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ABREVIATURAS 

AGEs      Productos de glicación avanzada  

BSA        Albúmina de suero bovino  

CTGF      Factor de crecimiento de tejido conectivo 

DEG        Día equivalente de gestación  

ERO        Especies reactivas de oxígeno  

MCI         Masa celular interna  

MEC        Matriz extracelular 

MMPs    Metaloproteinasas de la matriz estracelular 

MMP‐9  Metaloproteinasa de la matriz extracelular 

NF‐ κβ    Factor nuclear κβ  

PAI‐1       Inhibidor del activador de plasminógeno tipo 1 

p‐NA       para‐nitro anilina  

SZP         Sin  zona pelúcida 

TIMPs    Inhibidores de las metaloproteinasas de la matriz extracelular 

TIMP‐1   Inhibidor tisular de las metaloproteinasas tipo 1 

tPA         Activador del plasminógeno tipo tisular  

uPA        Activador de plasminógeno tipo uroquinasa  

TGF‐β1     Factor de crecimiento transformante β1 

TNF‐α    Factor de necrosis tumoral‐α 

ZP           Zona pelúcida  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESUMEN 

Se define a la implantación embrionaria como la fijación del embrión al endometrio materno, en ella 

el blastocisto penetra a distintas profundidades de la pared uterina, por un proceso conocido como 

invasión. Durante la penetración del endometrio por el trofoblasto del embrión, participan algunas 

enzimas proteolíticas que degradan a  la matriz extracelular (MEC) y que se producen tanto por el 

blastocisto  como  por  los  tejidos  uterinos,  entre  ellas  se  encuentran  la metaloproteinasas  de  la 

matriz  extracelular  (MMPs),  como  la gelatinasa B  (MMP‐9)  y  el  activador del plasminógeno  tipo 

uroquinasa (uPA). La hiperglucemia altera la expresión de las MMPs debido a que aumenta el estrés 

oxidativo e  induce  la formación de productos de glicación avanzada o AGEs en    las proteínas de  la 

MEC  promoviendo  cambios  en  su  función  biológica.  Estudios  recientes  han  demostrado  que 

concentraciones altas de glucosa en diferentes  tipos  celulares producen  cambios en  la  síntesis  y 

degradación  de  la  MEC.  La  hiperglucemia  provoca  en  algunas  células,  una  reducción  en  las 

actividades de las MMPs, sin embargo en otras células, como las endoteliales, altas concentraciones 

de glucosa  inducen  la expresión  y  actividad de MMP‐9, mientras que no  afectan  la  secreción de 

MMP‐9  en  células  de  trofoblasto  humano;  por  lo  que    existen  controversias  en  cuanto  a  la 

activación y/o inhibición de la expresión o actividad de MMP‐9 por altas concentraciones de glucosa 

en  diferentes  tipos  celulares.  La  invasión  del  epitelio  uterino  por  el  blastocisto  durante  su 

implantación es promovida por la MMP‐9 y cualquier cambio en la concentración de glucosa puede 

alterar la capacidad invasiva del embrión. Por lo que en el presente trabajo se evaluó el efecto de la 

glucosa  sobre  la  secreción  y  contenido  de  MMP‐9,  así  como  la  secreción  de  activadores  del 

plasminógeno  durante  el  desarrollo  de  blastocistos  de  ratón  in  vitro,  en  presencia  de  diferentes 

concentraciones de glucosa (6, 10, 20, 40, 60 y 80 mM). Los blastocistos se cultivaron al dia 4 de 

gestación, y después de 5 días en cultivo (día 9 equivalente de gestación), se realizaron zimogramas 

en gelatina del medio condicionado y lisados embrionarios  y la zona de actividad fue valorada por 

densitometría.  La  capacidad  activadora  del  plasminógeno  se  evalúo  en  el medio  condicionado, 

agregando  plasminógeno  y  evaluando  su  conversión  a  plasmina,   midiendo    esta  última  por  un 

ensayo  amidolítico  empleando  un  sustrato  cromogénico  específico  (D‐Val‐Leu‐Lis‐4‐nitranilina), 

determinando la liberación de p‐nitroanilina a 405 nm, en función del tiempo, utilizando un lector de 

placas.  El  aumento  en  las  concentraciones  de  glucosa  disminuyó  el  contenido  de  MMP‐9, 

especialmente  en  40  mM.  La  producción  de  plasmina  fue  mayor  en  concentraciones  altas  de 

glucosa (10, 20 y 40 mM). La disminución en la secreción y contenido de MMP‐9 y el aumento en la 

producción de plasmina   por  los blastocistos de  ratón a altas  concentraciones de glucosa puede 

deberse al aumentó en el estrés oxidativo que  incrementa  la expresión de algunas citocinas como 

TNF‐α, TGF‐β y CTGF.  



ABSTRACT 

Embryo  implantation  is  defined  as  the  acquisition  of  a  fixed  position  of  the  embryo  into 

maternal endometrium, the blastocyst penetrates at different depths of the uterine wall by a 

process known as  invasion. During the penetration of the endometrium by the trophoblast of 

the  embryo  are  involved  some  proteolytic  enzymes  that  degrade  the  extracellular  matrix 

(ECM), which are produced by both,   the blastocyst and uterine tissues, among them are the 

extracellular matrix metalloproteinases  (MMPs), as gelatinase B  (MMP‐9) and urokinase‐type 

plasminogen  activator  (uPA).  Hyperglycemia  alters  the  expression  of  MMPs,  because  it 

increases oxidative  stress  and  induces  the  formation of  advanced glication  end products or 

AGEs  in the ECM proteins promoting changes  in their biological function. Recent studies have 

shown  that  high  glucose  levels  in  different  cell  types  induce  changes  in  the  synthesis  and 

degradation of ECM. Hyperglycemia causes a reduction  in the activities of MMPs, however  in 

endothelial  cells  high  glucose  concentrations  induce  the  expression  and  activity  of MMP‐9, 

while  not  affects  the  secretion  of  MMP‐9  in  human  trophoblast  cells;  since  there  are 

controversies regarding the activation and/or inhibition of MMP‐9 expression or activity by high 

glucose concentrations  in different cell types. The  invasion of the uterine lining for  implanting 

blastocyst  is  promoted  by MMP‐9  and  any  changes  in  glucose  concentration  can  alter  the 

invasive capacity of the embryo.  In the present study   the effect of glucose on the secretion 

and content of of MMP‐9, as well as plasminogen activators during the development of mouse 

blastocysts  in vitro were evaluated,  in the presence of different concentrations of glucose (6, 

10,  20, 40, 60 and 80 mM). 4 day blastocysts were  cultured  for 5 days  (day 9 equivalent of 

gestation), gelatin zymograms were performed  in conditioned medium or cell  lysates and the 

area of activity was assessed by densitometry. The hability of conditioned medium to activate 

plasminogen was evaluated by measure plasmin activity after the addition of plasminogen, by 

an   amidolitic assay, using a  specific chromogenic  substrate D‐Val‐Leu‐Lys‐4‐nitranilide and 

determining  the  release of  p‐nitroaniline  at  405  nm,  versus  time  using  an  plate  reader.  The 

increase  in glucose concentrations decreased the content of MMP‐9, especially when glucose 

40 mM was used. The plasmin production was higher in high glucose concentrations (10, 20 and 

40 mM). The decreased secretion and content of MMP‐9 and  increased plasmin activation  in 

mouse  blastocysts  by  high  concentrations  of  glucose    can  be  associated  to  increased 

expression of some cytokines, like  TNF‐α, TGF‐β or CTGF  associated with  enhanced oxidative 

stress. 



INTRODUCCIÓN  

IMPLANTACIÓN EMBRIONARIA 

 

El desarrollo pre‐implantatorio en  los mamíferos va de  la  fertilización a  la  implantación, este 

período se ha dividido en tres etapas: la primera corresponde a la fertilización y formación del 

zigoto,  la  segunda  a  la  formación  de  la  mórula,  lo  que  implica  la  segmentación  y  el 

establecimiento de la polaridad celular mediante la compactación y por último la diferenciación 

de  los  linajes  celulares  para  formar  al  blastocisto  (Wang,  2006).  La  compactación  lleva  a  la 

primera diferenciación celular; ya que las células que se localizan hacia en la parte externa de la 

mórula  formarán  al  trofectodermo,  tejido  que  recubre  al  blastocisto,  y  que  da  origen  al 

ectodermo  del  corion,  además  de  establecer  una  estrecha  asociación  con  el  endometrio  y 

formar la parte fetal de la placenta (Gilbert, 2005; Sutherland, 2003).  

 

El desarrollo embrionario del ratón previo a la implantación, culmina cuatro días después de la 

fertilización cuando  se  forma el blastocisto, constituido por dos poblaciones celulares,  la del 

trofectodermo y la de la masa celular interna (MCI), ambas rodean una cavidad llena de líquido, 

llamada  blastocele;  todo  el  conjunto  se  halla  rodeado  por  una  cubierta  resistente,  la  zona 

pelúcida  (ZP). El  trofectodermo que  rodea  la masa  celular  interna  se  le  conoce  como polar, 

mientras que el que rodea al blastocele se  le designa como mural. De  la MCI se originarán  los 

tejidos del embrión propiamente dicho (Gilbert, 2003; Salas‐Vidal y Lomelí, 2004). 

 

En el útero,  los blastocistos se distribuyen uniformemente en  los cuernos uterinos, se  liberan 

de  la ZP, por  la acción de algunas proteasas, como  la estripsina (Rosenfeld y Joshi, 1977), y se 

implantan en el endometrio (figura 1). 

 

Se define a la implantación embrionaria como la fijación del embrión al endometrio materno, en 

ella el blastocisto se adhiere al epitelio uterino y dependiendo de la especie, penetra a distintas 

profundidades  de  la  pared  uterina,  por  un  proceso  conocido  como  invasión  (Carson  et  al., 

2000). El grado de  invasión varía en diferentes especies y va desde  la simple adhesión de  los 

epitelios a  la penetración de capas profundas del endometrio. La  implantación es el proceso 

por medio del cual el blastocisto entra en íntimo contacto físico y fisiológico con el endometrio 

uterino (Dey et al., 2004). Esta fase implantatoria es clave en los organismos que se desarrollan 



dentro de  la madre y cuya nutrición depende de ella  (Flamigni et al.,  1991), además marca el 

inicio de una estrecha asociación entre tejidos de diferente constitución genética.  

 

                      

Figura 1.‐ El proceso de implantación, modificado de Baiza 1980. 

 

Previo  a  la  implantación  y por  acción de  algunas hormonas,  como  la progesterona, ocurren 

cambios  en  el  útero  que  llevan  al  desarrollo  de  un  endometrio  receptivo  al  blastocisto 

(Psyochoyos, 1986; Guzman‐Grenfell et al., 1993), formándose lo que se conoce como ventana 

de implantación (Liu et al., 2005).   

 

Según Enders (1970), en  la  implantación de  los mamíferos se pueden distinguir  las siguientes 

etapas: 

 

1. Distribución.‐  Por  la  actividad  contráctil  del  músculo  liso  uterino,  los  blastocistos  son 

transportados por la luz uterina y se distribuyen al lugar donde ocurrirá la implantación. 

 

2. Orientación.‐ El blastocisto se sitúa próximo a la porción específica del endometrio en que 



la implantación tiene lugar; en la rata y el ratón, el polo embrionario en el que se encuentra 

la MCI,  se  orienta  hacia  la  superficie  antimesometrial,  es  en  este momento  cuando  se 

pierde la ZP. 

 

3. Contacto o aposición.‐ Se refiere al simple acercamiento que se da entre las superficies del 

trofectodermo y el epitelio  luminal uterino, en  los mamíferos  se presenta por diferentes 

mecanismos:  

a. Envolvimiento.‐ El endometrio uterino  se hincha,  rodea  y envuelve al blastocisto, 

estableciéndose  el  contacto  del  trofectodermo  con  el  epitelio  del  útero;  se 

presenta en la rata y el ratón. 

 

b. Expansión.‐ El blastocisto se expande, aumenta de volumen y  llena  la  luz uterina; 

este  proceso  se  observa  en  el  conejo,  cerdo,  animales  carnívoros  y  algunos 

primates. 

 

c. Acercamiento activo.‐ Se establece por la aproximación del blastocisto a la mucosa 

uterina, se presenta en el cobayo, chimpancé y humano. 

 

Durante esta etapa  las microvellosidades del trofectodermo y del epitelio  luminar uterino 

se interdigitan, en el ratón esto ocurre con el trofectodermo mural. 

