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RESUMEN 
 

 

JIMÉNEZ URIBE ALEXIS PAULINA 

 

 

PARTICIPACIÓN DE LAS METALOPROTEINASAS EN LA EXPRESIÓN 
DE IL-10 POR LEUCOCITOS DE HUMANO EXPUESTOS A COLÁGENAS 

 

En los procesos inflamatorios localizados, los leucocitos suelen ser reclutados desde la 

circulación a los tejidos lesionados. Durante esta migración los leucocitos entran en contacto 

con componentes de la matriz extracelular (MEC), de los cuales, las colágenas son un 

componente mayoritario. Se sabe que el reconocimiento los componentes de la MEC y la 

presencia de citocinas pro-inflamatorias, inducen en los leucocitos la expresión de moléculas 

de superficie y solubles que facilitan su infiltración, siendo las más estudiadas las moléculas 

de adhesión y las metaloproteinasas de matriz  (MMPs), que al remodelar la MEC crean los 

espacios necesarios para la migración celular. Adicionalmente, existen algunas evidencias de 

que la actividad de diferentes MMPs influye en la respuesta inflamatoria y anti-inflamatoria, 

ya sea mediante los cambios proteolíticos sobre citocinas, como la liberación del factor de 

necrosis tumoral (TNF- , así como en la generación de fragmentos protéicos que se 

reconozcan por receptores para patrones moleculares asociados a daño (DAMPs). Se ha 

propuesto que la activación derivada de este reconocimiento de los fragmentos de la MEC 

puede favorecer la presencia de procesos inflamatorios crónicos, como los de artritis y 

psoriasis. Recientemente se ha observado que la exposición a colágena de células 

mononucleares de sangre periférica (CMSP) puede disminuir su capacidad de producción de 

TNF-  y aumentar la de IL-10 en presencia de estímulos inflamatorios como el 



lipopolisacárido (LPS). No existe evidencia de si ésta acción se deriva del reconocimiento de 

las colágenas íntegras o de si se requiere que éstas se encuentren fragmentadas. Se sabe que 

el contacto de leucocitos con proteínas de la MEC induce la expresión de las formas activas 

de MMPs, por lo que en el presente trabajo se decidió explorar si la actividad de la MMP-9 se 

relaciona con la capacidad de secreción de diferentes citocinas, como la anti-inflamatoria IL-

10, además de TNF-  e IL-1 . Después de exponer en un modelo in vitro CMSP de sujetos 

sanos aisladas mediante un gradiente de densidad, observamos que si bien la colágena no 

induce la producción de ninguna de las citocinas por sí sola, las CMSPs previamente 

expuestas a colágena tipo IV, al ser estimuladas con LPS producen una mayor cantidad de IL-

10 que sin la exposición previa. Esta secreción de IL-10, lo mismo que la de TNF  e IL-1 , 

se abate en presencia del inhibidor de MMP- 9,  A.BSAFP, lo que sugiere que la secreción de 

estas citocinas por CMSP activadas con LPS depende de la actividad de ésta MMP-9. 

 

 
 

 



ANTECEDENTES 

EL PROCESO INFLAMATORIO 

La inflamación representa un mecanismo fisiológico de respuesta ante un estímulo de daño, 

como infecciones, lesiones o traumas; donde se desarrolla un microambiente caracterizado 

por la presencia citocinas, quimiocinas, histamina y otras moléculas necesarias para activar y 

reclutar  células inflamatorias que se acumularán en el sitio lesionado1, 2, 3. Los neutrófilos son 

las primeras células en migrar del torrente sanguíneo al sitio de lesión; éste proceso está bajo 

regulación de citocinas y quimiocinas como la IL-8 y RANTES, que pueden ser producidas 

en los tejidos por las células residentes de estirpe inmunológica, endotelial o epitelial. 

Conforme la inflamación progresa, otros tipos de leucocitos, como los monocitos y los 

linfocitos, también son activados. Éstos son atraídos al sitio de inflamación por otra serie de 

citocinas y quimiocinas, como MCP-1 y algunos factores de crecimiento4, 5.  Conforme se 

perpetúe el proceso inflamatorio se pueden sumar al infiltrado células dendríticas y células 

plasmáticas6. 

Para salir del torrente sanguíneo y llegar al sitio de daño, las células tienen que atravesar las 

paredes vasculares y luego migrar a través de la MEC, hasta llegar al sitio de lesión y realizar 

funciones tales como fagocitosis, estallido respiratorio o liberación de sustancias 

antimicrobianas y citocinas. Idealmente, estas funciones deben de destruir o controlar a los 

agentes infecciosos que desencadenaron la respuesta inicial, sin embargo, la presencia de las 

células inflamatorias que liberan especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, puede  generar un 

daño continuo al tejido. Así, en vez de que se restablezca la homeostasis del tejido y se 

recupere la función del mismo, se puede perder la continuidad morfológica y la función del 

tejido, dando lugar a procesos de inflamación crónica y/o fibrosis2, 7, 8. 



Es entonces evidente que se requiere de mecanismos de regulación de la respuesta 

inflamatoria que eviten el daño tisular, cicatrización anormal o fibrosis. Estos mecanismos 

incluyen el bloqueo del tránsito de células hacia el sitio de lesión, la depuración de células 

apoptóticas y otros potenciales DAMPs, la disminución en la liberación de citocinas 

inflamatorias y la liberación de moléculas anti-inflamatorias, como lipoxinas, resolvinas e IL-

109. Ésta última, IL-10, es un potente inmunoregulador que pueden producir linfocitos, 

monocitos y células epiteliales; es capaz de inhibir la producción de citocinas como IL-1 , 

IL-1 , TNF- , IL-18, IL-6 e IL-12, capaces de perpetuar la respuesta inflamatoria; así como 

también ciertas quimiocinas como MCP-1, RANTES, IL-8, IP-10 y MIP-2. Además, se sabe 

que ésta citocina en presencia de IL-12, puede prevenir la producción de IL-4, IL-5 e IL-13 

durante los procesos fibróticos10
. 

CÉLULAS INFLAMATORIAS E INFILTRACIÓN TISULAR  

Como se mencionó, la migración celular es crucial durante la respuesta inflamatoria y está 

involucrada en otros procesos como el desarrollo embrionario, neurogénesis, vasculogénesis 

e incluso en la formación de tumores y metástasis. Durante la migración, la célula modifica 

su morfología, lo que involucra cambios de membrana plasmática y citoesqueleto. Así, por 

ejemplo, los filamentos de actina se polarizan hacía los complejos adhesivos de membrana. 

