


Universidad de Buenos Aires 

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales 

Departamento de Ciencias Biológicas 

Seminario de Licenciatura 

Actividad de las metaloproteasas en el 

proceso de implantación del trofoblasto y 

en f!I tejido placentario sano y diabético. 

Autora: María Carolina Pustovrh 

Directora: Dra. Elida González 

Codirectora: Dra. Alicia Jawerbaum 

Centros de Estudios Farmacológicos y Botánicos 

(CEFYBO) 

Marzo 2000 



AGRADECIOMIE TOS 

A Elida y Alicia por guianne en los primeros pasos de la investigación con dedicación, 

paciencia y respeto, por el cariño y la contención que me brindan todos los días. 

A Marita Debora por su ayuda incondicional y su preciosa amistad. 

A V rónica Jorge, Alejandro, Elisa, Mariana, Virginia, Mercedes, Diego, Rami, Alicia 

Motta, Alicia Faletti por socorrenne en todos lo momentos con la mayor de las 

voluntades. 

A mis padres, Gloria y Carlos, por su amor y por su esfuerzo. 

A mis hennanos Pablo e 1 án, por su cariño y apoyo. 

A mis tíos Luciano, Olga, Juan Carlos, Rina y mi prima María Rita, por con su cariño y 

u compañía. 

A mis amigo : Hernán, Florencia, Mónica, Silvina y Emilia, por los buenos momentos 

compartidos, por contenenne en los momentos difíciles y por todo el cariño que me 

brindan. 



Agrad zco e pecialmente la colaboración brindada por los Doctores: Mario Pesaresi, 

Mario Baier, abina Gotusso y Paula Micone perteneciente a la División 

Tocogin cología, Departamento Materno lnfantil Hospital General de Agudos Carlos 

Durnnd. Y al Dr. Luis Volo chin, Laboratorio de Investigaciones en 

Neuro ndocrinología d la Reproducción Humana (LlN RH-CONlCET). 



LNDICE 

METALOPROTEASAS --------------------2 

IMPLA TA 10 E 1BRIO ARIA _________________ S 

PLACE TA _______________________ 9 

OXIDO ITRIC0 _____________________ 12 

RADJCALES LIBRES DEL OXIGE 0 ________________ 14 

DIABETE MELLIT 17 --------------------
HIPOTE ISYOBJETIVO _______________ 21 

MATERIALE Y METODOS 22 
; ---------------

RE LTADO 27 --------------------
'apítulo J: ACTIVIDAD DE LA METALOPROTEASA 2 DURANTE LA 

lMPLANT ACIO DEL TROFOBLASTO Y SU MODULACIÓN POR OXIDO 

~N~ÍT~R=I-=-=O ~E =N~L=A--"-'-'R~A~T~A~ . __________________ 27 

Capítulo 2: A TI IDAD DE LA METALOPROTEA A 9 EN EL TEJIDO 

~ ·ap ítulu 3: REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE MMP9 EN EL TEJIDO 

PLACE TARJO DE GESTANTES DIABÉTICAS PREGESTACIONALES. 38 

Capítulo -1: REGULAClÓN DE LA ACTIVIDAD DE MMP9 EN EL TEJIDO 

PLA ENTARIO O PACíENTES DIABETlCAS GESTACIONALES. 49 

DI LIS ION 59 ---------------------
CON L JON ____________________ ~65 

BIBLJOGRAFlA ___________________ ~67 



RESUMEN 

En 1 presente trabajo evaluamos el rol de las gelatinasas, enzimas pertenecientes a la 

familia de las metaloproteasas, durante la implantación embrionaria y en el tejido 

placentario a ténnino. 

Los resultados obtenidos indican que la actividad de la MMP2 se encuentra aumentada 

en los días que rodean a la implantación embrionaria en la rata siendo este un fenómeno 

local , ya que ta actividad de la enzima es mayor en los sitos de nidación. Durante el 

período de implantación se describe un aumento de la actividad de la enzima 

sintetizadora de óxido nítrico, el cual modula la permeabilidad y la vasodilatación 

vascular. Al evaluar una posible regulación de la actividad de la MMP2 por NO 

encontramos que existe una efecto positivo sobre la misma. 

Otro proce o en el cual las metaloproteasas tienen una importante participación, es el 

d sarrollo y mantenimiento de la función placentaria. En la placenta humana la 

acti idad de la MMP9 se encuentra aumentada hacia el final de la gestación. Con el 

objeto de comprender las anomalías reproductivas inducidas por la patología diabética, 

se caracteriza la actividad de la MMP9 en tejido placentario sano y de gestantes que 

sufren diabetes pregestacional y gestacional. Encontramos que ésta se presenta alterada 

por la patología diabética. Se observa un awnento de actividad en el caso del órgano 

proveniente de mujeres diabéticas pregestacionales y una disminución en el tejido 

placentario a término de pacientes diabéticas gestacionales. 

Estudiamo a imismo que el NO modula la actividad MMP9 en tejido placentario de 

mujeres sanas y diabéticas pregestacionales, lo cual no ocurre en el caso de la diabéticas 

gestacionales. En la preñez a término los niveles de NO se encuentran incrementados, 

facilitando la adecuada perfusión sanguínea del órgano placentario. En el caso de las 

placentas diabéticas sus valores se encontraron aumentados por encima del nivel 

normal. 

Por otro lado, el incremento de radicales libres de o ígeno es un emergente de la 

patología diabética, y nuestros experimentos demuestran que las especies oxigenadas 

aumentan la actividad d la MMP9. 

De esta forma, tanto los njveles de NO como los de radicales libres de oxígeno pueden 

modificar la actividad de las metaloproteasas en la placenta normal, determinando 

anomalía en la actividad de la metaloproteasa en la placenta diabética. 



INTROD CCION 

1). METALOPROTEASAS: 

Caracterí ·ticas y clasificación 

La metaloproteasas (MMPs) representan una familia de enzimas, estructural y 

funcionalmente emparentadas, responsables de la degradación (por proteólisis) de los 

componentes de la matriz extracelular (MEC), como son la membrana basal o el 

estroma extracelular. 

Siendo importantes participantes de la remodelación del tejido sano, sus potenciales 

efectos peligrosos están altamente regulados a diferentes niveles. A nivel transcripcional 

la presión de las MMPs es finamente controlada por varias citoquinas que actúan a 

tra és de lar gulación positiva o negativa de sus genes. La activación de las 
.. 

metaloproteasas es regulada post-transcripcionalmente por activación proteolítica de las 

proenzimas latentes y por la interacción específica con inhibidores tisulares (TIMPs). 

La matriz extracelular es una compleja red compuesta por proteínas constituyentes 

inclu endo colágeno y elastina, glicoproteínas como laminina, fibronectina, entactina y 

nidogén a í como vario proteoglicanos y glucosaminaglucanos, todos ellos 

onformando la arquitectura de la membrana basal y el estroma intersticial. 

La integridad de la MEC es controlada por un equilibrio dinámico entre la síntesis y la 

de!:,rradación local de distintos componentes. Se considera que las MMPs son relevantes 

en Jos proceso fisiológicos de degradación de la matriz (Woessner, 1991 ). 

Los distintos miembros de la familia MMPs han sido identificados por cADN y 

secuenciado . Las metaloprotesas se dividen tradicionalmente en tres subfamilias 

basadas en el sustrato específico que degradan: 

1) Colagcna as(MMPl,MMP8, MMP13, MMP18)conuna prcforcn iaporel 

colágeno fibrilar. 



2) Gelatinasas (MMP2 y MMP9) con una preferencia por el colágeno tipo IV o 

colágeno desnaturalizado (gelatina). 

3) Estromelisinas (MMP3, MMPIO y MMPl 1) que degradan una amplia variedad de 

su tratos d Ja MEC, como proteoglicanos, larninina o fibronectina. 

También han ido identificados otros miembros de esta familia: 

* MMP integrales de m rnbrana (MMP14 o MTl-MMP, MMP15 MMP16 y MMP17. 

*Matrisilina (MMP7), Metaloelastasa (MMP12), MMP 19, Enamelisina (MMP20). 

Todos lo miembros de la familias n secretados como proenzimas inactivas. Requieren 

zn2+ intríns coy Ca2+ extrínseco para su completa actividad. Además, son inhibidas in 

vil o por proteínas especificas, inhibidores tisulares de las rnetaloproteasas (TIMPs), e in 

vitro por agent s quelantes. (Woessner, 1991 ; Matrisian, 1992· Stetler-Stevenson y col, 

1993). : 

Fun ión de las metaloproteasas 

i bien el rol exacto de las MMPs no ha poctido aún ser elucidado en detalle, estas 

enzimas están involucradas tanto en procesos fisiológicos como patológicos. 

La actividad o e presión de las metaloproteasas está asociada a procesos de 

remodelación del tejido normal, como en el embarazo, el parto (Jeffrey, 1991), la 

dilatación del segmento bajo del útero (Rechberger y Woessner, 1993), la invasión de 

trofoblasto dentro del estroma endometrial (Cross y col. , 1994) la involución de la 

glándula mamaria (Talhouk y col. , 1992), la reabsorción ósea (Delaisse y col., 2000) y 

1 proce o de angiogénesis (Liotta y col., 1991) entre otros. 

Por otra parte las MMPs contribuyen al fenotipo de condiciones patológicas severas que 

e ·tán asociadas con la det,rradación progresiva de la matriz extracelular como 

o teoartritis (Brinck rhoff, 1992), enfermedad periodontal (Brirkedal-Hansen, J 993), 

inflamación (Baugh y col. 1999) y metastasis tumoral (Stetler-Stevenson y col. , 1993). 



No e orprendente qu las células involucradas en estos procesos patológicos sean 

potentes productores de MMPs, como lo son las células del tejido conectivo 

(fíbroblasto o teobla tos condrocjtos), células endoteliales, neutrófilos, macrófagos y 

célula tumorales, entre otras. 

Gelatinasas 

Como mencionamos anterionnente esta subfamilia está compuesta por dos miembros, la 

gelatinasa A de 72 KDa. (metaloproteasa 2) y la gelatinasa B de 92 KDa. 

(metaloproteasa 9). Estas clivan al colágeno tipo JV, importante componente de la 

membrana basal (Bonfil, 1998) que representa una barrera impermeable para la 

migración celular. 

La gelatinasa A es la única MMP que es expresada constitutivamente por muchas 

células, y pósee una distribución tisular ubicua. En su pasaje de proenzima a enzima 

activa participa una metaloproteasa de membrana, MT-MMPl.(Sato y col., 1994). 

Recientes descubrimientos sugieren que la MMP2 activa está in olucrada en la 

iniciación o reguJación de respuestas celulares tales como proliferación, adhesión y 

migración. E to modifica el concepto previo de las MMPs como simples removedoras 

de la MEC. 