 

Es en este momento que el blastocisto manda señales que inducen la respuesta decidual en 

el útero receptivo, aún antes de que ambos se unan (Tabibzadeh et al., 1995). En algunas 

especies como  la  rata,  ratón, conejo y cobayo, aumenta  la permeabilidad vascular en  las 

regiones donde ocurre  la  implantación con  la producción de edema y  la extravasación de 

proteínas séricas. 

 

4. Adhesión.‐ La unión entre el trofectodermo y el epitelio endometrial se vuelve resistente a la 

ruptura por medios  físicos. Se establece una  interacción estrecha entre  las superficies de 

membrana,  con  la  participación  de moléculas  de  adhesión  y  formación  de  desmosomas 

entre las células.  

 



5. Penetración o invasión.‐ El trofoblasto se fusiona con el epitelio uterino o penetra a través de 

él a capas mas profundas del endometrio.  

 

El grado de penetración varía en diferentes especies y va desde la simple adhesión de epitelios 

hasta  la  penetración  a  capas  profundas  del  endometrio,  dando  por  resultado  que  las 

vellosidades coriónicas, originadas por el trofoblasto, queden bañadas por  la sangre materna 

(Wang et al., 2006). 

 

Las células del trofoblasto que interactúan directamente con el tejido materno cambian de una 

forma  aplanada,  a  células  gigantes  y  poliploides  en  la  rata  y  el  ratón  (Sutherland,  2003),  o 

forman un sincicio, como en el humano. 

 

La penetración del epitelio se produce por tres mecanismos diferentes (Wang et al., 2006): 

 

a. Desplazamiento.‐  Una  vez  que  el  trofoblasto  se  adhiere,  se  presenta  la 

degeneración  y  el  desprendimiento  del  epitelio  luminal  uterino,  lo  que  facilita  la 

interacción del tejido embrionario con la lámina basal y la penetración del estroma; 

este evento ha sido descrito para la rata y el ratón.  

 

b. Fusión.‐  La membrana  apical del  trofoblasto  se  funde  con  la del  epitelio uterino, 

formando  una mezcla  sincicial  de  origen materno  y  embrionario,  se  presenta  en 

conejos y rumiantes.  

 

c. Intrusión.‐  Pequeñas  prolongaciones  del  citoplasma  del  sinciciotrofoblasto 

penetran  entre  las  células  epiteliales  uterinas;  se  pueden  presentar  también 

eventos de fusión. Este mecanismo se da en el humano, hurón y algunos carnívoros. 

 

La  invasión  del  endometrio  debe  ser  finamente  controlada,  debido  al  carácter  altamente 

invasivo del trofoblasto. El tejido endometrial juega un papel importante; ya que, por una parte 

la facilita por la regresión controlada del tejido decidual subyacente al embrión y por otra, evita 

que  la  invasión  vaya más  allá  del  estroma,  por  la  producción  de  una  gran masa  de  tejido 

decidual y la secreción de inhibidores de proteasas, que disminuyen la invasividad (Sherman et 



al.,  1975; Gilbert et al.,  1997). La  invasión es  regulada por  factores de crecimiento e  involucra  

integrinas,   proteasas  y  la  actividad mecánica  y  fagocítica del blastocisto  (Isaka  et  al.,  2003; 

Staun‐Ram et al., 2005). Durante  la penetración participan algunas enzimas proteolíticas que 

degradan la  matriz extracelular (MEC) y que se producen tanto por el blastocisto como por los 

tejidos  uterinos,  entre  ellas  se  encuentran  las  metaloproteinasas  de  la  matriz  extracelular 

(MMPs) (Martínez‐Hernández et al., 2002; Nagase et al., 2006) y el activador del plasminógeno 

tipo uroquinasa (uPA) (Harvey et al., 1995). 

 

Una forma de estudiar los eventos que suceden en la implantación es utilizando cultivos, donde 

los blastocistos experimentan  cambios parecidos a  los que presentan en el útero durante el 

período pre‐implantatorio, sin la influencia de los factores maternos. 

 

IMPLANTACIÓN IN VITRO. 

Los  blastocistos  de  ratón  en  cultivo,  experimentan  una  serie  de  cambios  que  se  han 

homologado con  los que ocurren en el útero cuando se fijan en el endometrio, por  lo que se 

conoce como “implantación  in vitro" (Jenkinson, 1977; Gonda y Hsu, 1980; Sellens y Sherman, 

1980).  En  la  implantación  in  Vitro,  el  embrión  realiza  la  ruptura  y  se  libera  de  la  ZP;  el 

trofectodermo adquiere un estado adhesivo y  las células de su  región mural se adhieren a  la 

superficie  de  la  caja  de  cultivo,  crecen  en  extensión,  migran  sobre  ella  adoptando  una 

morfología aplanada y forman una monocapa de células trofoblásticas gigantes, las cuales han 

aumentado de  tamaño y  se han convertido en poliploides por un proceso de  replicación del 

DNA, sin división nuclear ni citoplasmática (Barlow y Sherman, 1972). 

 

En cultivo, el destino de  la MCI es variable; prolifera creciendo como una masa desorganizada 

de células (la cual se podría distinguir utilizando algún marcador de totipotencialidad celular) y 

solo en algunos casos se forman cuerpos vesiculares con formación de epiblasto y endoblasto 

(Wilson y Jenkinson, 1974; Sherman y Salomon, 1975; Gonda y Hsu, 1980). Únicamente cuando 

se emplean condiciones especiales de cultivo  se  logra un mejor desarrollo morfológico de  la 

MCI (Gonda y Hsu, 1980). 

 

Se han establecido las condiciones básicas de cultivo para las distintas fases de la implantación 

in vitro. La ruptura de  la ZP y  la adhesión al substrato en  forma transitoria, requieren de una 



solución balanceada en sales, suplementada de fuentes de energía como la glucosa, el piruvato, 

el  lactato  y  de  una  proteína,  por  lo  general  albúmina  de  suero  bovino  (BSA)  (Salomon  y 

Sherman,  1975).  Para  que  el  trofectodermo  forme  a  las  células  gigantes  del  trofoblasto  se 

requiere adicionalmente de aminoácidos (Gwatkin, 1966), éstas últimas al adquirir un fenotipo 

invasivo, interactúan con proteínas de la MEC, secretan enzimas proteolíticas y en presencia de 

un substrato adhesivo se extienden sobre él, formando una monocapa.  

 

MATRIZ EXTRACELULAR (MEC) 

 
La célula es la unidad básica de la vida. La mayoría de las células de los mamíferos forman parte 

de  tejidos,  los  cuales  están  rodeados  por  una matriz  extracelular  de  constitución  compleja 

(Pardo y Selman, 2003). 

 

La MEC  es  todo  aquel material  que  se  encuentra  en  los  tejidos  o  fuera  de  la  célula  y  está 

compuesta por 3 clases de biomoléculas:  las proteínas estructurales (colágena y elastina),  las 

proteínas especializadas (fibronectina y  laminina) y proteoglicanos (proteínas de gran tamaño 

a las que se les unen cadenas de azúcares como glicosaminoglicanos). Algunas de sus funciones 

son separar tejidos y órganos, a pesar de que en los años 60’s sólo se creía que la MEC era una 

simple estructura para  atrapar desechos  y material  residual,  actualmente  se  sabe que es un 

sistema  dinámico  que  está  involucrado  en  diversas  funciones: moduladora  de  crecimiento, 

migración  celular,  proliferación  y  diferenciación  celular,  apoptosis,  reparación  de  tejidos, 

almacenamiento para factores de crecimiento, etc; por lo tanto la MEC desempeña una función 

fundamental en la arquitectura y en la regulación de la homeostasis tisular (Castillo et al., 2004). 

 

Las funciones más importantes de la MEC son: 

1. Relleno de los intersticios o espacios entre las células.  

2. Confiere resistencia mecánica (a la compresión, estiramiento, etc.) a los tejidos.  

3. Constituye el medio homeostático, nutricio y metabólico para las células.  

4. Provee fijación para el anclaje celular.  

5. Constituye el medio adecuado para el tránsito celular.  

6. Es el medio por el cual se transportan diferentes señales entre las células. 



La MEC es una estructura dinámica  lo cual  implica un constante  recambio de  las proteínas y 

elementos  que  la  conforman.  Durante  los  procesos  de  diferenciación  en  el  desarrollo 

embrionario  o  en  procesos  de  migración  celular,  la  remodelación  se  da  de  acuerdo  a  los 

requerimientos  celulares.  En  tejidos  adultos  dicha  remodelación  ocurre  en  la 

neovascularización  así  como  en  los  cambios  que  sufren  las  glándulas mamarias  y  el  tejido 

uterino durante el ciclo menstrual (Streuli, 1999). 

 

La MEC forma aproximadamente un poco más del 60% de la masa de los principales órganos del 

cuerpo de los vertebrados, o de los tumores sólidos. Esta conformada por una gran variedad de 

macromoléculas, las cuales interaccionan entre sí, generando una estructura tridimensional a la 

cual las células se adhieren; ya sea por receptores o ligandos específicos.  

Las  colágenas  forman  una  familia  de  glicoproteínas  que  contienen  un  gran  porcentaje  de 

residuos de glicina y prolina. Son el mayor soporte estructural de casi todos los órganos en los 

animales  y  constituyen  casi  la mitad de  las proteínas del  cuerpo  (Lodish  et  al.,  2002),  son el 

constituyente  principal  de  los  tejidos  conjuntivos.  Todos  los  tipos  de  colágena  poseen  una 

estructura  helicoidal  triple  y  otros  dominios  y  de  acuerdo  a  como  se  organizan 

estructuralmente se dividen en (Pardo y Selman, 2003):  

 

a. Fibrilares, colágenas tipos I, II, III, V y XI. 

b. Colágenas  asociadas  a  fibras,  conocidas  como  FACIT  (“fibril‐asociated  collagens with 

interrupted triple helixes”), colágenas tipos IX, XII, XIV. 

c. Colágenas que forman láminas, se incluyen a las colágenas tipo IV, VIII y X. 

d. Colágena tipo VI, formadora de filamentos en rosario. 

e. Colágena tipo VII, formadora de fibras de anclaje. 

f. Otros tipos de colágenas: tipos XIII,  XV, XVIII y  XVII. 

 

DEGRADACIÓN DE LA MEC 

 

La degradación de la MEC es un proceso fisiológico normal, que puede intensificarse o ser mas 

moderada en procesos patológicos. En condiciones normales  está asociada con el crecimiento, 

cicatrización, morfogénesis,  angiogénesis, migración  celular,  implantación del  trofobroblasto 

resorción uterina posparto, remodelación ósea, erupción dental, entre otras. (Mignatti, 1995). 



La degradación de la MEC se relaciona también con algunos procesos patológicos, tales como 

la formación del granuloma, artritis reumatoide, enfermedad peridontal, ateroesclerosis, entre 

otras. En estas  condiciones  se debe a  la pérdida de homeostasia por una mayor producción 

anormal de proteínas o un aumento en la velocidad de recambio de estas  (Goetzl et al., 1996). 

Una degradación anormal pero regulada de  la MEC, se observa en otras condiciones, como  la 

invasión y metástasis de células neoplásicas (Stettler‐Stevenson et al., 1993) 

 

Diversas enzimas proteolíticas juegan un papel importante durante diversos procesos celulares, 

al degradar, por hidrólisis total o parcial, a las proteínas de la MEC. Las proteasas, se clasifican 

por la naturaleza química del sitio catalítico, en cuatro grupos que son: 

 Metaloproteasas. 

 Serina‐proteasas. 

 Cisteína‐proteasas. 

 Aspartato‐proteasas. 

 

Las primeras  requieren de un  ión metálico para su  función, mientras que en  las otras  tres es 

necesaria  la presencia de un aminoácido en su sitio catalítico, esenciales para su actividad:  la 

serina, la cisteína y el aspartato, respectivamente.  

 

La  remodelación  de  la MEC  requiere  de  dos  procesos  antagónicos:  síntesis  y  depósito  de 

nuevos componentes de la MEC y la destrucción proteolítica de otros (Castillo et al., 2004). La 

degradación de  la MEC durante el proceso de  remodelación o  invasión depende de  la acción 

coordinada  de  diversas  enzimas  proteolíticas  extracelulares.  Proteasas  como  la  plasmina  y 

catepsinas, están implicadas y conducen a la activación de las MMPs, enzimas que en conjunto 

degradan a casi todas  las proteínas de  la MEC (Visse y Nagase, 2003; Nagase et al., 2006). La 

activación de  las proenzimas de  las MMPs pueden ser dependientes del sistema del activador 

del  plasminógeno  (sistema  plasminógeno/plasmina),  metaloproteinasas  tipo  membrana  y 

catepsinas (Pardo y Selman, 1996). 