Es importante recordar que estas adhesiones focales deben de ser dinámicas, a fin de permitir 

el anclaje y liberación de las células conforme avanzan a través de los tejidos que infiltran. El 

proceso de infiltración requiere de cuatro pasos iniciales, que son: 1) el rodamiento (para 

disminuir la velocidad de las células); 2) la adhesión débil (hacia el endotelio); 3) la adhesión 

fuerte y activación; 4) la diapédesis o extravasación (Figura 1). 

Diferentes moléculas de superficie son requeridas para poder llevar a cabo los diferentes 

pasos descritos. El rodamiento se inicia por interacciones transitorias entre moléculas como el 



ácido siálico presente en la superficie del leucocito con la E-selectina del endotelio. La 

adhesión débil depende de interacciones entre moléculas como CD11 del leucocito con 

moléculas de adhesión del endotelio tales como I-CAM. La adhesión fuerte incluye la unión 

de L-selectinas del leucocito a sus ligando en la superficie del endotelio, como son las 

glicoproteínas tipo Gly-Cam1. Durante estos procesos también se favorece, la expresión de 

receptores a quimiocinas que facilitan la capacidad de activación de los leucocitos. En la 

diapédesis, los linfocitos se polarizan de manera dependiente de actina y transitan 

lateralmente (de manera dependiente de integrinas) en la superficie luminal del endotelio. El 

reconocimiento por los leucocitos de CD31 expresada por las células endoteliales, favorece la 

expansión de los espacios interendoteliales, con la consecuente salida de leucocitos del vaso 

sanguíneo y su encuentro con la membrana basal. Esta membrana constituye el primer punto 

de contacto con la MEC y continuará conforme la célula migre hacía las diferentes 

estructuras o estratos del tejido que infiltra11, 12. 

La membrana basal es un tipo de MEC especializada con la que primeramente entran en 

contacto los leucocitos infiltrantes de tejido13, 14. Ante el reconocimiento de la MEC, se 

adhieren fuertemente a ésta a través de receptores tipo integrinas. Al ocurrir ésta unión, se 

envían señales dentro de la célula para la expresión, entre otros genes, de proteasas del tipo 

MMPs que pueden degradar componentes de la MEC y con esto facilitar la migración celular 

hasta el sitio de daño13, 15. 

 



 

Figura 1.Esquema de los pasos iniciales la migración de leucocitos circulantes hacia los 
tejidos periféricos. En el esquema se muestran los diferentes pasos requeridos para que los 
leucocitos circulantes rueden, se adhieran y finalmente atraviesen el endotelio vascular hacía 
los tejidos. Modificado de Carman VC, Journal of Cell Science 2009;122: 3025-3035. 

 

COMPONENTES DE LA MATRIZ EXTRACELULAR 

La MEC, se ha descrito como una estructura que brinda soporte, fuerza, arquitectura y 

comunicación a los tejidos y órganos16. Ya que la información del medio se puede transferir a 

través de ella a las células de los tejidos17, la MEC es indispensable para los organismos 

multicelulares16. Ultraestructuralmente  está constituida por dos compartimentos principales o 

unidades de organización: 1) la membrana basal y 2) la matriz intersticial. Ambos comparten 

una estructura básica formada por andamios de colágenas, sin embargo, dependiendo del tipo 

de colágena que presentan, difiere la arquitectura tridimensional. Así, dependiendo del tejido, 

será el tipo de colágenas que participan en la formación de la MEC. 

Los componentes de la MEC se clasifican en componentes fibrosos y no fibrosos, 

perteneciendo a los primeros proteínas del tipo colágenas, elastinas y resilinas; mientras que 

los componentes no fibrosos, corresponden a proteoglicanos y glicoproteínas del tipo 



laminina, fibronectina y entactina. Entre los componentes fibrosos, como se mencionó, están 

las colágenas, que son los componentes protéicos más abundantes de la MEC (80%). Las 

colágenas, son proteínas homo o hetero triméricas formadas por cadenas alfa, que tienen 

como función mantener la integridad estructural de tejidos y órganos. La secuencia de 

aminoácidos de las cadenas alfa contiene un número variable de los motivos repetitivos 

clásicos Gly-X-Y, donde frecuentemente X es prolina o lisina y Y hidroxiprolina o 

hidroxilisina. Actualmente, en vertebrados,  se han identificado más de 28 diferentes tipos de 

colágenas, sintetizadas por una gran variedad de tipos celulares como fibroblastos, 

osteoblastos, células epiteliales o células endoteliales19, 20, 21.  

Las colágenas se clasifican según su función y homología en: 1) formadoras de fibrillas, 2) 

asociadas a fibrillas con interrupciones en la triple hélice (FACITs), 3) formadoras de redes, 

4) transmembranales, 5) productoras de endostatina, 6) fibras de anclaje y 7) formadoras de 

filamentos de perlas. Éstas se distribuyen en todo el organismo y diferencialmente según el 

tejido en que se encuentren. (Tabla 1) 



 

Tabla 1.Clasificación y distribución de los diferentes tipos de colágenas. Tomado de  
Kadler EK, Baldock C, Bella J, Boot-Handford PR. Journal of cell science 2007; 120: 1955-
1958 

Otros componentes protéicos fibrosos de la MEC son la elastina y la fibrilina, proteínas 

ubicuas del tejido conectivo que forman las llamadas fibras elásticas, dónde la elastina 



corresponde al material amorfo y las fibrilinas, junto con otras proteínas pequeñas 

constituyen las microfibras 20, 21, 22.  

Los componentes no fibrosos, proteoglicanos, están formados por cadenas laterales de 

glicosaminoglicanos unidas a un centro protéico. Estos componentes se pueden agrupar en 

varias familias: la primera corresponde a los lecticanos, como el agrecano, versicano, 

neurocano y brevicano, que pueden estimular la proliferación de fibroblastos y condrocitos. 

La segunda familia son los proteoglicanos ricos en leucina o también llamados SRLPs, que 

pueden organizar las redes de colágena y algunos de ellos regular la transducción de señales a 

través del factor de crecimiento epidérmico (EGF), ejemplos de este grupo son la decorina y 

fibromodulina. La tercer familia es de proteoglicanos que contienen heparán sulfato, e 

incluye al perlecano, la agrinina, los sindecanos y los glipicanos; éstos se encuentran 

asociados a membranas basales, además de su función estructural tienen efectos sobre gran 

variedad de funciones celulares. Algunos estudios demuestran que moléculas como CD44, 

una glicoproteína transmembranal implicada en la adhesión celular; el factor estimulador de 

colonias de  monocitos (MCSF), proteínas precursoras de amiloide y varias colágenas (IX, 

XII, XIV, XVIII) son proteoglicanos de “medio tiempo”, ya que pueden o no estar asociados 

a cadenas de glicosaminoglicanos21, 22. Otro grupo de proteínas que componen la MEC son 

las glicoproteínas, éstas generalmente funcionan como moléculas de adhesión, entre células, 

entre células y MEC, así como entre moléculas de la MEC y entre sí. La fibronectina, 

tenascina, matrilinas, tromboespoidinas, lamininas y nidógeno o entactina, son algunas de las 

glicoproteínas más conocidas23, 24. 

