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RESUMEN 
 
Durante la implantación embrionaria, la capa más externa del blastocisto da origen 

al linaje celular del trofoblasto, el cual establece la interacción con el endometrio y 

debido a sus propiedades invasivas permite la penetración del conceptus a este 

tejido uterino. El mecanismo que regula la capacidad invasiva de estas células es 

esencial para el establecimiento y el mantenimiento del intercambio eficiente entre 

los tejidos maternos y fetales durante el embarazo, donde la hiperglicemia induce 

estrés oxidante causando alteraciones en la placenta. Este estudio evaluó el rol del 

estrés oxidante en la acción de concentraciones altas de glucosa sobre la expresión 

de la metaloproteinasa de matriz extracelular 9 (MMP-9) y del activador del 

plasminógeno tipo urokinasa (uPA) en trofoblasto derivado de blastocistos de ratón 

en cultivo. Los blastocistos se obtuvieron el día 4 equivalente de gestación (4 EG) y 

fueron cultivados hasta el día 7 EG en medio HAM-F10 y posteriormente tratados 

durante 48 h con alta glucosa (25 mM) del día 7 al 9 EG. Este tratamiento promovió 

el crecimiento trofoblastico asociado con el aumento de la actividad y expresión de 

uPA y MMP-9. Los efectos de altas concentraciones de glucosa fueron regulados 

por especies reactivas de oxígeno (EROs); ya que estos efectos fueron prevenidos 

por el antioxidante N-acetilcisteína (NAC) y por la apocinina, un inhibidor de una de 

las fuentes principales de EROs, la NADPH oxidasa. Altas concentraciones de 

glucosa incrementaron los niveles de EROs y promovieron el crecimiento 

trofoblástico, induciendo la expresión de MMP-9 y uPA, en un mecanismo regulado 

por la producción de ERO por la NADPH oxidasa, lo quel puede estar asociado con 

las alteraciones en la placenta en la diabetes mellitus gestacional. 
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ABSTRACT 
 

During embryo implantation, the outer layer of the blastocyst establishes the 

interaction with the endometrium given rise to the development of the trophoblast 

cell lineage, which participates in the penetration of endometrium, because of their 

motility and invasive properties.  The mechanisms that regulate the invasive ability 

of these cells are essential for the establishment and maintenance of an efficient 

exchange between maternal and fetal tissues during pregnancy, where 

hyperglycemia induces oxidative stress causing alterations in the placenta. This 

study evaluated the role of oxidative stress in the actions of high concentration 

glucose (HG) on the expression of extracellular proteases in trophoblast derived 

from cultured mouse blastocyst. Blastocysts from gestation day 4 (GD4) were 

cultured until GD7 in HAM-F10 and further treated for 48 h with HG (glucose 25 mM 

from GD7 to GD9). This treatment induced higher trophoblast outgrowth associated 

1with enhanced expression of urokinase type-plasminogen activator (uPA) and 

matrix metalloproteinase 9 (MMP-9). These effects of HG were mediated by reactive 

oxygen species (ROS) because they were prevented by the antioxidant N-

acetylcysteine (NAC) and apocynina an inhibitor od NADPH oxidase, one of the 

major sources of the production of ROS. HG also induced an increase in ROS levels. 

HG promotes trophoblast spreading inducing the expression of uPA and MMP-9, in 

a mechanism mediated by the production of ROS by NADPH oxidase, which can be 

associated with placental alterations in gestational diabetes mellitus. 
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INTRODUCCIÓN 
 
DIABETES MELLITUS GESTACIONAL 
La diabetes mellitus gestacional (DMG) es comúnmente caracterizada por 

adquisición de hiperglicemia crónica debida a la intolerancia a la glucosa y a fallas 

en la acción y secreción de insulina, con un primer reconocimiento durante el 

embarazo. DMG es el tipo más común de diabetes encontrado en el embarazo; sus 

rangos de prevalencia están entre el 1-14% de todas los embarazos dependiendo 

de la población y la prueba de diagnóstico empleada. La prevalencia de DMG está 

incrementando alrededor del mundo, aumentando con la edad maternal avanzada 

y obesidad. DMG está asociada con un marcado aumento del riesgo de resultados 

adversos para la madre y el embrión en desarrollo, tanto a corto como a largo plazo. 

El impacto que tiene DMG y sus consecuencias sobre la salud comunitaria, 

económica y el capital humano es substancial (Lappas, et al., 2011; Monteiro, et al., 

2016).  

 

El aumento de la prevalencia de DMG es paralelo al aumento temporal de la tasa 

de diabetes tipo 2 en la población adulta no embarazada en países de bajo y 

mediano ingreso. Depende también de raza y etnia, siendo los asiáticos los que 

presenta el más alto rango, seguido de hispánicos, americanos africanos y 

caucásicos (Caughey, et al., 2010). La DM se ha convertido en una epidemia global, 

la Federación Internacional de Diabetes estima que en 2015, India, China, Estados 

Unidos, Rusia y Brasil fueron los cinco países con el más grande número de 

personas afectadas por la diabetes, México se encuentra en el lugar número seis 

con 11.5 millones de personas con diabetes con una prevalencia del 15.8% ajustada 

por edad al 14.7% neto (www.diabetesatlas.org). La incidencia estimada de DMG 

depende de las estrategias que cada país aplica, debido a que un consenso 

internacional aún no ha sido aceptado. La relevancia y consecuencias de la 

hiperglicemia y los resultados adversos del embarazo, además de los criterios de 

detección son actualmente debatidos porque existe una incidencia del 3-5 % al 17% 

(Coustan, et al., 2010) La incidencia de DMG también incrementa en obesidad con 

http://www.diabetesatlas.org/
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radios de 1.9, 3.0 y 5.5, respectivamente para sobrepeso, obesidad, y obesidad 

severa comparada con mujeres con un índice de masa corporal normal (Torloni, et 

al., 2009). 

 

Etiología y factores de riesgo 
DMG es un desorden heterogéneo que involucra una combinación de factores 

responsables de la disminución de la sensibilidad a la insulina y una inadecuada 

secreción de insulina. La fisiopatología de la DMG es similar a la de la diabetes tipo 

2. Esta condición metabólica es manifestada cuando las células β-pancreáticas 

pierden su capacidad para compensar el incremento de la resistencia a la insulina 

para normalizar la glucosa sistémica, lo cual se traduce en hiperglucemia materna, 

sin embargo, la patogénesis de la enfermedad permanece desconocida (Monteiro, 

et al., 2016). Como la diabetes tipo 2, la DMG es una enfermedad multifactorial 

asociada con factores de riesgo genéticos y no genéticos/ambientales (tabla 1). Una 

vez que la predisposición genética de un individuo está siendo desafiada por el 

aumento de la resistencia a la insulina durante el embarazo, hay una carga adicional 

sobre la célula pancreática, lo que resulta en una disfunción, es decir, una respuesta 

insulínica inadecuada a los desafíos de glucosa (Buchanan y Xiang, 2005). Los 

defectos moleculares comunes en la diabetes tipo 2 y DMG tiene muchas 

interpretaciones, una por ejemplo es de que ambas son manifestaciones de la 

misma enfermedad. Sin embargo, los diferentes desafíos ambientales pueden 

sombrear la cifra global; ya que ocurren con una temporización específica en el ciclo 

de vida (Lauenborg, et al., 2009; Langer, 2010). Aunque la expresión de alguna 

variante genética aumenta significativamente el riesgo de desarrollar DMG, sólo una 

pequeña proporción de DMG (<10%) puede ser determinada por la predisposición 

genética, lo que apunta claramente a otros factores etiológicos. La obesidad, 

definida como el índice de masa corporal pre-gravida >30, una dieta alta en grasa y 

una edad avanzada representan los factores de riesgo no genéticos más 

importantes que regulan la incidencia de DMG (Chu, et al., 2007)  
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Factores no modificables Factores modificables 
Genética Sobrepeso/obesidad 

Edad Dieta alta en grasas 

Etnia Hipertensión 

Paridad Exceso de peso ganado durante el 

embarazo 

 Disfunciones endocrinas (como ovario 

poliquístico) 

 Actividad física (estilo de vida 

sedentario) 

Tabla 1.  Resumen del riesgo de factores asociados con DMG 
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ESTRÉS OXIDANTE 
Los cambios metabólicos derivados de las concentraciones altas de glucosa 

promueven estrés oxidativo, debido al aumento en la formación de especies 

reactivas de oxígeno (EROs) y a la disminución de los sistemas de defensa 

antioxidantes. Se han descrito varias rutas metabólicas vinculadas con el estrés 

oxidativo asociado a altas concentraciones de glucosa, entre ellas las más 

estudiadas son la ruta del sorbitol, la de la glucosilación no enzimática de proteínas 

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

la modificación de la actividad de la protein-cinasa C (PKC) y la alteración vía 

citocinas (Robertson, et al., 2004). Las cuales generan EROs que actúan sobre las 

proteínas oxidando preferentemente aminoácidos con estructura cíclica y como 

consecuencia se da 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 (Fröhlich, et al., 2012; Kowluru, et al., 

2015). 

 

El estrés oxidante se debe al desequilibrio entre la producción de compuestos 

oxidantes como las EROs y de nitrógeno y la capacidad antioxidante en los tejidos. 

El predominio de los primeros conduce a la oxidación de macromoléculas y 

alteración de sus funciones (carbonilación de proteínas, lipoperoxidación, oxidación 

de ácidos nucleicos), además influye sobre diversas vías de señalización, por lo que 

se han considerado como uno de los mecanismos patogénicos en muchas 

enfermedades crónico degenerativas, como las neurodegenerativas, la diabetes 

mellitus y el cáncer. Las EROs además de estar involucradas en la carcinogénesis, 

inflamación, fibrosis y necrosis, también participan en una gran variedad de 

procesos celulares normales que van desde la proliferación celular a la apoptosis.  

 

De hecho, eventos moleculares, como la inducción de la proliferación celular, 

disminución de la apoptosis, y daño oxidativo al DNA han sido propuestos como 

procesos críticos involucrados en la carcinogénesis. La carcinogénesis y la invasión 

celular son procesos complejos en los que los mecanismos exactos por los cuales 
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las EROs y el estado redox inducen a las células a proliferar o morir,  ser más o 

menos invasivas y a la formación de tumores, están aún bajo investigación. Las 

ERO pueden modificar componentes de las vías de señalización incluyendo proteín 

fosfatasas, proteín cinasas y factores de transcripción y se ha sugerido que la 

mayoría de los efectos de las EROs que conducen al cáncer, son a través de sus 

acciones sobre las vías de señalización en lugar de daños no específicos de 

macromoléculas.  

 

Especies reactivas de oxígeno (EROs). 
Las EROs se generan constantemente en organismos aeróbicos durante el 

metabolismo intracelular y en respuesta a estímulos del ambiente. Diversos estudios 

indican que las EROs tienen un papel central en la cascada de señalización 

involucrada en una variedad de procesos celulares (Aslan y Ozben, 2003; Poli, et 

al., 2004; Chiarugi, 2005). Se consideran EROs al oxígeno atómico (O) y al ozono 

(O3), al singulete de oxígeno (1O2) que se produce con la excitación de uno de los 

electrones desapareados del O2 y al superóxido (O2•), al peróxido de hidrógeno 

(H2O2) y al radical hidroxilo (•OH) en casi todas el oxígeno está parcialmente 

reducido. Las EROs son responsables de regular modificaciones redox de 

diferentes biomoléculas y su sobreproducción y/o mal manejo conduce al fenómeno 

de estrés oxidante que está implicado en el envejecimiento, muerte celular 

(Barnham, et al., 2004; Finkel, et al., 2007) y en diversas patologías.  

 

Las EROs desempeñan un papel central como segundos mensajeros en muchas 

vías de transducción de señales, donde pueden modificar proteínas 

postraduccionalmente a través de la oxidación de los residuos de cisteína sensibles 

a cambios redox. El rango de procesos celulares bajo la regulación redox es muy 

amplio e incluye las vías proliferativas y apoptóticas. El control del ambiente redox 

celular es esencial para la función fisiológica normal y las perturbaciones del 

equilibrio redox son características de muchas patologías. El estrés oxidante es 

particularmente frecuente en el cáncer (donde muchos tipos celulares malignos 
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poseen un metabolismo redox anormal) y en la diabetes mellitus, involucrando la 

regulación a la baja de las enzimas antioxidantes y la función mitocondrial alterada. 

 

Hay tres principales lugares en la célula que producen EROs bajo condiciones 

fisiológicas (mitocondria, retículo endoplásmico y membrana celular), otros 

organelos como el núcleo, el aparato de Golgi  y los peroxisomas, también participan 

y están bajo estudio (Dickinson y Chang, 2011). En la mitocondria, la cadena 

transportadora de electrones (CTE), transfiere electrones desde NADH y succinato 

a través de una vía redox y termina en la reducción del O2 a H2O, durante la síntesis 

de ATP en la respiración aeróbica. Sin embargo, el flujo de electrones a través de 

esta cadena es un proceso imperfecto y en diferente proporción, acorde a las 

condiciones metabólicas, las moléculas de oxígeno son solo reducidos parcialmente 

y forman EROs, particularmente O2• del que deriva H2O2  (Figura 1, Murphy, 2009) 

 

La producción de superóxido en la membrana plasmática es por acción de NADPH 

oxidasas (Nox; Lamberth, 2004; Suh, et al., 1999; Geiszt, et al., 2000). Éstas son 

conocidas clásicamente por ser productoras de EROs para causar la muerte de 

patógenos fagocitados durante la respuesta inmune (Bedard y Krause, 2007). Las 

Nox tienen la función de producir O2•. En el humano existen siete tipos de Nox, Nox 

1-5 y Duox 1-2. Todas ellas presentan un dominio adicional con probable función de 

peroxidasa extracelular. De estas enzimas, la Nox2 (gp91 phox) de los neutrófilos 

ha sido la más estudiada. Las Nox se encuentran en la mayoría de eucariotas, 

quienes por lo general tienen más de una. La función de estas enzimas, además de 

la inmunológica, está relacionada con las vías de señalización, como la de las 

cinasas activadas por mitógenos (MAPK), y también con la activación del factor de 

trascripción nuclear B (NF-κB). Finalmente, estas enzimas se han asociado con 

los procesos de diferenciación y muerte celular (Binker, et al., 2011). Está bien 

establecido que las Nox son responsables de la generación intracelular de EROs, 

desencadenada por la diferentes factores de crecimiento al unirse a sus receptores, 

al inducir proliferación celular, diferenciación o apoptosis (Choi, et al., 2005). 
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Figura 1. Vías que contribuyen a la generación de EROs en la DMG (modificado de Lappas, 

et al., 2011) 

 

Diabetes mellitus gestacional y estrés oxidante 
Los embarazos humanos normales son considerados un estado de aumento de 

estrés oxidante. En el embarazo, las EROs juegan papeles importantes en el 

desarrollo embrionario, implantación, desarrollo y función de la placenta, desarrollo 

fetal y parto. Sin embargo, en embarazos patológicos, incluyendo DMG, están 

asociados con un nivel aumentado de estrés oxidante, debido a la sobreproducción 

de radicales libres y/o un defecto en las defensas antioxidantes. Estas últimas, 

tienen implicaciones importantes en la madre, en la función de la placenta y en el 

buen desarrollo fetal. Modelos animales de diabetes han confirmado el papel 

importante del estrés oxidante en la etiología de las malformaciones congénitas; la 

relativa inmadurez del sistema antioxidante facilita la exposición de embriones y 

fetos al daño del estrés oxidante. Existen pocos estudios clínicos evaluando el 



 

9 

 

potencial benéfico de los efectos antioxidantes en la DMG. Así que si el aumento 

del consumo de antioxidantes puede reducir las complicaciones de la DMG en la 

madre y en el feto, necesita ser explorado (Lappas, et al., 2011).  

 

Además,  el estrés oxidante tiene un gran número de papeles importantes en el 

desarrollo embrionario, incluyendo el desarrollo de la placenta, que requiere 

propiamente la invasión del trofoblasto y la remodelación de tejidos. Una exitosa 

implantación depende de la capacidad del embrión en degradar la membrana basal 

del epitelio uterino e invadir el estroma uterino (Staun-Ram, et al., 2004). Este 

trabajo provee datos de la participación del estrés oxidante en la implantación 

embrionaria de ratón. Para comprender este proceso comenzaremos describiendo 

el desarrollo preimplantacional y posteriormente el desarrollo temprano de los 

linajes extraembrionarios y la placenta.  

 
DESARROLLO PRE-IMPLANTACIONAL: UNA VISIÓN GENERAL 
El periodo del desarrollo pre-implantacional en mamíferos, va desde la fertilización 

hasta la implantación del blastocisto en el útero. Es una etapa en que se forman el 

trofectodermo, el endodermo primitivo y el epiblasto. Estos tres linajes contribuyen 

a tejidos distintos en el desarrollo posterior: el epiblasto dará origen al feto, el 

trofectodermo continuará formando la mayoría de la contribución fetal para la 

placenta, y el endodermo primitivo se convertirá en endodermo parietal y visceral, 

el cual después contribuirán al saco vitelino.  

 

El conocimiento acerca del desarrollo de estos tres linajes durante el periodo de pre-

implantación tiene implicaciones clínicas para el incremento en estrategias de 

reproducción asistida como fertilización in vitro y diagnósticos genéticos 

preimplantacionales, previniendo el alto índice de pérdidas en embarazos 

tempranos en humanos y mejorando la derivación de líneas de células madres o 

estaminales de embriones humanos. Mucho de lo que se sabe acerca del desarrollo 

preimplantacional ha sido de estudios en el ratón, el cual ha sido usado, desde hace 
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40 años, como modelo para el estudio, indicativo de lo que puede ocurrir en el 

desarrollo de  los embriones humanos (Cockburn y Rossant,  2010). 

 

Primero, el huevo es fertilizado y comienzan una serie de divisiones celulares, 

produciendo un incremento de células pequeñas, conocidas como blastómeras, sin 

ningún cambio en el tamaño del embrión. Como en otros tipos de organismos, la 

síntesis de proteínas en el cigoto de mamífero inicialmente se basa en un depósito 

de mRNA maternos (Bacharova, 1985). La transcripción de los mRNA del genoma 

del cigoto comienza durante las primeras divisiones, a esta transición de la 

transcripción materna a embrionaria se le conoce como activación del genoma 

embrionario. Esta activación se lleva a cabo de forma temprana en el ratón, al final 

del estadío (E) de 1-2 células, y en humanos ocurre más tarde en el estadío de 4-8 

células. Las divisiones celulares producen un embrión de 8 células que 

subsecuentemente experimenta un incremento de adhesión intercelular, conocida 

como compactación, causando que todas las células adopten una morfología 

menos redondeada. Este proceso de compactación es esencial para los eventos 

morfogenéticos posteriores y para la segregación de los tres linajes embrionarios. 