La gelatinasa B (MMP9), a diferencia de la MMP2 que es constitutivamente expresada 

en bajos niveles por muchas células, s normalmente expresada olo por los 

trofoblasto , osteoclasto , neutrófílos y macrófagos. Sin embargo esta expre ión puede 

ser altamente inducida en una variedad de células por muchos agentes, incluyendo 

factores de crecimiento, citoquinas, moléculas de la MEC, moléculas de adhesión 

celular y agentes que alteren la fonna de la célula. 
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/,a gelat 11w. as y ·u relación con los procesos de implantación y el t ~ .fido placentario a 

t >m11110. 

Durante la implantación, el trofoblasto embrionario invaden el epitelio úterino. Este 

proceso r quiere una extensiva degradación y remodelación de Ja MEC. Hay evidencias 

importantes de que las gelatinasas están involucradas en este proceso. Tanto la 

gelatinasa A orno 8 han ido detectadas en trofoblastos de rata y humanos en cultivo 

(Librach y col. 1991) 

El inciciotrofoblasto humano cumple diferentes roles. A lo largo de la gesta participa 

en el tran porte de nutrientes, metabolitos e inmunog1obulinas desde Ja circulación 

maternal a la fetal, y también como órgano endócrino y paracrino, secretando hormonas 

esteroideas y proteicas (Kliman,1985), y también poderosos agentes vasoactivos que 

actuan regulando el flujo de sangre materno-fetal.(Wetzka, B. Y col ., 1996~ Graf y 

col. , 1996). 

La gestación e tá a ociada con un gran crecimiento y remodelación del útero y la 

placenta restructuración de estos tejidos durante estadios específicos del embarazo, 

proc sos en lo cuale e encuentran involucradas varias metaloproteasas, entre ellas, la 

MMP9 (Vetriano y col. , 1996). En la placenta humana esta gelatinasa es producida por 

las células residentes en la misma, particularmente los trofoblastos. 

2). IMPLANTACIÓ EMBRIONARIA 

La implantación embrionaria en los mamíferos es el resultado de la interacción entre 

dos tejidos el endometrial y el trofoectodermo que comienza con la fijación del 

blastocisto en el útero culmina con la formación de un nuevo tejido, la placenta. 

on diver os los procesos de origen uterino que influyen sobre la implantación en 

mamífi ros primate· y no primates (W itlauf, 1994· Gui llomot y col., 1993; Hodgen y 

Jt kovitz 1998 , aunque lo mecanismos no han sido enteramente elucidados. 

En todas las especies de mamíferos, el punto de contacto entre el blastocisto y el tejido 

materno e tá dado por la células del epitelio lurninal del útero. Hay variaciones 
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importantes en la organización de dicho epitelio, el cual durante el ciclo reproductivo 

sufre diferentes cambios en Ja morfología celular y en su actividad metabólica. Estos 

cambios, tales como la proliferación celular, expresión de receptores a hormonas, 

aumento en Ja tasa de metabolismo y en Ja síntesis proteica, están regulados por 

hormonas esteroides (Strauss y Gurpide, 1992). 

E~ idente entonce que, para que la implantación ocurra, se requieren cambios 

hormonales precisos qu p rmitan al útero adquirir una capacidad potencial de sufrir la 

"reacción decidual ' y es el embrión el que inducirá finalmente la autólisis de las células 

epiteliales y la deciduaJización de células del estroma. 

n la rata los cambios honnonales previos a la implantación consisten en: 

1) Un pre-estímulo con estradiol (proestro), el cual permite iniciar los cambios en el 

endometrio. 

2) ecreción luteal de progesterona durante lo primeros cuatro días de gestación, lo 

cual va~ inducir la maduración del endometrio mediante proliferación, 

diferenciación celular y la expre ión de receptores a esteroides y 

3) Un pico estrogénico en la mañana del día 4 de preñez (día previo al de la 

implantación). 

Este pico nidatorio de estrógenos induce el estado secretorio y de receptividad del 

endometrio hacia el estímulo de decidualización del embrión (Weitlauf, 1994; Hodgen y 

lt kovitz, 1988). 

Posteriom1ente el mantenimiento de las célula deciduales requiere de una continua 

·ecreción de progesterona. Durante la implantación y en el período post-implantación 

'sta proviene del cuerpo 1 úteo, que es rescatado ' por señales embrionarias. Luego, en 

ratas y humanos, los esteroides secretados por la unidad fetoplacentaria son suficientes 

para mantener la gestación (Hodgen y Ttskovitz, 1988). 

La nidación ntonce , sólo puede iniciarse cuando el embrión y el endometrio han 

alcanzado un estado preciso de sincronización. El blastocisto debe despojarse de la zona 

pelúcida, y el endometrio debe hacerse receptivo bajo control hormonal (Hodgen y 

Jtskovitz, 1988). Además existen interacciones blastocisto-útero que ocurren durante la 
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implantación modulan el desarrollo embrionario por un lado, y la receptividad uterina 

por el otro. Estas interacciones son mediadas por factores de crecimiento, móleculas de 

adhesión, citoquinas, etc.(Weitlauf, 1994). 

En este periodo de receptividad uterina del embrión, el epitelio presenta una serie de 

cambio morfológicos en su superficie, como la pérdida de sitios aniónicos (que 

implican menor repulsión) (Hewitt y col. , 1979), la reducción del glicocalix (que 

implica menor di tancia para el contacto de los epitelios), la expresión de moléculas de 

adhesión celular (con lo que se hace más receptivo al blastocisto ). 

Estos cambios ocurren en un espacio de tiempo preciso llamado "ventana de 

implantación' (Hewitt y col., 1979). En la rata esta ventana temporal es entre los días 5 y 

6 de gestación. Luego el tejido uterino se hace refractario a la presencia del embrión aún 

si se inserta artificialmente un blatocisto maduro (Weitlauf 1994). 

ecuencia de eventos en el proce ·o implantatorio embrionario 

En el proceso implantatorio en mamíferos, ocurre sucesivamente la aposición de las 

superficies del trofodermo del blastocisto y del epitelio endometrial, que va a asegurar 

el anclaje del blastocisto en la cavidad uterina. Las membranas apicales de ambos entran 

en conta to íntimo a tra és de la reducción de las micro ellosidades. Luego, la adhesión 

de las capas celulares adyacentes, interdigitación de las microvellosidades y formación 

de desmo ornas entre ambas superficies, permiten al blastocisto quedar fijado al tejido 

materno. Finalmente se produce la invación del trofoblasto dentro del endometrio 

uterino.(Figura I) (Hewitt y col., 1979). 

El mecanismo por el cual el blastocisto penetra el epitelio y la lámina basal dependera 

de la especie en cuestión y de la estructura tisular particular (Guillomot y col. , 1993). 

-n los roedores las células epiteliales se autolisan y son fagocitadas por el trofoblasto. 

En humanos e forman sincicios comunes con núcleos matemos y trofoblásticos, con 

propiedades invasi as y de migración. Por otro lado, existen distintos tipos de 

placentación. En roedores y en hwnanos es de tipo hemocorial ya que el trofoblasto 
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111 ade la lámina basal epitelial y pen tra el tejido endometrial estableciendo una 

relación a cular definitiva con la madre. 

epitelio 
uterino 

estroma 

¡ ..... ~ · ·.: . 
. . . . 
. . 

· ~...-."-lo - Ji..-

. •. . . . .°· .:: ..... : . • .t:EMii!_ 

......... 
placenta epiteloconal 

placenta endoteNo o hemocorial 

Figura 1: Esquema representando las distintas/ases de la implantación en los mamíferos. 

El di co embrionario ha ido arbitrariamente loca lizado en el lado opue to al itio de implantación. La 

fa e 4 es la última fase de implantación en e pecies que pre entan placentación de tipo epicorial. 

(Reproduction in Mammals and Man Edited by C.Thibault, M.C. Levasseur, R.H.F. Hunter. Ellipses, 

Paris, 1993, capítulo 20). 



3). PLACENTA 

Desarrollo de la placenta humana 

En humanos, el crecimiento sostenido del sincicio produce Ja erosión del endometrio. 

Este proceso permite la penetración profunda del blasticisto en Ja pared del mismo, y 

hacia el décimoprimer día d la gestación el epitelio endometrial cambia 

morfológicamente en la zona que corresponde al sitio de implantación. 

La erosión sostenida del endometrio muy vascularizado por los sinciciotrofoblastos 

produce asimismo erosión de los vasos sanguíneos maternos. La sangre de estos vasos 

se vacía en las lagunas de los sinciciotrofoblastos que rodean al embrión. De tal forma 

la sangre materna ofrece nutrición para el desarrollo embrionario. Con el crecimiento y 

el desarrollo ulteriores empieza a formar e la placenta, produciendo la separación 

resultant entre la sangre del embrión en desarrollo y la proveniente de la madre. 

El corion se' desarrolla a partir de células trofoblásticas y vol uciona hasta convertirse 

en la placa coriónica, que origina las vellosidades coriónicas. 

Por su parte, lo trofoblastos inducen cambios en el endometrio vecino, modificándoJo 

para que se inicie la formación de la zona materna de la placenta. Este tejido materno 

alterado llamado decidua, se subdivide en tres regiones: decidua capsular, decidua basal 

y decidua parietal. 

• La decidua capsular queda interpuesta entre la luz uterina y el embrión en 

desarrollo. 

• La decidua parietal, es la región del endometrio que reviste las paredes del útero en 

otras partes que no sean el sitio de adhesión del corion. No participa en la formación 

de la placenta discoidal al igual que la decidua capsular. 

• La decidua basal queda interpuesta entre el embrión en desarrollo y el endometrio, 

forma la porción materna de la placenta. 

Al principio todo el embrión está rodeado por la decidua que lo va a nutrir. La región 

del corion en contacto con la decidua capsular formará vellosidades cortas y de poca 
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importancia, y por lo tanto su superficie pennanecerá lisa ~ esta región del corion se 

conoce como corion Leve. 

La región de la placa coriónica en contacto con la decidua basal formará vellosidades 

coriónicas extensas, llamadas vellosidades pimarias· por tanto, esta región del corion se 

conoce como cor ion frondoso, parte embrionaria de la placenta. Las vellosidades 

pnmanas tán compu stas tanto por sinciciotrofoblastos como por citotrofoblastos. 

on el desarrollo posterior las células mesenquimatosa extraembrionarias entrarán en 

el centro de la ellosidad primaria, y la convertirán en vello idades secundarias. El 

tejido cone tivo de Ja vellosidad secundaria quedará vascularizado por lechos capilares 

extensos, que se unirán al lecho vascular en de arroll del embrión. 

Confonn prosigue el desarrollo, la población de citotrofoblastos disminuirá su 

cr cimiento. La decidua basal formará grandes espacios asculares, o lagunas, que 

qu darán divididas por los tabiques placentarios en compartimientos más pequeños, que 

son extensi,one de la decidua. Las vellosidades secundarias se proyectarán hacia estos 

espacios vasculares y quedarán rodeados por la sangre materna, que se descarga y drena 

de de las lagunas por los vasos sanguíneos matemos de la decidua basal. La figura II 

(Lala, P.K.,and Hamilton, G.S. (1996). Growth factors, proteases and protease inhibitors 

in the maternal-fetal dialogue. Placenta 17:546), r presenta en forma esquemática a la 

placenta a fin del primer trimestre de gestación. La mayor parte de las vellosidades no 

están fijas a la decidua basal, sino suspendidas n la sangr materna de las lagunas, y se 

conocen como ellosidades libres. La vellosidades fijas a Ja decidua basal se llaman 

vellosidades de fijación o anclaje. Los capilares de las vellosidades libres y de anclaje se 

ncuentran cerca de la superficie de la vellosidad y están separados de la sangre 

materna por una pequeña cantidad de tejido conectivo y por los sinciciotrofoblastos, que 

cubren a la vellosidad secundaria. Por tanto, la sangre materna y fetal no se mezclan. 