 La estructura que se forma por la interacción de proteoglicanos, proteínas y glicoproteínas de 

la MEC permite el desarrollo tisular, el transporte y absorción de nutrientes, así como la 

proliferación y migración celular. Se sabe que las moléculas de la MEC son multifuncionales, 

ya que frecuentemente comparten dominios repetidos entre ellas, por lo que se les llaman 



moléculas quiméricas. Algunas funciones incluyen el reconocimiento por integrinas, 

predisposición a la oligomerización, reconocimiento por metaloproteinasas de matriz 

(MMPs), la habilidad de formar diversas interacciones intramatriz, entre otras20. Para cumplir 

con todas éstas funciones, la MEC requiere ser una estructura altamente dinámica con 

remodelaciones continuas que dependen en buena medida de la actividad de proteasas, como 

las MMPs y las serin-proteasas22. 

METALOPROTEINASAS DE MATRIZ 

Las metaloproteinasas de matriz (MMPs) o matrixinas, son proteinasas dependientes de zinc 

y calcio, secretadas o ancladas a la superficie celular, que participan en la degradación  o 

procesamiento de numerosos sustratos pericelulares que son parte de la MEC. Así las MMPs 

son capaces de regular varios procesos biológicos25. Actualmente se sabe que, además de 

digerir a las proteínas de la MEC, procesan muchos componentes de la superficie celular que 

pueden ser reguladores solubles de las funciones celulares. Entre estas moléculas reguladoras 

que dependen de MMPs para su activación, están varias citocinas que requieren ser liberadas 

directamente de la membrana plasmática por acción enzimática24. Se han identificado 24 

diferentes MMPs en vertebrados, de las cuáles 23 se han encontrado en humanos. Todas las 

MMPs son sintetizadas como proenzimas y generalmente son secretadas como pro-MMPs 

inactivas y luego activadas por catálisis; algunas, sin embargo, pueden quedar ancladas en la 

membrana, activarse y desde allí ejercer su actividad de proteasas. Los sustratos suelen ser 

compartidos entre las diferentes MMPs e incluyen a los componentes de la MEC, citocinas, 

enzimas y factores de crecimiento, entre otros26. 

Las diferentes MMPs presentan varios dominios comunes: un prodominio amino terminal, un 

dominio catalítico, un dominio parecido a la hemopexina carboxilo terminal y una región 

bisagra que une al dominio parecido a la hemopexina con el dominio catalítico (Figura 2). En 



el prodominio aminoterminal existe una secuencia conservada donde se encuentra la cisteína 

que une al zinc del dominio catalítico. El dominio catalítico contiene el motivo de unión al 

zinc, que junto con los iones zinc y calcio (2 o 3) permanentemente unidos a los residuos 

protéicos estabilizan la actividad enzimática. En éste mismo dominio, las MMPs -2 y -9, 

tienen insertadas 3 repeticiones del dominio tipo II de fibronectina (FnII), involucrado en la 

unión al sustrato. El dominio carboxilo terminal parecido a la hemopexina es importante en la 

activación o inhibición de la enzima27, 28. 

 

Figura 2. Principales dominios estructurales de las metaloproteinasas de matriz. 
Tomado y modificado de Somerville PTR, Oblander AS, Apte SS. Genome Biology 2003; 
4:1-11. 

 



 

 

 

 

Los diferentes tipos de metaloproteinasas se clasifican de acuerdo a su estructura y función 

en:  

1) Colagenasas: se anclan a colágenas intersticiales (colágenas I, II y III) en sitios 

específicos y pueden tener otros sustratos no pertenecientes a la MEC. Este grupo incluye a 

MMP-1, MMP-8, MMP-13 y MMP-18. 

2) Gelatinasas: Son enzimas que digieren colágena desnaturalizada y gelatinas y sus 

miembros son la gelatinasa A (MMP-2) y la gelatinasa B (MMP-9). De manera característica 

tienen 3 repeticiones de un dominio de fibronectina tipo II insertadas en el dominio catalítico 

que se une al sustrato (gelatina, colágenas o laminina). La MMP-2 digiere colágenas tipo I, II 

y III, mientras que la MMP-9 digiere la colágena tipo IV de manera específica. 

3) Estromelisinas: Incluyen a las estromelisina I (MMP-3) y a la estromelisina 2 (MMP-10),  

los sustratos de ambas son similares e incluyen a proteoglicanos, lamininas, colágenas, pro-

MMPs. Además de la digestión de los componentes de la MEC, la MMP-3 activa a otras pro-

MMPs y su acción es crítica para la activación de MMP-1. MMP-3 tiene mayor eficiencia 

proteolítica que la MMP-10. 

4) Matrilisinas: Se caracterizan por no tener el dominio tipo hemopexina, en este grupo se 

encuentran la matrilisina 1 (MMP-7), la matrilisina 2 (MMP-26). Además de componentes de 

MEC, la MMP-7 procesa moléculas de superficie celular como la- pro-defensinas, Fas-

ligando, pro TNF-  y E-cadherina. 



5) MMPs de membrana: Incluyen a las MMP-14, MMP-15, MMP-16 y MP-24, MMP-17 y 

MMP25, cuyos sustratos son las gelatinas, fibronectinas, colágenas, agrecanos e incluso 

componentes de la membrana celular.  

Existen otras MMPs sin clasificación que incluyen a la MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-

22, MMP-23 y MMP-28. 

Entre las funciones de las MMPs se incluyen la remodelación de la MEC, la liberación de 

fragmentos bioactivos y de nuevos epítopos de las moléculas de la MEC y la liberación de 

factores de crecimiento secuestrados dentro de la MEC (como VEGF o TGF-  Las MMPs 

son capaces de modificar la interacción célula-MEC, lo cual es indispensable para la 

movilización celular fuera del tejido, como ocurre en la mestástasis29, 30. 

 Debido a su alto potencial para degradar y/o destruir los tejidos, las MMPs están fuertemente 

reguladas en varios niveles: transcripcional, a nivel de activación del zimógeno, a través de 

inhibidores extracelulares, por su  localización  y por disponibilidad o afinidad al sustrato. 

