordado las consecuencias 

fenotípicas de la pérdida epidérmica de MR durante el envejecimiento 

cronológico y los mecanismos involucrados. Los ratones MR
EKO 

de 13 

meses de edad fueron resistentes a la atrofia epidérmica pero mostraron un 

menor grosor dérmico y depósito de colágeno, en parte debido a una 

disminución  de la actividad SMAD2/3 respecto a la piel de ratones CO. 

Además, el tejido adiposo subcutáneo (dWAT) se engrosó 2.5 veces en 

MR
EKO 

vs CO a los 13 meses, con hiperplasia e hipertrofia de adipocitos. 

Estos cambios se desencadenaron, al menos en parte, a través de 

alteraciones en la señalización mediada por GCs, y la activación de WNT/-

catenina inducida por señales paracrinas epidérmicas que condujeron al 

aumento de expresión de Pparg. Estos resultados demuestran un papel 

crucial de MR epidérmico en la regulación del cross-talk entre 

compartimientos durante el envejecimiento cronológico de la piel. 
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1. Los glucocorticoides (GCs) 

Los glucocorticoides (GCs) endógenos, cortisol en humanos y 

corticosterona en roedores, son hormonas esteroideas imprescindibles para 

la homeostasis de muchos procesos fisiológicos que incluyen el desarrollo, 

la homeostasis celular, la regulación de la actividad metabólica, la función 

inmune, el comportamiento y la respuesta a estrés, entre otros (Granner et 

al. 2015; Kadmiel y Cidlowski 2013). 

1.1 Producción adrenal de los GCs 

Los GCs se sintetizan en la zona fasciculada de las glándulas 

adrenales, y su secreción se modula a través del eje neuroendocrino 

hipotálamo-pituitaria-adrenales (HPA) (Figura 1; Kadmiel y Cidlowski 2013). 

En respuesta a señales fisiológicas y de estrés, el hipotálamo secreta la 

hormona liberadora de corticotropina (CRH). Cuando CRH se une a los 

receptores correspondientes en la glándula pituitaria, se libera la hormona 

adrenocorticotropina (ACTH), que a su vez estimula la síntesis de los GCs 

en el córtex adrenal, y su secreción al torrente sanguíneo (Ramamoorthy 

and Cidlowski 2016; Taves et al. 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Representación esquemática de 

la regulación de la producción de GCs 

sistémicos por el eje hipotálamo-pituitaria-

adrenales (HPA). CRH: corticotropina; 

ACTH: adrenocorticotropa (Kadmiel y 

Cidlowski 2013). 
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El eje HPA incluye un mecanismo de regulación mediante 

retroalimentación negativa, que actúa a nivel de la pituitaria anterior y el 

hipotálamo para inhibir la producción de ACTH y CRH, y por tanto de GCs 

(Kadmiel y Cidlowski 2013). Es importante mantener niveles correctos de 

GCs para garantizar que el hipotálamo y las glándulas pituitarias mantengan 

el nivel apropiado de sensibilidad a la retroalimentación negativa de los 

GCs. Con el envejecimiento, el hipotálamo y la adenohipófisis son menos 

sensibles a dicha retroalimentación, y los niveles de ACTH y GCs aumentan 

(Veldhuis et al. 2013). 

En la zona glomerulosa del córtex adrenal se sintetizan otro tipo de 

hormonas esteroideas, los mineralocorticoides (MCs) (Nakamura et al. 

2015). El principal MC endógeno es la aldosterona y su función más 

importante es el transporte de sodio y potasio a través de las paredes de los 

túbulos renales, controlando así el volumen de agua extracelular y por tanto, 

la presión arterial (Jaisser y Farman 2016; Gomez-Sanchez y Gomez-

Sanchez 2014; Martinerie et al. 2012; Farman y Rafestin-Oblin 2001). 

Debido a que  los GCs también son capaces de regular la reabsorción de 

sodio, en algunos tipos celulares es difícil separar los efectos de ambas 

hormonas ya que actúan de forma complementaria (Farman y Rafestin-

Oblin 2001).  

1.2 Producción extra-adrenal de los GCs 

En algunos tejidos como la piel, los órganos linfoides primarios, el 

intestino y el cerebro, se ha demostrado la producción local o extra-adrenal 

de los GCs mediante síntesis de novo (Terao y Katayama 2016; Slominski 

et al. 2014; Taves et al. 2011). En la piel, se ha descrito que la síntesis de 

GCs ocurre en queratinocitos epidérmicos y del folículo piloso, melanocitos, 

y en fibroblastos dérmicos (Nikolakis et al. 2016). 
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Las evidencias de una síntesis local de GCs se basan en la detección 

de las enzimas esteroidogénicas Cytochrome P-450 (CYP)(CYP11A1, 

CYP17, CYP21A2, CYP11B1) y 3β-Hydroxysteroid dehydrogenase (3β-

Hsd), así como en los altos niveles de GCs locales, incluso después de una 

adrenalectomía (Figura 2; Slominski et al. 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Diagrama representativo de la ruta clásica de esteroidogénesis para la 

producción de corticosterona y aldosterona, indicando los enzimas que participan 

en dicha ruta (Talabér et al. 2013). 

Así pues, mientras que la secreción suprarenal de GCs en la sangre 

coordina múltiples órganos, la síntesis extra-adrenal de corticosteroides 

produce una alta especificidad de acción a nivel local. 

La producción local de GCs, así como su metabolismo, está 

adquiriendo importancia creciente para entender la fisiopatología de la piel 

(Slominski et al. 2014). La regulación de los niveles locales de GCs, su 

actividad y biodisponibilidad son centrales para el balance homeostático y la 

atenuación de patologías cutáneas (acné, rosácea, tumorogénesis, 

alopecia, y dermatitis atópica o eczema), e incluso para mejorar las terapias 

basadas en los GCs (Nikolakis et al. 2016). 
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1.3 Regulación de la biodisponibilidad de los GCs 

Los GCs ejercen sus acciones a través de proteínas pertenecientes a 

la superfamilia de receptores nucleares (NRs) denominadas receptor de 

glucocorticoides (GR) y receptor de mineralocorticoides (MR), muy 

relacionadas desde el punto de vista estructural y funcional (ver apartado 

2.3). 

Los GCs pueden unirse tanto a GR como a MR, aunque con distinto grado 

de afinidad. Los GCs se unen a MR con una afinidad 10 veces mayor que 

aquella con la que se unen a GR; de hecho, y a pesar de la nomenclatura, 

MR actúa como receptor de alta afinidad de GCs, mientras que GR actúa 

como un receptor de baja afinidad (Gomez-Sanchez y Gomez-Sanchez 

2014). Dado que los niveles circulantes de GCs son 2-3 órdenes de 

magnitud mayores que los de aldosterona, si no existieran mecanismos de 

regulación adicionales, MR estaría permanentemente ocupado por los GCs 

(Jaisser y Farman 2016; Martinerie et al. 2012). Por tanto, en aquellos 

tejidos donde GR y MR se coexpresan, es importante regular la 

biodisponibilidad de los GCs, para conseguir especificidad de acción 

hormonal. Esto se consigue mediante un mecanismo a nivel de pre-receptor 

formado por dos enzimas denominados 11-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa tipo 1 (Hsd11β1) y tipo 2 (Hsd11β2), que regulan la 

interconversión de GCs activos e inactivos (corticosterona a 11 dehidro-

corticosterona en roedores, o cortisol a cortisona en humanos (Figura 2 y 3; 

Jaisser y Farman 2016).  

De hecho, GR y MR, y las hormonas GCs y aldosterona forman un sistema 

complejo donde, teóricamente, cada uno de los receptores puede activarse 

por ambos ligandos de forma cruzada (Gomez-Sanchez y Gomez-Sanchez 

2014). 
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Figura 3. Mecanismos de regulación a nivel de pre-receptor. Los GCs y la 

aldosterona se unen a los receptores GR y MR con distinta afinidad relativa (constante de 

disociación, Kd). MR también se activa por aldosterona en sus tejidos diana gracias a la 

expresión del enzima Hsd11β2 que metaboliza los GCs activos en las formas inactivas, 

que poseen una afinidad muy baja por MR. 

 

La actividad de Hsd11β1 y Hsd11β2 mantiene los niveles apropiados 

de GCs y constituye un mecanismo clave para modular la función de GR a 

nivel de pre-receptor tanto en plasma como en tejidos periféricos (Chapman 

et al. 2013). Los dos enzimas, se localizan en la membrana del retículo 

endoplasmático y se expresan en diversos tejidos (piel, hígado, pulmón, 

tejido adiposo, ovarios y sistema nervioso central). En concreto, en piel 

humana y de ratón, Hsd11β1 se expresa en epidermis y dermis, con niveles 

más altos en los queratinocitos diferenciados (Terao y Katayama 2016; 

Tiganescu et al. 2011). Por otro lado, Hsd11β2 también se ha detectado en 

queratinocitos epidérmicos suprabasales y en glándulas sudoríparas en piel 

GRMR

GR

GR

GR
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MR

MR

MR
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Aldosterona
(0.1-1nM)
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(10-100nM)
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humana, así como en queratinocitos diferenciados de piel de ratón durante 

el desarrollo (Boix et al. 2017; Boix et al. 2016a; Jaisser y Farman 2016). 

1.4 Los GCs como agentes terapéuticos 

Los GCs sintéticos, son compuestos análogos a los GCs endógenos 

que se utilizan con éxito en la clínica desde hace 70 años debido a su 

potente efecto inmunosupresor, anti-inflamatorio y anti-proliferativo. La 

eficacia terapéutica de los GCs explica su uso en el tratamiento de 

numerosas enfermedades autoinmunes e inflamatorias crónicas como la 

esclerosis múltiple, enfermedad de Crohn, asma, alergia, psoriasis y 

dermatitis atópica, entre otras (Williams 2018; Ramamoorthy y Cidlowski 

2016). Además, los GCs se utilizan rutinariamente como coadyuvantes en 

terapias contra el cáncer linfoide para reducir los efectos secundarios de los 

agentes quimioterapéuticos, y su uso como inmunosupresores está 

estandarizado en la clínica (Vandewalle et al. 2018; De Bosscher y 

Haegeman 2009). A pesar de su efectividad como agentes anti-inflamatorios 

(Cruz-Topete y Cidlowski 2014), los tratamientos prolongados o con altas 

dosis de GCs provocan multitud de efectos secundarios graves y 

predecibles, que incluyen problemas asociados a la supresión del eje HPA, 

como osteoporosis, inmunosupresión, desgaste muscular, obesidad, 

cataratas, diabetes, atrofia cutánea, y retraso en la cicatrización de heridas, 

entre otros (Schäcke et al. 2002; Schoepe et al 2006). En humanos, los 

pacientes con niveles elevados de cortisol en sangre (síndrome de Cushing, 

OMIM # 219090) presentan efectos secundarios similares a los asociados a 

tratamientos continuados con GCs (Lacroix et al. 2015). 

2. Los receptores de GCs 

Tanto GR como MR pertenecen a la superfamilia de NRs, que incluye  

aproximadamente 50 proteínas que actúan como factores de transcripción 

(FT) inducibles por ligando, y desempeñan un papel regulador clave en el 
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desarrollo y la homeostasis de los organismos multicelulares (Novac y 

Heinzel 2004; Aranda y Pascual 2001). 

Dentro de la superfamilia de NRs, GR y MR pertenecen a la 

subfamilia de esteroides, que incluye además el receptor de estrógenos 

(isoformas ER y ER, el receptor de andrógenos (AR), y el receptor de 

progesterona (PR) (Jiménez-Panizo et al. 2019). 

2.1 El receptor de glucocorticoides (GR) 

El gen que codifica para GR en ratón es Nr3c1, y se localiza en el 

cromosoma 18; en humanos, el gen ortólogo NR3C1 se encuentra en el 

cromosoma 5. Nr3c1/NR3C1 contiene 9 exones y codifica para una proteína 

de 777 aminoácidos (Weikum et al. 2017; Kadmiel y Cidlowski 2013). El 

exón 1 codifica para la región 5’UTR. Existen múltiples isoformas que se 

originan mediante splicing y/o uso alternativo de promotores, a las que se 

atribuyen funciones específicas de tipo celular (Ramamoorthy y Cidlowski 

2016). Las isoformas GRyGRson las más estudiadas, siendo idénticas 

hasta el aminoácido 727; a partir de ahí, GRα contiene 50 aminoácidos 

adicionales, mientras que GRβ contiene 15 aminoácidos adicionales no 

homólogos (Vitellius et al. 2018; Oakley et al. 2018; Weikum et al. 2017). 

Los niveles relativos de GR son menores que los de GR, y además 

GRno es capaz de unir ligando (Ramamoorthy y Cidlowski 2013). Se ha 

propuesto que GR actúa como inhibidor dominante-negativo de la función 

de GRen algunas patologías(Kadmiel y Cidlowski 2013), y también que 

correlaciona con resistencia a GCs en algunos tipos celulares (Hinds et al. 

2010; Barnes y Adcock 2009). En este trabajo nos referimos a GRla 

isoforma mayoritaria que une a ligando y media las acciones clásicas del 

receptor, a la que denominaremos GR. 

GR se expresa de forma ubicua y desempeña funciones vitales en 

todos los tejidos del organismo, que incluyen regulación de la proliferación y 
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diferenciación celular, metabolismo, sistema inmune y respuesta a estrés 

(Whirledge y DeFranco 2018). GR es esencial para la supervivencia en 

mamíferos; de hecho, los ratones con inactivación completa de GR en el 

organismo (GR null) mueren perinatalmente debido a problemas 

respiratorios por falta de surfactación alveolar (Cole et al. 1995). Además, 

los ratones GR null presentan numerosas anomalías que incluyen un 

aumento de tamaño de las glándulas adrenales y niveles elevados de 

corticosterona, debido a la falta de regulación negativa a través del eje HPA 

(Cole et al., 1995). La piel de ratones GR null mostró defectos severos en la 

función de barrera epidérmica, con alteraciones en la expresión de genes 

implicados en diferenciación, metabolismo de lípidos, y defensa epitelial, 

entre otros (Sevilla et al. 2010).  

2.2 El receptor de mineralocorticoides (MR) 

El gen que codifica para MR se denomina Nr3c2 en ratón, y se 

localiza en el cromosoma 8; en humanos, NR3C2 se localiza en el 

cromosoma 4. Nr3c2/NR3C2 contiene 10 exones; los dos primeros, 1α y 1β, 

codifican para la región 5’UTR. La proteína MR consta de 984 aminoácidos 

(Martinerie et al. 2012; Farman et al. 2009; Viengchareun et al. 2007). Las 

isoformas humanas mayoritarias son hMR y hMR, que se expresan en 

diversos tejidos incluyendo riñón, corazón, intestino, piel y glándulas 

sudoríparas (Boix et al. 2016b; Pascual-Le Tallec y Lombès 2005)   

Los niveles más elevados de MR se detectan en riñón, acorde con la 

función crítica de esta proteína en el control de la presión sanguínea 

mediante la regulación de la reabsorción de sodio (Martinerie et al. 2012). 

La importancia de MR en mamíferos queda de manifesto con la muerte 

perinatal de los ratones MR null por deshidratación debida a una pérdida 

masiva de sales (Berger et al. 1998). El análisis de la piel de embriones (E) 

tardíos MR null (E15.5-E18.5) mostró un pequeño aumento del grosor 
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epidérmico y alteraciones en la diferenciación de queratinocitos (Boix et al. 

2016a). 

2.3 Estructura modular de GR y MR 

De manera análoga al resto de miembros de la superfamilia de 

receptores nucleares, GR y MR se estructuran en dominios modulares 

funcionales denominados dominio de transactivación N-terminal, dominio de 

unión a ADN (central), y dominio de unión a ligando (C-terminal) (Figura 4; 

Jiménez-Panizo et al. 2019). 

- El dominio de transactivación N-terminal (N-Terminal Domain, NTD) 

contiene una región necesaria para la activación transcripcional 

(Activation Function, AF-1), que interacciona con co-reguladores y la 

maquinaria basal de transcripción (Fuller et al. 2017; Weikum et al. 

2017). La mayoría de las modificaciones post-traduccionales 

(fosforilación, ubiquitinación y sumoilación) se localizan en el dominio 

NTD, aportando la especificidad funcional y contextual del receptor 

(Weikum et al. 2017; Faresse 2014). 

 

Figura 4. Esquema de la organización de los dominios modulares funcionales en el 

receptor de glucocorticoides (GR) y de mineralocorticoides (MR). El dominio N-

terminal (NTD), contiene las regiones  Activation Function (AF)-1, necesarias para la 

activación transcripcional; el dominio de unión a ADN (DBD) está separado del dominio 

94% 57%<15%
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de unión a ligando (LBD) mediante una región bisagra o hinge.  LBD contiene la región 

AF-2, necesaria para la interacción con co-reguladores de forma dependiente de ligando. 

Los porcentajes indican el grado de identidad aminoacídica de GR y MR. Modificado de 

Jiménez-Panizo et al. 2019. 

- El dominio de unión a ADN (DNA-Binding Domain, DBD), es una zona 

altamente conservada formada por dos dedos de zinc (Figura 5; Veras 

Ribeiro Filho et al. 2019. El primer dedo de zinc forma la caja proximal, 

necesario para la unión a los elementos de respuesta a GCs (GC 

Response Elements, GREs), mientras que el segundo dedo de zinc 

forma la caja distal importante para la dimerización y translocación de los 

receptores al núcleo (Claessens y Gewirth 2004). 

 

- La región denominada Hinge (H), flexible e hidrofílica, forma una bisagra 

entre el DBD y el dominio C-terminal. Esta región contiene la señal de 

localización nuclear 1 (Nuclear Localization Signal 1, NLS1). 

 

- El dominio de unión a ligando (Ligand Binding Domain, LBD) se 

encuentra en el extremo C-terminal. Este dominio contiene la región de 

activación funcional AF-2, necesaria para la interacción del receptor con 

co-reguladores de forma ligando-dependiente y la señal NLS2 (Weikum 

et al. 2017; Gomez-Sanchez y Gomez-Sanchez 2014; Farman y 

Rafestin-Oblin 2001). 

 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema de los dedos de Zinc característicos del dominio de unión al 

ADN (DBD) de GR y MR. Se indica la caja proximal (P) y la caja distal (D). Modificado de 

Claessens y Gewirth 2004. 
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GR y MR presentan una alta homología estructural que conlleva 

también homología funcional. La homología del LBD entre ambos 

receptores es de un 57%, lo que implica que pueden unir los mismos 

ligandos, aunque con distinta afinidad (Farman y Rafestin-Oblin 2001). 

Sobre todo, el DBD se encuentra altamente conservado en ambos 

receptores, con una identidad aminoacídica del 94%, que permite la unión 

de GR y MR a las mismas secuencias GREs y, teóricamente, la regulación 

de los mismos genes (Gomez-Sanchez y Gomez-Sanchez 2014; Farman y 

Rafestin-Oblin 2001). 

2.4 Mecanismos de regulación de la expresión génica 

Los receptores de la subfamilia de esteroides actúan como FT 

dependientes de ligando, y comparten un mecanismo general que consiste 

en la translocación al núcleo en respuesta a ligando para unirse con alta 

afinidad a determinadas secuencias en el ADN, regulando así la expresión 

génica. 

En ausencia de ligando, GR y MR se encuentran inactivos en el 

citoplasma en complejos multiproteína que incluyen chaperonas (Heat 

Shock Protein (HSP) 90) e inmunofilinas (FK506 binding protein; FKBP1 y 

FKBP52) (Figura 6; Weikum et al. 2017; Sacta et al. 2016; Gomez-Sanchez 

y Gomez-Sanchez 2014; Vandevyver et al. 2014; Kadmiel y Cidlowski 

2013). En respuesta a ligando, ambos receptores sufren modificaciones 

post-traduccionales que conllevan cambios conformacionales que resultan 

en su disociación de los complejos citoplásmicos y su translocación al 

núcleo, donde actúan como FT.  
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Figura 6. Esquema del mecanismo de regulación de la transcripción génica 

mediado por GR y MR. En ausencia de ligando, GR y MR se encuentran en el 

citoplasma formando complejos proteicos con Heat Shock Proteins (HSPs) y otras 

proteínas. Tras la unión a ligando, GR y MR translocan al núcleo para regular la 

transcripción mediante distintos mecanismos: el mecanismo de transactivación consiste 

en la unión directa de monómeros o dímeros GR/MR a secuencias específicas en el ADN 

(GC Response Elements, GREs); el mecanismo de transrepresión consiste en 

interacciones proteína-proteína entre GR/MR y otros FT (que incluyen NF-B/AP-1) 

mediante tethering, que modifican el resultado transcripcional. Modificado de Weikum 

et al. 2017. 

Una vez en el núcleo, GR y MR regulan la transcripción mediante 

distintos mecanismos, denominados clásicamente de transactivación y 

transrepresión (Figura 6; Vandewalle et al. 2018, Ramamoorthy y Cidlowski 

2016, Hübner et al. 2015). En líneas generales, los mecanismos son 

similares para GR y MR, aunque existen particularidades para cada uno de 

los receptores (Mifsud y Reul 2018). 

El mecanismo de transactivación requiere la unión directa del 

receptor al ADN, en forma de monómeros o dímeros, a una secuencia GRE 
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canónica que consiste en un palíndrome imperfecto (5’-AGA ACA nnn TGT 

TCT-3’). Los estudios de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP)-Seq para 

GR y MR han demostrado que las secuencias GRE se encuentran 

distribuidas a lo largo del genoma, y que no están necesariamente en la 

vecindad de las regiones proximales de sus genes diana (Van Weert et al. 

2017, Sacta et al. 2016, Billan et al. 2015, Ueda et al. 2014, Reddy et al. 

2009; Yick-Lun So et al. 2007). La transactivación implica a menudo la unión 

de los receptores a sitos denominados composite sites, que consisten en 

sitios GRE próximos a secuencias específicas para otros FT. Este es un 

mecanismo general que permite la inducción diferencial de genes diana de 

GCs de manera específica de tipo celular (De Bosscher y Haegeman 2009; 

Yick-Lun So et al. 2007). Tanto GR como MR pueden regular la 

transcripción uniéndose a un hexámero GRE (o halfsite) (Billan et al. 2015; 

Schiller et al. 2014; Uhlenhaut et al. 2013). 

Además, GR puede unirse a otro tipo de secuencias denominadas 

secuencias invertidas negativas IRnGREs (5’-CTCC(n)0-2 GGAGA-3’),  

para reprimir la expresión de algunos genes, mayoritariamente anti-

inflamatorios (Hua et al. 2016; Surjit et al. 2011). Este mecanismo es 

específico para GR. 

GR y MR también pueden regular la transcripción mediante el 

mecanismo denominado transrepresión, que implica la interferencia con 

otros FT vía tethering, mediante interacciones proteína-proteína. Este 

mecanismo no requiere la dimerización del receptor ni su unión a ADN 

(Figura 6). 

El mecanismo de transrepresión de GR ha sido ampliamente 

caracterizado, sobre todo por su implicación en el uso terapéutico de los 

GCs. De hecho la interacción de GR con los FT pro-inflamatorios Nuclear 

Factor-kappa B(NF-B) y Activator Protein 1 (AP-1), cuya función es 

mayoritariamente anti-inflamatoria, es responsable de muchas de las 
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acciones anti-inflamatorias de este receptor (Hübner et al. 2015; Ratman 

et al. 2013). Durante mucho tiempo se ha considerado que los mecanismos 

de transactivación y transrepresión podían asignarse a dominios específicos 

de GR, y por tanto se consideraba posible activar selectivamente las 

acciones anti-inflamatorias del receptor. Estas evidencias se basan casi en 

su totalidad en estudios con el mutante de GR A458T, teóricamente incapaz 

de dimerizar, y por tanto incapaz de unirse a secuencias GRE (Reichardt 

et al. 1998). Estos estudios condujeron a establecer un dogma que 

planteaba que la dimerización de GR era imprescindible para su unión a 

secuencias GRE. Utilizando un modelo de ratón knock-in que contenía la 

mutación A458T, se demostró que los GCs podían ejercer sus efectos anti-

inflamatorios exclusivamente mediante el mecanismo de transrepresión. 

Según este modelo, el mecanismo de transactivación (inhabilitado en los 

ratones A458T) no participaba en las acciones anti-inflamatorias de los 

GCs. Sin embargo, este dogma se ha rebatido recientemente al demostrar 

que el mutante A458T es capaz de formar dímeros, aunque con eficiencia 

reducida, en ciertos sitios GREs (Presman et al. 2014; De Bosscher y 

Haegeman 2009). Actualmente está ampliamente demostrado que el 

mecanismo de transactivación, vía GREs, también juega un papel anti-

inflamatorio relevante, induciendo la expresión de genes que actúan como 

importantes mediadores anti-inflamatorios como GC-induced leucine zipper 

(Gilz), MAPK phosphatase 1 (Mkp-1), o NF-Kappa-B Inhibitor aIkBa) 

(Uhlenhaut et al. 2013; Clark 2007; Newton y Holden 2007). 

En cuanto a MR, la mayoría de los estudios relativos a su mecanismo 

de acción se han centrado en la repuesta a aldosterona. MR se une 

principalmente como dímero a los elementos GRE (idénticos para GR y MR) 

presentes en los genes diana de este FT (Cole et al. 2015; Kuhn y Lombès 

2013). Se demostró que la capacidad de interacción de MR con el ADN 

disminuía en ratones con una mutación en el primer dedo de zinc del DBD 

de MR (MRC603S) (Cole et al. 2015; Fuller et al. 2019; Pearce 2001). La 
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información disponible acerca de la regulación genómica vía MR es muy 

limitada en comparación con GR. El análisis de unión de MR al ADN en 

células renales humanas tratadas con aldosterona mediante ChIP-Seq 

demostró que menos del 10% de los GRE/MRE (Mineralocortioid Response 

Element) contenían secuencias canónicas y que la mayoría de los 

GRE/MRE identificados eran half sites (Billan et al. 2015). En este estudio 

se identificó la unión de MR a regiones genómicas enriquecidas en 

secuencias de unión para los FT Forkhead box (FOX) y AP-1, sugiriendo 

que MR puede interactuar con estas regiones genómicas indirectamente a 

través de interacciones proteína-proteína o tethering (Figura 6; Billan et al. 

2015). También se ha descrito que en respuesta a aldosterona, MR también 

puede unirse directamente a una región del promotor del receptor del factor 

de crecimiento epidérmico (EGFR) que no contiene un GRE canónico (Van 

Weert et al. 2017; Grossmann et al. 2007).  

Aunque MR también interacciona físicamente con los FT NF-B y AP-

1 vía proteína-proteína, dicha interacción no da lugar siempre a acciones 

anti-inflamatorias sino que depende del contexto celular. En muchos tejidos 

donde la acción de aldosterona/MR es importante (riñón, corazón, y sistema 

vascular), esta interacción resulta en efectos pro-inflamatorios. De hecho, 

los antagonistas farmacológicos de MR se usan ampliamente en la clínica 

para combatir patologías renales y cardiovasculares (Jaisser y Farman 

2016). 

2.5 Acciones no genómicas de los GCs 

En el apartado anterior hemos descrito el mecanismo clásico, o 

acciones genómicas, de los receptores esteroides, actuando como FT; este 

proceso ocurre en cuestión de horas o días (Grbesa y Hakim 2017). Sin 

embargo, las hormonas esteroides, incluyendo los GCs, también ejercen 

otras acciones rápidas que ocurren en segundos o minutos, que no 

requieren la síntesis de proteína (Ramamoorthy y Cidlowsli 2016).  
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Dichas acciones rápidas no genómicas de los GCs ocurren 

independientemente de las transcripción génica e incluyen la interacción de 

una fracción minoritaria de GR localizado en la membrana (Stojadinovic et 

al. 2013; Ayroldi et al. 2012) con la subunidad reguladora del complejo PI3K 

(p85a), que modula la actividad de la quinasa AKT, crítica para la 

proliferación y supervivencia celular (Figura 7; Desmet y De Bosscher 2017; 

Ramamoorthy y Cidlowski 2016). Dicha interacción se ha descrito tanto en 

líneas de queratinocitos como en piel de ratón, habiéndose demostrado que 

la interferencia negativa GR/PI3K/AKT contribuye a las acciones 

antitumorales de los GCs en este tejido (Leis et al. 2004). Por tanto, la 

rápida señalización no genómica agrega mayor complejidad y diversidad a 

las acciones biológicas de los GCs. 

Se ha descrito que muchos de los efectos antiinflamatorios de los 

GCs implican su interferencia directa o indirecta con la vía de señalización 

de Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPKs) (Ramamoorthy y Cidlowski 

2016; Ayroldi et al. 2012). En mamíferos, hay tres familias de MAPKs bien 

caracterizadas: Extracellular Signal-Regulated Kinase (ERK), c-Jun N-

terminal kinases (JNK) y p38 MAPK (Samarasinghe et al. 2012; Clark y 

Lasa 2003). Las interacciones entre GCs y la vía de las MAPK involucran 

mecanismos genómicos y no genómicos, y ocurren en muchos puntos de 

las cascadas de señalización (Figura 7). Las acciones genómicas implican 

la inducción transcipcional vía GR de genes que regulan negativamente la 

vía de señalización de las MAPKs como son: Gilz, Mkp-1 y Annexin-1 (Anx-

1) (Ayroldi et al. 2012). Los efectos no genómicos incluyen la interacción de 

GR de membrana con miembros de la familia MAPK y modifica su actividad 

sin necesidad de regulación transcripcional (Nicolaides y Charmandari 2017; 

Ayroldi et al. 2012; Groeneweg et al. 2011). 
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Figura 7. Vías de señalización genómicas y no genómicas de los GCs para la 

regulación de quinasas MAPKs y AKT. A Acciones genómicas: los estímulos 

inflamatorios inducen la activación de las MAPK, y de las cascadas de señalización que 

conducen a la producción de mediadiores pro-inflamatorios. Los GCs, mediante un 

mecanismo genómico directo, inducen la expresión de GILZ, MKP-1 y Anx-1, que, a su 

vez, inhiben la activación de MAPK y AKT, evitando la producción de mediadores 

inflamatorios. B Acciones no genómicas: las acciones no genómicas de los GCs 

implican la interferencia de GR de membrana con proteínas de las vías de señalización 

MAPK y PI3K /AKT. Modificado de Nicolaides y Charmandari 2017; Ayroldi et al. 2012. 

Existen evidencias que demuestran que algunas de las acciones no 

genómicas de la aldosterona están mediadas por la activación de MR fuera 

del núcleo (Ruhs et al. 2017; Meinel et al. 2014). La localización de MR en 

de la membrana plasmática se ha descrito en numeroso estudios (Ashton 

et al. 2015; Coutinho et al. 2014; Callera et al. 2011; Grossmann et al. 

2010). En membrana, MR parece estar asociado a caveolina y estriatina 

(Ashton et al. 2015; Coutinho et al. 2014), dando lugar a efectos no 

genómicos mediante la interacción con receptores tirosina-quinasa como 

EGFR, y receptores acoplados a proteínas G (Ruhs et al. 2017; Grossmann 

et al. 2010). 
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2.6 Formación de homodímeros y heterodímeros 

GR/MR 

La alta homología entre GR y MR indica que estas proteínas pueden 

formar distintas combinaciones diméricas, es decir,  homodímeros (GR-GR 

o MR-MR), y heterodímeros GR-MR (Gomez-Sanchez y Gomez-Sanchez 

2014; Kadmiel y Cidlowski 2013). Mientras que se ha demostrado la 

existencia de homodímeros, sin embargo, la presencia de heterodímeros 

tan solo se ha descrito en estudios puntuales  in vitro (Annelies et al. 2013; 

Datson et al. 2011; Nishi et al. 2004; Savory et al. 2001; Liu et al. 1995; 

Trapp et al. 1994) y recientemente in vivo (Figura 6; Pooley et al. 2020; 

Mifsud y Reul 2016). 