Nutrientes y oxígeno difunden y se transportan desde la sangre materna a través de los 

·in i iotrol"oblasto , el tejido c nectivo y las células endoteliales de los capilares de las 

vellosidades para llegar a la sangre fetal. Estas estructura forman lo que se ha llamado 

barrera placentaria. 
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La placenta no es sólo el sitio en el que se intercambian las sustancias nutritivas, 

productos de desecho y gases entre las sangre materna y fetal, pues, específicamente a 

ni el del inciciotrofoblasto, es fundamental su función como órgano endócrino que 

secreta gonadotrofina coriónica hwnana, tirotrofina coriónica, progesterona, estrógenos 

y somatomamotrofina coriónica (hormona promotora del crecimiento y lactogénica). El 

tejido placentario también prensenta función paracrina, sintetizando y secretando 

factore que regulan el flujo materno-fetal : prostaciclina y tromboxano (potentes 

reguladores del tono vascular) (Wetzka y col 1996 y Endotelina 1, cuya acción es 

crítica sobre el desarrollo y el crecimiento fetal.( Graf y col, 1996). Otro de los agentes 

secretados por las células deciduales es la relaxina, que se sugiere puede estar 

involucrada en la degradación de la MEC de las membranas fetales causando la 

activación de una cascada enzimática, dando por resultado final la actividad de la 

MMP9 Qin, y col. 1997 . 

UMBILICAL CORO 

AMNIOTIC CAVITY 



Fi0 u ra 11: Diagrama esquemático que muestra la placenta al finalizar el tercer mes de 

gestación. 

e muestran las relaciones de las vellosidades coriónica y los trofoblastos con los tejidos matemos de la 

placenta. A , vellosidad de anclaje mantiene conectada la placenta a la pared uterina; EVT células 

trofoblá ticas migrando hacia la punta de la vellosidad columna celular, van a formar la capa de 

ci totrofobla to (CS), una capa ordenada de células o di persas dentro del decidua como células 

intersti iales ai ladas de trophobla to que son altamente inva oras. Otra EVT invaden las venas uterinas, 

remplazando el endotelio. Algunas EVT pueden invadir hasta el miometrio. CV: vellosidad coriónica; 

T: citotrofoblasto; ST: sincitiotrofoblasto· DC: célula deciduales· UE: epitelio uterino; UV: vasos 

anguíneos uterinos. (Lata, P.K.,and Hamilton G.S., 1996. Growth factors, proteases and protease 

inhibitors in the maternal-fetal dialogue. Placenta 17:546). 

4). OXIDO NITRI O 

.aracterí.·ti ·a. · generales 

El radical libre óxido nítrico (NO) es generado por la enzima Oxido Nítrico Sintasa 

( OS) que con ierte la L-arginina en L-citrulina y en NO en cantidades equimolares en 

presencia de 0 2 y NADPH. Luego el NO es rápidamente metabolizado por oxidación 

para dar nitratos nitritos. 

El óxido nítrico e un importante mediador biológico cuya vida media es de 7 segundos. 

Pu d gen rar peroxinüritos, cuando se combina con radicales libres de oxígeno, que 

son agente de alta toxicidad para la célula por su capacidad de nitrosilar proteínas 

(Ding y col. 1988· Miller y col. , 1996 . 

La enzima O es un homodimero con un grupo hemo. Pertenece a la familia de los 

citocromos-P450, y utiliza como cofactores la tetrahidrobiopterina, la flavina adenilato 

dinucleótido (F AD) y la flavina mononucleótido (FMN). 

Exist n bási amente tres isoformas de la enzima NO : El tipo l aislado de cerebro 

cNO ), el tipo Il ai lado en macrófagos (iNOS) y el tipo tres aislado en el endotelio 

vascular (eNOS . 
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Tanto el tipo I como el TlI son constitutivas y calcio/calmodulina dependientes. El tipo 

11 (fonna inducible) es expresado en respuesta a diferentes factores como las citoquinas 

o endotoxinas su acti idad es calcio/calmodulina independiente. 

Por lo general las enzimas constitutivas se asocian con la síntesis basal de NO mientras 

que la inducible estaría asociada a niveles mayores de síntesis de óxido nítrico en 

procesos inflamatorios e infecciosos(Kenneth, 1996) y también a determinados 

proceso fi iológicos como puede ser la ovulación y la implantación· embrionaria 

( hukovski y T afriri l 994; Novaro y col. l997). 

Jnhibidor . · de la. ínte ·i. · de óxido nítrico 

Los glucocorticoides inhiben la expresión génica de Ja enzima iNOS, bloqueando la 

inducción de la misma en diferentes tejidos ' in vivo", sin afectar la actividad de la 

isofonna constitutiva de la NOS (Knowles y col. , 1990). 

El Nw-nitro - L-arginina metil ester (L-NAME) y el Nª -mono-Metil-L-Arginina 

(L-NMMA) inhiben competitivamente (son análogos del sustrato L-arginina) a las 3 

i oformas d la NO (Knowles y Moneada, 1994). 

La Aminoguanidina (AG) inhibe competitivamente en fonna selectiva a la isofonna 

inducible (Misko y col. , 1993). 

!Jectos b10!ógicos del óxido nítrico 

El NO es mediador de múltiples funciones biológica . Actúa como neurotransmisor, es 

un poderoso relajante del músculo Ji o en diversas especies (Kaley y Koller, 1995· 

Magness y col. , 1997; Forstennann y col. , 1994), media la citotoxicidad de los 

macrófagos (forstcrmann y col. , 1994), inhibe la agregación plaquctaria y la 

proliferación celular del músculo liso vascular (Nonnan y Carneron, 1996), modula el 

tono vascular aumentando el flujo sanguíneo (Nonnan y Cameron, 1996; Diket y col., 

1994· Fórstermann y col. , 1994· Sladek y col. , 1997), participa en los procesos de 
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necro i apopto is y degradación de la matriz extracelular (Buhimschi y col., 1996) y 

'n remodelado tisular inflamación y daño tisular (Miller y col. , 1996; Tasilriran y col. , 

1994, Evans, 199 5 ). 

Ha sido ampliament demostrada su participación n eventos reproducti os tales como 

la ovulación (Bonello y col ; Shukovski y Tsafriri, 1994), la implantación (Novaro y col. , 

1997) el parto (Buhimschi y col., 1996· Natuzzi y col. , 1993· Yallampalli y col. , 

1993 ). Durante la gesta, niveles elevados de NO modulan la perfusión sanguínea 

placentaria, favoreciendo el desarrollo del embrión (Miller y col., 1996; Diket y col., 

1994· Forstermann y col. 1994). 

4). RADICALES LIBRES DEL OXÍGENO 

Formación el; productos de reducción parcial del oxígeno 

La etapa final de la cadena respiratoria es la reducción de una mólecula de oxigeno por 

la ce ión de cuatro electrones (0 2")2. La convergencia simultánea de cuatro electrones a 

e te punto tenninal s de gran importancia, pue si la reducción del oxígeno no es 

completa se forman productos tóxicos, con acción deletérea sobre moléculas 

consti tuyentes de las células. 

so producto tóxico son el peróxido de hidrogeno (H202) y los radicales libres 

uperóxido (02") e hidro ilo (HO·). El peróxido de hidrógeno y el anión superóxido se 

forman en reacciones que normalmente ocurren en el órganismo. El anión superóxido es 

r sultado de una reducción incompleta del oxígeno (una molécula de oxígeno adquiere 

un lectrón)" los radicales hidroxilos se generan por interacción del peróxido de 

hidrógeno con el anión superóxido: 
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Los radicales hidroxilo son mucho má reactivos que el peróxido de hidrógeno y el 

anión superó ido y por lo tanto, son más tóxicos. Se cree que la toxicidad del 0 2-y el 

H20 2 se debe a su capacidad de general radicales hidroxilo. 

Los efectos nocivos de estos radicales se ejercen sobre diferentes componentes 

celular s, como ADN, proteínas, lípidos y diversas enzimas: a) producen ruptura de 

ADN y modifí aciones de su bases nitrogenadas; b) oxidan grupos sulfhidrilos de 

proteína (se fonnan enlaces S-S), alterando la estructura de la molécula; e) atacan 

á idos graso insaturados de lípidos componentes de membranas (fonnación de 

peróxidos). Esto causa, además de cambios confonnacionales, disminución de la 

hidrofobicidad de las cadenas bidrocarbonada y desestabiliza las membranas celulares, 

alterando su composición y fluidez. Por otra parte, los hidroperóxidos formados actúan 

como inhibidores de ciertas enzimas, por ejemplo enzimas del ciclo de Krebs como la 

Aconitasa. (Morton y col. , 1998). 

En procesos inflamatorios, algunos de causa autoinmune, los radicales libres de óxigeno 

son causa de daño tisular. Estos agentes han sido implicados como factor de 

envejecimiento. 

Algunos 0 2- son producidos in vivo por activación de células fagociticas. Muchas 

enzimas han sido identificadas como capaces de reducir el 0 2 a 0 2- (peroxidasa, 

produce 0 2- durante la reacción de oxidación' triptofano dioxigenas y aldehído 

oxidasa, ambas presentes en hígado; Oxido Nítrico Sintetasa, libera 02- cuando los 

niveles de arginina son bajos) (Halliwell y Gutterridge, 1999,a) Pero de todas ellas la 

mejor estudjada es la Xantina Oxidasa, derivada de la purificación de la enzima xantina 

deshidrogenasa que cataboliza la oxidación de xantina en hipoxantina transfiriendo un 

electrón desde el sustrato al NAD+. este mecanismo se encuentra distribuí do 

ampliamente en el citosol de las células animales, pero no produce 02-normalmente in 

vivo. Sin mbargo la conversión deshidrogenasa-oxidasa puede ocurrir cuando hay 

injuria tisular (Halliwell y Gutterridge, l999a). 
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Ln::imas antioxidante· 

Dada la toxicidad del peróxido de hidrógeno y de los radicales libres superóxido e 

hidroxilo, el organismo dispone de mecanismos eficaces de protección. En condiciones 

normales la concentración de estos agentes se mantiene en niveles muy bajos. Los 

principales rn canismos de defensa son: 

a Los anion s sup róxido son eliminados en una reacción catalizada por la enzima 

Superóxido Dismutasa. En la reacción participan dos aniones superóxido y dos 

protones: 

e forma producto de esta reacción H202 que también es un producto tóxico y debe ser 

eliminado.La SOD presenta dos isoformas la citosolica dependiente de Zn y Cu, y la 

que se encuentra en hígado dependiente de Mn. 

b) La descomposición del peróxido de hidrógeno es catabolizada por la Catalasa, 

hemoproteína existente en casi todas las células, particulannente en el hígado, riñón, 

médula ósea y glóbulos rojos. La catalasa se encuentra en los peroxisomas, y cataliza la 

reac ión: 

c) la enzima Glutatión Peroxidasa, que cataboliza la reducción de hidroperóxidos 

orgánicos (ROOH) y de peróxido de hidrógeno en reacciones en la que participa el 

glutatión (GSH): 

ROOH + 2 GSH ---llll GSSG + ROH+ H20 

La glutatión peroxidasa está localizada en el citosol y en las mitocondrias. Esta enzima 

ayuda a mantener muy baja la concentración de H20 2 en los tejidos ~ convierte los ácidos 

16 



graso pero ·idados (ROOH) en derivados hidroxilados (ROH) y también puede revertir 

la oxidación de grupos sulfhidrilos. El glutatión oxidado (GSSG) es reducido por la 

Glutatión reductasa, enzima que utiliza NADPH como dador de equivalentes de 

reducción. 