Además, instrínsecamente, el prodominio mantiene a la enzima latente por medio del grupo 

tiol de las cisteínas, las cuáles se encuentra altamente conservadas en el extremo  carboxilo 

terminal de éste prodominio. Las cisteínas actúan como ligando para el átomo de zinc que se 

encuentra en en el dominio catalítico, lo que resulta en la exclusión de agua y mantenimiento 

de la enzima inactiva29. Para que la enzima se active, la unión de las cisteínas con el zinc 

debe ser interrumpida por un cambio conformacional o por proteólisis (por otra MMP o por 

plasmin proteasas). Una vez que el grupo tiol ha sido reemplazado por agua, la enzima es 

capaz de autoactivarse hidrolizando el propéptido para completar el proceso de  activación y 

poderse unir a su sustrato. Éste mecanismo de regulación se ha llamado mecanismo 

“interruptor” de cisteína (Figura 3). Como se mencionó, muchas MMPs no están activas hasta 

que salen de la célula. Una vez activas, hay mecanismos de inactivación que entran en juego, 



como son los inhibidores de metaloproteinasas en tejido (TIMPs)30. De manera normal, en los 

tejidos sanos, las MMPs no están activas, pero en procesos infecciosos, inflamatorios, 

procesos de reparación y remodelación tisular, así como en cultivos in vitro, su actividad 

puede manifestarse en diferentes grados, por ejemplo, durante el proceso inflamatorio, los 

oxidantes generados por leucocitos y otras células pueden activar a las MMPs a través de 

oxidación del grupo tiol que promueve el estallido de su actividad proteolítica12.  

 

Figura 3. Activación de las metaloporteinasas de matriz por el mecanismo de switch de 
cisteína. En el esquema se muestra cómo al desacoplarse la unión entre el zinc del dominio 
catalítico y la cisteína del prodominio, al degradarse el prodominio es posible la activación de 
la metaloproteinasa. Tomado y modificado de Somerville PTR, Oblander AS, McCaw-Page 
A, Ewald JA, Werb Z. Nature Reviews Molecular Cell Biology 2007; 8:221-233. 

 

METALOPROTEINASAS Y RESPUESTA INMUNE INNATA 

Los epitelios de revestimiento actúan como una barrera física, donde además se congregan 

muchos de los componentes tempranos de la inmunidad innata. El daño epitelial puede 

constituir un punto de entrada para microorganismos y toxinas. El epitelio dañado responde 

rápidamente, liberando mediadores solubles, citocinas y quimiocinas que fomentan la 

proliferación y migración celular hacía el sitio dañado. Es entonces evidente que la respuesta 

inflamatoria local induce la expresión y/o activación de varias MMPs, que ayudan a las 

células de estirpe inmunológica a migrar al sitio de daño, a remodelar el tejido dañado o bien, 



in vitro, se ha observado que pueden activar a citocinas y quimiocinas. Así, MMP-2, -3 y -9 

pueden degradar y activar al precursor de IL-1 , mientras que MMP-1, -2, 3 y -9 pueden 

procesar el pro-TNF-  a su forma activa12, 31. La actividad de las MMPs, además puede 

generar metabolitos que amplifiquen o antagonicen los efectos correspondientes a las 

quimiocinas, como es el caso de el procesamiento de IL-8 por la MMP-9, donde los 

fragmentos de IL-8 pueden incrementar la capacidad quimioatrayente de la quimiocina. Los 

fragmentos derivados de la degradación de la MEC eventualmente pueden actuar como 

DAMPs32 y contribuir en el proceso inflamatorio de diversas patologías, tales como, artritis, 

psoriasis y cáncer, entre otras2, 33, 34. Se entiende entonces que la actividad desregulada de las 

MMPs, puede generar destrucción exacerbada de componentes de la matriz extracelular y 

participar en la patofisiología de éstas enfermedades.  

En relación a esto último, recientemente, al comparar la respuesta de las células 

mononucleares(CMSP) obtenidas de sangre periférica expuestas a colágenas tipo I y IV de 

sujetos sanos con las (CMSP)de sujetos con psoriasis,  observamos que la exposición a 

colágena tipo IV, pero no a colágena tipo I, indujo la producción de diferentes citocinas ante 

estímulos inflamatorios como el lipopolisacárido (LPS) de Escherichia coli a una 

concentración de 1 g/mL. Además, las CMSP de ambos disminuyen su capacidad de 

producción de TNF-  ante LPS después de haber estado en contacto con colágena IV, 

mientras que incrementan la secreción de IL-1035. Esta última es una citocina anti-

inflamatoria, por lo que este resultado sugiere que el contacto con la colágena IV podría 

disminuir la capacidad inflamatoria de los leucocitos infiltrantes en los tejidos como una 

forma de control de la respuesta innata a nivel local35, 36. Sin embargo,  poco se conoce sobre 

si ésta respuesta está dada por el reconocimiento de las colágenas en su forma nativa o 

degradada y sí este efecto guarda alguna relación con la actividad de las MMPs 



JUSTIFICACIÓN 

En diversas patologías humanas como artritis, psoriasis, ateroesclerosis y lupus eritematoso 

sistémico, además del proceso inflamatorio local caracterizado por infiltración de leucocitos, 

existe remodelación de la MEC y activación de MMPs. Se ha propuesto que en estas 

enfermedades hay un componente proinflamatorio exacerbado, así como anti-inflamatorio 

disminuido. Para esclarecer esto, es necesario, primero, conocer cuál es el papel de la MEC y 

sus componentes, íntegros y degradados, en la modulación de la respuesta inflamatoria. El 

conocer éstos mecanismos podría llevar no sólo a la descripción fisiopatológica de estas 

enfermedades, sino también a reconocer posibles blancos terapeúticos que resuelvan o 

disminuyan los procesos inflamatorios asociados a remodelación de la MEC. 

 



HIPÓTESIS 

Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de sujetos normales expuestas a 

colágena presentaran menor capacidad inflamatoria y el efecto será dependiente de la 

actividad de  metaloproteinasa 9.        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



OBJETIVO GENERAL 

Determinar sí la acción de la metaloproteinasa 9 sobre las colágenas tipo IV y I, modifica la 

capacidad de secreción de la citocina IL-10, así como de TNF-  e IL-1  por células 

mononucleares de sangre periférica de sujetos sanos en un modelo in vitro. 

 

Objetivos particulares 

 Determinar la actividad de metaloproteinasa 9 secretada por células mononucleares de 

sangre periférica de sujetos sanos expuestas a colágena IV y I en un modelo in vitro. 

 Cuantificar la cantidad de IL-10, TNF-  e IL-1  producida por células mononucleares 

de sangre periférica expuestas a colágenas tipo  IV y I, en presencia y ausencia de un 

inhibidor de metaloproteinasas de matriz. 

