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RESUMEN 

___________________________________________________________________________ 

 

La Fibrosis Pulmonar Idiopática o FPI es una enfermedad intersticial, pulmonar, 

crónica, progresiva y letal, de etiología desconocida, la cual se asocia con una deposición 

exagerada de los componentes de la matriz extracelular (MEC), primordialmente, colágenas 

fibrilares. Las Metaloproteasas (MMPs), junto con sus inhibidores (TIMPs) son las 

principales enzimas reguladoras de la morfostasis de la MEC y se ha demostrado que varias 

de estas MMPs se encuentran desreguladas durante la FPI, por ello se considera que el estudio 

de la regulación y actividad de estas enzimas es vital para el entendimiento y posible 

tratamiento de la FPI. En este trabajo examinamos la actividad de MMP2 y MMP9 en el 

pulmón de ratones deficientes en MMP13 y doble deficientes en MMP8 y MMP13 en 

condiciones basales y en el modelo de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina. Para ello se 

utilizaron colonias de ratones modificados genéticamente generados en el laboratorio del Dr. 

Carlos López Otín. Anteriormente, se han utilizado ratones deficientes de MMP13 para 

estudiar a la fibrosis pulmonar y hepática, sin embargo, no se ha estudiado el modelo de 

fibrosis pulmonar inducida por bleomicina.  De igual manera, no hay registro en la literatura 

de que se haya utilizado un ratón doble deficiente de las dos colagenasas principales de los 

ratones (MMP8 y MMP13). En este trabajo se utilizaron ratones deficientes de MMP13 y 

dobles deficientes de MMP8 y MMP13 como modelos experimentales, para evaluar la 

respuesta inflamatoria y fibrosante, así como la actividad gelatinolítica en el pulmón. El daño 

pulmonar fue analizado por histología y  la actividad de las gelatinasas fue evaluada mediante 

zimografía usando como sustrato gelatina. La respuesta fibrosante en los ratones deficientes 

de MMP13 fue mayor al comparar con los ratones silvestres o WT.  Respecto a los ratones 

doble deficientes de MMP8 y MMP13, la extensión del daño y la respuesta fibrosante fue 

mayor al comparar con los ratones silvestres o WT; e incluso la fibrosis fue más severa en 

comparación con los ratones deficientes de la MMP13, indicando que las dos colagenasas 

podrían jugar un papel protector en la fibrosis pulmonar. La zimografía  reveló  un incremento 

significativo en la actividad de las gelatinasas A y B en el lavado bronquio-alveolar durante la 

respuesta fibrosante, lo cual se puede relacionar con el grado de fibrosis, en los ratones de 

ambos genotipos deficientes. Estos resultados indican que la deficiencia de una o dos de las 

colagenasas funcionales en murinos conlleva al aumento de ambas gelatinasas durante la 

etapa fibrosante en el modelo de bleomicina y este aumento posiblemente provoca un mayor 

daño en la membrana basal de epitelio alveolar, debido al papel de MMP2 y MMP9 en su 

remodelación  y en la migración celular del epitelio y de células inflamatorias. 

Palabras clave: Metaloproteasas, Fibrosis Pulmonar Idiopática, Bleomicina, Gelatinasas, Zimografía.  



 

 

ANTECEDENTES 

___________________________________________________________________________ 

  

La fibrosis pulmonar es el resultado final de un grupo heterogéneo de padecimientos 

respiratorios, agrupados bajo el término de Enfermedades Pulmonares Intersticiales Difusas 

(EPID). La Fibrosis Pulmonar Idiopática (FPI) representa la entidad más común y agresiva de 

las EPID; es una enfermedad crónica, progresiva y letal, de etiología desconocida (Pardo A. y 

Selman M., 2006; Pardo A. y Selman M., 2002; Selman M. et al, 2001). La FPI se asocia con 

una deposición exagerada de los componentes de la matriz extracelular (MEC), 

primordialmente, colágenas fibrilares. Las metaloproteasas de matriz (MMPs), junto con sus 

inhibidores TIMPs (por sus siglas en inglés, Tissue Inhibitors of Metaloproteinases), son las 

principales proteínas reguladoras de la MEC, no solo porque en conjunto son capaces de  

regular la degradación de todos los componentes de la MEC, si no, por su papel en la 

liberación, inhibición y activación de distintos factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas 

y receptores de la superficie celular.  

 Recientemente, mediante la técnica de microarreglos, se encontró que la expresión  de 

algunas MMPs aumenta durante el desarrollo de la FPI (Pardo, Selman, 2010). 

Interesantemente, utilizando ratones deficientes en distintos genes que codifican para MMPs, 

se ha observado que algunos muestran protección contra la FP inducida por bleomicina, como 

los deficientes de MMP7 (Kaminski, 2002), MMP3 (Kaminski, 2011) y MMP8 (García-

Prieto, 2010). Por otro lado, se ha demostrado que la sobre-expresión de MMP-9, bajo el 

promotor del receptor específico de macrófagos Scavenger Receptor (MSR-A), confiere 

protección contra el desarrollo de FP inducida por bleomicina, a través de la degradación de la 

proteína pro-fibrosante IGFBP4 (Insulin Growth Factor Binding Protein 4) (Cabrera, 2007). 

Estas evidencias, sugieren que distintas MMPs están involucradas en el metabolismo de la 

MEC y juegan un papel importante en el desarrollo de la FPI, aunque la participación 

específica de cada una de ellas permanece como un enigma.  De las 24 MMPs conocidas la 

MMP1, MMP8, MMP13,  MMP14 y Mcol-A (en el caso de los murinos) (M. Balbín, 2000) 

degradan colágena fibrilar y por ello son conocidas como colagenasas. Cabe aclarar que la 

Colagenasa 1 o MMP1 posee un gen ortólogo en el ratón, Mcol-A, aunque su función parece 

ser distinta y poseen solo 58% de identidad, indicando una rápida evolución de este gen en 

murinos (Pardo, Selman, 2005). Por otro lado, la MMP13 o colagenasa 3, conocida también 

como la colagenasa intersticial de los roedores, es una proteasa de alta especificidad capaz de 

degradar a las colágenas fibrilares, principalmente a la colágena tipo 1. Recientemente, J. 

D´Armiento et al, 2006,  afirman que los ratones deficientes en MMP13 muestran protección 



 

 

a la fibrosis hepática en un modelo de ligamiento de los ductos biliares (BDL). Encontraron 

que la expresión de mediadores proinflamatorios como TNF-α, MCP-1 y MIP-1β se redujo en 

los ratones MMP13 -/-, comparado con los MMP13 +/+, después de la inducción de fibrosis 

por ligadura del ducto biliar, indicando que la MMP13 podría estar jugando un papel pro-

inflamatorio, activando a estas quimiocinas. De igual manera, la expresión del TGF-β1, una 

citocina clave en la inducción de fibrosis, y del TIMP-1, el cual inhibe la degradación de la 

colágena, aumentó significativamente en los ratones MMP13 +/+, comparado con los MMP13 

-/-, después de la inducción de fibrosis hepática.  Lo anterior sugiere que la MMP13 podría 

estar regulando  la respuesta inflamatoria y fibrosante a través de la regulación de citocinas 

pro-fibrosantes.  Por otro lado, el papel in vivo de la MMP8 o colagenasa 2 parece también 

estar relacionado con el control de la respuesta inflamatoria, como lo demostraron García-

Prieto et al., 2010;  al incubar interleucina-10 (IL-10) con MMP8, observaron in vitro, que la 

MMP8 es capaz de degradar a IL-10. Adicionalmente, cultivaron fibrobastos de ratón MMP8 

-/-, los cuales mostraron mayores niveles de IL-10 después de tratarlos con bleomicina, en 

comparación con el grupo control MMP8 +/+. En resumen, estos hallazgos sugieren que la 

ausencia de MMP8 tiene un papel antifibrosante, mediante la  degradación de IL10 en el 

pulmón. Por otro lado, el papel de mCol-A (el ortólogo murino de la MMP1 de humano), no 

se ha estudiado en el desarrollo de fibrosis pulmonar. 

 

 Otro aspecto fundamental durante la remodelación de la MEC es el rompimiento de la 

lámina basal, cuyo principal componente es la colágena tipo IV. La lámina basal es un tipo de 

MEC especializada, que le da soporte y direccionalidad apical-basal a las células epiteliales, 

como lo es el epitelio alveolar del pulmón. Las enzimas que degradan a la colágena tipo IV y 

laminina, son la MMP2 y MMP9, conocidas como gelatinasas A y B respectivamente. El 

comportamiento de estas gelatinasas durante el desarrollo de la FPI está bien documentado; en 

el caso de la MMP9 no existe diferencia en el desarrollo de fibrosis pulmonar inducida por 

bleomicina en los ratones deficientes para esta enzima (Betsuyaku et al., 2000). Sin embargo, 

como se mencionó previamente, el aumento en la expresión de MMP9 en macrófagos, 

utilizando ratones transgénicos, disminuyó significativamente el nivel de fibrosis en ratones 

instilados con bleomicina (Cabrera S, et al, 2007).  En el caso de la MMP2, la expresión de 

esta gelatinasa se ha encontrado considerablemente aumentada en el pulmón y lavado 

bronquio-alveolar de pacientes con  FPI (Pardo A., 2010), además Corbel et al., 2001 

observaron que la expresión de la enzima MMP2 aumenta en el lavado bronquialveolar 

(LBA) de ratones tratados con un aerosol de lipopolisacáridos (LPS), un modelo propuesto 

por ellos mismos (Corbel et al. 1999) de daño pulmonar agudo. 



 

 

 

 La expresión y actividad de distintas MMPs puede alterarse en ausencia de una 

proteasa específica. Ya se ha establecido que en ratones deficientes en MMP8, la expresión de 

MMP9 o gelatinasa B aumenta  significativamente, en el pulmón, tres días después de ser 

instilados con bleomicina, en comparación con los niveles de MMP9 en el pulmón de los 

ratones silvestres o WT. Mientras que la MMP2 o gelatinasa A aumentó tanto en ratones 

MMP8 +/+, como en MMP8 -/- (García-Prieto et al., 2010).  Estos datos sugieren que la 

ausencia de MMP8 resulta en la inducción de la enzima MMP9. Sin embargo, la actividad 

gelatinolítica de la MMP2 y MMP9, en condiciones basales y durante el desarrollo de fibrosis 

pulmonar no ha sido evaluada en ratones deficientes en MMP13, ni en ratones dobles 

deficientes en MMP8 y MMP13. En este contexto, utilizando estos 2 modelos de ratones 

modificados genéticamente, deficientes en MMP13, y doble deficientes de las proteasas 

MMP8-MMP13, se evaluó la actividad gelatinolítica de las enzimas MMP2 y MMP9 en el 

pulmón, en condiciones basales y después de la inducción de fibrosis pulmonar experimental, 

para determinar si su actividad se veía modificada en ausencia de estas colagenasas. Además 

se relacionó la actividad de las gelatinasas  A y B con la respuesta inflamatoria y fibrosante, 

en el pulmón y en el lavado bronquioalveolar de los ratones modificados genéticamente y se 

comparó con sus respectivos controles WT o silvestres. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

INTRODUCCIÓN 

___________________________________________________________________________ 

 

MATRIZ EXTRACELULAR. 

 

Los tejidos no están formados únicamente por células. Una buena parte de su volumen 

lo constituye el espacio extracelular, el cual está ocupado por una intrincada red 

macromolecular que constituye la matriz extracelular (MEC). La MEC está compuesta por 

polisacáridos y proteínas muy diversas, secretados localmente y ensamblados en una red 

compleja en íntima asociación con la superficie celular. En el tejido conjuntivo, la matriz es 

más abundante que las células, rodeándolas completamente y determinando las propiedades 

físicas y bioquímicas del tejido. Los tejidos conjuntivos constituyen el esqueleto 

arquitectónico del cuerpo de los vertebrados, pero su abundancia en los diferentes órganos 

varía considerablemente. La matriz puede calcificarse formando estructuras duras como el 

hueso y el diente, ser transparente como en el caso de la córnea o adoptar formas semejantes a 

tensores, las cuales, dan a los tendones su enorme resistencia (Pardo, 2006; Alberts, 2004).  

 

En la interfase entre el epitelio y el tejido conjuntivo, o el endotelio y el tejido 

conjuntivo, la MEC forma una lámina basal, estructura extremadamente delgada pero que 

juega un papel indispensable en el control del comportamiento celular (Alberts, 2004)      

(Fig. 1). 

 

 

Fig. 1. Esquema de la matriz extracelular en relación con el epitelio, endotelio y tejido conectivo. 

 

 



 

 

La MEC desempeña un papel mucho más activo y complejo en la regulación del 

comportamiento de las células que entran en contacto con ella, afectando a su desarrollo, su 

migración, su proliferación, su forma y su función. Las macromoléculas que constituyen la 

MEC proceden, fundamentalmente, de una secreción celular de carácter local. El 

mantenimiento de la homeostasis de la MEC es crucial para la función de los tejidos y la 

alteración en su metabolismo se ha asociado con diversas patologías como problemas de 

crecimiento, problemas en la cicatrización, fibrosis, formación de tumores y metástasis. 

 

La matriz extracelular está compuesta por macromoléculas secretadas 

fundamentalmente por los fibroblastos, aunque en tejidos específicos, provienen de células 

especializadas como los osteoblastos en huesos o condroblastos en cartílagos. Las células del 

epitelio y del endotelio, también sintetizan su propia  MEC, compuesta fundamentalmente por 

laminina y colágena tipo IV para formar la membrana basal. 

 

Los principales componentes de la matriz extracelular son: 

 

1) Glicosaminoglicanos (GAGs). Son polisacáridos largos sin ramificaciones y contienen 

repeticiones de una unidad de disacáridos. Las unidades de disacáridos contienen una de dos 

azúcares modificadas, N-acetilgalactosamina (GaINAc) o N-acetilglucosamina (GlcNAc) y 

un ácido urónico como el glucuronato o iduronato. Los más estudiados y de importancia 

fisiológica son: ácido hialurónico, dermatán sulfato, condroitín sulfato, heparina, heparán 

sulfato y queratán sulfato (Tabla 1). Las cadenas de polisacáridos no presentan la flexibilidad 

suficiente como para plegarse en estructuras globulares y compactas, que típicamente forman 

las cadenas polipeptídicas, esto, aunado a su carga negativa que atrae cationes, provoca la 

acumulación de grandes volúmenes de agua en la matriz, otorgando gran turgencia y 

resistencia a la compresión a la MEC. Por ejemplo, la matriz cartilaginosa que reviste la 

articulación de la rodilla puede soportar presiones de cientos de atmósferas gracias a este 

mecanismo (Guerrero, 2009). 

  



 

 

 

Tabla 1. Tipos de glucosaminoglicanos (GAGs). 

GAG Localización Características 

Hialuronato 
Líquido sinovial, humor vítreo, MEC del tejido        

conectivo laxo 

Polímeros grandes, 

absorben golpes 

Condroitín 

sulfato 
Cartílago, hueso, válvulas cardiacas GAG más abundante 

Heparán 

sulfato 

Membranas basales, componentes de las 

superficies celulares 

Contiene más glucosamina 

acetilada que la heparina 

Heparina 

Componente de los gránulos intracelulares de los 

mastocitos que recubren las arterias de los 

pulmones, hígado y piel 

Contienen más sulfato que 

los heparán sulfatos 

Dermatán 

sulfato 
Piel, vasos sanguíneos, válvulas cardiacas   

Queratán 

sulfato 

Córnea, hueso, cartílago agregado con condroitín 

sulfatos 
  

 

2) Proteoglicanos  son polímeros de carbohidratos o GAGs que se encuentran unidos a 

proteínas de la matriz extracelular. Los polímeros se unen al centro de la proteína y se 

extienden perpendicularmente, formando una estructura similar a un cepillo. Entre los GAGs 

y la proteína a la que se anclan se encuentra un trisacárido específico (dos residuos de 

galactosa y uno de xilosa). Esta unión ocurre a través de residuos de Serina o Treonina, por lo 

que las proteínas de los proteoglicanos son ricas en estos residuos. Estas moléculas conforman 

una sustancia altamente hidratada y con gran resistencia a la compresión, evitando la 

desecación y protegiendo a las células y a la MEC. Además por sus características acuosas y 

semipermeables, permite la difusión de iones, metabolitos, nutrientes y hormonas entre la 

sangre y las células que conforman los tejidos. Dada la heterogeneidad estructural de los 

proteoglicanos, parece improbable que su función en la matriz extracelular se vea limitada a 

generar un espacio hidratado alrededor y entre las células. Por ejemplo, sus cadenas GAG 

pueden formar geles de poro y densidad variables, que pueden actuar como criba selectiva 

para regular el tráfico de las moléculas y de células en función de su tamaño, carga o ambas 

cosas a la vez. Existen evidencias de que el proteoglicano tipo heparán sulfato denominado 

perlecano tiene esta función en la lámina basal del glomérulo del riñón, la cual filtra las 

moléculas que pasan a la orina desde la corriente sanguínea (Guerrero, 2009). 