En el ratón la compactación es asociada con la formación de uniones adherentes 

mediadas por la cadherina E u ovomorulina (Vestweber, et al., 1987), y 

posteriormente por uniones estrechas entre células. Las blastomeras no muestran 

ninguna señal de polaridad intracelular hasta la compactación pero con el 

incremento de la adhesión celular en esta etapa, todas las células rápidamente se 

polarizan en un eje perpendicular a la célula, y se forman regiones, en contacto con 

el exterior (apical) y con el interior (basolateral). Aunque el cómo se inicia el proceso 

de compactación y polaridad celular permanecen inciertos. Una vez que el embrión 

de 8 células se ha compactado y polarizado, vienen otras dos divisiones, y crece de 

16 a 32 células. Del estadío de 32 células en adelante, hay dos poblaciones 

celulares que tienen distintos destinos: las células en el exterior del embrión 

contribuyen al linaje del trofectodermo (TE), mientras que las células internas 

contribuyen a la masa celular interna (MCI), en ésta última se forman los linajes de 

epiblasto y endodermo primitivo. La formación del blastocele comienza en el estadio 
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de 32 células, las células de afuera del embrión se convierten en el linaje del TE 

(Dyce, et al., 1987; Pedersen, et al., 1986), un fluido llena la cavidad conocida como 

blastocele, cuya presencia es esencial para el desarrollo de la MCI (Pedersen, et 

al., 1986). Durante la formación del blastocele el agua puede entrar al embrión por 

un gradiente osmótico, como un resultado de Na+/K+ ATPasa que produce la 

acumulación de Na+ en el lado basolateral del TE, una hora después de la 

compactación, y continua durante otro día entero. Con la formación del blastocele 

en el E3.5, el embrión es ahora considerado blastocisto, este continúa madurando 

durante 24 horas y está listo para implantarse en la pared uterina por el E4.5. 

Aunque no ha sido estudiado extensivamente la formación del blastocele en 

embriones humanos parece formarse aproximadamente en el E4.5 (Edwars, et al., 

1981).  

 
 
DESARROLLO TEMPRANO DE LOS LINAJES EXTRAEMBRIONARIOS  
Los primeros linajes en diferenciarse en el embrión de mamífero son el 

trofectodermo (TE) y el endodermo primitivo, los cuales se diferencian en el 

blastocisto. Estudios experimentales en el ratón han mostrado que estos linajes 

celulares tempranos dan origen a componentes de las membranas 

extraembrionarias que son usados para asegurar la supervivencia del embrión de 

mamífero en el ambiente uterino, pero no contribuyen a la formación del feto. Existe 

un gran interés en comprender la regulación del desarrollo de estos tejidos; ya que 

sus funciones han sido esenciales para el establecimiento de la viviparidad en 

mamíferos (Rossant y Cross, 2001). La disrupción en el desarrollo y diferenciación 

de estos linajes puede subrayar una variedad de problemas en el embarazo 

humano, incluyendo crecimiento retardado intrauterino y preeclampsia. La evidencia 

es acumulativa ya que en el desarrollo temprano, estos linajes extraembrionarios no 

solo tiene un papel secundario en el embrión, sino que juegan un rol activo en 

proveer señales de información para los linajes embrionarios y promover el patrón 

correcto y la diferenciación del embrión (Rossant, 2016). Comprender la regulación 
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de la formación, mantenimiento y función de estos linajes es por lo tanto una parte 

importante del entendimiento del desarrollo del embrión de mamífero  

 

El desarrollo del blastocisto de ratón implica la generación del epitelio polarizado del 

TE, el cual inyecta fluido para formar el blastocele interno. En un extremo de la 

cavidad del blastocele está un grupo no polarizado de células llamada masa celular 

interna (MCI). Como se mencionó anteriormente, la formación del blastocele 

comienza alrededor del día 3 del desarrollo en la mórula tardía de 32 células, 

inicialmente por la acumulación de vesículas llenas de fluido intracelular que 

después se fusionan para formar el blastocele intercelular. El fluido del blastocele 

se mantiene por un transporte activo de iones de Na+ vía un transportador Na+/K+ 

localizado en el lado basal de la capa del TE (MacPhee, et al., 2000). Inicialmente 

todas las células del TE son aparentemente similares, pero antes de que el embrión 

se implante en el útero, las células del TE lejos de la MCI (TE mural), cesan la 

división celular pero continúan la replicación del ADN para comenzar el proceso de 

la formación de células gigantes del trofoblasto (CGT) primarias (Gardner y Davies, 

1993). Las células del TE en contacto con la MCI continúan proliferando para formar 

el TE polar. Inicialmente, en el E3.5 de blastocisto, la superficie del blastocele de la 

MCI está cubierta por protrusiones, desde las células del TE hasta el margen de la 

MCI (Fleming, et al., 1984). Estas protrusiones se desvanecen cuando las células 

superficiales de la MCI son reconociblemente distintas del resto de la MCI para 

formar el endodermo primitivo. 
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Figura 2. Relaciones del linaje en el embrión temprano de ratón. Representación de los 
principales derivados del trofectodermo y del endodermo primitivo en etapa de post-
implantación temprana. TE: trofectodermo; MCI: masa celular interna; CEP: Cono 
ectoplacental; EEx: Endodermo extraembrionario; EnP: Endodermo parietal; EnV: 
Endodermo visceral; CGT: Células gigantes de trofoblasto; Ec: Ectodermo; EnDE: 
Endodermo definitivo emergente; MeE: Mesodermo emergente; MeEx: Mesodermo 
extraembrionario; Me: Mesodermo; EnD: Endodermo definitivo. Modificado de Rossant, 
2016. 
 

 

El endodermo primitivo es una capa sencilla de células sobre la superficie de la MCI 

distinguible por una variedad de marcadores ultraestructurales y moleculares. Entre 

el día 3.5 y 4.5 la zona pelúcida alrededor del blastocisto se pierde y el embrión 

comienza a experimentar crecimiento neto. El endodermo primitivo se expande 

lateralmente y comienza a migrar sobre la superficie del TE mural para formar el 

endodermo parietal (EnP). Éste, en el momento en el que el embrión se implanta en 

el útero, cerca del día 4.5 de gestación, ha formado tres distintos tipos celulares y 
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además la diferenciación ha comenzado en ambos linajes, en el trofoblasto y en el 

endodermo primitivo (Rossant y Tam, 2002; Cockburn y Rossant, 2010). 

 

Entre el E4.5 y E6, además del crecimiento y diferenciación de los linajes 

extraembrionarios, ocurre la gastrulación en el embrión. El TE polar del blastocisto 

prolifera y empuja a la MCI dentro del blastocele para formar el también llamado 

estadío del desarrollo del cilindro huevo (Copp, 1979). La proliferación diploide del 

trofoblasto en aposición al epiblasto del embrión es llamado el ectodermo 

extraembrionario (EEx) y el trofoblasto más lejano forma el cono ectoplacental 

(CEP) que sobresale dentro de la cavidad uterina. Las células del trofoblasto del 

borde del CEP detienen la división pero endoreduplican su ADN para formar las 

CGT secundarias que migran alrededor del conceptus entero y es la capa que está 

en contacto directo con el tejido uterino. El EnP se alinea a la capa de CGT para 

formar el saco vitelino parietal, mientras que el endodermo primitivo que está sobre 

el cilindro del huevo forma el endodermo visceral (EnV). Estos dos tipos celulares 

son distintos en morfología, las células del EnP son pequeñas, en forma de eje y 

migran activamente sobre la superficie del saco vitelino parietal (Cockroft, 1986), 

secretando matriz extracelular (MEC), mientras que las células del EnV forman una 

capa epitelial columnar en la superficie del cilindro huevo. 

 

Los derivados exactos de la MCI y del TE en el E3.5 de blastocisto fueron revelados 

por experimentos de reconstitución del blastocisto, en los cuales la MCI es escindida 

de un blastocisto, creando una vesícula de TE dentro de la cual un donador 

genéticamente distinto de MCI fue inyectado (Gardner, et al., 1973). Se encontró 

que el TE da origen al EEx, CEP y CGT primarias y secundarias, después de la 

implantación, mientras que la MCI contribuye para todos los otros linajes 

extraembrionarios y al embrión en sí (Figura 2). La división de la MCI en ectodermo 

primitivo o epiblasto y endodermo primitivo en el E4.5 marca el origen de solamente 

otro linaje extraembrionario. 
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La implantación ocurre por la adhesión de las células del TE mural al epitelio uterino 

y subsecuentemente, en los roedores, por el desplazamiento de las células  

epiteliales que es absolutamente dependiente del correcto funcionamiento del 

trofoblasto. La MCI aislada no pude implantarse en el útero y diversas mutaciones 

en ratón que afectan el desarrollo del trofoblasto causan muerte embrionaria por 

interferir con el proceso de implantación (Rossant y Cross, 2001). 

 

La sincronización e invasividad de la implantación del blastocisto de mamífero varía 

en las diferentes especies, desde la relativamente temprana y profunda vista en 

ratones y humanos hasta la muy tardía y superficial característica de cerdos, vacas 

y caballos. Pero incluso entre ratón y humano, existen diferencias. En el ratón el 

sitio de implantación es rodeado por una rápida expansión del estroma uterino, la 

decidua, pero las células del TE por sí solas no invaden el estroma. Más bien el TE 

que esta sobre la MCI prolifera en respuesta al factor de crecimiento de fibroblastos 

(FGF) para formar la estructura sólida del ectodermo extraembrionario (EEx), las 

células madre para la placenta tardía (figura 3a). En humanos, el TE temprano del 

blastocisto es altamente invasivo, y de él se forma el citotrofoblasto y el 

sinciciotrofoblasto, en este último solo se dividen los núcleos sin división 

citoplásmica, más tarde algunas células de trofoblasto en la vellosidad coriónica  

pueden actuar como células madre para continuar el desarrollo de la placenta (figura 

3b). La importancia relativa del saco vitelino en ratón y humanos puede también 

jugar un papel en apariencia diferente en la regulación del endodermo primitivo 

versus formación del epiblasto. En el ratón, el saco vitelino visceral juega un papel 

crucial como el principal intercambio entre el feto y la madre antes de que la placenta 

sea establecida. En humanos, los pocos datos sugieren que el saco vitelino es más 

bien vestigial y que el trofoblasto temprano invasivo juega un papel fuertemente 

nutritivo (Rossant, 2015).  
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Figura 3. Relaciones del linaje en el embrión temprano. Representación de los principales 
derivados del trofectodermo y del endodermo primitivo en etapa de post-implantación 
temprana. TE: trofectodermo; CEP: Cono ectoplacental; EEx: Endodermo extraembrionario; 
EnP: Endodermo parietal; EnV: Endodermo visceral; CGT: Células gigantes de trofoblasto; 
SV: saco vitelino. Modificado de Rossant, 2015. 
 
 
Desarrollo de membranas extraembrionarias 
Diferente a la organización del plan general del cuerpo, el cual es altamente 

conservado en mamíferos, los aspectos estructurales y papeles relativos de las 

diferentes membranas extraembrionarias varían considerablemente entre los 

mamíferos. En roedores el saco vitelino rodea el feto entero como la principal 

membrana extraembrionaria del conceptus. Es la única estructura de intercambio 

hasta la maduración de la placenta coriónica y persiste como la capa principal de 

intercambio y protección tardía en el embarazo. En otros mamíferos, el papel del 

saco vitelino en la placenta varía. Los marsupiales solo utilizan la placenta del saco 

vitelino, mientras que en humanos y rumiantes, el saco vitelino no rodea el feto, 
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perdura por solo unas pocas semanas y es vestigial en términos de función de 

intercambio. Sin embargo, permanece como el sitio inicial de la hematopoyesis 

embrionaria. El amnios es la membrana de protección principal del feto en primates, 

encerrando al feto desde estadíos tempranos. En roedores, el proceso de 

recubrimiento embrionario resulta en el encierre de ambos, el feto y el amnios dentro 

del saco vitelino visceral, donde el amnios es de importancia auxiliar. Consistente 

con estos resultados, existen estudios donde en ratones no mutantes hubo muerte 

embrionaria como resultado de defectos en la función del amnios (más que 

formación; Rossant y Tam, 2002). 

 

Clasificación de placentas 

La placenta es al menos superficialmente distinta en las diferentes especies. La 

placenta puede ser clasificada por su estructura y por el número de capas celulares 

entre los sistemas sanguíneos fetales y maternos. Estructuralmente, las placentas 

de los roedores y humanos se clasifican como discoidales, en las cuales la placenta 

forma una discreta unidad de adhesión y asociación con el útero. La placenta 

humana consiste en diversas unidades discoidales llamadas cotiledones, aunque 

están agrupados juntos. La placenta cotiledónea se encuentra en rumiantes y 

consiste en múltiples y dispersos sitios de adhesión de cotiledones placentales al 

endometrio uterino. Algunas otras especies como perros y gatos, tienen una 

placenta zonaria, en la cual la unión placental se da sobre una banda circular 

ecuatorial abarcando el conceptus entero. Finalmente en especies como el cerdo, 

caballo y ballena, la placenta es difusa y la unión es distribuida sobre la mayoría de 

la superficie del útero (Rossant y Tam, 2002).  

 

La segunda clasificación se relaciona con las estructuras celulares y la degradación 

en donde las células del trofoblasto invaden y erosionan los tejidos maternos 

(Rossant y Cross, 2001). Pueden haber hasta seis capas celulares entre la sangre 

fetal y materna, según los siguientes tipos: 
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1) Placenta epiteliocorial: se encuentra en rumiantes, cerdos, caballos. Ninguna 

capa celular se pierde y el epitelio uterino es la capa maternal en contacto con el 

trofoblasto fetal. 

2) Placenta endoteliocorial: se encuentra en carnívoros. El epitelio uterino se 

degrada, así que las células endoteliales maternas y fetales están separadas solo 

por las capas de trofoblasto. 

3) Placenta hemocorial: se encuentra en humanos y roedores. Existe una 

completa perdida del epitelio uterino y degradación de células endoteliales de los 

capilares maternos, los cuales directamente bañan la superficie del trofoblasto fetal. 

 

Desarrollo de la placenta en ratón 
Como producto del desarrollo, el ectodermo extraembrionario se expande para 

formar el epitelio coriónico, el cual está alineado por una delgada capa de células 

mesoteliales producidas como el resultado de la formación de los pliegues 

amnióticos. El alantoides crece fuera desde la parte final posterior del embrión y 

hace contacto con el corion en el E8.5. En ratones, un evento llamado fusión 

corioalantoidea, sin embargo, no se produce una fusión celular real. En cuestión de 

horas de adhesión alantoidea, aparecen pliegues en la placa coriónica próxima a 

los vasos sanguíneos feto-placentales que crecen a partir del alantoides para 

generar los componentes fetales de la red vascular placentaria. El trofoblasto, con 

su asociación a vasos sanguíneos fetales, se somete a una extensiva ramificación 

de vellosidades para crear una estructura densamente compactada llamada el 

laberinto. Coincide con el comienzo de las ramificaciones morfogenéticas, las 

células del trofoblasto coriónicas comienzan a diferenciarse en tres capas de células 

del trofoblasto del laberinto. En ratones, hay dos capas de células del 

sinciciotrofoblasto que están directamente en aposición a las células endoteliales 

de los vasos sanguíneos derivados del feto. Estas células son multinucleadas y 

están formadas por fusión de células precursoras post-mitóticas. Además, un tipo 

celular mononuclear permanece afuera de la capa del sincicio, sin embargo, su 

origen y funciones se desconocen (Rossant y Tam 2002; Rossant, 2015). 
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Mientras el laberinto es desarrollado, este está apoyado estructuralmente por la 

formación del espongiotrofoblasto, el cual forma una capa compacta de células no-

sinciciales entre el laberinto y las células gigantes externas. A pesar de que el 

análisis directo del linaje no ha sido estudiado, se ha asumido, basándose 

principalmente en estudios histológicos y con marcadores de expresión genética, 

que el espongiotrofoblasto deriva de células del cono ectoplacentario de estadíos 

tempranos. La sangre materna se suministra a través del espongiotrofoblasto por 

medio de unos senos arteriales centrales y largos, en los cuales las células 

endoteliales maternas fueron erosionadas y remplazadas por células del trofoblasto. 

La sangre materna eventualmente entra  dentro del tortuoso y pequeño espacio del 

laberinto en el cual directamente baña las vellosidades trofoblasticas fetales, 

asegurando así el fácil intercambio de materiales entre los dos sistemas 

sanguíneos. El intercambio en el área del laberinto está establecido en el principio 

actual, donde los pequeños canales de sangre materna cursan en la dirección 

opuesta al flujo capilar sanguíneo en la circulación feto-placental.  

 

La placenta se encarga de muchas funciones más allá del simple intercambio entre 

el ambiente materno y fetal. Por ejemplo las células gigantes del trofoblasto y del 

espongiotrofoblasto producen muchas moléculas, incluyendo hormonas como el 

lactógeno placentario y factores de remodelación como  metaloproteinasas de 

matriz extracelular (MMPs) (Teesalu, et al., 1999) y el activador del plasminógeno 

de tipo urokinasa (uPA) (Teesalu, et al., 1998). La placenta de ratón es así una cama 

altamente fina con un soporte celular que involucra aspectos estructurales y 

funcionales del intercambio materno-fetal. 

 
Aspectos comparativos entre la placenta de humano y ratón 
Comparaciones cercanas de los tipos celulares de placentas, sus funciones y los 

tipos de genes y proteínas que ellas expresan, revela que existen considerables 

similitudes en las vías de regulación que que se conservan evolutivamente. Una 

comparación de placentas humanas y de ratón es particularmente importante, ya 

que se espera que la información generada del control molecular del desarrollo de 
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la placenta de ratón sea aplicable para los humanos (figura 4). La capa externa de 

la placenta de roedores está compuesta de células gigantes del trofoblasto (CGT) 

que regulan la implantación e invasión dentro del útero. Este último comportamiento 

es similar por lo tanto a las células invasivas del citotrofoblasto extravelloso (CTE) 

en humanos. Las CGT de ratón son menos invasivas in vivo que las células del 

CTE, las cuales pueden migrar distancias considerables dentro de la pared uterina. 