5). DIABETES MELLITUS 

Consideracione generales de la enfermedad 

La diabetes mellitus es una enfermedad metabólica muy común ya que afecta al 1-2 % 

de la población mundial 

Hay dos tipos principales de diabetes, la insulina-dependiente o tipo I y la no-insulino­

dependiente (NIDD) o tipo II (Metzger, 1991; National Diabetes Data Group, 1979). La 

primera afecta a la cuarta parte de la población diabética y es la más severa. 

Actualm nte se sabe que la predisposición a padecer la diabetes tipo l es hereditaria. La 

diabete tipo II es la más difundida y también presenta predisposición genética. Para el 

desarrollo de la enfermedad se requieren, además de una suceptibilidad genética, ciertos 

factores ambientales, tales corno la excesiva ingesta de calorias y la obesidad. 

La diabetes tipo II tiene su inicio luego de un estado prediabético, caracterizado por una 

r lativa deficiencia en la secreción de la insulina. Inicialmente el defecto secretorio en 

las células 13 pancreáticas ocurre específicamente ante el estímulo de la sobrecarga de 

glucosa, pero con el tiempo se desarrolla la enfermedad en sí, principalmente en 

indi iduos mayores a 35-45 años (Efendic y col. , 1984). Se detecta mediante curvas de 

tolerancia a la glucosa, ya que las glucemias basales pueden no estar alteradas. Una vez 

desarrollada la patología, se observa deficiente secreción de la insulina, y 

frecuentemente resistencia periférica a la honnona y obc idad (Mallof y Boyd, 1 86). 

La resistencia periférica a la insulina implica fallas a nivel del receptor periférico de 

insulina de forma tal que se necesita secretar cada vez más hormona en respuesta a la 

misma sobrecarga de glucosa, para normalizar la glucemia. 



La patología diabética está acompañada por una serie de desórdenes vasculares y 

metabólicos causados por la hiperglucemia (Wentzel y col. , 1995). Tal es el caso del 

adelgazamiento vascular de Ja membrana capilar que provoca un consecuente aumento 

de la permeabilidad vascuJar sistémica, la angiopatia, la retinopatía y la nefropatía 

(Williamson y col ., 1993). 

Cabe destacar qu el e tré oxidativo juega un papel central en el daño tisular asociado 

con la diabetes. Posiblemente las fuentes de estrés oxidativo en la diabetes incluyan 

cambio en el balance redox (óxido-reducción) resultado de la alteración del 

metabolismo de los Lípidos e hidratos de carbono, aumentando la generación de RLO de 

los niveles de antioxidantes.(Halliwell y Gutterridge, 1999,b). De igual manera se 

generan radicales libres de oxígeno a través de Ja autooxidación de glucosa, la vía de 

polioles, aumento en los niveles de prostaglandinas y glicosilación de proteínas 

(Gutteridge y col. , 1990· Brownlee y col. ; 1988). 

Ni eles de glucosa ele ados inducen asimismo peroxidación lipídica, los peróxidos 

lípidico en plasma de los pacientes diabéticos aparecen aumentados ( Halliwell y 

Gutterridge, 1999 b).Los mecanismos de defensa celular se encuentran drásticamente 

alterado en la patología diabética. Acompañando al aumento de RLO se puede 

observar ma or actividad SOD (Gandy y col, 1982· Uchigata y col. , 1982; Kakkar y 

col ., 1997) o menor actividad SOD, dep ndiendo del tejido, el tiempo de desarrollo 

de la patología ( amuel , 1982· Wohaib y Godin, 1987 . 

A/Lera ione. · reproductiva · en la diabete mellilu · 

La diabetes mellitus afecta la función reproductiva materna a diferentes niveles 

dependiendo de su severidad. Son complicaciones frecuentes la esterilidad, abortos 

espontáneos, muerte fetal intrauterina macrosomía fetal y malformacione congénitas 

que se observan en el 6-8 % de los hijos de madre diabética, tres veces más 

frecuentemente que en la población general (Eriksson y Hakan Borg, 1993). Se 
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observan también complicaciones en el trabajo de parto, toxemia y polihidroamnios 

(Pedersen y Molsted-Pedersen, 1981; Eriksson y Hakan Borg, 1993). 

La causa de estas alteraciones radica en que las modificaciones fisiológicas propias del 

metabolismo durante el embarazo se ven agravadas como consecuencia de la 

hiperglucemia materna (Buchanan, 1991; O' Sullivan y col. , 1973, Metzger, 1991). En 

época anterior sal auge de la terapia insulínica había una alta mortalidad materna, 

infertilidad, pérdida fetal. El control glucémico con in ulina revierte muchas 

alteraciones metabólicas maternas, pero tanto la gestación como el parto continúan 

presentando complicaciones en esta patología. 

Dos modalidades de diabetes pueden presentarse en el embarazo: La diabetes 

pregestacional, en la cual Ja patología diabética es previa a la gestación y es 

principalmente tipo I; y Ja diabetes gestacional, que se desarrolla en algunas mujeres 

durante el embarazo cuando su páncreas no es capaz de compensar el mayor 

requerimiento insulínico inducido por las hormonas placentarias, y que se detecta a 

partir de la semana 20 de gestación. Se sabe que muchas de las mujeres con diabetes 

gestacional normalizaran sus glucemias durante el post parto, pero un alto porcentaje 

presentará diabetes tipo JI en los años subsiguientes. 

Modelo experimentales de diabetes han permitido comprender que múltiples sustancias 

y factores participan en el desarrollo de las anomalías placentarias y embrionarias 

durante la gesta. Estudios realizados en nuestro laboratorio muestran que existen 

anomalías o ocitarias, del embrión temprano y del embrión en etapa de organogénesis 

temprana en la diab te experimental tipo T y tipo IT Jawerbaum y col., 1998b; 

Jawerbaum col. , l998a, Novare y col., 1998). Se con idera que en la aparición de 

malfonnaciones inducidas por la diabetes tienen importancia los anómalos niveles de 

prostaglandinas, de óxido nítrico y de radicales libres de oxígeno (Jawerbaum y col., 

l 998b; Eriks on y Hakan Borg, 1993). El tejido uterino se encuentra afectado tanto a 

nivel m tabólico como funcional en la rata diabética no preñada y durante la gesta 

(Jawerbaum y col. 1994; Jawerbaum y col.1995· Gonzalez y col., 1996). En este tejido se 

encuentran el vados los niveles de oxido nítrico, y la producción de prostaglandinas 

(Novare y col., 1998). En cuanto al tejido placentario la diabetes modifica la 
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producción de prostaglandinas de forma tal que se incrementa el TXA2 (prostanoide 

asocon trictor) y disminuyen los niveles de prostaciclina (prostaglandina 

asodilatadora), perjudicando de esta forma el transporte de nutrientes materno fetal 

(Jawerbaum y col., 1996, Jawerbawn y col., 1997). Es interesante también que estas 

anomalías son inducidas por la hiperglucemia en tejido de rata sana (Jawerbawn y col., 

1998 ) y qu además inhibidores de la óxido nítrico sintasa disminuyen los niveles de 

prostanoide vasoconstrictores (Jawerbaum y col. 1998a). 

Dadas que las anomalías se inducen en la diabetes desde la concepción, en mujeres 

gestantes los mejores resultados en cuanto al desarrollo fetal se logran cuando el 

tratamiento insulínico tiene el efecto deseado desde el período preconcepcional y 

durante el período de desarrollo de órganos. Si bien es claro que cuanto mejor es el 

control metabólico, mejor es el desarrollo y función placentaria a término, no están aún 

clarificados los mecanismos íntimos que afectan el proceso de maduración placentaria 

n la diabetes. 

e con idera de interés evaluar los niveles de metaloproteasas (cuya participación en los 

procesos de remodelación tisular son conocidos) en la placenta de mujeres diabéticas a 

término, y u modulación por NO. En este sentido, se ha descripto que en pacientes con 

diabetes g stacional la expresión de la iNOS está aumentada en las placentas a término 

en las células endoteliales y trofoblastos, probable causa de desórdenes vasculares. 



Dado estos antecedentes, e plantean como hipótesis de trabajo: 

La actividad de la metaloproteasa 2 (gelatinasa A) se encontraría aumentada durante la 

implantación embrionaria, y el óxido nítrico regularía la actividad de esta gelatinasa. De 

esta forma, el NO y la MMP2 participarían en el proceso implantatorio facilitando la 

in asión del trofoblasto embrionario. 

En la remodelación tisular que ocurre en tejido placentario humano a término, 

partí iparía la metaloproteasa 9 (gelatinasa B), cuya actividad estaría modulada por 

óxido nítrico y por radicales libres de oxígeno. 

En este contexto lo objetivos del presente trabajo serán: 

Eva luar la actividad de la MMP2 en los días de implantación temprana en la rata y 

Ja posible regulación de dicha actividad por NO. 

B) Determinar la actividad MMP9 en tejido placentario humano en la gesta a término, y 

analizar una posible acción modulatoria de NO y radicales libres de oxígeno sobre 

dicha actividad. 

C) Estudiar la xistencia de alteraciones en la actividad de la MMP9 en el tejido 

plac ntari o humano como consecuenc.ia de la patología diabética pregestacional y 

gestacional. Determi nar los niveles de NO y el estado d estrés oxidativo tisular en 

placenta diabética pregestacional y gestacional , analizando una posible acción 

regulatoria de NO y RLO sobre la actividad MMP9 en dichos tejidos. 
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MATERIALES Y METO DOS 

En este trabajo se emplearon los siguientes materiales: 

Acido 2-tiobarbitúrico 

Acido etilén diamino tetraacético (EDTA) 

Acido tricloroacético 

Acrilamida 

Azul brillante de Coornasie R-250 

Azul de nitrotetrazolio (NBT2) 

Dodecil sulfato de sodio (SDS) 

Estandares de pe o molecular 6.5-200 KDa. Rainbow. 