 



 

 

3) Proteínas. Estas pueden dar estructura a la MEC, además de conectar la MEC con las 

células y regular su migración, proliferación, diferenciación, e incluso muerte celular. 

Algunas de estas son:  

 

 Elastina, concede elasticidad a los tejidos, por lo que es de suma importancia en vasos 

sanguíneos, pulmones, piel y ligamentos.  

 Fibronectina, es una proteína con múltiples dominios que establece interacción con otras 

proteínas fibrilares a través de sus diversos dominios, conectándola las células con las 

fibras de la matriz extracelular, mediante las integrinas, es decir, participa en la adhesión 

celular.  

 Laminina, forma redes estructurales en la lámina basal y conecta a las células epiteliales 

con la misma.  

 Colágena,  es la proteína más abundante de la MEC, y la más abundante en animales, 

incluso es la proteína que distingue al reino Animalia.  

 

Colágena: Estructura y metabolismo. 

 

En vertebrados se conocen al menos 28 genes que codifican para colágenas. A partir de 

estos genes se sintetiza la colágena dentro de las células como procolágena, este precursor es 

secretado y un conjunto de enzimas conocidas como peptidasas de colágena remueven los 

extremos globulares de la molécula, conocidos como telopéptidos (N- y C- propéptido), 

formado la tropocolágena. Las colágenas son proteínas estructurales de la MEC e incluyen 

por lo menos un dominio de triple hélice en su estructura. Esta triple hélice consiste en tres 

cadenas polipeptídicas, conocidas como cadenas α, cada una de las cuales, tiene la forma de 

una hélice levógira, con 3.3 residuos aminoácidos por vuelta. Estas tres hélices se sobre ponen 

una encima de la otra de manera dextrógira (Fig. 2). La estructura de estas cadenas es una 

repetición de Gly-X-Y, siendo que el 30% de las ocasiones en las posiciones de X y Y las 

ocupan prolina e hidroxiprolina. La glicina permite la estructura helicodal por ser el más 

pequeño de los aminoácidos y la prolina e hidroxiprolina confieren rigidez y estabilidad a la 

molécula. La hidroxilación de la prolina ocurre por una hidroxilasa de prolina, la cual requiere 

como cofactor, entre otros al ácido ascórbico o vitamina C. La falta de este cofactor provoca 

escorbuto que es la deficiencia de hidroxiprolina en la colágena, lo cual conduce a un 

plegamiento erróneo de la colágena y desencadena lesiones en la piel y encías, debilitamiento 

de los vasos sanguíneos y de los ligamentos dentales. La lisina de la colágena también es 

hidroxilada formando hidroxilisina. Este aminoácido forma enlaces covalentes entre dos 



 

 

moléculas de tropocolágena, algo de suma importancia para la formación de fibras (Alberts, 

2009); (Fig. 3).  

 

 

Fig. 2. Estructura de la colágena  (a-c) Las tres cadenas α se unen en una triple hélice, . Cada subunidad contiene 1050 

residuos aminoácidos y la hélice tiene una longitud de 300nm. (d-e) en una fibrilla de colágena, las moléculas adyacentes 

están desfasadas por 67nm, provocando estriaciones visibles en la colágena teñida. 

 

Cada una de las moléculas de colágena es sintetizada por los ribosomas unidos a 

membrana e incorporados a la luz del retículo endoplásmico (ER) como grandes precursores, 

denominados procadenas α. Después, cada procadena α se combina con otras dos mediante 

enlaces de hidrógeno, formando la molécula helicoidal de triple hebra, denominada 

procolágena. Finalmente, las colágenas fibrilares son transformadas en colágena o 

tropocolágena dentro del espacio extracelular, eliminando los propéptidos, y se asocian 

formando fibrillas de colágena mucho mayores (Pardo, 1993); (Fig. 4). 

 

A los diferentes tipos de colágena se les asigna un número romano y sus cadenas 

polipeptídicas individuales se llaman cadenas alfa y están numeradas con números arábigos  

para cada tipo genético de colágena (Tabla 2). Los principales tipos de colágena encontrados 

en el tejido conjuntivo son los tipos I, II, III, V y XI, siendo el I el principal de la piel y 

huesos, y con gran diferencia el más abundante. Las moléculas de tipo IV se unen en una 

especie de lámina o red que constituye la mayor parte de la lámina basal madura, donde se 

unen moléculas de gran tamaño como laminina o el proteoglicano heparán sulfato. Mientras 

que las moléculas del tipo VII forman dímeros que se ensamblan formando estructuras 

especializadas denominadas fibras de anclaje, las cuales ayudan a unir la lámina basal del 



 

 

epitelio pluriestratificado al tejido conjuntivo subyacente y por esta razón son especialmente 

abundantes en la piel (Pardo, 1993, 2006) 

 

 

Fig. 3 Hidroxilación de la lisina por la lysil-oxidasa y subsecuente unión de dos moléculas de tropocolágena.  

 

 

 

Fig. 4. Síntesis de las fibras de colágena. Las procadenas α se sintetizan en el retículo endoplásmico y se asocian en una 

triple hélice. Son exocitadas y se eliminan los propeptidos para formar las fibrillas y fibras de colágena.  



 

 

Tabla 2. Tipos de colágena. 

 

Tipo  Forma Composición Distribución 

I Fibrilar [α1(I)]2 [α2(I)] 

[α1(I)3] 

Piel, hueso, tendón ligamentos, córnea, etc. 

Dentina, piel (formas menores). 

II Fibrilar [α1(II)]3 Cartílago, humor vítreo, notocorda. 

III Fibrilar [α1(III)]3 Acompaña a tipo I en fibrillas heterotípicas:vasos sanguíneos, 

piel, órganos internos. 

IV Reticular [α1(IV)]2 [α2(IV)] 

[α3(IV)] α4(IV) α5(IV) 

Membranas basales. 

Membranas basales del glomérulo. 

V Fibrilar [α1(V)]3 

[α1(V)]2 [α2(V)] 

α1(V) α2(V) α3(V) 

Acompaña a tipo I en fibrillas heterotípicas, fibrillas delgadas. 

VI Filamentosa α1(VI) α2(VI) α3(VI) Filamentos en rosario de matrices del estroma que interactúan 

con fibrillas y células. 

VII Cadena larga [α1(VII)]3 Filamentos de anclaje que se unen a membranas basales 

epiteliales. 

VIII Cadena corta [α1(VIII)] α2(VIII)? Membranas Descement, matrices subendoteliales, cutícula de 

gusanos, exoesqueleto de esponjas. 

IX Asociadas a 

fibras (FACIT) 

α1(IX) α2(IX) α3(XI) Superficie de fibras de colágena tipo II en cartílago huialino, 

humor vítreo.  

X Cadena corta [α1(X)]3 Cartílago hipertrófico. 

XI Fibrilar α1(XI) α2(XI) α(XI) Acompaña a la tipo II en fibras heterotípicas. 

XII Asociadas a 

fibras (FACIT) 

[α1(XII)]3 Tendón y piel embrionarios acompaña algunas matrices que 

contienen tipo I 

XIII Asociadas a 

fibras (FACIT) 

[α1(XIII)] Células endoteliales. 

XIV Asociadas a 

fibras (FACIT) 

[α1(XIV)]3 Piel fetal y tendón.  

XV 
   

XVI 
   

XVII 
  

Colágena transmembranal 

XVIII 
   

XIX Asociadas a 

fibras (FACIT) 
  

XX 
   

XXI Asociadas a 

fibras (FACIT) 
  

XXII 
   

 



 

 

METALOPROTEASAS DE MATRIZ (MMPs). 

 

La familia de enzimas denominadas metaloproteasas de matriz (MMPs), también conocidas 

como matrixinas, son endopeptidasas dependientes de zinc. Las MMPs son las principales 

proteasas responsables de la degradación de los componentes de la matriz extracelular, y 

actualmente se ha demostrado que además tienen actividad sobre una gran variedad de 

sustratos que no son componentes de la MEC, incluyendo otras proteasas, inhibidores de 

proteasas, factores de coagulación, moléculas quimiotácticas, factores de crecimiento, 

proteínas de unión a factores de crecimiento, moléculas de adhesión célula-célula y célula-

MEC, hormonas, y receptores transmembranales (Greenle KJ, Kheradmand F., 2007). 

 
 

Las MMPs comparten varias características funcionales incluyendo: 

 

a) La habilidad para degradar por lo menos un componente de la matriz extracelular. 

b) Contienen un átomo de zinc en su sitio activo. 

c) Son sintetizadas como zimógenos. 

d) Su actividad  es regulada por inhibidores específicos denominados TIMPs. 

 

 Los miembros de la familia de las MMPs tienen una serie de dominios conservados 

característicos: El péptido señal (PS) o pre-dominio que dirige a la proteína a la secreción 

extracelular. El pro-péptido o pro-dominio es responsable de la latencia de las MMPS .Un 

residuo de cisteína altamente conservado en el propéptido (PRCGVPD) de todas las MMPs, 

es responsable de estabilizar  la estructura inactiva de la pro-enzima. El grupo tiol de este 

residuo de cisteína forma un enlace coordinado con el átomo de zinc que ese encuentra en el 

dominio catalítico manteniendo de esta forma la latencia de la enzima. La activación de 

cualquier pro-MMP requiere el rompimiento de este enlace cisteína- Zn
2+

, a este mecanismo 

se le conoce coloquialmente como switch de cisteína (Fig. 6). El dominio catalítico es 

responsable de la actividad proteolítica y presenta una secuencia conservada (-His-Glu-x-Gli-

His-), en la cual se une el Zn
2+

 catalítico. También existen de 2 a 3 iones de Ca
2+

 y un ión 

adicional de Zn
2+

 estructural. El dominio tipo hemopexina se encuentra en el extremo 

carboxilo-terminal, tiene de 3 a 4 secuencias repetidas similares a la proteína hemopexina, y 

se conecta al dominio catalítico mediante una región de longitud variable, rica en prolina 

denominada bisagra. El dominio tipo hemopexina y la región de bisagra participan en el 

reconocimiento de la enzima por su sustrato y en la interacción de la enzima con sus 

inhibidores. Todas las MMPs excepto la MMP-7 y la MMP-26 contienen este dominio. 

Existen además, otros dominios accesorios como el dominio transmembranal, presente 



 

 

exclusivamente en las MT-MMPs (Membrane type MMPs), (Fig. 7), (Mott J. y Werb Z., 

2004; Somerville R. et al., 2003; Visse R. et al.,  2003). 

 

 

 
 

Fig.6 Mecanismo de activación de las MMPs. La interacción del pro-dominio con el átomo de zinc excluye las moléculas 

de agua y mantiene a la enzima latente. El rompimiento de esta interacción por un cambio conformacional o por proteólisis 

resulta en  la activación de la enzima, y el grupo tiol es reemplazado por 2 moléculas de agua. (Somerville R. et al, 2003). 
 

 

 

CLASIFICACION DE LAS METALOPROTEASAS DE MATRIZ 

 

Las MMPs constituyen una familia que se encuentra ampliamente distribuida a lo largo de 

la escala evolutiva y en el caso de los humanos, esta familia está constituida por 24 proteínas. 

Basándose en la similitud estructural y la especificidad por los sustratos, las MMPs se han 

clasificado en 2 grandes grupos: MMPs arquetípicas y MMPs activables por furina (M. 

Fanjul-Fernández, et al., 2009); (Fig. 7). 

 

 MMPs arquetípicas (Colagenasas, Gelatinasas, Estromelisinas y Matrilisinas). 

 

 Colagenasas. 

Existen 3 colagenasas conocidas; MMP1 o colagenasa 1, MMP8 o colagenasa 2 y 

MMP13 o colagenasa 3. La principal característica de estas metaloproteasas es romper la 

colágena de triple hélice en fragmentos de ¾ y ¼. Además de romper la colágena, también 

son capaces de procesar proteolíticamente otras proteínas de la matriz extracelular, así como 

otras moléculas incluidas Interleucina-8 (IL-8), factor promotor de necrosis tumoral a (TNF-

α) y varias proteínas de unión al factor de crecimiento parecido a insulina (IGFBPs). 

 



 

 

 Gelatinasas. 

Se conocen dos gelatinasas: MMP2 o gelatinasa A y MMP9 o gelatinasa B. Estas 

metaloproteasas poseen un domino de fibronectina extra, ubicado dentro del dominio 

catalítico, el cual les permite unirse y cortar a la colágena desnaturalizada o gelatina. Además 

estas proteínas también degradan otras moléculas de la MEC, como colágena tipo I, IV, V, 

VII, X, IX, elastina, fibronectina, agrecano, vitronectina, laminina, e incluso moléculas que no 

pertenecen a la MEC como pro-TNF-α, TGF-β y pro-IL-18. Por esta amplia gama de 

moléculas blanco, las gelatinasas cumplen un papel fundamental en la remodelación de la 

colágena en la MEC y se han asociado a diversas patologías, entre ellas cáncer, enfermedades 

angiogénicas y antiangiogénicas, problemas inflamatorios, ateroesclerosis, aneurisma de la 

aorta e infartos del miocardio. La MMP2 se expresa constitutivamente en fibroblastos, 

queratinocitos, células endoteliales, condrocitos y monocitos, mientras que la MMP-9 es 

expresada por macrófagos alveolares, leucocitos polimorfonucleares y osteoclastos.  

 

 Estromelisinas. 

Las estromelisinas (MMP3 y MMP10) poseen el mismo diseño estructural que las 

colagenasas, pero aunque pueden degradar varios componentes de la MEC, no pueden cortar 

colágena. Pueden cortar moléculas como el factor-1 derivado de células del estroma, E-

cadherina y la pro-interleucina-1 β. Participan en la activación de las MMPs al eliminar el 

dominio del propeptido en las MMP1, 8, 13 y 9. Las estromelisinas se expresan por células 

epiteliales y fibroblastos y son siempre secretadas al espacio extracelular.  

 

 Matrilisinas.  

 La MMP7 y MMP26 se conocen como matrilisinas. Son las más pequeñas de las 

metaloproteasas ya que carecen del dominio tipo hemopexina. Degradan colágeno tipo IV, 

laminina y entactina, así como otras moléculas ajenas a la MEC. MMP7 elimina el 

ectodominio de diversas moléculas en la superficie celular, incluyendo al ligando Fas, E-

cadherina y sindecano-1. Por otro lado, MMP27 activa a proMMP9 en condiciones 

patológicas. 

 

 Otras MMPS arquetípicas.  

 Existen cuatro matrixinas que no se pueden catalogar en los grupos anteriores por su 

especificidad de sustratos. La MMP12 que degrada elastina muy eficazmente, aunque también 

degrada agrecano, fibronectina, laminina y colágena tipo IV. MMP19 degrada componentes 

de la membrana basal, como colágena tipo IV, gelatina y agrecano. MMP20, la cual es 



 

 

secretada por ameloblastos y odontoblastos y MMP27 cuya función en el humano no está bien 

caracterizada, pero en Gallus gallus degrada gelatina y caseína.  

 

 MMPs activables por furina (MT-MMPs, MMPs secretadas, MMPs transmembranales).  

 

 MT-MMPs. 

 A esta categoría pertenecen las MMP14, 15, 16, 17, 24 y 25. Su principal 

característica es que poseen al menos un dominio de anclaje a la membrana celular. Según el 

tipo de dominio que posean, se clasifican en dos grandes grupos, a saber, transmembranales 

(MMP14, 15, 16 y 24) y glicosilfosfatidilinositol (GPI) MT-MMPs (MMP17 y 25). Las MT-

MMPs transmembranales son los principales activadores de la proMMP-2. Las MT-MMPs se 

expresan constitutivamente en diversos tejidos, aunque también se ve aumentada su 

regulación durante ciertas enfermedades, por ejemplo, la expresión de MMP14 se ha asociado 

a malos pronósticos en algunos tipos de cáncer, ya que su sobreexpresión conlleva la invasión 

celular y metástasis. Las GPI MT-MMPs se expresan en cerebro, colon, ovario, testículos y en 

los leucocitos, en el caso de la MMP17 y en leucocitos, pulmones y en bazo, para la MMP-25. 