 



MATERIAL Y MÉTODOS 

Recubrimiento de placas con colágena tipo I y colágena tipo IV. 

Placas de poliestireno de 24 pozos (Corning) fueron recubiertas con una solución de colágena 

tipo I/(Sigma) (12.5 μg/pozo) y colágena tipo IV (Sigma) (20 μg/pozo) en un volumen final 

de 200 mL y se almacenaron en refrigeración a 4 ºC durante 16 horas para favorecer la 

formación de la capa de colágena. Posteriormente cada pozo fue lavado con amortiguador de 

fosfatos salino (PBS) 1X estéril pH 7.2-74.  

Separación de las células mononucleares de sangre periférica por  

diferencia de gradiente 

Se obtuvieron muestras de 15 mL de sangre periférica de individuos voluntarios sanos de 

entre 20 a 25 años de edad, sexo masculino, con un peso superior a los 60 kg; por 

venopunción humeral. La sangre se colectó en tubos vacutainer estériles  de 4 mL con 7.5 mg 

de ácido etilen diamino tetra acético (EDTA) como anticoagulante (BD Vacutainer).  

El volumen de sangre obtenido se diluyó en una relación 1:1 con PBS 1X pH 7.4. La 

suspensión obtenida se colocó en tubos de polipropileno sobre Ficoll  (Lymphoprep/Axis 

Shield) ello se realizó cuidadosa y lentamente con una pipeta de trasferencia de 10 mL de 

capacidad, cuidando no mezclar las fases. La proporción  de éste gradiente correspondió a un 

volumen de Ficoll por cada dos volúmenes de la suspensión sanguínea. Los tubos se 

centrifugaron a 1062 g, con los valores de aceleración y frenado en 1 y 0 respectivamente por 

20 min en una centrífuga Rotina 35 R (Hettich Zentrifugen).  

Al cabo del tiempo de centrifugación, se observó la separación de la CMSP en una capa 

blanquecina sobre el Ficoll y por debajo del suero (Figura 4).  En condiciones de esterilidad, 



se extrajo cuidadosamente la capa correspondiente al concentrado de CMSP /sin retirar el 

suero)  y se transfirió a un nuevo tubo. Para retirar el exceso de Ficoll que hubiera sido 

tomado, se realizaron dos lavados agregando de 10 a 12 mL de PBS estéril 1X  y 

centrifugando a 382 g por 5 minutos. 

 

Figura 4. Separación de CMSPs por la técnica de diferencia de gradiente. Se 
esquematiza como se observa, una vez terminado el tiempo de centrifugación, el concentrado 
de células correspondienteas a CMSPs de donde se recuperan por aspiración y sin retirar el 
suero.  

 

Los sobrenadantes fueron decantados, y  se  golpeó el tubo suavemente para homogeneizar el 

botón celular. Para evaluar la viabilidad celular, se realizó una dilución 1:100 de la 

suspensión celular en azul tripano y se contaron  las células vivas con ayuda de un contador 

automatizado de células (Countess/Invitrogen)  

Estimulación con LPS de CMSPs expuestas a colágena IV 



En las placas recubiertas con colágena tipo I, colágena tipo IV y sin recubrimiento se 

colocaron 1x106 células por pozo en un volumen final de 500 µL de medio RPMI (Medio 

Roswell Park Memorial Institute). 

Posteriormente las células fueron o no adicionadas con 5 µg/mL de lipopolisacárido (LPS) de 

E. coli (Sigma). En los experimentos que así lo requerían (valoración de participación de 

MMPs en los efectos de colágena sobre CMSPs) también se agregó o no el inhibidor de 

metaloproteinasas, ácido bifenil sulfonil amino fenil propiónico (A. BSAFP) (Calbiochem) a 

diferentes concentraciones  e incubadas durante diferentes tiempos, 30 minutos, 2, 4, 6, 8, 10 

y 12 horas; a 37°C, 5% CO2. 

Una vez completado el tiempo de incubación, se tomaron 480 µL del sobrenadante de cada 

pozo y se congeló a -70°C hasta la posterior cuantificación de las citocinas por el método de 

arreglo citométrico en perlas (CBAs/Cytometric Bead Assay)) por citometría de flujo. 

Determinacion intracelular de IL-10 

Se incubaron las celulas tal como se desecribió previamente en presencia o no de colágena 

IV. Al añadir el LPS se adicionó también brefeldina A(BFA-A), 2.5 µg/pozo (Sigma), un 

desacoplador del aparato de Golgi y por ende, de la secreción. Se incubaron durante 4 horas a 

37°C, 16% CO2, posteriormente se retiró el sobrenadante de las células y se agregó  una 

solución de PBS con EDTA al 10% (Gibco) en frío durante tres minutos para despegar y 

colectar las células. 

A las células colectadas se les adicionó 1.5 µL del anticuerpo marcador de superficie de 

interés. Se utilizó el anticuerpo anti CD3 (BD Bioscience) acoplado al fluorocromo 

isotiocianato de fluoresceína (FITC), y anti CD14 (BD Bioscience) acoplado al fluorocromo 

Ficoeritrina-Cy7 (PE-Cy7) para identificar las poblaciones de linfocitos T y monocitos, 



respectivamente. Las células se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente en 

oscuridad. Después de este tiempo se adicionaron 100 L de solución comercial  de 

paraformaldehído (Invitrogen) y se incubó 15 minutos más en oscuridad  a temperatura 

ambiente. 

Las células se lavaron con PBS 1X con azida de sodio (NAN3) al 0.1% y suero fetal bovino 

(SFB) al 5%. Las células se centrifugaron a 300-350 g por 5 minutos, se retiró el 

sobrenadante y se golpeó el tubo ligeramente para disgregar el botón celular. Se adicionaron 

100 µL de solución de permeabilización (Invitrogen) y 1.0  µl del anticuerpo anti IL-10 (BD 

Bioscience) acoplado al fluorocromo ficoeirtrina (PE). Las muestras fueron incubadas 

durante 20 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. 

Terminada la incubación, las muestras fueron lavadas con solución de 

PBS+0.1%NaN3+5%SFB por centrifugación 5 minutos a 300-350 g. Se retiró el sobrenadante 

y se homogeneizó el botón celular en 100 µL de PBS 1x. Las muestras se analizaron 

utilizanod el citómetro de flujo FACS Aria (BD Bioscience) y el programa Summit V4.3 

(Dako Colorado Inc. 2006), obteniéndose el porcentaje de células productoras de IL-10, así 

como la expresión relativa de IL-10 a través de la determinación de la intensidad media de 

fluorescencia para PE. 