 

Una  serina proteasa que  forma parte del  sistema de activación plasminógeno/plasmina es  la 

plasmina,  esta  proteína  también  actúa  sobre  varios  componentes  de  la matriz  extracelular 

como son: la fibrina, la colágena tipo IV y V, fibronectina, laminina y proteoglicanos. Además la 



plasmina media  indirectamente  la degradación de  la MEC por  la activación de ciertas MMPs, 

entre  ellas MMP‐3, MMP‐9, MMP‐12  y MMP‐13,  que  degradan  colágenas  tipo  III  y  IV,  pro‐

colágena tipo I, fibronectina, proteoglicanos y laminina entre otros ( figura 2; Sternlicht y Werb, 

2001).  

 

SISTEMA PLASMINÓGENO/PLASMINA 
 

La  plasmina  es  una  serina‐proteasa  que  a  nivel  fisiológico  participa  en  procesos  tales  como 

remodelación  tisular,  remoción  de  coágulos  sanguíneos  y  procesos  invasivos  como  la 

implantación  embrionaria  y  metástasis.  Esta  enzima  es  la  forma  activa  del  zimógeno 

plasminógeno, el cual es secretado principalmente por el hígado y en muy pequeña cantidad 

por otros órganos: riñones, glándulas adrenales, cerebro, testículos, corazón, pulmones, útero, 

retina,  bazo,  timo  e  intestino  (Castellino  et  al.,  2005).  El  zimógeno  es  activado  por  los 

activadores del plasminógeno (PAs) tipo tisular (tPA) y uroquinasa (uPA). El corte de la cadena 

lineal  del  plasminógeno  provoca  un  cambio  en  la  conformación  del  sitio  catalítico,  que  le 

confiere actividad enzimática sobre su substrato. 

 

El plasminógeno en humanos se sintetiza como un polipéptido de 810 aminoácidos (aa), siendo 

su forma madura de 791, debido a que la secuencia líder de 19 aa se pierde cuando se secreta. 

En  su  estructura  se  presenta  un  propéptido  de  77  aa.  La  cadena  pesada  de  la  plasmina  se 

compone de 5 dominios “kringle”, de aproximadamente 80 aa cada uno y caracterizados por la  

presencia de tres puentes disulfuro, algunos de ellos contienen  los sitios de unión a  lisina que 

facilitan  el  enlace  del  plasminógeno  con  una  amplia  variedad  de  substratos  como  el 

fibrinógeno, proteínas bacterianas y de superficies celulares en mamíferos (Miles et al., 1988), 

también  se unen a pequeñas moléculas que actúan como  ligandos, por ejemplo  iones cloro, 

aminoácidos  ε,  α  y  ω  que  interaccionan  con  la  molécula  del  plasminógeno  y  regulan  su 

activación, también se encuentran los sitios de glicosilación que le dan diferentes propiedades.  

La plasmina en solución es rápidamente inhibida por la α2‐antiplasmina formando un complejo 

covalente  (Rouy  et  al.,  1990).  Otros  inhibidores  de  la  plasmina  son:  aprotinina  y  α2‐

macroglobulina.  

 

 



Los  activadores del plasminógeno,  tanto  el  tPA  como  el uPA, pertenecen  a  la  familia de  las 

serina proteasas. El tPA está formado por una cadena polipeptídica de 530 aa. Cuando se forma 

un  coágulo,  el  plasminógeno  plasmático  se  une  a  la  fibrina,  y  de  esta manera  es  activado 

rápidamente  por  el  tPA  (Castillo‐Trápala,  2007).  El  uPA  se  secreta  como  proenzima  de  una 

cadena. La estructura de esta serina‐proteasa está formada por 3 tipos de dominios, el similar al 

factor crecimiento epidérmico en su porción amino terminal, 3 dominios kringle y el de serina‐

proteasa en el extremo carboxilo terminal (Parfyonova et al., 2001). La función del primero es la 

de unirse con gran afinidad al receptor del uPA (uPAR) en  las superficies celulares. El uPA de 

una  cadena  presenta  baja  actividad  proteolítica,  pero  cuando  la  plasmina  corta  la  cadena 

polipeptídica, se origina una proteína de dos cadenas unidas por un puente disulfuro, el uPA así 

formado incrementa su actividad catalítica hasta en un 300% (Lijnen et al., 1998). 

  

Algunas  células  sintetizan  sólo  un  tipo  de  activador  del  plasminógeno, mientras  que  otras 

pueden  sintetizar  ambos  (Vassalli  et  al.,  1984;  Pepper  et  al.,  1993).  Se  piensa  que  el  tPA  se 

sintetiza principalmente cuando es necesaria  la fibrinólisis, además de ser una proteína sérica 

(Ware  et  al.,  2005), mientras  que  la  síntesis  del  uPA  está  asociada  con migración  celular  y 

remodelación  tisular  (metástasis,  implantación, angiogénesis y organogénesis)  (Vassalli et al., 

1984).  En  el  proceso  de  fibrinólisis  por  lo  general  está  implicado  tPA,  mientras  que  uPA 

participa  en  la  remodelación  de  la MEC  en  los  tejidos  (Filippov  et  al,  2005).  Por  lo  tanto,  la 

activación del plasminógeno se lleva a cabo bajo dos esquemas, uno en donde principalmente 

actúa tPA y en el otro uPA. En el segundo esquema, el uPA se encuentra unido a la MEC o forma 

un complejo con su receptor en la superficie de las células (complejo uPA‐uPAR) (Herrmann et 

al., 2006). El complejo uPA‐uPAR permite que el plasminógeno sea convertido a plasmina por 

uPA en forma mas eficiente y que la plasmina a su vez degrade componentes de la MEC como 

las fibras de colágena y algunos inhibidores de las metaloproteasas (TIMPs) (Tsai, 2006).  

  

A nivel fisiológico el uPA y el tPA son inhibidos por los llamados inhibidores de los activadores 

del  plasminógeno  tipo  1,  2  y  3  (PAI‐1,    PAI‐2  y  PAI‐3),  con  los  cuales  forman  complejos  que 

bloquean  el  sitio  catalítico  de  las  enzimas  activas,  algunos  autores  sugieren  que  estos 

complejos pueden ser covalentes (Behrendt et al., 2003) aunque reversibles (Manchanda et al., 

1995). Adicionalmente  la degradación de  la MEC mediada por plasmina es controlada por,  la 

inactivación  de  plasmina mediante  la  unión  de  las  proteínas  α‐2‐antiplasmina  (α‐2‐AP)  o  el 



inhibidor de la fibrinólisis activado por trombina (TAIF) (Brown et al., 2003).  

 
PAI‐1  juega  un  papel  muy  importante  en  varios  procesos  celulares  como  angiogénesis, 

homeostasis e  invasión de células  tumorales. Esta proteína es el principal  inhibidor de uPA y 

tPA. La  interacción PAI‐1‐uPA provoca  la  inhibición de  la actividad proteolítica del uPA, por  lo 

tanto no transforma el plasminógeno en plasmina (figura 2). Así PAI‐1 e al inhibir la degradación 

de la MEC mediada por plasmina, está involucrada en un gran número de patologías como son 

diabetes tipo 2 y cáncer (Libby, 2000; Hayden et al, 2005). 

Figura 2. Representación esquemática del papel de las metaloproteasas en la degradación de la 
MEC  regulada  por  el  sistema  plasminógeno/plasmina.  MEC:  matriz  extracelular;  MMP: 
metaloproteasa;  PAI‐1:  inhibidor  del  activador  del  plasminógeno  tipo  1;  TIMP:  inhibidores 
tisulares  de  metaloproteasas;  t‐PA:  activador  tisular  del  plasminógeno;  u‐PA:  urocinasa. 
(Modificado de Lijnen, 2002). 
 

El sistema del plasminógeno/plasmina ha sido considerado como uno de los pasos iniciales en la 

activación de  la cascada proteolítica durante  la  remodelación de  la MEC,  indispensable en el 

proceso  implantatorio. En embriones peri‐implantacionales de  ratón  y humano  se produce  y 

secreta una gran cantidad de uPA, por parte del trofectodermo, debido a su carácter altamente 

invasivo  (Aflalo  et  al.,  2004;  Coulam  et  al.,  2006)  y  su  expresión  es  regulada  por  las 

interacciones de éste con el substrato. La producción de esta enzima en el trofoblasto del ratón 

es inducida por fibronectina y laminina (Zhang et al., 1996). 

 

 

 

 



METALOPROTEINASAS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR (MMPs) 

 

Las MMPs intervienen en la mayoría de los procesos fisiológicos que requieren la remodelación 

de  la  MEC,  como  el  crecimiento  celular,  angiogénesis,  respuesta  inmune  e  implantación 

embrionaria,  además  tienen  un  papel  bien  definido  en  procesos  celulares  diversos  como  la 

proliferación  y  la  apoptosis.  Además  de  esta  función  reparadora  y  de  remodelación 

(reabsorción ósea,  recambio  endometrial,  etc.),  la presencia  de  niveles  elevados  de  algunas 

MMPs se ha asociado a  la destrucción tisular en una amplia variedad de procesos patológicos 

como  diseminación  de  tumores,  artritis,  formación  de  aneurismas,  ateroesclerosis,  etc. 

(Shapiro, 1998).  

 

Las MMPs  también  llamadas matrixinas,  son  proteinasas  que  participan  en  la  degradación 

específica  de  los  distintos  elementos  de  la MEC,  bajo  condiciones  fisiológicas  normales,  la 

actividad de  las MMPs  es  regulada  a distintos niveles, que  incluyen  la  síntesis,  secreción  de 

zimógeno, así como su interacción con sus inhibidores (TIMPs). Una pérdida en el control de su 

actividad  puede  resultar  en  enfermedades  tales  como  la  artritis,  cáncer,  arterioesclerosis, 

aneurisma, nefritis, úlceras tisulares y fibrosis, entre otras (Visse y Nagase, 2003) 

 

Las  MMPs  son  enzimas  que  muestran  dominios  funcionales  (figura  3)  y  mecanismos  de 

activación  comunes;  son  endopeptidasas  dependientes  de  Zn+  y  Ca+    que  son  activas  a  pH 

neutro. Cuando se secretan están como proenzimas y son procesadas a su forma activa por la 

eliminación  del  propéptido  amino  terminal.  El  propéptido  confiere  latencia  a  la  enzima,  la 

disrupción  de  esta  interacción  dispara  el mecanismo  denominado  “switch  de  cisteína”  y  la 

enzima es activada.  

 

Se han descrito varios miembros de  las MMPs,  tanto en humanos como en vertebrados y se 

clasifican de acuerdo a su substrato específico y homología estructural es seis grupos (Visse y 

Nagase, 2003; Nagase et al.,  2006): 

 

1. Colagenasas intersticiales:  incluye   MMP‐1, MMP‐8 y MMP‐13, degradan principalmente 

colágenas fibrilares I, II y III; y algunos otros componentes de la MEC. 

 



2. Colagenasas tipo  IV ó gelatinasas: Se conocen dos miembros, gelatinasa A (MMP‐2) y 

gelatinasa B  (MMP‐9), digieren principalmente colágenas desnaturalizadas y colágena 

tipo IV de las membranas basales. 

 

3. Estromelisinas: estromelisinas  1(MMP‐3) y 2  (MMP‐10), degradan varios componentes 

de la MEC, además la MMP‐3 activa a otras metaloproteasas, por ejemplo a la MMP‐9. 

 

4. Matrilisinas:  se  caracterizan  por  carecer  del  dominio  hemopexina,  se  conocen  dos 

miembros de esta familia, la matrilisina 1 (MMP‐7) y la matrilisina 2 (MMP‐26), degradan 

diferentes componentes de la MEC. 

 

5. Metaloproteasas tipo membrana (MT‐MMP): se conocen seis miembros de este grupo, 

cuatro son proteínas transmembranales tipo I (MMP‐14, MMP‐15, MMP‐16 y MMP‐24) y 

dos se anclan a la membrana celular por glicosilfosfatidilinositol (GPI) (MMP‐17 y MMP‐

25).  Casi  todas  ellas  son  capaces  de  activar  a  la  pro‐MMP‐2.  Digieren  algunos 

componentes de la MEC y algunas participan en la angiogénesis. 

 

6. Otras: Algunas MMPs no  se  clasifican  en ninguna de  las  categorías  anteriores,  entre 

ellas están: 

a) MMP‐12 o metaloelastasa: se expresa en macrófagos y es esencial para su migración. 

b) MMP‐19: se presenta en hígado y linfocitos T, en pacientes con artritis reumatoide. 

c) Enamelisina ó MMP‐20: degrada amelogenina (componente del esmalte dentario). 

d) MMP‐22: se clonó primero en los fibroblastos de pollo y se ha identificado un homólogo 

en humanos, su función es desconocida. 

e) MMP‐23: conocida como MMP con arreglo de cisteína, participa en  la degradación de 

algunos componentes de la MEC. 