Aunque es probable que la actividad que posee MMP17 sobre los componentes de la MEC se 

relacionara indirectamente mediante su acción sobre la activación de la agrecanasa-1 

(ADAMTS-4). En cambio, MT-MMP25 puede procesar gelatina, colágena tipo IV, 

fibronectina, fibrina y proteoglicanos.  

 

 MMPs secretadas. 

 Estas metaloproteasas, MMP11, 21 y 28, son activadas dentro de las células y 

secretadas al medio extracelular. La MMP11 se expresa durante el desarrollo embrionario y se 

ha propuesto que cumple un papel crucial en diversos tipos de cáncer, gracias a su actividad 

catalítica sobre colágena tipo VI y debido a que se ve activada en el tejido adiposo, establece 

un vínculo entre la obesidad y el cáncer.  

 

 MMPs transmembranales tipo II. 

 En este grupo están la MMP-23a y MMP-23b. Ambas proteínas poseen la misma 

secuencia de aminoácidos, mas provienen de dos genes distintos. Estas proteasas carecen del 

péptido señal, del dominio switch de cisteína y del dominio parecido a hemopexina, en su 

lugar, tienen un dominio inmunoglobulina y otro de arreglo de cisteínas. Se expresa 

principalmente en órganos asociados a la reproducción. La duplicación de este gen solo se ha 



 

 

observado en el linaje de los humanos, es decir, puede considerarse como una autopomorfía 

(Fanjul-Fernández, et al., 2009).. 

 

 

 

 

Fig.7  Dominios estructurales de las metaloproteasas. En rojo se representa el dominio catalítico siendo bloqueado por el 

propéptido (azul), esto se logra a través del enlace entre el ion zinc (plata) y el azufre de la cisteína (estrella azul). La flecha 

verde indica el péptido señal para ser secretadas, mientras que las flechas amarillas o café representa el dominio 

transmembranal. Los rombos morados ejemplifican el dominio tipo hemopexina el cual le otorga la especificidad por su 

sustrato.  

 

NIVELES DE REGULACIÓN DE LAS MMPS.  

 

La expresión de los genes de MMPs es principalmente regulada a nivel transcripcional. La 

mayoría de los miembros de la familia de las metaloproteasas  comparten elementos-cis en las 

secuencias de sus promotores, lo que permite un control conjunto de la expresión  tipo célula-

específico. Como resultado, las MMPs suelen co-expresarse o co-reprimirse en respuesta a 

múltiples estímulos, incluyendo citocinas inflamatorias factores de crecimiento, 

glucocorticoides o retinoides. Esta respuesta a nivel transcripcional ocurre varias horas 

después de la exposición al estímulo, lo que sugiere  que los promotores son blancos de una 

cascada de señalización de otros genes de respuesta temprana. Estos intermediarios de la 

señalización incluyen al factor nuclear kappa B (NF-κβ), a las cinasas activadas por 

mitógenos (MAPK), los transductores de señal y activadores de la transcripción (STAT) y a 



 

 

las proteínas Smad. Todos estos intermediarios se pueden activar por ligandos como IL-1β, 

TNF-α y oncostatina. Las principales regiones involucradas en la regulación de las MMPs, 

son: el sitio activador de proteínas (AP) -1 y -2, el sitio activador de polyomavirus-A de unión 

a proteína -3 (PEA3), el sitio de NF-κβ y el sitio STAT (Tabla 3; Fig. 8). Esta variedad de 

sitios y la complejidad de interacciones requeridas para la activación o inhibición de la 

transcripción de cada uno de los genes MMPs sugieren una regulación muy fina y específica 

para cada respuesta y tipo celular. Es de notar para el presente trabajo que metaloproteasas de 

función similar como las  gelatinasas (MMP2 y MMP9) difieren considerablemente en la 

composición de los elementos cis de sus promotores (M. Fanjul-Fernández, et al., 2009). 

 

Tabla 3. Ejemplos de sitios de regulación de los promotores de los genes de MMPs. 

Región del Promotor Activador 

AP1 c-jun, jun-B, c-fos 

PEA3 c-jun/Ets1, jun-B/ErgB,  

NF-κβ NF-κβ1 y 2, RelA, c-Rel y Rel-B 

STAT EGF (Epidermal growth factor) 

GC Sp-1 y Sp-3 

 

 

Fig.8. Elementos reguladores en las regiones promotoras de los genes MMP. El sitio de inicio de la transcripción se 

marca con una flecha y los elementos-cis son representados en las cajas. 

 



 

 

 Si bien el principal mecanismo de regulación de las MMPs ocurre a nivel 

transcipcional, lo que provoca que usualmente las metaloproteasas no se expresen en 

condiciones normales, también existen  mecanismos  epigenéticos para su regulación.  Esta 

regulación epigenética puede ocurrir desde el nivel de metilación o acetilación del DNA. Por 

ejemplo, se ha observado una correlación inversa entre la metilación del gen MMP9 y su 

expresión en células de linfoma; también la hipometilación del gen incrementa la expresión de 

MMP2 en células cancerígenas. En el caso de la acetilación de histonas, se ha demostrado que 

la proteína asociada a metastasis-1 (MTA1), un componente del complejo nucleosoma 

remodelador desacetilasa (NuRD), se une al promotor de MMP9, provocando el reclutamiento 

de la desacetilasa de histonas 2 (HDAC2), lo que disminuye la acetilación de las histonas 3 y 

4 y finalmente resulta en la reducción de la accesibilidad al DNA y la expresión del gen. Sin 

embargo, la acetilación de histonas no es suficiente para la activación de los genes de 

metaloproteasas, se requiere la unión de factores de transcripción como jun-c, junB, NF-κβ, 

etc. para iniciar la transcripción de éstos (Yan, Boyd, 2007). 

 Sobre los mecanismos post-transcripcionales, destaca la regulación mediante proteínas 

estabilizadoras o desestabilizadoras del ARNm en la región no codificante (UTRs) de los 

genes MMPs. Un ejemplo lo tenemos en el gen de rata de MMP9, cuyo transcrito posee varias 

copias de elementos ricos en AU (ARE) en su región no codificante 3´. A esta región se une el 

factor estabilizador HuR, lo que protege al ARNm de la degradación y finalmente provoca el 

aumento en la producción de MMP9. Similar a este último mecanismo, los miRNAs también 

pueden regular la expresión de las metaloproteasas, aunque no se ha observado una regulación 

directa de estas. Siendo un ejemplo la expresión de MMP2 que es aumentada por mir-21, de 

manera indirecta, mediante la inhibición del ARNm de PTEN (M. Fanjul-Fernández, et al., 

2009). 

 

 

ACTIVACIÓN DEL ZIMÓGENO. 

 

 Las MMPs son sintetizadas como pre-pro-enzimas. El péptido señal es eliminado 

durante la traducción, dejando solo la proMMP. Estos zimógenos o pro-enzimas latentes 

contienen un prodominio en el cual existe una secuencia conservada PRCGVPD, cuya 

cisteína interactúa con el Zn
+2

 del sitio activo, bloqueando su actividad de proteinasa. Cuando 

este prodominio se elimina, se permite el paso de moléculas de agua que interactúan con el 

Zn
+2

del dominio catalítico que posee la región conservada HEXXHXXGXXH, convirtiendo 

al zimógeno en una enzima catalítica activa (Nagase 2006). Este prodominio puede ser 



 

 

eliminado por varias moléculas cómo la plasmina, que participa en la activación de las 

proMMP1, 3, 7, 9, 13 y 14, la furina que puede activar a proMT-MMP 14 y 11. Además, 

MMPs ya activadas, pueden activar a otras proMMPs. Por ejemplo, MMP3 puede activar a 

proMMP1 (Soloway, 2005), MMP-2 puede activar a la proMMP13 y MT-MMP14 es capaz 

de activar la progelatinasa A (proMMP-2) (Murphy, 1996). Trece MMPs son secretadas a la 

MEC como proMMPs, mientras que diez proMMPs poseen una secuencia de reconocimiento 

para convertasas similares a furina (RX[K/R]R al final del propéptido y pueden ser activadas 

dentro de las células y secretadas o expuestas unidas a la membrana celular como enzimas 

activas. Cabe señalar que las proMMPs secretadas como zimógenos contienen regiones en el 

propéptido que pueden ser reconocidos por otras proteasas del tejido o del plasma, así como 

por proteasas de bacterias oportunistas y al eliminar parte de este propéptido, activan a la 

enzima (Nagase, 2006). 

 

INHIBICIÓN DE LAS MMPS. 

 

 La actividad de las MMPs puede ser inhibida fisiológicamente por dos grandes grupos 

de inhibidores endógenos: α2-macroglobulina y los TIMPs (Tissue Inhibitors of 

Metaloproteases). La α2-macroglobulina  y proteínas relacionadas inhiben a la mayoría de las 

MMPs, aunque su actividad se concentra en sangre o fluidos intersticiales.  

 

 Los TIMPs son proteínas de 184-194 residuos aminoácidos con dos dominios, el N-

terminal y el C-terminal. Cada dominio contiene tres puentes disulfuro conservados y el 

dominio N-terminal posee cuatro residuos Cys1-Thr-Cys-Val4 unidos por uno de estos 

puentes disulfuro a los residuos Glu67-Ser-Val-Cys70 y es en este sitio donde se une el átomo 

de Zn de la región catalítica, manteniéndolo alejado de las moléculas de agua e inhibiendo la 

actividad de la MMP. Los TIMPs son capaces de inhibir a todas las MMPs, sin embargo, la 

actividad inhibitoria de TIMP-1 sobre MT1-MMP MT3-MMP, MT5-MMP y MMP-19 es 

incipiente. En el caso de TIMP-2, éste contiene los residuos aminoácidos Ile35,Tyr36 y Asn 

38 que promueven la unión con la superficie de las metaloproteasas transmembranales. Es de 

resaltar que los ratones que carecen de TIMP-1 o de TIMP-2 no presentan anormalidades 

obvias, mientras que los ratones nulos para TIMP-3 presentan daño alveolar similar al 

enfisema pulmonar, así como apoptosis acelerada en células del epitelio mamario, lo que 

indica que TIMP-3 es un regulador muy importante de la actividad de las metaloproteasas in 

vivo (Nagase, 2006). En algunas situaciones, la unión de un TIMP con la proMMP, promueve 

la activación del zimógeno, como ocurre con TIMP-2 y proMMP-2 (Soloway, 2005).  



 

 

LA MATRIZ EXTRACELULAR DEL PULMÓN. 

  

 En el pulmón, el epitelio que forma los alvéolos está formado por 2 tipos distintos de 

células, los pneumocitos tipo I y los pneumocitos tipo II (Fig. 5). Cerca del 95% de la 

superficie alveolar está formada por pneumocitos tipo I, cuya principal función es el 

intercambio gaseoso. El 5% restante de la superficie alveolar está ocupada por los 

pneumocitos tipo II, que se encuentran en las esquinas de los alvéolos. Los pneumocitos tipo 

II son células metabólicamente activas, que sintetizan, entre otras moléculas, el surfactante, 

un complejo de proteínas y lípidos que disminuye la tensión superficial en la interfase aire-

líquido. Las células epiteliales interactúan con las células vecinas y con la matriz extracelular 

a través de complejos proteicos que no sólo median la adhesión celular, sino también 

transmiten información al interior celular; esta información determina varios aspectos del 

comportamiento celular, como la polaridad apical-basal, proliferación, migración, 

diferenciación y apoptosis. Las células epiteliales interactúan unas con otras a través de 

uniones estrechas, uniones adherentes y desmosomas. Además, las células epiteliales, por su 

lado basal, interactúan con la lámina basal o membrana basal a través de adhesiones focales y 

hemidesmosomas constituidos por la interacción de integrinas con proteínas del citoesqueleto. 

 La MEC del parénquima pulmonar comprende diferentes moléculas, incluyendo 

colágenas (principalmente tipo I y III), elastina, proteoglicanos y fibronectina. Esta matriz 

extracelular forma una estructura denominada intersticio, y se encuentra entre el epitelio y el 

endotelio que forman la unidad alveolo-capilar. Mientras estructuras especializadas de la 

MEC como las membranas basales del epitelio alveolar y del endotelio están constituidas 

junto con otras proteínas por lamininas, entactina, y colágena tipo IV (Pardo, 1993; 2006). En 

algunas regiones la membrana basal del epitelio y del endotelio están fusionadas, lo que 

permite en intercambio gaseoso. 

 

Fig. 5. Epitelio alveolar. Sección transversal de un alveolo mostrando sus componentes celulares.  



 

 

METALOPROTEASAS DE MATRIZ EN LA REGULACIÓN DE LA HOMEOSTASIS 

PULMONAR. 

 

 Falta bastante por saber sobre la regeneración pulmonar, pero se considera que es 

probable que los eventos de reparación del tejido pulmonar sean muy similares a los que 

ocurren durante el desarrollo embrionario. Por ello, conociendo la morfogénesis pulmonar 

podrían llegar a conocerse los mecanismos de reparación. En este contexto, las MMPs 

cumplen un papel importante en ambos procesos, como lo demuestra la alteración en la 

regulación durante la alveologénesis y en varios procesos de daño pulmonar, de las enzimas 

MMP7, MMP8 y MMP9. Varias MMPs participan en diferente medida durante el desarrollo 

alveolar, aunque algunas no se expresan en momento alguno, como MMP3, MMP9, MMP10 

y TIMP1, en el pulmón de ratón. Las enzimas MMP2 y MMP14 muestran una elevada 

expresión durante todas las etapas de desarrollo del pulmón de ratón, disminuyendo 

considerablemente con la edad. El aumento de TGF-β y la baja concentración de PO4 durante 

la morfogénesis bronquiolar, probablemente llevan a la inhibición de la expresión y actividad 

de algunas MMPs, lo que ayudaría a la acumulación de MEC y construcción del tejido. Sin 

embargo, otras MMPs, sobre las que TGF-β  no altera su expresión, como MMP2 y MMP14, 

podrían ayudar a la migración celular y cumplir un papel de suma importancia en el desarrollo 

del alvéolo del pulmón. Un mecanismo por el que se observa esta migración es mediante el 

corte de la cadena ᵧ2 de la laminina, lo que genera fragmentos quimiotácticos con sitios 

parecidos a EGF, presentes en tejidos en remodelación, y capaces de atraer células epiteliales. 

Otro papel importante de MMP14 tiene lugar en la alveolarización, ya que los ratones 

carentes de esta enzima presentan una superficie alveolar disminuida y espacios aéreos 

alargados, similares a los observados en el enfisema (Grenlee, 2007).  

 

FIBROSIS PULMONAR Y METABOLISMO DE LA MEC. 

 

La fibrosis pulmonar es el resultado final de un grupo heterogéneo de padecimientos 

respiratorios, agrupados bajo el término de Enfermedades Pulmonares Intersticiales Difusas 

(EPID). La Fibrosis Pulmonar Idiopática (FPI) representa la entidad más común y agresiva de 

las EPID; es una enfermedad crónica, progresiva y letal, de etiología desconocida (Pardo A. y 

Selman M., 2006; Pardo A. y Selman M., 2002; Selman M. et al, 2001). 

 

Los mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo de la fibrosis pulmonar no se 

conocen con precisión, sin embargo la enfermedad se caracteriza por la acumulación excesiva 

de moléculas de la matriz extracelular (principalmente de colágenas fibrilares) y por la 



 

 

presencia de focos de fibroblastos y miofibroblastos en el parénquima pulmonar (Pardo  A. et 

al., 2006; Pardo A. y Selman M., 2002; Selman M. et al., 2001). 