Malo ni ldialdehido tetraetoxipropano 

N, N, N' -Tetrametilletilenediamina (TEMED) 

N'N Bis-metileno-acrilamida 

G-nitro-Larginina metil ester (L-NAME 

Nª -mononeti 1-D-argi ni na (D-NMMA) 

NG-monon til-L-arginina (L-NMMA) 

Nitroprusiato de sodio 

Peróxido de hidrógeno H202) 

Per ul fato de amonio 

Reactivo de Bradford 

Seroalbúmina bovina (BSA) 

pennin ONOate 

uperoxido dismutasa (SOD) 

Trizma base 

Xantina 

antina Oxida ·a (XOD) 

Todos obtenidos d SIGMA, St. Louis, MO, USA. 

K talar de Parke-Davis, Argentina. 



Animales 

Se utilizan ratas hembras variedad Wistar, mantenidas con Purina como alimento y agua 

'ad libitum , en un ritmo de bioterio 14:10 horas luz:oscuridad respectivamente, a 

temperatura de 22± 2 ºC y hwnedad constante. 

Las hembras son apareadas durante la noche con macho Wistar. El apareo se confirma 

a la mañana iguiente por la presencia de espermatozoides en los extendidos vaginales, 

on id rándose este como el día uno de gestación. Los animales fueron sacrificados por 

dislocación ervical , en días 3,4,5 y 6 de gestación por la mañana excepto las preñadas 

de día 5 que se sacrifican por la mañana y por la tarde (cuando el embrión ya está 

implantándose). Rápidamente, se remueve el tejido úterino y se lo incubó en baño 

metabólico, medio Krebs Ringer Bicarbonato (KRB) durante 60 minutos en presencia o 

no de inhibidores de la enzima NOS o liberadores de NO . 

l lacenta · 

.. . 

A través de un convenio con el Dr. Pesaresi, Jefe de Obstetricia del Hospital Durand y 

el LINERH (Laboratorio de Investigaciones en Neuroendocrinología de la 

Reproducción Hwnana), se obtiene tejido placentario de mujeres sanas y diabéticas 

pregestacionales o gestacionales inmediatamente luego del parto. El presente trabajo fue 

aprobado por el Comité de Ética y el Comité de Docencia del Hospital Durand. El tejido 

placentario es la ado en medio KRB, seleccionando una porción de vellosidades 

placentarias luego de aislar de ellas la mayor parte de capilares sanguíneos. El tejido 

plac ntario se incuba en baño metabólico, medio KRB durante 60 minutos en presencia 

o no de inhibidores de la NOS, liberadores de NO, sistemas generadores de RLO y 

remo edores de RLO. 



lo ali:ació11 de lo· sitio· de implantación mbrionaria 

Los sitios de implantación que pueden evidenciarse en la rata en el día 5 de preñez a 

partir de las 18 hs son visibles antes que cualquier otra evidencia morfológica, ya que es 

el primer signo de reacción decidual una vez que los blastocistos están posicionados e 

inmovilizados en el útero, y es la primera señal macroscópica del evento implantatorio. 

Para localizar e lo sitio utilizamos un ensayo de exudación plasmática de un colorante 

que s une a las proteínas del plasma (Psychoyos, 1973). Se inyecta por vía intravenosa 

un grupo de ratas bajo anestesia con 0.5 ml de azul de Evans, en 0.9% de ClNa a las 

18:00 horas del día 5 de preñez siendo sacrificadas 15 min. más tarde. El útero es 

removido y los' sitios' de implantación visualizados como áreas más intensamentes 

teñidas. Estas corresponden a los sitios con mayor vascularización y aumento de 

p rmeabi!idad vascular, y coinciden con los lugares donde los blastocistos se 

implantarán. Cada sitio corresponde con un embrión implantatorio. 

La porciones uterinas que se encuentran entre dos sitios de implantación se denominan 

'intersitio de implantación. Cabe aclarar que el colorante Azul de Evans, a la 

concentración presente en las porciones uterinas, no interfiere con las determinaciones 

sub iguientes. 

J et ?m1inación del ontenido proteíco 

En homogenatos d 1 tej ido o sobrenadante de incubación evaluamos por medio del 

método de Bradford (Bradford, 1976) el contenido de proteínas totales. 

Determinación de la actividad de las gelatina.vas 

Zimografía 

Se d termina la actividad de las gelatinasas presentes en sobrenadante de incubación, 

sembrando 20 µg de proteínas por calle, en gel de SDS copolimerizado con 0.1 % p/v de 

gelatina (Woessner y Taplin, 1988). Después de la corrida electroforética, los geles son 
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lavados en una solución 30% de Triton-X por 1 hora y luego incubados por 24hs. a 37 

ºC en 50 mM Tris Buffer, PH 7.4, conteniendo 0.15 mM NaCI y 30 mM CaCL. Luego se 

tiñen con Azul Brillante de Coomasie R-250. Las proteínas que presentan actividad 

gelatinásica se visualizan como bandas claras de lisis sobre el fondo azul del colorante. 

Esta actividad es cuantificada utilizando un analizador de imágenes (Sigmagel) que 

mid el área y la intensidad de Ja banda de lisis y se expresa como unidades 

densitométricas relativas al control (al que se le asigna el valor de 1 ). Estas bandas de 

degradación enzjmática son específicas ya que desaparecen en presencia de EDT A 

O.OIM en el buffer de incubación. 

El peso molecular de las enzimas fue detenninado sembrando en una de las caUes del 

gel estándares pre-teñidos de peso molecular conocido. 

Do. aje d nitratos-nitrito · 

Las concentraciones de nitratos-nitritos son dosadas medjante la reacción de Griess 

(Green 1982), previa reducción de los nitratos utilizando nitrato reductasa. Los nitritos 

obtenidos se convierten en un azo-compuesto coloreado el cual absorbe a 595 nm. Las 

muestras se ubican en una placa de 96 hoyos con reactivo de Griess. El producto 

cromogénico se cuantifica con un lector de placas modelo BioRad. 

Medición de la actividad de la enzima uperóxido Dismutasa. 

Se detennina la acti idad SOD de acuerdo aJ método de Yarnanaka (1979) mollificado 

por Sun (1988). Consiste en la cuantificación de la capacidad de la enzima para inrubir 

la reducción de Nitroblue tetrazolium a Forrnazán, mediada por el anión superóxido. 

Las muestras se homogeneizan a 4 ºC, en Tris 0.1 M pH 8.1 luego se centrifugaron a la 

misma temperatura, 15 min. a 6000 g. Se siembran 20 µI de sobrenadante en placas de 

96 hoyos y se adiciona 20 µ1 de enzima xantina oxidasa y 180 µ1 de tampón de reacción, 

constituido por el sistema xantina/xantina oxidasa y el indicador. Con un lector de 
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placas a 560 nm se mide Ja absorbancia a intervalos de 20 segundos durante 10 minutos, 

y se la refiere a la cinética colorimétrica de una curva standard de concentración 

conocida. 

Determinación de lipoperóxidos 

Se ensaya en el tejido placentario la fonnación de sustacias de reacción con el ácido 

tiobarbitúrico (rnalondialdehido) (Jha y col., 1985). 

Las muestras se homogeneizan a 4 ºC, en Tris O. IM pH 7.6 y se centrifugaron a 15000 

r.p.m. durante 20 min. Se precipitan luego las proteínas del sobrenadante con ácido 

Tricloroacético 40%. Se centrifuga nuevamente a 3000 r.p.m. durante 15 min. Se 

transfiere el sobrenadante adicionando a cada muestra 500 µI de ácido 2-tiobarbitúrico; 

se llevan a ebullición durante 1 S min. y se colocan 200 µl de cada una de las muestras 

en un lector de placas, midiéndose la producción de color a 540 nm. 

E tadí tica 

Los valores mostrados representan la media y el error estándar. Las comparaciones 

entre grupos se realizan empleando el test t de student al comparar dos grupos de 

valores y analisis de varianza de un factor al comparar más de un tratamiento, evaluada 

con el test de Bonferroni . 

En todos los casos la diferencia entre medias se considera significativa cuando el valor 

de pes igual o menor que 0.05 . 

N= número de preparados tisulares de animales o pacientes diferentes. 
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RESULTADOS 

Capítulo 1: 

ACTIVIDAD DE LA METALOPROTEASA 2 DURANTE LA IMPLANTACJON 

DEL TROFOBLASTO Y SU MODULACIÓN POR OXIDO NÍTRICO EN LA 

RATA. 

Durante la implantación las células trofoblásticas del embrión invaden el útero, 

penetrando la membrana basal y el sistema arterial. La conducta de invasión y 

adhesividad de estas células está limitada en tiempo y espacio por mecanismos poco 

conocidos. (Weitlauf 1994). La ruptura de la matriz extracelular por las células 

embrionarias involucra la acción de enzimas capaces de degradar los componentes de la 

matriz extracelular. Las más importantes de estas enzimas son las colagenasas 

(Matrisian, 1991 ). 

Por otro lado Ja implantación es un proceso inflamatorio, en el cual se produce un 

incremento del Oxido Nítrico (Vane y col. 1994). Este agente está normalmente 

asociado con un aumento de la permeabilidad vascular, vasodilatación e incremento del 

flujo sanguíneo. En base a estas evidencias nosotros evaluamos la participación de la 

metaloproteasa 2 durante el proceso implantatorio del tofoblasto y la existencia de una 

posible regulación por NO. 

1.1: Actividad de la MMP2 en el tejido uterino durante la preñez temprana 

Se evalúa la actividad de MMP2 en tejido uterino a lo largo del período peri­

implantatorio en la rata (días 3 a 6 de gestación). En la Figura 1 se muestra la actividad 

de MMP2 determinada por zimogra:fía en homogenato uterino, observándose que dicha 

actividad se encuentra aumentada durante la preñez en relación al estro (control no 
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preñado) * p< 0.01, esta actividad es aún mayor en la tarde de día 5 (momento de la 

implantación embrionaria)** p<0.001. 
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Figura 1: Actividad de la MMP2 en los días peri-implantatorios. 

Se determina la actividad MMP2 en tejido uterino de rata en estro y en los días 3 4, 5 por la mañana, 5 

por la tarde y 6 de gestación. Los datos representan la media± SEM; N=6. *p< 0.01 y **p<0.001 

La actividad de la MMP2 en el útero peri-implantatorio podría estar localizada en los 

sitios de implantación, o alternativamente, podría ser una respuesta general del tejido 

uterino en su totalidad. Para responder a esto medimos la actividad colagenolítíca de la 

enzima en los sitios e intersitios de implantación, que se visualizan en la noche del día 

5 de preñez. 
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La Figura 2 muestra que la actividad enzimática está incrementada en los sitios de 

nidacíón con respecto al intersitio (espacio entre dos sitios de implantación), *p< O. 001 . 

.> . 
Sitio Intersitio 

Figura 2: Actividad de la MMP2 en los sitios de implantación. 