Sin embargo, las moléculas que están implicadas en la invasión celular en humanos 

están también expresadas en las CGT (Cross, et al., 1994). Uno de los rasgos más 

llamativos de las CGT es que son poliploides (Zybina y Zybina, 1996), debido a la 

repetida replicación del ADN en la ausencia de mitosis (endoreduplicación) 

(MacAuley, et al., 1998). Las células del CTE humano también son poliploides, 

aunque en menor medida (Berezowsky, et al., 1995). La función de la capa media 

de la placenta de ratón, las células del espongiotrofoblasto se desconoce. Sin 

embargo al menos parte de las células del espongiotrofoblasto (y particularmente 

su precursor, el cono ectoplacentario pueden diferenciarse en células gigantes, 

análogas a las células de las columnas celulares de citotrofoblasto en las 

vellosidades de anclaje de la placenta humana. La capa del laberinto de la placenta 

es completamente análoga en función a las vellosidades coriónicas flotantes en la 

placenta humana, ellas proveen grandes áreas de superficie para nutrientes e 

intercambio gaseoso. En ambas placentas de humanos y roedores, las vellosidades 

están cubiertas por sincitiotrofoblasto que está en contacto directo con la sangre 

materna. Como se describió anteriormente existen similitudes y diferencias entre el 

modelo de ratón y humano (Rossant y Cross, 2001; Rossant, 2015). 

 
Desarrollo de la placenta y complicaciones en el embarazo  
Una de las esperanzas para los estudios en ratones es que se podrá obtener 

información de las bases moleculares de enfermedades que aumentan los defectos 

en la placenta durante el desarrollo intrauterino. Estas enfermedades incluyen 

“aborto” (perdida en los primeros dos meses de gestación), algunos tipos de 

restricción de crecimiento intrauterino (RCIU) y preeclamsia. Con la comparación 

entre las placentas humanas y de ratón, es posible encontrar las moléculas 
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reguladoras que participan en las placentas de ratón y que están expresados y son 

funcionales en los tipos celulares análogos en humanos. Diversos genes que son 

necesarios para el desarrollo de la placenta en ratón, han sido encontrados y se 

expresan en los humanos (Rossant, 2016). 

 

 
Figura 4. Anatomía comparativa de las placentas de ratón y humano. a) Estructura de la 
placenta de ratón. b) Estructura de la placenta humana. Estructuras derivadas de trofoblasto 
(azul) y tejidos derivados de mesodermo (naranja). CGT: Células gigantes de trofoblasto. 
SCT: Sinciciotrofoblasto. CT: citotrofoblasto. CTE: citotrofoblasto extravelloso. Modificado 
de Rossant y Cross, 2001. 
  

 

Uno de los principios importantes que surge de los estudios es que distintas vías 

controlan diferentes aspectos del desarrollo de la placenta. Aunque en los abortos, 

algunos tipos de restricción de crecimiento intrauterino (RCIU) y preeclamsia son 

considerados como parte de un espectro, la evidencia sugiere que hay distintas 

patologías afectando diferentes componentes de la placenta. En el aborto y casos 
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severos de RCIU, en donde la placenta se caracteriza por una reducción en la 

ramificación de las vellosidades coriónicas y en la vasculatura fundamental. 

Mientras que la preeclamsia está asociada con defectos de la 

diferenciación/invasión  de las células del citotrofoblasto extravelloso, aunque la 

complejidad de esta enfermedad hace difícil la asignación del defecto primario 

(Cross, 1996).  

 

La diferenciación y la capacidad invasiva de las células del trofoblasto están 

altamente controladas espacial y temporalmente para establecer la placentación 

propiamente. Defectos en  la invasión del trofoblasto están asociados con diversas 

complicaciones durante el embarazo, afectando a ambos a la madre y al feto. La 

reducción en la invasión del trofoblasto y el fallo de la remodelación de arterias 

espirales maternas se observa en las complicaciones de embarazos con pre-

eclamsia y/o crecimiento con restricción intrauterina. Una excesiva invasión de 

trofoblasto deja a la placenta acreta y percreta, la cual es la principal causa de una 

hemorragia masiva postparto y muerte maternal.  

 

Así, el comprender el mecanismo que controla la invasión del trofoblasto es esencial 

para definir las modalidades de estos desordenes. La biología de la diferenciación 

e invasión, los factores que gobiernan este proceso y las vías de señalización que 

operan para regular la invasión han sido extensamente revisadas. Como se 

mencionó anteriormente, la DMG está asociada con un cambio en el metabolismo 

de la glucosa, el cual afecta a la implantación del embrión. El efecto de la 

concentración de glucosa local en la invasión del trofoblasto no ha sido comprendida 

(Belkacemi, et al., 2005). El establecimiento del embarazo en mamíferos depende 

en parte de la secreción de proteínas específicas del embrión temprano (Wang, et 

al., 2003).  En este trabajo nos enfocaremos en la participación del estrés oxidante 

en acción de altas concentraciones de glucosa sobre la expresión de proteasas que 

participan durante la invasión del trofoblasto, en blastocistos de ratón en cultivo.  
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ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA DURANTE LA INVASIÓN DEL TROFOBLASTO 
Metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs)    
Las MMPs son un grupo de proteinasas extracelulares y de membrana, que juntas 

son capaces de degradar todas las proteínas de la MEC, y a otras proteínas como: 

otras proteinasas, inhibidores de proteinasas, factores de crecimiento, receptores 

de superficie celular y moléculas de adhesión (Nagase, et al., 2006). La familia de 

las MMPs se compone de 24 enzimas que se agrupan en seis subgrupos de 

acuerdo en la especificidad por el sustrato y por los dominios que las constituyen 

(Wieczorek, et al., 2012). Los dominios generales son el prodominio N-terminal con 

una cisteína conservada, el dominio catalítico que contiene el sitio activo que une 

Zn2+, la región bisagra, y el dominio C-terminal tipo hemopexina. Algunas de las 

MMPs tienen dominios adicionales, mientras que otras carecen de uno o más 

dominios. La expresión y actividad de las MMPs están controlada específicamente 

en varios niveles, en su síntesis y secreción, durante la activación de proenzimas, 

por inhibidores, por su ubicación en el tejido o por degradación (Ra y Parks, 2007). 

 

La regulación transcripcional de las MMPs ocurre a través de varios elementos cis 

en las regiones promotoras de los genes que las codifican (Yan y Boyd, 2007). Esto 

permite que las diferentes MMPs sean reguladas por diversos trans-activadores y 

por lo tanto pueden ser reguladas específicamente dependiendo del tipo celular. 

Entre los elementos cis que se encuentran en los distintos promotores de las MMPs 

son la caja TATA y sitios de unión para  AP-1, para miembros de la familia Ets, Sp-

1 y NF-κβ. La mayoría de las MMPs se sintetizan y se transportan a la MEC como 

proenzimas inactivas. Estas proenzimas pueden ser activadas por otras 

proteinasas, a veces unidas a la membrana celular, mientras que otras pueden ser 

activadas intracelularmente. La actividad enzimática de las diferentes MMPs es 

también regulada por proteínas circulantes y proteínas de la MEC. Entre estas 

proteínas están los inhibidores tisulares específicos de las MMPs (TIMPs).  
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La expresión de MMPs puede ser fuertemente inducida por una gran variedad de 

citocinas y factores de crecimiento incluyendo interleucinas, interferones, factor de 

crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF), 

factor de crecimiento hepático (HGF), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) y  

factor de crecimiento transformante beta (TGF-β) (Yan y Boyd, 2007). 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 lo que el estrés 

oxidante puede regular su transcripción y actividad (Uemura, et al., 2001).  

 

La implantación del embrión en el endometrio uterino es altamente regulada por 

eventos que son críticos para el establecimiento del embarazo. Una exitosa 

implantación embrionaria depende del desarrollo sincronizado de ambas, la 

capacidad invasiva del embrión y la receptividad del endometrio. Este proceso es 

acompañado por la degradación extensiva y remodelación de la MEC. Diversos 

sistemas enzimáticos, incluyendo el sistema de activación del plasminógeno y el de 

las MMPs, son responsables de la degradación de la MEC. Recientes estudios han 

implicado a las MMPs particularmente a la MMP-9 como la principal enzima en la 

remodelación de la MEC durante la implantación en el ratón. La actividad de  las 

MMPs está altamente controlada por sus inhibidores endógenos (TIMPs). El 

elaborado balance entre la actividad de las MMPs y su inhibición por TIMPs es 

importante para la regulación de la implantación embrionaria (Zhang, et al., 2004). 

 

Similar a otros procesos los cuales requieren de migración e invasión tisular, 

ncluyendo la progresión del cáncer, angiogénesis o desarrollo embrionario, la 

invasión del trofoblasto en el estroma decidual está acompañada por la regulación 

de enzimas proteolíticas. Estas incluyen a las MMPs, catepsinas y el activador de 

plasminógeno tipo urokinasa (uPA). Entre estas, MMP-2 y -9 representan las 

proteasas mejor caracterizadas en el contexto de la invasión del trofoblasto. Ambas 

son expresadas y secretadas por cultivos de trofoblasto (Librach, et al., 1991) y la 

adición de los TIMPs o anticuerpos específicos bloqueadores de su función 

disminuyen la invasión del trofoblasto in vitro (Isaka, et al., 2003). 
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Además, factores que incluso promueven o inhiben la invasión del trofoblasto han 

sido asociados con efectos reguladores de la actividad de MMP-2 y/o -9. Por 

ejemplo, el EGF que regula la inducción de la invasión del trofoblasto al  incrementar 

la expresión y actividad de ambas MMP-2 y -9 (Biadasiewicz,  et al., 2011) mientras 

el efecto anti-invasivo del TGF-β en el trofoblasto es acompañada por la inducción 

de la secreción de TIMP2. A pesar de esto, recientes estudios sugieren que la 

deficiencia de MMP-9 en ratones mimetiza un fenotipo de preeclamsia asociado a 

la perjudicación de la diferenciación del trofoblasto e invasión (Plaks, et al., 2013). 

Otros miembros de la familia de las MMPs se han encontrado expresados en el 

trofoblasto incluyendo MMP-3, -7 o -12; esta última fue recientemente descrita por 

ejecutar elastólisis durante la remodelación de la arteria espiral uterina (Harris, et 

al., 2010). Además uPA y su receptor, uPAR, se cree que juegan un papel crucial 

en la movilidad del trofoblasto. Por ejemplo, el TNF- regula la supresión de la 

movilidad del trofoblasto controlada por el incremento en la regulación del inhibidor 

de uPA, el inhibidor del activador de plasminógeno tipo 1 (PAI-1) (Bauer, et al., 

2004). Interesantemente, uPA puede también ejecutar una función pro-migratoria 

en el trofoblasto independiente de su actividad proteolítica (Liu, et al., 2003). Datos 

recientes indican que sorprendentemente solo un pequeño número de miembros de 

MMPs son indispensables para el movimiento celular en un ambiente que requiere 

la proteólisis de la MEC. Mientras que los movimientos de fibroblastos y tumores 

celulares en explantes de piel o matrices artificiales dependen de la actividad de la 

MMP de membrana tipo 1 (MMP-MT-1), la delecion de MMP-2, -3, -8, -9 y -13 no 

afecta la capacidad móvil de estas células. Además, hay evidencia sólida de la 

degradación proteolítica de la MEC en la invasión de células de cáncer (Wolf y 

Friedl, 2011).  

 

Otros estudios reportan que las proteasas también tienen propiedades 

antitumorigenicas, en ensayos clínicos usando inhibidores globales de 

metaloproteinasas o inhibidoes del plasminógeno en tratamientos contra el cáncer 

(Lopez-Otin y Matrisian, 2007). Consecuentemente, ahora es reconocido que la 

actividad proteolítica durante cualquier tipo de proceso invasivo, tiene más sustratos 
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alternativos que componentes de la MEC (Egeblad y Werb, 2002). Estos 

descubrimientos han aumentado los esfuerzos para identificar nuevos sistemas de 

proteasas y funciones que controlen la movilidad celular así como procesos 

relacionados incluyendo: proliferación, angiogénesis, autofagia, adhesión o 

diferenciación (Wolf y Friedl, 2011).   

 

Como se mencionó anteriormente, en el embarazo, el cigoto comienza a dividirse y 

alcanza la cavidad uterina al cuarto día después de la fertilización. La invasión del 

endometrio por el trofoblasto se observa para el quinto o sexto día de desarrollo 

(Isaka, 2003). El establecimiento del embarazo en mamíferos depende en parte de 

la secreción de proteínas específicas del embrión temprano. Diversos estudios 

indican que MMPs y activadores del plasminógeno son las principales moléculas 

que participan en la implantación embrionaria y desarrollo (Wang, et al., 2003), por 

lo que conocer su regulación es altamente importante para el desarrollo 

embrionario.  

 

Sistema de activación del plasminógeno 
La plasmina es una serina-proteasa que a nivel fisiológico participa en procesos 

tales como remodelación tisular, remoción de coágulos sanguíneos y procesos 

invasivos de implantación 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 y Ploplis, 2005). 

El zimógeno es activado por los activadores del plasminógeno tipo tisular (tPA) y 

uroquinasa (uPA), y algunas otras enzimas. El corte de la cadena lineal del 

plasminógeno provoca un cambio conformacional del sitio catalítico, que le confiere 

actividad enzimática sobre su substrato. La plasmina degrada algunos 

componentes de la matriz extracelular, como laminina, fibrina y fibronectina, pero 

también participa directa o indirectamente en la cascada proteolítica que activa a 

las MMPs y estas últimas son capaces de degradar prácticamente a todos los 

componentes de la MEC (figura 5). 
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Los activadores del plasminógeno, tanto el tPA como el uPA, pertenecen a la familia 

de las serina proteasas. El tPA participa principalmente en el sistema fibrinolítico. 

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., 2002). 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., 1990). 

  

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., 1994). En embriones peri-

implantacionales de ratón y humano se secreta una gran cantidad de uPA, por parte 

del trofectodermo, debido a su carácter altamente invasivo (Aflalo, et al., 2004 y 

Coulam, et al., 2006). 

  

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

activadores del plasminógeno tipo 1 y 2 (PAI-1 y PAI-2), 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).  
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PAI-1 juega un papel muy importante en varias funciones 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 de proteasa de uPA, por lo tanto no transforma el plasminógeno en 

plasmina y se inhibe la degradación de MEC (figura 5). Así PAI-1 es importante ya 

que inhibe la degradación de la MEC mediada por plasmina, además de estar 

involucrada en un gran número de patologías como son diabetes tipo 2 y cáncer 

(Libby, 2000; Hayden, et al., 2005).  

 

Durante la implantación embrionaria el trofoblasto produce uPA 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 (Castillo-

Trápala, 2007). 

 

 
 Figura 5. Degradación de la MEC regulada por el sistema plasminógeno/plasmina 

 
Regulación de MMPs y PAs por EROs 
El papel de EROs en la regulación de MMPs y uPA se ha reportado recientemente. 

EROs aumentan la expresión y actividad de MMP-9 en diferentes tipos celulares 

como en células de piel humana (Han, et al., 2001) y del epitelio corneal (Gordon, 

et al., 2009). La sobre-expresión de la superóxido dismutasa (SOD) mitocondrial en 
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células de fibrosarcoma incrementa los niveles de MMP-1 y la inyección in vivo de 

éstas células provocan metástasis pulmonar (Connor, et al., 2007). En un estudio 

más reciente Nelson, et al., (2006) demostraron que la expresión de MMP-1 puede 

ser dependiente del estado redox con la participación de las MAPK, interviniendo 

dos de ellas, la cinasa regulada por señales extracelulares (ERK) y la cinasa Janus 

(JNK). El H2O2 puede inactivar fosfatasas importantes para la vía de señalización 

de MAPK (Reth, 2002; Stone y Yang, 2006) involucradas en la expresión de MMPs 

y TIMPs (Nelson y Melendez, 2004; Wu, 2006; Yan y Boyd, 2007). Se ha reportado 

que TNF-α inicia la cascada de señalización activando la cinasa del inhibidor de 

NFkB o Iκβ y MAPK principalmente, y regulando la activación de los factores de 

transcripción AP-1 y NF-κβ (MacEwan, 2002; Bradley y Pober, 2001).  

 

La hiperglucemia a través de la producción de EROs puede afectar la actividad de 

las MMPs en diferentes tipos celulares (Nagasse y Woessenr, 1999). En ocasiones 

las concentraciones altas de glucosa provocan una reducción en las actividades de 

las MMPs (Gharagozlian, et al., 2006), sin embargo en células endoteliales altas 

concentraciones de glucosa (25 mM) inducen la expresión y actividad de MMP-9 

(Death, et al., 2003). Mientras que no afectan la secreción de MMP-9 en células de 

trofoblasto humano (Belkacemi, et al., 2005). 

 

Como se mencionó anteriormente, entre las proteinasas más estudiadas en el 

proceso de invasión embrionaria se encuentran las gelatinasas MMP-2 y MMP-9 

(Elliot, et al., 2001; Rioux y Castonguay, 2000; Kniss, et al., 2001). La MMP-9 

incrementa en un mecanismo mediado por MAPK en diferentes tipos celulares 

(Holvoet, et al., 2003; Moon, et al., 2004; Wiehler, et al., 2004). Lin, et al., (2008) 

sugieren que MAPK involucra TNF-α al inducir la secreción de proMMP-9 y que la 

expresión es dependiente del tipo celular. MMP-9, ha sido desde hace mucho 

tiempo reconocida como una de las enzimas principales en la degradación 

proteolítica de la MEC durante la implantación embrionaria (Bjorklund y Koivunen, 

2005). Debido a que la invasión del trofoblasto durante la gestación es similar a la 
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invasión de células tumorales (Isaka,  et al., 2003), existen diversos estudios donde 

han encontrado cómo el estrés oxidante participa en su regulación.  