 

La regulación controlada entre la síntesis y  la degradación de la MEC es crucial para la 

manutención de la morfostasis pulmonar (Pérez-Tamayo, 1974). En este contexto, la fibrosis 

pulmonar puede ser conceptualizada como la pérdida de la regulación en el metabolismo de la 

MEC. Las principales alteraciones en el metabolismo de la MEC, en la fibrosis pulmonar son: 

depósito excesivo de colágenas fibrilares en los espacios intersticial y alveolar, y la ruptura y 

desintegración de las membranas basales. Se ha estimado que en etapas avanzadas de la 

enfermedad, el pulmón fibrótico puede contener de 2 a 3 veces más moléculas de MEC por 

encima del nivel fisiológico. Por otro lado el rompimiento de la membrana basal es un evento 

muy importante en la patología, y ha sido postulado que la migración de fibroblastos y 

miofibroblastos hacia los espacios alveolares ocurre a través de la membrana basal 

desintegrada (Pardo A. y Selman M., 2006, Selman M. et al., 2001). Además, existen 

evidencias de que la desorganización de la membrana basal, es un estímulo inicial que induce 

un cambio en el fenotipo de las células epiteliales transformándolas en células mesenquimales 

por un proceso denominado transición epitelio-mesénquima. Se ha demostrado que estas 

células mesenquimales derivadas del epitelio, pueden sintetizar colágenas tipo I y III, además 

de expresar α-actina de músculo liso (-AML), contribuyendo al depósito de MEC durante la 

fibrosis (Willis B. et al., 2006). 

 

MMPS EN LA FIBROSIS PULMONAR. 

 

Sabemos que la regulación de los componentes de la MEC suele ser una respuesta rápida 

y principalmente depende de las MMPs, el conjunto de estas es capaz de degradar todos los 

componentes de la MEC. También están involucradas en el procesamiento de gran número de 

moléculas bioactivas secuestradas dentro de la MEC o en la superficie celular, como factores 

de crecimiento,  ligandos apoptóticos, quimiocinas y citocinas e incluso receptores de la 

superficie celular. Por todo lo anterior, las MMPs cumplen un papel crucial en el 

comportamiento celular,  así como en la morfogénesis, angiogénesis y reparación tisular (G.J. 

Laurent, 2011).  

Ha sido ampliamente aceptado que tanto las MMPs como los TIMPs juegan un papel 

importante en la patogénesis de la fibrosis pulmonar, sin embargo, el mecanismo exacto no ha 

sido caracterizado. Diversos estudios han mostrado que existen alteraciones importantes en la 

expresión y localización de las MMPs y los TIMPs en la fibrosis pulmonar, tanto en humanos, 

como en modelos experimentales (bleomicina, sílice, y paraquat e hiperoxia). Estudios 



 

 

recientes donde se ha analizado la expresión génica global en FPI, utilizando microarreglos, 

han revelado que diferentes genes que codifican para MMPs están significativamente 

aumentados en los pulmones fibróticos. Entre ellos están: la matrilisina (MMP7), la 

colagenasa 1 (MMP1), las gelatinasas (MMP2 y MMP9) y TIMP1 (Tabla 1), (Pardo A. y  

Selman M., 2006;  Selman M. et al., 2006; Zuo F. et al., 2002). 

 

Tabla 4. MMPs altamente expresadas en FPI. 

MMP Localización 

celular 

Asociación con la fibrosis pulmonar 

MMP1 Epitelio alveolar 

Epitelio bronquial 

Tradicionalmente se había postulado que la expresión de MMP1 

disminuía en la fibrosis pulmonar. Sin embargo su expresión está 

aumentada en la enfermedad, esta paradoja puede ser explicada 

considerando que la MMP1 está ausente en el espacio intersticial, que 

es donde ocurre el depósito de colágenas fibrilares. El papel de MMP1 

en el epitelio no se conoce con precisión (Pardo A. y Selman M., 

2006). 

MMP2 Epitelio alveolar 

Epitelio bronquial 

Focos de 

fibroblastos 

Se ha demostrado que la enzima se encuentra aumentada y activa en 

lavado bronquio-alveolar y en tejido de pacientes con FPI. Los 

principales substratos de la MMP2 son componentes de la membrana 

basal, por lo tanto, se ha asociado su actividad con la ruptura y 

desintegración de la membrana basal (Pardo  A. y Selman M., 2006). 

MMP7 Epitelio alveolar 

 

Recientemente se ha demostrado que colocaliza con la proteína 

osteopontina, una proteína pro-fibrosante que induce la síntesis de 

MEC en fibroblastos. Existen evidencias de que la osteopontina 

induce la expresión de MMP7, y la MMP7 a su vez activa a la 

osteopontina (Pardo A. et al, 2005). 

El ratón deficiente de la MMP7 desarrolla menos fibrosis en respuesta 

al tratamiento con bleomicina (Zuo F. et al, 2002). 

Se ha propuesto que la MMP7 juega un papel importante en la re-

epitelización y en la respuesta inmune innata (Li Q. et al, 2002). 

MMP9 Epitelio alveolar 

Neutrófilos 

Macrófagos 

Fibroblastos 

Se ha demostrado que la enzima se encuentra aumentada y activa en 

lavado bronquio-alveolar y en tejido de pacientes con FPI. (Pérez-

Ramos J. et al, 1999). 

La MMP9 tiene un papel importante en la migración epitelial y en la 

re-epitelización. El ratón deficiente de la MMP9 muestra menos 

bronquiolización alveolar después del tratamiento con bleomicina. 

(Betsuyaku T. et al, 2000). 



 

 

La expresión de metaloproteasas también ha sido evaluada en el modelo experimental de 

fibrosis pulmonar inducida por bleomicina. Recientemente, Cabrera, et.al 2013, examinaron el 

perfil de expresión de genes asociados  con la progresión de la fibrosis y con  la posterior 

resolución de la fibrosis (después de 1, 4, 8, 12, y 16 semanas de inducir daño pulmonar con 

bleomicina) utilizando microarreglos de cRNA. El perfil de transcripción reveló que la 

expresión de 533 genes cambió significativamente. Como se muestra en la figura 9,  genes 

relacionados con el metabolismo de la matriz extracelular incluyendo varias, metaloproteasas 

de matriz (MMP8, MMP2, MMP12, MMP13, MMP14, MMP15 y MMP19) y TIMP-1 

aumentaron significativamente durante la respuesta inflamatoria y fibrótica. Sin embargo la 

expresión de la MMP1a no se modificó. 

 

 

 

Figura 9. Expresión de MMPs en el modelo  de fibrosis pulmonar inducida de bleomicina. 

Infograma  de la evolución temporal  de la expresión génica en el pulmón de ratones con fibrosis 

pulmonar inducida por bleomicina. Cada fila representa un gen y cada columna una muestra de 

pulmón de ratón. El aumento en la expresión se muestra en tonos de amarillo, y la disminución de la 

expresión se muestra en tonos púrpura. El color gris  indica que no hubo cambios en la expresión 

(Cabrera, et al, 2013). 

 

Colagenasas y Fibrosis Pulmonar. 

 

Como se mencionó previamente, las metaloproteasas de matriz MMP1, MMP8 y 

MMP13 son colagenasas intersticiales que degradan a las colágenas tipo I, II y III, también 

conocidas como colágenas intersticiales. La caracterización bioquímica de estas colagenasas 

ha revelado que comparten la capacidad de escindir las colágenas fibrilares en un enlace 

peptídico específico, lo que resulta en la generación de fragmentos de alrededor de tres 



 

 

cuartos y un cuarto del tamaño de la molécula intacta. Por lo tanto, las colagenasas (MMP1, 

MMP8 y MMP13) tienen la capacidad única para escindir la triple hélice de colágena, 

permitiendo así que las cadenas adquieran un estado relajado y se vuelven susceptibles a la 

degradación adicional por otras MMPs. Los fragmentos resultantes desnaturalizan 

espontáneamente a la gelatina de la temperatura fisiológica y se vuelven susceptibles a la 

degradación por otras MMPs. Curiosamente, los estudios cinéticos han revelado que cada una 

de las colagenasas de humano, muestra preferencias de sustrato distintas hacia las diversas 

colágenas fibrilares. Por lo tanto, la MMP-1 degrada preferentemente colágena de tipo III, la 

MMP-8 prefiere a la colágena tipo I, y  la MMP-13 degrada la colágena tipo II 6 veces más 

eficazmente,  que  a la de tipo I y tipo III. También es notable que la MMP-13 muestra una 

actividad gelatinolítica 40 veces más potente, en comparación con la MMP-1 y MMP-8. 

 

 

Figura 10. Representación del corte catalítico de la triple hélice de la colágena fibrilar. 

 

La MMP1 es también conocida como colagenasa-1. Previamente, se consideraba que la 

expresión de MMP1 estaba disminuida en FPI, lo cual favorecía el depósito de colágenas 

fibrilares; sin embargo, su sobre-expresión en los pulmones de pacientes con FPI, donde las 

colágenas intersticiales  se están depositando progresivamente es una paradoja no resuelta. 

Una posible explicación propuesta por Pardo y Selman, 2012, sobre esta paradoja se reveló 

por la observación de que en los pulmones fibróticos, la enzima se expresa principalmente por 

células epiteliales mientras que está prácticamente ausente en los focos de fibroblastos, donde 

las colágenas intersticiales están siendo secretadas activamente. También se ha sugerido que 

la expresión epitelial de MMP1 en los pulmones fibróticos podría estar también implicada en 

la migración celular  del epitelio, como ocurre en la cicatrización de heridas de la piel. 

 



 

 

En el ratón,  se han identificado dos metaloproteasas denominadas McolA y McolB,  estos 

genes han sido clonados como resultado de su hibridación positiva con una sonda para la 

MMP-1 humana. De acuerdo con sus características estructurales y funcionales, se  ha 

propuesto que al menos uno de estos nuevos miembros de la familia de MMPs,  la McolA, 

puede jugar un papel como la colagenasa intersticial en los tejidos murinos y podría 

representar un verdadero ortólogo murino de la MMP-1 en humanos (Balbín, 2001). Aunque 

el ratón deficiente de la Mmp1a ha sido generado previamente (López-Otín, 2013), no se ha 

evaluado su papel en el desarrollo de fibrosis pulmonar experimental. 

 

Respecto a la  MMP8, también denominada colagenasa de neutrófilos o colagenasa 2, durante 

mucho tiempo se consideró que se expresaba exclusivamente por los neutrófilos  y que 

funcionalmente estaba  confinada a la degradación de la MEC. Sin embargo, experimentos 

recientes han puesto de manifiesto que esta proteasa se puede expresar por una amplia 

variedad de tipos de células y que desempeña un papel regulador importante en la inflamación 

aguda y crónica.  

 

Además  de la MMP8  de neutrófilos de 80 KDa  y su forma de 75-KDa activada (desprovista 

del pro-dominio),  otras especies  de MMP8, con un peso molecular mucho más pequeño (40-

60 kDa) han sido identificadas. Estas formas están menos glicosiladas, en comparación con la 

MMP8 derivada de neutrófilos. Otros experimentos han revelado que este alto grado de 

glicosilación que ocurre en los neutrófilos,  se asocia con el almacenamiento de la enzima en 

los gránulos intracelulares. Esto explica en parte,  por qué la MMP8, que es producida por 

otros tipos de células, no está altamente glicosilada,  ya que no  se retiene dentro de la célula, 

pero se secreta rápidamente en el compartimento extracelular después de su síntesis.  También 

cabe  mencionar que, aunque la MMP8 no contiene un dominio transmembranal o un anclaje 

vía  GPI, como en las MMPs asociadas a la membrana MMPs, Owen et al. 2008 han descrito 

una forma de MMP8 unida a la membrana, específicamente en neutrófilos. La MMP8 

asociada a membrana  parece ser más estable y más resistente a la inhibición de TIMPs que la 

forma secretada soluble. 

 

Una vez activada, la MMP8 puede escindir una amplia gama de sustratos. Además de ser una 

proteasa eficiente  de colágena (colágena tipo I> tipo III> tipo II), MMP-8 también escinde 

una amplia gama de sustratos “no colagénicos”, tales como inhibidores de serin-proteasas y 

varias citocinas y quimiocinas. Esto permite a la MMP8 influir en las actividades biológicas 

de muchos de estos sustratos, incluso puede inducir su inactivación  o a un aumento de sus 



 

 

actividades biológicas. La actividad colagenolítica de la MMP8 puede conducir también  a la 

liberación de muchos a factores de señalización o factores de crecimiento asociados con la 

MEC, así como la generación de fragmentos crípticos  de la MEC, que poseen actividades 

biológicas. 

 

El ratón deficiente de Mmp8 ha sido generado y caracterizado previamente. Se determinó que 

los ratones deficientes o nulos, mostraban un proceso de cicatrización retrasado debido a un 

infiltrado inflamatorio persistente. El retraso en la cicatrización de la herida observado  en  los 

ratones MMP8-/ -,  fue rescatado por el trasplante de médula ósea de ratones de tipo silvestre 

o WT. El análisis de otras MMPs,  reveló que los ratones  MMP8-/ -  tenían un aumento 

significativo en la expresión de MMP9, lo que sugiere que ambas proteasas podrían actuar 

coordinadamente en este proceso. Esta posibilidad fue apoyada además por el hallazgo 

novedoso que la MMP8 y MMP9 forman complejos específicos in vivo. Tomados en 

conjunto, estos datos indican que la MMP-8 participa en la reparación de heridas mediante la 

contribución a la resolución de la inflamación (X. Puente et al, 2007). 

 

Recientemente se ha evaluado el papel de la MMP8 en el desarrollo de fibrosis pulmonar, 

utilizando  como modelo al ratón deficiente de Mmp8. Los ratones nulos o deficientes 

desarrollaron menos fibrosis que sus homólogos de tipo silvestre o WT. Esto fue relacionado 

con un aumento en las células inflamatorias de pulmón,  y la expresión de MMP9 y IL10 en 

estos animales. En experimentos in vitro mostraron que la MMP8 corta a  la IL-10, y el tejido 

de los animales knockout mostraron una disminución de procesamiento  de IL-10. Además, 

los fibroblastos de pulmón de estos ratones se cultivaron en presencia de bleomicina. En 

cultivos celulares, el tratamiento con  bleomicina aumentó la síntesis de colágena sólo en los 

fibroblastos de los ratones WT. Los fibroblastos de ratones knockout no mostraron aumento 

de la síntesis de colágena, pero  si el aumento de los niveles de IL-10 y la fosforilación de 

STAT3. De acuerdo con estos resultados, concluyeron que la ausencia de MMP8 tiene un 

efecto antifibrótico mediante el aumento de la IL-10, y proponen que metaloproteasa podría 

ser un modulador de la actividad de IL-10 in vivo (García-Prieto, 2010). 

 

La tercer colagenasa es la MMP13. Esta enzima además de ser altamente activa en el 

procesamiento de la colágena de tipo II, corta a otros sustratos “no colagénicos”, como al 

CTGF (por sus siglas en inglés Conective Tissue Growth Factor) y fibrinógeno. La MMP13 

es controlada en múltiples niveles: es decir, la expresión/síntesis, la activación y la inhibición 

de la enzima activa, como lo describimos previamente. A diferencia de otras MMPs, el gen de 



 

 

la MMP-13 humana se transcribe en varios mRNAs, por splicing alternativo,  que podrían 

producir proteínas con actividad y funciones diferentes. La activación de la MMP-13 implica 

una cascada proteolítica incluyendo a la MMP-14 (MT1-MMP) y a la MMP-2. La inducción 

de la transcripción  del gen está regulada por numerosos agentes, sobre todo por factores de 

crecimiento, citoquinas proinflamatorias e incluso estímulos mecánicos. La clonación del 

promotor de la MMP-13 ha revelado la presencia de un número de sitios de unión a  AP-1, 

PEA-3, OSE-2, y el regulador negativo recientemente identificado, AGRE (Tardif g, 2004).  

 

La MMP13  se expresa en el esqueleto durante el desarrollo embrionario, así como en 

carcinomas humanos, en condrocitos,  y en células sinoviales en artritis reumatoide y 

osteoartritis. Debido a su relevancia en la regulación del tejido óseo,  los ratones deficientes 

de  MMP13 presentan defectos considerables en el crecimiento de las placas del cartílago con 

un marcado aumento de los dominios hipertróficos, así como un retraso en la osificación 

endocondral y en la formación y vascularización de los centros primarios de osificación. Cabe 

hacer notar que en estos ratones deficientes de MMP13 también existe una acumulación 

exagerada de la colágena intersticial (Krane, 2004). Con relación al papel de la MMP13 en la 

Fibrosis Pulmonar, en un modelo de daño pulmonar por hiperoxia, se determinó que no 

existen diferencias en el grado de fibrosis o acumulación de colágena entre los ratones 

silvestres y aquellos deficientes en MMP13, sin embargo, estos últimos mostraron un 

aumento en la Proteína Quimioatrayente de Monocitos-1 (MCP-1), lo que llevó a un aumento 

de células inflamatorias en el lavado bronquio-alveolar (M. D´Armiento, 2010). Por otro lado, 

se ha  investigado el papel de MMP13 en la fibrosis pulmonar, mediante el análisis de los 

efectos de la deficiencia de MMP13 en ratones después la irradiación torácica de 20 Gy (greys 

(Gy) o sieverts (Sv) para el tejido biológico, donde 1 Gy o 1 Sv es igual a 1 joule por 

kilogramo).Se encontró que los ratones deficientes de MMP13 desarrollaron menos fibrosis 

pulmonar que sus contrapartes de tipo silvestre o WT, además de una inflamación pulmonar 

aguda atenuada. Además la supervivencia de los ratones deficientes, fue significativamente 

mayor en comparación con sus respectivos controles WT, por lo tanto estos datos sugieren 

que la MMP13 podría jugar un papel profibrosante. Es importante mencionar que el modelo 

de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina no ha sido desarrollado utilizando ratones 

deficientes de MMP13. 