La localización de los sitios donde se están implantando los blastocistos en el útero fue realizada por el 

ensayo de exudación de plasma. Los datos representan la media ± SEM, N=4. *p<0.001 sitio vs. 

intersitio. 

1.2: Regulación de la actividad de la MMP2 por Oxido Nítrico 

Sabiendo que el Oxido nítrico se encuentra incrementado justo en el momento previo a 

la implantación, desde la mañana del día 5 de preñez (Novaro y col. 1997), analizamos 

su posible participación en la modulación de la actividad de la MMP2. 

En la Figura 3 se observa que la actividad colagenolítica se encuentra incrementada en 

presencia de dadores de NO, Spennin NONOate 600 µM y Nitroprusiato de Sodio 600 

29 



µM *p< 0.05. Esta actividad disminuye con inhibidores de la síntesis de la Oxido 

Nítrico Sintasa, L-NMMA 600 µM * p<0.05. Este efecto es específico ya que no se 

obs rva en presencia de D-NMMA 600 µM, su enantiómero inactivo. 

2,5 , 

* ¿:s 
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" 
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o 

Control Sp 600µM Ni 600µM L-N 600µM D-N 600µM 

Figura 3: Regulación de la actividad de la MMP2 por Oxido Nítrico. 

Tejido uterino (día 5 de gestación) es incubado en presencia de dadores de O: Spennin NONOate (Sp) 

600 µM y itroprusiato de Soclio (Ni) 600 µM , y de un inhibidor de Ja síntesis de NO: L-NMMA (L-N) 

600 µM, determinandose luego la actividad MMP2. Los datos representan la media ± SEM, N=S. 

*p<0.05. 

En la Figura 4 se muestra un zimograma representativo en el que se evalua la actividad 

de la MMP2 en función del NO. El análisis zimografico nuestra Ja presencia de dos 

bandas de lisis que representan la proenzima (Pro-MMP2) de 72 KDa y su forma activa 

(MMP2) de 62 Kda. El tipo latente muestra su actividad producto del SDS presente en 

el gel. 
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Figura 4: Zimogrr~fí a de sohrenadarzte de incubacirín uterino. 

e mucgtra la actividad colagenolitica de MP2 en sobrcnadantc de tejido uterino (control) y en tejido 

uterino incubado en presencia de pem1in O Oate 'p) 600 ~iM itropru iato de odio i) 600 ~tM , 

dadorc d' 1 O, y de L- 1 t rt (L- ) 600 µM, inhibidor d O y u enantiómero O- MMA 600 ~tM . 



Capíflf lo 2: 

A TIVIDAD DE LA MET ALOPROTEA A 9 EN EL TEJIDO PLACENTARIO 

Hl MANO A TERMINO. 

lmportant 'S cnmbio 111 lab ' licos y estructural s s produc nen la placenta en el último 

trime ·trc de g' tación, ntre ello un drá tico incremento en el flujo sanguíneo 

utcroplacental feto placental que in olu ra 1 s pro o de angiogénesis y 

rcmod lación tis ular, con participación de las m taloproteasas (Yagnoni y col. 1998 . 

Por otro lado durante 1 rnbarazo se incrementan los niveles de NO en el endotelio lo 

cual pennite una adecuada perfusión sanguínea de la placenta (Norrnan y Cameron, 

1996). 

ucstros re ultados obtenidos en tejido uterino de rata en día 5 de gestación muestran 

qu1,; el NO modula la acción d las mctaloprotea ·a durante 1 proceso de implantación. 

abemos tambi · n que tanto las células trofoblásticas del embrión en etapa de 

implantación como durante Ja placentación y también en la placenta madura secretan 

mdaloprotca a . 

n base a e to antec dentes y dada la posibilidad de estudiar el tejido placentario 

humano, s e alúa en placenta de g stante a término una posible acción moduladora del 

N sobre la a tividad de la MMP9, enzima que e encuentra aum ntada hacia el final 

de la ge ta ión. 

2.1: Modu lación de la MMP9 por Oxido Nítrico en Tejido Placentario de Gestante 

e analiza el fecto d inhibidores de la Oxido Nítrico intasa (L-NMMA y L-NAME) 

sobre la acti vidad d la :tv1MP en tejid placentario de gestantes sanas a término. Al 

incubar ellosidad placentarias durante 60 minuto en baño m tabólico en presencia 



de dichos inhibidores, se evidencia una disminu ión de la actividad MMP9 en fonna 

dosis dep ndiente. 

La Figura 5 mue tra como se encuentra modificada la activ idad colagenolítica en 

on ntracion s crecient s de L-NMMA, ob rvándose una disminución 

ignificativa n pre ncia de L-NMMA 300 µM * p<0.05· y mayor descenso a mayor 

conc ntración d 1 inhibidor L-NMMA 600 ~LM , ** p< 0.001.. 
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l] L-NMMA 

Figura 5: Efecw del L-NMMA sobre la actividad de la MM P9 c11 tejido p/(lcentario tle 

gestante a término. Los datos representan la media ± EM; =8; *p<O.OS y **p<0.00 1 v . el onlrol. 

fectos simi lares se pueden apreciar cuando el t jido placentario e incubado con 

L- AME (Figu ra 6), donde se observa una disminución ignifícativa d la acti idad de 

metaloprotea a a las dos concentracione utilizada del inhibidor. 
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Figura 6: Efecto de f,,-NA.JWE sobre la actividad de la MMP9 en placenta de gestante a 

término. L ·· dato representan la media ± 'EM; =8. • p<0.05 y **p< O.O! vs. el control. 

A continua ión s detenninó la actividad gelatinásica lu go de incubar vellosidades de 

pla nta de gestante a ténnino durante 60 minutos en baño metabólico, en presencia de 

dadore · de NO: Sp rmin NONOate y Nitroprusiato de Sodio. Se observa en la Figura 7 

qu la acti idad MMP9 e estimulada, tant p r pcrmin NONOate 1000 µM 

(*p<0.05) como por Nitropru iato de odio 600 µM (**p< 0.005). 
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Figura 7: Efecto de dadores de Oxido Nítrico sobre la actividad de la MMP9 en placenta de 

gestante a término. Sp= Spermin NONOAate, N=13, *p<0,05 vs. Control. Ni=Nitroprusiato de Sodio, 

N=10, **p< 0.005 vs. control. Los datos representan la media + SEM. 

2.2 Control de la actividad de la MMP9 por radicales libres del oxígeno 

Existen importantes evidencias de que uno de los caminos de activación de las 

metaloproteasas, (pasaje de la forma inactiva o proenzima a la activa), es mediado por 

mecanismos dependientes de la generación de radicales libres. (Shaughnessy y col. 

1993, Rajagopalan y col. 1996, Okamoto y col.1997, Hiroshi y col. 1998). Con el objeto 

de determinar si la actividad de la MMP9 de tejido placentario humano es modulada por 

los niveles de radicales libres de oxígeno (RLO) se incuba el tejido placentario en 

presencia de xantina/xantina oxidasa (0. 1mM: 30mU/ml)sistema generador de RLO. Se 

observa, (Figura 8) que la actividad de la enzima es estimulada en presencia de los 

RLO generados por dicho sistema,* p<0.001. Lo mismo ocurre cuando se incuba al 

tejido placentario en presencia de peróxido de hidrogeno 50 uM, en el medio de 

incubación, **p<0.05. 

35

~ .--
2 ~ 2 
O :fj 
~ ~ 1,5 ' --------------· 

8 ~ 
-o ~ 
~ :2 1 /-

i ~ 
0,5 

Control r 
1000 ~tM 

** ~----- ---

Ni 
600 µ M 

Figura 7: Efecto de dadores de Ox ido Nítrico sobre la actividad de la MMP9 en placenta de 

uesta11te a térmillo. Sp= permi n O Oate, = 13, *p<O.O vs. ontrol. i= itropni iato de odio, 

'= 10. "'*p< 0.005 vs e ntrol. Los datos repre entan la media ± EM. 

2.2 Control d la actividad de la MMP9 por radicalc libres del oxígeno 

Exi t n imp rtante e id ncias de que uno d los caminos de activación de las 

mctaloprotea as, (pasaj · de la forma inactiva o proenzima a la activa), es mediado por 

me ani mos dependientes d la gen ración de radicales libres.( haughne y y col. 

199"' Rajagopalan col. 1996, Okamoto y col. 19 7, ira hi y c l. 19 8). Con el objeto 

de d tenninar si la actividad de la MMP9 de tejido placentario humano es modulada por 

los nivel s de radica le libr s de oxígeno (RLO) se incuba el tej ido placentario en 

pr sencia de xantina/xantina oxida a 0. 1 mM: 30mU/ml )s istema generador de RLO. Se 

ob rva Figura 8) que la activ idad de la enzima es estimulada en pre encia de los 

RLO generados por dicho sistema,* p<0.001. Lo mismo ocurre cuando se incuba al 

tejido placentario en presencia de peró ·ido de hidrogeno 50 µM en el medio de 

incubación, **p<0.05. 
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Figura 8: Efecto tle las especies reactivas del oxígeno sobre la actividad de la ge/atinasa. 

determina la actividad 1MP9 en tejido placentario d gestante ana incubado en presencia de Xantina/ 

Xant ina oxidasa (0.1 mM : 30mU/ml) y de peróxido de hidrogeno SOµM . Los datos representan la media ± 

M 1=s. *p<0.000 1,**p<0.05 v . control. 

A continuación e d termina el efecto de un capturador de especies reactivas del 

oxígeno obre la activídad MMP9 n tejido plac otario de gestante a término. La 

adici · n <l la enzima Superóxído Dismutasa (SOD), capturador de especies reactivas del 

oxigeno (o ·¿) al medio de incubación del tejido placentario produce (Figura 9) una 

di sminución en la actividad gelatinasica, p<0.05 . 
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Figura 9: Efecto de SOD sobre la actividad MMP9. 

Se determina la actividad de la gelatinasa en sobrenadante de tejido placentario de gestante sana incubado 

en medio Krebs, 60 min. adicionado de SOD 1000 U/ml. Los valores representan la media + SEM, N=S. 

*p<0.05.
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Figura 9: Efecto de SOD sobre la actividad MMP9. 

e determina la actividad de la gelatinasa en sobrenadantc de tejido placentario de gestante sana incubado 

en medio Krebs, 60 min. adicionado de OD 1000 U/mi. Los valores representan la media ± SEM, N=S. 

*p<0.05. 



Capítulo 3: 

REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE MMP9 EN EL TEJIDO 

PLACENTARIO DE GESTANTES DIABÉTICAS PREGESTACIONALES. 

Dcp ndiendo de la everidad de la patología diabética e ene entran entre sus 

complica iones reproductivas más frecuentes los abortos espontán os la muerte fetal 

in trauterina, la ocurrencia de parto a preténnino Erik son y Hakan Borg, 1993 y 

múltiples dificultades en el trabajo de parto (Pedersen y Molsted-Perdersen, 1981), entre 

otras. Se cnala a las metaloprotesas como participantes en cuadros obstétricos de 

alarma ruptura temprana de las membranas (Yadillo-Ortega y col, 1996) 

pre-eclampsia (Vettrai no y col., 1996). Estas consid racion s, inculadas al hecho de 

qu " n la patología diabética la placenta presenta important s alteraciones estructuraJes 

y m tabólicas, sugiere que probablemente exista un desbalance en el control de la 

a tividad metaloprot asa en esta enfermedad. 