 

Se ha demostrado que un efecto sinérgico de factores de crecimiento es necesario 

para incrementar la expresión genética de MMPs (Tian, et al., 2007). EGF es un 

potente inductor de la expresión y activación de MMP-9, y puede aumentar la 

invasión y motilidad en diferentes tipos celulares (Kondapaka, et al., 1997; Rothhut, 

et al., 2007). TGF-β puede estimular la producción de EROs (Liu, 2008; Koli, et al., 

2008), e inhibidores de NF-κβ inhiben la secreción de MMP-9 y uPA (Park, et al., 

2005). TGF-β también aumenta la expresión de MMP-2 junto con la  invasividad 

(Gloire, et al., 2006, Binker, et al., 2011; Gomes, et al., 2012). NF-κβ es también el 

principal regulador del VEGF y ha sido reportado que la expresión de éste aumenta 

la expresión de MMP-9 y uPA (Yao, et al., 2005; Wu, et al., 2009; Ghosh, et al., 

2012; Lee y Kim, 2012). Por lo que in vivo, usando modelos murinos, se ha 

demostrado que la actividad de NF-κβ es una clave para la progresión de la 

invasión; ya que al usar inhibidores de NF-κβ se suprime la expresión de moléculas 

relacionadas con la invasión como MMP-9, MMP-2 y uPA (Wu, et al., 2009) 

 

NF-κβ además se muestra como una molécula clave en el control de la invasión en 

parte por su acción inductora de MMPs y PAs. La respuesta de NF-κβ puede 

depender de la expresión de sus genes corriente abajo, los cuales pueden ser 

afectados por otras vías de señalización. Las cascadas MAPK/ERK son otra vía 

crucial de señalización en la invasión (Calvisi, et al., 2006; Coleman, 2003). MAPK, 

incluyendo ERK, p38 y JNK participan en la invasión (Berra et al., 1995; 

Schonwasser et al., 1998). MAPK son requeridas para la migración celular y pueden 

ser activadas por EROs mediante una gran variedad de procesos celulares (Kruger 

y Reddy, 2003; Kenmorgant, et al., 2004). Un incremento de los niveles de EROs 

aumenta la actividad de MAPK en la invasión. Se ha reportado que EROs tienen un 

papel central en la activación de ERK (Wu, 2006; Nguyen, et al., 2011). Sin 

embargo, la correlación positiva entre el incremento de la generación de EROs y la 

invasión, los mecanismos por los cuales los antioxidantes actúan para suprimir el 
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desarrollo del cáncer y cómo MAPK son activadas por EROs para desencadenar la 

migración celular, aun no se conocen con profundidad (Lee, et al., 2009).  

 

El estrés oxidante es un potente activador de las MMPs y PAs. EROs puede romper 

el “switch” de cisteína que mantiene en latencia de pro-MMPs, llevando a la 

activación de diferentes MMPs, incluyendo MMP-9 y uPA (Tobar, et al., 2010). Por 

otro lado, el empleo para el tratamiento o prevención de la diabetes, de agentes 

antioxidantes, o que interfieren con la acción de NF-κβ o MAPK puede ser 

potencialmente muy útil en el futuro, el antioxidante N-acetilcisteína (NAC) es uno 

de ellos y reviste especial importancia, no solo por su acción antioxidante, sino por 

interferir con la acción de NF-κβ, además de que reduce la actividad de MMP-9 en 

placenta humana (Lappas, et al., 2011).  
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ANTECEDENTES 
 

En la implantación embrionaria en mamíferos el blastocisto penetra a distintas 

profundidades de la pared uterina mediante un proceso invasivo (Carson, et al., 

2000), en el que participan enzimas proteolíticas que degradan la matriz extracelular 

y que se producen tanto por el blastocisto como por los tejidos uterinos, como las 

MMPs (Martínez-Hernández, et al., 2011; Visse y Nagase, 2003), en especial las 

gelatinasas A (MMP-2) y B (MMP-9), las cuales degradan colágena tipo IV, V, VI y 

X, gelatina (colágena desnaturalizada) y elastina (Björklund y Koivunen, 2005; 

Nagase, et al., 2006). La MMP-9 es expresada en células del trofoblasto primario 

del blastocisto in vivo e in vitro y secretada abundantemente por el blastocisto de 

ratón durante la implantación (Wang, et al., 2003).  
 

Uno de los mecanismos para la regulación de las MMPs, es el sistema de activación 

del plasminógeno. En él, el zimógeno plasminógeno es convertido a su forma activa, 

la plasmina, por los activadores del plasminógeno (uPA y tPA). Por su parte la 

plasmina degrada a la fibrina, activando a diversas MMPs (MMP-3, MMP-9) o 

digiere de manera limitada algunas proteínas de la MEC (Filippov, et al., 2005). 

Diversos estudios indican que MMP-9 y el uPA actúan como reguladores 

importantes de la degradación de la MEC durante la implantación (Martínez-

Hernández, et al., 2011; Whiteside, et al., 2001; Xu, et al., 2001). 

 

La exposición a concentraciones altas de glucosa produce en diferentes tipos 

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

et al., 2006; Ko et al., 2006; Doung Van Huyen, et al., 2007; Lan, 2008), en parte 

por alterar la expresión de las MMPs y uPA (Ha y Lee, 2005; Wolf, et al., 2005). 

Debido al aumento en la producción de EROs o de productos de glicación 

avanzados (AGEs), en parte porque los AGEs  aumentan la expresión de citocinas, 

como TNF-α, TGF-β1 y el factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) (Doung 

Van Huyen, et al., 2007; Kim, et al., 2007; Lan, 2008). La formación de EROs 

inducida por altas concentraciones de glucosa, se ha vinculado a varias rutas 
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metabólicas, entre ellas la ruta del sorbitol, la glicación de proteínas, la 

autooxidación de glucosa y activación de la protein-cinasa C (Robertson, et al., 

2004).  

 

Concentraciones altas de glucosa en el medio modifican la expresión y actividad de 

MMP-9 dependiendo de su concentración y del tipo celular, encontrándose 

resultados contradictorios. Así, concentraciones de glucosa de 12 a 25 mM, 

disminuyeron la actividad de MMP-9 en queratinocitos al incrementar la expresión 

de TIMPs (Lan, 2008), mientras que glucosa 14 mM disminuye su expresión en 

embriones de rata (Doung Van Huyen, et al., 2007), mediante la acción de TGF-β1 

y CTGF. Además, la glucosa (25 mM) no modificó la secreción de MMP9 en células 

endoteliales del cordón umbilical humano (Gharagozlian, et al., 2006), aunque en 

otro estudio la misma concentración de glucosa aumentó la expresión y actividad 

de MMP-9 en células vasculares (Death, et al., 2003). Mientras que 10 mM de 

glucosa no afectó la secreción de MMP-9, uPA y PAI-1 en células de trofoblasto 

humano (Belkacemi, et al., 2005).  

Hemos encontrado que la exposición de los blastocistos de ratón a glucosa en alta 

concentración causa un aumento la conversión de plasminógeno a plasmina por el 

medio condicionado por los embriones y un aumento en el contenido de MMP-9 

unida al embrión (Sánchez-Santos, 2009). 

 
 
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; Bai, et al., 2006; Ko, et al., 2006). La hiperglucemia altera la 

expresión de las MMPs debido a que aumenta el estrés oxidativo e induce la 

formación de AGEs en las proteínas de la MEC promoviendo cambios en su función 

biológica (Ha y Lee, 2005; Wolf, et al., 2005; Bai, et al., 2006). Sin embargo existe 

controversia en cuanto a la activación y/o inhibición de MMP-9 por altas 

concentraciones de glucosa en diferentes tipos celulares. La invasión del epitelio 

uterino por la implantación del blastocisto es promovida por la MMP-9 y cualquier 
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cambio en la concentración de glucosa puede alterar la capacidad invasiva del 

embrión. 

 

RELEVANCIA E IMPACTO DEL PROYECTO EN EL ÁREA DE ESTUDIO 

Son poco conocidos los factores que regulan la expresión de MMP-9 y uPA en el 

trofoblasto durante su diferenciación y adquisición del estado invasivo, además de 

cómo lo anterior, puede ser alterado por diferentes condiciones patológicas que 

generan estrés oxidante, como la diabetes gestacional. Éste proyecto contribuirá a 

entender la acción de la hiperglucemia en el desarrollo temprano del blastocisto de 

mamífero, en especial, de la diferenciación del trofoblasto y adquisición de su estado 

invasivo, esclareciendo la participación de las EROs en dicho proceso. Lo anterior, 

a su vez, contribuirá a entender parte de los mecanismos generales en la regulación 

de expresión y función de proteasas extracelulares, y de su participación en diversas 

enfermedades que alteran la morfostasis de los tejidos (fibrosis, invasividad en 

cáncer, etc.).  

 

HIPÓTESIS 
El estrés oxidante causado por la exposición a concentraciones altas de glucosa (25 

mM) modifica la expresión de MMP-9 y uPA en blastocistos de ratón y aumenta el 

potencial invasivo del trofoblasto derivado de los blastocistos en cultivo.  

 

OBJETIVOS 
Objetivo general:  
Evaluar el efecto del estrés oxidante sobre la extensión del trofoblasto y la expresión 

de MMP-9 y uPA en blastocistos de ratón in vitro. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES: 
Determinar si altas concentraciones de glucosa (25 mM) cambian la producción de 

EROs, la expresión de MMP-9 y uPA y si su acción es evitada por antioxidantes. 

Evaluar si inhibidores de la producción de EROs disminuyen la expresión de MMP-

9 y uPA, con glucosa a altas concentraciones (25 mM).  
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METODOLOGÍA 

 
Animales.  
Para todos los experimentos se utilizaron hembras vírgenes CD-1 que se aparearon 

con machos de la misma cepa. Los ratones fueron proporcionados por el Bioterio 

de la FES Iztacala, UNAM, y se mantuvieron a una temperatura de 22 oC, con un 

fotoperiodo de 12 h luz: 12 h de obscuridad, comida y agua at libitum.     

  

Obtención y cultivo de blastocistos de ratón.   

Los blastocistos fueron colectados al cuarto día de preñez; los cuernos uterinos 

fueron removidos y lavados con medio HAM-F-10 (Sigma), pre-equilibrado a 37ºC. 

Se cultivaron 20 blastocistos por poza, del día 4 al 7 (equivalentes de gestación; 

EG), conteniendo 100 µl del mismo medio con albúmina sérica bovina (BSA) al 

0.1%, penicilina G 100U/ml y estreptomicina 100µg/ml (Armant, 2006; Sherman, 

1978), en placas de 96 pozos, pre-equilibradas por 2 h en la incubadora de CO2 

(37ºC en una atmósfera húmeda y 5% de CO2, Napco). Los embriones fueron 

inspeccionados diariamente. El medio condicionado fue remplazado al día 7 EG con 

medio fresco de tratamiento. Después de dos días de tratamiento (9 EG), los 

embriones fueron colectados y el medio condicionado fue recuperado 

 

Tratamientos 
Los tratamientos duraron 48 h del día 7 al 9 EG. Primero se evaluó la tolerancia a 

la glucosa de los embriones, con tres diferentes concentraciones de glucosa (5.6, 

25 and 40 mM respectivamente) y los respectivos controles osmóticos con glucosa 

5.6 mM mas manitol hasta alcanzar la concentración indicadas. Una vez elegida la 

concentración adecuada de glucosa (25 mM), los embriones fueron cultivados con 

seis tratamientos: tratamiento 1 (T1): glucosa 5.6 mM (control); T2: control osmótico, 

(manitol 19.4 mM); T3: alta glucosa (G, glucosa 25 mM); T4: co-tratamiento con alta 

glucosa más N-acetylcysteina (NAC, 5 mM); T5: co-tratamiento con alta glucosa 

más apocinina (10 µM) y T6: co-tratamiento con alta glucosa más rotenona (0.1 µM). 

Apocinina y rotenona inhiben la generación de EROs por Nox o por la cadena 

trasportadora de electrones, respectivamente. También se utilizaron N-methyl-L-
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arginine (L-NAME) y allopurinol (Sigma Chemical Co) que inhiben respectivamente 

a  óxido nítrico sintasa y xantina oxidasa,  otras fuentes de EROs. 

 

Ensayo de invasión y crecimiento de trofoblasto   
Los embriones fueron colectados y cultivados como se describió antes en 

condiciones no-adherentes (sin suero o proteínas de MEC exógenas), después de 

los tratamientos del día 7 al 9 EG, con el propósito de evaluar la composición de 

estirpes celulares de los embriones y de permitir y evaluar el grado de extensión del 

crecimiento trofoblástico, se adicionó al cultivo del día 9 EG, suero fetal bovino 

(SFB) al 10%. Después de 5, 10 y 24 h de incubación, se tomaron fotografías y se 

midió el área de extensión del trofoblasto usando el software ImageJ 1.62 del NIH. 

Algunos embriones fueron fijados en ácido acético glacial (25 %) y etanol absoluto 

(75 %) por un minuto y teñidos con aceto-orceína (Rafferty, 1970) para una mejor 

medición del crecimiento trofoblástico y del área de los nucleos de las células del 

trofoblasto extendidas usando el mismo programa. La extensión del trofoblasto ha 

sido considerada como una medida de motilidad y capacidad invasiva del trofoblasto 

(González, et al., 2012). Los embriones fueron observados y fotografiados en un 

microscopio invertido de contraste (Olympus CKX41)  

 

Estimación de EROs y mitocondrias.   
Para determinar si altas concentraciones de glucosa incrementan EROs en 

embriones de ratón, se utilizó un ensayo de fluorescencia. La prueba fluorescente 

2’, 7’-dichlorofluoresceina diacetato (DCFDA, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) 

fue usada para monitorear la acumulación intracelular de EROs. Este método se 

basa en la conversión oxidativa de la DCFDA no-fluorescente a la DCF fluorescente 

por H2O2 intracelular. Los embriones fueron transferidos el día 9 EG a cajas de 8 

pozas (LabTek, NUNC, Naperville, IL, USA), posteriormente se midieron las EROs 

según el siguiente procedimiento. Los blastocistos del día 9 EG de los diferentes 

tratamientos se lavaron e incubaron con PBS pre-equilibrado durante 30 min para 

quitar el exceso de rojo fenol del medio de cultivo, después se incubaron por 30 min 

a 37°C con DCFDA 10 µM, posteriormente se lavaron y se fijaron con 
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paraformaldehído al 3% a 4ºC durante  toda la noche, se lavaron con PBS, después 

se agregó una solución 1:1 de PBS-Glicerol y se guardaron a -4ºC hasta su 

observación. Las imágenes se capturaron con un microscopio confocal Zeiss 

Axiovert 100 M, Version 2.3 (software LCM510, lámpara 274748). Se utilizó en una 

longitud de onda de excitación de 488 nm, y emisión de 513 nm, posteriormente se 

evaluó la intensidad de fluorescencia relativa (%) de dichlorofluoresceina (DCF) 

mediante un procesador de imágenes obtenidas del software. 

 

Para investigar si las EROs se producen en la mitocondria, después de aplicar 

DCFDA, se utilizó MitoFluor Red 589 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) un 

colorante fluorescente para mitocondrias. Despuès de que los blastocistos del día 9 

EG se fijaron con paraformaldehído al 3% a 4ºC durante  toda la noche, se lavaron 

con PBS,  fueron incubados con MitoFluor Red 589 50 nM por 15 min, después se 

agregó una solución 1:1 de PBS-Glicerol y se guardaron a -4ºC hasta su 

observación. Las imágenes se capturaron con un microscopio confocal Zeiss 

Axiovert 100 M, Version 2.3 (software LCM510, lámpara 274748). Se utilizó en una 

longitud de onda de excitación de 622 nm.  

 

Análisis de mRNA  
Se utilizó RT-PCR tiempo real  para evaluar el efecto de altas concentraciones de 

glucosa (25 mM) sobre las concentraciones de los mRNA de uPa, Pai-1, Mmp-9 and 

Timp-. El RNA total se aisló con TRIZOL (Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA, 

USA). RNA (1 µg) fue transcrito por 60 min a 37 °C, entonces la transcriptasa 

reversa fue inactivada a 95 °C por 15 min. 1 µL de una dilución 1:20 de la reacción 

de cDNA fue amplificada usandoel equipo de Maxima SYBR Green/ROX qPCR 

Master Mix (Fermentas, Thermo Scientific, Pittsburgh, PA, USA). El análisis de PCR 

del rRNA de 18s fue utilizado como control de RNA, se usaron primers específicos 

para  uPa, Pai-1, Mmp-9 y Timp-1. Para Mmp-9: sentido 5’ 

TTGAGTCCGGCAGACAATCC 3’; antisentido 5’ CCTTATCCACGCGAATGACG 3’ 

y Timp-1: 5′CGCAGATATCCGGTACGCCTA3′ y antisentido 

5′CACAAGCCTGGATTCCGTGG3; para uPa fueron: sentido 5’ 
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GTGCCGCACACTGCTTCATT 3’; antisentido  5’ CGTGCTGGTACGTATCTTCA 3’ 

y Pai-1 sentido 5'CAATGTGTCATTTCCGGCTGCTGT3' y antisentido  

5'TTGACCAGGAGCTGCTGTCTCTTT3'  (Harvey, et al., 1995). Para 18S: sentido 

5’ CGCGGTTCTATTTTGGT 3’; antisentido  5’ AGTCGGCATCGTTTATGGTC 3’. 

(Susuki et al., 2007). Las temperaturas utilizadas para la reacción de amplificación 

de cada ciclo fueron: desnaturalización 95°C por 30 seg., alineación de 1 min a 57 

°C (18s, uPa y Mmp-9), 58 °C (Timp-1), y 60 °C (Pai-1), y extensión 72°C por 1 

minuto, por 40 ciclos. Después del ciclo final la temperatura se mantuvo a 72 oC por 

10 minutos. La expresión relativa de los genes fue determinada con el método CT 

comparativo (2-ΔΔCT). Los niveles relativos de mRNA de uPa, Pai-1, Mmp-9 y Timp-

1 fueron normalizados con 18s, y entonces los cambios en relación al control fueron 

determinados considerando el control como 1. 

 
“Western Blot”.  

La concentración de proteínas de uPA y PAI-1 fueron evaluadas por “Western blot”. 

Proteínas totales se aislaron de grupos de 20 embriones con el reactivo de TRIZOL 

(Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUUA). Después de la extracción del 

mRNA, las proteínas fueron calentadas por 5 min a 95 ºC en amortiguador de 

Laemmli y separadas por electroforesis en geles de PAGE-SDS al 10% a 150 volts 

durante una hora.  La transferencia se hizo en membranas de polyvinylidine 

difluoride (PVDF, Bio-Rad, Hercules, CA, EEUUA) a 30 Volts durante toda la noche. 

Las membranas fueron bloqueadas con BSA al 5 %, 1 % w/v Tween 20 en TBS pH 

7.6 por 1 h, e incubados con los anticuerpos primarios (1:1000), los anticuerpos 

polyclonales de conejo contra uPA (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, 

EEUUA), PAI-1 (Abcam, Cambridge, MA, EEUUA) o β-Actina (Santa Cruz 

Biotechnology) toda la noche a 4°C. Las membranas fueron lavadas por 30 min y 

posteriormente incubadas por una hora con el anticuerpo secundario anti-conejo 

IgG de cabra (Jackson ImmunoResearch, Baltimore Pike, PA, EEUUA) a una 

concentración de 1:5000. Posteriormente las proteínas fueron detectadas por 

quimioluminiscencia amplificada de peroxidasa utilizando el “kit” Lumi-Light Western 

Blotting Substrate (Roche diagnostics, Indianapolis, IN, EEUUA).Cada banda de 
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proteína fue normalizada con la intensidad de β-Actina. Los niveles de uPA y PAI-1 

fueron expresados en unidades arbitrarias obtenidas automáticamente por el 

software. 