 

 

 

 



 

 

Daño epitelial inducido por bleomicina.  

 

 Las bleomicinas son una familia de glicopéptidos aislados del hongo Streptomyces 

verticillus. Las distintas bleomicinas poseen diferentes cadenas de carbohidratos (α-D-manosa 

y α-L-gulosa), pero poseen una estructura central conservada. Esta estructura central contiene 

un dominio de unión a metales de transición como Fe (II) y Cu (I) y en presencia de oxígeno 

puede catalizar el corte del  DNA de cadena sencilla y de cadena doble, además de generar 

especies reactivas de oxígeno. Presenta además un dominio de unión al DNA, el cual incluye 

a una pirimidina y a un grupo bitiazol, cuyas cargas positivas favorecen la unión con el DNA. 

Entonces, el daño celular que genera la bleomicina, se logra a través de la generación de 

especies reactivas de oxígeno y del corte directo del DNA de cadena sencilla y de doble 

cadena. La enzima hidrolasa de bleomicina es fundamental para inhibir la acción de las 

bleomicinas sobre el DNA, sin embargo, esta enzima está ausente en el tejido epitelial. Por 

ello la instilación de bleomicina dirigida al pulmón produce pneumonitis intersicial, que 

puede progresar hacia FP. Durante este proceso se liberan citosinas y factores de crecimiento 

lo que lleva a un aumento en la celularidad de los septos alveolares, principalmente por 

macrófagos y neutrófilos. Desde el día seis hasta un mes, hay un aumento sostenido de 

linfocitos que pueden influenciar la proliferación de fibroblastos y la síntesis de colágena, 

liberando factores de crecimiento profibrogénicos. A los 14 días posinstilación se pueden 

observar cambios difusos y multifocales que consisten en hiperplasia epitelial y fibrosis 

intersticial e intraalveolar. Después de 21 días se pueden observar focos grandes de fibrosis en 

forma difusa, caracterizados por la presencia de fibroblastos y miofibroblastos y por el 

depósito de colágenas fibrilares. 

 

  

 

  



 

 

OBJETIVOS 

 

 

Se ha reportado la participación de las enzimas MMP8 y MMP13 en el desarrollo de 

fibrosis pulmonar, sin embrago su papel específico en ésta patogénesis no está definido. 

Como se mencionó previamente, la expresión y actividad de las gelatinasas MMP2 y MMP9 

puede estar alterada en ausencia de las enzimas MMP8 y MMP13. La regulación de las 

enzimas MMP2 y MMP9 en ratones deficientes de la MMP13 y dobles deficientes MMP8-

MMP13 no ha sido aún evaluada en el pulmón. 

 

 

OBJETIVOS GENERALES. 

 Evaluar la actividad de MMP2 y MMP9 en el pulmón de ratones deficientes de la proteasa 

MMP13 y ratones doble deficientes en las proteasas MMP8-MMP13, en condiciones 

basales y comparar con el pulmón de ratones silvestres o WT. 

 Evaluar la actividad de MMP2 y MMP9 en el pulmón de ratones deficientes de la proteasa 

MMP13 y ratones doble deficientes en las proteasas MMP8-MMP13 con fibrosis 

pulmonar experimental, y comparar con el pulmón de ratones silvestres o WT con fibrosis 

pulmonar experimental. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

 Determinar la actividad gelatinolítica en pulmón en condiciones basales por 

zimografía, comparando a ratones WT o silvestres, deficientes de MMP13 y dobles 

deficientes MMP8-MMP13. 

 Inducir fibrosis en los ratones deficientes de la proteasa MMP13 y dobles 

deficientes en las proteasas MMP8-MMP13 por instilación intratraqueal de 

bleomicina. 

 Analizar la respuesta inflamatoria inducida por bleomicina. 

 Analizar la actividad gelatinolítica por zimografía durante la etapa inflamatoria 

 Analizar los cambios morfológicos durante la etapa fibrosante. 

 Determinar la actividad gelatinolítica en pulmón durante la etapa fibrosante. 

 

 

 



 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Población de estudio. 

 

 Se trabajó con dos colonias de ratones de la cepa C57BL6  modificados 

genéticamente,  deficientes  de la enzima MMP13, y doble deficientes  de las enzimas MMP8 

y  MMP13 (denominados MMP8-MMP13dKO) obtenidos gracias a la colaboración con el 

laboratorio del Dr. Carlos LópezOtín en la Universidad de Oviedo, España. Para este trabajo 

se utilizaron ratones hembras y machos de 8 a 10 semanas de edad. Los ratones fueron 

mantenidos en el Bioterio de Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias y todos los 

procedimientos realizados con los animales fueron desarrollados de acuerdo al comité de ética 

de dicha institución. 

 

 

Ratón deficiente de MMP13. 

 

Para generar al ratón deficiente de MMP13, se interrumpió el exón 5 del gen Mmp13 

insertando un cassette de resistencia a neomicina (PGKneo), como se muestra en el mapa a 

continuación.  

 
 

Mapa del alelo WT y mutante de Mmp13. 

 

Ratón doble deficiente de MMP8-MMP13. 

 

Debido a la cercanía entre los genes que codifican para la MMP8 y para la MMP13 en el 

cromosoma 9; Mmp13: NC_000075.6 (7272514-7283333pb) y Mmp8: NC_000075.6 

(7558429-7568486 pb), la generación de ratones MMP8-MMP13 dKO mediante cruces 

directos MMP8-/- x MMP13 -/- no fue utilizado como estrategia, pues al encontrarse tan cerca 

ambos genes,  y al ocurrir eventos de recombinación homóloga, era probable que se generaran 

ratones deficientes para Mmp13, pero WT para Mmp8, o viceversa. Para eliminar de forma 

específica, la expresión de ambas enzimas, se obtuvieron células madre del ratón deficiente de 

MMP13, para introducir la construcción del alelo mutante de Mmp8, como se muestra en el 

mapa de abajo. Es importante señalar, que como gen de resistencia en la construcción, se 

utilizo el gen de higromicina, debido a que si se utilizaba neomicina como medio selectivo, no 

se podrían seleccionar las células madre portadoras de la construcción con el alelo mutante 

para Mmp8. 

 



 

 

 
 

 Mapa de construcción del alelo WT y mutante de Mmp8. 

 

 

  



 

 

Purificación de DNA. 

 

El genotipo de cada uno de los ratones se determinó por PCR (por sus siglas en inglés 

Polymerase Chain Reaction) usando como templado DNA purificado de un fragmento 

pequeño de la cola de cada individuo, de acuerdo al siguiente protocolo: 

  

1. Se coloca cada muestra en un tubo eppendorf de 1.5ml y estéril. 

2. Se agregan 500µl de buffer de lisis (50 mM Tris (pH=8.0), 100 mM EDTA, 0.5% 

SDS) y 25µl de proteinasa K (10mg/ml) a cada tubo.  

3. Los tubos se dejan incubar a 55°C durante toda la noche. 

4. Al terminar la incubación, los tubos se centrifugan durante 1 min a 12000 rpm para 

eliminar el pelo residual o no digerido. 

5. El sobrenadante (que contiene el DNA) se transfiere a un tubo nuevo y se agregan 

500µl de etanol al 100%. 

6. Se centrifugan las muestras durante  2 min a 12000 rpm. 

7. Se desecha el sobrenadante, cuidando no perder el pellet. 

8. Se agregan500µl de etanol al 70%. 

9. Las muestras se centrifugan nuevamente durante 2 min a 12000rpm 

10. Se elimina el sobrenadante, se retira el etanol residual con una pipeta y se incuban las 

muestras durante 10 min a 37ºC para que se evapore todo el etanol. 

11. El DNA se resuspende en 100µl de agua, y se hace una dilución 1:30 con H2O, para la 

muestra de trabajo.  

 

Determinación del genotipo por PCR. 

La PCR está basada en la acción de la  DNA polimerasa, que como se sabe es la enzima que 

dirige la síntesis de DNA, y desde una cadena simple se sintetiza la complementaria. Para ello 

necesita al menos una pequeña fracción de cadena doble de DNA para iniciar la síntesis. La 

PCR es un proceso que consta de tres pasos: desnaturalización de DNA, alineación de los 

primers y extensión. Para replicar el DNA, se usaron primers específicos para los alelos WT 

de MMP13 y MMP8,  y para sus respectivos alelos mutantes. La secuencia de los primers que 

se utilizaron se muestra a continuación: 

  



 

 

MMP8 

Forward Primer MMP-8 HT F4  sequence5’ – ATG TTC TAT GGC GTT GTT CTT TCA -3 

  

Reverse Primer 1 MMP-8 WT R3    sequence 5’- CAG GGC TAG GTT TTC TTC AGC A –3’ 

   

Reverse Primer 2 MMP-8 KO R5    sequence 5’- GGA CAG CAA GGG GGA GGA T- 3’ 

 

 

MMP13 

 

Forward Primer MMP-13HTE5  sequence5’ – GGA AGC ATG AAA TGG CTT TTGC -3 

  

Reverse Primer 1 MMP-13WTE5  sequence 5’- GTA GGT AAC TGA TTC TTT ATG –3’ 

   

Para la reacción, se preparó la mezcla de los componentes de la PCR en las cantidades que se 

indican: 

 MMP8 

 H20………………………….......5.6µl 

 Buffer……………………………1µl 

 MgCl2…………………………...0.3µl 

 Forward Primer HT(25µM)…….0.5 µl 

 Backward Primer KO(25µM)…..0.25 µl 

 Backward Primer WT(25µM)….0.25 µl 

 dNTPs…………………………....1µl 

 Polimerasa Taq………………….0.1µl 

 DNA……………………………...1µl 

 

  MMP13 

 H20………………………….......6.1µl 

 Buffer……………………………1µl 

 MgCl2…………………………...0.3µl 

 Forward Primer HT(25µM)…….0.25 µl 

 Backward Primer WT(25µM)….0.25 µl 

 Backward Primer KO(25µM)….0.25 µl 

 



 

 

 dNTPs…………………………....1µl 

 Polimerasa Taq………………….0.1µl 

 DNA……………………………...1µl 

  

El volumen final de cada muestra fue de 10µL. Los tubos fueron incubados en el 

termociclador (iCycler Bio Rad). El termociclador es el aparato que permite llevar a cabo de 

forma automática y reproducible la sucesión de ciclos de temperatura necesarios para la PCR. 

Las condiciones en las que se desarrolló la reacción en el termociclador fueron las siguientes: 

 

Condiciones del termociclador para MMP8 

 

Se desnaturaliza la doble cadena de DNA a 94°C, se alinean los primers con su secuencia 

complementaria  específica a 62°C para que la DNA polimerasa pueda realizar la etapa de 

elongación o extensión a 72°C. Esto se repite 35 veces y finalmente se mantiene a 72°C por 2 

minutos para que cualquier cadena que esté incompleta sea totalmente sintetizada. Los 

productos de la PCR fueron analizados por electroforesis, en geles de agarosa al 2% con 

bromuro de etidio (2µg), y el tamaño de los productos fue comparado con el marcador de 

pesos moleculares de 100 pb (Invitrogen). Se registró la imagen de cada uno de los geles con 

el fotodocumentador (ChEMIDOC BioRad) y se generó una base de datos en Excel, donde se 

registró el número de ratón, su género y su genotipo, para posteriormente establecer los 

grupos experimentales. 

 

  

94°C 94°C 

62°C 
72°C 72°C 

23°C 

2:00 0:30 

0:30 
1:00 2:00 

∞ 

35x 



 

 

Condiciones del termociclador para MMP-13 

 

Fibrosis experimental inducida por bleomicina. 

 

Ratones mutantes y silvestres fueron anestesiados con pentobarbital sódico,  para 

recibir bleomicina (0.05 U) (Sigma Aldrich), por vía intra-traqueal en dosis única 

(instilación). La droga fue administrada en un volumen de 50l, los animales control fueron 

instilados con el mismo volumen de solución salina. Los animales fueron sacrificados en 

distintos períodos de tiempo (0, 7 y 28 días post-tratamiento) para evaluar el desarrollo tanto 

de la respuesta inflamatoria como de la respuesta fibrosante. Después del sacrificio, se 

obtuvieron los pulmones y se evaluó la gravedad de la fibrosis a través de la medición 

semicuantitativa de las lesiones y la determinación de hidroxiprolina. El pulmón izquierdo fue 

utilizado para la cuantificación de hidroxiprolina, mientras que el derecho, fue utilizado para 

la extracción de proteína total y para histología. Los datos de la cuantificación de 

hidroxiprolina no se incluyen en este trabajo. 

 

Evaluación semicuantitativa del porcentaje de fibrosis. 

 

El pulmón derecho fue fijado por instilación a presión constante (25 cmH2O) con 

paraformaldehído al 4% en PBS. Posteriormente el tejido fue deshidratado en alcohol etílico 

(30, 50, 70, 96%) y finalmente en xilol, después el tejido fue embebido en parafina y se 

hicieron cortes de 5m.  La extensión y grado de las lesiones, así como el porcentaje de 

inflamación y fibrosis, fueron evaluados después de la tinción de Masson y hematoxilina- 

eosina. El score de fibrosis fue determinado al multiplicar la extensión de la lesión x  el 

porcentaje de fibrosis. 

  

94°C 94°C 

62°C 
72°C 72°C 

23°C 

2:00 0:30 

0:30 
1:00 2:00 

∞ 

35x 



 

 

Purificación y cuantificación de proteína. 

 

 Para tener la certeza de que los cambios observados en la actividad de las gelatinasas 

MMP2 y MMP9 no se debía a diferencias en la concentración total de proteína, se ajustó la 

concentración de proteína a 2.5 μg/ µL en todas las muestras. Para ello se realizó una 

cuantificación de proteínas con el reactivo de Bradford, siguiendo los siguientes pasos: 

 

 El pulmón fue homogenizado en 1ml de PBS 1X y el homogenizado se centrifugó a 

14 000 rpm a 4ºC durante 15 min. 

 Se recuperó el sobrenadante en tubos nuevos. 

 Para cuantificar la concentración de proteína, el reactivo Bradford fue diluído en agua 

desionizada, 1:5.  

 Se depositaron 200µl de reactivo de Bradford diluído y filtrado en cada pozo a utilizar, 

en una placa de 96 pozos. 

 Para la curva estándar, se utilizó albúmina 1μg/ μL. Para cada muestra problema, se 

preparó una dilución 1:10 del homogenizado del tejido, y se cuantificaron 10 µL de 

ésta dilución, por duplicado. 

 Se incubaron las muestras 15 min a temperatura ambiente y se midió con el 

espectrofotómetro la absorbancia a 550nm.  

 Se graficaron los valores obtenidos de absorbancia de las concentraciones conocidas 

de albumina.  

 A partir de la fórmula y=mx +b, y basando en las concentraciones conocidas de 

albúmina, se determinó la concentración de proteína de cada muestra x, donde x=y-

b/m, donde m es la pendiente. 

 Para el análisis de zimografía, se utilizaron 25 μg de proteína total, para cada muestra. 

En el caso del LBA no se cuantificó la proteína, debido a la baja cantidad que se 

obtiene en la extracción. 

 

Obtención de lavado bronquioalveolar (LBA). 