 

ESTRUCTURA DE LAS MMPs 

 

La  estructura  de  todos  los  miembros  en  general  es  muy  similar,  es  una  secuencia  de 

aminoácidos, que se encuentra conformada de  la siguiente manera:  (figura 3)  (Castillo et al., 

2004; Pardo, 2008). 



 

 Prodominio:  conformado  por  un  péptido  señal  y  un  propéptido,  típicamente  de  80 

aminoácidos  y  con  una  secuencia  consenso  PRCXXPD  (donde  X  denota  cualquier 

aminoácido), conteniendo un  residuo de cisteína que  interactúa con el zinc catalítico 

mediante  el  grupo  tiol.  La  estructura  del  prodominio  para MMP‐2, MMP‐3  y MMP‐9 

consiste en 3 α‐hélices con lazos de unión (Visse y Nagase, 2003). 

 

 Dominio  o  sitio  catalítico:  constituido  por  alrededor  de  170  aminoácidos  y  un  sitio 

activo que  se une  al  Zn2+ por  tres  residuos de histidina  conservados  en  la  secuencia 

HEXXHXXGXXH/TXXXXXM,  también  contiene  una  metionina  conservada  en  el  lado 

carboxilo del sitio de unión al zinc, que  forma una estructura “Met‐vuelta” (Nagase y 

Woessner,  1999). Una base que  soporta  la estructura alrededor del  zinc  catalítico. El 

ligando del zinc catalítico es una molécula de agua. El ácido glutámico adyacente a  la 

primera histidina es esencial para la catálisis. El dominio catalítico contiene dos iones de 

zinc y al final un ión calcio coordinado a varios residuos. Uno de los dos iones de Zn está 

presente  en  el  proceso  catalítico  de  las  MMPs,  el  otro  es  conocido  como  zinc 

estructural. El  ión de calcio esta presente en el dominio catalítico aproximadamente a 

12°A del Zn catalítico; éste es esencial para que se realice la actividad proteolítica de las 

MMPs. 

 

 Dominios  adicionales:  en  su  gran mayoría  las MMPs  tienen  dominios  adicionales,  su 

importancia radica en el reconocimiento del sustrato y su unión con los TIMPs. Algunos 

de  ellos  son  las  llamadas    regiones  de  hemopexina  y  fibronectina.  El  dominio 

hemopexina,  conocido  así  por  que  muestra  una  gran  similitud  con  la  proteína 

hemopexina,  se  encuentra  hacia  el  carboxilo  terminal  (aproximadamente  210 

aminoácidos) y tiene forma de disco elipsoidal. Este dominio tiene 4 hojas β plegadas, 

unidas por un puente disulfuro entre  la hoja  I y  IV. El dominio hemopexina de MMP‐9 

forma un homodímero asimétrico alrededor de  la hoja  IV. Dependiendo de  la MMP el 

dominio hemopexina es importante para la especificidad al sustrato y es requerido por 

pro‐MMP‐2  para  la  dimerización  con MT1‐MMP  y  la  activación  de  la MMP‐9  (Visse  y 

Nagase, 2003). 

 



 Región bisagra o hendidura para furina: sitio específico para la ruptura o modificación 

estructural de la proteasa. 

 

 

 
Figura 3. Estructura de las MMPs. Están formadas por diversos dominios: S, péptido señal; Pro, 
propéptido;  Cat,  dominio  catalítico;  Zn,  sitio  activo  de  zinc;  Hpx,  dominio  hemopexina;  Fn, 
dominio de fibronectina; V, inserto de vitronectina; I, dominio transmembrana tipo I; II, dominio 
transmembrana tipo II; G, anclaje de GPI; Cp, dominio citoplasmático; Ca, región del arreglo de 
cisteína;  Ig, dominio de  inmunoglobulina. Un  sitio de corte de  furina es mostrado como una 
banda negra entre el dominio propéptido y catalítico (Visse y Nagase, 2003). 
 

REGULACIÓN DE LAS MMPs 

 

En un tejido normal, la expresión de las MMPs es muy baja, sus niveles son casi indetectables; 

por  lo que su regulación es altamente controlada y se dan en tres niveles: (Yong et al., 2001; 

Ethell et al., 2007; Pardo, 2008) 

 

 Nivel transcripcional 

 Activación de proenzimas 

 Inhibidores  



 

Nivel transcripcional 

Pueden  ser  activadas  por  respuesta  a  factores  de  crecimiento,  citocinas  y  hormonas.  Los 

promotores de  las MMPs contienen elementos cis que permiten  la regulación de  la expresión 

génica por trans‐activadores  incluyendo a  la proteína activadora  1 (AP‐1), al  factor nuclear κB 

(NF‐κβ) y a la proteína de unión del amplificador A del polioma (PEA) entre otros (Yan y Boyd, 

2007). 

 

La  composición  de  los  promotores  de  las MMP‐2  y MMP‐9  son  diferentes;  ya  que MMP‐9 

contiene  una  caja  TATA  aproximadamente  a  ‐30  pb  (relativos  al  sitio  de  inicio  de  la 

transcripción), un sitio de unión a AP‐1 a  ‐70 pb y corriente arriba adyacente a este último, un 

sitio de unión PEA3 con el que actúa en forma cooperativa, todo lo anterior contribuye a que su 

expresión pueda  ser  fuertemente  inducida por una gran  variedad de  citocinas  y  factores de 

crecimiento incluyendo interleucinas, interferones, EGF, VEGF, TNF‐α y TGF‐β. Por su parte en el 

promotor de  la MMP‐2  la  transcripción puede  iniciar en diferentes  sitios y  su expresión está 

determinada por  la  familia de  los  factores de  transcripción  Sp‐1, que  se unen  a una  caja GC 

proximal,  es  prácticamente  constitutiva,  siendo  solo  ligeramente  inducible  por  factores  de 

crecimiento o citocinas (Yan y Boyd, 2007). 

 

Activación de proenzimas 

La mayoría  de MMPs  son  secretadas  como  zimógenos  y  para  su  activación  es  necesaria  la 

liberación  del  propéptido  con  la  subsiguiente  exposición  del  sitio  catalítico,  por  ende  la 

activación  se  logra por  la acción de enzimas, que pueden  ser otras MMPs o  serín proteasas 

como  la  plasmina  (Castillo  et  al.,  2004).  El  propéptido  contiene  una  secuencia  conservada 

(PRCGXPD), en donde la cisteína está coordinada con el ión zinc. Se ha demostrado que el paso 

primordial en la activación de la forma latente de las MMP se basa en el mecanismo ‘llave’ de la 

cisteína,  de manera  que  la  proteólisis  y  la  escisión  del  propéptido  iniciada  por  proteinasas 

tisulares o plasmáticas desestabiliza  la unión Cis‐Zn2+ y convierten  la MMP en su forma activa 

(Sternlicht y Werb, 2001). 

 

Para  algunas  MMPs  el  activador  fisiológico  principal  es  la  plasmina  generada  a  partir  del 

plasminógeno por el  tPA unido a  la  fibrina o por el uPA unido a  su  receptor de  la  superficie 



celular  (Mazzieri  et  al.,  1997).  Varios  tipos  de  células,  entre  ellas  las  musculares  lisas,  las 

endoteliales y  las  implicadas en  la remodelación de  los tejidos, especialmente  los macrófagos, 

expresan uPA y sus receptores (Estreicher et al., 1990). 

 

Así,  las MMPs  son  activadas  por  otras  proteasas,  cambios  conformacionales  causados  por 

calor, agentes desnaturalizantes, unión al sustrato, metales pesados, organomercuriales como 

el  ácido  acetato  fenil  mercúrico  (APMA),  oxidantes  y  agentes  alquilantes  (Björklund  y 

Koivunen, 2005). 

 

Inhibidores de las MMPs 

Los  inhibidores fisiológicos de  las MMPs son  la α2‐macroglobulina y  los TIMPs, de  los últimos 

hay  4 miembros  reconocidos  TIMP‐1  al  TIMP‐4,  éstos  se  unen  al  sitio  catalítico  evitando  su 

activación (y de forma menos específica a la α2‐macroglobulina). Actualmente se reconoce que 

estos  inhibidores  participan  en  procesos  como  proliferación  y muerte  celular.  Los  TIMPs  se 

unen a  las MMPs de forma  irreversible en una razón molar de 1:1, por  lo que el nivel neto de 

actividad  proteolítica  dependerá  de  las  concentraciones  relativas  de  MMP  activas  y  sus 

inhibidores,  además,  los  TIMPs  poseen  propiedades  reguladoras  del  crecimiento  celular.  A 

pesar de que los TIMPs tienen cierta similitud estructural, entre ellos, existen diferencias en su 

especificidad, así TIMP‐1 resulta particularmente importante en la regulación de la actividad de 

MMP‐9 y TIMP‐2 para el control de la actividad de MMP‐2 (Loftus y Thompson, 2002). TIMP‐3 a 

diferencia de TIMP‐1 y TIMP‐2, puede inducir apoptosis celular cuando es sobreexpresado en las 

células musculares  lisas  vasculares  y  de  esta  forma,  estar  implicado  en  la  patogenia  de  la 

ateroesclerosis (Baker et al., 1998). 

 

GELATINASAS (MMP‐2 Y MMP‐9) 

 

Las gelatinasas tienen una gran  importancia; debido a que degradan colágena tipo  IV, uno de 

los  principales  componentes  de  las membranas  basales  y  elastina,  a  diferencia  de  las  otras 

MMPs,  presentan  tres  repeticiones  de  dominios  de  fibronectina  tipo  II,  insertados  entre  la 

quinta hebra  β y el  sitio catalítico, adicionalmente  la MMP‐9 contiene una  inserción  similar a 

colágena  V.  Las  dos  estructuras  del  dominio  de  fibronectina  consisten  en  dos  hojas  β 

antiparalelas, conectadas por una pequeña α‐hélice y estabilizadas por dos uniones disulfuro, 



que  tiene alta afinidad para unirse a  la gelatina y elastina  (Yong et al., 2001; Visse y Nagase, 

2003).   

 

La regulación de la activación de la MMP‐9 es más complejo que el de la las otras MMPs debido 

a que  la mayoría de  las  células no  expresan una  forma  constitutivamente  activa de MMP‐9, 

pero su actividad es  inducida por diferentes estímulos en función del tipo de célula (Dubois et 

al., 2000). 

 

MMP‐9 

 

La MMP‐9 o gelatinasa B (figura 4), como se ha mencionado anteriormente degrada gelatina y 

también escinde la cadena α2 de la colágena tipo I, además de degradar a colágenas tipos III, IV 

y V,  elastina, fibronectina, enctactina y la proteína de unión al cartílago. También activa al TGF‐

β,  además  escinde  el  receptor  α  de  la  interleucina‐2  (IL‐2)  (Visse  y Nagase,  2003).  Su  peso 

molecular es de 92 kDa (Castillo et al., 2004; Dzwonek et al., 2004). 

 

 

Figura 4. Estructura de MMP‐9 

 

El estado de activación en el que se encuentra MMP‐9 es trascendente, como proenzima se une 

con mayor afinidad a colágena  tipo  I y a gelatina y con menor afinidad a colágena  tipo  IV en 

comparación a la MMP‐9 en estado activo (Allan et al., 1995). 



 

La MMP‐9 está asociada con  la  invasión y  la metástasis, pero también ha sido  implicada en  la 

angiogénesis,  la artritis reumatoide,  la retinopatía y estenosis vascular; por  lo tanto  la MMP‐9 

se considera como una de las principales proteínas implicadas en diversas patologías (Folkman, 

1999). La sobrexpresión de MMP‐9 aumenta la  invasion, crecimiento y angiogénesis en cáncer 

de mama (Mira et al., 2004).  

 

La presencia en el promotor del gen de la MMP‐9 de sitios de unión a NF‐κβ y AP‐1, conduce a 

que su expresión sea sensibles a  los cambios redox, mecanismo por el cual  la glucosa  induce 

estrés oxidativo y puede regular la transcripción y actividad de MMP‐9 (Uemura et al., 2001). 

 
La MMP‐9 es secretada abundantemente por el blastocisto de  ratón durante  la  implantación 

embrionaria (Fata et al., 2000; Wang et al., 2001, Zhang et al., 2004), siendo producida por  las 

células del  trofoblasto primario  in vivo e  in vitro  (Harvey et al.,  1995; Alexander et al.,  1996). 

Diversos estudios indican que esta enzima actúa como el principal regulador de la degradación 

de la MEC durante la implantación (Whiteside et al., 2001; Xu et al., 2001, Zhang et al., 2004). 