 

Actividad de uPA.  

Esta se midió en un procedimiento de dos pasos, primero se incubarón las muestras 

con plasminógeno 10 g/ml por 18 h a 37 oC, después se evaluó la plasmina 

formada por un ensayo amidolítico. 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 específico contiene D-Val-

Leu-Lis-4-nitroanilina-acetate, de éste se libera p-nitroanilina (p-NA), de modo que 

mientras que la p-NA liberada por la acción de la plasmina es color amarillo (absorbe 

a 405 nm), el sustrato cromogénico es incoloro (no absorbe a 405 nm). Por lo tanto 

la actividad de la plasmina es proporcional a la intensidad del color desarrollado y 

puede cuantificarse. La liberación de p-NA (a 405 nm) en función del tiempo, se 

evaluó utilizando un lector de ELISA. Cada ensayo fue realizado por duplicado. 

 

Zimografía  

Se evaluó por zimografía el contenido de MMP-9. Se corrieron alícuotas del medio 

condicionado correspondientes a 6 embriones al día 9 equivalente de gestación 

(EG), además se evaluaron lisados embrionarios. Todas estas muestras se 

procesaron por electroforesis bajo condiciones no reductoras en un gel de 

poliacrilamida-SDS al 10% conteniendo 1mg/ml de gelatina de piel de porcino 

(G2625; Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo). Esta se corrió a 4 ºC, aplicando 15 

mA/gel durante 2 h. Después de teñir con azul de Coomasie, los zimogramas fueron 

captados en un analizador de geles de Alpha Innotech Corporation con un gabinete 

Multi-ImageTM y la zona de actividad enzimática fue valorada por densitometría, 

usando el software del aparato (alpha-Imager 2000). La cantidad de enzima se 
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expresó en unidades arbritarias (UA) proporcionadas automáticamente por el 

mismo. Estándares preteñidos de pesos moleculares conocidos 27-180 kDa (SDS-

7B, Sigma) fueron usados como referencia. 

 

Análisis estadístico. 
Todos los datos se representan con la media y su error estándar de al menos 3 

experimentos independientes. Se utilizó el análisis ANOVA, con un nivel de 

significancia P≤0.05, seguido de la prueba de Tukey.  
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RESULTADOS 
 
Efecto de la alta glucosa a altas concentraciones sobre el desarrollo in vitro 
de blastocistos de ratón.  
En las condiciones no adherentes (sin suero ni proteínas de matriz extracelular 

exógenas), al día 7 EG, la mayoría de los blastocistos han perdido la zona pelúcida 

(85%), el blastocele se colapsa o reduce de tamaño y se ha formado una masa 

esférica e irregular de células. Generalmente del día 7 al 9 EG, las células externas 

son más grandes, redondas y con poca adhesión entre ellas y corresponden a las 

células gigantes de trofoblasto (CGT), mientras que el centro de la masa celular 

tiene una apariencia compacta. En algunos embriones, algunas células de 

trofoblasto se extienden sobre el sustrato (figura 6a). La apariencia global de los 

embriones cultivados con glucosa a alta concentración (25 y 40 mM) y sus controles 

osmóticos fue similar a la de los cultivados gon glucosa 5.6 mM. Sin embargo, la 

proporción de embriones  con extensión del trofoblasto es mayor con glucosa 25 

mM y menor en el control osmótico de 40 mM, adicionalmente el grado de extensión 

es mayor en presencia de glucosa 25 y 40 mM (figuras 6a y 6b). 
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Figura 6. Efecto de la glucosa sobre el desarrollo in vitro de blastocistos. Los blastocistos 
obtenidos al día 4 EG, fueron cultivados en medio HAM-F10, conteniendo glucosa 5.6 mM, 
hasta el día 7 EG; del día 7 al 9 EG, fueron cultivados con manitol y alta glucosa (25 y 40 
mmol/L). a. Imágenes representativas de algunos embriones con o sin extensión de 
trofoblasto (flechas), barra 100 µm. b. Embriones con extensión de trofoblasto. * diferente 
significativamente al control (p < 0.001, ANOVA).  
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Alta glucosa aumenta el potencial invasivo del trofoblasto 
Al día 9 EG se agregó suero al 10% al cultivo para identificar a los tipos de células 

que forman a las estructuras esféricas desarrolladas en condiciones no adherentes 

y de evaluar la abilidad del trofoblasto de extenderse sobre el sustrato. Cuando se 

agregó el suero, las células periféricas iniciaron a extenderse sobre el sustrato, 

formando extensiones celulares con lamelipodios, estructuras que aumentaron 

después de 5 h de la adición del suero, tiempo en que algunas células gigantes del 

trofoblasto exhibieron largas protrusiones que se retrajeron cuando éstas células se 

separanron de crecimiento trofoblástico principal (figura 7a). Sobre el centro del 

crecimiento trofoblástico una masa redondeada de células se presento al  principio 

de la extensión sobre el sustrato, posteriormente las mayoría de céluas de esta 

masa se desagregó y extendió sobre el sustrato (figuras 7a, 7b y 8a). A las 24 h de 

la exposición al suero los embriones estaban formados principalmente de células 

gigantes del trofoblasto extendidas, solo ocasionalmente se presentaron pequeños 

grupos de células derivadas de la masa celular interna. Estos resultados indican 

que el mantenimiento y diferenciación de células del trofoblasto fue favorecido en 

nuestras condiciones de cultivo y que las estructuras esferoides derivadas del 

blastocisto estaban formadas principalmente por células del trofoblasto, incluyendo 

al grupo control. 

El área de extensión del trofoblasto incrementó significativamente después de 10 h 

con suero y alta glucosa (25 y 40 mM, figura 7b). Se encontró que en las primeras 

10 h de exposición al suero, alta glucosa indujo un incremento mas rápido en el área 

de extensión del trofoblasto (figura 7a). 
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Figura 7 La extensión del trofoblasto incrementa con altas concentraciones de glucosa. a: 
Crecimiento trofoblástico a 10 horas con suero, control, Glu-25 (glucosa 25 mM), y Glu-40 
(glucosa 40 mM) y un ejemplo de crecimiento trofoblastico con glucosa 25 mM a 2, 5, y 10 
horas con suero al 10% (día 9 EG). b: Crecimiento trofoblástico a 10 h de exposición al 
suero. Barra 100 µm. * Diferente significativamente al control (p < 0.001, ANOVA). 
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Como se mencionó anteriormente, después de evaluar la tolerancia a la glucosa de 

los embriones, con diferentes concentraciones de glucosa (5.6, 25 y 40 mM). Se 

eligió la concentración de glucosa 25 mM para los tratamientos posteriores, debido 

a que la de 40 mM es muy alta. NAC y apocinina disminuyeron significativamente el 

área de extensión del trofoblasto, previniendo el aumento en el potencial invasivo 

del trofoblasto inducido por alta glucosa (figura 8a y 8b). Sin embargo en presencia 

de rotenona, se observaron embriones con poco crecimiento trofoblástico, incluso 

los embriones fueron más pequeños que el grupo control (figura 8a y 8b). Los 

tratamientos con apocinina en embriones con 5.6 mM de glucosa no afectaron el 

área de extensión del trofoblasto. En contraste los tratamientos con NAC inducen 

mayor extensión del trofoblasto, mientras rotenona disminuye el crecimiento 

trofoblastico y reduce el número de células (Figura 8a, 8b). Estos datos indican que 

ni NAC ni apocinina tienen un efecto deletéreo en el cultivo de blastocistos, mientras 

rotenona inhibe el crecimiento trofoblastico y reduce el número celular en el grupo 

control y en alta glucosa (25 mM). Por lo anterior los efectos de la rotenona 

observados en los siguientes experimentos no son debidos exclusivamente a que 

evitan la formación de EROs por la mitocondria, sino también a un efecto tóxico que 

inhibe el desarrollo de los blastocistos.  

 

También se observaron grandes núcleos en las células del trofoblasto expuestas a 

altas concentraciones de glucosa (figura 8c). El área nuclear indica un mayor 

contenido de ADN asociado con la poliploidia característica de la diferenciación de 

las células gigantes del trofoblasto, dicha área incrementó de manera importante en 

la presencia de glucosa comparada con el control, indicando mayor diferenciación 

del trofoblasto. 
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Figura 8. Efecto de alta glucosa en la extensión y diferenciación del trofoblasto. a y b: Área 
de extensión del trofoblasto y c) el área de los núcleos del trofoblasto después de 5 horas 
con suero agregado al día 9 EG después de los distintos tratamientos por 2 días; control 
glucosa 5.6 mM (C), control manitol 25 mM (M), glucosa 25 mM, (G), glucosa 25 mM más 
N-acetil-cisteína (G-NAC), más apocinina (G-Apo) o más rotenona (G-Rot) y control más 
NAC (C-NAC), más apocinina (C-Apo) o más rotenona (C-Rot). Los blastocistos fueron 
fijados y teñidos con aceto-orceína. * Diferente significativamente con el control, ** diferente 
significativamente a la glucosa alta (p < 0.001, ANOVA). 
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Alta glucosa aumenta la producción de EROs   
Como se mencionó anteriormente, se evaluó el incremento de EROs inducido por 

altas concentraciones de glucosa (25 mM), observándose el aumento significativo 

en la intensidad de fluorescencia relativa de diclorofluoresceina (DCF) en embriones 

de ratón cultivados con glucosa 25 mM en relación al control (figura 9). El aumento 

en la concentración de EROs inducida por alta glucosa fue prevenida por NAC, 

apocinina, y rotenona (figura 9) indicando que son producidas por Nox y 

posiblemente las mitocondrias. L-NAME o allopurinol no previnieron la producción 

de EROs en nuestro modelo excluyendo la participación de óxido nítrico sintasa y 

la xantina oxidasa. Cuando se usó un marcador de mitocondrias (figura 10), se 

encontró que en parte las EROs colocalizaban con las mitocondrias indicando la 

posible participación de éstas en la producción de EROs dependiente de alta 

glucosa, sin embargo los datos provienen de observaciones a pequeño aumento 

(10X) lo que puede llevar a interpretar como colocalización a la ubicación de las 

señales en zonas cercanas, y se requieren observaciones a mayor aumento para 

tener datos de colocalización mas confiables. 
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Figura 9. La producción de EROs incrementa con altas concentraciones de glucosa en 
embriones de ratón. Control glucosa 5.6 mM (C), control Manitol 25 mM (M), G (glucosa 25 
mM), Glucosa más N-acetilcisteina (G-NAC), Glucosa más Apocinina (G-Apo), Glucosa 
más Rotenona (G-Rot), Glucosa más Allopurinol (G-Allo) y Glucosa más L-NAME (G-L-
NAME). Scale bar 100 µm. Las imágenes presentadas son representativas de los niveles 
de fluorescencia. * Diferente significativamente al control, ** diferente significativamente a 
la glucosa alta (p < 0.001, ANOVA). 
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A pesar de lo anterior, el posible papel de la mitocondria como fuente de EROs se 

observa en los tratamientos con alta glucosa (figura 10), en los que se presentaron 

una alta colocalización entre EROs y mitocondria.  

 

 
Figura 10. Efecto de altas concentraciones de glucosa sobre la generación de EROs 
mitocondriales en embriones de ratón en cultivo. Los blastocistos fueron cultivados del día 
7 al 9 ED  con glucosa 5.6 mM (Control), Control más N-acetilcisteina (C-NAC), glucosa 25 
mM (Glucosa) y Glucosa más NAC (G-NAC). Después del tratamiento, los blastocistos 
fueron teñidos para EROs (verde), seguido por la tinsión para mitocondrias con  MitoFluor 
Red 589 (rojo). Barra 50 µm. Micrografías representativas de al menos 20 blastocistos.  
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Alta glucosa aumenta la expresión y actividad de uPA en blastocistos de ratón 
Expresión de uPA 

Los niveles de mRNA, proteína y actividad de uPA fueron incrementados 

significativamente después del tratamiento con alta glucosa (figuras 11a, 11b y 12). 

El incremento del mRNA de uPa inducido por alta glucosa fue prevenido por NAC y 

apocinina; rotenona no lo disminuyó significativamente (figura 11a). Los niveles de 

proteína también incrementaron con alta glucosa, y este incremento fue prevenido 

apocinina y rotenona (figura 11b). NAC, apocinina o rotenona no solo previnieron el 

aumento en la actividad de uPA inducido por alta glucosa (figura 12a), sino que 

adicionalmente, estos compuestos disminuyeron significativamente la actividad de 

uPA en relación al grupo control (figura 12b). Estos resultados sugieren que la 

expresión de uPA es regulada por el estrés oxidante en el blastocisto de ratón 

durante la implantación.  
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Figura 11. Efecto de altas concentraciones de glucosa sobre la expresión de uPA y PAI-1 
en embriones de ratón en cultivo. Los blastocistos fueron cultivados del día 7 al 9 ED  con 
glucosa 5.6 mM (Control, C), glucosa 25 mM (G), Glucosa con N-acetilcisteina (G-NAC), 
Glucosa con Apocinina (G-Apo), y Glucosa con Rotenona (G-Rot). Después de los 
tratamientos, el RNA y proteínas totales fueron aislados con TRIZOL. a: El mRNA de uPa 
y Pai-1 fue analizado por RT-PCR tiempo real, usando el rRNA 18s como un control de 
expresión endógena. Los datos se presentan como número de veces de cambio en relación 
al control. b: Western blot de uPA, PAI-1 y β-Actina, y análisis densitométrico de las bandas 
del gel expresadas como unidades arbitrarias de las densidades relativas. * Diferente 
significativamente al control, ** diferente significativamente a la glucosa alta (p < 0.001, 
ANOVA). 
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Efecto de la glucosa sobre la actividad de uPA en blastocistos en cultivo. 

El cambio en la actividad de activadores del plasminógeno en el medio condicionado 

bajo diferentes condiciones se muestra en la figura 12, se observa que la actividad 

de activadores del plasminógeno aumenta en relación a la concentración de 

glucosa. En 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 la figura 12. En la figura 12 se observa que 

la capacidad de activar al plasminógeno aumenta significativamente en los cultivos 

con 25 mM de glucosa (P < 0.05), pero cuando se cultiva con NAC, ésta disminuye 

al reducir éste significativamente la cantidad de plasmina formada. Al igual de en 

los cultivos con NAC, apocinina y rotenona disminuyeron de manera significativa la 

capacidad de formar plasmina a partir de plasminógeno en los cultivos con glucosa 

(figura 12).    
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Figura 12. Efecto de altas concentraciones de glucosa sobre la actividad de uPA. El medio 
condicionado obtenido del día 9 EG fue incubado con plasminógeno, y su conversión a 
plasmina fue evaluda por un ensayo amidolítico. a: Efecto de distintas concentraciones de 
glucosa. b: Participación de EROs. Plasmina (PA). Control glucosa 5.6 mM (C), glucosa 25 
mM (G), Glucosa con N-acetilcisteina (G-NAC), Glucosa con Apocinina (G-Apo), Glucosa 
con Rotenona (G-Rot). * Diferente significativamente al control, ** diferente 
significativamente a la glucosa alta (p < 0.001, ANOVA). 
 

 

 

 

 



 

53 

 

 Alta glucosa incrementa la expresión de PAI-1 en blastocistos en ratón.  
Alta glucosa incrementa significativamente los niveles del mRNA de Pai-1 

comparados con el grupo control. NAC, apocinina y rotenona previenen el 

incremento del mRNA de Pai-1 inducidos por alta glucosa (figura 11a). Los niveles 

de proteína de PAI-1 incrementaron con alta glucosa, pero no significativamente. 

Sin embargo, NAC, apocinina y rotenona disminuyeron los niveles de proteína de 

PAI-1 en presencia de alta glucosa (figura 11b). Estos resultados sugieren que el 

aumento de mRNA de Pai-1 inducido por alta glucosa es regulada por el estrés 

oxidante. 
 

Alta glucosa regula la expresión de MMP-9 en blastocistos de ratón. 
Expresión de MMP-9 y TIMP-1 

Alta glucosa incrementa los niveles del mRNA de Mmp-9 (figura 13a). NAC, 

apocinina y rotenona previenen este incremento. Además, altas concentraciones de 

glucosa disminuyen los niveles del mRNA de Timp-1, pero solo NAC revierte el 

efecto la glucosa. 

 

Secreción y contenido celular de MMP-9. 

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

principal de 105 kDa correspondiente a la Pro-MMP-9 de ratón (Figura 13b). En la 

figura 13b se observan zimogramas representativos del medio condicionado de 

cultivos y lisados celulares con glucosa. Además se observa que las bandas de Pro-

MMP-9 en los cultivos con glucosa son más intensas que las del grupo control, tanto 

en el medio condicionado como en los lisados celulares, encontrándose diferencias 

significativas entre ellas cuando se evalúan por densitometría (P ≤ 0.05; figura 13b).  

Alta glucosa incrementa la actividad gelatinolitica de MMP-9 en el medio 

condicionado y lisados celulares de embriones de ratón (figura 13b). Los inhibidores 

de EROs, apocinina y rotenona disminuyen dicha actividad tanto en el medio 

condicionado como en los lisados celulares. Sin embargo, NAC sólo disminuye la 

actividad de MMP-9 en los lisados celulares. En conjunto, éstos datos sugieren que 

MMP-9 es regulada por EROs.  
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Figura 13. El efecto de altas concentraciones de glucosa sobre MMP-9 en embriones de 
raton en cultivo. Los blastocistos fueron cultivados del día 7 al 9 ED  con glucosa 5.6 mM 
(Control, C), glucosa 25 mM (G), Glucosa con N-acetylcysteina (G-NAC), Glucosa con 
Apocinina (G-Apo), y Glucosa con Rotenona (G-Rot). a: El mRNA de Mmp-9 y Timp-1 fue 
analizado por RT-PCR tiempo real, usando el rRNA 18s como control de expresión 
endógena. b: Zimografía en gelatina representativa del medio condicionado y lisados 
celulares y análisis densitométrico de las bandas del gel expresadas como unidades 
arbitrarias relativas. En ambos casos se le asignó el valor de 1 al control. * Diferente 
significativamente al control, ** diferente significativamente a la glucosa alta (p < 0.001, 
ANOVA). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

55 

 

DISCUSIÓN 
 
La evidencia de un efecto negativo de las altas concentraciones de glucosa durante 

el desarrollo pre-implantacional ha sido documentada en diversos estudios 

(Diamond, et al., 1991; Pampfer, et al., 1997; Ramin, et al., 2010; Cagnone, et al., 

2012). Sin embargo la exposición a altas concentraciones de glucosa tiene 

diferentes efectos a largo plazo dependiendo del estadío de desarrollo, 

específicamente si la exposición ocurre durante la ovulación, fertilización, 

compactación, formación del blastocisto o posteriormente (Wyman, et al., 2008). 