Cuantificación de citocinas por el método de CBAs 

Para la cuantificación de citocinas, se utilizó un kit comercial de CBA (Ensayo Citométrico 

en Perlas/Cytometric Bead Assay) (BD Bioscience), siguiendo las instrucciones del 

fabricante y utilizando para su evaluación el citómetro de flujo FacsAria (BD Bioscience). 

Los datos obtenidos se analizaron con el programa Summit V4.3 (DAKO Colorado Inc. 

2006). Con este Kit de CBAs fue posible cuantificar simultáneamente las citocinas IL-6, 

TNF- , IL-8, IL-10, IL-1β e IL-12 utilizando únicamente 50 µL de muestra.  



Cuantificación de proteínas totales en sobrenadante por el método de ácido 

bicinconínico 

La concentración de proteínas totales de cada muestra se realizó utilizando el método del 

ácido bicinconínico comparado con una curva estándar de albúmina, para esto se utilizó el kit 

comercial de BCA (Ácido bicinconínico/Bicinchoninic acid) (Thermo scientific) y se 

determinó la absorbancia de las muestras por medio de un espectrofotómetro (Beckman 

Coulter), a una longitud de onda de 540 nm. 

Determinación de la actividad relativa de MMP por zimografía 

Para determinar la producción y actividad relativa de MMP presentes en cada muestra se 

realizaron zimogramas. Estos fueron realizados en un gel de poliacrilamida, constituido por 

un gel separador de poliacrilamida al 8%, que contenía 0.1% de gelatina derivada de piel de 

cerdo (Sigma) y un gel concentrador al 8% de poliacrilamida.  

Se tomó el volumen correspondiente de cada sobrenadante de las CMSP estimuladas 

previamente con colágena tipo IV, equivalente a 5 µg y se diluyó en una solución 

amortiguadora de carga, en este caso rojo fenol, para completar un volumen final de 10 µL, 

mismo que se colocó en cada carril del gel. 

Las muestras se sometieron a electroforesis a una intensidad de corriente de 72 volts a 4° C 

durante 3 horas. 

Los geles obtenidos se lavaron 3 veces con una solución de Tritón X 100 (Sigma) durante 30 

min cada lavado. 

Una vez terminados los lavados, el gel se colocó en una solución amortiguadora de activación 

de metaloproteinasas (Tris 0.05 M, CaCl2 10 mM, NaCl 150 mM, NaN3 0.02%, pH 7) y se 

incubó a 37° C durante 24 horas.  



Terminada la incubación, el gel se tiñó con azul de Coomassie y se lavó tres veces con la 

solución decolorante y una vez con agua bidestilada.  

La imagen del gel se capturó con un escáner y el análisis densitométrico se realizó con el 

progama ImageJ 1.42q (Wane Rasband NIH). 

Análisis estadístico 

Los datos obtenidos para la cuantificación de citocinas, porcentajes celulares e intensidad 

media de fluorescencia (IMF) se analizaron con la prueba ANOVA de dos vías y la 

postprueba  de Bonferroni. El valor de P<0.05 se consideró como significativo. 

Para comparar entre dos condiciones se utilizó la prueba t-test pareada. 

 

 

 

RESULTADOS 

El contacto con colágena IV induce la secreción de MMP-9 por CMSP  

Como un primer acercamiento, se realizó un curso temporal y se determinó el tiempo que 

requieren de estar en contacto las CMSPs con colágena tipo IV para secretar MMP-9 activa. 

Por zimografía observamos que la producción de MMP-9 con el estímulo de colágena tipo IV 

se incrementa significativamente desde las 8 horas de estimulación en comparación con la 

MMP-9 secretada por células no expuestas a colágena tipo IV. Además, el solo contacto de 

las CMSP con el poliestireno de la placa de cultivo es suficiente para inducir la producción de 

MMP-9, sin que a lo largo del tiempo sean capaces de alcanzar los niveles observados con el 

contacto con colágena tipo IV (8 h: SR vs Col IV: 110 vs 118.5+2.1; 10h: SR vs Col IV: 112 

vs 123+1.4; 12h: SR vs Col IV: 110 vs 136+2.8) (Figura 5). 
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Figura 5. Colágena IV induce la expresión de MMP-9 en CMSP. a) Zimograma en el que 
se muestra la actividad relativa de la MMP-9 en el sobrenadante de CMSP expuestos a Col 
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IV durante 3 min, 2,4,6,8,10 y 12 horas(h). SR corresponde a CMSP incubados en placas sin 
recubrimiento con ColIV y C+ es el control positivo de actividad de MMP-9, que 
corresponde a MMP-9 secretada por células de la línea MCF7 expuestas a colágena IV. En 
cada carril del zimograma, se colocaron 5 g de proteína total. b) Gráfica en la que se 
muestra el análisis densitométrico de los zimogramas realizados de forma independiente 
(n=3).  

 

 

 

 

MMP-9 es necesaria para la secreción de IL-10 y otras citocinas por CMSP 
estimuladas por LPS 

Se determinó la concentración requerida para que el inhibidor de metaloproteinasas (ácido 

bifenil sulfonil amino fenil propiónico (A.BSAFP, Calbiochem) disminuyera la actividad de 

MMP-9 secretada por CMSP expuestas a colágena tipo IV durante 8 y 12 horas. El  

A.BSAFP se agregó durante el tiempo de exposición a concentraciones de 50, 100, 200 y 300 

µM. Se observó que con 50 M de A.BSAFP disminuye la actividad de la MMP-9 1.5%+1.3, 

mientras que las concentraciones de 100, 200 y 300 uM la disminuyen en 7.3%+1.3 , 

8.1%+0.4 y 6.5%+3.1, respectivamente (Figura 6). 
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Figura 6. Capacidad de la inhibición del A. BSAFP sobre la actividad de MMP-9                                    
Se muestra el porcentaje de inhibición relativa obtenido con diferentes dosis (50, 100, 200 y 
300 g/mL) del inhibidor de MMPs A.BSAFP. SR: CMSP colocadas en un pozo sin 
recubrimiento. 

 

A fin de evaluar el efecto que la inhibición parcial de MMP-9 tiene sobre la capacidad de 

producción de IL-10 por parte de las CMSPs expuestas a Col IV, expusimos CMSPs durante 

16 horas a colágena tipo I o IV antes de agregar, por cuatro horas más LPS (10 g/mL) y el 

inhibidor de metaloproteinasas A.BSAFP (100 µM). Pasado el tiempo de estimulación, se 

centrifugó la placa y del sobrenadante recuperado se cuantificaron las citocinas IL-10, TNF-  

e IL-1  por el sistema de CBAs.  