Factores  de  crecimiento,  citocinas  y  proteasas  son  sintetizadas  por  el  embrión 

preimplantacional  y  pueden mejorar  o  aumentar  la  receptividad  uterina.  Por  esta  razón  el 

establecimiento del embarazo en mamíferos depende entre muchas causas de la secreción de 

proteínas específicas como las MMP‐9 (Xu et al., 2001). Se sabe que el genoma embrionario en 

humanos  comienza  a  activarse  entre  el  estadio  de  4  a  8  células por  lo que  la  detección de 

mRNA de MMP‐9 sugiere que esta metaloproteasa está entre los primeros genes transcritos en 

el embrión preimplantacional (Wang et al., 2003). 

 

HIPERGLUCEMIA 

 

La hiperglucemia  se define  como  concentración  elevada de glucosa  en  sangre  (mayor  a  120 

mg/dl), mientras que la concentración fisiológica de glucosa en sangre es de aproximadamente 

75‐110 mg/dl  (4‐6 mM).  Las  complicaciones  crónicas  de  la  diabetes mellitus  se  correlacionan 

bien, en  la mayoría de  los casos, con  la severidad y duración de  la hiperglucemia, por ejemplo  

niveles de glucosa superiores a 11 mM se asocian más frecuentemente con  las complicaciones 

renales, retinianas y neurológicas.  



 

La diabetes tipo I durante el embarazo o diabetes gestacional, se ha asociado con un cambio en 

el metabolismo de  la glucosa que afecta a  la  implantación del embrión y alteraciones en  los 

niveles de glucosa están asociados con un desarrollo anormal del feto (Belcacemi et al., 2005). 

El  efecto  de  la  concentración  de  glucosa  local  en  la  invasión  del  trofoblasto  ha  sido  poco 

estudiado,  además  de  que  la  concentración  de  glucosa  en  la  interface  fetal‐maternal  no  se 

conoce (Belkacemi et al., 2005), como referencia, en el ratón la concentración de glucosa en el 

oviducto es de 5.10 ± 0.20 mM (Gardner y Leese, 1990).  

 

Los cambios metabólicos derivados de las concentraciones altas de glucosa promueven estrés 

oxidante, debido  al  aumento en  la  formación de especies  reactivas de oxígeno  (ERO)  y  a  la 

disminución de los sistemas de defensa antioxidantes. Se han descrito varias rutas metabólicas 

vinculadas con el estrés oxidante causado por altas concentraciones de glucosa, entre ellas las 

más  estudiadas  son  la  ruta  del  sorbitol,  la  de  la  glicosilación  no  enzimática  de  proteínas  o 

glicación, que genera productos de glicación avanzada (AGEs), la autooxidación de glucosa, la 

modificación  de  la  actividad  de  la  protein‐cinasa  C  (PKC)  y  la  alteración  en  la  producción  y 

secreción de citocinas (Robertson et al., 2004). 

 

Las  ERO  actúan  sobre  las  proteínas  oxidando  preferentemente  aminoácidos  con  estructura 

cíclica y como consecuencia se da el entrecruzamiento de cadenas peptídicas,  fragmentación 

de proteínas y formación de grupos carbonilo, con lo cual se impide el desarrollo normal de las 

funciones de las diversas proteínas (Urso y Clarkson, 2003). 

 

La  glicación  es  un  proceso  espontáneo,  no  enzimático  en  el  que  la  glucosa  y  otros 

carbohidratos  reaccionan  con  las  proteínas,  ácidos  nucleicos  y  lípidos,  involucra  la 

condensación de aldehídos, cetonas y azúcares reductores con grupos aminos, que a través de 

una  serie  de  reacciones  secuenciales  y  paralelas  conduce  a  la  formación  de  AGEs  y  a  la 

agregación de proteínas. La hiperglucemia crónica acelera la formación y acumulación de estos 

compuestos  con  el  subsiguiente  deterioro  de  las  funciones  tisulares  asociados  con  el 

envejecimiento y  la diabetes (Monnier et al., 2005). Todo ello conduce a que  la hiperglucemia 

afecte los procesos de remodelación tisular y los sistemas enzimáticos implicados.  

 



ANTECEDENTES 

 

La  remodelación  y degradación de  la MEC durante procesos  invasivos depende de  la  acción 

concertada  de  enzimas  proteolíticas  extracelulares,  principalmente  MMPs  y  el  sistema 

plasminógeno/plasmina  (Björklund  y  Koivunen,  2005;  Nagase  et  al.,  2006),  participando  el 

último, en parte, a través de la activación de diversas MMPs. 

 

Los mecanismos  que  conducen  a  la  activación  de  las MMPs  son  claves  en  la  remodelación 

tisular, entre  sus activadores  fisiológicos potenciales,  se  incluyen a  la plasmina, MT‐MMP‐1, y 

MMP‐3 (Werb y Sterlincht, 2001; Nagase et al., 2006). En un tiempo se pensó que  la MMP‐3 o 

estromelisina 1 era su principal activador, sin embargo la eficiencia de la  activación de MMP‐9 

por  el  sistema  plasminógeno/plasmina    aumenta  cuando  los  reactantes  se  asocian  a  la 

membrana celular o a matrices extracelulares. La adición de plasminógeno induce la activación 

de la proenzima MMP‐9 en macrófagos obtenidos de ratones deficientes de MMP‐3, por lo que 

se  ha  sugerido  que  la  activación  de  la  gelatinasa  B  independiente  de  MMP‐3    puede  ser 

importante fisiológicamente (Lijnen et al., 1998). 

 

La  secreción  de  proteasas  por  el  embrión  de  ratón  en  desarrollo  aumenta  dramáticamente 

durante su  implantación en el útero,  las principales enzimas de este  tipo que son secretadas 

por él, son el uPA y  la MMP‐9   (Behrendtsen et al., 1992; Baiza‐Gutman et al., 2002; Martínez‐

Hernández  et  al.,  2002).  Ambas  son  expresadas  por  el  tejido  responsable  de  la  invasión  al 

endometrio, el trofoblasto, tanto en cultivo como in situ (Das et al., 1997). Se ha sugerido que la 

MMP‐9  juega  un  papel  limitante  en  la  velocidad  de  degradación  de  la  matriz  extracelular 

materna por las células invasivas del trofoblasto; ya que esta última es inhibida por TIMPs, por 

anticuerpos contra MMP‐9 y por el  tratamiento de  los blastocistos con oligonucleótidos que 

evitan la expresión de esta enzima (Peters et al., 1999; Whiteside et al., 2001). 

 

Los embriones peri‐implantacionales de ratón en cultivo, en ausencia de factores séricos o de 

matrigel,  solo  secretan  el  zimógeno  de  la MMP‐9,  por  lo  que  factores  exógenos  al  sistema 

embrionario  son  requeridos  para  su  activación,  entre  ellos,  podemos  considerar  al 

plasminógeno, enzimas proteolíticas,  factores del crecimiento y estrés oxidante, entre otros, 

así  la adición de plasminógeno exógeno conduce a  la activación de  la MMP‐9 por blastocistos 



de ratón en cultivo (Martínez‐Hernández et al., 2005; Castillo Trápala, 2007). Es posible que el 

aumento en la concentración de glucosa característico de la diabetes influya sobre la expresión 

y activación  de la MMP‐9 y por tanto en la degradación de la MEC durante la implantación.  

 

Altos niveles de glucosa pueden aumentar las ERO como resultado de su auto‐oxidación o de la 

glicación, produciéndose además AGEs que alteran  la estructura y función de proteínas (Díaz‐

Flores et al., 2006). A su vez  la expresión de MMP‐9 es regulada por estrés oxidante causado 

por altos niveles de glucosa (Rajagolapan et al., 1996, Kamada et al., 2007; Kim et al., 2007). 

 

En embriones pre‐implantacionales de ratón in vivo e in vitro, concentraciones altas de glucosa 

(30 y 50 mM) disminuyen la expresión de sus transportadores GLUT 1, 2 y 3 en el blastocisto, a 

nivel  de mRNA  y  proteína,  lo  cual  conduce  a  una  baja  disponibilidad  de  la  glucosa  para  los 

requerimientos  energéticos  del  embrión  (Moley  y  Mueckler,  2000;  Moley,  2001)  y 

subsecuentemente apoptosis al aumentar  la expresión de  la proteína Bax, un miembro de  la 

familia proapoptótica Bcl‐2 (Keim et  al., 2001; Vander‐Heiden et al., 2001; Chi et al., 2002, Fraser 

et al., 2007). 

 

La  acción  de  la  glucosa  a  altas  concentraciones  sobre  la  expresión  de MMP‐9  en  células  o 

tejidos en cultivo es dependiente del  tipo celular o de  las condiciones experimentales, así en 

trofoblasto humano no afecta  la secreción de MMP‐9, pero si disminuye  la actividad de uPA y 

por  lo tanto  reduce  la  invasividad de este tejido   (Belkacemi et al., 2005); en cambio se  le ha 

encontrado una acción inhibitoria en la expresión y actividad de MMP‐9 en células endoteliales 

(McLenan  et  al.,  2004; Gharagozlian  et  al.,  2006;  Lan  et  al.,  2008)  y  en  la  actividad  de  esta 

enzima en embriones de rata (Doung Van Huyen, et al., 2007), por otra parte en podocitos (Bai 

et  al.,  2006)  y  células  del músculo  liso  vascular  induce  la  expresión  y  activación  de MMP‐9  

(Death et al., 2003; Kim et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Estudios  recientes han demostrado que altas concentraciones de glucosa en diferentes  tipos 

celulares producen cambios en  la síntesis y degradación de  la MEC (McGinn et al., 2004; Volg‐

Willins y Edwards, 2004; Bai et al., 2006; Ko et al., 2006). La hiperglucemia altera la expresión de 

las MMPs y uPA debido a que aumenta el estrés oxidante e  induce  la formación de AGEs,  los 

que contribuyen a la oxidación y modificación química de las proteínas de la MEC promoviendo 

cambios en su función biológica (Ha y Lee, 2005; Wolf et al., 2005; Bai et al., 2006). La invasión 

del endometrio uterino por el blastocisto durante su implantación es promovida por la MMP‐9 

y uPA, por lo que cualquier cambio en la concentración de glucosa puede alterar la expresión y 

estado de activación de estas enzimas y por lo tanto la capacidad invasiva del embrión. 

 

 

HIPÓTESIS.  

Altas  concentraciones  de  glucosa  afectan  la  expresión  de  MMP‐9  y  activadores  del 

plasminógeno en embriones peri‐implantacionales de ratón en cultivo.  

 

OBJETIVO GENERAL. 

Evaluar el efecto de  la glucosa sobre  la expresión de MMP‐9 y PAs en blastocistos de ratón  in 

vitro. 

 



METODOLOGÍA 

Obtención y cultivo de blastocistos de ratón.  

Se utilizaron ratonas hembras vírgenes CD‐1, de 6 semanas, que se indujeron a superovular por 

la   aplicación  intraperitoneal de  10 UI de gonadotropina de  suero de yegua preñada  (PMSG) 

(Intervet), seguida 45 horas después, por la administración de 10 UI de gonadotropina coriónica 

humana  (hGC)  (Intervet)  por  la misma  vía,  posteriormente  se  aparearon  con machos  de  la 

misma  cepa  y  al día  siguiente  se  revisó  la presencia del  tapón  vaginal,  indicando  el día  1 de 

gestación.  

Los blastocistos fueron colectados en el día 4 de gestación y cultivados en placas de cultivo de 

96 pozos, en cada pozo se colocaron  100 µl de medio RPMI suplementado con BSA al 0.1% y 

antibióticos  (penicilina  G  100U/ml  y  estreptomicina  100  µg/ml)  o  medio  HAM‐F10  con  los 

mismos  suplementos mas  lactato  de  calcio  (BMP‐biomedicals)    0.2452  g/L  (Armant,  2006), 

empleando diferentes concentraciones de glucosa (6, 11, 20, 40, 60 y 80 mM). Las cajas fueron 

pre‐equilibradas al menos por 2 h en  la  incubadora de CO2 (37 ºC en una atmósfera húmeda y 

con  5%  de  CO2,  Napco).  Se  cultivaron  20  blastocistos  por  poza.  El medio  condicionado  fue 

obtenido por aspiración al día 9 EDG  (después de 5 días a partir de  la obtención y cultivo de 

blastocistos  al  día  4  de  gestación),  posteriormente  los  embriones  se  desprendieron  con  un 

bastón  de  vidrio  hecho  a  partir  de  un  capilar  y  pulido  a  la  llama,  los  embriones  fueron 

agrupados, lavados 5 veces con PBS y lisados en amortiguador de muestra para electroforesis. 

 

Análisis del contenido de gelatinasas por zimografia en geles copolimerizados con gelatina.  