Durante mucho tiempo se ha asumido que dado que GR y MR son 

capaces de unirse a las mismas secuencias GRE, y comparten muchas 

proteínas co-reguladoras, la actividad transcripcional de los distintos 

dímeros sería equivalente. Sin embargo, estudios recientes han demostrado 

que, tanto los homodímeros como los heterodímeros reconocen distintas 

secuencias reguladoras de forma selectiva, lo que da lugar a distinto 

impacto transcripcional dependiendo de los dímeros implicados (Mifsud y 

Reul 2018; Mifsud y Reul 2016). Utilizando el hipocampo de ratas sometidas 

a estrés, se demostró que GR y MR pueden interactuar como homo- o 

hetero-dímeros para regular la expresión de Fkbp51; sin embargo, la 

regulación de otros genes como por ejemplo, Serum- and glucocorticoid-

inducible kinase 1, Sgk1 dependía de la formación de homodímeros, 

indicando que existen mecanismos de regulación diferencial y específicos 

para cada gen (Mifsud y Reul 2018; Mifsud y Reul 2016). Otro estudio 

reciente en células de neuroblastoma propone que la interacción MR-GR 

puede ocurrir por un mecanismo que no implica heterodimerización sino 

interacción de MR vía tethering con GR (Rivers et al. 2019). Dicha 

interacción, que no necesita la unión de MR al ADN, es capaz de aumentar 
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la magnitud y la sensibilidad de las respuestas transcripcionales mediadas 

por GR en el caso de los genes Dopa decarboxylase (Ddc) y Synaptotagmin 

II (Syt2). 

Por tanto, en tejidos donde se co-expresan ambos receptores, es 

importante saber la composición de los distintos dímeros GR/MR y la 

cinética de activación para entender las acciones conjuntas de de estos FT 

en respuesta a ligando (Oakley y Cidlowski 2015; Gomez-Sanchez y 

Gomez-Sanchez 2014; Farman y Rafestin-Oblin 2001). 

3. La piel: estructura, función, y patologías 

La piel, es el órgano vital más externo y extenso del cuerpo,  que 

actúa como barrera entre el individuo y su entorno, proporcionando 

percepción sensorial, termorregulación y protección contra la 

deshidratación, infección y estrés mecánico (Dąbrowska et al. 2018). 

La piel está dividida en tres compartimentos, la epidermis, la dermis y 

el tejido adiposo subcutáneo o dermal White Adipose Tissue (dWAT), que 

contienen principalmente queratinocitos, fibroblastos, y adipocitos, 

respectivamente (Figura 9). También existen otros tipos celulares cuya 

función es importante para este órgano, y que incluyen células del sistema 

nervioso periférico, células endoteliales de los vasos sanguíneos, células 

del sistema inmune innato y adaptativo, y melanocitos (Schneider 2012; 

Watt 2014). 

Nuestro trabajo se centra en el estudio de la epidermis, que es un 

epitelio pluriestratificado, diferenciado, y queratinizado (Segre 2006). La 

epidermis es la capa más superficial y proporciona la barrera física y 

permeable a la piel, esencial tanto para la supervivencia como para la 

adaptación al entorno. La epidermis es la capa más superficial de la piel y 

biológicamente activa, ya que se regenera continuamente mediante la 

diferenciación terminal de los queratinocitos, que se desprenden y son 



Introducción 

 

 
22 

sustituidos por queratinocitos basales. El proceso de formación de la 

epidermis, que ocurre durante la etapa embrionaria, o en respuesta a daño 

(herida), está altamente organizado, tanto en el espacio como en el tiempo 

(Proksch et al. 2006). 

Los queratinocitos proliferan en la capa basal de la epidermis, migran 

hacia capas suprabasales a medida que se diferencian, y en las capas más 

externas pierden su núcleo en un proceso de muerte celular programada 

para formar el estrato corneo, constituido por células muertas que se 

descaman continuamente y que depositan queratinas y lípidos que 

confieren la función de barrera a este tejido (Figura 8). La epidermis también 

incluye otras estructuras que tienen origen epitelial, como son los folículos 

pilosos, las glándulas sebáceas, y las glándulas sudoríparas (Wong et al. 

2016). 

 

Figura 8. Esquema de la piel y de la compartimentalización de la epidermis. A La 

piel está formada por 3 compartimentos: epidermis, dermis y tejido adiposo subcutáneo o 

dermal White Adipose Tissue (dWAT). B En la epidermis, los queratinocitos proliferan en 

la capa basal de la epidermis (queratina (K)5 y K14), después migran hacia las capas 

suprabasales y se diferencian de forma progresiva (K1, K10, loricrina (LOR), filagrina 

(FIL), e involucrina (INV)) hasta llegar al estrato córneo donde pierden su núcleo y 

producen queratinas y lípidos que confieren a la piel la función de barrera. 

La proliferación celular, diferenciación y muerte celular son procesos 

que ocurren de forma coordinada, y se caracterizan por la expresión de 

proteínas específicas (Figura 8); la expresión ectópica de estos marcadores 

indica procesos patológicos (Proksch et al. 2006). En concreto, las 

queratinas (K)5 y K14 son las proteínas mayoritarias en los queratinocitos 
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basales proliferativos (Watt 2014; Fuchs y Horsley 2008); K1 y K10 son las 

primeras proteínas expresadas durante la cornificación (Candi et al. 2005), y 

en el estrato córneo predominan proteínas estructurales como loricrina 

(LOR), filagrina (FIL)  e  involucrina (INV), entre otras (Pastar et al. 2014; 

Pérez 2011). En la epidermis existe un gradiente de calcio que determina la 

diferenciación terminal de los queratinocitos; muchas de las proteínas que 

median este proceso son proteasas y anti-proteasas dependientes de calcio 

(Elsholz et al. 2014; Cornelissen et al. 2007). Además, la epidermis se 

rejuvenece constantemente, en un proceso de homeostasis, donde la tasa 

de proliferación de queratinocitos en la capa basal se equilibra con la 

descamación de queratinocitos terminales en el estrato córneo (Candi et al. 

2005). 

3.1 El papel de los GCs en la fisiopatología de la piel 

3.1.1 Los GCs en el desarrollo de la piel 

La piel requiere GCs para su desarrollo normal. Se ha demostrado 

que la administración de GCs a roedores gestantes acelera la formación del 

estrato córneo en los embriones en desarrollo, con aumento de la 

deposición de lípidos (Hanley et al. 1998; Aszterbaum et al. 1993). Nuestro 

grupo y otros han demostrado que la expresión de GR en la piel es crucial 

para la competencia de la barrera epidérmica y homeostasis de este tejido 

(Sevilla y Pérez 2018a). Sin embargo, aunque la expresión de MR se 

describió inicialmente en la epidermis, los folículos pilosos, las glándulas 

sebáceas, y las glándulas sudoríparas (Jaisser y Farman 2016), su función 

en la piel se desconocía en gran medida hasta hace poco. La generación de 

ratones con pérdida completa de función de GR o MR ha contribuido a 

entender las funciones relativas de GR y MR en la fisiopatología de la piel. 

Los ratones con inactivación generalizada de GR (GR
-/-

), generados 

por el grupo del Prof. Schütz, morían perinatalmente por un fallo respiratorio 
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causado por una falta de desarrollo terminal de los bronquios y los alveolos 

pulmonares; además, presentaban alteraciones en el eje HPA, con niveles 

altos de ACTH y corticosterona (Cole et al. 1995). La caracterización de las 

alteraciones cutáneas de ratones GR
-/-

 a edad embrionaria (E)16.5 y E18.5 

demostró una piel frágil e inmadura, con expresión anormal de K5 en las 

capas suprabasales, estratificación epidérmica incompleta, y una mayor 

tasa de apoptosis de queratinocitos (Pérez 2011; Bayo et al. 2008). La piel 

de embriones GR
-/-

 presentaba una diferenciación epidérmica defectuosa 

con niveles casi indetectables de FIL, LOR e INV, resultando en una falta de 

estrato córneo, y por tanto en una función de barrera comprometida (Sevilla 

y Pérez 2018a; Pérez 2011). El cultivo de queratinocitos primarios de ratón 

GR
-/-

 mostró un aumento de su tasa de proliferación, acorde con el papel 

anti-proliferativo de GR en queratinocitos (Bayo et al. 2008).  

El estudio transcriptómico  comparativo de la piel de embriones GR
-/-

 

(E18.5) identificó 442 genes expresados de manera diferencial, con una 

sobrerepresentación de genes del complejo de diferenciación epidérmica 

respecto a los controles(Sevilla et al. 2010). La piel de ratones GR
-/-

 mostró 

una reducción en la expresión de genes de diferenciación tardía (Small 

proline-rich protein (Sprr) y corneodesmosin (Cdsn)), y aumento de genes 

de diferenciación temprana (E74-like factor 5 (Elf5) y Krt77),  consistente 

con el fenotipo de diferenciación epidérmica defectuosa. 

Por otro lado, los ratones MR
-/-

, también generados por el grupo del 

Prof. Schütz,  morían a día post-natal  (P)7-10 debido a fallos renales, 

hipertensión y deshidratación (Boix et al. 2016a, Berger et al. 1998). La 

letalidad perinatal de los ratones MR
-/- 

podía rescatarse mediante la 

administración de NaCl y, además, el tratamiento perinatal con GCs 

sintéticos prolongaba su supervivencia, indicando que, en ciertas 

circunstancias, GR puede sustituir parcialmente a MR (Berger et al. 2000; 

Bleich et al. 1999).  
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La caracterización de ratones MR
-/-

 a E17.5 mostró que la pérdida 

funcional total de MR se traduce en alteraciones cutáneas leves, con 

hiperplasia y expresión anormal de K5, K10 y LOR; defectos menores que 

se resolvían a P0-P4 (Boix et al. 2016a). Además, la expresión de MR 

alcanzaba un pico transitorio a E16.5, disminuyendo posteriormente hasta 

niveles muy bajos en edad post-natal (Boix et al. 2016a). La expresión de 

GR era constante durante el desarrollo, lo que sustentaba el papel 

transitorio de los complejos GC-MR en la maduración epidérmica. 

Hasta la fecha no se ha realizado ningún estudio transcriptómico de la 

piel de los animales MR
-/-

. Sin embargo, el análisis de la expresión del gen 

de la subunidad-del canal de sodio epitelial sensible a la amilorida, 

ENaC/Scnn1necesario para la correcta homeostasis epidérmica (Boix 

et al. 2016a) no mostró cambios  en su expresión (de forma similar a lo 

descrito en riñón y colon de ratones MR
-/-

 recién nacidos; Berger et al. 

1998). Aunque la expresión de Nr3c1 tampoco se vio alterada por la 

ausencia de MR, el fenotipo cutáneo leve de los ratones MR
-/-

, a diferencia 

del fenotipo severo de los ratones GR
-/-

, sugiere que en ausencia de MR, 

GR podría ejercer compensación funcional en este tejido (Boix et al. 2016a; 

Pérez 2011). 

La comparativa de los ratones GR
-/-

 y MR
-/-

 muestra que, ambos 

receptores desempeñan un papel en el desarrollo cutáneo, aunque GR 

juega un papel central, mientras que MR tiene una menor contribución en 

este proceso. Debido a que el fenotipo cutáneo de los ratones GR
-/- 

y MR
-/-

 

puede reflejar alteraciones sistémicas, es necesario abordar la función 

específica de GR o MR en piel utilizando modelos knock-out específicos de 

tejido. Para ello se generaron dos modelos con inactivación de GR 

específico de epidermis (GR epidermal knock-out, GR
EKO

) o de MR (MR 

epidermal knock-out, MR
EKO

) que han permitido analizar la función de cada 

uno de los receptores en el compartimento epitelial durante el desarrollo y 

edad adulta (ver apartado 4.2 y 4.3). 
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3.1.2 Los GCs en el envejecimiento cutáneo 

cronológico 

 
El envejecimiento fisiológico está descrito como un proceso biológico 

tiempo-dependiente que conlleva cambios en la estructura y función de 

todos los tejidos que conforman el organismo (Campisi 2013). En la piel, el 

envejecimiento se ve reflejado por una atrofia cutánea (Figura 9) que afecta 

a todos los compartimentos.  

La epidermis “adelgaza” durante el envejecimiento cronológico, 

debido a una disminución de la proliferación de los queratinocitos basales 

(Orioli y Dellambra 2018; Rittié y Fisher 2015). Además, la unión epidermis-

dermis se aplana dando lugar a unas papilas dérmicas más cortas (Rittié y 

Fisher 2015). Otras estructuras epidérmicas, como los folículos pilosos y las 

glándulas sebáceas, sufren una hinchazón que afecta a su arquitectura 

normal (Giangreco et al. 2008). Todo ello afecta a la función de barrera 

epidérmica. 

La dermis de individuos de avanza edad sufre una atrofia marcada 

por una reducción de su grosor debido un menor número de fibroblastos. 

Además, hay una pérdida de elasticidad del tejido conectivo dérmico, que 

correlaciona con una reducción y desorganización de los componentes 

principales de matriz extracelular (ECM) como el colágeno y otras fibras 

elásticas, proteoglicanos y glicosaminoglicanos (Naylor et al. 2011; 

Giangreco et al. 2008; Mine et al. 2008).  

El dWAT no solo participa en procesos metabólicos, sino que 

recientemente, se ha descrito que participa en la regulación del ciclo del 

pelo, y contribuye a la defensa antimicrobiana, curación de heridas y 

termogénesis (Chen et al. 2019b). La reducción del tejido adiposo dérmico o 

dWAT sugiere que las células precursoras de los adipocitos pueden perder 
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actividad con la edad (Rivera-Gonzalez et al. 2014; Wang et al. 2013; 

Cartwright et al. 2010; Schipper et al. 2008). 

Figura 9. Esquema del proceso de envejecimiento cutáneo cronológico. En edades 

avanzadas, todos los compartimentos de la piel reducen su grosor: la epidermis (con 

menor contenido en queratinocitos), la dermis (menor cantidad de fibroblastos y de 

contenido de la ECM), y el dWAT se reducen. Modificado de Orioli y Dellambra 2018. 

 

El envejecimiento intrínseco o cronológico conlleva consecuencias 

funcionales como pérdida  de elasticidad y homeostasis cutánea que 

incrementan la fragilidad de la piel haciéndola más susceptible a inflamación 

y a un retraso en el cierre de herida (Mine et al. 2008). Las principales 

causas del envejecimiento cutáneo son estrés oxidativo, inflamación crónica 

de bajo grado,  y cambios metabólicos que incluyen la desregulación 

hormonal (Rivera-Gonzalez et al. 2014).  

Como hemos comentado en el apartado 1.2, la piel es capaz de 

controlar la biodisponibilidad de los GCs. De hecho, el aumento de GCs 

locales durante el envejecimiento en piel humana o de ratón correlaciona 

con el aumento del enzima Hsd111 (Tiganescu et al. 2018; Tiganescu 

et al. 2011). En estudios recientes se ha descrito que la inhibición 

farmacológica de Hsd111  en ratones mejora los signos de  envejecimiento 
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cutáneo y, consistentemente, el ratón Hsd111 KO está parcialmente 

protegido frente a este proceso (Terao et al. 2014; Tiganescu et al. 2013). 

3.1.3 Efectos adversos del uso farmacológico de los 

GCs en la piel 

Los GCs sintéticos se usan rutinariamente para el tratamiento de 

enfermedades inflamatorias de la piel, como la dermatitis atópica o la 

psoriasis. Sin embargo, los beneficios terapéuticos de los GCs están 

limitados por los efectos secundarios adversos en tratamientos con altas 

dosis o aplicación continuada (Kadmiel y Cidlowski 2013; Schoepe et al. 

2006; Schäcke et al. 2002). La atrofia de la piel, el retraso en la cicatrización 

de herida, y la mayor susceptibilidad a infecciones, son los principales 

efectos adversos asociados al exceso de GCs en la piel (Ramamoorthy y 

Cidlowski 2016). Estos efectos adversos también suceden en los pacientes 

con síndrome de Cushing, y asimismo, son muy similares a las alteraciones 

que ocurren durante el envejecimiento cutáneo cronológico (Ferraù y 

Korbonits 2015). 

La atrofia cutánea provocada por el exceso de GCs conduce a un 

adelgazamiento dérmico y epidérmico en humanos (Stratakis 2016; Korting 

et al. 2002) y roedores (Boix et al. 2016b; Faergemann et al. 2002). El 

contenido de colágeno dérmico en piel humana disminuye después del 

tratamiento tópico y sistémico con GCs (Henge et al. 2006), y da lugar a un 

aumento en la transparencia de la piel que adquiere una consistencia similar 

al papel de seda, aumento de la fragilidad, desgarros y hematomas, 

aumento de la pérdida de agua transepidérmica, cicatrización deficiente de 

la herida y un mayor riesgo de infección (Schoepe et al. 2006). En roedores 

los GCs sistémicos y tópicos provocan atrofia cutánea (Oishi et al. 2002). 

Se sabe que los desequilibrios en los niveles de GCs endógenos 

(sistémicos o locales), alteran la cicatrización de la herida cutánea (Pastar 
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et al. 2014; Youm et al. 2013; Stojadinovic et al. 2007; Werner y Grose 

2003), y en casos más graves, como en los pacientes diabéticos, causan 

heridas crónicas y úlceras que no curan. Este retraso se debe a las 

acciones anti-proliferativas y anti-inflamatorias  excesivas de los GCs, que 

reducen la expresión de factores de crecimiento y citoquinas necesarias 

para la proliferación y migración de los queratinocitos (re-epitelización), 

necesarias para la reparación de la barrera cutánea (Pastar et al. 2014; 

Werner y Grose 2003). Nuestro grupo demostró que los ratones 

transgénicos con sobreexpresión de GR en queratinocitos presentaban un 

retraso en la cicatrización cutánea similar al inducido por el tratamiento con 

GCs inyectados, indicando que el exceso de GR específico de epidermis es 

suficiente para interferir con este proceso (Sanchis et al. 2012). 

3.2 Patologías inflamatorias  

La psoriasis y la dermatitis atópica (AD) son las dos enfermedades 

inflamatorias crónicas  más comunes de la piel, y afectan entre un 0.1-3% y 

2-20% de la población mundial, respectivamente (Furue y Kadono 2017). 

Ambas enfermedades se caracterizan por la afectación de la función de 

barrera epidérmica, causando la activación de distintas vías pro-

inflamatorias (NF-B, AP-1, Signal Transducer and Activator of Transcription 

3 (STAT3), entre otras), y la producción de citoquinas pro-inflamatorias 

como Tumor Necrosis Factor  (TNF-), e Interleukin (lL)-1, que contribuyen 

a la hiperplasia epidérmica, inflamación sistémica y respuesta autoinmune 

(Segre 2006). Cabe destacar que las metaloproteinasas (MMPs), enzimas 

proteolíticas que degradan todos los componentes de ECM, juegan un papel 

importante en la regulación de las citoquinas y sus receptores específicos 

(Manicone y McGuire 2008). 
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3.2.1 La psoriasis 

La psoriasis es una enfermedad recurrente que se caracteriza por la 

aparición de lesiones a cualquier edad, aunque en el 75% de los casos los 

pacientes tienen más de 40 años. Si bien existen un amplio rango de 

variantes clínicas, la psoriasis más común es la psoriasis vulgaris que se 

caracteriza por la formación de placas escamosas y eritematosas, de 

tamaño variable, frecuentemente ubicadas en el cuero cabelludo, la zona 

inferior de la espalda, la región umbilical, la hendidura intergluteal, las 

rodillas y los codos (Figura 10; Uva et al. 2012). Muchos de los pacientes 

padecen además co-morbilidades asociadas a la psoriasis que incluyen, 

síndrome metabólico, hipertensión, obesidad, depresión, enfermedad 

inflamatoria intestinal y artritis, empeorando así su calidad de vida (Furue y 

Kadono 2017; Johnson-huang et al. 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Fotografías de pacientes con psoriasis o dermatitis atópica (AD). Se 

muestran las manifestaciones clínicas más comunes de ambas enfermedades 

inflamatorias crónicas, eritema y descamación. Modificado de Furue y Kadono 2017. 

El análisis histopatológico de las lesiones psoriáticas  (Figura 11) 

muestra hiperplasia epidérmica, engrosamiento del estrato córneo o 

hiperqueratosis, ausencia de la capa granular epidérmica, elongamiento de 

las crestas interpapilares, alteraciones en la diferenciación epidérmica y 
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paraqueratosis; y por último infiltraciones de neutrófilos en la epidermis y la 

formación de microabscesos de Munro (Guttman-Yassky et al. 2011; 

Wagner et al. 2010).  

 

Figura 11. Tinción hematoxilina/eosina de piel humana de sujetos sanos y de 

pacientes con psoriasis o dermatitis atópica (AD). La epidermis de pacientes con 

psoriasis y AD presenta hiperplasia e hiperqueratosis. Los pacientes con AD presentan 

ortoqueratosis y un estrato granular visible. En cambio, los pacientes con psoriasis 

presentan paraqueratosis y carecen de estrato granular. Modificado de Guttman-Yassky 

et al. 2011. 

Numerosos estudios demuestran que la etiología de la psoriasis 

reside tanto en alteraciones en el componente inmune, como en el 

componente epitelial (queratinocitos) (Albanesi et al. 2018).  

Se ha demostrado que la población de células T desempeña un papel 

principal en la psoriasis, ya que su reducción se asoció con una mejora de 

los síntomas de la enfermedad (Kim y Krueger 2017). Las células T más 

relevantes en psoriasis incluyen varios tipos de células T helper, que se 

denominan según las citoquinas que producen: Th1, Th17, Th22, y 

regulatory T cells (Tregs).  
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Las células Th17 son activadas por IL1β, IL6, Transforming Growth 

Factor Beta 1 (TGF-β), e IL23, para dar lugar a la activación del eje 

IL23/Th17. Este eje está involucrado en la patogénesis de un elevado 

número de enfermedades inflamatorias que incluye artritis reumatoide, 

enfermedad inflamatoria intestinal y psoriasis (Cervantes-Durán et al. 2020; 

Han et al. 2012). Como resultado de la activación del eje IL23/Th17 se 

producen IL22 e IL17, potentes inductores de activación y reclutamiento de 

neutrófilos, en respuesta a patógenos bacterianos y fúngicos (Johnson-

Huang et al. 2012; Wolk et al. 2006). Asimismo, se ha detectado un 

aumento en la expresión de  genes asociados con la inmunidad adaptativa e 

innata, como las β-defensinas; la activación de la vía de señalización de 

TNF-α, STAT3, C-JUN /JUNB y lipocalina (Lnc2) también es característica 

de las lesiones psoriáticas (Abdel Hay et al. 2019; Johnson-Huang et al. 

2012; Wagner et al. 2010). 

Las alteraciones de las células Tregs también forman parte del 

componente inmune de la enfermedad (Soler y McCormick 2011). En 

condiciones fisiológicas, las Tregs suprimen la inflamación, pero en 

pacientes con psoriasis, pueden diferenciarse hacia Tregs que expresan 

IL17, lo que potencialmente perpetúa el proceso inflamatorio que caracteriza 

la enfermedad (Bettini y Vignali 2009; Sugiyama et al. 2005).  

En pacientes con lesiones psoriáticas, las alteraciones epiteliales 

incluyen la sobreexpresión de proteínas del complejo de diferenciación 

epidérmico S100 calcium binding protein (S100) A8/9, y SPRRs. La 

sobreexpresión de estas moléculas también se ha descrito en diversos 

modelos de ratón transgénico con una barrera epidérmica deficiente, y se 

considera una respuesta a estrés (Sevilla et al. 2013). 

La etiología exacta de la psoriasis todavía no está bien establecida 

pero se ha demostrado que esta enfermedad puede ser desencadenada o 
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exacerbada por factores ambientales. Estos factores incluyen el tabaco, el 

alcohol, la obesidad, infecciones y estrés (Kanemaru et al. 2015). 

3.2.1.1 Modelos murinos para el estudio de la 

psoriasis 

Los modelos animales de psoriasis incluyen el uso de ratones 

transgénicos con sobreexpresión o deficiencia de moléculas relevantes en 

la enfermedad, ratones humanizados, y protocolos experimentales para 

inducir lesiones psoriáticas en roedores (Figura 12; Nakajima y Sano 2018). 

 

Figura 12. Clasificación de los modelos de ratones existentes para el estudio de la 

psoriasis (Bochénska et al. 2017). 

La generación de ratones transgénicos ha hecho posible abordar 

numerosos modelos in vivo para el estudio de la psoriasis. Destacamos los 

modelos de sobreexpresión en epidermis de STAT3 y TGF-1, que dan 

lugar a un fenotipo “psoriático”, ya sea de forma espontáneo o inducida por 

daño (Sano et al. 2005; Li et al. 2004; Cui et al. 1995; Kane et al. 1990). El 

modelo KO condicional en epidermis de JunB/c-Jun también recapitulaba 
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las características de la psoriasis, demostrando el papel de AP-1 en la 

etiología de la enfermedad (Schonthaler et al. 2009; Zenz et al. 2005; Bartoli 

et al. 2003). 

El uso de ratones humanizados permite injertar la piel de pacientes 

en ratones inmunodeficientes, y estudiar la contribución de células inmunes 

al desarrollo y resolución de lesiones psoriáticas (Wrone y Nickoloff 1996). 

Los ratones xenotransplantados con piel psoriática humana mostraban 

todas las anomalías histológicas de la enfermedad y permitieron demostrar 

el papel crucial de las células T, ya que su inyección en la piel no lesionada 

xenotransplantada del mismo paciente podría inducir psoriasis. Sin 

embargo, estos modelos tienen desventajas prácticas, ya que el transplante 

debe ser rápido para evitar isquemia del injerto, requiere grandes piezas de 

piel, y en muchos casos es necesario el aislamiento y el trasplante 

simultáneo de las células T del donante. Además, estos modelos no 

permiten estudiar los efectos sistémicos de la psoriasis (Gudjonsson et al. 

2007; Boyman et al. 2004). 

Por último, cabe destacar la importancia del uso de modelos de 

ratones que se basan en la inducción de lesiones psoriáticas mediante la 

aplicación tópica o inyección intradermal de compuestos químicos, o la 

disrupción de la barrera epidérmica vía daño físico (Sano et al. 2005). Las 

ventajas de estos modelos inducibles se deben principalmente a su bajo 

coste, la rápida inducción de la inflamación de la piel y su facilidad de uso 

en comparación con otros tipos de modelos (Hawkes et al. 2018; Hawkes et 

al. 2017). El método inducible más utilizado en investigación es la aplicación 

tópica y repetida de imiquimod (IMQ), un agonista de TLR7 que induce un 

cuadro inflamatorio similar a la enfermedad humana y es considerado un 

modelo válido para su estudio (Van der Fits et al. 2009). En este trabajo 

hemos usado este modelo inducible, cuyo protocolo se específica en el 

apartado de Materiales y Métodos. 
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3.2.1.2 Los tratamientos de la psoriasis 

Aunque no existe una cura definitiva para la psoriasis, se utilizan una 

gran variedad de tratamientos para aliviar los síntomas según su severidad 

(Boehncke y Schön 2015). Dentro de los tratamientos tópicos, los GCs son 

los más usados como mono-terapia o en combinación con un tratamiento 

sistémico (Uva et al. 2012). La respuesta terapéutica a los GCs está 

mediada por sus efectos vasoconstrictores, anti-inflamatorios, e 

inmunosupresores (Menter et al. 2009). Los tratamientos sistémicos  se 

administran de forma oral o mediante inyección e incluyen, y consisten en 

terapias dirigidas a los mediadores inflamatorios mediante anticuerpos 

frente a receptores solubles de citoquinas y proteínas. Entre ellas, cabe 

destacar el uso de inhibidores para lL23 e IL17, citoquinas de la vía 

IL23/Th17 con un papel central en la inmunopatogénesis de la psoriasis 

(Ogawa et al. 2018; Abuhilal et al. 2016; Han et al. 2012).  

3.2.2 La dermatitis atópica (AD) 

La AD consiste en erupciones escamosas y pruriginosas con hiper-

reactividad a agentes ambientales que conforman un cuadro inflamatorio 

general que se denomina, marcha atópica (Figura 10; Furue y Kadono 2017; 

Spergel y Paller 2003). Aparece en etapas tempranas del recién nacido y 

puede resolverse en la edad adulta; sin embargo, los individuos pueden 

tener recidivas de la enfermedad (Nikolakis et al. 2016; Spergel y Paller 

2003). La severidad de la AD se incrementa al asociarse con otras 

enfermedades atópicas que incluyen alergias en los niños, que luego 

progresan en asma o rinitis alérgica en la adolescencia o en la edad adulta 

(Torres et al. 2019; Furue y Kadono 2017). Existen diversas complicaciones 

que se asocian frecuentemente a la AD, tanto sistémicas (obesidad, 

enfermedades cardiovasculares y enfermedades cerebrales y autoinmunes), 

como locales (oftalmológicas; cataratas, queratocono y el desprendimiento 

de retina) (Silverberg 2019; Furue y Kadono 2017). 
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Desde el punto de vista histológico la AD se caracteriza por 

hiperplasia epidérmica, hiperqueratosis, disminución de la capa granular, 

alteraciones en la diferenciación terminal de los queratinocitos, disminución 

en los niveles de lípidos y por último infiltrado inmunes de eosinófilos y 

mastocitos (Figura 11; Guttman-Yassky et al. 2011). 

La AD es considerada una enfermedad bifásica, donde se combinan 

acciones mediadas por las células T; en la fase aguda predominan las 

células Th2 mientras que la progresión y cronicidad de la enfermedad 

implican la co-activación de Th1, Th22 y Th17 (Figura 13; Furue y Kadono 

2017; Gittler et al. 2012). 

 

Figura 13. Mecanismos inmunes de inicio y progresión de la AD.  Las células 

dendríticas activadas estimulan a las células Th2 para que produzcan IL4, IL13 e IL31, 

induciendo alteraciones en la función de barrera. La transición del estado agudo (días 1 a 

3) al estado crónico (día 3 en adelante) está marcada por el reclutamiento células Th1, 

Th22 y Th17, que reclutan células inmunes circulantes a la epidermis, alterando la 

diferenciación de queratinocitos e induciendo engrosamiento epidérmico. Modificado de 

Guttman-Yassky et al. 2018. 

La AD también puede tener su origen en defectos epiteliales, como 

demostró un estudio clásico en el que se describe que la pérdida de función 
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de FIL era el factor influyente de la enfermedad (Elias y Schmuth 2009; 

Palmer et al. 2006).  

El tratamiento para la AD incluye agentes tópicos como los GCs para 

mejorar la función de barrera y la inflamación local. Sin embargo, estos 

tratamientos pueden resultar insuficientes en pacientes con AD moderada o 

grave, por lo que se están desarrollando tratamientos sistémicos que 

incluyen inhibidores para las citoquinas IL4/IL13 y IL22, así como también 

bloqueadores de IL17 y IL22/IL23 (Guttman-Yassky et al. 2018). 