3.1 Caracterización de la actividad de la MMP9 

Las muj re · in olucradas en est estudio on diabéticas pregestacionales con la 

pato! gia establecida en forma previa al embarazo, y son tratada · con insulina bajo 

criterio de mantener un estado de normoglucemia durante la gesta. La tabla 1 muestra 

características de esta pacientes. 
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Figura 10: Actividad de la MMP9 en DPG. 

Medidas densitométrica en sobrenadante de incubación de tejido placentario de gestantes diabéticas 

pregestacionales (DPG) vs control (gestantes sanas). Los datos representan la media + SEM. N=7, * 

p<0.005 

3.2: Efecto de la modulación del Oxido Nítrico sobre la actividad de la 

metaloproteasa 

Como se ha mencionado anteriormente el NO se encuentra aumentado durante la 

gestación, pero, además, este agente es señalado como mediador del daño tisular 

provocado por diabetes mellitus A fin de evaluar si los niveles de NO se encuentran 

alterados en el tejido placentario de gestantes que sufren esta patología, medimos la 

conversión de nitratos a nitritos como índice del valor del Oxido nítrico placentario. En 

la Figura 11 se observa que los niveles de este agente están significativamente 

incrementados en placentas DPG en relación al control, p<0.01. 

40

~ -· 

2 

Control 

Figura 10: Actividad de la MMP9 en DP(,: 

OPG 

ledidas dcnsitométrica n sobr nadante de incubación de tejido plal:e11ta1fo de gestantes diabética 

prcgcstacionalcs (DI G vs control (gestantes . anas). Los datos representan Ja media ± EM. N=7. * 

p..: 0.00 . . 

3.2: Efecto de la modulación del O xido Nítrico sobre la a tividad de Ja 

mctaloprotca ·a 

Como e ha mencionado anteriormente el NO se encuentra aumentado durante la 

g sta ·ión p ro, además, est agente es señalado como mediador lel daño tisular 

provocado por diabetes mell itus /\. fin de evaluar i los nivele de NO se encuentran 

al t rados en el t jido placentario de gestantes que surren esta pato logía medimos la 

convers ión de nitratos a nitritos como índice del valor del Oxido nítrico placentario. En 

la Figura 11 se observa que los niveles de este agente están sign ifi cativamente 

incrementado en placentas DPG en r lación al control , p<O.O 1. 
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Fivu ra 11: Nhieles de NO en placentas de :.:estantes sanas y diabética.-. pregestacio11ales. 

El NO es determinado por medio de la cuantificación de nitritos tisul nre , empicando el método de 

Gric: · DPG tejido placentario de gestante con diabete prcgcstaci nal , = 21; control : placentas de 

gc~1<1ntcs ana , 1 =1 ~ . Lo dato mostrado representan la media ± ºEM. * p<O.O l. 

I 

T ni ndo en cuenta el incr mento en la actividad enzimática de la metaloproteasa y los 

niveles de Oxido nítrico, evaluamos un posible fecto modulador de NO sobre la 

MMP9. bloqueando la acti idad de NOS por medio del inhibidor e zimático L-NMMA. 

La Fiuura 12 mue tra la detenninación de la actividad colagenolítica en t jido 

pla cntario d diabética pregcstacional cuando el medio de in ubación es adicionado 

con L- MMA. Concentraciones de inhibídor 300 µM inducen una disminución d la 

actividad MMP9 (p<0.05) iendo este descenso más marcado al aumentar la 

concentraci · n del inhibidor 600 uM p<0.05. 

41 



1,5 ;'1 

DPG lSO µ M 300µM 600µM 

(] L-NMMA 

Figura 12: 1/ecto de L-NNMA sobre la a ·tividad d • MM/'9. 

El tejido placentario fu e incubado en medio Krebs durante 60 minut o en presencia de L-NMMA 150 

~t 1 a C>OO 11 M. detem1inándose en el sobrenadante la actividad MM P1J. Lo datos representan la inedia ± 

El\1 ; :=5 * p<0.05. 

e d term ina a continuación el efi cto de dadores de N sobre la actividad MMP9. 

Cuando se nsaya la act ividad colagenolitic·1 en tejido placentario de DPG incubado 

durn 11t 60 min. en medio K rebs adicionado de pcrmin NON ate 1000 µM, ob crva 

un incremento de actividad MMP9, P<0.05 (Figura 13) . 
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Figura 13: flljluencia de Spermin NO Oate sobre la actividad de la MM P9. 

La actividad de la enzima se determina en sobrcnadantc de tejido DPG incubado en presencia de un dador 

de Oxido Nitri o. pcnnin NO Oate 1000 ~1M . Los datos rcprcn 1tan la media ± SEM; =5. *p<0.05. 

La Figura 14 muestra un zimograma, en l cual s observan las bandas de lisis que se 

produ en al evaluar la acti idad gelatinásica del sobrcnadant d 1 tejido placentario 

lu go de una hora de incubación en presencia o ausencia de droga que modifican los 

111 ele de Oxido nítrico en t:I m dio. En el gel se observa asimismo las di fer neias en 

lo niveles de actividad que pr senta la MMP9 de placentas de mujeres sana y las 

provcni nte d muj r s diabéticas pr gestacionales. 
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Figura 14: Zimografia de. obrenadante ll in ·ubación de /ejido p/a ·01ntario que 

muestr 1 lu u ·th•1dud de la M.. 11'9 y sur 'gulacián por O.r1Jo Nítrico. 

La actividnd olagcnolítica de la enzima se determina en tejido placentario de mujeres ana (control) y 

diabética prege ·tacionales (DPG) incubado o no con pernin 1 O Oate ( p) 600 µM y L- 1MA 

6 o ~l l. 

3.3: Acción de los rad icales li bres del O xígeno sobre la actividad de la MMP9. 

Un aspecto importante en la patología diabética es el e trés oxidativo ya que juega un 

papel c ntral n el daño tisular asociado a esta enfermedad (Rajagopalan col., 1996· 

Tesfamariam, 1994; Giugliano, 19 5 

La presencia de especies reactivas del oxígen n grand s cantidades afecta a las células 

y · rganos, alt rnndo profundament sus procesos enzi máticos. 

e \'alúa, nton s la acción de los radicale libres de oxígeno sobre la acti idad 

coln <•enolítica de la MMP9 in ubando durante 60 min. en medio Krebs al tejido 

pla entario de 1mucres diabética pregestacionale · en pre ·eneia de un sistema generador 
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de rndicalc libres de oxígeno (RLO) ( Xantina/XOD en concentraciones 0.1 mM : 

:OmU/ml). En la Figura 15 e observa que la acti idad de la MMP9 en pr sencia de 

RLO · incr menta en relación al control , p<O.O 1. 
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Figura 15: Modula ·ióu de la actividad gelati11tísica por especies rectiva. del oxígeno. 

e evalua por zimografia la a tividad colagenolitica de la MMP9 producto de la incubación de tejido 

placentario de mujeres diabéticas prege tacionales (DP ) con el si tema Xanlina / Xantina Oxidasa 

( 0.1 m 1 · JO m /mi) Los datos representan la media ± EM; = . * p<O.O 1. 

/ 

Por otro lado una dism inución en los niveles de enzimas remo ed ras de RLO, como la 

sup 'roxido dismuta a (SOD) en diversos tejidos de pacientes diabético se relaciona con el 

éstre oxidati o producto d esta patología (W haiby col. 1987). En Ja Figura 16 se muestra 

la actividad MMP9 del tej ido placentario de mujeres DPG incubando vellosidades 

placentaria durante 60 min. en medio Krebs en pr sencia de la enzima SOD (1000 U/mi). 

Observamos que la actividad colagenolítica de la mctaloprotesa di minuye, p< 0.01 . 
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DPG soo 

Figura 16: Actividad de MMP9 por accián de la Superáxidn Dismutasa. 

La actividad colagenolítica de MMP9 se evalúa en sobrenadantc de incubación del tejido placentario 

DPG en presencia de SOD l 000 /mi. Los datos representan Ja media ± SEM; =5, * p<O.O 1. 

A continuación se detenninada en el tejido placentario DPG la actividad de la enzima 

OD, donde e ob e1 a una di minución d la mi ma respecto a djcha actividad en eJ 

tcj i. lo pli.lcentario de paciente sanas. *p< 0.02. 
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Figura 17: Actil'idad de la SOD en tejido placentario DPG. 

La acti vidad de la enzima Superoxido dismutasa e determinada de acuerdo al método de Yamanaka. 

DPG tejido placentario de gestantes con diabetes prege tacional = 7; control : placentas de gestantes 

sana , 1=8. Los datos mostrados representan la media ± EM . * p<0.02. 

Por tra parte, evaluamos lo niveles de liporero idaci ' 11 en el tejido placentario DPG, 

como una fonna de caracterizar 1 daño que produce el ~ s trés ox idati o sobre las 

membranas e lulares d lo comp ncntes de la placcnt :1 En la Figura 18, se observa 

qu que la pero,· idación lipídica esta incrementada en tejido placentario de pacientes 

DPG en rel ación al tejido pl acentari de mujeres nna , *p<O.o-. 
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Figura 18: Niveles de lipoperoxidacióu en /ejido place11tario DPG. 

Se nsaya en el tejido plac ntario la formació n de u ·tancias de reacción con el ácido tiobarbitúrico, 

TBARS. DPG: tejido placentario de gestantes con diabetes pregcstaciona l , N= 7: control: placentas de 

gestantes ana , N=6. Los dalos mostrados representan la media ± EM, *p<O.o-. 
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Capítulo ./: 

REGULACIÓN DE LA ACTIVIDA D DE MMP9 EN EL TE.llDO 

PLACENTARIO DE PACfE TES OIABETICA GESTACIONALE 

4.1 Determinación de la actividad de MMP9. 

La resistencia periférica a la insu lina característica d una gesta n el 2'Jo 3cr trimestre, 

implica un requerimiento mayor para la función pancreática endocrina. En un cierto 

núm ro de ge tante · dicha exigencia no es adecuadamente comp nsada por el órgano y 

s instala un estado diabético gestacional (DG), con gl ucemias significativamente 

ele adas sin hab rse <let ctado dicha patología en p ríodo anteriores al embarazo. Las 

paci nte que participaron en esta parte del estudio pcrtcnc ·en al grupo descripto. En la 

Tabla 2 s muestran sus características. 

ED D CURV DE p RT e PURO TRATAMIE 

GLUCEMJA ( emana de ge ta, 

egún maduración 

neonatal) 

~ __ 9 ± 3 6 Ba al · 87.8 ± 5.0 ormal : 66% 39.7 .t 0.4 Dieta y/o 

TO 

120' . 154.8 ±2.3 esarea: 33% ln ulinoterapia 

Tabla 2: Características de pacientes DG. 