Se  corrieron  alícuotas  correspondientes  a  6    o  12  embriones  para  el  análisis  del  medio 

condicionado o los lisados embrionarios, respectivamente. Todas estas muestras se procesaron 

por  electroforesis  bajo  condiciones  no  reductoras  en  geles  de  poliacrilamida‐SDS  al  10% 

conteniendo 1 mg/ml de gelatina de piel de porcino (G2625; Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo). 

Se  corrieron a 4 ºC, aplicando 15 mA/gel durante 2 h. Posteriormente, los geles se lavaron dos 

veces durante  30 minutos en Tritón X‐100  al  2.5 %  (v/v) para  remover el SDS  y  se  incubaron 

durante 48 horas a 37 ºC en amortiguador revelador (50 mM Tris HCl pH 7.5 conteniendo 10 mM 

CaCl2, 150 mM NaCl y 0.5% Tritón X‐100). Después se tiñeron con azul de Coomassie R‐250,  las 

proteínas que degradan gelatina se identificaron como zonas blancas de lisis en un fondo azul. 

Los zimogramas fueron captados en un analizador de geles de Alpha Innotech Corporation con 

un  gabinete  Multi‐ImageTM  y  la  zona  de  actividad  enzimática  valorada  por  densitometría, 



usando  el  software  del  aparato  (alpha‐Imager  2000).  La  cantidad  de  enzima  se  expresó  en 

unidades  arbritarias  (UA)  de  densidad  integrada,  proporcionadas  automáticamente  por  el 

mismo.  Estándares  preteñidos  de  pesos moleculares  conocidos  27‐180  kDa  (SDS‐7B,  Sigma) 

fueron usados como referencia. 

 

Evaluación de activadores del plasminógeno.  

La  conversión  de  plasminógeno  a  plasmina  se  evaluó midiendo  la  actividad  de  la  plasmina 

formada posterior a  la adición de plasminógeno, mediante un ensayo amidolítico, empleando 

como  substrato  a  D‐Val‐Leu‐Lis‐4‐nitranilina,  el  cual  es  roto  por  la  plasmina  en  un  péptido 

residual y 4‐nitroanilina (p‐NA) (Ellis et al, 1987). El ensayo se realizó a 37 oC en una mezcla de 

reacción de 0.2 mL, conteniendo  50 mM Tris pH 7.4, NaCl 110 mM, plasminógeno 10 μg/mL y 0.3 

mM  del  substrato  cromogénico.  La  absorbencia  de  pNA  fue  seguida 

espectrofotométricamente a 405 nm con el empleo de un  lector de microplacas, cada ensayo 

fue  relizado por duplicado.  La  actividad de plasmina  se  calculó  empleando  el  coeficiente de 

extinsión para pNA (ε405 nm = 1 X 104 M‐1 cm‐1). Para asegurar  la especificidad,  los resultados 

fueron confirmados por  la  inclusión de un  inhibidor de plasmina, aprotinina  (2 μg/ml), el que 

inhibió toda la actividad de plasmina. 

 

El sustrato natural de la plasmina es la fibrina. La plasmina corta uniones péptidicas particulares 

de la fibrina, pero también puede ejercer su acción sobre fragmentos peptídicos que contengan 

los sitios específicos de corte. Existen  reactivos capaces de evidenciar  la acción de  la enzima 

denominados  sustratos  cromogénicos  y  la  actividad  enzimática  sobre  ellos  se  denomina 

actividad amidolítica. El  sustrato  cromogénico  contiene p‐NA, que al  ser  liberado  tiene  color 

amarillo  (absorbe  a  405  nm);  por  lo  tanto  la  actividad  de  la  plasmina  es  proporcional  a  la 

intensidad del color desarrollado y puede cuantificarse.  

 

Análisis estadístico. Los datos se representan con la media y su desviación estándar. Se utilizó 

el análisis ANOVA, seguido de la prueba de comparaciones múltiples de Tukey, empleando el 

programa Sigma Stat. 

 

 

 



RESULTADOS 

En términos generales,  los blastocistos durante  los primeros 3 días de cultivo rompen  la zona 

pelúcida (ZP) haciéndole una pequeña muesca y se  liberan de ella. Durante este evento en  la 

mayoría  de  ellos  la  cavidad  del  blastocele  tiende  a  colapsarse.  Posteriormente,  entre  el 

segundo  y  tercer día en nuestras  condiciones de  cultivo  (sin  substrato de adhesión  y medio 

RPMI  o  HAM‐F10),  pocos  blastocistos  se  adhieren  débilmente  al  sustrato  y  se  desprenden 

cuando se agita la caja de cultivo o se les aplica una corriente de medio de cultivo. 

 

En las Figuras 5A y 6A, se observa la cinética de la liberación de la zona pelúcida (SZP) durante 

los  días  de  tratamiento  con  las  diferentes  concentraciones  de  glucosa,  en  el  primer  caso 

cultivando con medio RPMI y en el segundo con HAM‐F10, empleamos ambos debido a que la 

concentración basal de glucosa del primero es 11 mM, mientras que la del segundo es de 6 mM, 

correspondiente  ésta  última  a  la  fisiológica;  sin  embargo,  debe  de  considerarse  que  en  los 

cultivos  la glucosa es consumida constantemente, por  lo que su concentración no permanece 

estable. En condiciones basales  la velocidad de ruptura de  la ZP fue mayor en el medio RPMI; 

sin  embargo  a  10  y  11 mM  de  glucosa  fue  similar  en  ambos medios.  Cuando  se  compara  el 

porcentaje  total de  ruptura de  la ZP de  los  cultivos en RPMI, no  se encontraron diferencias 

significativas entre el control y los embriones cultivados con glucosa  20 y 60 mM; sin embargo, 

el porcentaje total de blastocistos que rompen la ZP en los  cultivos con 40 mM (77.06 ± 15.6%), 

fue mayor  con  respecto  al  control  (P  ≤ 0.05), por otra parte  cuando el  cultivo  se  realizó en 

presencia de 80 mM de glucosa el porcentaje de blastocistos que  rompen  la ZP es menor al 

control, siendo solo del 46.15%. 

Cuando se empleo medio de HAM F10, los embriones cultivados con 10, 20 y 40 mM de glucosa 

presentaron un porcentaje significativamente mayor de ruptura de  la ZP que  los cultivos con 

glucosa 6 mM (P ≤ o.o5). Al calcular el tiempo medio de  la ruptura de  la ZP, definido como el 

tiempo  en    que  el  50%  de  los  blastocistos  han  perdido  la  ZP  (Tabla  1  y  2),  se  encontraron 

diferencias  significativas  (P  ≤  o.o5)  tanto  en  RPMI  y HAM  con  glucosa  10,  20,  40  y  80 mM 

comparados con sus respectivos controles. 
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Figura  5. Efecto de diversas  concentraciones de glucosa  sobre blastocistos de  ratón.  Los blastocistos 
fueron obtenidos al día 4 de gestación y se sembraron en grupos de 20 en 100 mL de medio RPMI con 
diferentes concentraciones de glucosa., se evalúo el porcentaje de blastocistos que perdían la ZP (A) y la 
cavidad del blastocele (B), Glu: glucosa. DG: día de gestación. SZP: sin zona pelúcida. SC: sin cavidad.  
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Figura 6.Efecto de distintas concentraciones de glucosa sobre blastocistos de ratón con medio HAM‐F10. 
Los blastocistos fueron obtenidos al día 4 de gestación y se sembraron en grupos de 20 en 100 mL de 
medio HAM‐F10 con diferentes concentraciones de glucosa, se evalúo el porcentaje de blastocistos que 
perdían la ZP (A) y la cavidad del blastocele (B), Glu: glucosa. DG: día de gestación. SZP: sin zona pelúcida. 
SC: sin cavidad. 



En  las Figuras 5B  y 6B,  se muestra el porcentaje de embriones que perdieron  la  cavidad del 

blastocele cultivando en RPMI o HAM‐F10, respectivamente. Al comparar el porcentaje total de 

blastocistos con colapso del blastocele   no fueron encontradas diferencias significativas entre  

los tratamientos con respecto al control (P> 0.05),  independientemente del medio de cultivo 

empleado; sin embargo, sólo  los blastocistos cultivados con 80 mM de glucosa   perdieron  la 

cavidad mas tardíamente, de manera significativa. 

 

Glucosa (mM) Tiempo medio (horas de 

incubación) 

Control (11) 62.4 ± 5.9 

20 48 ± 1.6* 

40 35.6 ± 5.3* 

60 72 ± 4.7 

80 96.9 ± 16.9* 

Tabla  1.  Efecto  de  la  glucosa  sobre  el  tiempo  medio  de  ruptura  de  la  ZP  en  blastocistos 
cultivados  con  RPMI‐1640.  Se  presenta  la  media  y  la  desviación  estándar  (X  ±  DE)  de  9 
experimentos, con 20 embriones cada uno. *diferente significativamente al control (P> 0.05). 
 

 
Glucosa (mM) Tiempo medio (horas de 

incubación) 

Control (6)  78.2 ± 4.4 

10 40.8 ± 9.4* 

20 22.7 ± 2.5* 

40 41.9 ± 6.7* 

 

 

 

 

 

 

 Tabla  2.  Efecto  de  la  glucosa  sobre  el  tiempo medio  de  ruptura  de  la  ZP  en  blastocistos 
cultivados  con HAM‐F10. Se presenta la X ± DE de 6 experimentos con 20 embriones cada uno. 
*diferente significativamente al control (P> 0.05).  
 
 

Efecto de la glucosa en la secreción y contenido celular de MMP‐9. 

Se observó en el medio condicionado y lisados embrionarios, una banda gelatinolítica principal 

de 105 kDa correspondiente a la Pro‐MMP‐9 de ratón (Figuras 7 y 9), ésta es mas pesada que la 

enzima  humana  de  92  kDa  (Reponen  et  al.,  1995),  en menor  proporción  se  encuentra  otra 



banda de alrededor de 230 kDa, que corresponde con el homodímero de la MMP‐9 (Olson et al., 

2000), ambas son  inhibidas por EDTA (datos no mostrados),  lo que corrobora que se trata de 

metaloproteasas.  En  la  figura  7A  se  observa  un  zimograma  representativo    del  medio 

condicionado de cultivos con  las diferentes concentraciones de glucosa en medio RPMI‐1640,  

se corrió como referencia medio condicionado de cultivos con HAM‐F10 conteniendo 10 mM de 

glucosa, además se utilizó manitol (20 mM) como control de osmolaridad (Bai et al., 2006). En 

esta figura se observa que la banda de Pro‐MMP‐9 en el cultivo con Ham F‐10, 10 mM de glucosa 

es solo ligeramente mas intensa que la correspondiente para RPMI glucosa 11 mM (control), sin 

encontrarse diferencias  significativas entre ellas cuando  se evalúan por densitometría  (datos 

no mostrados), por su parte la intensidad de la misma banda es menor en los cultivos con RPMI 

y glucosa 40 y 60 mM en relación al control de RPMI glucosa 11 mM. 

 

A 

 

B 

 
Figura  7.  Secreción  y  contenido  tisular  de MMP‐9  en  blastocistos  de  ratón  cultivados  con  diferentes 
concentraciones de glucosa  en medio RPMI.  Los  embriones  se obtuvieron  al día  4 de gestación  y  se 
cultivaron en medio RPMI con glucosa  11 mM  (control), 20  (G20), 40  (G40), 60  (G60) u 80  (G80) mM, 
tomándose  el  medio  condicionado  (A)  y  lisados  embrionarios  (B)  después  de  5  días  de  cultivo  y 
analizándose  por  zimografía  en  geles  copolimerizados  con  gelatina,  se  muestra  un  zimograma 
representativo de 6 experimentos, se empleo un control de osmolaridad,   cultivando en presencia de 
manosa 20 mM (M20). H10: empleando medio HAM‐F10 ajustado a 10mM de glucosa. 
 

En  la  Figura  7B  se  muestra  el  contenido  de  MMP‐9  en  los  lisados  embrionarios  con  las 

diferentes  concentraciones de glucosa. Se puede observar que  la  intensidad de  la banda de 

MMP‐9 es menor en cultivos con glucosa 40, 60 y 80 mM. 



En  la Figura 8 se muestran  las densidades ópticas de  las bandas de MMP‐9 secretada (medio 

condicionado)  y  asociada  a  los  embriones  (lisados  embrionarios)  (n=6)  cultivados  en medio 

RPMI‐1640  con  diferentes  concentraciones  de  glucosa,  se  encontró  una  disminución 

significativa en la cantidad de la enzima secretada y total sólo con glucosa 40 mM con respecto 

al  control  (P  ≤ 0.05). Es decir,  todos  los demás  tratamientos  con glucosa no  aumentaron ni 

disminuyeron  la  expresión  de MMP‐9.  EL  control  de  osmolaridad  (manitol  20mM)  tampoco 

aumentó o disminuyó la cantidad de MMP‐9.  
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Figura 8. MMP‐9 en blastocistos de ratón cultivados con diferentes concentraciones de glucosa 
en medio RPMI‐1640. Glu: Glucosa. Man: manitol.  Se muestra  la X ± DE  de 6  experimentos,       
diferente al respectivo control (P ≤ 0.05). 
 