 

El LBA se utilizó para examinar los posibles cambios en las poblaciones celulares 

durante el desarrollo del modelo experimental. A través de una sonda intratraqueal se 

instilaron 2 alícuotas de 600l de solución salina estéril. Posteriormente el líquido del LBA se 

recuperó por aspiración suave y el líquido obtenido se centrifugó a 1500 rpm a 4°C por 10 

minutos. El sobrenadante se separó para el análisis de zimografía. El botón celular se 

resuspendió en 100l de PBS estéril y una alícuota de 10l se utilizó para contar el número 

total de células obtenidas utilizando un hemocitómetro. Posteriormente se determinaron los 

diferentes tipos de células inflamatorias presentes en el lavado en preparaciones teñidas con 

Wright-Giemsa. El conteo diferencial se realizó con un microscopio de luz convencional 



 

 

usando objetivos de 40 X contando un mínimo de 300-500  células en diferentes campos 

seleccionados al azar.  

 

Zimografía en geles de gelatina. 

  

La actividad gelatinolítica de las enzimas MMP2 y MMP9 fue evaluada por zimografía en el 

sobrenadante del LBA, en el pellet celular del LBA y en extracto total de tejido. Las muestras 

se analizaron en geles al 8 %, conteniendo 1mg/ml de gelatina, y se utilizó la siguiente 

mezcla: 

Gel separador (2 geles):  

 H20      3.3ml 

 Tris 1.5M     2.5ml 

 Acrilamida/Bis acrilamida   3.0 ml 

 Gelatina (1mg/ml)    1ml 

 SDS      100µl 

 Persulfato de amonio    50µl 

 Temed      10µl 

Gel Concentrador (2 geles): 

 H2O      3ml 

 Tris 0.5M     2.24ml 

 Acrilamida/Bisacrilamida   660µl 

 SDS      100µl 

 Persulfato de amonio (PSA)   50µl 

 Temed      10µl 

 Una vez polimerizados los geles, estos se instalan en una cámara  de electroforesis  

(BioRad). Después de la electroforesis, los geles fueron lavados 2 veces, durante 30 min, 

con el detergente Tritón X100 al 2.5% en agua, para eliminar el Dodecil Sulfato de Sodio 

(SDS) y permitir la activación de las gelatinasas. 

 Después del lavado con el detergente, los geles se lavaron con H2O desionizada durante 

10 minutos, por tres ocasiones, para eliminar el Tritón. 

 Los geles fueron incubados en el buffer sustrato (glicina 0.1M,  pH 8.0, CaCl2  5 mM  y 

ZnCl2 5 mM) durante 24hrs a 37°C. 

 Para revelar los geles se tiñen con azul de Coomassie R-250 al 0.5% durante 20 minutos y 

se destiñen en una solución de  metanol 30% y  ácido acético 10% durante 15minutos. El 



 

 

azul de Coomasie tiñe las proteínas, como la gelatina, por lo tanto las bandas blancas 

sobre el fondo azul evidencian la actividad gelatinolítica de las proteínas, en este caso, 

MMP2 y MMP9. 

 El análisis cuantitativo de la actividad gelatinolítica se realizó capturando la imagen del 

gel y utilizando un sistema de densitometría de un software del equipo Chemidoc, Bio 

Rad.  

Como control positivo de MMP9 se usó medio de células de osteosarcoma U2OS  y como 

control positivo de MMP2, se usó medio de células epiteliales de pulmón A549, estimuladas 

con PMA (del inglés Phorbol Myristate Acetate). 

 

Análisis estadístico. 

Los resultados mostrados en esta tesis están representados como el promedio ± desviación 

estándar (para los valores de densitometría). Los valores fueron sometidos a la prueba t de 

Student considerando un valor de p≤ 0.05 como estadísticamente significativo y las 

diferencias fueron representadas con el símbolo *. 

 

 

Figura 11. Representación gráfica de los métodos descritos previamente. La flecha en azul indica el curso 

temporal del modelo, después de la dosis única recibida en el día 0, el día 7 corresponde a la etapa inflamatoria y 

el día 28 a la etapa fibrosante. En estos períodos se sacrificaron a los ratones de los tres genotipos para realizar el 

análisis histológico y de zimografía.  



 

 

RESULTADOS 

 

 

CARACTERIZACIÓN DEL GENOTIPO DE LA POBLACIÓN DE ESTUDIO. 

 

 A partir del DNA purificado de la cola de cada individuo, se realizó una amplificación 

por PCR, de productos específicos para los alelos WT y mutante de la MMP8 y para los WT 

de la MMP13. Utilizando primers específicos se obtuvieron fragmentos o “amplicones” de 

distintos tamaños. Para determinar el genotipo de la colonia de ratones dobles deficientes 

MMP8-MMP13, los productos obtenidos fueron de 909 pb correspondiente al alelo WT y 529 

pb, correspondiente  al alelo mutante. En la figura 12, se muestra una imagen representativa 

de un gel de agarosa en el cual se corrieron los productos de una PCR para la identificación 

del genotipo de los individuos; aquellos en los que solo se observa la banda de 909pb 

presentan un genotipo WT, mientras que aquellos en los que solo se observa la banda de 529 

pb corresponden al genotipo Mmp8 KO y los individuos que presentan ambas bandas son los 

heterocigotos. Se generó una base de datos en Excel, en donde se capturó el número de ratón, 

su género y su genotipo, para formar los grupos experimentales. Una vez determinados los 

genotipos, se establecieron cruces directos de ratones WT X WT y  KO X KO. 

 

Figura 12. Análisis del genotipo para el gen Mmp8. Imagen representativa de una electroforesis de un gel de 

agarosa al 2% con bromuro de etidio. La imagen está en negativo. En la línea 1 está el marcador de pesos 

moleculares de 100 pb; de la línea 2 a la 5, se encuentran 4 individuos KO, en la línea 6 se encuentra un 

individuo WT, y finalmente de la línea 7 a la 9, se encuentran 3 individuos heterocigotos. 

 

En el caso de la caracterización del genotipo para la colonia de ratones deficientes de la 

enzima MMP13, se usaron primers específicos para amplificar los fragmentos 

correspondientes a los alelos WT y mutante de MMP13. Como se muestra en la figura 13,  la 

banda correspondiente al alelo WT es de 563 pb, mientras que la correspondiente al alelo 



 

 

mutante  es de 826 pb y los ratones heterocigotos presentan ambas bandas (Fig. 13).

 

 

Figura 13. Análisis del genotipo para el gen Mmp13. Imagen representativa de la electroforesis de un gel de 

agarosa al 2% con bromuro de etidio. En la imagen superior, en la línea 1 se encuentra un individuo KO; de la 

línea 2 a la 5, se encuentran 4 individuos WT, en las líneas 6 y 7, se encuentra 2 individuos KO, y finalmente de 

la línea 7 a la 9, se encuentran 3 individuos heterocigotos. En la imagen inferior (negativo de la foto) se muestra 

la amplificación de la banda WT de 536 pb, solo en individuos WT, generados por cruces directos WT X WT. 

 

ANÁLISIS HISTOLÓGICO DEL PULMÓN DE RATONES WT Y DEFICIENTES DE 

MMP13 (MMP13 KO) Y  DOBLES DEFICIENTES MMP8-MMP13. 

 

Condiciones basales. 

 

Como se muestra en la figura 14,  el análisis morfológico del pulmón de ratones deficientes de 

MMP13, no reveló diferencias, al comparar con los pulmones de los animales de tipo silvestre 

o WT. En ambos grupos, en condiciones basales, se observa una histología normal, la mayor 

parte del pulmón se compone de los alvéolos de paredes delgadas. Los alvéolos están 

compuestos de una sola capa de epitelio denominado epitelio alveolar. También se observan 

bronquiolos de diámetro diferente. Los bronquiolos pueden ser reconocidos por el hecho de 

que están revestidos por epitelio columnar ciliado (bronquiolos más grandes) o por epitelio 

cúbico (bronquiolos más pequeños que conducen a los alvéolos). En condiciones basales, se 

pueden observar algunos macrófagos alveolares, sin embargo no se observan macrófagos en 

el espacio intersticial. No se encontraron otro tipo de células inflamatorias en los tejidos 

analizados en ninguno de los grupos, lo cual indica que no hay ningún proceso inflamatorio 

espontáneo por la deficiencia de la enzima MMP13, y que los ratones MMP13 KO tienen una 

histología pulmonar normal (Figura 14). En cuanto a los ratones dobles deficientes MMP8-

MMP13, encontramos resultados similares, este grupo muestra una histología completamente 

normal. Por lo tanto, podemos concluir que la deficiencia de ambas enzimas, MMP8 y 

MMP13, no altera la arquitectura pulmonar. Para observar un posible proceso inflamatorio, se 

realizó una tinción histológica con la técnica de tricrómica de Masson, observamos las fibras 

de colágena teñidas en un color azul-turquesa, principalmente en la matriz extracelular que 



 

 

rodea a los bronquios y bronquiolos, y rodeando arterias y venas. No encontramos tinción en 

el espacio alveolar, ni intersticial, como era de esperarse, lo cual indica que no hay ningún 

proceso fibrosante espontáneo. No encontramos alteraciones morfológicas asociadas con la 

deficiencia de la enzima MMP13 o  con la ausencia de ambas enzimas MMP8 y MMP13 

(Figura 15). 

 

Figura 14. Imágenes representativas del pulmón en condiciones basales. En el panel de la izquierda se 

muestra el pulmón del ratón WT o silvestre, en el intermedio el pulmón del ratón deficiente de MMP13, y en el 

derecho, el pulmón del ratón doble deficiente MMP8-MMP13. Tinción hematoxilina-eosina. 

 

 

Figura 15. Imágenes representativas del pulmón en condiciones basales. En el panel de la izquierda se 

muestra el pulmón del ratón WT o silvestre, en el intermedio el pulmón del ratón deficiente de MMP13, y en el 

derecho, el pulmón del ratón doble deficiente MMP8-MMP13. Tinción tricrómica de Masson. 

Etapa Inflamatoria (7 días post-tratamiento con bleomicina). 

 



 

 

Siete días después del daño epitelial inducido por la instilación intratraqueal de bleomicina, se 

observó inflamación multifocal en el espacio intersticial e intra-alveolar,  tanto en los ratones 

MMP13 KO, como en los ratones WT (Fig. 16). La inflamación consistió en células 

polimorfonucleares y mononucleares. Respecto a los ratones doble deficientes MMP8-

MMP13, interesantemente, encontramos varios focos de neutrófilos. Además, las 

observaciones del patólogo sugieren que el infiltrado neutrofílico en el pulmón de los ratones 

dobles deficientes, es mayor en comparación con los WT o silvestres (Figura 16). El análisis 

histológico de los tejidos teñidos con la tinción de Masson, reveló que durante la etapa 

inflamatoria, aun no hay depósito de colágena en el espacio intersticial, ni intra-alveolar en 

ninguno de los 3 grupos analizados (WT, MMP13 KO y MMP8-MMP13 dKO) (Fig. 17). 

 

Etapa Fibrosante (28 días post-tratamiento con bleomicina). 

 

A los 28 días después de la instilación intratraqueal de bleomicina, se observaron áreas 

focales de fibrosis en los ratones de los 3 grupos analizados, WT, MMP13 KO y MMP8-

MMP13 dKO. Al comparar el grupo WT con el grupo MMP13 KO, observamos que los focos 

de fibrosis son más extensos en los ratones MMP13 KO y el depósito de colágena fue mayor 

en los ratones KO. Respecto a los ratones dobles deficientes MMP8-MMP13, observamos que 

la extensión de las lesiones fue significativamente mayor en los dobles KO, al comparar con 

los ratones WT, así como el depósito de colágena, siendo la respuesta fibrosante más extensa 

y severa, incluso al compararlos con el grupo MMP13 KO (fig. 18 y 19). 

 

Figura 16. Imágenes representativas del pulmón después de 7 días del tratamiento con bleomicina (Etapa inflamatoria). En el panel 

de la izquierda se muestra el pulmón del ratón WT o silvestre, en el intermedio el pulmón del ratón deficiente de MMP13, y en el derecho, el 

pulmón del ratón doble deficiente MMP8-MMP13. Tinción hematoxilina-eosina. 



 

 

 

Figura 17. Imágenes representativas del pulmón después de 7 días del tratamiento con bleomicina (Etapa 

inflamatoria). En el panel de la izquierda se muestra el pulmón del ratón WT o silvestre, en el intermedio el 

pulmón del ratón deficiente de MMP13, y en el derecho, el pulmón del ratón doble deficiente MMP8-MMP13. 

Tinción tricrómica de Masson. 

 

 

Figura 18. Imágenes representativas del pulmón después de 28 días del tratamiento con bleomicina (Etapa 

fibrosante). En el panel de la izquierda se muestra el pulmón del ratón WT o silvestre, en el intermedio el 

pulmón del ratón deficiente de MMP13, y en el derecho, el pulmón del ratón doble deficiente MMP8-

MMP13.Tinción hematoxilina-eosina. 



 

 

 

Figura 19. Imágenes representativas del pulmón después de 28 días del tratamiento con bleomicina (Etapa 

fibrosante). En el panel de la izquierda se muestra el pulmón del ratón WT o silvestre, en el intermedio el 

pulmón del ratón deficiente de MMP13, y en el derecho, el pulmón del ratón doble deficiente MMP8-MMP13. 

Tinción tricrómica de Masson. 

 

ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD GELATINOLÍTICA DE MMP2 Y MMP9 POR 

ZIMOGRAFÍA CON GELATINA COMO SUSTRATO. 

 

Etapa basal en ratones deficientes de MMP13. 

 

En condiciones basales, se observó una disminución significativa en la actividad de  la MMP2 

en los pulmones de ratones MMP13 KO (Fig. 20). Estos resultados indican que hay una 

disminución de la actividad basal de MMP2  en el pulmón, en ausencia de la enzima MMP13. 

No se observaron diferencias  en la actividad de MMP9 al comparar WT vs MMP13 KO. Es 

importante indicar que la pro-MMP9 murina es de 105 kDa, ligeramente más grande que la 

MMP9 de humano (92 kDa).  Por otro lado, aunque no se encontraron diferencias 

significativas en la actividad de la MMP9 (monómero de 92 kDa), se identificaron 2 bandas 

de alto peso molecular que podrían corresponder a homodímeros de MMP9 (~ 200 kDa), o 

heterodímeros MMP8-MMP9, con mayor actividad en los MMP13 KO en comparación con 

los WT. 

 



 

 

 

Figura 20. Actividad gelatinolítica en el ratón deficiente de MMP13 en condiciones basales. Zimografía en 

gel de acrilamida al 8%  con gelatina. Proteínas de extracto total  de pulmón sin tratamiento. Como control 

positivo de gelatinasas se usó medio de células de osteosarcoma U2OS. Los valores de densitometría 

(intensidad/mm
2
) se muestran en la gráfica del lado derecho (*p≤0.05) Solo se cuantificó la densidad 

correspondiente a la banda señalada como 105 KDa. 

 

 

En el LBA de ratones control, no observamos el zimógeno de MMP9 (105 kDa), a diferencia 

de lo que observamos en el tejido,  sin embargo,  observamos dos bandas de ~ 88 kDa, que 

podrían representar formas activas intermedias de la MMP9 de ratón; la intensidad de estas 

bandas es menor en el LBA de los 3 ratones MMP13 KO analizados en comparación con la 

intensidad que observamos en los WT. Estas bandas que consideramos “formas activas 

intermedias”, no fueron consideradas para el análisis de densitometría. En cuanto a la MMP2, 

observamos que su actividad fue significativamente menor en los MMP13 KO al comparar 

con los WT. Confirmando los hallazgos obtenidos en el zimograma de tejido, podemos 

concluir que en ausencia de la enzima MMP13, hay una disminución en la actividad de la 

enzima MMP2 en el pulmón (Fig. 21). 

 

Figura 21. Actividad gelatinolítica en el ratón deficiente de MMP13en el LBA bajo condiciones basales. 

Zimografía en gel de acrilamida 8%  con gelatina. Proteínas del lavado bronquio-alveolar de ratones sin 

tratamiento. Como control positivo de MMP9 se usó medio de células de osteosarcoma U2OS  y como control 

positivo de MMP2, se usó medio de células epiteliales de pulmón A549, estimuladas con PMA. Los valores de 

densitometría (intensidad/mm
2
) se muestran en la gráfica del lado derecho (*p≤0.05). 

  

* 



 

 

Pulmón control o etapa basal en ratones doble deficientes de MMP8 y MMP13  

(MMP8-MMP13 dKO). 