4. Modelos animales para el estudio funcional de GR y MR 

en piel 

Los modelos animales para el estudio funcional de GR y MR en piel 

se han generado utilizando las secuencias reguladoras de K5, que dirige la 

expresión del transgén a la capa basal de la epidermis y apéndices 

epidérmicos (folículos pilosos y las glándulas sebáceas) a partir de E9.5, y 

durante toda la edad adulta (Ramírez et al. 1994). La  línea transgénica que 

contiene las secuencias reguladoras de K5 se ha utilizado con éxito en 

numerosos estudios ya que recapitulan el patrón de expresión espacio-

temporal del gen endógeno de K5 (Donet et al. 2008; Sainte Marie et al. 

2007; Pérez et al. 2001). A continuación describimos modelos transgénicos 

generados previamente con sobreexpresión o inactivación de GR/MR 

específica de epidermis. 

4.1. Ratones con sobreexpresión de GR o MR 

específica de epidermis: K5-GR y K5-MR 

Los ratones K5-GR (con sobreexpresión de GR de rata en epidermis 

y otros epitelios estratificados; Pérez et al. 2001)mostraron alteraciones en 

el desarrollo de la piel desde E16.5, caracterizada por hipoplasia epidérmica  

debida a una reducción drástica de queratinocitos proliferativos. Este 
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fenotipo correlaciona con los efectos anti-proliferativos de los tratamientos 

farmacológicos con GCs tanto in vitro como in vivo (Schäcke et al. 2002; 

Pérez et al. 2001). Además, la epidermis de ratones K5-GR sufría una 

diferenciación acelerada con una mayor expresión de LOR. Los ratones K5-

GR recién nacidos presentaron defectos epiteliales múltiples, incluyendo 

folículos pilosos anómalos y en menor número, y alteraciones en la cavidad 

oral y epitelios oculares (fenotipo de ojo abierto al nacer). En la edad adulta, 

los defectos epiteliales afectaron al folículo piloso, dientes, y glándulas 

secretoras (de párpado y sudoríparas, entre otras) (Cascallana et al. 2005; 

Pérez et al. 2001).   

La severidad de las anomalías epiteliales era dependiente de la dosis 

génica, de manera que las líneas transgénicas de heterocigotos 

presentaban un fenotipo atenuado respecto a las líneas homocigotas, que 

morían perinatalmente. Además, los ratones K5-GR adultos presentaron un 

retraso en el cierre de heridas, con una menor proliferación y migración de 

los queratinocitos (Sanchis et al. 2012). 

Los ratones K5-MR (con sobreexpresión de MR humano en epidermis 

y otros epitelios estratificados) morían en la etapa post-natal por causas 

desconocidas (Sainte Marie et al. 2007). El análisis de embriones K5-MR 

(E16.5 y E18.5) mostró un fenotipo de atrofia epidérmica, muy similar a la 

observada en individuos K5-GR, con un menor grosor epidérmico y menor 

densidad de folículos pilosos. En este caso, la hipoplasia epidérmica era 

debida a un aumento de apoptosis de los queratinocitos, y no a una menor 

tasa de proliferación. Los ratones K5-MR presentaron una diferenciación 

epidérmica acelerada, que se demostró con una mayor permeabilidad a la 

tinción con azul de toluidina. Los ratones K5-MR recién nacidos mostraban 

el fenotipo del ojo abierto al nacer (Sainte Marie et al. 2007). También se 

generaron ratones con sobreexpresión de MR utilizando una construcción 

inducible, para evitar la letalidad perinatal; estos ratones eran viables 

aunque presentaron anomalías en el ciclo de pelo y displasia en los 
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folículos, que derivaron en una alopecia progresiva con formación de 

quistes (Sainte Marie et al. 2007). 

Estos dos modelos transgénicos K5-GR y K5-MR presentan muchas 

similitudes, que incluyen atrofia epidérmica, anomalías en los folículos, y 

fenotipo de ojo abierto al nacer (Sainte Marie et al. 2007; Cascallana et al. 

2005); sin embargo, tan solo los ratones K5-GR mostraron alteraciones en 

otros derivados ectodérmicos, incluyendo los dientes y las glándulas 

exocrinas. Estas anomalías recapitulan los signos clínicos de la enfermedad 

humana denominada displasia ectodérmica hipohidrótica (Cascallana et al. 

2005). 

4.2 Ratones con inactivación de GR específica de 

epidermis (GR epidermal knock-out, GREKO) 

Los ratones con inactivación específica de GR en epidermis se 

generaron cruzando ratones K5-Cre con ratones GR
loxP/loxP

 (K5-

Cre//GR
loxP/loxP

), y nos referiremos a esta línea como ratones GR epidermal 

KO o GR
EKO 

(Sevilla et al. 2013). 

La piel de los ratones GR
EKO

 presentaba un fenotipo histológico 

durante el desarrollo y etapa perinatal, con aumento de la proliferación de 

los queratinocitos, diferenciación anormal de la epidermis, y fragilidad del 

estrato córneo, que daban lugar a un retraso en la formación de la barrera 

epidérmica. Estas características correlacionan con una menor expresión de 

los niveles de LOR, FIL y corneodesmosina en el estrato córneo, así como 

expresión anormal de K6 interfolicular, y alteraciones en los lípidos 

epidérmicos (Sevilla et al. 2013). La piel de embriones GR
EKO

, presentaba 

además infiltrados dérmicos de macrófagos y mastocitos, características 

propias de la AD, así como también una mayor actividad de STAT3, como 

en los pacientes con psoriasis (Guttman-Yassky et al. 2018; Sano et al. 

2005). También se detectaron alteraciones en genes implicados en la 
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respuesta inmune innata, en concreto sobreexpresión de S100a9, S100a8, 

yThymic stromal lymphopoietin (Tslp), genes con expresión elevada en 

lesiones de pacientes con psoriasis o AD (Kerkhoff et al. 2012). 

En la edad adulta, los ratones GR
EKO 

presentaron un fenotipo cutáneo 

leve con un ligero aumento de la proliferación respecto a los controles y 

expresión parcheada de FIL y LOR. Sin embargo, los ratones GR
EKO

 

presentaban una mayor susceptibilidad al tratamiento tópico con agentes 

pro-inflamatorios, como el detergente Sodium Dodecyl Sulfato (SDS) o el 

éster de forbol Phorbol ester 12-Myristate 13-Acetate (PMA). Estos 

tratamientos indujeron, en ambos casos, un aumento de la proliferación 

epidérmica y queratinización la piel de  los ratones GR
EKO

, así como un 

aumento en la expresión de marcadores inflamatorios, y una 

sobreactivación de las vías de señalización ERK y STAT3 (Sevilla et al. 

2013). Mientras que en ratones control, el tratamiento tópico prolongado con 

el GC sintético dexametasona (Dex) inhibió la proliferación de los 

queratinocitos, dicho tratamiento produjo tan solo un efecto residual en la 

epidermis de ratones GR
EKO

 demostrando que los efectos anti-proliferativos 

de los GCs en queratinocitos requieren GR (Sevilla et al. 2013). 

4.3 Ratones con inactivación de MR específica de 

epidermis (MR epidermal knock-out, MREKO) 

Los ratones con inactivación específica de MR en epidermis se 

generaron cruzando ratones K5-Cre con ratones MR
loxP/loxP 

(K5-

Cre//MR
loxP/loxP

); y nos referiremos a ellos como MR epidermal KO o MR
EKO 

(Boix et al. 2016b). 

Los ratones MR
EKO 

 no presentaron un fenotipo cutáneo evidente 

durante la etapa embrionaria y perinatal, sugiriendo que MR no desempeña 

un papel central en el desarrollo cutáneo (Boix et al. 2016b). 
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En edad adulta, la piel de los ratones MR
EKO

 mostró pequeños 

defectos respecto a los controles, incluyendo un aumento pequeño pero 

significativo del grosor epidérmico, con expresión anómala de K6, que 

correlacionaba con una mayor proliferación de los queratinocitos de la 

epidermis basal (Boix et al. 2016b). Aunque se ha descrito que MR también 

se expresa en glándulas sudoríparas (Tallec y Lombès 2005), la inactivación 

de MR epidérmico no alteró su funcionalidad, tal y como demuestra el test 

con iodo que reveló una correcta funcionalidad de los puntos de sudoración 

(Boix et al. 2016b). Sin embargo, los ratones MR
EKO

 mostraron mayor 

susceptibilidad a protocolos experimentales de hiperproliferación e 

inflamación. El tratamiento tópico con SDS o PMA, indujo mayor daño 

epitelial en MR
EKO

 que en los controles, con aumento del grosor epidérmico 

y de la proliferación de los queratinocitos, así como sobreactivación de 

STAT3 y niveles elevados de citoquinas  reguladas vía NF-B. Además, el 

tratamiento tópico prolongado con Dex en ratones MR
EKO 

también produjo 

una menor inhibición de la proliferación epidérmica respecto a los controles. 

Estos datos indican que MR, de manera análoga a GR, actúa como anti-

proliferativo y anti-inflamatorio en la piel en situaciones patológicas (Boix 

et al. 2016b; Sevilla et al. 2013). Por otro lado, la cicatrización cutánea en 

ratones MR
EKO

 fue anómala, en parte debido a un defecto autónomo en la 

migración de los queratinocitos deficientes en MR (Boix et al. 2016b). 

En resumen, el análisis conjunto de estos modelos transgénicos 

demuestra que GR tiene un papel crucial en la proliferación y diferenciación 

epidérmicas durante el desarrollo, mientras que MR tiene una menor 

contribución en este proceso. Sin embargo, en la edad adulta, ambos 

receptores juegan un papel en la respuesta a la hiperproliferación e 

inflamación cutáneas, y son necesarios para la respuesta óptima a GCs.  
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El objetivo global de esta tesis es esclarecer la contribución relativa 

de GR y MR en la fisiopatología  de la piel. Los objetivos concretos son: 

1. Generación de ratones con inactivación de GR y MR en la epidermis, que 

denominamos ratones GR/MR epidermal knock-out o Double Knock-

Out/DKO. 

1.1. Caracterización fenotípica de los ratones DKO durante el 

desarrollo. Comparativa del fenotipo entre CO, GR
EKO

, MR
EKO 

y 

DKO.     

1.2. Estudio de la respuesta de los ratones CO, GR
EKO

, MR
EKO 

y 

DKO a diversos protocolos de patología cutánea: inflamación aguda 

inducida por PMA y psoriasis inducida por imiquimod (IMQ). 

1.3  Análisis de los efectos terapéuticos de los GCs en los distintos 

modelos animales sujetos a protocolos de inflamación. 

2. Generación de queratinocitos inmortalizados DKO.  

2.1. Caracterización fenotípica de los queratinocitos DKO. 

Comparativa entre CO, GR
EKO

, MR
EKO 

y DKO.  

2.2 Evaluación de la contribución relativa de GR y MR a la 

respuesta transcripcional a GCs. 

3. Estudio de la contribución de MR en el envejecimiento cronológico 

cutáneo. 

3.1 Caracterización del fenotipo y alteraciones moleculares en la 

piel de ratones MR
EKO 

de 13 meses de edad.   

3.2 Análisis del cross-talk entre compartimentos de la piel.
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1. Experimentación animal 

1.1 Generación de las colonias de ratones 

transgénicos 

La experimentación animal, se ha llevado a cabo de acuerdo con la 

legislación española y europea vigente (Real Decreto 53/2013, BOE 34; y 

directiva 2010/63/UE), y todos los protocolos de trabajo han sido aprobados 

por el Comité Ético del Instituto de Biomedicina de Valencia (IBV-CSIC; 

proyectos SAF2014-59474-R y SAF2017-88046-R). Los animales fueron 

estabulados en jaulas convencionales en grupos de 3 a 6, y mantenidos en 

condiciones de temperatura, humedad y luz controladas (ciclos de 12 horas 

de luz).  

Para la obtención de ratones con inactivación conjunta de GR y MR 

específica de queratinocitos (K5-Cre//MR
loxP/loxP

//GR
loxP/loxP

, denominados 

doble KO o DKO), programamos cruces a partir de las líneas transgénicas 

previamente descritas (Sevilla et al. 2013; Boix et al. 2016b).   

La línea K5-Cre cedida por los doctores Ángel Ramírez y José Luis 

Jorcano, Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y 

Tecnológicas (CIEMAT, Madrid, Ramirez et al. 2004) contiene la 

recombinasa CRE bajo el control de las secuencias reguladoras de la K5 

bovina, capaces de dirigir su expresión a los queratinocitos de la capa basal 

de la epidermis y derivados epidérmicos (folículo piloso, glándulas 

sudoríparas y glándulas sebáceas). Las líneas GR
loxP/loxP 

(Tronche et al. 

1999)
 
y MR

loxP/loxP 
(Berger et al. 2006), ambas cedidas por el Profesor 

Günther Schütz, Centro Alemán de Investigaciones contra el Cáncer 

(Deutsches Krebsforschungszentrum, DKFZ, Heidelberg, Alemania), tienen 

el exón 3 de los genes Nr3c1 y Nr3c2, que codifican para GR y MR 

respectivamente, flanqueados por secuencias loxP. La recombinasa CRE 

reconoce las secuencias loxP, dando lugar a la deleción de la secuencia 
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K5-Cre

Alelo GR o MR wt

Alelo GR o MR loxP

Knock-out de GR o MR

que flanquea el exón 3, originando el corrimiento en la pauta de lectura y un 

codón de parada prematuro que tiene como consecuencia la ausencia de 

función de GR y/o MR (Figura 14). 

Las líneas KO individuales GR epidermal KO (K5-Cre//GR
loxP/loxP

, 

GR
EKO

; Sevilla et al. 2013) y MR epidermal KO (K5-Cre//MR
loxP/loxP

, MR
EKO

; 

Boix et al. 2016b) se generaron previamente en el laboratorio en un fondo 

híbrido C57BL/6J/DBA/2J (B6D2); su mantenimiento se realiza mediante 

cruces con ratones B6D2 obtenidos del proveedor autorizado (JanvierLabs, 

Francia). Todas las colonias transgénicas se mantienen de manera 

independiente. 

La programación rutinaria para la obtención de ratones CO y DKO se 

realizó mediante cruces de machos K5-Cre
+/-

//MR
loxP/loxP

//GR
loxP/loxP

 con 

hembras 0-Cre//MR
loxP/loxP

//GR
loxP/loxP

. Los ratones DKO eran viables y 

fértiles y no presentaban ninguna alteración macroscópica ni de 

comportamiento en comparación con los CO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Generación de ratones transgénicos con inactivación conjunta de GR y 

MR en epidermis (DKO). Esquema representativo de la generación de ratones GREKO o 

MREKO  mediante la acción de la recombinasa CRE bajo el control de secuencias 

reguladoras de la queratina (K)5. El exón 3 de GR y MR se encuentra flanqueado por 
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regiones loxP que, en presencia de CRE, es escindido para dar lugar a la inactivación de 

los genes correspondientes. Modificado de Boix et al. 2016b. 

 

En este trabajo hemos utilizado ratones de edad post-natal (P)0, P1, 

P3 y adulta (8 semanas; 2-, 6-, 11- y 13-meses de edad) de los genotipos 

indicados. Los experimentos se realizaron con hembras, excepto si se 

indica lo contrario, y utilizando en la medida de lo posible hermanas de 

camada para disminuir las diferencias debidas a la variabilidad del fondo 

genético.  

En algunos casos realizamos control del tapón vaginal para saber el 

día en el que el macho fecunda a la hembra. Tras 3 semanas después del 

nacimiento, los ratones se destetaron separando machos y hembras en 

jaulas distintas. A partir de las 6 semanas de edad, los ratones ya eran 

fértiles y se podían programar nuevos cruces. 

 

1.2 Identificación de los ratones transgénicos  

1.2.1 Obtención del ADN genómico 

Para poder identificar los ratones pertenecientes a cada genotipo, se 

extrajo el ADN genómico de biopsias de cola de ratón para la posterior 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR). El tejido se digirió en 50 l de 

una solución compuesta por Tris-HCl 1 M pH 8.0, NaCl 2.7 M, SDS 10%, 

proteinasa K 10 mg/ml y H2O miliQ estéril durante 3 h a 300 rpm y 55ºC en 

un termobloque Eppendorf. Transcurrido este tiempo, se diluyó en H2O 

miliQ estéril (150 l) y se inactivó la proteinasa K durante 10 min a 95ºC.  

Previamente a la PCR, se midió la concentración de ADN genómico 

en un equipo Nanodrop (Thermo Scientific), y su pureza con la ratio 

260/280. Para que la PCR funcionase correctamente, se diluyeron las 

muestras a una concentración de 10 ng/l. 
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1.2.2 Reacción en cadena de la polimerasa 

Una vez obtenido el ADN genómico, se amplificó mediante PCR y de 

manera independiente, el fragmento específico para Nr3c1/GR o para 

Nr3c2/MR mediante PCR utilizando los cebadores específicos. 

Para amplificar del gen Nr3c1/GR, se diluyeron 2.5 μl de ADN (10 

ng/μl) en una mezcla que contiene tampón de reacción sin MgCl2 1x 

(Biotools), 1.5 mM MgCl2 (Biotools), 0.25 mM de dNTPs (Thermo Scientific), 

0.31 mM de cada uno de los cebadores (Roche) y 0.5 unidades de 

polimerasa (Biotools) en un volumen final de 20 μl. 

La mezcla de la reacción para Nr3c2/MR  contenía 2 μl de ADN (10 

ng/μl), tampón de reacción sin MgCl2 1x, 2 mM MgCl2, 0.25 mM de dNTPs, 

0.25 mM de cada uno de los cebadores y 0.5 unidades de polimerasa en un 

volumen final de 20 μl. 

Cuando analizamos ratones antes del destete, realizamos una PCR 

utilizando cebadores específicos para el gen masculino Sry (Gubbay et al. 

1992; Koopman et al. 1991). Para la reacción se diluyeron 2.5 μl de ADN 

(10 ng/μl) en una mezcla con tampón de reacción sin MgCl2 1x, 2 mM de 

MgCl2, 0.2 mM de dNTPs, 0.25 mM de cada uno de los cebadores y 0.5 

unidades de polimerasa en un volumen final de 20 μl. 

Para el genotipado de los ratones K5-Cre se utilizaron 2 l de ADN 

(25 ng) y se diluyeron en una mezcla que contiene tampón de reacción sin 

MgCl2 1x, 2 mM MgCl2, 0.25 mM de dNTPs, una mezcla de los cebadores β-

globin-CRE F+R (10 M) y 0.5 unidades de polimerasa en un volumen final 

de 20 μl. 

Todas las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador 

Mastercycler (Eppendorf). La secuencia de los cebadores, así como las 

condiciones de las PCRs se detallan en la Tabla 1.  
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Gen Cebadores Secuencia oligonucleótidos Fragmentos (pb) Condiciones

MR MR_F CTGGAGATCTGAACTCCAGGCT 285 94ºC 1'

MR_RA CCTAGAGTTCCTGAGCTGCTGA 335 94ºC 1'

MR_RB TAGAAACACTTCGTAAAGTAGAGCT 390 63ºC 1'     x35

72ºC 1'
Berger et al.  

2006 72ºC 5'

GR GR1 GGCATGCACATTACTGGCCTTCT 225 94ºC 1'

GR4 GTGTAGCAGCCAGCTTACAGGA 275 94ºC 1'

GR8 CCTTCTCATTCCATGTCAGCATGT 390 55ºC 1'    x30

72ºC 1'
Tronche et al. 

1999 72ºC 5'

Sry Syr_F TGGGACTGGTGACAATTGTC 95ºC 4.5'

Syr_R GAGTACAGGTGTGCAGCTCT 95ºC 35''

50ºC 1'       x33

72ºC 1'
Lambert et al. 

2000 72ºC 5'

K5-Cre β-globin -CRE F AACATGCTTCATCGTCGG 94ºC 1'

β-globin -CRE R TTC GGA TCA TCA GCT ACA CC 95ºC 1'

57ºC 1'      x30

72ºC 2'
Ramírez et al. 

2004 72ºC 10'

402

419

Tabla 1. Condiciones del genotipado mediante PCR. Se especifican las secuencias de 

los oligonucleótidos utilizados, los tamaños de los fragmentos obtenidos para cada 

colonia transgénica, y las condiciones de amplificación. 

  

Los productos obtenidos se resolvieron mediante electroforesis en gel 

de agarosa (2%) que contenía 1.5 l de GelRed™ 10000x (Biotium), en 

tampón TAE 1x (40 mM Tris-acetato pH 8.3, 1 mM EDTA) durante 1h y 

15min a 80 V constantes con una fuente Power Pac 3000 (Bio-Rad). Para la 

visualización de los geles se usó un transiluminador de luz ultravioleta 

Ultima 16si Plus (Isogen). En el caso del gen Nr3c1/GR la combinación de 

los tres cebadores daba lugar a tres bandas correspondientes a los 

siguientes alelos: wild type de 220 pb, GR
loxP 

de 275 pb, y null de 390 pb, 

donde el exón 3 está eliminado (Figura 15, A izquierda). Para  Nr3c2/MR 

observamos las bandas wild type de 285 pb, MR
loxP 

de 335 pb, y null de 390 

pb (Figura 15, A derecha). La PCR con los cebadores específicos para el 

gen Sry o K5-Cre daba lugar a un único producto de 402 pb y 419 pb, 

respectivamente (Figura 15, B y C). 
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Figura 15. Imágenes representativas del genotipado de líneas transgénicas DKO. A 

Ejemplo de electroforesis en gel correspondiente a un genotipado de ratones de la 

colonia DKO mediante PCR con cebadores específicos para GR (izquierda) y para MR 

(derecha). B Electroforesis en gel correspondiente a un genotipado de ratones DKO P0 

para evaluar el género de cada una de ellos mediante PCR con cebadores específicos 

para Sry. C Electroforesis en gel correspondiente a un genotipado de ratones K5-Cre 

para detectar la presencia de la recombinasa mediante PCR con cebadores específicos 

Cre. 

1.3 Tratamientos tópicos 

48h antes de realizar un tratamiento tópico, se afeitó la región dorsal 

de los ratones con afeitadora especial para animales (Aesculap Isis, 

B.Braun) para evitar posibles interferencias con irritaciones y heridas. Los 

animales se afeitaron dejando una línea de pelo en el centro del lomo 

delimitando así dos zonas de tratamiento; la parte izquierda y la parte 

derecha. En todos los casos, en la parte izquierda se aplicó el vehículo y en 

la derecha el tratamiento específico. Para los tratamientos utilizamos 

ratones hembra y de edades comprendidas entre las 8 y 12 semanas, 
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cuando el folículo piloso está en la fase de descanso o telogen (Paus et al. 

1999). 

Los tratamientos tópicos (región dorsal u orejas) incluían: Dex (8 

g/200 l; 24 h, Sigma), PMA (8 μg/50 μl; 48 h en ambas orejas, Sigma), o 

vehículo (V, acetona, Merck). Cuando se realizaron tratamientos 

combinados, el lomo de los ratones se trató previamente con V o Dex (16 

g/200 l; 24 h), seguido de un tratamiento con PMA (8 g/200 l; 48 h). 

En los experimentos de inducción de psoriasis mediante IMQ se 

afeitó todo el lomo de los ratones machos, y se trató con vehículo (Vaselina, 

V, Fagron) o con 62.5 mg de Aldara® (5% IMQ, agonista de Toll-

Like Receptor 7 (TLR7) (Meda Pharma), durante 6 días consecutivos. 

Diariamente se realizó un estudio macroscópico para valorar eritema y 

descamación, otorgando a cada lesión cutánea una puntuación 0-5: 0, sin 

lesión; 1, leve; 2, moderada; 3, marcada; 4, alto; 5, muy alto. 

1.4 Recogida de muestras 

El sacrificio de los animales se realizó durante la mañana para no 

coincidir con el pico de expresión de corticoides (6-8 pm en roedores). En 

los experimentos indicados, los ratones fueron inyectados 

intraperitonealmente, 1 h antes del sacrificio, con una solución de 10 mg/ml 

de 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU) en suero salino estéril al 0.7% (10 mg de 

BrdU por Kg de peso del ratón. 

Los métodos de sacrificio animal utilizados en este trabajo son: asfixia 

por CO2 o dislocación cervical. Después del sacrificio, según se indica, se 

determinó el peso total del ratón, así como el peso de los depósitos 

adiposos intraabdominales (incluidas la grasa perigonadal, retroperitoneal, 

perirrenal y mesentérica). Posteriormente se recogió la piel (de oreja o de 

lomo) con ayuda de pinzas, tijeras y bisturí para su posterior fijación para el 

análisis histopatológico y/o almacenamiento a -80ºC para la futura 

extracción de ARN y/o proteínas. 
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1.4.1 Separación de epidermis, dermis y tejido 

adiposo 
 

 

Para poder evaluar la expresión a nivel de ARNm y de proteína de los 

distintos compartimentos de la piel, realizamos un protocolo de separación 

de epidermis, dermis y dWAT. Una vez recogida la piel, se estiró en una 

placa de Petri y con la ayuda de un bisturí, se recogió el tejido adiposo. 

Después, manteniendo la piel con la dermis en contacto con la placa, se 

hizo flotar en 1 mL de solución de tiocianato de amonio al 3.8% en tampón 

fosfato salino (PBS) 1x durante 10 min y a RT. A continuación, se separaron 

ambos compartimentos con ayuda de un bisturí. Antes de su congelación en 

N2 líquido, se lavaron las muestras de dermis y epidermis en PBS 1x y, en 

los casos que fue necesaria una posterior extracción de proteína, en una 

solución de 5 mM EDTA (ácido etilendiaminotetraacético, Biowest) en PBS 

1x. 

1.5. Medición de los niveles de corticosterona 

endógenos a partir de explantes de piel 

La determinación de los niveles de corticosterona endógenos se 

realizó en ratones hembras de 8 semanas y de 13 meses de edad CO y 

MR
EKO

. Los ratones se afeitaron post-mórtem y se recogió un explante de 

piel dorsal con ayuda de material quirúrgico. Cada trozo de piel se calcó en 

una hoja transparente para determinar, a posteriori, el área total de tejido 

recogido. Seguidamente, y en cabina estéril, se llevó cabo la desinfección 

de la piel con solución iodada y varios lavados con EtOH 70% (Panreac) y 

PBS 1x. Después la piel se troceó y se incubó en placas de 24 pocillos con 

Opti-MEM
TM 

I Reduced Serum Medium (ThermoFisher) durante 5 h a 37ºC. 

Tras la incubación se recogió el sobrenadante para la detección de los 

niveles de corticosterona endógenos mediante el kit DetectX Corticosterone 

Immunoassay (Arbor Assays), siguiendo las instrucciones del proveedor. 
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Finalmente, la cuantificación de la señal colorimétrica (450 nm) se llevó a 

cabo en el espectrofotómetro Wallac 1420 Victor
2
 Microplate Reader (Perkin 

Elmer). Los resultados están relativizados al área total del explante de piel 

recogido. 

2. Análisis histológico y técnicas de inmunodetección 

2.1 Procesamiento de las muestras  

Para el estudio histológico, la piel se fijó en paraformaldehído (PFA, 

Panreac) 4% durante 24 h, seguido de un lavado con EtOH 70% durante 24 

h más, o directamente en EtOH 70% durante 24 h. Después, las muestras 

se introdujeron en un procesador de tejidos STP 120; Myr (Micron) seguido 

de su procesamiento en una estación (EC-350; Myr, Micron) para su 

inclusión en parafina (Tabla 2). Después, se realizaron cortes seriados de 

las muestras (4 μm de grosor) en un micrótomo de rotación (HM-340E; 

Micron) y se adhirieron a portaobjetos tratados con poli-lisina (Thermo 

Scientific). 

Tabla 2. Programa de la procesadora de tejidos. 

 

 

2.2 Desparafinación e hidratación/deshidratación de 

las muestras 

Previamente a la realización de cualquier tinción o 

inmunohistoquímica, los portaobjetos con las muestras adheridas se 

Reactivo Tiempo (h)

Etanol 70% 1

Etanol I 95% 3

Etanol II 95% 1.5

Etanol I 100% 2

Etanol II 100% 6

Xilol I 1.5

Xilol II 2.5

Parafina I 2.5

Parafina II 2
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desparafinaron durante 30 min a 60ºC, seguido de dos pasos de xilol 

(Panreac) de 10 min cada uno, y se hidrataron en sucesivos pases en 

etanoles con concentraciones decrecientes (100%, 10 min; 90%, 10 min; 

70%, 10 min; 50%, 5 min) hasta finalizar con dos lavados de 5 min con 

H2Od. Tras la tinción o inmunodetección, se deshidrataron las muestras 

mediante su paso por etanoles crecientes (50%,1 min; 70%, 1 min; 90%, 2 

min; 100%, 10 min) y xilol durante 10 min. 

2.3 Tinción con Hematoxilina-Eosina (H&E)  

Después de la rehidratación, los cortes se tiñeron mediante inmersión 

seriada en hematoxilina de Harris (Panreac), el reactivo de fijación Bluing 

Reagent (Thermo Scientific), y eosina amarilla (Panreac). Finalmente, se 

deshidrataron y se montaron con una resina sintética DPX (De-Pex, BDH). 

Las preparaciones se analizaron y se fotografiaron en el microscopio de 

campo claro Leica DM1000, al que va acoplado una cámara Leica EC3 que 

permite el análisis de la imagen mediante el uso del software Leica LAS EZ  

(Leica Microsystems). 

2.4 Tinción con tricrómico de Masson 

Las muestras se sometieron en primer lugar a un proceso de 

desparafinación y rehidratación. Seguidamente, se sumergieron en una 

solución fresca de  hematoxilina férrica de Weigert (solución A: solución B, 

1:1, Sigma) durante 10 min y en oscuridad. Después se lavaron con 

abundante agua del grifo durante 10 min para eliminar por completo el 

exceso de hematoxilina. Posteriormente, las muestras se tiñeron con una 

solución de escarlata de Biebrich y fucsina ácida (Sigma) durante 15 min y 

al finalizar se lavaron con H2Od. Después, las muestras se sumergieron en 

una solución de ácido fosfomolíbdico y ácido fosfotúngstico (Sigma) en 

H2Od (1:1:2) durante 15 min. Al finalizar, se transfirieron directamente a una 

solución de azul de anilina (Sigma) durante 12 min, y se lavaron con H2Od 
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para eliminar el exceso (tres lavados de dos segundos). Para fijar la tinción, 

los portaobjetos se sumergieron en ácido acético 1% durante 1 min. 

Finalmente se deshidrataron y se montaron con DPX para el posterior 

análisis en el microscopio óptico de campo claro.   

2.5 Tinción azul de toluidina 

La detección de los mastocitos y macrófagos presentes en la dermis 

de los ratones de 13 meses de edad se llevó a cabo mediante la tinción con 

azul de toluidina.  Para ello, las muestras se rehidrataron y, posteriormente, 

se sumergieron en una solución al 0.1% de azul de toluidina durante 3 min. 

Finalmente, las muestras se deshidrataron y se montaron con DPX para el 

posterior análisis en el microscopio óptico de campo claro.   