En  la Tabla 3 se presenta el porcentaje de  la MMP‐9 que es secretada en relación a  la que se 

presenta asociada a los embriones cultivados con el medio RPMI‐1640, notándose que siempre 

es mas  abundante  la  enzima  que  es  secretada  (68.4  a  75.9  %)  y  que  esta  proporción  no  es 

modificada significativamente al aumentar la concentración de glucosa. 

 

 



 Tratamientos  % de MMP‐9 
 En MEDIO 

% de MMP‐9  
en EMBRIONES  

Control (Glu 11mM) 70.7 29.3 

Glu 20mM 71.7 28.3 

Glu 40mM 70.2 29.8 

Glu 60mM 75.8 24.3 

Glu 80mM 69.7 30.3 

Man 20mM 68.4 31.6 

TABLA 3: Efecto de la glucosa sobre la proporción de  MMP‐9 secretada y asociada al embrión 
en medio RPMI‐1640. Glu: Glucosa. Man: Manitol 
 

En  la Tabla 4 y Figura 11, se muestra  la cantidad de MMP‐9 usando datos normalizados, estos 

valores  se  representan  como  números  de  veces  que  cambio  la  cantidad  de  la  enzima  a  las 

distintas  concentraciones  de  glucosa  con  respecto  al  control  (11  mM),  cuyo  valor  es 

considerado  como  la  unidad.  Se  encontró  una  disminución  significativa  en  la  cantidad de  la 

enzima en el medio condicionado, los lisados embrionarios y la total en los cultivos con glucosa 

40 mM (P < 0.05), con respecto al control (RPMI‐1640 que contiene 11 mM de glucosa).  

 
 

Tratamientos  Medio condicionado  Lisados embrionarios  Total 

Control Glu 11mM 1 + 0.19 1 + 0.14 1 + 0.22 

Glu 20mM 0.98 + 0.13 0.94 + 0.1 0.92 + 0.15 

Glu 40mM 0.83 + 0.04* 0.85 + 0.05* 0.76 + 0.05* 

Glu 60mM 1.02 + 0.25 0.79 + 0.27 0.96 + 0.21 

Glu 80mM 0.86 + 0.19 0.91 + 0.16 0.91 + 0.18 

Man 20mM 0.93 + 0.18 1.04 + 0.11 0.99 + 0.13 

TABLA  4:  Efecto  de  la  glucosa  sobre  la  producción  de  MMP‐9  por  blastocistos  de  ratón 
cultivados en RPMI y usando datos normalizados. Glu: Glucosa, Man: Manitol, se muestra la X ± 
DE de 6 experimentos 
 

Con  el  propósito  de  evaluar  la  acción  de  la  glucosa  en  un  rango  de  concentraciones mas 

cercano a lo fisiológico, se realizaron experimentos similares a los anteriores empleando medio 

HAM‐F10 con glucosa 6 (control), 10, 20 y 40 mM (Figuras 9 y 10; Tablas 5 y 6). 

 

 

 



                                            A 

  

                                           B 

 
Figura  9. MMP‐9  en  blastocistos  de  ratón  cultivados  en  Ham‐F10  con  distintas  concentraciones  de 
glucosa.    Los  embriones  se  obtuvieron  al  día  4  de  gestación  y  se  cultivaron  en medio  Ham‐F10  con 
glucosa 6 mM (control), 10 (G10), 20 (G20) y 40 (G40), tomándose el medio condicionado (A) y  lisados 
embrionarios (B) después de 4 días de cultivo y analizándose por zimografía en geles copolimerizados 
con gelatina, se muestra un zimograma representativo de 6 experimentos. 
 

En  la  Figura  10  se  muestran  las  densidades  ópticas  de  las  bandas  de MMP‐9  secretada  y 

asociada a  los blastocistos   cultivados en medio HAM‐F10 con diferentes concentraciones de 

glucosa,  al  aplicar  la  prueba  de  ANOVA  P≤  0.001  seguida  de  la  de  Tukey  P  <  0.05,  no  se 

encontraron diferencias significativas entre el control (6 mM) y 10 mM de glucosa en el medio 

condicionado, pero si con glucosa 40 mM, al disminuir significativamente la cantidad de MMP‐

9, lo que corresponde con la intensidad de las bandas del zimograma (Figura 9). Aunque en los 

lisados embrionarios se encontraron bandas proteolíticas mas intensas que el control a 10, 20 y 

40  mM  de  glucosa,  al  realizar  el  análisis  densitométrico  no  se  encontraron  diferencias 

estadísticas  entre  ellas,  sin  embargo  éstas  se  hicieron  patentes  al  expresar  el  cambio  en  el 

contenido de la enzima en relación al control (P ≤ 0.05, Tabla 6).  
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Figura  10.  MMP‐9  en  blastocistos  de  ratón  cultivados  con  diferentes  concentraciones  de 
glucosa en medio HAM‐F10. Glu: Glucosa, Man: Manitol. Se muestra X ± DE de 3 experimentos,       
diferente al respectivo control (P ≤ 0.05). 
 

En  la Tabla 5 se presenta el porcentaje de  la MMP‐9 que es secretada en relación a  la que se 

presenta asociada a los embriones cultivados con el medio HAM‐F10, notándose que siempre es 

mas abundante  la enzima que es secretada (55 a 63.7 %). Tanto en estos valores, como en  los 

zimogramas se observa que conforme aumenta la concentración de glucosa tiende a disminuir 

la proporción de la enzima secretada, mientras que la unida al embrión tiende a elevarse. 

 

 Tratamientos  % de MMP‐9 
 en MEDIO 

% de MMP‐9  
en EMBRIONES  

Control Glu 6mM 63.7 36.3 

Glu 10mM 61.9 38.1 

Glu 20mM 59.4  40.6 

Glu 40mM 55 45 

TABLA 5: Efecto de la glucosa sobre la proporción l de MMP‐9 secretada y asociada al embrión 
en medio HAM‐F10. Glu: Glucosa. 
 



Tratamientos  Medio condicionado  Lisados embrionarios  Total 

Control Glu 6mM 1 + 0.04 1 + 0.05 1 + 0.04 

Glu 10mM 1.05 + 0.04 1.12 + 0.03* 1.08 + 0.05 

Glu 20mM 0.98 ± 0.06 1.18 ± 0.04* 1.06 ± 0.05 

Glu 40mM 0.86 ± 0.08* 1.18 ± 0.09* 0.95 ± 0.07 

TABLA  6:  Efecto  de  la  glucosa  sobre  la  producción  de  MMP‐9  por  blastocistos  de  ratón 
cultivados con medio HAM‐F10,  usando datos normalizados. Glu: Glucosa, datos normalizados: 
estos valores se  representan como números de veces más o menos  la cantidad de  la enzima 
con respecto al control (6 mM) cuyo valor es considerado como la unidad, se presenta X ± DE 
de 6 experimentos. * diferencias significativas (P < 0.05) 
 

Efecto de la glucosa sobre la activación del plasminógeno por blastocistos en cultivo. 

El cambio en  la densidad óptica debido a  la  liberación de pNA del sustrato cromogénico con 

respecto al tiempo y resultante de la acción de la plasmina, formada a partir de plasminógeno, 

por  acción  del medio  condicionado  de  los blastocistos  cultivados  en RPMI‐1640 o HAM‐F10, 

conteniendo  diferentes  concentraciones  de  glucosa  se  muestra  en  las  figuras  11  y  12, 

respectivamente y es una medida de la actividad formadora de plasmina. En ambos medios de 

cultivo se observa que la capacidad de formar plasmina es mayor en los cultivos con glucosa 20 

y 40 mM para RPMI y 10, 20 y 40 mM para HAM‐F10. De estos datos se calculó la actividad de la 

plasmina  formada, correspondiente a  la zona en que  la absorbencia varía proporcionalmente 

con el  tiempo en una  relación  lineal,  considerando  la producción de pNA por  tiempo por  10 

embriones, valores que se muestran en las Figuras 13 y 14.  
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Figura 11. Actividad de la plasmina formada a partir de plasminógeno por el medio condicionado 
de  blastocistos  cultivados  en  RPMI‐1640.  El medio  condicionado  obtenido  al  día  9  EDG,  se 
incubó con plasminógeno y el sustrato de plasmina D‐Val‐Leu‐Lis‐pNA y se midió a 405 nm  la 
liberación de pNA por  tiempo por  10 embriones. Glu: Glucosa. Man: manitol. Se muestra una 
gráfica representativa de 5 experimentos.  
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Figura 12. Cinética de la tranformación del plasminógeno a plasmina por el medio condicionado 
de blastocistos cultivados en HAM‐F10. El medio condicionado obtenido al día 9 EDG, se incubó 
con plasminógeno y el sustrato de plasmina D‐Val‐Leu‐Lis‐pNA y se midió a 405 nm la liberación 
de pNA  a  través del  tiempo, por  10  embriones. Glu: Glucosa. Man: manitol.  Se muestra una 
gráfica representativa de 3 experimentos.  
 

En  la  Figura  13  se  observa  que  la  capacidad  de  activar  al    plasminógeno  aumenta 

significativamente  en  los  cultivos  en  RPMI  con  20  y  40  mM  de  glucosa  (P  <  0.05),  a 

concentraciones mas altas 60 mM regresa al nivel del control, para alcanzar valores menores al 

control con glucosa 80 mM (P < 0.05). 
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Figura 13. Efecto de la glucosa sobre la activación del plasminógeno en blastocistos de ratón en 
cultivo con medio RPMI‐1640. La actividad de  la plasmina formada por el medio condicionado 
se calculó considerando la cantidad de pNA producida por hora y por 10 embriones, en base a 
los datos de la figura 11. Se muestra la X ± DE de 5 experimentos,      diferente significativamente 
al control (P ≤ 0.05). 
 

Cuando  los cultivos se  realizaron en HAM‐F10,  la capacidad de activar plasminógeno  también 

aumenta significativamente (P < 0.05) en el medio condicionado, con glucosa 10, 20 y 40 mM 

con respecto al control (6 mM; Figura 14). 
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Figura 14. Efecto de  la glucosa sobre  la activación del plasminógeno por blastocistos de ratón 
en cultivo con medio HAM‐F10. La actividad de la plasmina formada por el medio condicionado 
se calculó considerando la cantidad de pNA producida por hora y por 10 embriones, en base a 
los datos de la figura 12. Se muestra la X ± DE de 3 experimentos,     diferente significativamente 
al control (P ≤ 0.05). 
. 
 
Con  la  intensión de determinar si  la activación de plasminógeno observada se debía al uPA y 

tPA  se  evalúo  la  formación  de  plasmina  a  partir  del  plasminógeno  en  presencia  del  PAI‐1, 

empleando una forma recombinante humana que permanece estable por alrededor de 24 h y 

que inhibe la misma reacción al agregar uPA humano en lugar del medio condicionado, en estas 

condiciones encontramos sólo una  ligera  inhibición de  la actividad, por  lo que  los blastocistos 

pueden producir una enzima distinta que cataliza esta reacción o el PAI humano no actúa sobre 

los activadores del plasminógeno del ratón. 

 

 

 

 



DISCUSIÓN 

En este trabajo se evaluó la cantidad de MMP‐9 y la capacidad activadora del plasminógeno en 

blastocistos de ratón cultivados con diferentes concentraciones de glucosa. Se encontró que la 

cantidad de MMP‐9  secretada  y  total  es  similar  en  cultivos  con glucosa 6,  10,  11  y  20 mM  y 

experimenta una caída  respecto al control en presencia de 40 mM de glucosa cultivando en  

RPMI‐1640 o HAM‐F10, por su parte le MMP‐9 unida al embrión aumentó a las  concentraciones 

de glucosa de 10, 20 y 40 mM en relación al control en medio de HAM‐F10 con glucosa 5 mM. 

Por su parte la capacidad de transformar plasminógeno a plasmina aumentó progresivamente 

en el medio condicionado cuando la glucosa se elevó de 5 a 20 mM en medio de HAM‐F10 o de 

11 a 40 mM em RPMI. La  ruptura de  la ZP  fue óptima a  11, 20 y 40 mM de glucosa en medio 

RPMI, mientras que en HAM‐F10 lo fue a 10 y 20 mM. 