Asi, por ejemplo, altas concentraciones de glucosa perjudican la expansión del 

blastocisto y la ruptura y liberación de la zona pelúcida, afectando a la implantación 

embrionaria (Pantaleon, et al., 2010), lo que ocurre antes de la etapa considerada 

en este estudio. 

  

Se ha sugerido que altas concentraciones de glucosa en el medio de cultivo puede 

influenciar la invasión del trofoblasto. Nosotros reportamos por primera vez que la 

exposición a alta glucosa (25 mM) durante el desarrollo del blastocisto (del día 7 al 

9 EG) promueve la diferenciación de células gigantes del trofoblasto y el aumento 

en su potencial invasivo. De acuerdo con nuestros resultados, glucosa 25 mM 

incrementa el crecimiento trofoblástico (Fraser, et al., 2007); además, una excesiva 

expansión del trofoblasto es inducida por la pre-exposición a glucosa 28 mM en 

blastocistos cultivados in vitro (Leunda-Casi, et al., 2001).  

 

La diferenciación y la capacidad invasiva de las células del trofoblasto están 

finamente controladas durante la placentación (Sharma, et al., 2016). Estudios in 

vitro reportan que altas concentraciones de glucosa podrían contribuir a una 

anormal migración del trofoblasto y/o invasión, las cuales están asociadas con 

mayores complicaciones durante el embarazo (Basak, et al., 2015). MMP-9 es una 

molécula clave asociada con la remodelación celular asociada con la invasión del 

trofoblasto y angiogénesis (Luo, et al., 2011). Recientes reportes sugieren que 

niveles alterados de MMP-9 pueden ser los reguladores en el desarrollo de la 

resistencia a la insulina e inflamación en las complicaciones con diabetes 
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gestacional (Lappas, et al., 2011).  De acuerdo con nuestros resultados, glucosa 25 

mM incrementa la expresión de MMP-9 en células del trofoblasto y alterando la 

invasión del trofoblasto (Basak, et al., 2015). El desarrollo de la placenta requiere 

de la invasión del trofoblasto y de la remodelación de los tejidos que involucran el 

balance de las MMPs y la expresión de sus inhibidores tisulares (Chang y Yang, 

2013). Glucosa 30 mM incrementa MMP-9 y disminuye la expresión de TIMP-1, 

induciendo un fenotipo invasivo en células de trofoblasto humanas (Chang y Yang, 

2013). En este estudio glucosa 25 mM incrementa la expresión de MMP-9 y 

disminuye los niveles del mRNA de Timp-1 en trofoblasto derivado de blastocistos 

de ratón, esta evidencia sugiere que la expresión/activación de MMP-9 regula la 

proliferación, migración y los procesos invasivos durante la implantación del ratón. 

 

uPA cataliza la formación de plasminógeno a plasmina, comenzando una cascada 

proteolítica que contribuye al rompimiento de la MEC (Ha y Lee, 2005; Wolf, et al., 

2005), regulando la activación de MMP-9 e incrementando la capacidad invasiva del 

trofoblasto. uPA se expresa en las células de trofoblasto y participa en la activación 

de MMP-9 durante la implantación embrionaria (Martínez-Hernández, et al., 2011). 

Aunque se ha reportado que glucosa 10 mM disminuyó la actividad de uPA  y redujo 

la invasión del trofoblasto  (Belkacemi, et al., 2005), nosotros encontramos que 

glucosa 25 mM incrementa la expresión y actividad de uPA, junto con el aumento 

del potencial invasivo del trofoblasto. De acuerdo con nuestros resultados, altas 

concentraciones de glucosa incrementaron los niveles de uPA y MMP-9 en diversas 

líneas celulares de cáncer y han sido relacionados con su capacidad invasiva y 

migratoria (Lin, et al., 2015; Flores-López, et al., 2016). Las células del trofoblasto y 

tumorales tienen características similares, incluyendo el incremento en la expresión 

de proteasas que pueden jugar un papel activo en los mecanismos de migración e 

invasión (Ferreti, et al., 2007).   

 

El incremento en la expresión de uPA, PAI-1 y MMP-9 inducida por alta glucosa es 

prevenido por el antioxidante y depurador de EROs, NAC. NAC es un derivado de 

L-cisteína que actúa como un carroñero de radicales libres por su grupo sulfidrilo, y 
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también es un precursor de glutatión (un agente reductor endógeno, que mantiene 

el balance redox). NAC en diferentes tipos celulares previene del estrés inducido 

por altas concentraciones de glucosa (Flores-López, et al., 2016), y disminuye la 

expresión y actividad de uPA inducida por diferentes estímulos (Kim et al., 2010; 

Tobar, et al., 2010), aunque el mecanismo específico no ha sido elucidado (Lu, et 

al., 2011). Otros estudios han reportado que la acumulación intracelular de EROs 

es atenuada por NAC (Kim, et al., 2016). Además, EROs exógenas por si solas 

inducen la expresión y promueven la actividad de uPA (Kim, et al., 2007; Lee, et al., 

2009). Consistentes con estos resultados, este estudio también demuestra que altas 

concentraciones de glucosa incrementan la expresión de uPA a través de la 

generación de EROs, la cual es inhibida por el tratamiento con NAC en células de 

trofoblasto.  

 

Se ha reportado que NAC mantiene la supervivencia celular en ovocitos y embriones 

de mamífero (Choe, et al., 2010) y que a 1.5 mM incrementa el porcentaje de 

mórulas que se desarrollan a blastocistos (Whitaker y Knight, 2010). El efecto de 

antioxidante de NAC fue dependiente de la concentración, cuando se empleó a 0.5 

y 1 mM aumentó las EROs en los embriones cultivados con glucosa 25 mM (datos 

no mostrados), solo con la dosis de 5 mM se notó una reducción en las EROs en 

las mismas condiciones, lo que indica que esta concentración puede ser empleada, 

para evaluar la participación de las EROs en la acción de la glucosa a altas 

concentraciones, como se uso en éste trabajo.   

 

La acción de la NAC (5 mM) en los blastocistos en desarrollo cultivados con glucosa 

25 mM redujo los niveles de EROs inducidos por alta glucosa. Dentro de los efectos 

de NAC en los cultivos en presencia de glucosa 25 mM, observamos: 

1. Previene el aumento en la extensión del trofoblasto. 

2. Previene el aumento en las EROs. 

3. Previene el aumento en el contenido de Pro-MMP-9 en el medio 

condicionado y lisados embrionarios. 
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4. Previene el aumento en la expresión de MMP-9 y la reducción en el 

mensajero de Timp-1. 

5. Previene el aumento en los mRNA de uPa y Pai-1. 

 

La acción de la NAC en los embriones cultivados con glucosa es más compleja que 

la simple reducción de las EROs; ya que su efecto depende de su concentración, 

NAC (5 mM) disminuye el estrés oxidante; aunque no se evaluaron los mecanismos 

antioxidantes o la modificación oxidativa de macromoléculas (carbonilación de 

proteínas o lipoperoxidación). Adicionalmente NAC puede aumentar la poza de 

glutatión, y sus efectos pueden deberse en parte a la glutationilación de proteínas u 

otras acciones de este tripéptido.  
 
Los experimentos realizados con apocinina  indican una clara participación de 

Nox en la producción de EROs inducida por alta glucosa y como mediadora de los 

efectos de alta glucosa sobre la diferenciación e invasividad del trofoblasto y en la 

expresión de uPA, PAI-1, MMP-9 y TIMP-1. Lo que es apoyado por el encuentro 

que el estrés oxidativo causado por Nox, induce la expresión de uPA (Tobar, et al., 

2010), PAI-1 (Samad, et al., 1997) y MMP-9 (Shin, et al., 2008). Nox ha sido 

encontrada en trofoblasto secundario del cono ectoplacental al día 7.5 de gestación 

y en células giganted del trofoblasto derivadas de éstos conos (Bevilacqua, et al., 

2010) y la actividad de Nox es esencial para la actividad fagocítica del trofoblasto 

en ratón (Gomes, et al., 2012). Las Nox tienen la función de producir O2•, también 

están relacionadas con las vías de señalización, como MAPK, y también con la 

activación del factor de trascripción NF-κβ. Finalmente, estas enzimas se han 

asociado con los procesos de diferenciación y muerte celular (Binker, et al., 2011). 

Está bien establecido que las Nox son responsables de la generación intracelular 

de EROs, desencadenada por la diferentes factores de crecimiento al unirse a sus 

receptores, al inducir proliferación celular, diferenciación o apoptosis (Choi, et al., 

2005).  

De acuerdo con nuestros resultados, en diferentes tipos celulares, apocinina 

disminuye migración, invasión y la expresión de MMP-9 (Li, et al., 2017). Nuestros 



 

59 

 

datos proveen evidencia por primera vez de la presencia de Nox en trofoblasto 

primario de ratón, indicando el rol de Nox en la migración e invasión del trofoblasto 

durante la implantación embrionaria en ratón. 

 

Aunque nuestros datos sugieren la posibilidad de la participación de las 

mitocondrias en la producción de EROs inducida por alta glucosa, esto no puede 

establecerse certeza con base en ellos debido a que la rotenona altero el desarrollo 

de los blastocistos en cultivo y los datos de correlación fueron a poca amplificación. 

Se requieren adicionalmente otras estrategias metodológicas, para ello, entre ellas 

el empleo de un mimético de la superóxido dismutasa mitocondrial y realizar la 

observación de la colocalización entre EROs y mitocondrias a mayor aumento. 

 

Como se mencionó anteriormente, la asociación de glucosa con migración de 

células de cáncer ha sido ampliamente investigada  (Lin, et al., 2015), sin embargo 

aún no está claro el mecanismo de cómo la glucosa puede incrementar y promover 

la invasión y modificar la expresión de proteasas y sus inhibidores. Se sabe que 

altas concentraciones de glucosa incrementan EROs, las cuales pueden regular la 

actividad de los factores de transcripción sensibles al estado redox, como AP1 y 

NF-κB. Este último fue encontrado en el trofoblasto durante la implantación en ratón 

(Muggia, et al., 1999). La región promotora de uPA y MMP-9 contiene un elemento 

de unión a NF-κB (Uemura, et al., 2001; Tronov, et al., 2002; Tobar, et al., 2010; 

Gutsche, et al., 2016), lo cual podría implicar la posible participación de este factor 

en el incremento en la expresión de MMP-9 y uPA inducido por glucosa en el 

trofoblasto derivado del  blastocistos de ratón, observado en el presente trabajo 

(figura 14). Lo que concuerda con el hecho de que un inhibidor específico de NF-

κB, reduce significativamente el aumento de la invasión y la expresión de uPA y 

PAI-1 en células de cáncer (Moreau, et al., 2011). 
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Figura 14. Esquema de la participación del estrés oxidante sobre la expresión de MMP-9 y 
uPA y potencial invasivo del trofoblasto inducidos por hiperglicemia. 
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CONCLUSIONES 

 
En este trabajo hemos encontrado un aumento en las EROs, y de la expresión de 

MMP-9, uPA y PAI-1, junto con la disminución de la expresión de TIMP-1 en 

trofoblasto derivado de blastocistos de ratón cultivados con altas concentraciones 

de glucosa, lo que estuvo asociado con promoción de la diferenciación de células 

gigantes del trofoblasto y de su potencial invasivo.  

 

La acción de la alta concentración de glucosa sobre la diferenciación y potencial 

invasivo del trofoblasto, y en la expresión de uPA, PAI-1, MMP-9 y TIMP-1 es 

mediada por EROs, lo que se desprende de los experimentos realizados con NAC. 

 

El aumento en la concentración de EROs por alta glucosa es dependiente de la 

actividad de la Nox y posiblemente de la cadena respiratoria mitocondrial, para 

establecer con mayor certeza de esta última se requiere de experimentos 

adicionales. 

 

Un posible mecanismo de la acción de la alta glucosa en el trofoblasto derivado de 

blastocistos de ratón es que el aumento de las EROs induzcan la activación de un 

factor de transcripción sensible al estado redox, como el NFkB y que éste induzca 

cambios en la expresión génica asociados con la promoción de la diferenciación y 

potencial invasivo del trofoblasto. Esta propuesta está basada en estudios en otros 

modelos experimentales y se requieren de mas experimentos para validarla en el 

modelo estudiado. 

 

Comprender la regulación de la expresión de MMPs y uPA durante la pre-

implantación es clave para explicar la incidencia de abortos espontáneos, pre-

eclamsia, y restricción del crecimiento intrauterino asociado con diabetes. 
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Duriog embryo implaotation, the outer layer of the blastocyst ioter.Kls wilh lhe 

endometrium giving Ose to the deveJopment of the trophoblast cell lineage. The cells in 

this lineage participate in the penebdtion of endometrium due to their motility and 

invasive properties. The mechanisms that regulate the differentiation and invasive 

ability of these ceUs are esseotial for the establishmentand maintenance of ao effident 

exchange between maternal ancl fetal tissues during pregnancy. In this context. 

hypergtycemia can induce oxidative stress causing alterations in the placenta. This 

study evaluated the role of reactive oxygen species (ROS) in the actions of high glucose 

concenbdtion (HG) on trophoblast spreading and the expression of extracellular 

proteases io rultured mouse conceptuses. Blastocysts from gestational day 4 (GD4) 

were rultured until G07 in HAM-FlO medium and further treated for 48 hr wilh HG 

(25 mM glucose) from G07 to G09. This treatment induced larger trophoblast 

outgrowths and increased ROS concenbdtion. which was associated with increased 

expression Ievets of urokinase·type plasminogen activator (PLAU), plasminogen 

activator inhibitor 1 (PAI-1). ond matrix metalloproteinase 9 (MMP-9). These effects 

were prevented by treatment with the non·specific antioxidant N-acctylcysteine 

(NAQ or apoc:ynin, an inhibitor of NAOPH oxidase. Our data suggest that the HG­

induced trophoblast spreading and the expression of PLAU, PAI-l , and MMP-9 were 

mediated by the production of ROS via NAOPH oxidase activity_ Our results sheet light 

on placental alterations in gestational diabetes mellitus.. 
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1 I INTRODUCTION 

Maternal diabetes i5 associated with a pro-oxidant aOO pro­

inflammatorv inlraulerine environment. resulting in structural. aOO 

fuoctiooal alterations of the placenta and embryonic developmenl 

This condition has principally been attributed lo hyperglycemia (Aires 

& Dos Santos. 2015: Lappas el al.. 2011). High concenlrations af 

glucose (HGllead to increased production of reactive oxygen species 

(ROSJ. causing the modiflCation of gene expression and changes in the 

synthesis anc! degradation of the extracellular malrix (ECM) (Duong 

Van Huyen el al., 2007; Kim el al .• 2016; lan. liu. Fang, Wen, & Wu, 

2008). A1terations in ECM degradalion during endometrial invasion 

have been implicated in the pathogenesis af premature labor and 

preeclampsia (lappas el al.. 2011). The implantation of the conceptus 

(the prcxluct of conception, induding the embryo or its pre<:ursors. and 

the extraembryooic tissues) in mammals involves several steps 

beginning with the attachment of the blastocyst to the uterine wall 

and ending upon formation of the placenta (Herington & Bany, 2009). 

The blastocyst penetrates the uterine wall during embryo implantation 

via an invasive proc:ess (Carson et al.. 2000). The invasion of the 

blastoc.ysts is conlrolled by components of lhe conceptus itself and 

maternal microenvironment. This process requires the production and 

adivation of extraceUular proteolytic enzymes. including plasminogen 

activation system enzvmes. and matrix metalloproteinases (MM Ps) 

that degrade the ECM (Cortina. Utwin. Rial Hawila. & Miranda. 2017: 

Martlnez· Hemández. Baiza·Gutman, Castillo·Trtipala. & Armant, 

2011; Staun'Ram & Shalev, 2(05). 

The plasminogen activation system is comprised of plasminogen, 

as wcll as its adivalors (e.g.. urokinase type·plasminogen activator or 

PLAU. also known as urokinase), plasminogen and PLAU re<:eptors. and 

enzymatic inhibitors. including the plasminogen activalor inhibitor 

type 1 (PAI · l). PLAU catalVZes the conversion of plasminogen to 

plasmin. which can degrnde various components of the ECM and to 

participate in the activation of MMPs (Castellino & Ploplis, 2005; 

Martinez·Hemández et al .• 2011). Several studies have indicated that 

PLAU and MMp·9 regulate ECM degradalion during conceptus 

implantation (Martlnez· Hemández el al.. 2011; Wang el al .• 2003: 

Whiteside. Jackson, Herington. Edwards, & HalVey, 2001; Xu et al., 

2(01). thereby regulaling the migration and invasion of the tropho· 

blast. Recent reports suggested that PLAU and MMp·9 are part of a 

proteolyt ic cascade involved in ECM degradation during trophoblasl 

invasion of the endomelrium. PLAU initiales this cascade by regulating 

lhe activation of MMP9 and leading to the breakdown of the ECM 

(Martinez· Hemández et al., 2011). Additionally. MMP·9 and PLAU are 

essential proteases associaled with cellular remodeling during 

~acental angiogenesis (luo. Qiao, & Vin, 2011). 

The disruptive effects of HG and diabetes meUitus during 

preimplantation embryo development have been reported in several 

studies (Cagnone. Durort. Vigneaull. & Sirard, 2012: Diamond et al.. 