2.6. Análisis inmunohistoquímico 

Después de la desparafinación y rehidratación de las muestras, estas 

se lavaron con H2Od, seguido del bloqueo de la actividad peroxidasa 

endógena con una mezcla que contiene MetOH (Panreac) y H2O2  en una 

proporción 29:1, durante 20 min y en oscuridad. Para las muestras fijadas 

en PFA 4%, y en primer lugar, se desenmascaró el antígeno con citrato 

sódico (10 mM, pH 6) a 95ºC en el baño de agua durante 20 min. Después 

se dejó enfriar 30 min y se lavó con H2Od (dos lavados de 5 min) para 

seguir con el bloqueo de la peroxidasa.  

A continuación, se lavaron las muestras con H2Od y se delimitó la 

muestra con un lápiz graso (Vector). Seguidamente, se bloquearon los sitios 

de unión inespecíficos durante 1 h en cámara oscura utilizando soluciones 

que contenían FBS o BSA, o leche en polvo, a distintas concentraciones, 

según las especificaciones de los anticuerpos. Después, añadimos el 

anticuerpo primario de interés, con la dilución indicada, y se incubó toda la 

noche a 4ºC en la cámara oscura (Tabla 3). Al día siguiente, se lavaron las 

muestras con tres lavados de 5 min de PBS 1x o de TBST 1x (tampón tris 
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salino (TBS) 1x y Tween-20 0.1%, Sigma) y se incubaron a RT durante 1 h 

con el anticuerpo secundario específico conjugado con biotina (Tabla 3).  

Tras lavar las muestras con PBS o TBST 1x (10 min cada lavado), se 

incubaron durante 30 min y a RT con el complejo avidina-biotina-peroxidasa 

(ABC Vectastain Elite, Vector Laboratories). Para revelar la reacción 

utilizamos el kit de diaminobenzidina como sustrato cromogénico para la 

peroxidasa (DAB, Vector Laboratories), siguiendo las recomendaciones 

técnicas del fabricante. El tiempo de revelado se estima observando la 

aparición de color utilizando microscopio óptico de campo claro; la reacción 

se para sumergiendo las muestras en H2Od. Finalmente, se contra-tiñó la 

señal con hematoxilina y se deshidrataron las muestras para el posterior 

montaje de los portaobjetos con DPX. Las preparaciones se analizaron y se 

fotografiaron mediante el sistema de microscopio de campo claro. 

Tabla 3. Anticuerpos, diluciones y fijaciones utilizadas para inmunohistoquímica. 

Anticuerpos primarios y secundarios específicos para inmunohistoquímica, fijación del 

tejido,  dilución, y casa comercial. 

 

 

Anticuerpo primario
Fijación 

del tejido
Dilución   Compañía

BrdU (1170376) EtOH 70% 1/100 Roche

CD3 (0452) EtOH 70% 1/200 Agilent

p-H2AX (20E3) EtOH 70% 1/50 Cell Signalling

HSD11B2 (sc-20176) EtOH 70% 1/500 Santa Cruz

K6 (PRB-169P) EtOH 70% 1/2000 Covance

Loricrina (PRB-145P) EtOH 70% 1/2000 Covance

Ly6G (551459) EtOH 70% 1/100 BD Pharmingen

p-p65-Nf-B (sc-372) EtOH 70% 1/100 Santa Cruz

p-ERK (Thr202/Tyr204) (# 4376) PFA 4% 1/100 Cell Signalling

p-p38 (#4631) PFA 4% 1/100 Cell Signalling

p-Smad2/3 (sc-11769-R) EtOH 70% 1/100 Santa Cruz

Anticuerpo secundario Dilución   Compañía

Anti-conejo biotinilado 1/1000 Jackson ImmunoResearch

Anti-ratón biotinilado  1/1000 Jackson ImmunoResearch

Anti-rata biotinilado 1/1000 Jackson ImmunoResearch
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2.7 Inmunohistoquímica anti-BrdU 

Para poder cuantificar el número de queratinocitos proliferativos en la 

capa basal de la epidermis, se llevó a cabo la inyección de BrdU seguida de 

inmunohistoquímica anti-BrdU. Los primeros pasos del protocolo son 

iguales a los descritos en el apartado 2.6 pero incluyen una inmersión de las 

muestras en HCl 1N a 37ºC en la estufa durante 40 min antes del bloqueo, 

lo que permite la desnaturalización del ADN. Seguidamente se lavaron las 

muestras cinco veces con PBS 1X  (10 min) y se prosiguió con el protocolo 

estandarizado de la inmunohistoquímica (apartado 2.6).  

2.8 Inmunofluorescencia 

Tras rehidratar las muestras, se bloqueó la actividad peroxidasa con 

una solución que contenía MetOH y H2O2  (29:1) durante 20 min y en la 

oscuridad. Seguidamente, se delimitaron las muestras con lápiz graso y se 

incubaron con una solución de bloqueo (suero de burro 5% en PBS) durante 

1 h en cámara oscura. Transcurrido este tiempo, se incubaron con el 

anticuerpo primario (ver tabla 3, K6) diluido en la solución de bloqueo toda 

la noche a 4ºC en cámara oscura.   

Al día siguiente se eliminó el exceso de anticuerpo primario 

realizando tres lavados de 5 min con PBS 1x y se incubaron las muestras 

con el anticuerpo secundario (Alexa fluor 555 anti-conejo, 1/1000, Life 

Technologies) y DAPI 1x, durante 1h a RT y en cámara oscura. Pasado este 

tiempo, el exceso de anticuerpo secundario se eliminó lavando varias veces 

con PBS 1x y una vez con H2Od. Después se montaron los portaobjetos con 

cubres utilizando el medio de montaje Mowiol (Calbiochem). Las muestras 

se visualizaron y fotografiaron en un microscopio vertical Leica DM RXA2 

acoplado a una cámara Leica DFC350 FX monocroma de alta sensibilidad 

utilizando el objetivo de 10x. 
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Original Escala de grises

A

Células Colágeno Blanco

B

2.9 Análisis morfométrico  

Para el análisis cuantitativo del grosor de la piel, edema de oreja, 

epidermis, dermis y tejido adiposo, se tomaron al menos cuatro 

microfotografías de cada sección de piel teñida con H&E, usando el 

microscopio de campo claro. A continuación, se tomaron al menos cinco 

medidas de cada imagen utilizando el software IMAGE J (NIH). Para ello, se 

siguió un método de randomización parcial, donde se excluyen las zonas 

alteradas (Boix et al. 2016b; Farman y Nguyen 2016). 

Para la cuantificación de la celularidad dérmica, se contaron todos los 

núcleos teñidos con hematoxilina en cada microfotografía a un aumento de 

20x. La cuantificación del número y tamaño de adipocitos, se hizo 

realizando microfotografías a 10x desde la región de la dermis reticular 

hasta el panículo carnoso. Después del contaje de adipocitos, estos se 

clasificaron en dos grupos de tamaño, mayor o menor que 3000 m
2
.  

En la cuantificación de la deposición de colágeno, cada 

microfotografía de la tinción con tricrómico se transformó a escala de grises 

y se segmentó manualmente para seleccionar el área ocupada 

específicamente por colágeno (Figura 16). Luego se determinó la densidad 

integrada de las fibras de colágeno (producto del área ocupada por el 

colágeno y la intensidad media del colágeno).    

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Ejemplo del método de 

cuantificación usado para medir 

de la densidad de las fibras de 

colágeno utilizando el software 

IMAGE J. A Transformación de la 

imagen a escala de grises. B 

Segmentación manual de las partes 

que conforman la imagen, para 

medir únicamente el colágeno. 
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La cuantificación de queratinocitos interfoliculares basales positivos 

para BrdU se realizó contando grupos de 100 núcleos teñidos con 

hematoxilina, e identificando los núcleos positivos BrdU (microscopio campo 

claro, aumento utilizado de 40x). Los datos se expresaron como porcentaje 

de células BrdU-positivo en relación con el número total de núcleos teñidos 

con hematoxilina.  

Para la cuantificación de las inmunohistoquímicas p-SMAD2/3 y CD3, 

así como la tinción azul de toluidina, cada célula positiva se contó en cuatro 

microfotografías por animal (aumento de 20x). Posteriormente, se calculó el 

porcentaje de células positivas en relación con el número total de núcleos 

teñidos con hematoxilina. 

3. Generación y caracterización de las líneas de 

queratinocitos inmortalizados 

3.1 Generación y mantenimiento de la línea de 

queratinocitos DKO 

Hemos llevado a cabo la inmortalización de queratinocitos 

epidérmicos primarios de ratón procedentes de ratones adultos DKO 

(Reichelt y Haase 2010), siguiendo el mismo protocolo usado para la 

generación y caracterización de las líneas inmortalizadas deficientes en GR 

(GR
EKO

; Sevilla et al. 2013), y MR (MR
EKO

; Boix et al. 2016b) (Figura 17). 

Utilizamos hembras de 8 semanas de edad que, tras el sacrificio, se 

afeitaron en la región dorsal, que se desinfectó mediante inmersión en 

solución iodada. Después comenzamos el proceso de separación de la 

epidermis. Para ello es necesario estirar la piel en una placa Petri para 

poder eliminar, con la ayuda de un bisturí, toda la grasa subcutánea. Se 

volteó la piel para poder añadir debajo de la dermis 1 ml de tripsina 0.25% 

(Sigma) durante toda la noche a 4ºC. Al día siguiente la epidermis se separó 
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fácilmente y se troceó en un medio de cultivo de queratinocitos para 

disgregarlos (Tabla 4). Después este medio se filtró utilizando filtros de 100 

m de diámetro, y se centrifugó durante 5 min a 1400 rpm. Paralelamente a 

este proceso, preparamos frascos T75, pre-tratados con colágeno I durante 

mínimo 1 h a 37ºC (Gibco), con fibroblastos 3T3 J2 (feeders) tratados con 

mitomicina C (Sigma) durante 2 h a 37ºC para inactivarlos mitóticamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Proceso de inmortalización de queratinocitos primarios de ratón. Tras el 

aislamiento de los queratinocitos epidérmicos, las células se cultivan a largo plazo en 

medio de cultivo para queratinocitos. En pocas semanas aparecen células senescentes y, 

finalmente, surgen pequeñas colonias que tienen un crecimiento más lento. Una vez se 

recupera la confluencia, las células se subcultivan y vuelven a llenar lentamente el frasco. 

Después de varios pases, las células se adaptan a las condiciones de cultivo y se 

subcultivan fácilmente manteniendo una morfología normal y siendo inmortales. 

Modificado de Hammiller et al. 2015. 

Los queratinocitos se añadieron a los fibroblastos y se cultivaron a 

32ºC, 5% de CO2, cambiando el medio cada 48 h. Durante los primeros 

pases se dejó que los frascos llegasen a subconfluencia y se dividían 1:1, 

de modo que muchos de los queratinocitos se morían por senescencia 

programada. Los que sobrevivían, adquirían mutaciones de forma 
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espontánea y se inmortalizaban (Figura 17). Para realizar un pase de 

queratinocitos, tratamos primero el frasco T75 con Versene (EDTA 0,02%) 

durante 5 min a 37ºC para eliminar los fibroblastos, y después con tripsina-

EDTA 1x durante 5 min a 37ºC para despegar los queratinocitos y 

resuspenderlos en medio de queratinocitos. Posteriormente, se contaron los 

queratinocitos mediante una cámara de Neubauer (Fisher), y se sembró la 

cantidad deseada en un frasco pre-tratado con colágeno y con fibroblastos 

inactivados con mitomicina C. 

Tabla 4. Composición del medio de cultivo para las líneas celulares de 

queratinocitos inmortalizados. Concentración de cada componente y casa comercial. 

 

Los fibroblastos se mantuvieron en un medio convencional (Tabla 5). 

Cuando se cultivaron de forma individual en frascos T75 y llegaron a 

confluencia, se despegaron usando  tripsina-EDTA 1x. 

Tabla 5. Composición del medio de cultivo para los fibroblastos 3T3 J2. 

Concentración de cada componente y casa comercial. 

 

3:1 DMEM (sin calcio)-Ham's F12 Thermo Fisher Scientific/Biowest

7,5% FBSi: Suero Fetal Bovino inactivado Biowest

0.35 mM CaCl2 Sigma

0.18 mM Adenina Sigma

2 mM glutamina Biowest

5 μg/ml Insulina Sigma

10-10 M Toxina colérica Sigma

10 ng/ml EGF Perprotech

100 u/ml Penicilina Biowest

100 μg/ml estreptomicina Biowest

0.25 μg/ml anfotericina B Biowest

Medio DMEM-Ham's 7.5% FBSi con bajo calcio

DMEM con calcio Biowest

10% Suero Bovino Biowest

100 u/ml Penicilina Biowest

100 μg/ml estreptomicina Biowest

0.25 μg/ml anfotericina B Biowest

Medio DMEM
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La visualización y documentación de los cultivos se hizo mediante un 

microscopio invertido de contraste de fases Zeiss Axiovert 25 (objetivo 10x) 

y una cámara Canon acoplada a dicho microscopio.   

3.2 Citometría de flujo 

La citometría de flujo se utilizó para determinar el tamaño celular 

(Forward Scatter Channel, FSC) y la complejidad celular (Side Scatter 

Channel, SSC) en los queratinocitos. 

Después de la tripsinización, resuspensión en su medio de cultivo, y 

lavado con PBS (Lonza), los queratinocitos se resuspendieron en una 

solución que contiene PBS y BSA 2% (Sigma), y se evaluó el FSC y el SSC 

en el citómetro de flujo BD FACS Canto (Franklin Lakes). El análisis de los 

resultados se llevó a cabo utilizando el software FlowJo (BD Biosciences). 

3.3 Ensayo de proliferación 

Los queratinocitos se tripsinizaron y plaquearon en placas de 96 

pocillos a una densidad de 250 células/pocillo; el ensayo se realizó los días 

0, 3, 5 y 7, mediante el uso del kit CellTiter 96® AQueous One Solution 

(Promega). Brevemente, se añadió al medio de cultivo de las células 20 l 

del reactivo MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-

2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium inner salt) y se incubó durante 3 h a 37ºC, 

dando como resultado un cambio de color del medio. Finalmente se midió la 

absorbancia (490 nm) de cada pocillo en el espectrofotómetro, que es 

directamente proporcional a la cantidad de células vivas en el medio. 

3.4 Tratamientos de los queratinocitos en cultivo 

Para evaluar la respuesta a GCs en cultivo, los queratinocitos se 

incubaron previamente (al menos 16 h antes del tratamiento) con medio que 

contenía suero tratado con charcoal (7.5%) para eliminar las hormonas 
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esteroideas (Tabla 4). Las células se incubaron con Dex 100 nM durante los 

tiempos indicados. 

Para los ensayos con inhibidores farmacológicos, las células se 

incubaron con el inhibidor de p38 BIRB196 (1 M y 10 M), o el inhibidor de 

ERK U0216 (1 M, 5 M y 10 M) durante 24 h a 37ºC.  

3.5 Plásmidos, transfecciones y ensayos luciferasa 

En este trabajo, hemos generado dos construcciones GRnuevas, 

una sin etiqueta (pcDNA3-GR) y la otra con una etiqueta HA en el extremo 

N-terminal (pcDNA3-HAGR). El cADN que codifica para GR de pSV2Wrec 

(Danielsen, Northrop y Ringold 1986) se amplificó mediante PCR y se 

subclonó en los sitios BamH1-XhoI de pcDNA3 (Invitrogen).  

Los ensayos de rescate de función transitoria en queratinocitos DKO 

se realizaron mediante transfección con los plásmidos pcDNA3-GR  y 

pcDNA4-MR (Aguilar-Sánchez et al. 2012). Las transfecciones para los 

ensayos luciferasa se realizaron utilizando combinaciones de los siguientes 

plásmidos: pcDNA4 (ThermoFisher), pcDNA4-MR, pcDNA3-GR y/o los 

distintos reporter FireFly luciferasa GRE-luc (pGRE2EIB-Luciferase, 

Allgood, Oakley, y Cidlowski 1993), NF-B-luc (pGL3-NF-KB-5×-Luciferase, 

Torres y Watt 2008), AP-1-luc (−73/+63 Collagenase-Luciferase, Schüle 

et al. 1991) y TCF/LEF-luc (TOPFLASH/FOPFLASH, Milipore, Sigma). En 

estos ensayos, además se utiliza un control interno renilla-luc (pRLSV40 

Renilla, Promega). Para el ensayo de inmunofluorescencia transfectamos 

las construcciones pcDNA3-HAGR y pcDNA4-GFP-MR (Danielsen, 

Northrop y Ringold 1986) cedida por el grupo de Diego Álvarez (ULL, 

Tenerife).  

Para las transfecciones, se plaquearon los queratinocitos en placas 

de 24 pocillos hasta alcanzar una confluencia del 70-80%.Se añadió el ADN 

exógeno (480 ng) utilizando lipofectamina 2000 (Invitrogen) y solución Opti-
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MEM
TM

, y se incubó esta mezcla 5 min a RT. Después se añadieron 50l de 

dicha mezcla a los pocillos correspondientes y se incubaron las placas 5 h a 

37 ºC. A continuación, y después de lavar con PBS, se añadió medio fresco 

de queratinocitos o medio charcoal (si las células se tratan con Dex). 

Tras 12 h, y dependiendo del experimento, las células se trataron con 

Dex o con el inhibidor farmacológico correspondiente (ver apartado 3.4). 

Después se procedió a realizar el ensayo luciferasa con el kit Dual-

Luciferase® Reporter Assay System (Promega) según indicaciones del 

proveedor. Brevemente, las células se lisaron y se transfirieron en placas 

blancas de 96 pocillos Sterilin™ Microtiter™ (Fisher). Después se determinó 

la FireFly luciferasa en el espectrofotómetro añadiendo a la placa el reactivo 

luciferase assay reagent II (LAR II) que generó una señal luminiscente 

estable. Tras la cuantificación de la señal, la reacción se paró con la adición 

del reactivo Stop & Glo® y se inició simultáneamente la reacción de la 

renilla-luc produciendo una señal lumínica estable que decayó lentamente 

en el transcurso de la medición.  

En los experimentos que utilizan reporter luciferasa, la señal 

correspondiente estaba asociada a la transactivación de secuencias GRE, 

NF-B, o AP-1, que dirigen la expresión del reporter; la señal 

correspondiente a renilla sirvió como control de transfección, siendo 

indicativa de la cantidad de plásmido transfectado. 

3.6 Inmunofluorescencia de células en cultivo 

Los experimentos de inmunofluorescencia se realizaron para detectar 

p65 endógeno, o GR (pcDNA3-HAGR) y MR (pcDNA4-GFP-MR) 

transfectados en células DKO. 

Los queratinocitos se cultivaron sobre cubreobjetos previamente 

tratados con colágeno hasta alcanzar una confluencia aproximada del 80%, 

y se realizaron los tratamientos indicados (ver apartado 3.4). Después, las 
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células se fijaron con PFA 4% durante 10 min a RT, seguido de varios 

lavados con PBS 1x. Las células se permeabilizaron con Tritón X-100 0.2% 

en PBS 1x durante 5 min y se volvieron a lavar con PBS 1x. Después se 

añadió una solución de bloqueo (suero de burro 5% y BSA 0.5% en PBS) 

durante 1 h a RT y se añadió el anticuerpo primario (Tabla 6) diluido en 

solución de bloqueo durante toda la noche a 4ºC.  

Pasadas 12 h, se eliminó el exceso de anticuerpo primario lavando 

con PBS 1x, y se añadió el anticuerpo secundario (Tabla  6) y DAPI 1x 

durante 1 h a RT.  Después de varios lavados con PBS 1x, los cubres se 

montaron con Mowiol y se visualizaron/fotografiaron en el microscopio 

vertical utilizando el objetivo de 40x. 

Tabla 6. Anticuerpos utilizados en inmunofluorescencia de queratinocitos. 

Anticuerpos primarios y secundarios específicos para inmunofluorescencia, dilución, 

especie y casa comercial. 

 

3.7 Proximity ligation assay (PLA) 

El ensayo Duolink® Proximity Ligation Assay (PLA, Sigma) permite 

detectar in situ interacción entre proteínas endógenas con alta especificidad 

y sensibilidad. El protocolo incorpora pequeñas variaciones respecto a las 

especificaciones técnicas comerciales, para detectar GR y MR utilizando los 

dos anticuerpos primarios específicos (Jiménez-Canino et al. 2016).   

Las células DKO transfectadas con pcDNA3-HAGR y pcDNA4-GFP-

MR (1:1), y tratadas con Dex 100nM 16h (ver apartado 3.4), se fijaron con 

PFA 4% durante 30 min. Después de varios lavados con PBS 1x, las células 

Dilución   Especie Compañía

GFP ab290 1/100 Conejo Abcam

HA-11 1/2000 Ratón Covance

p65-Nf-κB (sc-372) 1/50 Conejo Santa Cruz

Alexa fluor 555 anti-conejo 1/100

Alexa fluor 488 anti-ratón 1/100 
Secundarios

Primarios

Anticuerpo 

Compañía

Life Technologies

Life Technologies
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se permeabilizaron con tritón X-100 al 0.2% durante 5 min. A continuación, 

los queratinocitos se incubaron con la solución de bloqueo(suero de burro 

5% y BSA 0.5% en PBS) durante 1 h a 37ºC en cámara oscura, seguido de 

los anticuerpos primarios diluidos en la solución Antibody Diluent del kit 

durante toda la noche a 4ºC (Tabla 7).   

Tabla 7. Anticuerpos utilizados para el ensayo PLA. Anticuerpos primarios para el 

ensayo, dilución, especie y casa comercial. 

 
 

 
 

Al día siguiente, se lavó el exceso de anticuerpo primario con tampón 

de lavado A del kit y se incubaron los queratinocitos con los anticuerpos 

secundarios de conejo y ratón, a las concentraciones indicadas por el 

fabricante, y DAPI 1x  durante 1 h a 37ºC. Estos anticuerpos secundarios se 

denominan sondas PLA porque cada una de ellas contiene una pequeña 

secuencia complementaria de ADN. Cuando estas sondas se encuentran 

suficientemente juntas (<40 nm) y en presencia de una solución que 

contiene ligasa durante 1 h a 37ºC, sucede un proceso de ligación. 

Después, la adición de la polimerasa durante 1 h y 40 min a 37ºC, amplifica 

el ADN, al incorporar múltiples oligonucleótidos marcados 

fluorescentemente (Sable et al. 2018; Boix et al. 2016b). Finalmente los 

cubreobjetos se montaron en portaobjetos con el medio mowiol y se 

visualizaron/fotografiaron en el microscopio vertical, a un objetivo de 40x. La 

interacción de GR y MR se detectó debido a la emisión de un marcaje 

fluorescente de color rojo. 

Como controles negativos se usaron células DKO transfectadas solo 

con una de las construcciones. 

 

Anticuerpo Dilución Especie Compañía

GFP ab290 1/2000 Conejo Abcam

HA-11 1/500 Ratón Covance 
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DMEM con calcio Biowest

10% FBSi Biowest

8 ng/mL Biotina Sigma

100 u/ml Penicilina Biowest

100 μg/ml Estreptomicina Biowest

0.25 μg/ml Anfotericina B Biowest

0.5 mM IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine ) Sigma

1 mg/ml Isulina Sigma

250 nM Dex Sigma

Medio basal pre-adipocitos 3T3-L1

Cóctel de diferenciación

4. Cultivo de fibroblastos 3T3-L1, ensayo de diferenciación 

y tinción Oil Red O 

Los pre-adipocitos 3T3-L1 (Zebisch et al. 2012) se cultivaron en el 

medio indicado (Tabla 8), y se plaquearon en placas de 24 pocillos hasta 

alcanzar una confluencia del 80%. Para este ensayo cultivamos pre-

adipocitos 3T3-L1 en un medio basal de cultivo (Tabla 8). Las células se 

incubaron durante tres días con un cóctel de diferenciación (Tabla 8; 

Zebisch et al. 2012) y medio condicionado de queratinocitos CO o MR
EKO

. A 

partir del tercer día, y hasta el día 7, las células se incubaron con un medio 

basal con insulina (1 g/ml), cambiando el medio cada 48 h. A día 7, las 

células se lavaron con PBS y se fijaron con formalina al 10% durante 45 

min. Después se lavaron con H2Od y se incubaron 5 min con isopropanol 

60% antes de la tinción con Oil Red O. Para la tinción mezclamos 3 partes 

de la solución stock (3 mg/mL en isopropanol 100%) con 2 partes de H2Od y 

filtramos la solución (0.2 m). Seguidamente, las células se incubaron 20 

min para su tinción, se lavaron con H2Od, y se fotografiaron en el 

microscopio invertido Leica DMIL LED, con cámara acoplada a este 

microscopio Leica DMC4500 y el software Leica LAS EZ.  

Para cuantificar la tinción, las células se lavaron con isopropanol 60% 

durante 5 min y se extrajo el tinte con isopropanol 100% para su posterior 

lectura en el espectrofotómetro a un absorbancia de 490 nm. 

Tabla 8. Composición del medio y del cóctel de diferenciación utilizados para el 

ensayo de diferenciación de los pre-adipocitos 3T3-L1. Concentración de cada 

componente y casa comercial. 
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5. Expresión e inmunodetección de proteínas  

5.1 Extracción de proteínas a partir de tejido 

Para la homogenización del tejido (piel de ratón), se introdujo la 

muestra en un mortero (almacenado a -80ºC), y se pulverizó con facilidad 

con la ayuda de un pistón. 

A continuación, el pulverizado se resuspendió en buffer C (HEPES 

20mM  pH 7.9, NaCl 0.4M, EDTA 1mM, EGTA 1mM y 25% Glicerol) 

conteniendo DTT 0.1M e inhibidores de proteasas y fosfatasas 1x (complete 

Mini EDTA-free y PhosStop, Roche). Seguidamente, se lisaron las células 

mediante un proceso rápido de congelación y descongelación, se añadió el 

detergente IGEPAL al 1%, y se incubaron las muestras 15 min en hielo. 

Pasado este tiempo, centrifugamos las células 20 min a 10000 rpm y 4ºC y 

recogimos el sobrenadante para medir la concentración de proteínas 

usando el reactivo de Bradford (BioRad) y una recta patrón de seroalbúmina 

bovina (BSA) de concentraciones conocidas. El resultado colorimétrico se 

midió en el espectrofotómetro con absorbancia de 590 nm. 

5.2 Extracción de proteínas a partir de células 

Las células se lavaron con PBS 1x en frío y se añadió a las placas 

buffer RIPA 1x (NaCl 150mM, IGEPAL 1%, desoxicolato de sodio 0.5%, 

SDS 0.1% y Tris-HCl 50mM pH 8.0) conteniendo inhibidores de proteasas y 

fosfatasas 1x. Después con la ayuda de un raspador, se despegaron las 

células, se resuspendieron en el buffer y se incubaron 10 min en el hielo. 

Posteriormente, se centrifugaron 10 min, se recogió el sobrenadante, y se 

determinó la concentración de proteínas. En este caso, como el tampón de 

lisis contenía SDS utilizamos el kit BCA (ThermoScientific) y una recta 

patrón de seroalbúmina bovina (BSA) de concentraciones conocidas. La 

reacción colorimétrica se cuantificó en el espectrofotómetro midiendo la  

absorbancia a 562 nm. 
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5.3 Western Blot (WB) 

5.3.1 Electroforesis SDS-PAGE y transferencia a 

membrana  

Se utilizaron 20-30 g de proteína de cada muestra, se 

resuspendieron en tampón de carga Laemli (Tris-HCl 200 mM  pH 6.8, SDS 

8%, azul de bromofenol 0.04%, glicerol 40% y 2-β mercaptoetanol 5%), y se 

incubaron a 95ºC durante 10 min para la desnaturalización de las proteínas. 

Seguidamente, las muestras se resolvieron en un gel de poliacrilamida 

SDS-PAGE al 8% ó 10%, según el peso molecular de las proteínas de 

interés (Tabla 9). Se utilizó un marcador (Spectra™ Multicolor Broad Range 

Protein Ladder, Thermo Scientific, 10 μl por minigel) para estimar el peso 

molecular relativo de las proteínas. Las proteínas migraron con el tampón 

de electroforesis (Tabla 10) a voltaje constante de 80 V durante 2-3 h 

utilizando una fuente Power Pac 3000 de Biorad. 

Tabla 9. Composición de los geles SDS-PAGE de concentración y separación. El gel 

de concentración se elabora con un 5% de poliacrilamida, mientras que los geles de 

separación son del 8% ó 10% de poliacrilamida. 

 

Seguidamente, las proteínas se transfirieron a una membrana de 

nitrocelulosa (Amershan Protan Premium 0.45 μm, GE Heathcare) usando 

el tampón de transferencia (Tabla 10) y el equipo de transferencia semi-

seco Trans Blot SD Semi-dry Transfer Cell (BioRad) a 80 mA por minigel 

H20MQ-E H20MQ-E

1M Tris-HCl pH 6.8 1.5M Tris-HCl pH 8.8

poliacrilamida 40% poliacrilamida 40%

SDS 10% SDS 10%

APS 10% APS 10%

TEMED TEMED

VOLUMEN TOTAL VOLUMEN TOTAL

Gel de separación

8%

 Gel de separación 

10%

5 ml

2.4 ml

1.25 ml

1.25 ml

50 l

50 l

5 l

5 ml

2.65 ml

1.25 ml

1 ml

50 l

50 l

5 l

20 l

20 l

2 l

2 ml

Gel de concentración 

5%

1.46 ml

250 l

250 l
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durante 1 h y 15 min. Al finalizar la transferencia se comprobó su eficiencia 

mediante la tinción con Ponceau-S 0.1% (Sigma) y ácido acético glacial 5%. 

Tabla 10. Composición de los tampones usados durante el Western Blot. 

 

5.3.2 Bloqueo, incubación con los anticuerpos y 

revelado 

La membrana se bloqueó con leche desnatada en polvo al 5% en 

TBST 1x, 1 h a RT y en agitación para impedir uniones inespecíficas. 

Después, se incubó toda la noche a 4ºC con el anticuerpo primario 

correspondiente a la concentración indicada (Tabla 11), diluido en la misma 

solución de bloqueo. Cuando utilizamos anticuerpos frente a proteínas 

fosforiladas, utilizamos una solución de BSA 5% en TBST 1x, con lavados 

previos con TBST 1x para eliminar cualquier traza de leche. Al día siguiente, 

se lavó la membrana con TBST 1x y se incubó con el anticuerpo secundario 

correspondiente conjugado con peroxidasa (Tabla 11), diluido en la misma 

solución de bloqueo, y durante 1 h a RT y en agitación. Después se eliminó 

el exceso de anticuerpo mediante lavados con TBST 1x y se reveló la 

membrana en el equipo de quimioluminiscencia ImageQuant™ LAS 4000 

mini (GE Healthcare). Para el revelado, se incubó la membrana 5 min con 

una solución Enhanced Chimioluminescence (ECL 2 de Pierce, 

ThermoScientific).  

 

 

 

Tris base 30.3 g Tris base 0.75 g

Glicina 144 g Glicina 3.6 g

SDS 10% 100 ml MetOH 50 ml

H20MQ-E Hasta 1 L H20MQ-E Hasta 250 ml

Tampón de electroforesis Tampón de transferencia



Materiales y Métodos 

 
75 

Tabla 11. Anticuerpos utilizados para el análisis de expresión de proteína por 

Western Blot. Anticuerpos primarios y secundarios específicos, dilución, especie y casa 

comercial. 