 

Los embriones de ratón en cultivo experimentan cambios similares a los que le ocurren durante 

su implantación en el útero; rompen y se liberan de la ZP y las células del trofoblasto se vuelven 

gigantes y poliploides, además en presencia de un substrato adhesivo el trofoblasto se adhiere 

y  extiende  sobre  él  (Jenkinson,  1977;  Gonda  y  Su,  1980).  Considerando  el  porcentaje  de 

blastocistos que rompieron la ZP y la velocidad en que esta ocurrió (tiempo en que el 50% de los 

blatocistos lo hicieron) las condiciones en que la primera fue mayor y la segunda mas rápida fue 

en medio  de  HAM‐F10  a  20 mM  y  RPMI  a  40 mM,  la  ruptura  de  la  ZP  solo  fue  inhibida  a 

concentraciones muy altas de glucosa (60 y  80 mM). La eficiencia en la ruptura de la ZP, puede 

estar  asociada  a  un mejor  desarrollo  de  los  blastocistos,  lo  que  indicaría  que  éste mejora 

cuando aumenta  la concentración de glucosa en el medio hasta un nivel máximo que puede 

depender  del medio  de  cultivo  empleado  (20 mM  para  HAM‐F10  o  40 mM  para  RPMI),  lo 

anterior  se  refuerza  por  el  hecho  de  que,  en  general  la  secreción  de  activadores  del 

plasminógeno aumentó conforme la ruptura de la ZP fue mayor y mas rápida. Otra posibilidad 

es que  la  ruptura de  la  ZP,  en  algún momento,  sea  favorecida por que  la glucosa  tuvo una 

acción tóxica sobre el embrión; ya sea causando la acidificación del medio de cultivo, condición 

en que la ZP se disuelve o al modificar por oxidación a la enzima involucrada en la ruptura de la 

ZP, la estripsina. 

Para discriminar entre una acción promotora del crecimiento o tóxica de la glucosa, se requiere 

evaluar con mas detalle el crecimiento y o condiciones del embrión en las distintas condiciones 



de  cultivo  (midiendo  por  ejemplo,  contenido  de  proteínas  o  DNA,  porcentaje  de  células 

apoptóticas, pH del medio, etc). 

Tanto  la MMP‐9  como  el  uPA  han  sido  considerados  como marcadores  del  desarrollo  del 

trofoblasto  de  los blastocistos de  ratón  en  cultivo  (Salomon  y  Sherman,  1975;   Aflalo  et  al., 

2004; Witheside et al., 2001),  sin embargo aunque  la capacidad activadora del plasminógeno 

aumentó con  la  ruptura de  la ZP, no pudimos establecer que  fuese dependiente de uPA y  la 

secreción y contenido de MMP‐9 varió independientemente de la eficiencia en la ruptura de la 

ZP y no fue proporcional a  la variación en  la concentración de glucosa. En todo caso nuestros 

datos parecen indicar que los blastocistos de ratón son relativamente resistentes a los cambios 

en  la  concentración de glucosa en un  rango en que otras  células  son  susceptibles  y que  las 

diferencias  encontradas  en  la  literatura  sobre  la  acción  de  la  glucosa  sobre  la  expresión  y 

actividad de la MMP‐9 sean debidas a diferentes susceptibilidades dependiente del tipo celular 

y al medio empleado. 

 

Estudios  in  vitro  han  demostrado  que  altas  concentraciones  de  glucosa  (25  y  30 mM)  en 

diferentes  tipos  celulares,  disminuye  la  actividad  de MMP‐9  al  incrementar  la  expresión  de 

TIMP‐1 (Ding et al., 2007; McLenan et al., 2004; Singh et al., 2001). Por ejemplo, en presencia de 

glucosa  12  y  25  mM  disminuye  la  actividad  de  MMP‐9  en  queratinocitos,  al  aumentar  la 

expresión de TIMP‐1, reduciéndose  la capacidad de proliferación de estas células (Lan, 2008). 

En nuestro caso no detectamos la banda de actividad gelatinolítica correspondiente a la MMP‐9 

activa, lo que en blastocistos de ratón en cultivo solo se logra en presencia de factores séricos 

o matrigel (Witheside et al., 2001), ni se midió el TIMP 1.  

Aunque Belkacemi et al., en el 2005 reporta que la glucosa (10 mM) inhibe la capacidad invasiva 

del  trofoblasto  humano  al  disminuir  (no  sigificativamente)  la  expresión  de MMP‐9,  en  este 

trabajo solo en la concentración 40 mM de glucosa hubo una disminución  significativa de esta 

enzima, lo que a su vez puede afectar la invasividad de los blastocistos del ratón. El efecto de la 

glucosa  sobre  los  blastocistos  de  ratón  en  cultivo  afecta  su  capacidad  invasiva  durante  la 

implantación,   Fraser   et al., en el 2007, describen que  la glucosa a concentraciones de 15.56 y 

25.56 mM disminuyen la capacidad del blastocisto a extenderse sobre fibronectina, mientras se 

incrementaba  la concentración de glucosa. Ellos reportaron que en  los blastocistos cultivados 

con 25.56 mM de glucosa disminuye  la proliferación celular y aumenta  la apoptosis, por otra 

parte en estudios preliminares, hemos observado que la adhesión de los embriones en cultivo 



es más lábil a concentraciones altas de glucosa; ya que después del cambio de medio de cultivo 

éstos tienden a desprenderse.   

 

Las  concentraciones  altas  de  glucosa  originan  cambios  químicos  y  funcionales  de 

macromoléculas  (oxidación,  formación  de  AGEs)  y  aumento  en  el  estrés  oxidativo  y 

alteraciones metabólicas que llevan a cambios en la expresión genética. Los AGEs aumentan la 

expresión de citocinas, TNF‐α, TGF‐β1 y CTGF (Doung Van Huyen, et al., 2007; Kim et al., 2007). 

La  invasión  del  trofoblasto  al  útero  durante  la  implantación,  es  regulada  por  factores 

endometriales  como TGF‐β1  y TNF‐α, al  inhibir éstos  la  invasión del  trofoblasto  (Baver  et  al., 

2004). Diversos estudios reportan que la capacidad invasiva de varios carcinomas de diferentes 

líneas celulares  incrementa después de un periodo de  inanición con glucosa (Jang y Hill, 1997; 

Couvier  et  al.,  1997). Por otra parte  el  TGF‐β1  y  el  factor de  crecimiento de  tejido  conectivo 

(CTGF),  regulan  la  degradación  de  la MEC  en  altas  concentraciones  de  glucosa  (14 mM)  al 

disminuir  la  actividad  de MMP‐9  en  embriones  de  rata,  al  aumentar  la  expresión  de  TIMP‐1 

(Doung Van Huyen, et al., 2007). Mientras otros estudios en monocitos  indican que 25 mM de 

glucosa induce la expresión y actividad de MMP‐9 y no afecta la expresión de TIMP‐1 (Death et 

al., 2003); por lo anterior, es necesario evaluar el efecto de dichas concentraciones de glucosa 

sobre TIMPs en blastocistos de ratón en cultivo.  

 

En  los  lisados embrionarios cultivados con  10, 20 y 40 mM de glucosa en medio HAM‐F10,  la 

cantidad de MMP‐9 aumentó de manera  significativa. El embrión en  la  fase de  implantación 

adquiere un carácter altamente  invasivo comparado como el de un tumor metastático, y este 

proceso  in  vivo  está  estrechamente  regulado  por  medio  de  enzimas  e  inhibidores 

proporcionados  por  los  tejidos maternos  y  por  el  embrión.  En  los  lisados  embrionarios  el 

aumento  en  la  cantidad  de  MMP‐9  puede  deberse  al  aumento  en  la  asociación  de  dicha 

proteína a  la superficie,  los  lisados embrionarios se realizaron el día 9 EG,  lo que corresponde 

con  el  tiempo  en  el  que  el  trofoblasto  establece  contacto  con  la  sangre materna  y  llega  a 

intregrarse al endoletio vascular, por  lo que puede ser  importante un aumento en  la cantidad 

de MMP‐9 en la superficie para una mayor eficiencia en la degradación local de la zona cercana 

al trofoblasto. 

 

 



Uno de los mecanismos para la regulación de las MMPs, es el sistema plasminógeno/plasmina. 

El  plasminógeno  es  activado  por  los  PAs,  entre  ellos    uPA  y  tPA  los  cuales  efectúan  una 

proteólisis parcial de la proteína para convertirla en plasmina activa, quién degrada a la fibrina o 

activa a otras MMPs (Filippov et al, 2005; Tsai, 2006). La degradación de la MEC o activación de 

MMPs mediadas por plasmina es  inhibida por PAI‐1, el cual es el principal  inhibidor de uPA y 

tPA. La  interacción PAI‐1‐uPA provoca  la  inhibición de  la actividad degradativa del uPA, por  lo 

tanto no transforma el plasminógeno en plasmina y se inhibe la degradación de MEC, lo que se 

transforma en un gran número de patologías como son cáncer, diabetes, entre otras (Hayden 

et al, 2005). En este trabajo concentraciones altas de glucosa (10, 20 y 40 mM) aumentaron  la 

actividad  de  transformación  de  plasminógeno  a  plasmina  lo  que  sugiere  que  la  glucosa 

aumenta  la  actividad  de  uPA  o  de  otra  enzima  con  actividad  similar, lo  que  favorecería  la 

invasividad  del  trofoblasto.  Contrario  a  lo  encontrado,  concentraciones  altas  de  glucosa 

(10mM) no  afectaron  la  secreción de MMP‐9, uPA  y PAI‐1 en  células de  trofoblasto humano 

(Belkacemi et al., 2005). En el presente trabajo  la acción de  la glucosa sobre  la activación del 

plasminógeno  depende  de  la  dosis  y  del medio  empleado,  a  20 mM  alcanza  su máximo  en 

medio HAM‐F10, mientras que en RPMI   su máximo lo alcanza a 40 mM y   luego disminuye en 

60 y 80mM, lo que sugiere a estas últimas concentraciones, la acentuación del efecto del estrés 

oxidativo, Gharagozlian et al., en el 2006, encuentran que una concentración de glucosa 25 mM 

provoca  la reducción en  las actividades de  las MMPs, uPA y PAI‐1, mediante  la producción de 

AGEs.  

Debido a que  la actividad  transformadora del plasminógeno detectada no  fue  inhibida por el 

PAI  recombinante  humano,  ni  ha  sido  inhibido  por  amilorida  cuando  el  plasminógeno  se 

adiciona directamente a  los embriones en cultivo puede haber otra enzima  involucrada en  la 

activación del plasminógeno (Castillo‐Trápala, 2007), por lo que se requieren mas estudios para 

establecer  la  identidad de  la o  las enzimas  involucradas en  la conversión de plasminógeno a 

plasmina, en nuestro sistema de estudio. 

Los cambios metabólicos derivados de las concentraciones altas de glucosa promueven estrés 

oxidativo, debido al aumento en  la formación de ERO y AGEs (Robertson, et al., 2004),  lo que 

afecta  la  actividad  y  expresión  de  diversas  proteínas  en  este  caso MMP‐9  y  uPA.  También 

pueden afectar  la expresión de diversos factores del crecimiento y citocinas reguladoras a su 

vez, de la actividad y expresión de MMP‐9 y activadores del plasminógeno. 

 



CONCLUSIONES 

 El  porcentaje  de  blastocistos  que  rompen  la  ZP  y  la  velocidad  en  que  lo  hacen  es 

dependiente del medio de cultivo y de la concentración de glucosa, en medio HAM‐F10 

las  concentraciones de glucosa aumentan de 6 a 20 mM, mientras que en RPMI  son 

mayores  a  40 mM  de  glucosa,  debido quizá  a que  altas  concentraciones de  glucosa 

generan ERO los cuales  modifican a las proteínas de secreción que degradan la ZP.  

 La acción de la glucosa sobre la secreción y la cantidad total de  MMP‐9 en blastocistos 

de ratón fue dependiente de su concentración en el medio de cultivo, solo se encontró 

que a 40 mM disminuyó significativamente ambos parámetros, lo que puede deberse al 

aumentó en el estrés oxidativo (AGEs y ERO) que  incrementa  la expresión y actividad 

de TIMPs, TNF‐α, TGF‐β, NF‐κβ o CTGF.  

 Concentraciones  altas  de  glucosa  (10,  20  y  40  mM)  aumentan  la  activación  del 

plasminógeno a plasmina, se sugiere que al aumento en  la  formación de ERO y AGEs 

afecta la actividad y expresión de uPA, tPA o alguna otra enzima involucrada.  

 Es necesario realizar más experimentos para establecer la identidad de la o las enzimas 

involucradas en la activación del plasminógeno en nuestro sistema de estudio. 
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