 

En condiciones basales, el nivel de actividad de la MMP2, fue similar o equivalente al 

comparar el extracto de pulmón de los ratones WT, con el pulmón de los ratones doble 

deficientes. Estos resultados indican que en ausencia de ambas colagenasas, la actividad de 

MMP2 no está alterada (Fig. 22). Estos resultados son paradójicos, ya que solo en ausencia de 

la enzima MMP13, la actividad de la MMP2 está disminuida (ver zimogramas previos). Estos 

resultados contradictorios, podrían ser explicados, si la MMP8 tuviera un papel antagónico al 

de la MMP13. Por otro lado, la actividad de la MMP9 es ligeramente mayor en el pulmón de 

los ratones dobles deficientes, sin embargo esta diferencia no es significativa al comparar con 

los WT. 

 

Figura 22. Actividad gelatinolítica en el ratón doble deficiente de MMP8-MMP13 bajo condiciones 

basales. Zimografía en gel de acrilamida 8%  con gelatina. Proteínas del extracto total de tejido de ratones sin 

tratamiento. Como control positivo de MMP9 se usó medio de células de osteosarcoma U2OS  y como control 

positivo de MMP2, se usó medio de células epiteliales de pulmón A549, estimuladas con PMA. Los valores de 

densitometría (intensidad/mm
2
) se muestran en la gráfica del lado derecho. 

 

En el LBA de ratones control, tanto WT como doble deficientes, no observamos el zimógeno 

de MMP9 (105 kDa), a diferencia de lo que observamos en el tejido. Es probable que la baja 

actividad de la enzima MMP9, se deba a que, en estado fisiológico, la expresión de esta 

enzima no es inducida, mientras que la MMP2, es una enzima de expresión constitutiva en el 

pulmón. Observamos que la actividad de la MMP2 es heterogénea en todas las muestras 

analizadas, y no se encontraron diferencias significativas en el LBA de los ratones dobles 

deficientes MMP8-MMP13 al compararlos con los ratones WT (Fig. 23). 

 



 

 

 

 

Figura 23. Actividad gelatinolítica en el ratón doble deficiente de MMP8-MMP13en el LBA bajo 

condiciones basales. Zimografía en gel de acrilamida 8%  con gelatina. Proteínas del lavado bronquio-alveolar 

de ratones sin tratamiento. Como control positivo de MMP9 se usó medio de células de osteosarcoma U2OS  y 

como control positivo de MMP2, se usó medio de células epiteliales de pulmón A549, estimuladas con PMA. 

Los valores de densitometría (intensidad/mm
2
) se muestran en la gráfica del lado derecho. 

 

Actividad gelatinolítica en la etapa inflamatoria (7 días después del tratamiento con 

bleomicina) en el pulmón de ratones deficientes de MMP13. 

 

A los 7 días (etapa inflamatoria), la actividad de la MMP9 en los pulmones de ratones 

MMP13 KO fue significativamente  mayor, comparada con la actividad de los pulmones de 

ratones silvestres. Mientras que la actividad de la gelatinasa MMP2 no mostró diferencias 

significativas entre las muestras de ambos genotipos (Fig. 24). Para este resultado es 

importante señalar que en condiciones basales, la actividad de MMP2 estuvo disminuida en 

los pulmones de los ratones MMP13KO (Fig. 20), lo que indica que en la etapa inflamatoria  

aumenta el nivel de esta enzima.  

 

 

 

 

Figura 24. Actividad gelatinolítica en el ratón deficiente de MMP13después de 7 días de tratamiento con 

bleomicina. Zimografía en gel de acrilamida 8%  con gelatina. Extracto total  de pulmón de ratones tratados con 

bleomicina. Como control positivo de MMP9 se usó medio de células de osteosarcoma U2OS  y como control 

positivo de MMP2, se usó medio de células epiteliales de pulmón A549, estimuladas con PMA. Los valores de 

densitometría (intensidad/mm
2
) se muestran en la gráfica del lado derecho (*p≤0.05). 

 



 

 

Durante la etapa inflamatoria, en el LBA, la actividad de MMP9 fue heterogénea , tanto en el 

grupo WT como en el grupo de ratones deficientes de MMP13, y no se encontraron 

diferencias significativas al comparar ambos grupos. Además, no observamos actividad  en la 

banda de 72KDa, correspondiente a la MMP2, en ninguna de las muestras de ratones 

silvestres, ni en las mueestras de LBA de los MMP13 KO (Fig. 25).  

 

 

 

Figura 25. Actividad gelatinolítica en LBA del ratón deficiente de MMP13después de 7 días de 

tratamiento con bleomicina. Zimografía en gel de acrilamida 8%  con gelatina. Proteínas de LBA de pulmón de 

ratones tratados con bleomicina. Como control positivo de gelatinasas se usó medio de células de osteosarcoma 

U2OS, para la MMP2 usamos medio de células A549, sin embargo no se observó actividad. Los valores de 

densitometría (intensidad/mm
2
) se muestran en la gráfica del lado derecho. 

 

 

 

Actividad gelatinolítica en la etapa inflamatoria (7 días después del tratamiento con 

bleomicina) en el pulmón de ratones doble deficientes de MMP8-MMP13. 

 

En el caso de las muestras de extracto total de pulmones de ratones MMP8-MMP13 dKO, 

durante la etapa inflamatoria, revelaron una actividad de MMP9 ligeramente mayor, al 

compararlas con las muestras provenientes de ratones silvestres, como se observa en la Fig. 

26 en la intensidad de las bandas correspondientes a 105KDa, sin embargo, este leve aumento 

en la actividad de MMP9 no es estadísticamente significativo. De la misma manera, la 

actividad de MMP2, correspondiente a la banda de 72kDa, no presenta diferencias en las 

muestras de ratones MMP8-MMP13 dKO, comparada con los silvestres (Fig. 26).  

 



 

 

 

 

Figura 26. Actividad gelatinolítica en el ratón doble deficiente de MMP8 y MMP13después de 7 días de 

tratamiento con bleomicina. Zimografía en gel de acrilamida 8%  con gelatina. Proteínas de extracto total  de 

pulmón de ratones tratados con bleomicina. Como control positivo de MMP9 se usó medio de células de 

osteosarcoma U2OS  y como control positivo de MMP2, se usó medio de células epiteliales de pulmón A549, 

estimuladas con PMA. Los valores de densitometría (intensidad/mm
2
) se muestran en la gráfica del lado derecho. 

 

A los 7 días post-instilación de bleomicina, el LBA de los ratones MMP8-MMP13 dKO no 

muestra diferencias significativas en la actividad de MMP9, sin embargo, si hay una tendencia 

al aumento de la actividad de esta gelatinasa en el LBA de ratones MMP8-MMP13 dKO, 

compardo con el LBA de ratones silvestres (Fig. 27). Al igual que en los LBA de ratones 

MMP13 KO y silvestres, en los ratones MMP8-MMP13 dKO tampoco se observa actividad 

de la gelatinasa MMP2, durante la etapa inflamatoria. Estos resultados nos indican que hay un 

aumento en la actividad de MMP9 en las células inflamatorias, durante la etapa fibrosante, en 

los ratones MMP8-MMP13 dKO, mientras que la actividad de MMP2 en estas mismas 

condiciones es nula (Fig. 27). 

 

Figura 27. Actividad gelatinolítica en LBA del ratón doble deficiente de MMP8 y MMP13después de 7 

días de tratamiento con bleomicina. Zimografía en gel de acrilamida 8%  con gelatina. Proteínas de LBA de 

pulmón de ratones tratados con bleomicina. Como control positivo de gelatinasas se usó medio de células de 

osteosarcoma U2OS, para la MMP2 usamos medio de células A549, sin embargo no se observó actividad. Los 

valores de densitometría (intensidad/mm
2
) se muestran en la gráfica del lado derecho. 

 

 

 

 

 



 

 

Actividad gelatinolítica en la etapa fibrosante (28 días después del tratamiento con 

bleomicina) en el pulmón de ratones deficientes de MMP13. 

 

En la introducción, ha sido descrito previamente que la actividad de varias MMPs esta 

alterada en el pulmón durante la etapa fibrosante. Se ha reportado que la actividad de las 

gelatinasas MMP2 y MMP9, aumenta en el pulmón de pacientes con FPI, y también en el 

modelo experimental de bleomicina. En la figura 28, se observa que el nivel de actividad de la 

MMP2, fue similar o equivalente al comparar el extracto de pulmón de los ratones WT, con el 

pulmón de los ratones MMP13 KO.  Respecto a la MMP9, el nivel de actividad es 

heterogéneo, sin embargo hay una tendencia de aumento en los ratones MMP13 KO. 

 

 

Figura 28. Actividad gelatinolítica en pulmón fibrótico en el ratón deficiente de MMP13. Zimografía en gel 

de acrilamida 8%  con gelatina. Proteínas de extracto total  de pulmón de ratones tratados con bleomicina y 

sacrificados en un período de 28 días. Como control positivo de gelatinasas se usó medio de células de 

osteosarcoma U2OS. Los valores de densitometría (intensidad/mm
2
) se muestran en la gráfica del lado derecho. 

 

En el LBA de los ratones MMP13 KO con fibrosis pulmonar, observamos que la intensidad 

de la banda correspondiente a la MMP9 (105 kDa), es significativamente mayor, en 

comparación con las muestras derivadas de los ratones WT. Respecto a la MMP2, la 

intensidad de las bandas es mayor en los lavados de  los ratones MMP13 KO al comparar vs 

los lavados de los WT. Estos resultados indican que el ratón deficiente de MMP13, tiene una  

mayor actividad de MMP2 y MMP9, lo cual podría estar asociado, con una mayor ruptura de 

membranas basales y un mayor daño del epitelio alveolar; si comparamos estos datos con el 

análisis histológico, hay una correlación entre el daño y la actividad de las gelatinasas, es 

decir, la fibrosis desarrollada por el ratón MMP13 KO, fue mayor en comparación con los 

ratones WT. 

 



 

 

 

Figura 29. Actividad gelatinolítica en el LBA del ratón deficiente de MMP13 (Etapa fibrosante) Zimografía 

en gel de acrilamida 8%  con gelatina. Proteínas del lavado bronquio-alveolar de ratones tratados con bleomicina 

y sacrificados en un período de 28 días post-tratamiento. Como control positivo de MMP9 se usó medio de 

células de osteosarcoma U2OS  y como control positivo de MMP2, se usó medio de células epiteliales de 

pulmón A549, estimuladas con PMA. Los valores de densitometría (intensidad/mm
2
) se muestran en la gráfica 

del lado derecho (*p≤0.05). 

 

Actividad gelatinolítica en la etapa fibrosante (28 días después del tratamiento con 

bleomicina) en el pulmón de ratones doble deficientes de MMP8 y MMP13. 

 

En el zimograma mostrado de la figura 30, podemos observar que la actividad  de la enzima 

MMP9, es mayor en el extracto de tejido derivado de los ratones doble deficientes MMP8-

MMP13 al comparar con el pulmón de los WT. Estos resultados muestran que en ausencia de 

estas dos colagenasas, y durante la remodelación de la matriz extracelular, durante el proceso 

fibrosante, el nivel de la enzima MMP9 está aumentado. Esta actividad aumentada, podría 

estar asociada con una respuesta fibrosante mayor, ya que como se describió previamente, la 

acumulación de colágena y la extensión de daño pulmonar fue mayor en los ratones doble 

deficientes MMP8-MMP13 (ver imagen de histología, Figura 18 y 19). Por el contrario, 

observamos en el zimograma, que la actividad de la MMP2 está ligeramente disminuida, sin 

embargo no se encontraron diferencias significativas al analizar los datos de la densitometría. 

 

De forma similar a lo encontrado en extracto de tejido, observamos que la actividad de MMP9 

es significativamente mayor en el LBA de los ratones doble deficientes MMP8-MMP13 

comparando con el LBA de los WT. Respecto a la MMP2, se observa que la intensidad de las 

bandas es mayor en el LBA de los ratones doble deficientes MMP8-MMP13 comparando con 

el LBA de los WT, indicando que su actividad es mayor (Fig. 31). Estos hallazgos fueron 

confirmados con el análisis de densitometría. Como se muestra en la gráfica de la figura 31,  

tanto la MMP9, como la MMP2 están significativamente aumentadas en el LBA de los 

ratones doble deficientes MMP8-MMP13. 



 

 

 

Figura 30. Actividad gelatinolítica en pulmón fibrótico en el ratón doble deficiente de MMP8 y MMP13. 

Zimografía en gel de acrilamida 8%  con gelatina. Proteínas de extracto total  de pulmón de ratones tratados con 

bleomicina y sacrificados en un período de 28 días. Como control positivo de gelatinasas se usó medio de células 

de osteosarcoma U2OS. Los valores de densitometría (intensidad/mm
2
) se muestran en la gráfica del lado 

derecho   (*p≤0.05). 

 

 

 

 

Figura 31. Actividad gelatinolítica en el LBA del ratón doble deficiente de MMP8 y MMP13 (Etapa 

fibrosante) Zimografía en gel de acrilamida 8%  con gelatina. Proteínas del lavado bronquio-alveolar de ratones 

tratados con bleomicina y sacrificados en un período de 28 días post-tratamiento. Como control positivo de 

MMP9 se usó medio de células de osteosarcoma U2OS  y como control positivo de MMP2, se usó medio de 

células epiteliales de pulmón A549, estimuladas con PMA. Los valores de densitometría (intensidad/mm
2
) se 

muestran en la gráfica del lado derecho (*p≤0.05). 

  



 

 

Tabla 5. Resumen de resultados. Se muestran las diferencias en la actividad de las gelatinasas de las 

muestras de extracto total de pulmones y LBA de ratones MMP13 KO y MMP8-MMP13 dKO comparados con 

ratones silvestres en condiciones control, inflamatorias (7 días post-instilación de bleomicina) y fibrosantes (28 

días post-instilación de bleomicina). 

↑↑↑, ↓↓↓ : incremento o disminución significativa de la actividad. 

↑ : tendencia al aumento de actividad, sin diferencias estadísticamente significativas. 

---- : actividad nula. 

= : sin cambios en la actividad, comparado con el grupo control. 

 

 

 

 

  

Muestra 

MMP 13 KO MMP8-MMP13 d KO 

MMP9 MMP2 MMP9 MMP2 

CTRL. Extracto 

pulmón total. 
↑ ↓↓↓ ↑ = 

CTRL. LBA. ------- ↓↓↓ ------- ↑ 

7 días. Extracto 

pulmón total. 
↑↑↑ ↑ ↑ = 

7 días. LBA = -------- ↑ ---------- 

28 días. Extracto 

pulmón total. 
= = ↑↑↑ = 

28 días. LBA ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ 



 

 

DISCUSIÓN 

 

 

Como se mencionó previamente,  estudios de cinética enzimática, han revelado que cada una 

de  las colagenasas de humano muestra preferencias de sustrato distintas hacia las diversas 

colágenas fibrilares. Sobre la base de estos datos,  se ha propuesto previamente que las 

diferentes colagenasas en humanos han evolucionado como enzimas especializadas para 

participar en la remodelación de los tejidos que contienen diferente composición de colágenas 

(Balbín, 2001). La observación de que las tres colagenasas  de humano exhiben una 

distribución tisular distinta y se someten a diferentes mecanismos de regulación, también es 

consistente con la idea de que pueden desempeñar diferentes funciones en los procesos tanto 

fisiológicos y patológicos. 

 

Para proporcionar más evidencias experimentales para esta propuesta, es esencial la 

generación de modelos animales deficientes de la expresión de determinados genes, en los 

cuales, la actividad de las diferentes enzimas se puede manipular selectivamente. En el 

laboratorio del Dr. Carlos López Otín, se han generado ratones deficientes en las proteasas 

MMP1a, MMP8 y MMP18. Además de la generación de ratones dobles deficientes, 

Mmp8/MMP13, Mmp1a/Mmp8 y Mmp1a/Mmp13. El establecimiento de una colaboración 

entre el laboratorio de bioquímica de la Facultad de Ciencias, con el laboratorio del Dr. López 

Otín, nos ha permitido obtener a los ratones deficientes de la enzima MMP13, y doble 

deficientes MMP8-MMP13. Estos ratones modificados genéticamente, han sido utilizados 

como modelo animal, para evaluar la respuesta fibrosante después del tratamiento con 

bleomicina. Específicamente, en este proyecto de tesis, fue evaluada la actividad de las 

gelatinasas A y B, o MMP2 y MMP9, en el pulmón de ambos ratones modificados 

genéticamente. 