 

5.3.3 Cuantificación y normalización de la expresión  

Las bandas obtenidas se cuantificaron mediante el programa Image J 

y se normalizaron asignando a la muestra control del experimento el valor 

arbitrario de 1. Los resultados se relativizaron a los controles de carga 

actina (para tejido) o tubulina (para células) o, en el caso de las proteínas 

fosforiladas, a las proteínas totales. 

 

 

Anticuerpo 

primario
Dilución   Especie Compañía

Actina (A2066) 1/1000 Conejo Sigma

-catenin (sc7199) 1/2000 Conejo Santa Cruz

E-caderina (610181) 1/2000 Ratón BD Biosciences

ERK(2) (sc-154) 1/3000 Conejo Santa Cruz

GR (sc-1004) 1/1000 Conejo Santa Cruz

IκBα( sc-371) 1/1000 Conejo Santa Cruz

IL-1  (sc7884) 1/500 Conejo Santa Cruz

JNK (sc-474) 1/1000 Conejo Santa Cruz

K5 (PRB-160P) 1/4000 Conejo Biolegend

LaminA (sc-6214) 1/200 Cabra Santa Cruz

MKP1/2 (sc-1102) 1/250 Conejo Santa Cruz

MR (ab64457) 1/500 Conejo Abcam

p38 (sc-535) 1/1000 Conejo Santa Cruz

p63 (sc-8431) 1/1000 Ratón Santa Cruz

p65-NF-κB (sc-372) 1/1000 Conejo Santa Cruz

p-ERK (p44/p42) 1/2000 Conejo Cell Signalling

p-GR Ser211 (4161S) 1/2000 Conejo Cell Signalling

p-JNK (#9251S) 1/500 Conejo Cell Signalling

p-p38 (#9211s) 1/1000 Conejo Cell Signalling

S100A8 (AF3059) 1/500 Cabra R&D Systems 

Tubulina (T6199) 1/5000 Ratón Sigma

Anticuerpo 

secundario
Compañía

anti-cabra Jackson Immunoresearch

anti-conejo (NA934) GE Healthcare

anti-ratón (NA931) GE Healthcare

Dilución   

1/2000

1/2000

1/2000
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5.3.4 Reutilización de la membrana 

Para poder reutilizar la membrana, realizamos un stripping que 

elimina los anticuerpos adheridos. Dependiendo de la intensidad de la 

señal, incubamos la membrana con distintas soluciones: SDS 2%, Tris-HCl 

62.5 mM y 2-β mercaptoetanol 0.7%) durante 20 min a 55ºC (intensidad de 

señal elevada), ó Glicina 200 mM pH 2.5 y SDS 0.4% durante 30 min a RT y 

agitación (intensidad de señal débil). Para finalizar eliminamos esta solución 

con Tris 1M pH 7.5 durante 1min. 

6. Análisis de expresión génica 

6.1 Procesamiento de las muestras y extracción de 

ARN 

Previamente a la extracción del ARN, las muestras de piel se 

homogeneizaron en TRizol (Invitrogen) usando un Polytron durante 1 min a 

máxima potencia. Las células en cultivo se lavaron con PBS 1x, se 

levantaron de la placa con 1 ml de TRizol, se centrifugaron 10 min a 10000 

rpm y 4ºC, y se recogió el sobrenadante. Seguidamente se añadieron 100 l 

de BCP (1-Bromo-3-chloropropane, Sigma) al sobrenadante, se agitó 

vigorosamente la mezcla durante 15 segundos, y se dejó incubando durante 

10 min a RT. Después se centrifugaron las muestras durante 15 min a 

11400 rpm a 4ºC. Se recogió la fase superior transparente que contenía el 

ARN, se mezcló con 500 l de isopropanol por inversión, se incubó 10 min a 

RT, y se centrifugó 10 min a 11400 rpm a 4ºC. El pellet resultante se lavó 

dos veces con 1 ml de EtOH 75% diluido en H2O libre de nucleasas. Tras el 

último lavado, se dejó secar el pellet en campana de extracción durante 10 

min a RT. Para finalizar se añadió una cantidad adecuada de H2O libre de 

nucleasas y se resuspendió el pellet incubando las muestras en el 

termobloque a 55ºC durante 10 min y 300 rpm. Para determinar la 
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concentración de ARN se utilizó el equipo NanoDrop. La ratio A260/280 fue 

alrededor de 2, indicando una buena calidad del ARN. 

6.2 Síntesis de ADN complementario (cADN) 

A partir de 1 g de ARN aislado de piel o queratinocitos, realizamos 

una reacción de transcriptasa inversa.  Para ello utilizamos como cebadores 

1l de oligo dT (Thermofisher) que se incubó con la muestra 5 min a 65ºC. 

Después se añadió en frío, hasta un volumen final de 12 l, una mezcla con 

tampón de reacción 1x, dNTPs 2 mM, inhibidor de ARNasa (20 U/l) y 

transcriptasa reversa (200 U/l) (kit Thermo Scientific), y se incubó la 

mezcla 1 h a 42ºC, seguido de 10 min a 70ºC. Finalmente se diluyó el cADN 

1/10 para obtener la concentración adecuada para la qPCR. 

6.3 PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR) 

Para realizar la qPCR se preparó una mezcla de reacción que 

contenía 4 l de cADN 1/10 y 16 l de una solución con 0.6 l de cada 

cebador (5’ y 3’, secuencia en Tabla 12), 10 l de FastStart Universal SYBR 

Green Master (Roche) con ROX y H2O libre de nucleasas hasta un volumen 

final de 20 l. La reacción se llevó a cabo en placas de 96 pocillos y en uno 

de los termocicladores disponibles: 7500 Fast o QuantStudio 5 (Applied 

Biosystems). El programa que utilizamos es el siguiente: 20 segundos a 

50ºC y 10 min a 95ºC, seguido de 40 ciclos de reacción (desnaturalización 

durante 15 segundos a 95ºC y extensión de 1 min a 60ºC). El gen de 

referencia utilizado en todos los casos es Hprt1. 

Tabla 12. Secuencias 5’ y 3’ de los cebadores utilizados para qPCR. 

 

Gen

5' CACACCAGGCCGTGATGGCA

3' GAAGCCCCGTGGCCCTTCAG

5' CAAGGAACAGGGGGTGG

3' TCTGGCTGAGGTACAAGTTT

5' CATCAAGTGTGACCCGGACTG

3' CCTCCTCCTCAGTGGCCTTG

Secuencia oligonucleótidos

Adipoq

Camp

Ccnd1
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Gen

5'  TTCGCATCTCAGACACCAAC 

3' ATGAGGAACATTGGCCAGAC 

5' GGGCCGGAGGAAGACTCCTCATA 

3'  CTGTATGCCAGGCGCAGGAGTTC 

5' CTCCACTCAAGTCTTCTTTCTCC

3' TAGGCACTGCCCAGGTAC

5' GTCGAAGACAACCACAAGGC

3' CGCCCTCGACAGTCCTTTAC

5' AATCACCGCAGACGACAGG

3' AACTCTTGTGGAAGTCACGC

5' CTTGGACCACGCTATGGTTT

3' AACGACTCTGAGGCTTTGGA 

5' CACTTGGATTGAGGACCACTT 

3' GTCGTTTCTGCTGTGATTCC

5' TCAGTCAACGGGGGACATAAA

3' GGGGCTGTACTGCTTAACCAG

5' GGAGCCGCACTTATCTGAA

3' GACCTGGCAGTCAATACCA

5' CTGCAGATGGATCTGACCAA

3' GTCAGCTCAAGTGCACCAAA

5' GCAACTGTTCCTGAACTCAACT

3' ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT

5' CCCAGGGCTGTTCTAATTCCTT 

3' GACACAGGTGCAGCCACCTTT

5' GATGCTACCAAACTGGATATAATC

3' GGTCCTTAGCCACTCCTTCTGTG

5' CAGTGGCTGTGGGAAAGTCT 

3' GAGCGCGAGAACTTTTTAAGG

5' TGGGAGATTTTCAGGAGGAGG 

3' GCCACACTCTTGGAGATGCTC

5' GAGCAAAGATGAGGCTGAGG

3' CCTCCGCATCAGAAATCAAT 

5' GGCCCTGAGTGTCATGTGTC

3' TTCTGATCCAGTAGCGACAGC

5' AAGGCACAGCGGACTTTCTC

3' GAACTCGTCCATGCTGTGGTAA

5' CCAGGTGTTGACTCAAGGGTGGA

3' ACACAGGATGCCTTCCTTGGATCTC

5' TGCTATGCTTTGCTCCTGATCTG

3' TGTCAGTTGATAAAACCGCTGCC

5' GTGGACAGTCCTTTCACTACCG

3' TGACACCCAGAAGCCTCATCTC 

5' TGCTAAAACCGTGACTGCCT

3' TTCACGCCATGAGGGTTCTC

5' AAGAAGCGGTGAACCACTGA 

3' GGAATGCGAGTGGTCTTCCA 

5' GGAGTTCCTTGCGATGGTGAT

3' TCTGCTACTCCTTGTGGCTGTCT 

5' TGGCACCCTGGACTGTGGAAGG

3' CCCGTCCCTCTGGCAGACAT

Fkbp51

Hsd11b1

Hsd11b2

Dusp1

Dusp4

Fabp4

Secuencia oligonucleótidos

Dcn

Ddit4

Mmp3

Nr3c1

Nr3c2

Krt1

Krt77

Lcn2

Loxl1

Klf9

Il1b

Il17f

Pparg

S100a8

Slpi

Il6

Foxm1

Hprt1

P3h2
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6.4 Inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) 

La inmunoprecipitación de cromatina se llevó a cabo en la línea de 

queratinocitos DKO transfectados con pcDNA3 y pcDNA4-MR ó pcDNA3-

GR y pcDNA4-MR (1:1), utilizando un anticuerpo frente a MR. Este ensayo 

se realizó siguiendo las especificaciones del kit ChIP de Millipore con 

pequeñas modificaciones (Sevilla et al. 2010). Los queratinocitos se 

plaquearon en placas p100 y se cultivaron hasta llegar a una confluencia del 

85%. Después de una noche de incubación con medio Charcoal, las células 

se trataron en presencia o ausencia de Dex (ver apartado 3.4). El 

tratamiento se paró fijando las células y las uniones proteína-ADN con 

formaldehído al 1% durante 10 min a RT. Después se lisaron las células en 

tampón de lisis con inhibidores de proteasas y fosfatasas durante 10 min en 

hielo (Tabla 13). Para la sonicación, se usó un sonicador Bioruptor 

(Diagenode) a máxima potencia en tres rondas de 10min con ciclos de 

apagado/encendido de 30 segundos. Entre las distintas rondas, las 

muestras se agitaron con vórtex y se centrifugaron para mezclarlas bien. 

Para la inmunoprecipitación, se resuspendieron 200 l de la muestra 

sonicada en 1.8 ml de tampón de dilución con inhibidores de proteasas y 

fosfatasas (Tabla 13). Después, se incubaron las muestras durante 2 h a 

4ºC y en rotación con 15 l de bolas magnéticas conjugadas con proteína A 

Gen

5' TGGTACTCAAGGCCGAGA

3' TTTGTCCTGATGACTGCTGAAGAC

5' CTTCTGCAACTCCGACATCGT

3' GGGGCATCTTACTGAAGCCTC

5' CCCTCACACTCAGATCATCTTCT

3' GCTACGACGTGGGCTACAG

5' CCAGGCTACCCTGAAACTGA

3' TCTGGAGATTGCATGAAGGA 

5' GAAATTGCAGGAGGAGATGC

3'  TCCACTTTCCGTTCAAGGTC 

5' CCCAGTTCTCAAAGGAGGATG

3' TTCCCACACAGCAGACAGAAG

5' CCACCTCCTCTCGATACAAGA

3' GCTTGGCGAAGTTCACCCA

Secuencia oligonucleótidos

Zfp36

Sprr2d

Timp3

Tnfa

Vim

Zbtb16

Tslp1
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(Dynabeads® Protein A, Invitrogen) para asegurar una inmunoprecipitación 

específica. A continuación, se eliminaron las uniones inespecíficas mediante 

un imán DynaMag
TM

-2 (Invitrogen). El sobrenadante lo pasamos a otro tubo 

separando por una parte el input (40 l), y por otra la muestra para la 

inmunoprecipitación. Esta se realizó utilizando 2 g del anticuerpo anti-MR 

(sc11412, Santa Cruz) durante toda la noche, en rotación a 4ºC.  

Tras la unión del anticuerpo a los complejos MR-cromatina, se 

incubaron las muestras con 25 l de bolas magnéticas durante 2 h a 4ºC y 

en rotación para permitir la unión del anticuerpo a la proteína A. Los 

complejos unidos a las bolas se lavaron con distintas soluciones de lavado 

(Tabla 13).  

Para la elución de los complejos, incubamos los inmunoprecipitados 

con el tampón de elución durante 15 min a 300 rpm y 25ºC y recogimos el 

sobrenadante con ayuda del imán (Tabla 13).  

Tabla 13. Composición de los tampones (arriba) y de las soluciones de 

lavado usados en el ChIP (abajo). 

 

 

Para liberar el ADN de la proteína A, las muestras se incubaron con 

NaCl 5 M toda la noche  65ºC. Seguidamente, se eliminó el ARN 

contaminante con ARNasa A, y los restos de proteína con proteinasa K.  

Tampón de lisis Tampón de dilución Tampón de elución

1% SDS 0.01% SDS 1% DSD

10mM EDATA 1.1% Triton X-100 0.1M NaHCO3

50mM Tris-Hcl pH 8.1 16.7mM Tris-Hcl pH 8.1

167 mM NaCl

0.1% SDS 0.1% SDS 0.25 M LiCl 1 mM EDTA

1% Triton X-100 1% Triton X-100 1% IGEPAL-CA630 10 mM Tris-Hcl pH 8.1

2 mM EDTA 2 mM EDTA 1 mM EDTA

20 mM Tris-Hcl pH 8.1 20 mM Tris-Hcl pH 8.1 10 mM Tris-Hcl pH 8.1

150 mM NaCl 500 mM Nacl

Baja concentración de 

sales

Alta concentración de 

sales
LiCl TE
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Este proceso finalizó con una purificación con una solución de 

fenol:cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1) saturado con Tris 10 mM pH 8 

y EDTA 1 nM.  

Para usar este ADN en una RT-qPCR, la muestra se diluye 1/4. A 

partir del MR ChIP, determinamos el reclutamiento a las secuencias 

reguladoras de Gilz previamente identificadas por ChIP-seq, utilizando los 

cebadores específicos (5’: GGAGGGAATGCAACTGGGAG y 3’: 

CCCCTCCCTTGAATGCTGAA; Sevilla et al. 2015), en presencia o 

ausencia de Dex. Los valores finales fueron normalizados a los valores de 

amplificación de los inputs. 

7. Análisis estadístico 

El tamaño de la muestra se indica en cada caso, e incluye como 

mínimo n=3 réplicas biológicas. Los datos experimentales fueron analizados 

mediante el uso de los programas informáticos Microsoft Excel e IBM SPSS 

Statistics 25. En todas las gráficas se muestran los valores de los promedios 

+ su desviación.  

Para las comparaciones entre dos grupos experimentales usamos la 

prueba t de Student (unpaired two-tailed t-test).  

Cuando el estudio implicaba más de dos grupos experimentales los 

valores se relativizan a un control del experimento. Para el análisis 

estadístico fue necesaria una transformación logarítmica de estos datos y 

un test de Levene para determinar si las muestras de los distintos grupos 

tenían una varianza similar. Después se aplicó la prueba ANOVA, que si 

resultaba estadísticamente significativa iba seguida de la prueba post hoc 

Tukey para comparaciones múltiples. Los p valores menores de 0.05 han 

sido considerados estadísticamente significativos.  
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1. Generación y caracterización de ratones con 

inactivación combinada de GR y MR específica de la 

epidermis (GR/MR epidermal knock-out o Double Knock-

Out/DKO) 

1.1. Generación de ratones GR/MR epidermal knock-

out o Double Knock-Out/DKO  

Los ratones con inactivación conjunta de GR y MR específica de la 

epidermis se han generado mediante la estrategia Cre/loxP, a partir de 

ratones K5-cre (Ramirez et al. 2004) y ratones MR
loxP/loxP

//GR
loxP/loxP

 donde 

el exón 3 de ambos genes (Berger et al. 2006; Tronche et al. 1999) está 

flanqueado por secuencias loxP. Después de sucesivos cruces, obtuvimos 

una progenie de animales K5Cre
+/-

//MR
loxP/loxP

//GR
loxP/loxP

 (GR/MR epidermal 

knock out o Double Knock-Out; DKO) y 0Cre MR
loxP/loxP

//GR
loxP/loxP

 (control; 

CO). Las secuencias reguladoras de la K5 dirigen la expresión de CRE a la 

capa basal de la epidermis y otros epitelios estratificados que incluyen 

folículo piloso, glándulas sudoríparas y glándulas sebáceas. En los epitelios 

indicados de ratones DKO, se elimina el exón 3 de los receptores 

“floxeados”, resultando en la pérdida de expresión funcional de GR y MR; 

los ratones DKO son viables y fértiles. 
 

La inactivación de GR y MR se verificó por RT-qPCR mediante el 

análisis de la expresión de los genes Nr3c1/GR y Nr3c2/MR a partir de la 

epidermis dorsal de ratones recién nacidos DKO y CO (Figura 20). 

1.2. Análisis histopatológico y molecular de los 

ratones DKO durante el desarrollo. Estudio 

comparativo de ratones DKO, GREKO y MREKO 
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El análisis previo del fenotipo cutáneo de ratones GR
EKO 

y MR
EKO

 de 

edad P0 demostró defectos severos en la epidermis de los animales GR
EKO

, 

mientras que los animales MR
EKO 

no presentaron anomalías evidentes (Boix 

et al. 2016b; Sevilla et al. 2013). Las alteraciones en proliferación y 

diferenciación epidérmicas en ratones GR
EKO

 P0 sugieren que GR -pero no 

MR- juega un papel importante durante el desarrollo. Para entender cuál es 

la contribución relativa de GR y MR durante el desarrollo cutáneo, 

analizamos las consecuencias de la falta combinada de ambos receptores 

en la epidermis de ratones DKO en la etapa perinatal.  

En primer lugar, realizamos una caracterización histológica de 

ratones DKO P0 mediante tinción H&E. Mientras que la epidermis de los 

ratones CO estaba completamente estratificada, los DKO mostraron 

defectos fenotípicos severos con regiones en la epidermis donde los 

queratinocitos no estaban organizados y no se aplanaban suprabasalmente; 

además detectamos una reducción drástica del estrato córneo (Figura 18). 

Esto indica que la pérdida conjunta de GR y MR en la epidermis da lugar  a 

importantes defectos en diferenciación y proliferación. A continuación, 

analizamos mediante inmunohistoquímica la expresión de loricrina (LOR), 

marcador de de diferenciación, y la queratina(K) 6, cuya expresión está 

restringida al folículo piloso en esta etapa del desarrollo (Figura 18). En los 

ratones CO, la expresión de LOR estaba restringida a la capa granular y K6 

se detectó exclusivamente en los folículos pilosos. En cambio, en los 

ratones DKO observamos una expresión drásticamente reducida y 

parcheada de LOR, así como una expresión anómala de K6 en la capa 

granular de la epidermis. Estas alteraciones sugieren un estado patológico 

en los ratones DKO recién nacidos. Además, la comparativa histológica con 

los ratones GR
EKO

 y MR
EKO

 P0 mostró que, aunque la falta de GR 

epidérmico tenía un impacto relevante en el desarrollo de la piel, la 

inactivación combinada de ambos receptores, GR y MR, daba lugar a un 

fenotipo mucho más severo.  
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Figura 18. Los ratones DKO muestran defectos severos en diferenciación y 

proliferación epidérmica más acentuados que los de GREKO y MREKO. Imágenes 

representativas de piel dorsal de ratón CO, DKO, GREKO y MREKO P0. Se muestra tinción 

H&E e inmunohistoquímica utilizando anticuerpos específicos frente a loricrina (LOR) y 

queratina (K)6. Flechas: defectos severos en diferenciación y ausencia de estrato córneo. 

Almohadilla: desprendimiento del estrato córneo. Barras: 100 m y 50 m. 

Además, los ratones DKO mostraron un fenotipo inflamatorio único 

caracterizado por la presencia de microabscesos epidérmicos con infiltrados 

de neutrófilos, como revela el marcaje con el anticuerpo Ly6G (Figura 19). 

Este fenotipo no se observó en los ratones GR
EKO 

o MR
EKO

, y es una 

característica distintiva de la psoriasis (Johnson-huang et al. 2012). Esta 

enfermedad cutánea se caracteriza por la alteración de distintas vías pro-

inflamatorias, con un aumento de actividad en las MAPKs p38 y ERK 

(Johansen et al. 2005). Un análisis inmunohistoquímico utilizando 

anticuerpos frente a p-p38 y p-ERK (Figura 19), mostró un aumento 

constitutivo en la actividad de ambas MAPKs en la piel de los ratones DKO 

respecto a los CO. Este aumento también se observó en los ratones GR
EKO

 

y MR
EKO

 pero en menor medida. 
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Figura 19. Los ratones DKO presentan un fenotipo cutáneo inflamatorio único que 

correlaciona con niveles constitutivamente elevados de p-p38 y p-ERK. 

Inmunohistoquímicas de piel dorsal de ratones  CO, DKO, GREKO y MREKO (P0) utilizando 

anticuerpos específicos frente a Ly6G, p-p38 y p-ERK. Asterisco: microabsceso 

epidérmico. Barra: 50 m. 

Para analizar si estas alteraciones daban lugar a cambios en la 

expresión génica, aislamos epidermis de recién nacidos de todos los 

genotipos, y evaluamos mediante RT-qPCR la expresión de genes 

relacionados con distintos procesos (Figura 20). La figura 20 confirma la 

falta de expresión de Nr3c1/GR, Nr3c2/MR, o ambos, en los genotipos 

GR
EKO

, MR
EKO

 y DKO, respectivamente. A continuación analizamos la 

expresión de los enzimas Hsd111 y -2, que regulan la interconversión de 

los GCs activos e inactivos (Chapman et al. 2013). Mientras que la 

expresión de Hsd11b1 no estaba afectada por la pérdida de GR o MR, los 

niveles de Hsd11b2 estaban reducidos en DKO y MR
EKO

, revelando que MR 

ejerce un papel importante en la regulación de esta isoforma (Figura 20).  

El análisis muestra que los ratones DKO y GR
EKO

 presentaban un 

aumento en la  expresión de genes relacionados con la diferenciación 

epidérmica, Krt77 y Sprr2d, así como en genes pro-inflamatorios Mmp3, 
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Tslp y Secretory leukocyte peptidase inhibitor (Slpi), indicando que GR 

controla la expresión de genes relacionados con estos procesos. Por el 

contrario, y con la excepción de Sprr2d, la ausencia de MR per se no tenía 

un impacto en la expresión de estos genes (Figura 20). Esto correlaciona 

con datos previos, donde se demostró que una situación de inflamación 

aguda en modelos de ratones con inactivación o disfunción de GR, inducía 

la expresión de genes pro-inflamatorios (Hua et al. 2016).  

Sin embargo, la expresión de los genes pro-inflamatorios Lnc2 y 

S100a8 aumentó en la epidermis de los KO individuales, y mostró un 

aumento aditivo en los ratones DKO, lo que sugiere que ambos receptores 

actúan cooperativamente en la regulación de estos genes (Figura 20). Cabe 

destacar que tanto Lcn2 como S100a8 son marcadores de inflamación, 

cuya expresión aumenta en psoriasis (Kerkhoff et al. 2012). Estas 

alteraciones en la expresión génica de la epidermis de ratones DKO son 

consistentes con los datos histológicos, que mostraron un fenotipo 

inflamatorio severo en los ratones DKO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Alteraciones en la 

expresión génica en la 

epidermis de ratones con 

inactivación individual o  

conjunta de GR y MR. 

Expresión génica mediante RT-

qPCR de ARNm epidérmico de 

ratones P0 CO, DKO, GREKO y 

MREKO. Asteriscos: diferencias 

significativas respecto al CO. 

Almohadillas: diferencias 

significativas entre DKO y los 

KO individuales. *, # p<0.05, ** 

p<0.01, ***, ### p<0.001; n>3 en 

cada grupo experimental.  
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En resumen, nuestros datos indican que la falta conjunta de GR y MR 

epidérmicos da lugar a defectos severos en la estratificación de la epidermis 

durante el desarrollo, y causa un fenotipo inflamatorio único que, en 

conjunto, recapitula las características histopatológicas y moleculares de 

enfermedades inflamatorias como la psoriasis y AD (Chiricozzi et al. 2018; 

Guttman-Yassky et al. 2011). Las alteraciones epidérmicas en los ratones 

DKO recién nacidos parecen deberse a un retraso en la diferenciación, ya 

que a edad P1 el estrato córneo es detectable (Figura 21). A P3 no se 

detectaron alteraciones en la epidermis de ratones DKO y los 

microabscesos se habían perdido por descamación; la epidermis de DKO 

estaba completamente estratificada en ese estadío del desarrollo (Figura 

21). Todo ello sugiere que los defectos observados en los DKO recién 

nacidos se resuelven de forma espontánea en la etapa post-natal mediante 

mecanismos aún por esclarecer. 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. El fenotipo cutáneo inflamatorio  de los ratones DKO se resuelve de 

forma espontánea a partir de edad P3. Imágenes representativas de piel dorsal de 

ratones P1 y P3, CO y DKO teñidas con H&E. Asteriscos: microabscesos. Barra: 50 m. 

1.3. Caracterización fenotípica de los ratones DKO en 

la edad adulta 

En estudios previos se demostró que en la etapa adulta, la epidermis 

de los ratones GR
EKO

 y MR
EKO 

no mostraba grandes diferencias respecto a 
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la de los CO, a excepción de un ligero aumento de su grosor (Sevilla et al. 

2013; Boix et al. 2016b). Para caracterizar fenotípicamente los ratones DKO 

en edad adulta, utilizamos hembras de 8 semanas de edad y en la medida 

de lo posible, hermanas de camada CO. 

La piel dorsal de ratón adulto DKO estaba diferenciada con un 

pequeño aumento, aunque significativo, del grosor epidérmico relativo al CO 

(Figura 22, A y B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Los ratones adultos DKO presentan alteraciones menores en la 

arquitectura de la piel pero son deficientes en la respuesta transcripcional a un 

tratamiento tópico con GCs. A Imágenes representativas de piel dorsal de ratón adulto 

CO y DKO teñida con H&E. Línea de puntos: delimita la epidermis/dermis. Barra: 50 m. 

B Expresión génica de los genes diana de GCs: Zfp36, Ddit4, Fkbp5 y Ccnd1 en la piel 

dorsal de ratones CO y DKO tratados tópicamente con vehículo (V) o Dexametasona 

(Dex; 8 g, 24 h), determinada mediante RT-qPCR, y representada como la ratio Dex vs 

V. Asterisco: diferencias estadísticamente significativas entre genotipos. * p<0.05; n>3 por 

genotipo y tratamiento. 

Dado que la identidad aminoacídica en el DBD de GR y MR, y su 

capacidad de reconocer secuencias GRE idénticas (Gómez-Sánchez y 

Gómez-Sánchez 2014), quisimos determinar las consecuencias de la 
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pérdida de ambos receptores epidérmicos en la regulación génica en 

respuesta a GCs. Para ello, realizamos un protocolo estandarizado de 

aplicación tópica de dexametasona (Dex; 8 g, 24 h) en la piel dorsal de 

ratones CO y DKO. A continuación, evaluamos la expresión de los genes 

diana de GCs Zinc finger protein 36 (Zfp36), DNA Damage inducible 

transcript 4 (Ddit4/Redd1), Fkbp51 y Cyclin D1 (Ccdn1) (Figura 22, C). En 

los ratones CO, Dex indujo la expresión de Zfp36, Ddit4, Fkbp51 (2-3.5-

veces), y reprimió Ccdn1 (0.5-veces) de acuerdo con datos previos (Sevilla 

et al. 2010). Por el contrario, en los ratones DKO, el tratamiento con Dex no 

produjo ningún cambio en la expresión de estos genes (Figura 22, C). 

Los resultados muestran que, a pesar de que a nivel histológico la 

piel de los DKO es prácticamente normal, la falta de ambos receptores en la 

epidermis causa una falta de respuesta transcripcional a GCs en todo el 

tejido. 

2. Estudio de susceptibilidad a inflamación cutánea en 

ratones adultos DKO 

2.1 Respuesta de los ratones DKO a un tratamiento 

tópico con PMA. Estudio comparativo de ratones 

DKO, GREKO y MREKO 

Se ha descrito que los defectos cutáneos en el desarrollo condicionan 

la susceptibilidad a patologías cutáneas en la edad adulta (Elias 2010; 

Segre 2006). Por ello, decidimos evaluar si los defectos en edad perinatal 

en los ratones DKO afectaban la respuesta a un tratamiento tópico con 

PMA, que induce hiperproliferación e inflamación en la edad adulta. Los 

ratones CO y DKO se trataron con vehículo (V, acetona) o PMA (8 g) 

durante 48 h, en la región dorsal, o en oreja (Hua et al. 2016; Donet et al. 

2008). 
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En ratones CO, el análisis histopatológico y morfométrico de las 

orejas no mostró engrosamiento significativo en respuesta al PMA 

(hiperplasia de epidermis y edema de oreja), aunque existe una tendencia al 

alza (Figura 23, A-C). Además, en ratones CO, PMA indujo la expresión 

ectópica de K6 en las capas basales de la epidermis, indicando 

hiperproliferación de queratinocitos (Figura 24), así como la presencia de 

varios núcleos positivos para el FT pro-inflamatorio p65-NF-B (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Los ratones DKO muestran mayor susceptibilidad a hiperproliferación e 

inflamación inducida por la aplicación tópica de PMA. A Imágenes representativas de 

secciones de oreja de ratón adulto CO, DKO, GREKO y MREKO tratadas con vehículo (V) o 

Phorbol ester 12-Myristate 13-Acetate (PMA, 8 g, 48 h) y teñidas con H&E. Asterisco: 

microabsceso. Corchetes: grosor de la oreja o de la epidermis. Barra: 50 m. B y C 

Cuantificaciones del edema y grosor epidérmico de ratones CO, DKO, GREKO y MREKO 

tratados con V o PMA. Asteriscos: diferencias estadísticamente significativas entre 
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tratamientos dentro del mismo genotipo. Almohadillas: diferencias estadísticamente 

significativas entre genotipos dentro del mismo tratamiento. *, # p<0.05, **,  ## p<0.01, 

***, ### p<0.001; n>4 por genotipo y tratamiento. 

En los animales DKO, el tratamiento con PMA indujo las mismas 

características de daño epitelial que en los ratones CO, pero con mayor 

severidad (Figura 23, A-C); 1.5- y 2-veces respectivamente). En ratones 

DKO, este aumento de grosor se correlacionaba con una expresión 

anómala de K6 en todas las capas de queratinocitos, mientras que dicha 

expresión estaba restringida a las capas suprabasales de la epidermis  en 

los KO individuales y CO (Figura 24). Además, los ratones DKO 

presentaban una mayor expresión nuclear de p65-NF-B en comparación 

con los KO individuales y CO, y son los únicos que presentaron 

microabscesos con infiltrados de neutrófilos (Figura 24). Este fenotipo indica 

que en condiciones de inflamación, la pérdida conjunta de GR y MR tiene 

efectos más severos que la pérdida individual de cada uno de los 

receptores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Alteraciones severas de los marcadores de 

hiperproliferación/inflamación K6, p65-NF-B y Ly6G en los ratones DKO tratados 

con PMA. Comparativa con la respuesta en ratones CO, GREKO y MREKO. 