1991; Fraser. Waite, Wood, & Martin, 2007; Jarmuzek. Wiclgos, & 

Bomba-Opon. 2015; Pampfer. Vanderheyden. McCracken. Vesela. & 

De Hertogh, 1997: Pantaleon. Tan, Kafer, & Kaye. 2010; Ramin et al., 

2010; Wyman, Pinto, Sheridan, & MoIey. 2008). HG (27 mM glucose) 

altered !he formation of the blastocyst by impairing blastocyst 

expans'ion and hatching (Pantaleon et al.. 2010). Continuous or short 

exposure (GD4-GD5) to HG (25 or 28 mM glucose. respectively) 

increased trophoblast outgrowth during mouse blastocyst devclop· 

ment in culture. indicating an enhanced invasive potential (Fraser et al. , 

2007; leunda-Casi, de Hertogh, & Pamprer. 2001a, 2001b). Although 

the effect of HG on the expression of proteinases has not been studied 

in this model. proteinase express ion Iev~s were found to be 

dependent on the glucose concenlralion in a fi rst-lrimester human 

trophoblast cell line (HTR8/SVneo). Specifically. 10 mM g1ucose led to 

a decrease in PLAU activity. and reduced invasiveness (Belkacemi, 

lash, Macdonald-Goodr~low, Caldwelt. & Graham. 2005l while 

25mM g1ucose stimulated the expression 01 MMP-9. which is a 

marker of invasiveness (Basak. Das, Srinivas. & Duttaroy. 201S). 

The aim of the presenl study was lo determine whelher HG 

environment during the development of cultured mouse blastocysts 

impairs trophoblast spreading and extracellular proleolytic systems, 

increasing ROS production. T o this end, we lested two glucose 

concentrations 5.6 and 25 mM. which mimic physiological and diabetic 

glucose levels in maternal circulation, respectively. A higher glucose 

concentration (40 mM) was used in some experiments to evaluate the 

glucose tolerance of conceptuses. Addit ionally. the role of NADPH 

oxidase in the action of HG was tested using its inhibitor apocynin. 

2 I RESULTS 

Blastoc:ysts obtained on GD4 and cultured in non·adherent 

conditions (without serum or exogenous ECM proteins) were 

lreated with HG from GD7 to GD9. This period was selected 

because adhesion competence or the ability to bind ECM proteins is 

acquired in culture on GD7 (Armant. 2(05). and this Sl'age is followed 

by trophoblast giant cells (TGCs) differentiation and spreading as 

well as increased expression of PLAU and MMp·9 at GD8 and 9 

(Martínez-Hemández et al ., 2011). 

2.1 I Effect of HG on in vitro blastocyst development 
and trophoblast outgrowth 

In non·adherenl condilions at GD 7, mosl of the blastoc.ysts have losl 

lhe zona pellucida (85%), the blastocoel was reduced in size and the 

conceptus comprised an irregular spherical mass of cells. External cells 

became generallV larger from G07 to GD9 rrGCs), exhibiting rounded 

borders associated with little intercellular adhesion. The center of the 

ceU mass was compad and only a small number of conceptuses 

exhibited slighl spreading of trophoblast cefls (17%; Figure l a). 

Conceptuses cultured in the presence of 25 and 40 mM glucose. as 

well as their respective osmotic controls were similar to those in the 

5.6 mM glucose control group (Figure l a). However, the proportion of 

conceptuses with trophoblast outgrowth was increased in 25 mM 

glucose group (30%) and reduced in the osmotic control containing 

5.6 mM glucose and 34.4 mM mannose (Figure lb). larger trophobbst 

outgrowths were obselVed in the HG coodition {Figure lal. 



 

78 

 

 

_~ ___ 'EZ __ ._~ __ T_O_S_n_~ __________________________________________________________ ~o~w ~uakm ~ 
D cYf:lopmtnl 

a 

'" GI 

'" b ::J 40 -Q. 
GI 
u 30 
e o 
u 20 
"O 
GI 
"O 10 e 
GI 
"¡( o w 
~ 

Glucose 

5.6 

* 

25 

... Mannose 
• Glucosa 

o 
Concentratlon (mM) 

FI GUR E 1 The effect of glucase on blastocyst in vitro developmenl Blastocysts obtained al GD4 Wefe cultured in HAM·FI0 containing 
5.6 mM glucose until G07. From G07 lo GD9. the blastocysts were cultured w ith 25 or 40 mM glucose or in the osmotic conlrol5 conta¡oing 
5.6 mM glucose adjusted with mannose lo reach 25 or 40 mM. (a) representative ¡mages of conceptuses after the treatment with and without 

lrophoblast extension (white arrowsl. Magnificat ion 4Ox, sale bar 100 ¡un. (b) the proportion of extended conceptuses. The data are 
presented as the mean and S.E. M. from three independent experiments. 'p < 0.001 compared with the 5.6 mM glucose control 

Fetal bovine serum (FBS) was added lo cultures al GD9 lo identity 

the cell types in the spheri<;al struch.es that developed in non-adherent 

conditions (trophoblast or ¡nner e~1 mass derivatives) and to assess the 

ability of eonceptuses to extend over a substrate. When FBS was added. 
the peripheral c~ls began the spreading over the substrate. forming cell 

extensions with lamellipodia. These structures increased al 5 hr after 

serum addition. At this time sorne TGCs exhibited large protrusions tOOt 

were retracted when thecellswere separated from the majoroutgrowth 

(Figure 2b). Over the center of lhe outgrowths. a rounded mass of eeUs 

was present a l lhe beginning of the spreading. This mass became 

disaggregated and its predominant TGCs progressivety spread over the 

culture surface (Figures 2a. 2b. and Ja). At 24 hr of FBS addit ion. 

conceptuses in the control and HG cooditions predominanUy were 

comprised of extended TGCs with occasional small groups: of inner cel! 

mass derTvatives. This resull indicated tOOI the maintenanee and 

differentiation of trophoblast cells were favored in our culture 

conditions and tOOt the spheroid conceptuses at GD9 were predomi­

nantly comprised of trophoblast cells, even in lile control group. 

Considering the area of trophoblast extension at 5 hr and 10 hr 

after serum addition. the extent of trophoblast outgrowth was higher 

in conceptuses cultured in 25 mM glucose compared with the 

outgrowths observed in lhe osmotic control or 5.6 mM glucose 

conditions (Figure la). When the trophoblast extension areas were 

compared afte r of 10 hr with FBS (Figures 2c). it was observed that the 
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FIGURE 2 Trophobbst spreadirc was increased by HG lreatmenL F8S W3S added lo conceptuses lrealed from GD7 lo G09 wilh 5.6 mM 
(control), 25mM (HG-25), 40 mM glucose (HG-4Q) or 5.6 mM glucose and 19.4 mM mannose CM). (a) The area 01 ttophobIast outgrowth W3S 

measured al sevetaI time points. (b) AIl example of \he de\e~neiit 01 a conceptus CUftLKed with 25 mM glucose after serum addition. A 

giant trophobbst ceU that milJilted outside the princi~ out.growth (while anows) aod cetI extensions wilh lametIipodi3 (black arrows) are 
shown. (e) trophobbst outgrowth areas 10 hr .. fte- serum addition are shown in rebtion lO glucose concentration. Magniflcation 4Ox, sale 
bar 100 t.Ull- Data are presented as the mean and S.E.M. from three independent experiments. ' p < 0.001 in relation lO the control group 

conceptuses cultured in 25 mM and 40 mM glocose had similar 

trophoblast extension areas. indicating lhat both gtucose concen­

trations promotcd trophobbst. extension 0YCr \he substrate. 

To determine whether ROS mediated the effects of HG on 

trophobbst. spreading. cuttures were treated with the antioxidant N­

acetyk:ystene (NAQ or inhibitors of lhe ma¡or sources 01 ROS. 

3pOCynin for NAOPH oxidase (NOX). and rotenone fo... the dectron 

transf« chain.. NAC and apocynin signiflCanUy decreased the 

lrophobbst outgrowth area of !he concepluses, preventing the 

increased trophobbst. spreoJding induced by HG (Agures la and 3b~ 

However. conceptuses with few ceUs and smaller trophobIast 

outxrowths were obsefvcd in thc preseoce of rotenone (FlgUfcs 

la and lb). Apocynin treatmcnt of conceptuse:s growing in 5.6 mM 

glucase did not affect 1he outgrowth arm. In contras!. NAC treatment 

induccd a grcatcr extcnsion of thc trophobIast, whcrcas rotCflOflC 

prevented trophoblast spreading and reduced the number of celts 

(Figures 3a and lb). These data indicate that neilhef NAC nor apocynin 

had dck:terious effccts on cufttnd conccptuses. whereas rotenone 

inhibited trophobbst spreading. and reduced the cell number in both 

normal glucose and HG groups. 

As an indication of TGCs differentiation. the nuclear mes were 

evaluated beause a high correbtion has been reported between 

nudearsaeand ONAcontent in thcsecclts(Bar1ow& Sherman, 1972). 

We obserYed some I3rgest nudei in concepluses exposed lO HG 

comparcd wíth controfs (Figure 3c), indicating tnat trophoblast ccll 

differentiation was promoted by HG. This inaease in nudear size was 

prevented by treatmeot wíth NAC or apocynin. In the osmotk: control, 

the outgrowth area or TGCs nuclear size were oot affectcd. indic:ating 

tnal the effects of HG on trophobIast differentiation and spreading 

were oot due lo increascd osmotic stress (Figures 23. la, 3b, and 3c). 
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FIGURE 3 Thc HC-dependent iocrcasc of trophotXast outgrowth was mcdiatcd by ROS. FBS was addcd after the GD7 to lhe GD9 culture 
of conccptuscs with 5.6 mM glucase (e), S.6 mM glucase plus 19.4 mM mannosc (M), 25 mM glucosc (HG). Addil ionally. e aOO HG groups 

wcrc co-lrcatcd with N -acctykystcinc (C-NAC "00 HG-NAO, apocynin (C-Apo aOO HG-Apo) or rotcnonc (C-Rol and HG-Rot). AftCf 10 hr o( 

inc.ubation with FBS, conccptuscs wcrc fixcd (lnd staincd with aceto-orccin and pidurcd (al and total surtacc (b) and nudcar arcas (e) wcrc 
cstimatcd in trophoblast outgrowths. M agnilication 40)(, scalc bar 100 ",m. Data are prcscntcd as the mean aOO S.E.M. rrom thrcc 

indcpcndcnt cxpcrimcnts. 'p < 0.001 comparcd with control, •• p < 0.001 significantly diffcrcnt rrom HG 

2.2 I The production 01 ROS was enhanced by HG 
and mediated by NOX 

ROS Icvcls wcrc cvaluatcd lo dct'crminc whcthcr ROS formation was 

induccd by HG. HG significanUy increascd dichlorofluorescein 

diacetate-scnsitivc cellular ROS in culturcd mousc conccptuscs 

{Figure 41; however. the k!vcls of ROS wcre not changcd on l he 

osmotic control with mannose. The HG-iOOuccd accumulation of ROS 

was preventcd by t,ealment wilh NAC or apocynln. iOO¡cating t llatthe 

ROS wcrc. al leas! in parto produccd by NOX. Othcr inhibitors o f ROS 

production such as ~-nilro- L-argininc-mcthyl estc r (l-NAME) or 

al1opurinol. did no! reducc ROS production (data not shownl, excluding 

the participation of n¡trie oxide synth.'lscs and x.anthine oxidase in the 

production 01 ROS induccd by HG. Givcn t hat rotcnonc affcctcd l he in 

vitro dcvclopmenl 01 btastocyst, t he role 01 mitochondria in the 

production of ROS iOOuccd by HG rcm.'lins to be studicd. 

2.3 I HG regulated the expression 01 PLAU and PAI-
1 in mouse conceptuses 

The mRNA, protcin, and acl ivity Icvcls 01 PLAU were increascd 

significantly alter HG lrcal menl , as was l he mRNA level of Poj-l ; 

howcvcr PAI-1 prolein leve! was nol affcctcd (Figures Sa, Sb. and 631. 

The trcalment with NAC or apocynin prcventcd the HG· induccd 

increasc in Pfou and Poi-! mRNA, and in PLAU protcin aOO act ivity 

levels (Figures Sa, 5b. aOO 63). Furthcrmore. PLAU activity was 

significanUy increascd by 40 mM glucosc (Figure 631. Addit ionally, 
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FIGURE. The ROS generation was increased by HG in cullured mouse conceptuses. The mouse conceptuses were cultured from G07 lo 
G09 w;lh 5.6 mM glucose (control'), 5.6 mM glucose p'us 19.4 mM mannose (M), 2S mM glucose (HG) or HG plus N-acetyk.yslcine (HCTNAq 
or apocynin (HG-Apo). The OCF nuorescent intensity is dependent on ROS ~ and was ~ized osing a confoc:al microscope (a). The 
levels of fluorescence are presented (b). The images are represent3tive o, al ~t 10 conceptuses per treatmenL Scale bar 100 ~ Data are 
presented as the mean and S.E.M. from three indepeudent experiments. .p < 0.001 signifJCantJy different (rom C. •• p < O.CXl1 signiflC3ntJy 
different from HG 

lrealment with NAC or apocynin signiftcanUy diminished lhe activity 

of PLAU rebtive to the control group (Figure 6b). These findings 

indicate that HG nol onty increased the ability of lrophoblasts lo 

degrade the ECM but aIso promotcd TGCs diffcrentiation. 

2.4 I HG regulated the expression 01 MMP-9 in 
mouse conceptuses 

MMP·9 expression was examined to determine if it w as coordinatety 

regulated with PLAU by HG. HG increased Mtrl'*9 mRNA leYeI:s 

(FIgUre 7a). whcreas NAC or apocynin prevcntcd tM incrcase. 

Conversclv, HG decreased the mRNA leYels of tissue inhibitor of 

rnet3l1oproteinases 1 (Ti,..!), however, only NAC prevented theeHect 

of HG in this case (Figure 741). Onfy a gebtinotytic: band of 105 kOa 

corresponding to Pro-MMP-9 was detected by gebtin zvmography, 

whereas thc band at 87 kOa corresponding to active MMP-9 was oot 

observed. HG increased the IeYeIs of Pro-MMP-9 in conditioned 

mcdiLm and ceII Iysatcs of mouse conceptuses atto" treatment from 

G07 to G09 (Figure 7b) and these inaeases were preYef1ted by 

apocynin b'catment, howcver, NAC treatment prcycntcd the increase in 

pro-MMP-9 onty in cellysates. These data suggest that thc indu:tion of 

the expression of MMP-9 by HG was rnediated by ROS. 

3 I DISCUSSION 

Hcre, we show that HG can induce thc differentiation of mousc 

trophobLast cells and increase thcir migratorylinvasWe potential, 
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FIGURE S Effect af HG on PLAU and PAI-l expression in cultured mouse conceptuses. Conccptuses w ere cultured from GD7 to GD9 

with 5.6 mM glucose (el, 5.6 mM glucose plus 19.4 mM mannose (M), 25 mM glucose (HG). HG plus N-acety1cysteine (HG-NAC) or HG plus 

apocynin (HG-Apo). After the treatments. total RNA and proteins were isolated using the TRIZOl method. (a) PlllU and Paj-1 mRNA levels 
were analyzed using real· t ime RT· PCR with the 18s rRNA as an endogenous expression control. The folds af change in expression relative to 

the control graup (5.6 mM glucosel are presented, the value af which was defined as 1. (b) PLAU, PAI-l . and p-actin proteio levels were 

analyzed by Western blot (upper panel) foltowed by densitometry analysis. The results are expressed as the ratio of PLAU and PAI -1 to j3 
actin. Data are presented as the mean and S.E.M. from three independent experiments. 'p < 0.001 significantly different from the control. 
"p < 0.001 significantly differenl from HG 

according to the results of Fraser et al. (2007); leunda-Casi et al. 

(2001a. 2001b). We report for the first time thal the induction of 

mouse trophoblast differentiation by HG (25 mM) is mediated by ROS. 

It is also shown that this effect is associated with the increased 

expression of PLAU. its inhibitor PAI -1. and MMP-9. as well as 

decreased expression of TIMP-1. 

The HG-induced increase in trophoblast cell spreading abilily was 

established using a new approach and can be considered an indication 

of increased motility and invasive ability of trophoblast cells (González 

et al.. 2012). Specifically, lrophoblast spreading was restricted by the 

absence of exogenous serum or ECM proteins. and further spreading 

was allowed by the addition of serum. In these conditions. trophoblast 

cells acquire the characterisl ics of migratory cells (cytoplasmic 

prolongations and lamellipodia). The proliferation. differentiation, 

and invasion of trophoblast cells must be coordinated for placental 

devclopment (Aires & Dos Sanlos. 2015) and HG-induced trophoblast 

spreading and invasion competence may conlribule l o pathological 

placental changes and majar complications during pregnancy (Basak 

et al., 2015: Jarmuzek el al., 2015; Sharma, Godbole, & Modi, 2016). 

Our data indicate that lhe HG-induced increase in levels of PLAU 

and MMP-9 expression was correlated with higher TGCs differentia­

tion and increased trophoblast outgrowths. In this way, PLAU and 

MMP-9 have been considere<:! l o be markers ofTGCs differentiation in 

blastocysts developed in culture (Harvey et al., 1995; Sellens & 

Sherman. 1980) and conlribule lo the invasive potential of trophoblast 

cells. ln contrasto the HG-induced reduction in the expression ofTIMP-

1. a major MMP-9 inhibitor, also contributes lo a higher degradative 

potential of trophoblast cells. Increased levels of Pai-l mRNA induced 

by HG treatment can be related to a higher potential of trophoblast 

cells lo synthesize PAI-1 in response lo different stimuli, given that lts 

protein concenlration was not affected. The fundion of PAI -1 is 

debate<:! and has been shown to have an anti-migratory effect via the 

inhibition of PLAU or a pro-migratory adion via mechanisms that are 

nol well established. PAI -1 is expressed in mature TGCs in vivo 

(Teesalu, Blasi. & Talarko, 1996) and in vitro (Harvey el al., 1995). 

lncreased levels of PAI-1 expression have been associated with 

increased invasiveness of cancer cells (Flores-lópez. Martinez­

Hernandez, Viedma-Rodriguez, Oiaz-Flores. & eaiza-Gutman. 2016; 

Kwaan, Mazar, & McMahon. 2013), According lo our results. HG 

enhances the expression levels of PLAU. MMP-9. and PAI-1 in several 

cancer celll ines, and these proteins have been correlated with higher 

migratory and invasive ability (Flores-l6pez et al.. 2016; Un et al., 

2015). Trophoblast and tumor cells have similar characteristics. 

including the increased expression of proteases that may play active 

roles in migralion and invasion (Ferretti, Bruni, Dangles-Marie, 

Pecking, & Bellel, 2(07). 
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FIGURE 6 Effect of HG on pbsrrinogen activator (PA) activity. 