Los resultados mostraron que las CMSP en contacto con colágena tipo I, colágena tipo IV y 

pozos sin recubrimiento inducen una producción de IL-10, TNF-  e IL-1  en 

concentraciones menores a 10 pg/mL (IL-10, SR: 6.07+0.53; Col I: 6.42+1.12; Col IV: 

6.07+2.43. TNF- , SR: 9.50+1.47; Col I: 8.99+6.73; Col IV: 6.44+1.53. IL-1 , SR: 

4.53+1.20; Col I: 6.14+4.26; Col IV: 9.73+8.00) (Figura 7). 



Concordantemente con la literatura, la secreción de IL-10, TNF-α e IL-1β es inducida por la 

presencia del LPS. En este mismo contexto, las CMSP  previamente en contacto con colágena 

tipo I y más aún con colágena tipo IV, secretaron mayor cantidad de IL-10. Sin embargo, la 

producción de IL-10(Figura 7a), TNF-α (Figura 7b) e IL-1β (Figura 7c) inducida por el LPS 

no es modificada por la presencia de las colágenas. Interesantemente, la secreción de todas 

las citocinas analizadas fue dependiente de MMP-9, pues en presencia del A. BSAFP, la 

concentración de IL-10, TNF-α e IL-1β disminuyó significativamente (Tabla 2). 

 

 

 

Estímulo Concentración de citocinas (pg/mL) 

 IL-10  P* TNF-  P* IL-1  P* 

SR 6.07+0.53  9.50+1.47  4.53+1.20  

LPS 45.23+31.13  

0.012 

170.10+72.51  

0.034 

145.70+64.05  

0.024 LPS + A.BSAFP  12.36+8.47 53.17e+31.78 70.55+52.12 

Col I + LPS 62.61+45.74  

0.025 

189.6+61.92  

0.016 

145.70+22.48  

0.012 Col I + LPS + 
A.BSAFP 

16.65+10.89 68.11+26.02 45.78+12.99 

Col IV + LPS 73.93+ 25.12  

0.045 

175.60+71.53  

0.017 

189.40+37.83  

0.042 Col IV + LPS + 
A.BSAFP 

33.55+ 34.94 49.85+ 23.84 52.62+ 22.54 

Tabla 2. Producción de IL-10, TNF- e IL-1 por CMSP estimuladas con LPS, 
expuestas o no a colágenas, y en ausencia o presencia de un inhibidor de 
metaloproteinasas (A. BSAFP).* Prueba t-studen (P<0.05) 

LPS: CMSP estimuladas con  10 g/mL de lipopolisacárido de E. coli; LPS+A.BSAFP: 
CMSP estimuladas con 10 g/mL de lipopolisacárido de E. coli y en presencia de un 
inhibidor de metaloporteinasas (A. BSAFP); Col I+LPS: CMSP estimuladas con 10 g/mL 
de lipopolisacárido de E. coli y puestas en contacto con colágena tipo I (12.5 g/mL); Col 
I+LPS+A.BSAFP: CMSP estimuladas con 10 g/mL de lipopolisacárido de E. coli y puestas 



en contacto con colágena tipo I (12.5 g/mL) y en presencia de A.BSAFP; Col IV+LPS: 
CMSP estimuladas con 10 g/mL de lipopolisacárido de E. coli y puestas en contacto con 
colágena tipo IV (20 g/mL); Col IV+LPS+A.BSAFP: CMSP estimuladas con 10 g/mL de 
lipopolisacárido de E. coli y puestas en contacto con colágena tipo IV (20 g/mL) y en 
presencia de A.BSAFP. 
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Figura 7.Efecto de la MMP-9 sobre la producción de IL-10, TNF-α e IL-1β. Se 
determinaron concentraciones de a) IL-10, b) TNF-α e c) IL-1β por el método de arreglo 
citométrico en perlas (CBAs) en los sobrenadantes de CMSP de sujetos sanos (n=4) aisladas 
por gradientes de densidad. Las CMSP se sometieron a diferentes condiciones  durante 16 
horas en total. SR: pozo sin recubrimiento; SR + LPS: pozo sin recubrimiento (16 h) y 
LPS(10 ug/mL, últimas 4 h); Col I: recubrimiento con colágena tipo I; Col I +LPS: 
recubrimiento de colágena tipo I(16 h) y LPS (10 ug/mL, últimas 4 h); Col IV: CMSP 
recubrimiento de colágena tipo IV (16 h); Col IV +LPS: recubriemiento de colágena tipo 
IV(16 h) y LPS (10 g/mL, últimas 4 h). Para cada condición hubo, se agregó (+ A. BSAFP) 
o no (- A. BSAFP) el inhibidor de metalopoteinasasa tipo I, A.BSAFP. Cada barra representa 
los valores promedio. Se realizó la prueba de ANOVA de dos vías con postprueba de 
Bonferroni. P<0.05. 
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La concentración intracelular de IL-10 se disminuyó solamente en 
linfocitos expuestos a colágenas y LPS 

Con el fin de determinar sí la producción de IL-10 estaba a cargo de alguna estirpe en 

particular, realizamos inmunomarcaje para linfocitos (células CD3+) y monocitos (células 

CD14+) en conjunto con pemeabilización y detección de IL-10 intracelular, después de 

incubar las células con BFA A (bloqueador de Golgi que impide la secreción proteíca) para 

concentrar la citocina dentro de las células. En las diferentes condiciones de estímulo, en 

presencia o ausencia del inhibidor A, BSAFP, no observamos diferencias significativas, ni 

entre la proporción de linfocitos y monocitos con IL-10 (Col I+LPS vs Col 

I+LPS+A.BSAFP: 7.48+2.37 vs 4.77+1.12), ni entre la expresión relativa de IL-10 

(expresada por la intensidad media de fluoresecencia, MIF) en linfocitos (Figura 8 a) y 

monocitos (Figura 8 b).  
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Figura 8. A. BSAFP no induce cambios en IL-10 producida por linfocitos y monocitos.  
Mediante la determinació de la IMF, se valoro la concentración relativa de IL-10 de: a) 
linfocitos T (CMSP CD3+) y b) monocitos (CMSP CD14+) de sujetos sanos (n=4) separadas 
por diferencia de gradientes y expuestas a diferentes condiciones. SR: pozo sin 
recubrimiento; SR + LPS: pozo sin recubrimiento (16 h) y LPS(10 ug/mL, últimas 4 h); Col 
I: recubrimiento con colágena tipo I; Col I +LPS: recubrimiento de colágena tipo I(16 h) y 
LPS (10 ug/mL, últimas 4 h); Col IV: CMSP recubrimiento de colágena tipo IV (16 h); Col 
IV +LPS: recubriemiento de colágena tipo IV(16 h) y LPS (10 g/mL, últimas 4 h). Para 
cada condición hubo, se agregó (+ A. BSAFP) o no (- A. BSAFP) el inhibidor de 
metalopoteinasasa tipo I, A.BSAFP. Cada barra representa los valores promedio. Se utilizó la 
prueba de ANOVA de dos vías y como postprueba Bornferroni (P<0.005). 