Inmunohistoquímica de secciones de oreja de los genotipos indicados tras tratamiento 
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con PMA (8g, 48h) utilizando anticuerpos específicos frente a K6, p65-NF-B, y Ly6G. 

Asteriscos: microabscesos. Flechas: núcleos positivos p65/NF-B. Barra: 50 m. 

A continuación analizamos los niveles de expresión génica en 

epidermis de las citoquinas pro-inflamatorias Tslp, Il6, y S100a8, así como 

de la Mmp3, tras el tratamiento tópico con PMA (Figura 25). Tanto los 

ratones DKO como los KO individuales mostraron mayores niveles de 

ARNm de todos estos genes respecto los CO, a excepción de Tslp, cuya 

expresión solo aumentó en los ratones DKO y GR
EKO

.  Los niveles de 

S100a8 aumentaron en todos los KO respecto a los CO, aunque sin 

diferencias significativas entre los DKO y los KO individuales. Sin embargo, 

observamos un efecto aditivo en la expresión de Mmp3 en los ratones DKO 

respecto a los KO individuales (Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. El tratamiento tópico con PMA induce un mayor aumento de marcadores 

de inflamación en los ratones DKO respecto a GREKO y MREKO. Expresión de los 

genes: Tslp, Il6, S100a8 y Mmp3 en la epidermis de oreja de ratones CO, DKO, GREKO y 

MREKO  tras tratamiento con PMA (8g, 48h). Asteriscos: diferencias significativas 

respecto al CO. Almohadillas: diferencias significativas de los DKO respecto los KO 

individuales. * p<0.05, **, ## p<0.01, ***, ### p<0.001; n>4 por genotipo. 

 
En conclusión, estos resultados sugieren que en una situación de 

inflamación cutánea aguda, tanto GR como MR epidérmicos ejercen un 

papel anti-inflamatorio y que además pueden ejercer  efectos cooperativos. 
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2.2 Análisis de los efectos terapéuticos de los GCs en 

ratones DKO tratados tópicamente con PMA  

En clínica, las terapias más efectivas para el tratamiento de 

enfermedades inflamatorias cutáneas se basan en el uso de GCs sintéticos. 

Utilizando los modelos animales CO, DKO, GR
EKO

 y MR
EKO

, quisimos 

investigar si la ausencia individual o combinada de GR y MR epidérmicos 

modificaba las acciones terapéuticas de los GCs en una situación de 

inflamación aguda. En estos experimentos, tratamos la región dorsal de los 

ratones con PMA solo (8 g, 48 h) o con una combinación de Dex (16 g, 

24 h) seguida de  PMA (8 g, 48 h). 

En ratones CO, Dex es capaz de llevar a cabo sus acciones anti-

proliferativas y anti-inflamatorias, como muestra la reducción del grosor 

epidérmico y la tasa de queratinocitos proliferativos positivos para BrdU 

(Figura 26, A y B; comparar PMA y PMA+Dex). Además, el tratamiento con 

Dex, eliminaba la expresión ectópica de K6 y redujo el número de núcleos 

positivos para p65-NF-B (Figura 26, C). 

En cambio, en los ratones DKO observamos una falta casi total de 

respuesta a GCs, ya que la hiperplasia epidérmica causada por el PMA 

persistía tras la aplicación tópica de Dex (Figura 26, A). El tratamiento 

combinado PMA+Dex no disminuyó el número de queratinocitos 

proliferativos, la expresión de K6 (detectable en toda la epidermis), o la 

expresión de p65-NF-B (Figura 26, B y C; BrdU). En los ratones KO 

individuales, la ausencia de uno u otro receptor también disminuía los 

efectos anti-proliferativos y anti-inflamatorios de Dex, aunque en menor 

medida que en los DKO, dado que la expresión de K6 se restringía a las 

capas suprabasales epidérmicas (Figura 26, B y C).  
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Así pues, nuestros datos indican que GR y MR epidérmicos son 

necesarios para mediar la respuesta terapéutica a los GCs tópicos en un 

contexto de inflamación aguda.  

 

 

 

 

 

Figura 26. Los efectos terapéuticos de los GCs tópicos requieren GR y MR 

epidérmicos. A Imágenes representativas de piel dorsal de ratones CO, DKO, GREKO y 

MREKO tratados con PMA (8 g, 48 h) o con la combinación Dex (16 g, 24 h) y PMA (8 

g, 48 h), teñida con H&E. B Cuantificación de queratinocitos basales positivos con 

tinción BrdU de piel dorsal de ratón de los genotipos y tratamiento indicados (P, PMA; 

P+D, PMA+Dex). Asteriscos: diferencias significativas entre tratamientos en un mismo 

genotipo. Almohadillas: diferencias significativas entre genotipos en un mismo 

tratamiento. # p<0.05; ***, ### p<0.001; n>4 ratones por grupo experimental. C 

Inmunodetección con anticuerpos específicos frente a K6 (rojo; DAPI, azul) y p65-NF-B. 

Corchetes: grosor de la epidermis. Flechas: núcleos positivos p65-NF-B. Barra: 50 m. 
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2.3 Susceptibilidad de los ratones DKO a un protocolo de 

psoriasis inducida por imiquimod (IMQ). Análisis 

comparativo con los KO individuales 

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria crónica y autoinmune de 

la piel que tienen un alto índice de prevalencia, llegando a afectar entre un 

2-3% de la población mundial (National Psoriasis Foundation: 

www.psoriasis.org). Tanto los queratinocitos como las células del sistema 

inmune participan en el desarrollo de la enfermedad (Albanesi et al. 2018). 

Los GCs tópicos constituyen la primera elección en el tratamiento de la 

psoriasis, debido a su eficacia tanto en monoterapia como en combinación 

con otros tratamientos; además, los GCs no suponen un coste económico 

elevado. 

El análisis de los ratones DKO recién nacidos mostraba un fenotipo 

inflamatorio que recapitula las características de enfermedad inflamatoria 

cutánea, (Figura 18, H&E), y que se resuelve de forma espontánea. Dado 

que los defectos en el desarrollo cutáneo condicionan la susceptibilidad a 

enfermedades inflamatorias en la edad adulta, quisimos analizar si la falta 

conjunta de GR y MR epidérmicos tenía consecuencias en la aparición y/o 

desarrollo de la psoriasis. Para ello, utilizamos el modelo de psoriasis 

inducido por IMQ, que consiste en la aplicación tópica y repetitiva de la 

crema Aldara® (62.5 mg; 6 días; Van der Fits et al. 2009), que induce 

cambios histopatológicos y moleculares que mimetizan la enfermedad 

humana (Wagner et al. 2010).  

En los ratones CO, la cinética de aparición de lesiones en respuesta a 

IMQ reflejaba una mayor severidad a partir del día 3 de tratamiento, siendo 

máxima a día 7 (Figura 27, B).El posterior análisis histológico revelaba una 

hiperplasia epidérmica y cierta descamación, así como la detección de 

infiltrados inmunes (Figura 28). 
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Cuando analizamos la susceptibilidad a psoriasis inducida por IMQ en 

los ratones KO detectamos alteraciones más acentuadas que en el CO, 

siendo los ratones DKO los que presentaban el mayor grado de severidad 

en términos de descamación y eritema (Figura 27, A). Además, la cinética 

también nos mostraba que las lesiones aparecían antes en los DKO que en 

cualquier otro genotipo (Figura 27, B).  Las alteraciones histológicas eran 

también más acentuadas en los DKO mostrando una mayor hiperplasia 

epidérmica acompañada de una retención anormal de núcleos en el estrato 

córneo (denominada paraqueratosis) (Figura 27). De hecho esta es una 

característica de severidad de la enfermedad, así como la elongación de las 

crestas interpapilares y la presencia de un alto número de abscesos 

inflamatorios en la epidermis con infiltrados de neutrófilos (Guttman-Yassky 

et al. 2011), que se detectaba únicamente en los DKO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. La psoriasis inducida por imiquimod es más severa y aparece antes en 

los animales DKO que en los KO individuales o CO. A Imágenes macroscópicas y 

representativas de la piel dorsal de ratón CO, DKO, GREKO y MREKO a día 6 del 

tratamiento con vehículo (V, vaselina) o  IMQ (62.5 mg, 6 días consecutivos). B Cinética 

de aparición de lesiones producidas por el tratamiento con IMQ. Puntuación de severidad: 

0, no lesión; 1, leve; 2, moderada; 3, marcada; 4, alto; 5, muy alto. Asterisco: diferencias 

de los DKO relativo al CO. Almohadilla: diferencias del DKO respecto a los GREKO. +: 
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Figura 28. Alteraciones histopatológicas en ratones DKO tratados con imiquimod. 

Comparativa de la respuesta con ratones GREKO y MREKO. Imágenes representativas 

de secciones de piel dorsal de los genotipos indicados tratados con vehículo (V, vaselina) 

o IMQ (62.5 mg), teñida con H&E, e inmunohistoquímica con anticuerpo específico frente 

a Ly6G. Corchetes: grosor de la epidermis. Asteriscos: microabscesos. Almohadilla: 

descamación. >: paraqueratosis. Línea de puntos: delimita epidermis/dermis. Barras: 50 

m. 

Dado que la piel de ratones DKO tratados con IMQ presentaba 

alteraciones en diferenciación e inflamación, analizamos la expresión de 

marcadores de estos procesos (Figura 29). Hsd112 se expresa 

normalmente en las capas suprabasales diferenciadas de la epidermis CO, 

y este patrón también se observó en MR
EKO 

(Figura 29); sin embargo, los 

ratones DKO y GR
EKO

 presentaron una expresión parcheada de Hsd112. 

Además, un análisis inmunohistoquímico reveló un aumento en la actividad 

de p38 y ERK en la piel de los ratones KO tratados con IMQ, en 
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comparación con los CO (Figura 30). Los niveles más elevados de 

expresión se detectaron en la piel de los ratones DKO tratados con IMQ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Alteraciones en la expresión de Hsd112, p-p38 y p-ERK en los ratones 

DKO tratados con imiquimod. Comparativa de la respuesta con ratones GREKO y 

MREKO.  Inmunohistoquímicas de piel dorsal de ratones CO, DKO, GREKO, MREKO a día 6 

del tratamiento con IMQ (62.5 mg) utilizando anticuerpos frente a HSD112,  p-p38 y p-

ERK. Barras: 50 m. 

La piel psoriática se caracteriza por un aumento de citoquinas pro-

inflamatorias que contribuyen a la inflamación sostenida de la enfermedad, 

entre las cuales Il17f juega un papel relevante (Zhu y Qian 2012). Nuestros 

resultados indican que la expresión de Il17f aumentó de forma constitutiva 

en los ratones DKO respecto a los CO, e incluso respecto a los KO 

individuales. Sin embargo, la ausencia combinada de GR y MR epidérmico 

no era suficiente para causar lesiones psoriáticas espontáneas (Figura 30, 

A). Después del tratamiento con IMQ, los niveles de Il17f incrementaban 

significativamente en los ratones CO, GR
EKO

 y MR
EKO

 (10-20 veces); sin 

embargo, los niveles de Il17f en DKO, aunque elevados, eran similares 

antes y después de IMQ (Figura 30, A). Mientras que la expresión del 
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marcador psoriático Lcn2 (Abdel Hay et al. 2019) no variaba entre 

genotipos, en condiciones basales o patológicas, sí se observaba un 

aumento constitutivo de los niveles de S100a8 en los DKO respecto a CO y 

MR
EKO 

(Figura 30, A; 2 veces). 

En los ratones CO tratados con IMQ, observamos una reducción en la 

expresión de Nr3c1/GR y Nr3c2/MR, así como de los genes diana de GCs, 

Fkbp51 y Zinc finger and BTB domain containing 16 (Zbtb16) (Figura 30, B). 

Estos datos correlacionan con estudios recientes donde se demuestra que 

la expresión de estos genes disminuye en lesiones psoriáticas humanas 

(Sarkar et al. 2017). En consonancia con la pérdida de expresión de GR y 

MR epidérmicos, la piel de ratones DKO mostraba una disminución 

constitutiva en la expresión de Fkbp51 y Zbtb16 respecto a los CO, que se 

mantenía tras el tratamiento con IMQ (Figura 30, B; más de 20 veces). En 

condiciones basales, los ratones GR
EKO

 y MR
EKO

 presentaban una 

reducción de los niveles de Fkbp51 y Zbtb16 respecto a los CO (2.5 y 3 

veces, respectivamente) y el IMQ reducía su expresión a niveles similares a 

los de los CO (Figura 30, B).  

Estos hallazgos son importantes ya que indican que, los GCs no solo 

son efectivos para el tratamiento de la psoriasis sino que defectos en la 

señalización mediada por GCs pueden contribuir al desarrollo de la 

enfermedad.  
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Figura 30. La mayor susceptibilidad a psoriasis inducida por imiquimod en los 

ratones DKO correlaciona con defectos en la señalización mediada por GCs. A y B 

Expresión de los genes indicados en la piel dorsal de ratones CO, DKO, GREKO y MREKO 

tratados con vehículo (V, vaselina) o IMQ (62.5 mg), determinada mediante RT-qPCR. 

Asteriscos: diferencias estadísticas entre tratamientos de un mismo genotipo. 

Almohadillas: diferencias significativas entre genotipos en un mismo tratamiento. *, # 

p<0.05, **, ## p<0.01, ***, ### p<0.001; n>4 en cada grupo experimental. 

3. Generación y caracterización de queratinocitos 

inmortalizados con inactivación combinada de GR y MR 

(DKO) 

3.1. Generación de queratinocitos inmortalizados DKO  

El análisis previo de líneas de queratinocitos inmortalizados GR
EKO

 y 

MR
EKO

, demostró cambios severos en su morfología y tasa de proliferación 
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respecto a la línea CO (Latorre et al. 2013; Boix et al. 2016b). En este 

trabajo, nos planteamos generar una línea celular DKO para analizar las 

consecuencias de la ausencia conjunta de GR y MR en los queratinocitos 

epidérmicos. Para ello, aislamos los queratinocitos de la epidermis de 

ratones adultos hembra y generamos la línea celular de queratinocitos  

mediante un proceso de inmortalización por amplificación (Reichelt y Haase 

2010). 

La pérdida de GR, MR o de ambos receptores, se confirmó mediante 

RT-qPCR en las distintas líneas celulares (Figura 31). 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Niveles de Nr3c1/GR y Nr3c2/MR de las líneas inmortalizadas de 

queratinocitos CO, DKO, GREKO y MREKO.  Expresión de Nr3c1/GR y Nr3c2/MR en las 

líneas celulares de queratinocitos inmortalizados, determinada mediante RT-qPCR. 

Asteriscos: diferencias significativas respecto al CO. ***, p<0.001; n>4 réplicas biológicas 

por genotipo. 

Las imágenes de contraste de fase mostraban diferencias 

morfológicas entre las distintas líneas celulares, que correlacionaban con 

los resultados obtenidos con la citometría de flujo (Figura 32, A y B). Los 

queratinocitos DKO presentaban un menor tamaño en comparación con la 

línea CO, y también respecto a las líneas KO individuales, si bien los 

queratinocitos MR
EKO

 también presentaban un tamaño menor respecto a los 

CO. La línea GR
EKO

 presentaba una morfología elongada acorde con el 

fenotipo parcial de transición epitelio-mesénquima ya descrita (Latorre et al. 
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2013). Consistente con dicho fenotipo, la expresión proteica del marcador 

epitelio-específico E-cadherina se perdía en los queratinocitos GR
EKO

, 

siendo esta característica exclusiva de dicho genotipo, lo que sugiere que 

las alteraciones de la línea GR
EKO

 no están asociadas a la falta de GR sino 

a un rol patológico de MR en ausencia de GR (Figura 32, C). 

La expresión de K5 (Figura 32, C) aparecía aumentada solo en los 

queratinocitos DKO, mientras que la expresión del marcador epitelial p63 

disminuía en las líneas DKO y MR
EKO

. Previamente hemos demostrado que 

GR regula negativamente la expresión de p63 (Sevilla et al. 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 32. El fenotipo de los queratinocitos DKO es único en comparación con las 

líneas CO, GREKO y MREKO, con alteraciones en el tamaño y proliferación celular. A 

Imágenes representativas de contraste de fase de queratinocitos inmortalizados CO, 

DKO, GREKO y MREKO. Barra: 50 m. B Representación del número de células y del 

tamaño celular (Forward Scatter Channel, FSC) de las líneas de queratinocitos indicadas, 

mediante citometría de flujo y el software FlowJo (n=3). C Western Blot de lisados 

celulares de las líneas de queratinocitos indicadas para la detección de E-cadherina, K5, 

p63 y tubulina (TUB) en. D Cinética de proliferación de queratinocitos inmortalizados CO, 

DKO, GREKO y MREKO. Asteriscos: diferencias significativas respecto a la línea CO. * p< 

0.05; n>4 réplicas biológicas por genotipo. 
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El análisis de la cinética de proliferación de las líneas de 

queratinocitos inmortalizados CO, DKO, GR
EKO 

y MR
EKO  

mostró que a día 7,  

las líneas DKO y MR
EKO

 presentaban una mayor tasa de proliferación 

(Figura 32, D; 3 veces más) en consonancia con el papel anti-proliferativo 

descrito para MR en queratinocitos epidérmicos (Boix et al. 2016b). En 

cambio, a pesar de los efectos anti-proliferativos conocidos de GR en 

queratinocitos (Latorre et al. 2013; Sevilla et al. 2013), nuestros datos no 

mostraron un aumento en la cinética de proliferación de la línea GR
EKO

, y 

tan solo un aumento marginal de la línea DKO respecto a la MR
EKO 

(Figura 

32, D).  

En resumen, estos datos indican que las acciones conjuntas de GR y 

MR en queratinocitos son necesarias para la correcta proliferación y 

expresión de los marcadores epiteliales. Estos datos correlacionan con el 

aumento en la expresión del marcador de proliferación K5 exclusivamente 

en la línea DKO.  

3.2 Análisis de las vías de señalización MAPK/MKP en 

las líneas de queratinocitos inmortalizados 

 

Los estudios in vivo han demostrado que los ratones KO individuales 

o DKO son más susceptibles a un protocolo de inflamación cutánea que los 

CO (Figuras 23 y 28). Para evaluar la contribución de los queratinocitos a 

esta respuesta inflamatoria, utilizamos las líneas de queratinocitos 

inmortalizados CO, DKO, GR
EKO 

y MR
EKO

. 

 

Dado que las MAPKs modulan positivamente la proliferación de los 

queratinocitos (Kondoh y Nishida 2007), y que GR es capaz de inhibir estas 

vías de señalización (Davies et al. 2008) analizamos los niveles de proteína 

total y fosforilada de MAPKs en las líneas celulares CO, DKO, GR
EKO

 y 

MR
EKO

. Los resultados indicaban, tal y como se observaba en la piel de los 

ratones KO recién nacidos (Figura 19, A), un aumento constitutivo de p-p38 
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y p-ERK en todas las líneas KO respecto a la CO (Figura 33, A y B). Por 

tanto, los datos sugieren que el control de estas MAPKs se ejerce mediante 

ambos receptores. Dado que no se observaban diferencias entre las líneas 

de queratinocitos GR
EKO

, MR
EKO

, y  DKO, es probable que tanto GR como 

MR inhiban la actividad de estas MAPKs mediante mecanismos similares. 

Por otro lado, no se observaban diferencias en la actividad de JNK entre las 

cuatro líneas celulares (Figura 33, A y B). Se sabe que uno de los 

mecanismos responsables de la inhibición de la actividad de las MAPKs por 

los GCs es la inducción transcripcional de las Dual specificity 

phosphatase/mitogen-activated protein kinase phosphatases, DUSP-1/MKP-

1 y DUSP-4/MKP-2 (Shah et al. 2014). En condiciones fisiológicas, las 

dianas específicas de MKP-1 son p38 y JNK, mientras que MKP-2 

defosforila ERK (Chen et al. 2019a). Nuestros datos indicaron que la falta de 

MR aumentaba los niveles de MKP-1, y la ausencia de GR aumentaba los 

niveles de MKP-2 (Figura 33, A y B), sugiriendo que los receptores de GCs 

modulan la expresión de MKPs de forma opuesta. La sobreactivación de las 

MKPs en la línea DKO no depende directamente de la activación de p38 y 

ERK, ya que el bloqueo farmacológico de ambos (utilizando BIRB196 y 

U0129 respectivamente), no influía en la expresión de las MKPs (Figura 33, 

C). 
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Figura 33. Alteraciones constitutivas en la expresión de MAPKs/MKPs en las líneas 

de queratinocitos inmortalizados DKO, GREKO y MREKO. A Western Blot de lisados 

celulares de las líneas de queratinocitos indicadas para la detección de proteínas totales 

y fosforiladas (p) correspondientes a las MAPKs: p38, ERK y JNK; MKP-1 y MKP-2; y  

tubulina (TUB). B Cuantificación de las ratios p38/p38, p-ERK/ERK, p-JNK/JNK, MKP-

1/tubulina y  MKP-2/tubulina de cada línea de queratinocitos KO respecto al CO. 

Asteriscos: diferencias significativas relativo al CO. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; n> 4 

réplicas biológicas por genotipo. C Western Blot de lisados celulares de las líneas de 

queratinocitos DKO  tratada con las concentraciones indicadas de BIRB196 y U0216, 

para la detección de las proteínas indicadas.  

 

Estudios anteriores demostraron que, en queratinocitos, los GCs 

inducen la expresión de Mkp-1, mientras que reprimen la expresión de Mkp-

2; sin embargo, se desconoce en gran medida si dicha regulación está 

mediada por GR, MR, o ambos (Stojadinovic et al. 2007). Para determinar si 

GR y/o MR también regulan la expresión de estas fosfatasas a nivel 

transcripcional, analizamos los niveles de ARNm de Mkp-1 y Mkp-2 en cada 
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una de las líneas celulares, antes y después del tratamiento con Dex. Los 

datos indicaban que tras el tratamiento con GCs, GR inducía Mkp-1 y 

reprimía Mkp-2, acción en la cual MR también jugaba un papel importante 

(Figura 34). 

 

En resumen, estos hallazgos muestran que GR y MR son 

moduladores cruciales de la actividad de las MAPKS p38 y ERK, y además 

señalan que tanto GR como MR ejercen distintas funciones modulando la 

actividad de las MKPs en queratinocitos epidérmicos. 

 

Figura 34. Expresión génica de Dusp-1/Mkp-1 y Dusp-4/Mkp-2 en las líneas de 

queratinocitos inmortalizados CO, DKO, GREKO y MREKO tratadas con vehículo o 

Dex. Expresión de los genes Dusp-1/Mkp-1 y Dusp-4/Mkp-2 en las líneas de 

queratinocitos indicados  tras un tratamiento con V (-) o Dex (+, 100 nM, 3 h), 

determinada mediante RT-qPCR. Asteriscos: diferencias significativas en un mismo 

genotipo. Almohadillas: diferencias en un mismo tratamiento respecto a la línea CO.  *, # 

p<0.05; ***, ### p< 0.001; n>4 réplicas biológicas por genotipo.  
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3.3 Estudio de las rutas pro-inflamatorias NF-B y AP-

1 en las líneas celulares de queratinocitos 

inmortalizados 

Se sabe que las MAPKs participan en la activación de dos de las 

rutas pro-inflamatorias más conocidas, las vías de señalización NF-B y AP-

1 (Liu et al. 2017; Qiao et al. 2016). Para valorar si la activación basal de las 

MAPKs en los queratinocitos KO daba lugar a una activación constitutiva de 

estos FT, realizamos experimentos de transfección utilizando un reporter 

NF-B- o AP-1-luciferasa. Anteriormente demostramos que en 

queratinocitos, GR ejerce parte de sus acciones anti-inflamatorias 

interfiriendo negativamente con NF-B y AP-1 pero además, MR también 

inhibe la actividad de estos FT, a pesar de que ejerza acciones pro-

inflamatorias en la mayoría de tipos celulares (Jaisser y Farman 2016). 

Los experimentos mostraban una mayor actividad basal del reporter 

NF-B-luciferasa en las líneas KO individuales respecto a la CO (Figura 35, 

A, aproximadamente 3-4 veces). Es importante destacar que la expresión 

de este reporter era 10 veces mayor en las células DKO, sugiriendo que, en 

condiciones basales, GR y MR ejercen efectos sinérgicos para el control de 

la actividad NF-B. Para evaluar el rol de las MAPKs p38 y ERK  en la 

activación constitutiva de NF-B en los queratinocitos DKO, realizamos 

experimentos adicionales de transfección utilizando los inhibidores 

farmacológicos BIRB196 y U0129. Los resultados mostraban que el bloqueo 

de la actividad p38 vía BIRB196 revierte un 50% la activación del reporter 

NF-B-luciferasa (Figura 35, A). También analizamos la localización 

subcelular de p65-NF-B y del inhibidor de la translocación nuclear  del 

complejo p65/p50, IBMediante inmunofluorescencia y fraccionamiento 

citoplásmico/nuclear detectamos un aumento de p65 en el núcleo, que 

correlacionaba con una reducción de IBen el citoplasma en las células 
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DKO vs CO (Figura 35, B y C). Estos datos eran consistentes con el 

aumento constitutivo de actividad NF-B observado (Figura 35, B y C). 

Asimismo, evaluamos la actividad AP-1 utilizando un reporter AP-1-

luciferasa, y detectamos un aumento significativo en los KO individuales 

relativo a los CO (6 veces) y un aumento mayor en la línea DKO, que 

sugiere efectos aditivos debidos a la inactivación conjunta de GR y MR en 

queratinocitos (Figura 35, D). Los resultados del bloqueo farmacológico de 

ERK en las células DKO sugieren un papel importante para esta MAPK, ya 

que su inhibición reducía un 30% la actividad del reporter AP-1-luc. Estos 

datos sugieren la existencia de mecanismos adicionales que bloquean la vía 

AP-1, mediante tethering o debido a una falta de inducción de complejos 

represores (Dougherty et al. 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Activación constitutiva de las vías pro-inflamatorias NF-B y AP-1 en los 

queratinocitos DKO, GREKO y  MREKO. A y D Las líneas celulares indicadas se 

transfectaron con plásmidos conteniendo el reporter NF-B-luciferasa (A) o AP-1-
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luciferasa (D). Las células DKO fueron tratadas, con vehículo (V), el inhibidor de p38 

BIRB196 (BIRB, 10 M, 24 h) o el inhibidor de ERK, U0216 (5 M, 24 h), según se indica. 

Asteriscos: diferencias significativas respecto al CO. Almohadillas: diferencias 

significativas entre las líneas KO individuales y la línea DKO. #p < 0.05; ***, ###p < 0.001; 

n > 4 réplicas biológicas por genotipo. B Inmunofluorescencia con anticuerpo específico 

para p65 (verde) en las células CO y DKO teñidas con DAPI (azul). Barra: 50 m. C 

Western Blot de extractos citoplásmicos (C) y nucleares (N)  de queratinocitos CO y DKO 

para la detección de p65, IKBtubulina (TUB) y lamina A (LAMA).  Cuantificación de los 

niveles de proteína en cada compartimento relativo a los CO. Asteriscos: indican 

diferencias significativas relativas al CO. * p<0.05; ** p<0.01; n=3 réplicas biológicas por 

grupo experimental.  

3.4. Generación y caracterización de las líneas de 

queratinocitos inmortalizados DKO con reinserción de 

GR, MR o ambos 

Para evaluar si las alteraciones en las vías de MAPKs eran 

consecuencia directa de la pérdida de los receptores de GCs, nos 

planteamos un experimento de rescate mediante reinserción de GR, MR o 

ambos, en la línea DKO. Los resultados de WB demostraron la eficiencia de 

las transfecciones (Figura 36, A). 

La reinserción de GR o MR en la línea parental DKO resultó en una 

reducción significativa de los niveles de p-p38 y p-ERK, que alcanzaron 

niveles similares a los de queratinocitos CO (Figura 36, B y C). Es 

importante destacar que la reinserción conjunta de ambos receptores no 

disminuyó más la actividad de estas MAPKs. Este hecho es consistente con 

datos previos que muestran que la pérdida de uno o ambos receptores tiene 

la misma consecuencia en el aumento constitutivo de la actividad de las 

MAPKs (Figura 33, A y B). 
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Figura 36. La reinserción de GR, MR, o ambos en queratinocitos DKO reduce 

parcialmente el aumento de actividad de p38 y ERK. A y B Western Blot de lisados 

celulares de la línea DKO transfectada con GR, MR o ambos para la detección de las 

proteínas indicadas. En B se incluyen lisados celulares de la línea CO y tubulina (TUB). C 

Cuantificación de las ratios  p38/p38 y p-ERK/ERK en células CO y DKO transfectadas. 

Asteriscos: diferencias significativas respecto de las células DKO transfectadas respecto 

a EV. * p< 0.05; ** p< 0.01; n>3 réplicas biológicas por grupo. 

3.4.1. Evaluación de la respuesta transcripcional a 

GCs en queratinocitos DKO con reinserción de GR y 

MR 

A continuación nos planteamos evaluar si GR y MR median la 

respuesta transcripcional a GCs de forma cooperativa. Para ello, y en primer 

lugar, analizamos mediante inmunofluorescencia la translocación nuclear de 

cada uno de los receptores en queratinocitos en cultivo en respuesta a Dex. 

Estos experimentos se realizaron mediante co-transfección de GR y MR en 

células DKO seguida de un tratamiento con vehículo o Dex. Nuestros datos 

confirmaban que Dex induce la translocación de GR y MR al núcleo (Figura 
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37, IF). Además, los ensayos de PLA demostraron que GR y MR 

interaccionan físicamente en el núcleo después del tratamiento con 

hormona, pero también en ausencia de ligando, de forma constitutiva en el 

citoplasma (Figura 37, PLA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Co-localización nuclear de GR y MR en queratinocitos tras el tratamiento 

con Dex de células DKO con reinserción de GR y MR. Inmunofluorescencia (IF) para 

HA (rojo) o GFP (verde) en queratinocitos DKO transfectados con HA-GR y GFP-MR y 

tratados con vehículo (V) o Dex (100 nM, 1 h). Proximity ligation assay (PLA) en células 

DKO co-transfectadas con HA-GR y GFP-MR y tratadas con V o con Dex (100 nM, 16 h). 

Rojo: interacción física entre GR y MR en queratinocitos. Barra: 50 m. 

Dado que GR y MR translocan al núcleo y co-localizan en este 

compartimento en respuesta a hormona, quisimos examinar la contribución 

relativa de los distintos homo- o hetero-dímeros de GR y MR en la 

regulación transcripcional (Mifsud y Reul 2016; Liu et al. 1995). Para ello,  

realizamos experimentos de co-transfección en células DKO utilizando  

distintas dosis de vectores de expresión de GR y/o MR, y un reporter GRE-

luciferasa (Figura 38, A). Como se esperaba, Dex indujo la actividad del 

reporter GRE-luciferasa aproximadamente de 7 veces en los CO; en la línea 

DKO no detectamos activación del reporter GRE-luciferasa en respuesta a 

Dex (Figura 38, A). Cuando reinsertamos  GR en la línea DKO, observamos 

que la actividad transcripcional aumentaba de forma dosis-dependiente, 
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incluso con cantidades bajas del receptor (Figura 38, A). Por el contrario, 

cuando reinsertamos MR necesitamos dosis mucho mayores para activar el 

reporter GRE-luciferasa en respuesta a Dex. Sin embargo,  cuando se co-

transfectaron GR y MR a dosis bajas, observamos un efecto aditivo en la 

activación del reporter GRE-luciferasa, que alcanzó niveles similares a los 

de la línea CO (Figura 38, A). Este resultado indica que GR y MR cooperan 

para mediar la respuesta transcripcional a GCs en queratinocitos en cultivo. 