Conceptuses were culn.ed from GOl to GD9 with 5.6 mM gIucose 
(O. 5.6 mM gtucose p'us 19.4 mM mannose CM), 2S mM gkJcose 
(HG), 40 mM gIucose, HG plus N·acetylcysl .... (HG-NAC). O< HG 

p'us apocynin (HG-Apo). Alter the lreatments. the conditioned 
mediOOl was obt:ained and incubated with plasminogen and its 
conversion lo pb$nin was evatualed using an amydotytic assay. (a) 
The PA activity was depende'" on glucose concentration. (b) HG­
induced increase in PA activíty was depetOOlt on ROS. Data are 

presented as !he mean and 5.E.M. from three independent 

experiments. .p < 0.001 signiftc:anUy different from control (5.6 mM 
glucose) • •• p < 0.001 signiflCaflUy different from HG 

OuT findings suggested tNl the increased trophobIast spreadi"B 

and PlAU. MMP9. and PAI exprcssion induced by HG are mediated by 

ROS. gjven tIlat lhe production of ROS was increz¡ed under HG 

conditions and sevcf3I eHccts of HG were prevcnted by NAC. ROS 

(particularty HP2) play important roles in olÓdalive biosynlhetic 

reactions and act as signaling agents in many ~ conditions. 

Thc spccffic mcchanism of thc effects of NAC has not bcen comP'etetv 

eluddaled (lu el al. 2011), aIthough it has been .ttributed lo !he 

reduction of ROS leYefs. NAe as a dcrivative of l -cystcine. which has 

antioxic:bnl properties: and ~ as a scavenser of free radicafs via its 

sulfhydrvl group. NAe is aIso él precursor of an endogehous reducing 

agent g,lutJthione, the principal inlraceUular antioxidant NAC prevents 

the HG-induced stress in different cefI types and decteases PlAU 

expression and activity in SCYCfaI contexts (Kim. Kim. Na, & Surh, 2010; 

Tobar. VilLar, & Sanlibañez. 2010), induding HG (Aores-L6pez el"'~ 

2016~ The action 01 NAC is ikely depelldet,l on !he gIucose 

concenlr.1tion. Su.,orisingly, NAC promoled trophoIoIasl outg,owth 

in thc presence of ~ gJucose leveIs. wflich may be ilSSOCiated with 

its use in protein synthesis or with stronger antioxidant defenses duc 

to lhe replenishment 01 gkrt3thione. GSH leveIs were foood lo be 

Iower in cmbryos cuttt.ed in vitro than in embryos devcloping in vivo. 

Moreovet". a reduction in intrxellubr GSH leYeIs has been ólSSOdated 

with the decreased devclop¡ ,1Cnta1 ability of ear1y preimplantation 

mouse embryos (Gardiner & Reed. 1994; Horikoshi. Takeo. & 

Naka .. ta. 2016~ 

Thc inhibitory action of apocynin on the effects on HG indic.ates an 

importanl role of NOX in mediating the effecls of HG.. Functional NOX 

has been observed in mouse ectopbcental eones of 75 GO 

concepluses and in cultured TGCs derived from these eones 

(BeWacqua, Hoshida. Amar.onle-Paffaro, Albieri-8o<Kes. & Gomes, 

2010. Gomes el al, 2012). ROS generation by NOX has been 

assodated with !he phagocyt;c activity of !he post ·implanlation 

trophobIast (Gomes et"'~ 2012). In this study. apocynin pc-evented the 

HG-induced increases in PlAU, PAI-1. and MMP-9 expres:sion, 

de<reasing trophobIast ""eading. In ~ with ou, <esUlts. 
apocynin was previousIy shown lo decrease migration. invasion, and 

MMP-9 expression in different eell types (U. Shi, Yu, Feng, & Wang, 

2017).. 0lW data provide evidence for the presence of NOX in the 

eartier primary mouse trophobbst. indic:ating the participation o, NOX 

in the regulation 01 trophobIast gene expression. rrigration and 

spreacf.ng.. 

Unfortunatety. thc role of mitochondria in the production of ROS 

induced by HG couId nol beest3b1ished using rot.enone, an inhibitMof 

the respiratory chain; dIJe that this eompound had a detcterious effect 

on blastocyst development in cuJture. Theref«e. another Slr3tegy is 

required to better ddineale the role of ROS production by 

mitochondria in the effects of He. For example. mitochondrial 

superolÓde dismutase mirnetics couId be used to address this ques:tion. 

Thc mechanism by which glucose can regulate protcase expres­

sion is undear. It is possible that ROS regubte the activity of 

t:r.Nlscriptioos filctors. such as nudear factor·kappaB (NF-KB). which is 

sensitive lo redox changes (GIoire & Piette. 20(9). NF-KB was foond to 

be expressed in the trophobIast during mouse blastocyst impbntation 

(Muggia, Teesalu. Neri. Blasi. & Talarico. 1999). Thc promoter regions 

of PlAU and MMP-9 contain a binding eletnent to NF-KB (Gutsche 

el al, 2016: Tobar el al. 2010; Tronov. KonstcIntinov. Pelr.lkou. 

TsiJiflligaki, & P;perakis. 2002; UemlK3 el aL 2(01). wflich coukt 

exp&ain the inc:rease in MMP-9 and PlAU k:vefs in mouse eooceptuses. 

Exogcnous ROS induce the expression and promotcr actMty of the 

gene 01 PlAU (Kim el al. 2010; Lee. Kim, & Kim, 2(09) and • spedfoc 

inhibit«of NF· K8 signiflC3ntty reduced theenhancement o, PlAU and 

PAI-1 expression and c.ancer cefI invasion (Moreau. Mourah, & 

DosQuel, 2011). In addition. oxidativc stress caused by NOX induces 

theexpression of PlAU (Tobarelal~ 2010). PAI· l (Samad, Yamamoto, 

& Pandey, 199n and MMp-9 (Shin el al. 20(8) vio NF·.S activ.>tion. 
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FIGURE 7 Effect of HG on MMP-9 expression in cultured mouse conceptuses. Conceptuses were cultured from G07 to G09 with 5.6 mM 
glucose (Control, C), 25 mM glucose (HG), HG plus N-acety1cysteine (HG-NAq 01' apocynin (HG-Apo). (a) Mmp-9 and Timp-l mRNA levels 
were analyzed using real-t ime RT-PCR with 18s rRNA as an endogenous expression control. Standardized data were used and presented as 

the fokl change relative to the controllevels (5.6 mM glucose), the value of which was set to 1. (b) Representative gelatin zvmography result 
for conditioned medium and cell lysates. Densitometry readings of the gel bands are expressed as arbitrary units of relative densities, using 
the control value as 1. Data are presented as the mean and S.E.M. from al least three independent experiments. 'p < 0.001 significantty 
ditferent from control, "p < 0.001 significantly different from HG 

Although the role of NF-KB in mouse TGCs had not been completely 

defined, it could playa role in modulating the expression of genes in 

these cells during l he endometrial invasion, tissue remodeling. and 

placental morphogenesis. 

The dysregulation of MMPs. PLAU, and their inhibitors during the 

peri-implantation stage is an important factor in diabetes-associated 

placental alterations, spontaneous abortions, pre-eclampsia, and 

intrauterine growth restriction. AlI of these proteins and events 

require further investigation. In this work, it was found that a 

hyperglycemic environment promotes trophoblast spreading in early 

mouse conceptuses via up-regulation of PLAU, MMP-9, and PAI-l and 

the downregula1ion of TIMP-l . Moreover, it was found 1hat 1hese 

effects were mediated by ROS. 

4 I MATERIALS ANO METHOOS 

4.1 I Animals 

AII of lhe experiments were performed using COl mice provided by the 

Animal Care Facility of FES Iztacala, UNAM. Animal care and handling 

were conducted following lhe institutional regulations. These experi­

ments were approved by the FES-Iztacala Ethkal Committee, UNAM. 

The mice were maint"ained al 22 oC, foad, and water were provided ad 

libitum and the photoperiod was 12 hr light: 12 hr clarkness. 

4.2 I Production and culture 01 embryos 

Blastocysts were obtained from 5- to 7-week-oId female COl mice 

that were superovulated and mated with fertile COl males, as 

described previously (Armant, 2006). Blastocysts were col lected on 

GO 4, with the day of vaginal plug observation being defined as GOl. 

The uterine horns were removed and flushed with HAM -F10 medium 

(Sigma Chemical Ca. St. louis. MO). The blastocysts were recovered 

under a stereo dissecting microscope and groups of 20 conceptuses 

were cultured in 96 well microplates, in 100 ~I HAM-Fl0 medium 

containing 1 mglml BSA (0.1%), 2.2 mM calcium lactate, 12.5 mM 

NaHC03, 100 IU/ ml penicillin and 0.1 mglml streptomycin. The 

cultures were maintained al 37 oC in a 5% CO2/ air incubator (NAPCO 

6500) and inspected daity. Conditioned medium was harvested and 

replaced at G07 with fresh treatment medium. The conceptuses were 

collected after 2 days of treatmenl (G09) and the conditioned medium 

was recovered. 

4.3 I Treatments 

G07 conceptuses were cultured with the following treatments; 1) 

5.6 mM glucose (glucose normal or control); 2) osmotic control with 

5.6 mM glucose and 19.4 mM mannase; 3) HG (25 mM g/ucase); 4) co­

lrealment with HG plus S mM N-acetylcysteine; S) HG plus 10 j.lM 

apocynin; and 6) HG plus O.lj.lM rotenone. Apocynin and rotenone 

inhibit lhe generation of ROS via NOX or mitochondrial eleclron 

transport, respeclivefy. Additionally, in sorne experiments, 40rnM 

glucose was used lo evaluate whether trophoblasl spreading and 

PLAU aclivity were dependenl on the g/ucase concentration. In these 

experiments. mannose was added to control for osmolality (5 .6 mM 

glucose plus 34.4 mM mannose). Other inhibitors of the ROS 

production were used, including NW-melhyI-L-arginine (l-NAME) and 

allopurinol (Sigma Chemical Ca.). 
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4-4 I Trophoblast cell spreading assay and 
morphometric analyses 

Embryos wet"e coIlected and cuttured as described aboYe in non· 

adherent conditions (wit:hout sen.m OC'" exogenous ECM proteins). 

Aftef treatments from G07 lo G09. FBS was added to el final 

concentration of 10%. and the clAtures were anatyzcd fIX trophobIast 

outgrowth al specifK inlervals 0Yef' the next 24 tw". For comparaÜYe 

purposes. trophobIast extension was me3Slred after 10 Iv of serum 

addition using NIH lmase) L62 software. The conceptuses were 

observed and photographed under a phase-<ontrast inverted micro­

scope «()tympus CKX41. Tokyo, Japan). The conceptuses were fixed 

wilh ~ acetic: ac.id (25'" aOO absotute ethanol (75'" for one 

ninute ¡md stained with aceto-orcein (Rafferty. 1970). TIte nodear and 

trophobIast areas were evaluated using NIH lmage J L62 software. 

4.5 I ROS detennination 

The fluorescent probe 2', 7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFOA, 

Mo'eaJIar Probes, Eugene. OR) wa:s used lo monitor the net inlraceltbr 

acamu1ation of ROS. This method is based on!he oJÓdative conversion 

of non-fluorescent OCFOA to fll.JOresc:ent DCF by intr.Keflular hydrogen 

perolÓde. The conceptuse5 were transfcrred at G09 to eighh~cll 

cha_~_~bTek.NUNC.NapeMIIe. ILlandROS __ measured 

as folows. The mouse conceptuses were washed with PBS and 

incubated far 30 min with DCFOA (10 JIM) al 37 -c.. The conceptuse5 

were then washed wilh PBS and fixed in P8S contairWig 3% w/v 

paraformaldchydc al 4 "Covemight, aftcrwhich they were refrigcrated 

in 1:1 P8S-~ soIution...,tiI observation. The fIuorescenceof OCF 

staining was dctected at 488 nm usirc a con~ microscope (Zeiss 

AxioYert 100 M. Version 2.3. software lCM510. 274748). 

4.6 I Analysis of mRNA 

Real-lime RT-PCR W3S used 10 evaluate the ertects of HG on Prou. Poi­

l . Mmp-9 aOO Ttmp-I mRNA leYefs. Total RNA W3S isolated using 

TRlZOl reagent (Ambion, Ufe TechnoIogies. Cartsbad. CAl from 

groups of 20 conceptuses cofIected al G09. RNA (1¡.tg) W3S reverse 

transcribcd for 60 min al 37 ~ after which thc reverse tr.lnscriptase 

W3S inactivaled al 95 -C for 15 mio. ene microliterof a 1:20 diJution of 

the cONA reaction was am~med using Maxima 5Y8R Green/ROX 

qPCR Master Mix (Fermentas, Thenno SdentifJC, aOO Pittsburgh. PA). 

PCR an¡1ysis of lBs rRNA was used as a control for RNA integrity aOO 

Ioading acClr.KY. Thc followin& specific primers wcrc uscd: scnse 5 '­

GTGCCGCACACTGCTTCATI-3' aOO anlisense S'-CGTGCTGGTACG 

TATCTTCA-3' for Pfotr, scnse S'-CM TGTGTCATTTCCGGCTGCTGT-

3' aOO antisense S'-TIGACCAGGAGCTGCTGTCTCTTT-3' for PoH ; 

scose S'·TTGAGTCCGGCAGACAATCC·3' • .-.I antisense S'-CCTTAT 

CCACGCGAATGACG·3' f", Mmp-9: scose S'·CGCAGATATCCGG· 

TACGCCTA-3' and antisense S' -cACMGCCTGGATICCGTGG-3' for 

TII7IP"I mRNAs (Harvey el al., 1995); and scnse 5'- CGCGGTTCTA 

TTTTGTIGGT-3 ' and antisense S'-AGTCGGCATCGTTTATGGTC-3' 

for 18s rRNA (VincigUCfT3. Santini. CIaycomb. l.adumer, & Rosenthal. 

2010~ The ampfifocation ",.eI"" ónduded 40 cydes of heat 

denabr.ltion al 9S"C for JOs. folk)wed by annealing for lmin at 

57'C (18~ PIou. • .-.1 M".,.9). 58'C ¡r.,.,.U '" 6O'C (Po¡· n • .-.1 

cxtcnsion for 1 mio al 72 "C. After thc final cydc, the lemperature was 
maintained al 72 -C for 10 min. The rebtive expression of !he genes 

W3S determined using the cornp.ar3ÜYe CT methcxt (2-.0.0.° ) using their 

respective baselines as referenc:e points.. RelaliYe mRNA leveIs of Pfau, 

Poi· I . Mmp-9. and Tmp-l were normalized with lBs rRNA, the values 

for the 5.6 mM glucose group were set to one and the changes in 

relation lo this control were detennined. 

4.7 I Westem !>Iot 

The PlAU and PAJ-l protcin Ievds WCfC evaluatcd by Westem bIol as 

follows. Total protein was isobted from groups of 20 conceptuses 

after RNA extraction, folk:twing the TRlZOl reagent instructions 

(Ambion). The proteins were heated for 5 min al 95 -c.. separated by 

t.ubophoresis on 10% SDS-potyacrybmide gefs and ttansferred lo 

poIyInnyfidene diOooride onemIl<anes (Ilio- liad, _rules, CAl. The 

membranes were bIodc:ed with 5" w/ v of 8SA. 1" w/ v Tween 20 in 

Tris-buffered-saline (lBS) pH 7.6 for lhr and incubated at 4"C 

ovemight with rabbit poIydonaI antaxxrteS against PlAU (Santa Cruz 

Biotechnofogy, Dalias. Texas). PAf- l (Abcam. Cambridge, MAl '" 11-
Actin (Santa Cruz Biotecfv-dogy) (al1 diluled 1:1(00). The bIots we-c 

washed for 30 min followed by incubation for 1 h,. with the sccondary 

antibody (diluted 1:SOOO~ A secondary goal anti·rabbit IgC anli1xxfy 

W3S used (Jack:son ImmunoResearch. Battimore Pike. PA). The targeted 

proteins were dctectcd by enhanced peroxidase ChemilOOlinescencc 

using the lumi· UgIll Westem BIotting Substrale kit (Roche Diag. 

nostics.. Indianapolis. IN~ úch protcin band was normalizcd to the 

int:ensityof ~Act.in. PlAU and PAI- lleve1swereexpressed inarbitrary 

units that wcre automaticalty set by the software. 

4.8 I Plasminogen activator activity 

We used two-sleps amydolytk assay carrÑ:d out al 37"C to 

detcnnine PlAU activity. Plasminosen was conYCrted to pbsmin by 

PlAU and plasmin activity was measured using lhe speciflc 

dvomogenic substrate. O-VaI- leu-lys-4 nib"oanilide acet3te (Sig ma 

ChemicaI Co..). This substrale is deaved by pbsmin inlo a residual 

peptide and 4-nitroaniline (EIIis. Scully. & Kakkar. 1987). Conditioned 

medium was obtaincd al G09. centrifugcd at 11.000s for 2 min and 

frolen al - 70"C. Conditioned medium was firsl incubated for 18hr 

with 10 ¡.t,g/mI human plasminoscn (Calbiochcm. la JoIIa. CAl in a 

0.2 mi reaction mixture containing 50 mM Tris pH 7.4 and 110 mM 

NaO. thcn 0 .3 mM of the chromogenic substrate was added. aOO !he 

absofb3nce of 4-nitroaniline was monitorcd spectrophotomet.riGIlty 

al40Snm. 

4.9 I Gel zymography 

In the conditioned medium and cel! tysales, MMP-9-depeudent 

gclatinofytic activity was étSQYCd using substrate-gcl 
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electrophoresis (Legrand el al., 2001) with 10% polyacrylamide- SOS 

gels containing 1 mg/ml bovine gelatin (Sigma Chemical Co.) as the 

enzyme substrate. Non -denaturing conditions were used for these 

analyses. After electrophoresis, the gels were washed twice for 

30 min in 2% (v/v) Triton X-lOO to remove SOS and then incubated 

for 48 hr at 37°C with 50mM Tris-HCI (pH 7.5) containing 10 mM 

CaCI2 , 150 mM NaCl, and 0.5% Triton X· l00. pH 8.3. After staining 

with Coomassie blue R-250, the zymograms were imaged with the 

G:Box Gene Oocumenlation System (Syngen, Frederick, M O) and 

the zones of enzymatic activi ty were quantified as integrated 

densities by densi tometry analysis using NIH ImageJ 1.62 software. 

The MMP-9 levels were expressed in arbitrary units that were set 

automaticaUy by the software. The values for the 5.6 mM glucose 

group were set to 1 and the changes in relat ion to this control were 

determined. 

4.10 I Statistical analysis 

Each experiment was performed at least three times. The data are 

presented as the mean ± standard error of the mean (S.E.M). AII of the 

data were compared using ANOVA followed by Tukey's post hoc tesl 
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