 



DISCUSIÓN 

La infiltración de leucocitos del torrente sanguíneo hacia los tejidos es uno de los eventos 

claves en la respuesta inflamatoria local. Es evidente que durante la migración de los 

leucocitos a los sitios lesionados, existen múltiples señales, tanto solubles como derivadas por 

contacto directo, que modifican la funcionalidad de leucocitos y células residentes del tejido. 

La información más abundante se refiere a la capacidad que las células epiteliales tienen para 

secretar quimiocinas como IL-8 y citocinas del tipo TNF- , que al llegar a torrente 

circulatorio activan a las células circulantes y favorecen los fenómenos de rodamiento y 

diapédesis37. De la misma manera se sabe que la liberación de IFN  por parte de las células 

endoteliales favorece la migración transendotelial de linfocitos, así como también las 

citocinas producidas por neutrófilos, monocitos y linfocitos, pueden activar células 

endoteliales y linfocitos CD8+ de piel38.  

Ahora bien, aunque existe información acerca de la interacción célula-célula que ocurre entre 

endoteliocitos y leucocitos para los procesos de rodamiento y migración, con interacción de 

selectinas e integrinas, participación de moléculas como CD11b y PECAM; existen menos 

evidencias de las consecuencias que las interacciones célula a célula tienen sobre la respuesta 

inflamatoria de leucocitos. El reconocimiento de la P-selectina de endotelio por L-Selectina y 

CD31 de neutrófilos induce en éstos la producción de especies reactivas de oxígeno y 

degranulación36. En monocitos, el contacto con células endoteliales incrementa los transcritos 

para TNF-  e IL-1 . También en monocitos, el bloqueo de CD43 o leucosialina, una 

proteína transmembranal involucrada en la adhesión y activación leucocitaria, que 

normalmente se une a la E-selectina de las células endoteliales, disminuye dramáticamente la 

capacidad de producción de TNF-  



En este contexto, menos evidencias existen de las consecuencias que el reconocimiento de la 

MEC tiene sobre la respuesta inflamatoria. Dado que la remodelación de la MEC es un 

evento asociado a la infiltración de células inflamatorias y que existen reportes de que los 

fragmentos de fibronectina son capaces de actuar como patrones moleculares asociados a 

daño (DAMPs)41, que al ser reconocidos por receptores de reconocimiento de patrón (PRRs), 

inducen la activación de monocitos, caracterizada por la secreción de IL-1  y TNF- , 

exploramos en trabajos previos si existía una respuesta diferencial frente al reconocimiento a 

colágena por parte de células inflamatorias de sangre periférica de sujetos psoriásicos y 

sanos. En ese primer acercamiento fue evidente que la capacidad de secreción de IL-10 por 

parte de las CMSP aumentaba sí las células se exponían a colágena IV y luego eran 

estimuladas con LPS33. Es conocido que el contacto de leucocitos con componentes de la 

MEC, como las colágenas, fibronectina y proteoglicanos, induce la expresión de MMPs. En 

modelos múridos, en los que se induce inflamación a nivel peritoneal y a nivel sistema 

nervioso central, se sabe que las células logran llegar al sitio de lesión sintetizando MMP-9, -

7 y -12 42, 43,44. Nosotros exploramos sí en el sistema de estimulación que previamente 

utilizamos, había secreción de MMP-9 activas hacia el medio por parte de CMSP de sujetos 

sanos expuestas a colágena tipo IV. Obtuvimos que desde las 8 horas y hasta las 12 horas que 

seguimos la estimulación in vitro, las CMSP secretan MMP-9 activa de manera diferencial 

respecto a las células no expuestas a colágena tipo IV. Las CMSP son capaces de expresar 

MMP-9 activa aún en condiciones sin recubrimiento con colágena, lo cual sugiere que la 

generación de contactos focales sobre la superficie de poliestireno de las placas de cultivo, es 

suficiente para inducir cascadas de señalización que culminan en la expresión y secreción de 

MMP-9 activa. Esto no se observa en otro tipo de células como las MCF7, una línea celular 

derivada de carcinoma mamario humano que si no se exponen a componentes de matriz 

extracelular que recubran las placas de cultivo, presentan una actividad de MMP-9 no 



detectable por zimografía45. Es factible que estas diferencias se deban  a las vías de 

señalización que están activas diferencialemente en uno y otro tipo de células. 

Interesantemente, encontramos que la secreción de citocinas IL-10, TNF-  e IL-1  se 

disminuye significativamente al inhibir la actividad de MMP-9. Llama la atención que este 

efecto de inhibición en la producción de MMP-9 activa se da aún cuando la inhibición de la 

actividad es parcial (del 10%). Las consecuencias biológicas de esto se pueden deber a 

diferentes factores. Por un lado es factible que la actividad de MMPs sea requerida para la 

remodelación de la MEC, y de dicho proceso se generen fragmentos de colágena que se 

reconozcan como DAMPs por receptores, como las integrinas e incluso TLRs, diferentes a 

los que reconocieron los componentes íntegros de la MEC, de tal manera que se favorezca la 

respuesta inflamatoria46. Otra posibilidad, dado los tiempos largos de incubación (de 16 

horas) que utilizamos es que la actividad de estas MMPs, específicamente MMP-9, se 

requiere para la liberación y activación de otros componentes, entre estos, las citocinas TNF-

 e IL-1 30. Lo que llama la atención al respecto es que todas las citocinas exploradas, tanto 

inflamatorias, como anti-inflamatorias presentan este comportamiento. Pudiera ser entonces 

que el fenómeno este más relacionado con los mecanismos de transporte vesicular y 

secreción de citocinas, que con la síntesis de las mismas. Esto se ve reforzado por el hecho de 

que realmente no existen diferencias significativas cuando se analiza IL-10 a nivel 

intracelular, independientemente de que se conserve la actividad de MMP-9 en el cultivo. 

 



CONCLUSIONES 
 

El contacto con colágena tipo I y tipo IV favorece la capacidad de secreción de IL-10 por 

parte de CMSP estimuladas con LPS. Este fenómeno es dependiente de la actividad de MMP-

9. 

La producción de TNF-  e IL-  inducida LPS en las CMSP, es dependiente de MMP-9, sin 

embargo, el contacto de las CMSP con colágenas no modifica la producción de éstas 

citocinas. 
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