A continuación, analizamos la expresión del gen endógeno Gilz, diana 

clásica de GCs regulado vía GRE, en queratinocitos. Para valorar cómo 

participa MR en la inducción transcripcional de este gen, analizamos el 

reclutamiento de MR a secuencias reguladores GRE de Gilz mediante 

ensayos de MR ChIP seguidos de qPCR utilizando la línea DKO 

transfectada con MR o con una combinación de MR y GR (Figura 38, B). 

Los datos mostraban que solo se detectaba reclutamiento significativo de 

MR (Figura 38, B; aproximadamente 2.5 veces) cuando ambos receptores 

estaban presentes. 

Así pues, concluimos que en respuesta a GCs, GR y MR co-localizan 

en el núcleo e interaccionan físicamente para modular una respuesta 

transcripcional óptima a GCs. 

 

 

 

Figura 38. GR y MR son necesarios para la respuesta transcripcional óptima a GCs 

en queratinocitos inmortalizados. A La línea de queratinocitos inmortalizados DKO se 

transfectó con las cantidades relativas indicadas de vectores de expresión de GR y MR; y 

con un reporter GRE-luciferasa, y  se trató con vehículo o Dex (100 nM, 5 h). Las células 

CO se utilizan como referencia. Asteriscos: transactivación en las células CO tras el 
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tratamiento con Dex. Almohadillas: diferencias significativas entre transfección de GR y/o 

MR y EV. #p < 0.05; ##, **p < 0.005; ###p < 0.001; n > 5 réplicas biológicas por grupo. B 

MR ChIP seguido de RT-qPCR para analizar el reclutamiento de MR a las secuencias 

GRE de Gilz en queratinocitos DKO transfectados con MR o con MR+GR después de un 

tratamiento con vehículo (V) o Dex (100 nm, 2 h).  Asteriscos: diferencias significativas 

entre transfecciones.  * p<0.05; n=3  réplicas biológicas por grupo. 

4. Análisis de la contribución relativa de GR y MR al 

envejecimiento cronológico cutáneo 

En la piel, el envejecimiento se caracteriza por una atrofia cutánea  

con reducción de todos los compartimentos de la piel: epidermis, dermis y 

tejido adiposo subcutáneo (dWAT). Estos cambios están causados, entre 

otros, por estrés oxidativo, inflamación crónica de bajo grado, y cambios 

metabólicos que incluyen la desregulación hormonal. En concreto, se ha 

descrito que el aumento de los niveles de GC endógenos tanto sistémicos 

como locales contribuye al envejecimiento cutáneo (Veldhuis et al. 2013; 

Tiganescu et al. 2011). Es importante mencionar que la atrofia cutánea 

asociada al envejecimiento cutáneo es similar a los efectos de tratamiento 

tópicos continuados con GCs. 

Dado que los ratones MR
EKO

, al contrario que los CO, eran 

parcialmente resistentes a la atrofia cutánea inducida por un tratamiento 

tópico continuado con GCs (Boix et al. 2016b), quisimos evaluar las 

consecuencias del envejecimiento cronológico en esos ratones. 

La evolución de los cambios asociados al envejecimiento cutáneo 

depende del género y del fondo genético del animal. En este estudio, hemos 

utilizado ratones CO y MR
EKO

 hembras (fondo genético B6D2) de 2 meses y 

13 meses de edad. Dado que los ratones B6D2 tienen una vida media de 2 

años (Wang et al. 2013), la caracterización de ratones de 13 meses de edad 

debe considerarse como edad adulta y no envejecida estrictamente 

(Kruglikov y Scherer 2016). 
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4.1 Estudio histopatológico del envejecimiento 

cronológico en ratones MREKO 

Hemos comparado la arquitectura de la piel de ratones CO y MR
EKO

 

de 2 y 13 meses de edad mediante tinción H&E y análisis morfométrico de 

las secciones de piel dorsal. El grosor epidérmico disminuyó 

progresivamente y de forma significativa con la edad en ratones CO pero no 

en MR
EKO 

(Figura 39, A-C). La reducción del grosor epidérmico en ratones 

CO de 13 meses correlaciona con una disminución en la tasa de 

proliferación de queratinocitos epidérmicos (Figura 39, B, 30%). Los 

cambios en el grosor dérmico y dWAT no fueron significativos en ratones 

CO de 13 meses, sin embargo, detectamos una disminución en la 

celularidad dérmica respecto a los CO de 2 meses (Figura 39, B y C). 

Los ratones MR
EKO 

de 13 meses no mostraron cambios en la tasa de 

proliferación de queratinocitos en comparación con los de 2 meses (Figura 

39, A y B). Sin embargo, presentaron una reducción tanto del grosor 

dérmico, como de la celularidad dérmica (30% y 50% respectivamente) 

(Figura 39, B y C). Uno de los hallazgos histológicos más significativos en 

estos ratones es el aumento del grosor de dWAT (2.5 veces), opuesto a la 

reducción de este compartimento descrita durante el envejecimiento 

cronológico cutáneo (Figura 39, B y C; Rivera-Gonzalez et al. 2014). 

En conjunto, la piel de ratones MR
EKO 

de 13 meses presenta un  

aumento global del grosor respecto a CO de la misma edad (Figura 39, A-

C). Es importante que la pérdida de MR epidérmico tenga repercusiones en 

dermis y dWAT, subrayando la importancia en la comunicación entre 

distintos compartimentos de la piel. Además, los datos sugieren que MR 

epidérmico puede ejercer efectos protectores o deletéreos, dependiendo del 

compartimento. La inactivación de MR atenúa la atrofia de la epidermis y 

dWAT, mientras que la dermis muestra signos más pronunciados de 

envejecimiento. 
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Figura 39. La pérdida de MR epidérmico tiene consecuencias en la homeostasis de 

todos los compartimentos de la piel en ratones de 13 meses. A Cuantificación del 

grosor epidérmico (m) de la piel de ratones CO y MREKO en las edades indicadas. B 

Imágenes representativas de secciones de piel dorsal de ratones CO y MREKO de 2 y 13 

meses teñidas con H&E. Punteado: separación epidermis (E), dermis (D) y tejido adiposo 

(dWAT). Flechas: grosor de los compartimentos de la piel. Asteriscos: estrato córneo. 

Barra: 50 m. C Análisis morfométrico de la piel de ratones CO y MREKO de 2 y 13 meses 

de edad: grosor de la epidermis, dermis, y dWAT (m), porcentaje (%) de queratinocitos 

positivos para BrdU; y celularidad dérmica (número de células/campo). Para todos los 

paneles; asterisco: diferencias significativas entre las dos edades en el mismo genotipo; 

almohadilla: diferencias significativas entre genotipos en una misma edad. * p<0.05, **, ## 

p<0.01, ***, ### p<0.001; n>4 por grupo experimental. 
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4.2 Evaluación de las posibles alteraciones en la 

señalización por GCs en los ratones MREKO de 13 

meses de edad 

Los niveles elevados de GCs durante el envejecimiento cronológico 

cutáneo son el resultado de una alteración en los niveles de Hsd111 

(Tiganescu et al. 2013; Tiganescu et al. 2011). Nuestra hipótesis plantea 

que el fenotipo de los ratones MR
EKO

 de 13 meses se debe a alteraciones 

en la vía de señalización por GCs, que pueden ocurrir como consecuencia 

de alteraciones en los niveles de GCs, cambios en su biodisponibilidad 

local, o alteraciones en la expresión y/o función de GR/MR. 

4.2.1 Análisis de los niveles endógenos de 

corticosterona en explantes de piel de ratón CO y 

MREKO de 2 y 13 meses de edad 

Hemos evaluado los niveles de corticosterona, el GC endógeno 

mayoritario en ratones, en explantes de piel dorsal de ratones CO y MR
EKO

 

de 2 y 13 meses mediante un ensayo ELISA (Figura 40). Los resultados 

muestran que los niveles de corticosterona aumentaron con la edad en la 

piel de ratones CO y MR
EKO 

(Figura 40; 2 y 1.7 veces respectivamente). Sin 

embargo, no detectamos diferencias entre ambos genotipos a los 13 meses 

de edad. 

 

 

 

 

 

Figura 40. Los niveles de 

corticosterona aumentan con 

la edaden explantes de piel 

dorsal de ratones CO y 

MR
EKO

. Medición de los niveles 

de corticosterona (pmol/mm
2
) 

en explantes de piel de ratones 

CO y MR
EKO

 de 2 y 13 meses 

de edad mediante ELISA. 

Asteriscos: diferencias 

significativas entre 2 y 13 

meses de edad en un mismo 

genotipo.  * p<0.05, ** p<0.01; 

n>3 por grupo experimental. 
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4.2.2 Estudio de las alteraciones en la expresión y/o 

función de GR/MR en los distintos compartimentos de 

la piel de ratones CO y MREKO de 13 meses de edad 

A continuación, evaluamos si los cambios fenotípicos en ratones 

MR
EKO

 de 13 meses se debían a alteraciones en la expresión y/o función de 

GR/MR en los distintos compartimentos de la piel. 

En primer lugar, separamos la epidermis, dermis y dWAT de ratones 

CO y MR
EKO

 de 13 meses y verificamos la calidad de la separación 

examinando genes específicos para cada compartimento mediante RT-

qPCR. La expresión de Krt1 y Vimentin (Vim) estaban restringidas a la 

epidermis y dermis respectivamente, mientras que Fatty acid binding protein 

4 (Fabp4), se expresaba tanto en dermis como en dWAT (Figura 41). 

 

 

Figura 41. Control de calidad de la pureza en la separación de epidermis, dermis y 

dWAT. Expresión relativa de los genes indicados, utilizando marcadores de los distintos 

compartimentos de piel dorsal de ratones CO y MREKO de 13 meses de edad, 

determinada mediante RT-qPCR: epidermis (Krt1), dermis (Vim), y dWAT (Fabp4). n>3 

por grupo experimental. 

En la epidermis de ratones MR
EKO

, la expresión de Nr3c2/MR era 

residual respecto a los CO, como corresponde a un KO, mientras que 

Nr3c1/GR se expresaba por igual en ambos genotipos (Figura 42, A). 

Cuando examinamos la actividad de GR, utilizando como parámetro la ratio 

de la tasa de fosforilación de la serina 211 (p-GR-Ser
211

) respecto al GR 

total (p-GR/GR), detectamos un aumento de 1.7 veces en la epidermis de 

los ratones MR
EKO

 respecto a los CO (Figura 42, B). Este aumento 
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correlaciona con una mayor expresión de los niveles de ARNm de Hsd11b1, 

gen diana de GR en la epidermis (Figura 42, C; Tiganescu et al. 2013). No 

obstante, otros genes diana de GR, como Ddit4 y Fkbp51, no mostraron 

cambios de expresión en la epidermis de los ratones MR
EKO

 respecto a los 

CO de 13 meses de edad (Figura 42, C). 

En la dermis MR
EKO

, se detectó un aumento en la expresión de Nr3c2 

respecto a los CO (Figura 42 A, 2 veces). Además, y aunque no se 

observaron cambios en la expresión de Nr3c1, se detectó una tendencia al 

alza en la actividad de GR (p=0.054) en la dermis de MR
EKO 

(Figura 42, A y 

B), consistente con el aumento de expresión de Ddit4, Fkbp51 y Hsd11b1 

(Figura 42, C; 2-, 7- y 2.8-veces respectivamente).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Los ratones MREKO de 13 meses presentan alteraciones específicas en la 

señalización por GCs en los distintos compartimentos de la piel. A Expresión relativa 

de los genes MR/Nr3c2 y GR/Nr3c1 en epidermis, dermis,  y dWAT de piel dorsal de 

ratones CO y MREKO de 13 meses de edad, determinada mediante RT-qPCR. Los valores 

son relativos a la epidermis de los CO. B Panel superior Expresión de p-GR-Ser211, 

GR, y actina en los mismos compartimentos y genotipos que A, determinada mediante 
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CO. C Expresión relativa de Ddit4, Fkbp51 y Hssd11b1 en los mismos compartimentos y 

genotipos que A, determinada mediante RT-qPCR. Valores relativos a la epidermis de los 

CO. En todos los apartados, asteriscos: diferencias significativas entre genotipos. * 

p<0.05, ** p<0.01; A y C epidermis, dermis, n>3; dWAT n=6; B n=5-7 por grupo 

experimental. 

Por último, examinamos la expresión de Nr3c2 en dWAT de ratones 

CO y MR
EKO

 de 13 meses, sin detectar diferencias entre genotipos (Figura 

42, A). Cabe destacar que en ratones CO de 2 y 13 meses, los niveles 

relativos de Nr3c2 son significativamente mayores en dWAT respecto a los 

otros compartimentos (Figura 43). Aunque la expresión de Nr3c1 era similar 

en dWAT de CO y MR
EKO

, tanto la actividad de GR, como la expresión de 

Hsd11b1 disminuyeron significativamente en dWAT de ratones MR
EKO

. Sin 

embargo, la expresión de Ddit4 y Fkbp51 en dWAT no mostró diferencias 

entre ambos genotipos a los 13 meses (Figura 42, A-C). 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Los niveles relativos de expresión de Nr3c2 son mayores en dWAT 

respecto a la epidermis y dermis de ratones CO de 2 y 13 meses de edad. Expresión 

relativa del gen Nr3c2en epidermis, dermis y dWAT de ratones CO de 2 y 13 meses de 

edad, determinada mediante RT-qPCR. Epidermis, dermis n>3 y dWAT n=6. 
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4.3 Estudio del estatus inflamatorio en piel de ratones 

CO y MREKO de 13 meses de edad 

El envejecimiento se caracteriza por un estatus pro-inflamatorio 

crónico de bajo grado, que ocurre en ausencia de infección, con aumento de 

mediadores pro-inflamatorios que alteran la homeostasis tisular (Velarde y 

Demaria 2016). Dicho estatus se ha definido como “inflamm-aging”, y 

representa un factor de riesgo significativo de morbilidad y mortalidad en los 

ancianos (Sanada et al. 2018).  

En la piel, este estatus de inflamación crónica de bajo grado junto con 

alteraciones en la diferenciación comprometen su función de barrera 

(McCullough y Kelly 2006). Para evaluar posibles alteraciones en la 

funcionalidad de la piel de ratones MR
EKO

 de 13 meses, analizamos genes 

implicados en el balance proliferación/diferenciación epidérmica. Los niveles 

de Sprr2d, eran mayores en la piel de ratones  MR
EKO

 respecto a los CO 

(Figura 44; 3 veces). Los niveles de Forkhead box M1 (Foxm1), gen que 

codifica para un FT importante en proliferación y diferenciación epiteliales 

(Golson y Kaestner 2016; Smirnov et al. 2016), aumentaron en piel de 

ratones MR
EKO

 de 13 meses respecto a los CO (Figura 44; 2 veces). 

 

 

 

 

 

 

Figura 44. Alteraciones en la expresión de genes implicados en el balance 

proliferación/diferenciación en ratones MREKO de 13 meses de edad. Expresión 

relativa de los genes Sprr2d y Foxm1 en la piel dorsal de ratones CO y MREKO de 2 y 13 

meses de edad, determinada mediante RT-qPCR. Almohadillas: diferencias 
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estadísticamente significativas entre genotipos de la misma edad. *  p<0.05, ** p<0.01; 

n=3-5 por grupo experimental. 

A continuación evaluamos la expresión de las citoquinas pro-

inflamatorias  Il1b, Tnfay S100a8, en la piel de los ratones CO y MR
EKO

 de 2 

y 13 meses. Los ratones MR
EKO

 de 13 meses mostraron incrementos 

pequeños, pero significativos de estos marcadores a nivel de ARNm 

respecto a los CO (Figura 45, A, B). A nivel de proteína, el aumento de IL1-

 resultó también significativo en ratones MR
EKO 

de 13 meses respecto a los 

CO de la misma edad (Figura 45, B). Asimismo, analizamos posibles 

cambios en la composición del infiltrado inflamatorio mediante tinción y 

cuantificación de células T (CD3+); y mastocitos y macrófagos (azul de 

toluidina). Los datos no revelaron  diferencias significativas en la 

localización o número de células inflamatorias en la piel de los MR
EKO 

respecto a los CO durante envejecimiento cronológico (Figura 46, A y B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45. La inflamación de bajo grado no contribuye significativamente al 

fenotipo de ratones MREKO de 13 meses de edad. A y B panel superior Expresión 

relativa de las citoquinas Il1b, Tnfa y S100a8 en la piel dorsal de ratones CO y MREKO de 

2 y 13 meses de edad, determinada mediante RT-qPCR y WB. B panel inferior 

Cuantificación del WB. En todos los paneles, asteriscos: diferencias significativas entre 

edades de un mismo genotipo. Almohadillas: diferencias estadísticamente significativas 
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Figura 46. El infiltrado inmune cutáneo no contribuye significativamente al fenotipo 

de ratones MREKO de 13 meses de edad. A Inmunohistoquímica de secciones de piel 

dorsal de los genotipos y edades indicados utilizando anticuerpos específicos frente a 

CD3 y tinción con azul de toluidina. Flechas: células T (CD3); y mastocitos y macrófagos 

(toluidina). Barra: 50 m. B Porcentaje de células positivas para CD3 en epidermis (E) y 

dermis (D) y azul de toluidina (mastocitos y macrófagos) en piel completa relativo al 

número total de núcleos. Asteriscos: diferencias significativas entre edades de un mismo 

genotipo. * p<0.05, **p<0.005; n>5 por grupo experimental. 

Dado que la senescencia celular da lugar a inflamación, y que la 

disminución de Foxm1 durante el envejecimiento induce la apoptosis de los 

queratinocitos y su senescencia (Smirnov et al. 2016), quisimos evaluar 

posibles diferencias en la piel de ratones CO y MR
EKO

. Mediante 

inmunohistoquímica, analizamos los niveles de fosfo (p)-histona H2AX, 
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como marcador de daño al ADN y por tanto de senescencia; sin embargo no 

detectamos diferencias en su expresión/localización entre genotipos (Figura 

47).  

Globalmente estos resultados indican que, aunque la pérdida de MR 

epidérmico contribuye a aumentos menores de citoquinas por-inflamatorias 

en la piel envejecida, estos no son suficientes para desencadenar 

inflamación crónica o senescencia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47. La expresión de p-gH2AX no muestra cambios en ratones CO y MREKO de 

13 meses de edad. Inmunohistoquímica de secciones de piel dorsal ratones CO y MREKO 

de 13 meses de edad, utilizando el anticuerpo específico frente a p-gH2AX. Flechas: 

células positivas. Barra: 50 m. 

4.4 Alteraciones en la matriz extracelular en ratones 

MREKO de 13 meses 

Nuestros datos histológicos y moleculares (apartado 4.1 y 4.2.2) 

revelan una atrofia dérmica en ratones MR
EKO

 de 13 meses respecto a CO 

de la misma edad, que sugiere mayor sensibilidad al envejecimiento 

cronológico en este compartimento.  
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Las proteínas ECM de la dermis juegan un papel crucial en el 

envejecimiento cronológico y la fisiopatología asociada (Naylor et al. 2011; 

Giangreco et al. 2008), y sus modificaciones afectan la integridad y la 

funcionalidad del tejido (Guilbert et al. 2016). Entre los componentes de 

ECM, el colágeno tipo I representa la proteína fibrosa más abundante en 

humanos y el componente estructural fibrilar clave de varios tejidos como la 

piel, los huesos o los tendones (Tiganescu et al. 2013). Además, el 

colágeno I sufre severas alteraciones durante el envejecimiento cutáneo 

(Rittié y Fisher 2015). 

En primer lugar, examinamos la deposición de las fibras de colágeno 

mediante una tinción de tricrómico utilizando secciones de piel dorsal de 

ratones CO y MR
EKO

 de 2 y 13 meses de edad (Figura 48, A). A los 13 

meses, no observamos una variación en la deposición de fibras de colágeno 

en ratones CO respecto a animales jóvenes; sin embargo,  los ratones 

MR
EKO

 de 13 meses presentaban una reducción significativa en el contenido 

de fibras de colágeno respecto a los de 2 meses (Figura 48, B, 24%). La 

comparativa entre genotipos muestra que a los 13 meses se detecta una 

disminución en la deposición de fibras de colágeno MR
EKO

 respecto a los 

CO (Figura 48, B, 27%). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48. Los ratones MREKO de 13 meses muestran alteraciones en la deposición 

de las fibras de colágeno respecto a los CO. A Imágenes representativas de secciones 
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de piel dorsal de ratón CO y MREKO de 2 y 13 meses de edad, teñidas con tricrómico. Azul 

intenso: colágeno; rojo: citoplasma y queratinas. Barra: 50 m. B Cuantificación de la 

deposición de colágeno de las imágenes de tricrómico (A)  mediante el software Image J.  

Asteriscos: diferencias significativas entre edades de un mismo genotipo. Almohadillas: 

diferencias estadísticamente significativas entre genotipos de la misma edad. * p<0.05,  

## p<0.01; n>3 por grupo experimental. 

Uno de los mecanismos que regula la deposición de colágeno es la 

vía de señalización TGF- que controla la síntesis y degradación de 

colágeno modulando la actividad de los FT SMAD2/3. Por otro lado, el 

proteoglicano decorina (DCN) inhibe la actividad de TGF-compitiendo por 

la unión a sus receptores TGF-RI/II (Zhang et al. 2019). Mediante técnicas 

inmunohistoquímicas seguidas de cuantificación, detectamos una 

disminución de actividad de SMAD2/3 (fosfo (p)-SMAD2/3) en los ratones 

MR
EKO

 de 13 meses respecto a los CO (Figura 49, A y B). Esto 

correlacionaba con unos niveles relativos mayores de Dcn en los MR
EKO

 de 

13 meses (1.7 veces), y es consistente con la reducción de deposición de 

colágeno (Figura 49, C). Sin embargo, los ratones MR
EKO

 de 13 meses no 

mostraron cambios en la expresión de otros reguladores de la ECM como 

Prolyl 3-hydroxylase 2 (P3h2), Lysyl oxidase-like 1(Loxl1), Mmp3 y Tissue 

inhibitor of metalloproteinase 3 (Timp3) respecto a los CO (Figura 49, D). 
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Figura 49. Los ratones MREKO de 13 meses muestran alteraciones en la actividad 

SMAD2/3 y en la expresión de decorina. A Inmunohistoquímica de secciones de piel 

dorsal de ratones CO y MREKO de 13 meses de edad utilizando el anticuerpo específico 

frente a p-SMAD2/3. Flechas: células positivas. Barra: 50m. B Porcentaje de células 

dérmicas positivas para pSMAD2/3 y relativo al total de núcleos teñidos con hematoxilina. 

##p<0.01, n>5 por grupo experimental. C Expresión relativa de Dcn en la dermis de piel 

dorsal de ratones CO y MREKO de 13 meses de edad, determinada mediante RT-qPCR. 

Almohadillas: diferencias estadísticamente significativas entre genotipos de la misma 

edad. ## p<0.01; n>3 por grupo experimental. D Expresión relativa de los genes 

indicados en la dermis de piel dorsal de ratones CO y MREKO de 13 meses de edad, 

determinada mediante RT-qPCR. n>3 por grupo experimental. 
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4.5 Análisis del dWAT en los ratones MREKO de 13 

meses 

4.5.1 Estudio histológico y molecular de los 

adipocitos 

El fenotipo histológico más llamativo de los ratones MR
EKO

 de 13 

meses, es el engrosamiento del dWAT. Tradicionalmente, se pensaba que 

los adipocitos dentro de la piel actuaban como depósitos de energía, 

reguladores térmicos, o soporte estructural. Los datos recientes revelan que 

además, los adipocitos dérmicos desempeñan funciones adicionales que 

incluyen la regulación del ciclo del folículo piloso (Zhang et al. 2019; Rivera-

Gonzalez et al. 2014). 

En primer lugar, evaluamos las oscilaciones en el grosor del dWAT en 

ratones CO y MR
EKO 

de 2, 6, 11 y 13 meses (Figura 51, A; Foster et al. 

2018; Kruglikov y Scherer 2016; Wang et al. 2013). En los ratones CO, y en 

concordancia con estudios previos en ratones hembras B6D2 (Wang et al. 

2013), el grosor del dWAT se incrementó a 6 y 11 meses, con una 

reducción significativa a los 13 meses de edad (Figura 51, A). La cinética de 

cambios de grosor del dWAT en los ratones MR
EKO

 siguió el mismo patrón 

que los CO; sin embargo, el valor absoluto del grosor del dWAT a 11 meses 

era el doble que el de los CO, y mostró una tendencia a la baja a los 13 

meses (Figura 51, A). Cabe destacar que las alteraciones observadas en 

ratones CO y MR
EKO

 de 13 meses se restringen al depósito adiposo del 

dWAT; no se identificaron diferencias en el peso total o la cantidad de grasa 

abdominal de dichos ratones (Figura 50). 
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Figura 50. El peso de los ratones MREKO a los 13 meses, así como la grasa 

abdominal, no difieren en comparación a ratones CO.  Se determinaron los pesos 

totales  de los ratones CO y MREKO de 13 meses, así como el peso del tejido adiposo 

abdominal, y no se encontraron cambios significativos entre los genotipos. n=3 por grupo 

experimental. 

El aumento del dWAT en los ratones MR
EKO

 de 13 meses de edad,  

se debía tanto al mayor tamaño o hipertrofia de los adipocitos (Figura 51, B 

y C), como a su mayor número (Figura 51, B y D). Mientras que los CO 

tenían más del 95% de adipocitos con tamaño menor que 3000 m
2
, los 

MR
EKO

 tenían un 55% de adipocitos más grandes que 3000 m
2 

(Figura 51, 

C). El contaje de adipocitos reflejó un aumento significativo en ratones 

MR
EKO

 de 13 meses respecto a los CO (Figura 51, D; 28%). Estos 

resultados sugieren alteraciones en la diferenciación de los adipocitos.  
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Figura 51. Hiperplasia e hipertrofia en los adipocitos de los ratones MREKO de 13 

meses. A Grosor del dWAT en las edades indicadas. Asteriscos: diferencias significativas 

respecto a los 2 meses de edad en cada genotipo. Puntos: diferencias entre los 11 y los 

13 meses de edad en CO. # p<0.05; ··,** p<0.01, ***,###p<0.001; n>4 por grupo 

experimental. B Imágenes representativas del dWAT de secciones de piel dorsal de ratón 

adulto CO y MREKO de 13 meses (H&E). Flechas: grosor del dWAT. Línea punteada: 

adipocitos de distintos tamaños (de menor tamaño, gris claro; mayor tamaño, gris 

oscuro). Barra: 50m. C Porcentaje de adipocitos de tamaño <o>de 3000m2. D 

Promedio de adipocitos por campo (aumento 10x) de secciones de piel dorsal de ratones 

de 13 meses teñidas con H&E. C y D Asteriscos: diferencias significativas respecto a los 

CO. *p<0.05, ***p<0.001; n=5 por grupo experimental. 
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La adipogénesis se inicia en los pre-adipocitos que residen en la 

dermis inferior, que se diferencian a adipocitos mediante un proceso en el 

que participan dos FT centrales Kruppel-Like Factor 9 (KLF9,) y Peroxisome 

Proliferator Activated Receptor gamma (PPARg, ambos regulados por GR, 

juegan un papel central (Lee et al. 2018; Lee et al. 2014). Para determinar 

posibles alteraciones en estos FT, decidimos evaluar su expresión en la 

dermis y el dWAT de ratones CO y MR
EKO

 de 6 meses y 13 meses de edad 

(Figura 52). Los resultados mostraron que, la expresión dérmica de 

Pparges 2.5 veces mayor en ratones MR
EKO

 de 6 meses que en CO, 

mientras que no vemos diferencias en la expresión de Klf9 (Figura 52, A). 

No obstante, la expresión de Ppargno difiere en el dWAT entre genotipos; 

sin embargo la expresión de Klf9 disminuía en los MR
EKO

 respecto a los CO 

(Figura 52, A).  

Además, no detectamos diferencias en la expresión de la adipoquina 

anti-inflamatoria adiponectina (Adipoq), ni del péptido antimicrobiano 

catelicidina (Camp) en la dermis de CO y MR
EKO

 de 13 meses de edad 

(Figura 52, B). Por tanto estos resultados indican que la hipertrofia e 

hiperplasia de los adipocitos en ratones MR
EKO 

ocurre a partir de los de 6 

meses de edad, y correlaciona con el aumento de la expresión  de PpargA 

los 13 meses, detectamos una menor expresión de Pparg yKlf9 en el dWAT 

de MR
EKO 

(Figura 52, B), que concuerda con los datos de menor actividad 

de GR en este compartimento (Figura 42, B). Además, también observamos 

una disminución de expresión de Adipoqy Camp en el dWAT de ratones 

MR
EKO

. 
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Figura 52. Alteración de factores adipogénicos en la dermis y dWAT de ratones 

MREKO de 13 meses. Expresión relativa de los genes adipogénicos indicados en la dermis 

y dWAT de ratones CO y MREKO de 6 y 13 meses de edad, determinada mediante RT-

qPCR. Asteriscos: diferencias estadísticamente significativas entre genotipos. *p<0.05, 

**p<0.01; n>3 por grupo. 

4.5.2. Análisis del proceso de adipogénesis en los 

ratones MREKO de 13 meses 

Estudios recientes han demostrado que la epidermis es capaz de 

regular la adipogénesis a través de mecanismos paracrinos (Zwick et al. 

2018; Donati et al. 2014). Por tanto, analizamos  si las alteraciones en 

adipogénesis de los ratones MR
EKO

 de 13 meses eran consecuencia del 

impacto de la pérdida de MR epidérmico en el dWAT. Para estos 

experimentos, utilizamos la línea de fibroblastos 3T3-L1 como modelo 

estandarizado de diferenciación de conversión de fibroblastos a adipocitos 

(Zebisch et al. 2012). La diferenciación se induce durante 7 días mediante 

un cóctel de diferenciación que contiene Dex, insulina y 3-isobutil-1-
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metilxantina (IBMX) (Zebisch et al. 2012). En estas condiciones, los 

fibroblastos empiezan a acumular lípidos, que se tiñen con Oil Red O y se 

cuantifican mediante análisis colorimétrico (Figura 53, A, panel superior). 

Para poder evaluar si la pérdida de MR epidérmico implica la 

secreción de reguladores adipogénicos, se incubaron las células 3T3-L1 con 

una mezcla que contenía el cóctel de diferenciación y el medio condicionado 

de queratinocitos CO o MR
EKO

. Después de 7 días, observamos la 

diferenciación de los fibroblastos 3T3-L1 a adipocitos en ambos genotipos, 

aunque el contenido en lípidos (Oil Red O) era significativamente mayor en 

presencia del medio condicionado de queratinocitos MR
EKO 

(Figura 53, A 

panel inferior y B; 1.4 veces). 