 

El análisis del comportamiento de la MMP2 y MMP9 fue propuesto como proyecto, 

debido a que estas dos enzimas han sido ampliamente asociadas con la patogénesis de la 

fibrosis pulmonar idiopática, y además, se ha demostrado que su regulación está alterada en 

ratones deficientes de MMP8 (en piel y pulmón), y en ratones deficientes de MMP13 (en 

hígado). 

 

La MMP2 o gelatinasa A, pertenece a la subfamilia de las gelatinasas. Reciben este nombre 

debido a su capacidad de degradar colágena desnaturalizada o gelatina, sin embargo la MMP2 

también es capaz de procesar colágena tipo I, IV, V, VII, X, XI y XIV, al igual que elastina, 



 

 

fibronectina, laminina-1 y -5, galectina, agrecano, decorina, versicano y osteonectina, junto 

con otras moléculas que no forman parte integral de la MEC como IL-1β, α1-PI, MMP1, 

MMP9 y MMP13. La MMP2 tiene un peso molecular de 72 kDa y está descrito que su 

zimógeno es activado por MMP1, 7, 13, 14, 15, 16, 17, mientras que es capaz de activar a 

MMP9 y MMP13  (Chakraborti, et al 2003). Debido a que el promotor de Mmp2 posee varias 

secuencias de expresión constitutiva, la MMP2 se expresa constitutivamente en diversos 

tejidos, incluido el epitelio alveolar. Además de la inhibición clásica por los TIMPs, existen 

otros mecanismos para la inhibición de la actividad de MMP2, por ejemplo, a través de la 

trombospondina (TS2), una proteína responsable de la adhesión de macromoléculas y que 

ayuda a la internalización de aglomerados de MMP2 en los fibroblastos por endocitosis. Se ha 

reportado que en pacientes con fibrosis pulmonar idiopática (FPI) varias metaloproteasas se 

encuentran aumentadas, incluyendo la MMP2, principalmente en células epiteliales alveolares 

(CEA) y bronquiolares, así como en los focos de fibroblastos.  

Las células que expresan MMP2 durante la Fibrosis Pulmonar Idiopática son células 

inflamatorias, fibroblastos, células endoteliales y epiteliales. Por ello se acepta que la MMP-2 

juega un papel importante en la remodelación aberrante de los tejidos, provocada por la 

acumulación de colágena (Corbel, 2002). La expresión de MMP-2 se ha observado 

incrementada en el lavado bronquio alveolar en modelos experimentales de daño pulmonar 

(LBA de los ratones tratados con el aerosol de LPS y tratados con bleomicina). Se ha 

observado que los niveles MMP2 están incrementados en el LBA de pacientes con FPI 

(Thickett et.al, 2009), sin embargo, en la mayoría de los modelos murinos de fibrosis no se ha 

encontrado que haya una diferencia significativa en la actividad de esta gelatinasa. 

La otra gelatinasa, gelatinasa B o MMP9, es una enzima de alto peso molecular que regula la 

degradación o recambio de la membrana basal junto con la MMP2. Además, se ha descrito 

que su expresión es inducida en procesos inflamatorios. Además de la gelatina, la MMP9 

procesa a otros sustratos que son componentes de la matriz extracelular,  como por ejemplo, 

colágena tipo IV, V, VII, X y XIV, así como elastina,galectina-3, agrecano, fibronectina, 

versicano, enactina y osteonectina. Es gracias a esta capacidad  catalítica que la MMP9 juega 

un papel primordial en la remodelación de la MEC y en la migración de fibroblastos a los 

espacios alveolares, a través de la degradación de la membrana basal (Suga, et. Al, 2000; 

Chakraborti, et al, 2003). La MMP9 incluso puede degradar sustratos no pertenecientes a la 

MEC como α1-PI, IL-1β y plasminógeno. A su vez, la MMP9 puede ser activada por otras 

metaloproteasas como MMP2, MMP3 y MMP13. La MMP9 se expresa también por 

macrófagos alveolares  

 



 

 

La expresión de MMP9 se encuentra elevada durante la Fibrosis Pulmonar Idiopática y es 

secretada principalmente por células epiteliales alveolares, neutrófilos, macrófagos y por 

focos de fibroblastos, característicos de esta enfermedad. Cabe señalar que los fibroblastos de 

estos focos son principalmente Thy-1 negativos y son los que expresan MMP9, mientras que 

los fibroblastos pulmonares normales suelen ser Thy-1 positivos. Por las células que la 

secretan, la MMP9 probablemente se relaciona con la remodelación de los tejidos originada 

por procesos inflamatorios. Prueba de esto último es la reducida inflamación que presentan 

los ratones deficientes en MMP9 en el modelo de fibrosis inducida por Bleomicina 

(Betsuyaku, 2000). El tratamiento con esteroides y agentes inmunosupresores normaliza la 

expresión de MMP9 en pacientes con FPI (Lemjabbar, et.al, 1999). El incremento de MMP9 

podría estar directamente relacionado con el decremento de la función pulmonar y una baja 

probabilidad de supervivencia en pacientes con FPI (Thickett, et. Al, 2009). En el modelo 

murino,  la MMP9 ha demostrado estar relacionada con la migración en el epitelio alveolar, 

destrucción alveolar y permeabilidad alveolar. Aunque las células residentes del pulmón no 

expresan de manera constitutiva a la MMP9, existen varias células capaces de producirla bajo 

diversos estímulos, por ejemplo las células de la Clara, los pneumocitos tipo II, los 

fibroblastos, las células de musculo liso y las células endoteliales, además la MMP9 puede 

provenir de leucocitos como macrófagos, eosinófilos, linfocitos, células NK y células 

dendríticas.  

Recientemente, se ha descrito que la actividad de una metaloproteasa, puede modular la 

actividad de otra u otras, a través de la activación o inhibición por degradación. Por otro lado, 

existen evidencias, derivadas de modelos de ratones deficientes, de que en ausencia de una 

determinada proteasa, hay un aumento en el nivel de otras proteasas, como un mecanismo de 

compensación. Por ello, evaluamos el nivel de las enzimas MMP2 y MMP9, para determinar, 

si en ausencia de la MMP8 y MMP13, había alteraciones en su expresión y/o actividad. 

 

Ambas colagenasas, MMP8 y MMP13, también se encuentran elevadas durante la FPI, así 

como en el modelo de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina (Pardo, 2006; Cabrera, 

2013). De hecho, los pacientes con niveles de MMP8 elevados muestran un mayor 

decremento de la función pulmonar y muerte prematura, en comparación con los pacientes en 

los que no está tan elevada (Thicket et al, 2009).Además se ha observado que la deficiencia de 

MMP8, provoca un aumento en la actividad de MMP9 en condiciones fibróticas. Como se 

mencionó previamente, se ha demostrado que la MMP8 tiene un papel muy relevante en la 

regulación de la inflamación. 

 



 

 

Para evaluar la respuesta inflamatoria y fibrosante, así como la actividad gelatinolítica, 

usamos como modelo al ratón doble deficiente de MMP8 y MMP13. 

  

El análisis histológico mostró que no existen procesos inflamatorios o algún tipo de daño 

espontaneo en el pulmón de ratones deficientes en MMP13, ni en los dobles deficientes 

MMP8-MMP13. Sin embargo, el análisis por zimografía mostró que si hay alteraciones en la 

actividad de la MMP2 o gelatinasa A, la cual se vio disminuida en condiciones basales en 

pulmones carentes de MMP13. Esta disminución podría deberse, como se mencionó 

previamente, a que MMP13 es un activador de MMP2 y al no existir en condiciones basales 

un estímulo para la sobreexpresión de MMP2, su expresión disminuye. Por otro lado, en los 

ratones dobles deficientes MMP8-MMP13 no existen diferencias en la actividad de MMP2, 

esto nos sugiere que, al contrario de MMP13, MMP8 podría tener un papel inhibidor de 

MMP2, ya sea directamente o mediante la inhibición de algún activador de MMP2. En la 

literatura no se ha descrito una relación directa entre MMP8 y la actividad de MMP2.  

 

Por otro lado, la actividad de MMP9 no mostró diferencias en ningún caso e incluso no se 

obtuvo actividad de MMP9 en el LBA, lo que era esperado pues a diferencia de MMP2, esta 

no se expresa constitutivamente y al no haber daño en el tejido, ni una respuesta inflamatoria, 

no se induce su expresión por las diversas citosinas o factores de crecimiento como el TGF-

β1. De forma similar, García-Prieto et al, 2010 mostraron que en el extracto de pulmón de 

ratones deficientes en MMP8 no existen diferencias en la actividad de ambas gelatinasas en 

condiciones control, además los resultados de Uchinami et al, 2006 indican que en 

condiciones control tampoco existen alteraciones en la actividad de las gelatinasas en tejido 

hepático proveniente de ratones deficientes en MMP13, lo que es congruente con los 

resultados obtenidos en este trabajo, en donde la actividad de las gelatinasas permanece 

inalterada en el tejido pulmonar de ratones doble deficientes MMP8-MMP13.  

Durante la etapa inflamatoria (7 días post-instilación)  la actividad de MMP9 aumenta en los 

tejidos de ratones MMP13 KO , mientras que la actividad de MMP2 permanece constante, 

comparado con los tejidos de ratones WT, al igual que en ratones deficientes en MMP8 

(García-Prieto et al, 2010). Es interesante observar que la actividad de MMP2 en los ratones 

MMP13KO no muestra diferencias en esta etapa inflamatoria al compararla con ratones WT, 

a diferencia de lo observado en condiciones basales. Esto sugiere que al iniciar un daño en el 

tejido se activan mecanismos compensatorios para la activación de MMP2, aun en ausencia 

de MMP13. Otro resultado que resalta es la formación de focos de neutrófilos, principalmente 

alrededor de los alveolos, en los ratones dobles deficientes MMP8-MMP13, durante la etapa 



 

 

inflamatoria. Esta formación de focos coincide con los resultados de  Gutiérrez-Fernández, et 

al, 2007, en donde observaron que los ratones deficientes en MMP8 muestran un retraso en la 

cicatrización cutánea, generado por  la disminución de la capacidad de infiltración de los 

neutrófilos, al sitio de la herida. Verosímilmente, lo mismo ocurre con los neutrófilos de 

ratones doble deficientes MMP8-MMP13, lo que provoca una acumulación de los mismos.    

Se ha referido que la actividad de MMP9 aumenta, mientras que la actividad de MMP2 se 

mantiene constante durante la etapa fibrosante en extracto de pulmón de ratones deficientes en 

MMP8 (García-Prieto et al, 2006), similar a los resultados obtenidos en este trabajo en ratones 

MMP8-MM13 dKO, sin embargo, es novedosa la observación de un incremento significativo 

en la actividad de MMP2 y MMP9 en el LBA de ratones MMP13 KO y MMP8-MMP13 

dKO. Curiosamente el aumento en la actividad de las gelatinasas durante la etapa fibrosante 

muestra una relación con el grado de fibrosis, entre mayor es la actividad de las gelatinasas en 

el extracto y LBA, mayor es el daño pulmonar en los ratones a los 28 días post-intilación de 

bleomicina. Esta relación se ve apoyada por la literatura ya que está ampliamente descrito el 

aumento de ambas gelatinasas en pacientes con FPI (Suga, 2000; Chackaborti, 2003; Pardo-

Selman, 2006) e incluso Thicket, 2009 relacionó el aumento en la  expresión de MMP9 con 

un daño fibrótico acelerado y baja supervivencia en pacientes con FPI. Este daño proporcional 

a la actividad de las gelatinasas podría explicarse porque  se ha relacionado a la MMP2 y 

MMP9 con procesos como remodelación de la MEC y en la migración de fibroblastos a los 

espacios alveolares, a través de la degradación de los componentes de la membrana basal, 

principalmente colágena tipo IV y elastina.  

 Los resultados del análisis histológico indican un mayor daño inflamatorio y 

fibrosante en los ratones deficientes en MMP13, comparándolos con los ratones silvestres, así 

como un daño aún mayor en los pulmones de ratones doble deficientes MMP8-MMP13. Lo 

anterior sugiere que en el modelo murino de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina  la 

MMP13 tiene un papel antifibrótico, contrario a lo observado en el modelo de fibrosis 

inducida por radiación y en fibrosis hepática por ligamiento de los ductos biliares. De igual 

manera, si bien,  García-Prieto et al demostraron que en el modelo de bleomicina la 

deficiencia de MMP8 otorga resistencia a la fibrosis pulmonar, a través de la no degradación 

de IL-10, los resultados de este trabajo, sugieren que la deficiencia de ambas colagenasas 

(MMP8 y MMP13) elimina esta resistencia, e incluso aumenta la respuesta fibrosante.  

 

Finalmente, será interesante estudiar en un futuro, cuáles son los cambios en la actividad 

colagenolítica en estos ratones deficientes en MMP13, y doble deficientes en MMP8 y 

MMP13. No podemos descartar que la respuesta fibrosante severa, observada en los ratones 



 

 

mutantes, en comparación con sus respectivos controles WT, se deba a que no hay 

degradación de las colágenas fibrilares, debido a que  una o dos de las colagenasas principales 

de murinos, están ausentes. Por otro lado, hay evidencia de que la MMP1a, no está jugando 

un papel compensatorio, debido a que su expresión no está aumentada en diversos tejidos de 

estos ratones deficientes, (Cabrera S., 2013, datos no publicados). 

  



 

 

CONCLUSIONES 

 

Histología. 

 No existen diferencias en la histología del pulmón, en condiciones basales, entre los 

ratones deficientes en MMP13, los dobles deficientes en MMP8-13 y los silvestres. 

 La respuesta inflamatoria a los 7 días post instilación de bleomicina,  fue mayor tanto 

en los ratones deficientes en MMP13, como en los dobles deficientes MMP8-MMP13 

en comparación con los silvestres. 

 En la respuesta inflamatoria, 7 días post instilación, existen agregados o focos 

neutrofílicos, en los ratones dobles deficientes MMP8-MMP13. 

 En el modelo de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina los ratones deficientes en 

MMP13 presentan una mayor extensión del daño y mayor depósito de colágena a los 

28 días post instilación, comparado con los ratones silvestres. 

 En el modelo de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina los ratones dobles 

deficientes en MMP8-MMP13 presentan una mayor extensión del daño y mayor 

depósito de colágena a los 28 días post instilación, comparado con los genotipos WT y 

MMP13-/-. 

Actividad gelatinolítica.  

 En condiciones basales, la actividad de MMP2 fue significativamente menor  en los 

ratones deficientes de MMP13, comparando con la actividad en los pulmones de 

ratones WT, tanto en el extracto de tejido pulmonar,  como en el LBA. 

 En condiciones basales en el extracto de tejido pulmonar, así como el LBA, de los 

ratones dobles deficientes en MMP8-MMP13 no se encontraron diferencias 

significativas en la actividad de MMP9 y MMP2.  

 Durante la etapa inflamatoria, 7 días post instilación de bleomicina, la actividad de 

MMP9 está aumentada en el extracto de pulmones de ratones deficientes en MMP13, 

pero no en el LBA. 

 Durante la etapa inflamatoria, 7 días post instilación de bleomicina, la actividad de 

MMP9 está aumentada en el LBA de pulmones de ratones dobles deficientes en 

MMP8-MMP13. 

 A los 28 días post instilación de bleomicina (etapa fibrosante), no hay diferencias 

significativas en la actividad de MMP2 y MMP9 en el extracto de tejido pulmonar 

entre los ratones MMP13-/- y WT. 



 

 

  A los 28 días post instilación de bleomicina, etapa fibrosante, la actividad de MMP2 y 

MMP9 se encuentra aumentada significativamente en el LBA, al comparar los ratones 

MMP13-/- y WT. 

 La actividad de MMP9 está incrementada en el extracto de tejido pulmonar de los 

ratones dobles deficientes MMP8-MMP13, al compararlos con los WT, durante la 

etapa fibrosante. 

 A los 28 días post instilación de bleomicina,  la actividad de MMP2 y MMP9 se 

encuentra aumentada significativamente en el LBA, al comparar los ratones dobles 

deficientes MMP8-MMP13 y WT. 

 Existe una relación entre el aumento de la actividad gelatinolítica en el LBA de los 

ratones deficientes en MMP13 y dobles deficientes en MMP8-MMP13 y un mayor 

grado de fibrosis pulmonar, al compararlos con ratones WT, en el modelo de fibrosis 

pulmonar inducida por bleomicina.  
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