Se ha descrito que el mecanismo por el que la epidermis regula la 

adipogénesis implica la activación de la vía de WNT/-catenina (Donati et al. 

2014). Mediante WB detectamos que la translocación citoplásmico/nuclear 

de -catenina era mayor en queratinocitos MR
EKO 

que en los CO (Figura 53, 

C). Quisimos determinar si este aumento correlacionaba con una mayor 

activación del reporter -catenina (TCF/LEF), detectando un aumento 

constitutivo en queratinocitos MR
EKO 

respecto a los CO, consistente con un 

aumento de la localización nuclear y mayor actividad de -catenina (Figura 

53, D). 
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Figura 53. La conversión de fibroblastos a adipocitos aumenta en presencia de 

medio condicionado procedente de queratinocitos MREKO. A Imágenes 

representativas de células 3T3-L1 a día 7 de diferenciación  sin medio condicionado 

(panel superior) o con medio condicionado procedente de queratinocitos CO o MREKO  

(panel inferior), teñidas con Oil Red O. Barra: 100 m. B Cuantificación de lípidos 

extraídos en (A) mediante absorbancia a 490nm del Oil Red O. *p<0.05, n=3. C Western 

Blot de extractos citoplásmicos y nucleares de queratinocitos en cultivo CO y MREKO para 

la detección de -catenina, lamina A (LAMA) y  tubulina (TUB). D Ensayos luciferasa  en 

queratinocitos CO y MREKO para medir la actividad -catenina-TCF/LEF usando los 

reporter TOPFLASH y el mutante FOPFLASH. Los valores se normalizaron al control 

interno renilla-luc. *p<0.05, n=4. 
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Los GCs desempeñan un papel central en la homeostasis cutánea 

señalizando a través de los receptores hormonales GR y MR. Mientras que 

el papel de GR en el desarrollo epidérmico, cicatrización, inflamación 

cutánea, y tumorogénesis se ha investigado a fondo (Whirledge y DeFranco 

2018; Latorre et al. 2013; Sanchis et al. 2012; Pérez 2011); la función de 

MR en la biología de la piel ha recibido menos atención hasta hace poco 

(Sevilla y Pérez 2018b). En los últimos años, nuestro grupo ha generado y 

caracterizado ratones con inactivación específica en la epidermis de GR o 

MR, denominados GR
EKO

 y MR
EKO

, respectivamente (Sevilla et al. 2013; 

Boix et al. 2016b). Estos modelos animales nos han permitido demostrar 

que GR, pero no MR, juega un papel central en el desarrollo de la piel. Sin 

embargo, en la edad adulta, ambos receptores son importantes, dado que 

tanto los ratones GR
EKO 

como MR
EKO

 presentaron mayor susceptibilidad a 

inflamación cutánea inducida tópicamente (Sevilla et al. 2013; Boix et al. 

2016b). Sin embargo, anteriormente no se habían abordado las posibles 

acciones conjuntas de GR y MR en la piel, o si estos receptores actuaban 

de forma cooperativa o antagónica. 

En este trabajo, mostramos la generación y caracterización de 

ratones con inactivación conjunta de GR y MR en la epidermis, que 

denominamos ratones DKO. Nuestros datos muestran que ambos 

receptores tienen un impacto funcional importante en la fisiopatología de la 

piel durante la vida del individuo. Esta discusión se enfoca en las acciones 

conjuntas de GR y MR durante el desarrollo cutáneo y en la respuesta 

inflamatoria; y en el rol de MR en la atrofia cutánea inducida por el 

envejecimiento cronológico. 
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1. Contribución de GR y MR en desarrollo 

La caracterización histológica de los ratones DKO en la etapa 

perinatal mostró alteraciones fenotípicas severas respecto a los ratones 

GR
EKO

 y MR
EKO

, con defectos en estrato córneo, expresión anómala de los 

marcadores de diferenciación y proliferación, y presencia de microabscesos 

con alto contenido en neutrófilos. Estos datos sugieren que GR y MR son 

necesarios para el correcto desarrollo de la epidermis, y actúan 

cooperativamente. El estudio de expresión génica en los distintos genotipos 

también apoya la cooperatividad de GR y MR en la regulación 

transcripcional, al observarse un aumento aditivo de los genes pro-

inflamatorios Lnc2 y S100a8 en la epidermis de ratones DKO respecto a los 

KO individuales (Figura 20).  

Sin embargo, es importante subrayar que las acciones conjuntas de 

GR y MR dependen del tipo celular. Así, un estudio reciente en 

cardiomiocitos demuestra que ambos receptores ejercen funciones 

antagónicas en ratón adulto (Oakley et al. 2019). Los ratones GR KO en 

cardiomiocitos presentaban defectos cardíacos severos mientras que los 

ratones MR KO en el mismo tipo celular no presentaban ningún fenotipo 

evidente. Sin embargo, la inactivación conjunta de ambos receptores en 

cardiomiocitos dio lugar a una reversión del fenotipo causado por la falta de 

GR en este tipo celular. El análisis de expresión génica en cardiomiocitos en 

estos modelos animales demostró alteraciones en genes relacionados con 

apoptosis exclusivamente en los ratones GR KO, pero no en los doble KO, 

sugiriendo que MR desempeña un papel patológico tan solo en ausencia de 

GR. En este sentido, este hallazgo es análogo al que describimos en este 

trabajo, dónde la pérdida de expresión del marcador epitelial E-cadherina se 

detectó exclusivamente en queratinocitos GR
EKO

, pero no en DKO (Figura 

32, C). De hecho la línea GR
EKO 

es la única que presentaba cambios 

morfológicos similares a los observados en la transición parcial epitelio-

mesénquima. 
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Por otro lado, los queratinocitos MR
EKO

 y DKO presentaron un tamaño 

celular menor. Se ha descrito que las alteraciones en la vía de señalización 

de mTOR están relacionadas con cambios en el tamaño celular (Tee 2018) 

y, además, mTOR es una diana molecular de GCs que podría estar 

implicada en la atrofia cutánea inducida por estos compuestos (Baida et al. 

2015). Sin embargo, no detectamos cambios significativos en la expresión 

de mTOR en las líneas inmortalizadas (datos no mostrados). 

El hallazgo de un fenotipo inflamatorio único en los ratones DKO en la 

etapa perinatal indica sin lugar a dudas que MR también ejerce un papel 

anti-inflamatorio durante el desarrollo. Aunque desconocemos los 

mecanismos responsables de la resolución espontánea de dicho fenotipo en 

la etapa post-natal temprana, basándonos en el cross-talk entre 

compartimentos de la piel, podemos especular que podría deberse a la 

participación de otros tipos celulares. 

2. Contribución de GR y MR a la inflamación cutánea (edad 

adulta) 

El fenotipo cutáneo de los ratones DKO adultos no mostró grandes 

diferencias respecto a los KO individuales; en todos los casos la pérdida del 

receptor dio lugar a un aumento pequeño pero significativo del grosor 

epidérmico respecto a los CO (Figura 22). Estos resultados indican que GR 

y MR no son de vital importancia para mantener la homeostasis de la piel en 

edad adulta en condiciones fisiológicas, sin embargo, juegan un papel 

fundamental en condiciones patológicas. 

2.1 Susceptibilidad a patologías inflamatorias 

cutáneas 

Los experimento de inflamación in vivo en respuesta a distintos 

protocolos de inflamación, tanto en respuesta a PMA (inflamación aguda), 
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como el modelo de psoriasis inducida con IMQ revelaron una susceptibilidad 

mayor en los DKO respecto a los KO individuales. La mayor severidad 

fenotípica se caracterizó por una mayor proliferación (engrosamiento 

epidérmico y expresión anómala de K6 en todas las capas epidérmicas) e 

inflamación (edema de oreja, presencia de microabscesos con infiltrados de 

neutrófilos, y mayor presencia de p65 nuclear). Además, la pérdida conjunta 

de GR y MR resultó en una disminución notable de las acciones 

terapéuticas de Dex, respecto a los CO, e incluso respecto a los KO 

individuales (Figura 26). En conjunto, nuestros resultados indican que GR y 

MR epidérmicos son necesarios para mediar la respuesta terapéutica a GCs 

tópicos en un contexto inflamatorio. 

La activación constitutiva de p38 y ERK en DKO respecto a CO 

aparece como un denominador común en los estudios in vivo (piel de 

ratones DKO) e in vitro (queratinocitos inmortalizados DKO) (Figuras 19 y 

33). Aunque estos resultados indican que tanto GR como MR son 

moduladores cruciales de la actividad de estas MAPKs en queratinocitos, no 

detectamos diferencias significativas entre las acciones combinadas e 

individuales de los receptores. 

Por otro lado, los experimentos de actividad luciferasa demostraron 

que GR y MR ejercen efectos aditivos en el control de la vía AP-1, y efectos 

sinérgicos en el control de la vía NF-B (Figura 35). Aunque estos datos 

sugieren una cooperación entre ambos receptores en queratinocitos para 

reprimir mediadores pro-inflamatorios, dicha respuesta no fue aditiva o 

sinérgica in vivo (ratones DKO vs KO individuales; Figura 23 y 28). Este 

hecho sugiere que la pérdida conjunta de GR y MR en la epidermis podría 

desencadenar alteraciones en otros compartimentos de la piel, y 

contrarrestar parcialmente el aumento de susceptibilidad a inflamación 

cutánea de los ratones DKO.  
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Una de las terapias que se usan actualmente para el tratamiento de la 

psoriasis son los anticuerpos frente a la citoquina IL17, que juega un papel 

relevante en la inmunopatogenia de la enfermedad (Han et al. 2012; 

Johnson-Huang et al. 2012). Aunque nuestros resultados mostraron un 

aumento constitutivo del gen Il17f en los ratones DKO, éstos no 

desarrollaron lesiones psoriáticas espontáneas, sugiriendo que los niveles 

de Il17f per se no son suficientes para desarrollar la enfermedad. IL17F 

comparte un 55% de identidad aminoacídica con IL17A, y ratones con 

sobreexpresión de IL17A presentaron un cuadro inflamatorio severo, con 

grandes infiltrados de células T (Dubin y Kolls 2009). Estas diferencias 

podrían deberse a que los infiltrados de células T no están tan elevados en 

el modelo de IMQ, lo que atenuaría las posibles lesiones espontáneas en 

los DKO.    

Una observación importante, no descrita anteriormente, es que el 

tratamiento con IMQ redujo los niveles endógenos de GR/Nr3c1 y 

MR/Nr3c2, así como de genes regulados por GCs, en la piel de ratones CO 

(Figura 30). Estos datos demuestran que los GCs no solo son efectivos para 

el tratamiento de la psoriasis sino que las deficiencias en la señalización 

mediada por GCs pueden contribuir a la aparición/progresión de la 

enfermedad. Estos datos son consistentes con varios trabajos  que 

describen una menor expresión de GR/NR3C1y MR/NR3C2 en lesiones de 

pacientes con psoriasis (Sarkar et al. 2017; Suárez-Fariñas et al. 2012). 

Además, varios trabajos recientes han descrito que la deficiencia local de 

GCs, la reducción de la expresión de GR en lesiones de pacientes con 

psoriasis, o la reducción de enzimas clave para la síntesis local de GCs en 

lesiones de pacientes con psoriasis, contribuyen a la patogénesis de la 

enfermedad (Hannen et al. 2017; Sarkar et al. 2017). Por tanto, las vías de 

esteroidogénesis, los receptores, y los genes diana, aparecen como 

candidatos para diseñar nuevas estrategias –basadas en los GCs- para el 

tratamiento de la psoriasis. 
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2.2 Acciones conjuntas de GR y MR: posibles 

implicaciones en los tratamientos con GCs 

El análisis integrado de las acciones de GR y MR pretende en última 

instancia conocer en detalle los mecanismos de acción de estos FT e 

identificar sus dianas transcripcionales, para poder mejorar las terapias 

basadas en los GCs. Los estudios acerca de MR en piel sugieren que esta 

proteína podría ser responsable de algunos de los efectos secundarios no 

deseados asociados al exceso de GCs, en concreto la atrofia cutánea (Boix 

et al. 2018; Boix et al. 2016b; Farman y Nguyen 2016; Maubec et al. 2015). 

Sin embargo, al contrario que en la mayoría de tipos celulares donde MR 

desempeña un papel pro-inflamatorio, MR actúa como anti-inflamatorio en la 

piel (Boix et al. 2018; Boix et al. 2016b).  

Nuestra hipótesis inicial planteaba el uso combinado de GCs y 

antagonistas de MR, con objeto de preservar los efectos beneficiosos anti-

inflamatorios de los GCs y disminuir los efectos secundarios asociados al 

exceso de GCs. Dicha hipótesis se demostró mediante abordajes genéticos 

y farmacológicos en ratones y explantes de piel humana, donde la 

inactivación de MR mejoró efectivamente la atrofia cutánea inducida por 

GCs (Boix et al. 2018; Boix et al. 2016b). Sin embargo, en experimentos en 

explantes de piel humana sujetas a irritación (tratados con SDS), 

observamos que el uso combinado de GCs e inhibidores de MR, además de 

disminuir los efectos atrofogénicos de los GCs, también atenuó sus efectos 

anti-inflamatorios (Boix et al. 2018). Además, la mayor susceptibilidad a 

inflamación cutánea de los ratones adultos MR
EKO

( Boix et al. 2016b), y el 

fenotipo cutáneo en desarrollo más acentuado en ratones DKO respecto a 

los KO individuales, argumenta en la misma dirección (Figura 18). 

Por tanto, nuestros datos aconsejan cautela en el uso de tratamientos 

combinados basados en el uso de GCs y antagonistas de MR, ya que 

podrían restar efectividad al uso terapéutico de los GCs (Boix et al. 2016b).  
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2.3 Especificidad y selectividad de los dímeros GR/MR 

en la respuesta a GCs en queratinocitos 

En queratinocitos en cultivo, GR y MR pueden actuar de manera 

individual o coordinada, como muestran los ensayos de activación del 

reporter GRE-luciferasa (Figura 38). GR activa dicho reporter de manera 

mucho más eficiente que MR, sugiriendo que la capacidad transcripcional 

de los dímeros GR/GR es mucho mayor que la de los dímeros MR/MR, para 

una dosis y tiempo de respuesta determinado. Además, mientras que 

niveles subóptimos de GR o MR eran incapaces de transactivar el reporter 

GRE-luciferasa, la co-transfección de ambos receptores en dosis bajas 

resultó en una interacción funcional y acciones transcripcionales aditivas 

(Figura 38). 

La idea de que GR y MR regulen los mismos genes va en contra de la 

especificidad de acción de estos receptores en distintos contextos 

fisiopatológicos, y cuestiona además la especificidad de acción en 

respuesta a distintos ligandos. Recientemente, varios trabajos han descrito 

que los homodímeros (GR/GR, MR/MR) y los heterodímeros (GR/MR) 

reconocen distintas secuencias reguladoras (Le Billan et al. 2018; Mifsud y 

Reul 2016). Existen varios factores que pueden modular la formación de 

homo- vs hetero-dímeros en un tipo celular determinado, incluyendo la ratio 

GR:MR, la cinética de translocación de GR y MR, o el reclutamiento 

selectivo de distintos co-reguladores transcripcionales, co-activadores o co-

represores (Weikum et al. 2017; Mifsud y Reul 2016; Sacta et al. 2016). 

Todos estos factores condicionarán la respuesta transcripcional final. 

En los distintos tipos celulares, las ratios GR:MR son muy diferentes; 

en hipocampo y cardiomiocitos oscilan entre 1:1 y 30:1 respectivamente 

(Farman y Rafestin-Oblin 2001). Nuestros análisis de expresión génica 

mediante RT-qPCR en queratinocitos/epidermis indican una ratio GR:MR de 

20:1 (Figura 31), y cuando reinsertamos ambos receptores necesitamos una 
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ratio 1:40 para conseguir una activación transcripcional óptima (Figura 38). 

Sin embargo, la estimación de estas ratios está condicionada por la falta de 

herramientas técnicas adecuadas para detectar la expresión de MR 

endógeno. La cantidad relativa de GR:MR en cada tipo celular puede ser 

particularmente importante en condiciones donde GR no es funcional, 

puesto que como se ha descrito, MR puede desarrollar un papel patológico 

(Oakley et al. 2019; Oakley y Cidlowski 2015). 

Hasta el momento, no hemos realizado un estudio sistemático de la 

cinética de translocación al núcleo de GR y MR, o de su reclutamiento a 

regiones genómicas en respuesta a GCs, cuando se expresan de forma 

individual o combinada. Sin embargo, el reclutamiento de MR a las 

secuencias GRE del gen Gilz es óptimo solo cuando se permite la formación 

de heterodímeros (Figura 38; reinserción de MR o de MR y GR en la línea 

DKO). Hay que tener en cuenta que en estos experimentos se determinó el 

reclutamiento en condiciones de sobreexpresión de los receptores 

(transfecciones) en lugar de utilizar receptores endógenos (Figura 38).  

3. El papel de los GCs en el envejecimiento cutáneo 

cronológico 

El envejecimiento de la piel es un proceso biológico complejo 

consecuencia de factores intrínsecos o genéticamente programados, entre 

los que incluyen un aumento local o sistémico de GCs; y de factores 

extrínsecos, principalmente radiación ultravioleta (Rittié y Fisher 2015). 

Aunque muchos de los cambios asociados con el envejecimiento cutáneo 

como la atrofia generalizada y la aparición de arrugas, se asocian a 

cuestiones estéticas, es importante señalar que dichos cambios repercuten 

en la funcionalidad del tejido y, en última instancia aumentan la 

susceptibilidad a infecciones, enfermedades inflamatorias, y producen un 

retraso en la cicatrización de heridas (Rinnerthaler et al. 2015; Rittié y Fisher 

2015; Puizina-Ivié 2008). El aumento del envejecimiento de la población y 
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su impacto psicosocial, ha creado una demanda de intervenciones efectivas 

para reducir, posponer y, en algunos casos, reparar los efectos adversos 

asociados (McCullough y Kelly 2006).  

3.1 La ausencia de MR epidérmico altera la 

homeostasis de la piel en el envejecimiento 

cronológico 

Nuestros análisis utilizando explantes de piel CO y MR
EKO

 de ratones 

de 2 y 13 meses han demostrado que con la edad se produce un exceso de 

GCs locales detectable mediante ensayos ELISA (Figura 40). Sin embargo, 

no detectamos diferencias entre genotipos, cuestionando por qué la 

repercusión es distinta en ratones MR
EKO 

vs CO. Los datos sugieren 

cambios en la señalización mediada por GCs, que se originan en la 

epidermis y repercuten mediante acciones paracrinas en todo el tejido. El 

hecho de que los ratones MR
EKO 

de 13 meses no presentaran 

adelgazamiento epidérmico, al contrario que los CO de la misma edad, 

sugiere que MR participa en las acciones anti-proliferativas inducidas por 

exceso de GCs. Estos datos son consistentes con nuestros estudios previos 

que demostraron que los ratones MR
EKO 

eran parcialmente resistentes a un 

tratamiento farmacológico prolongado con GCs (Boix et al. 2018; Boix et al. 

2016b; Maubec et al. 2015).  

La reducción del grosor dérmico, la disminución de la celularidad 

dérmica, y la disminución en la deposición de colágeno durante el proceso 

de envejecimiento en los MR
EKO

 conlleva alteraciones en la ECM y, por 

tanto, fragilidad cutánea (Rittié y Fisher 2015) que correlaciona con cambios 

en la actividad de GR, así como en toda su vía de señalización (Figura 42). 

Para la correcta función dérmica, es necesario un equilibrio de la actividad 

de DCN y TGF-, proteínas que tienen efectos anti- y pro-fibróticos 

respectivamente. En los ratones MR
EKO

, el exceso de GCs supuso un 

aumento de los niveles de Dcn en la dermis, similar al descrito en 
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fibroblastos humanos tratados con GCs (Tiganescu et al. 2013). La 

sobreexpresión de Fkbp51  y Ddit4 en la dermis de los ratones MR
EKO

 de 13 

meses, correlaciona con la atrofia de este compartimiento, y es consistente 

con el papel atrofogénico descrito para estos genes (Baida et al. 2018; 

Baida et al. 2015). De hecho, los ratones Fkbp51
-/-

 y Ddit4
-/- 

 muestran una 

protección frente a la hipoplasia dérmica después de un tratamiento con 

GCs (Baida et al. 2018; Baida et al. 2015). 

Uno de los mecanismos plausibles para explicar el fenotipo de los 

ratones MR
EKO

 de 13 meses incluye alteraciones en la ruta de señalización 

de los GCs. Gran parte de los estudios relativos a los efectos de los GCs en 

envejecimiento cutáneo se basan en el modelo KO para Hsd111 (Morgan 

et al. 2014; Tiganescu et al. 2013). Los ratones Hsd111
-/-

 mostraron cierta 

protección frente a la atrofia cutánea inducida por envejecimiento 

cronológico, con mejor deposición de fibras de colágeno y cicatrización 

respecto a los CO (Tiganescu et al. 2013). Además la inhibición 

farmacológica de Hsd111 parece una de las estrategias más prometedoras 

para reducir los niveles de GCs, y aminorar los efectos secundarios 

asociados. 

Sin embargo, los datos que vinculan directamente GR y 

envejecimiento cutáneo son casi inexistentes (Lili et al. 2019). En cuanto a 

MR, su papel en este proceso tan solo se ha estudiado en un modelo de 

ratón con síndrome metabólico expuesto a radiación UV, donde se describió 

una correlación entre el aumento de expresión de MR y los signos de 

envejecimiento (Nagase et al. 2013). Las alteraciones metabólicas y 

hormonales (aumento de adipocitoquinas, resistencia a insulina y estrés 

oxidativo) correlacionaron con daño cutáneo e infiltración de células 

inflamatorias, y se redujeron mediante el bloqueo farmacológico de MR 

(Nagase et al. 2013). Estos signos de inflamación y resistencia a insulina 

también se han descrito en el tejido adiposo visceral de ratones obesos, 
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indicando un escenario molecular común entre la piel y el tejido adiposo en 

modelos murinos con esta patología (Hirata et al. 2009; Guo et al. 2008). 

En este trabajo, hemos analizado la contribución de GR y MR a los 

cambios histológicos y moleculares durante el proceso de envejecimiento 

cutáneo utilizando el modelo animal MR
EKO

. Es importante destacar que la 

pérdida de MR epidérmico en ratones de 2 meses de edad no repercute en 

la homeostasis de la piel en condiciones fisiológicas; tampoco se observan 

cambios aparentes en los distintos compartimentos de la piel (Figura 39).  

3.2 Las alteraciones en la vía de señalización por GCs 

en los MREKO de 13 meses repercuten en el dWAT 

Uno de los hallazgos más importantes de este estudio, ha sido la 

detección de un engrosamiento significativo del dWAT en la piel de los 

MR
EKO 

de 13 meses (Figura 51; 2,5 veces). Recientemente se ha descrito 

que el engrosamiento del dWAT es un signo favorable en el proceso de 

envejecimiento, ya que se acompaña con una disminución del factor 

profibrótico TGF-(Chen et al. 2019b; Zhang et al. 2019). En este sentido, 

el aumento del dWAT sería consistente con una menor actividad de la ruta 

TGF-/SMAD2/3 en la dermis de ratones MR
EKO

 de 13 meses de edad 

(Figura 49). 

Existen numerosos estudios que describen la importancia de los GCs 

como moduladores de la adipogénesis (John et al. 2016; Lee et al. 2014; 

Campbell et al. 2011; Campbell et al. 2009; Pantoja et al. 2008). Si bien el 

aumento de los niveles de los GCs sistémicos (Cushing) o locales (mayor 

actividad de Hsd111 en el tejido adiposo) resulta en el engrosamiento de la 

grasa visceral, también se correlaciona con una disminución de los 

depósitos de grasa subcutáneos, como el dWAT (Ferraù y Korbonits 2015). 

Un dato interesante es que el fenotipo observado en el dWAT de los MR
EKO

 

de 13 meses no es consistente con la reducción del tejido adiposo 
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subcutáneo de los ratones Hsd111
-/- 

(Morgan et al. 2014). Esta aparente 

discrepancia puede deberse a mecanismos de regulación distintos en estos 

dos modelos de ratones transgénicos.  

Estudios previos han revelado la contribución relativa de GR, MR, o 

ambos, en la adipogénesis del dWAT inducida por GCs (Lee et al. 2014; 

Caprio et al. 2007). Se ha demostrado que GR y otros FT adipogénicos 

promueven la expresión de PPARg, regulador central de la adipogénesis. 

No obstante, en un estudio in vivo utilizando fibroblastos GR KO, se 

demostró que éstos son capaces de formar adipocitos funcionales pero de 

menor tamaño (Bauerle et al. 2018), y que la señalización a través de GR 

no parece influir de forma significativa en la función endocrina y lipídica (Lee 

et al. 2018). Sin embargo, existen datos aparentemente contradictorios, ya 

que los ratones KO del gen diana de GR, Redd1/Ddit4, mostraron un 

aumento del grosor del dWAT, detectable desde etapas tempranas del 

desarrollo, debido a una mayor generación de nuevos adipocitos maduros, y 

alteraciones en su diferenciación. Este aumento del dWAT persistió durante 

toda la vida de los ratones Redd1/Ddit4 KO y era independiente del ciclo del 

pelo (Rivera-Gonzalez et al. 2020). 

Por otro lado, la inhibición farmacológica de MR en fibroblastos en 

cultivo mostró una menor tasa de conversión a adipocitos, como 

consecuencia de una menor expresión de Pparg (Jia et al. 2017; Caprio 

et al. 2011, Caprio et al. 2007). Un estudio reciente ha demostrado que la 

inactivación de MR específica en adipocitos disminuye la expresión de 

genes con un papel clave en adipogénesis (Pparg, Cebpa, Dexras1, Lpin1 y 

Lpin3) (Ferguson et al. 2020). Estos defectos pueden mitigarse mediante la 

adición in vitro de un agonista de PPARγ o su sobreexpresión. Además, la 

inactivación específica de MR en adipocitos conlleva una expresión 

reducida de GR (45% menos), sugiriendo que ambos receptores actúan de 

forma coordinada en este tipo celular (Ferguson et al. 2020). Nuestros 

resultados en ratones MR
EKO

 sugieren que MR epidérmico tiene un papel 
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central en la regulación específica del dWAT, mediado por Pparg,  que se 

induce alrededor de los 6 meses de edad y da lugar a un aumento en la 

adipogénesis. Las evidencias recientes indican que el bloqueo selectivo de 

MR es una nueva opción terapéutica para el control del depósito excesivo 

de tejido adiposo y sus complicaciones metabólicas (Ferguson et al. 2020; 

Infante et al. 2019).  

Otro hallazgo importante de nuestros estudios ha consistido en 

demostrar que la pérdida de MR epidérmico da lugar a la activación de β-

catenina mediante acciones paracrinas; sin embargo, hasta el momento no 

hemos identificado los mediadores solubles responsables de estos efectos. 

Estos datos son consistentes con estudios previos que proponen que la 

epidermis regula la adipogénesis a través de mediadores paracrinos 

generados por la activación de β-catenina (Zwick et al. 2018; Donati et al. 

2014). 

Las oscilaciones del dWAT afectan la regulación del ciclo del pelo 

(Zwick et al. 2018), y muchas de las vías propuestas como mediadores 

paracrinos están relacionadas con este proceso, incluyendo la activación de 

Hedgehog (Hh), Bone Morphogenetic Proteins (BMP) e Insulin-like Growth 

Factor (IGF) (Zwick et al. 2018; Donati et al. 2014). En estudios previos, 

examinamos el ciclo del pelo en ratones MR
EKO 

adultos, y no detectamos 

cambios respecto a los CO (Boix et al. 2016b). En este trabajo tampoco 

hemos detectado variaciones significativas en la morfología o número de los 

folículos pilosos de ratones MR
EKO 

de distintas edades. 

Este trabajo, centrado en los mecanismos de acción de los receptores 

de corticosteroides GR y MR en la respuesta a GCs en piel, subraya la 

importancia de un control estricto y coordinado de estos FT, de la 

especificidad de acción de tipo celular, y del contexto fisiopatológico. 
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1. Los ratones transgénicos con inactivación conjunta de GR y MR 

específica en epidermis (K5-Cre
+/-

//MR
loxP/loxP

//GR
loxP/loxP

, GR/MR epidermal 

knock out o Double Knock-Out; DKO) son viables y fértiles.  

2. En ratones DKO recién nacidos (P0), la pérdida combinada de GR 

y MR epidérmicos da lugar a efectos severos en la estratificación de la 

epidermis y causa un fenotipo inflamatorio, con aumento en la actividad p38 

y ERK, sobreexpresión de genes pro-inflamatorios, y presencia única de 

microabscesos que, en conjunto, recapitula las características de patologías 

cutáneas inflamatorias prevalentes. El fenotipo se resuelve de forma 

espontánea en la etapa post-natal temprana mediante mecanismos aún sin 

esclarecer.  

3. En ratones adultos, GR y MR epidérmicos ejercen acciones anti-

inflamatorias conjuntas en inflamación aguda (PMA) y en un modelo de 

psoriasis inducido por imiquimod (IMQ). En ambos casos el fenotipo de los 

ratones DKO es más severo que el de los KO individuales, con 

microabscesos y alteraciones moleculares que incluyen una mayor 

activación de la actividad p38 y ERK. Los ratones DKO tratados con PMA 

son resistentes a los efectos anti-proliferativos y anti-inflamatorios del GC 

sintético dexametasona (Dex), sugiriendo que GR y MR epidérmicos son 

necesarios para mediar los efectos terapéuticos de los GCs. 

4. La generación y caracterización de una línea inmortalizada de 

queratinocitos DKO ha demostrado que GR y MR endógenos modulan la 

proliferación y el tamaño celular. Los queratinocitos DKO muestran 

activación constitutiva de las vías de señalización MAPK, NF-B y AP-1, 

que se revierte parcialmente tras la reinserción de GR o MR. 

5.  En queratinocitos, el tratamiento con GCs induce la translocación 

al núcleo de GR y MR, donde co-localizan e interaccionan físicamente para 

regular la transcripción en respuesta a GCs. La eficiencia transcripcional de 

GR es mayor que la de MR, aunque a dosis bajas, ambos receptores actúan 
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de forma cooperativa para modular una respuesta transcripcional óptima a 

GCs. 

6. Durante el envejecimiento fisiológico, MR epidérmico ejerce un 

papel importante en el cross-talk entre compartimentos de la piel a través de 

mecanismos que modulan la actividad de GR. La epidermis de los ratones 

MR
EKO 

de 13 meses es resistente a los signos de atrofia que acompañan al 

envejecimiento, mientras que se detecta mayor reducción del grosor 

dérmico, menor celularidad, y  alteraciones en la vía de TGF-SMAD2/3 

que correlacionan con una menor deposición de colágeno. Los cambios 

fenotípicos y moleculares se deben, al menos en parte, a alteraciones 

específicas en la señalización por GCs en los distintos compartimentos. 

7.  Los ratones MR
EKO

 de 13 meses presentan un aumento de más de 

2 veces en el grosor del dWAT, debido al aumento del número y tamaño de 

adipocitos. Los cambios en adipogénesis se observan a partir de los 6 

meses de edad, y correlacionan con una sobreexpresión de Pparg. Los 

experimentos in vitro sugieren que los queratinocitos MR
EKO 

estimulan la 

adipogénesis vía activación de WNT/-catenina. 
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