Va lores de glucemia de la semana 37ª de gestación, obtenidos por Prueba de Tolerancia Oral a 

la Glucosa: El paciente debe comer una dieta que contenga por lo m nos 150 grs. de hidrato de arbono 

durante 2 días. Se evalua el nivel de glucosa en sangre luego de 12 h de ayuno ba al). 
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continuación el paciente ingiere I OO grs. de solución de dextrosa por vía oral, dosándose luego Jos 

niveles séricos de glu o a. Los datos de glucemia mostrados se refiere al nivel basal (tiempo O) 

y luego de 120 minutos de la ingesta de glucosa. Los datos rcpre entan la media± E 1. =7 

Para om nzar :e aractcriza la actividad de la MMP en tejido placentario a t ' rmino 

d mujer s diabéticas gestacionales. En la Figura 19 se observa que, a diferencia de lo 

observado en placenta de gestante diabética tipo T, la actividad colagenolítica en 

mujeres diabéticas gestacionaies se encuentra di minuída en relación a la ob ervada en 

placenta d muj res sanas p<0.001. 

Control DG 

Figura 19: Actividad ele la MMP9 en DG. 

Actividad colagenolítica del sobrenadante de incubación de tejido placentario de mujeres diabética 

ge taciooale DG) vs. Control (gestantes ·anas). Los datos representan la media ± EM. =6, *p<0.00 1. 
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4.2 Modulación de la actividad de MMP9 por Oxido Nítrico. 

Se det nninan Jos ni eles de óxido nítrico en tejido placentario de gestantes DG, a fin 

d analizar i los ni les basale d e te agente están alterados en comparación a los de 

las g tantl; ana . La Fioura 20 muestra que existe un aumento del NO en relación al 

control, p<0.05. 
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Figura 20: Niveles de NO en placentas de gestantes DG. 

El NO es eva luado por medio de la conversión de nitrato a nitritos, y cuantificado empleado el método 

d Griess. DG· tej ido placentario de gestante con diabetes ge tacional, =6; control: placentas de 

gestantes anas, = 13. Los datos representan la media± M. *p<0.05. 

A continuación se determina la actividad colagenolítica de Ja MMP9 por efecto de la 

adición d inhibidores d la enzima Oxido Nítrico sintasa: L-NMMA y L-NAME, al 

medio de incubación de ellosidades placentarias en bafio metabólico durante 60 

minutos. n la Figura 21 se observa qu la acti idad d la MMP9 no se ve modificada 
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por la pres ncia del inhibidor L-NMMA utilizado en las mismas concentraciones que 

e timulan la actividad MMP9 en t jido placentario de mujere sanas y diabéticas tipo I. 
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DG lSOµM 30 µM 600 µM 

[] L-NMMA 

Figura 21: Efecto del L-NMMA wbre la actividad de la MMP9 en tejido placentario DG. 

e detem1ina la actividad de la gelatinasa en sobrenadante de incubación de tejido placentario de mujeres 

con diabetes ge tacional (DG) incubado en presencia de L- MMA 150 p M =5; 300 ~LM =6 y 600 

~LM , N=5. Lo datos representan la media ± EM. 

Ob · rvamo ad más que, efect s similar s s pu d n apreciar cuando el tejido 

plac ntario e incubado con L-NAME, Figura 22, donde la acti idad de la 

m taloprotca a no sufre modificaciones significati as. 
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DG 300µM 1000 µM 

[] L-NAME 

F igura 22: Efecto tlel itiltibidor L- 'AME sobre la actividad de la MMP9. 

Se determina la acti idad de la gclatinasa en sobrenadante de i11cubaci.ón de tejido placentario de 

ge 1ante DG incubado en presencia de L-NAME 300uM =5 y 1000 uM =6. Los datos representan Ja 

media :':: SEM. 

A continuación sed termina 1 fecto d l dador de Oxido Nítrico Spermin Nonoate 

1000 ~tM agregado al medio de incubación de vellosidad s incubar vellosidades 

placentarias de gestantes DG a ténnino durante 60 minutos n baño metabólico, n 

presencia de un dador de Oxido nítrico· Spermjn NONOate 1000 µM. En la Figura 23 

se observa que el dador de NO no causa efectos significativos sobre la actividad de la 

gelatinasa. 
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Figura 24: Actividad de fa MMP9 por acción de Spermin NONOate. 

Se determina.la actividad de la gelatinasa en sobrenadante de incubación de tejido placentario de mujeres 

diabéticas gestacionales (DG) incubado en presencia de Spcrmin O Oate 1000 µ . Los datos 

repre entan la media ± SEM. =6. 

4.3 Modulación de Ja actividad de la MMP9 por radicales libres del oxígeno. 

Con el fin de caracterizar si la actividad de la MMP de tejido placentario de gestantes 

DG se modula por efecto de RLO se incuban vellosidade placentarin · 1;n pre cncia de 

un sistema generador de radicale libres de oxígeno: Xantina/Xan.ti na Oxidasa (0.1 mM: 

30 m /mi). Se observa en la F igura 25 que la actividad colagenolítica e estimulada por 

los RLO generados por el sistema (*p<0.0 1). El efecto estimulador también pudo ser 

observado por acción de peróxido de hidrógeno presente en el medio de incubación, 

(**p<0.05). 
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Fi rura 25: 'rf odullJl.:ián de la actividad colagenolitica de la Mlv/P9 por RLO. 

Medidas dcnsitométricas en sobrenadante de vello idade plac ntaria de mujeres diabéticas 

~ 

ge tacionale (DG) incubado en presencia de Xantina /Xantina Oxidasa ( 0.1 mM:30m /ml), =7 o 

peróxido de hidrógeno 50 µM, =6. Los datos representan la media ± SEM. p<O.O 1 y** p<O 05 vs. DG. 

También evaluamos la influencia la actividad de la enzima Super O ido Dismutasa 

( OD) removedora de radicales libres de oxígeno, sobre la actividad de lag latinasa. 

La Figura 26 muestra qu en pre encia de SOD la acti idad de la MMP9 disminuye 

*p<0.00 l. 
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Figura 26: M odulación de la actividad gelatinasic:a por acción de SOD, removedor de 

radicales libres de oxígeno. 

/ 

Se determina la actividad de MMP9 en sobrenadanle de incubación de tejido plac ntario de mujeres con 

diabetes gestacional (DG) en presencia de OD 1000 U/mi. Los va lores representan la media SEM. 

N=5. *p<0.001 . 

Por otro lado, se valúa la actividad de la enzima SOD en tejido placentario de mujer 

diab 'tica gestacional. Observamos (Figura 27) que dicha actividad enzimática no se 

encuentra modificada en la placenta DG en relación al tejido control. 
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Figura 27: Ac:tividad tle la SOD en tejido placentario DG. 

La actividad de la enzima Superoxido dismutasa e determinó de acuerdo al método de Yarnanaka. DG: 

tejido plac ntario de gestantes con diabetes gestacional , = 8; control : placentas de gestantes sana , =8 

Los datos mostrado representan la media ± EM. 

e d t rminan los valore de peroxidación lipídica en los tejidos placentarios de 

pa icnl~s DO. e observa, Figura 28, que lo ni eles de TBAI S no se encuentran 

molificado en comparación al tejido placentario normal. 
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Figurn 28: Niveles de lipoperoxidació11 lipídica en tejido place11tario DG. 

Se en. aya en el tej ido placentario la formación de sustacia de reacción con el ácido tiobarbitúrico, 

TBARS. DG; tejido placentario de ge tantes con diabetes gcstacional , = 1 O; control: placentas de 

gestantes sanas, N=6. Los datos mostrados representan la media ± EM. 
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DISCl SION 

En varios rupo de mamífi ros tal como roedor y humano el proceso de njdación 

requiere que las e ~lu l a del trofoblasto embrionario entren en contacto con la membrana 

basal ' se abran paso entre la c lulas epi telial s del ndometrio uterino. 

Postcri rm ntc estas e 'lulas d 'gradan esta barrera , invaden el troma cndometrial, 

alcanzan los aso maternales y finalmente e tabl cen un lazo vascular con la madre 

( citlauf 1994 Soare 1996). Una va ri dad de mecani mos celulares y moleculares 

está implicado en este acontecimiento de la adherencia y de la invasión que permite el 

e tableci miento del embarazo. 

La in\'asión d las células mbrionarias n el tejido materno es facilitada por las 

metal prot asa (MMPs) xpr adas por las células del trofobla to y el endometrio, qu 

pued1,;n degradar una amplia gama de los component d' la matriz cxtracelular (MEC) 

taks como colágeno laminina y protcoglicanos. 

En stc trabajo no otros evaluamos la a ti idad de la MMP2, gelatinasa con pr ferencia 

por 1 olág no tipo TV durante 1 proces de implanta ión embrionario n la rata. E ta 

gela tinasa se retada tanto por l lr fobia to como por las células del teji lo uterino, 

donde participan en el mant nimiento de la integridad tisular del endometrio y en la 

decidual iza ión (Al xand r y col. 1996; Sharke ol. 1996). 

Nu tros re ultado mu tranque durante el p rí do pcri-implantatorio e incr menta la 

a ti idad d ~ la MMP2. En efi cto, Da y col (J 997 d t rminaron lo niv les de mRNA 

de M P2 durant1,; la implantación obser ando que su expre ión aumenta en fonna 

important ntr los días 3 y 5 d preñez. Asimi mo, valuamos en ste trabajo qu n 

1 día d implantación la acti idad MMP2 es ma oren los sitios implantatorios en 

r !ación a los int rsitios lo cual nos indi a que el fenómeno es local y que 

pr bablementc el trofoblasto tenga participación en est ev nto, a ea con su propia 

sínt si o rnodulando la actividad d la MMP2 uterina. 

P r tro lado, trabajos previo han establecido un rol relc ante d 1 ó ido nítric en 1 

proc so de implanta ión embrionaria n la rata (Novaro et al. 1996; Novaro et al. 1997). 
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En efecto la implantación es un proceso del tipo inflamatorio, n el cual la producción d 

NO .e incrementaría por infiltración d células (Van el al. 1994). Durante el período 

peri-implantatorio aumenta la actividad NOS, modulando la va odilatación y aumento 

d p rmeabilidad a cular (Novaro,1998b . En e te trabajo, y dado 1 incr mento de la 

actividad MMP2 en los mismos días n qu se observa la actividad NO aumentada se 

vnluó la m dulación d la actividad d MMP2 por óxid nítrico. Observamos que en 

t 'J ido ut rino de rata en el quinto día de prefiez dadores de NO estimulan Ja actividad 

M P _,mientra que inhibidores de la nzima N ' la disminuy n. La acti ación de 

MMPs por óxido nítrico ha sido demostrado en otro tejidos y procesos de 

remodelacion tisular, en células de músculo liso vas ular (Gorog y K aes 1998· Gujar 

col. 1999 neutrófilos (Saari col., 1990) cartílago humano(Murrell y col. 1995) , y 

en procesos de metástasis tumoral (Oruccvic col. 1999 . 

De esta forma nuestros resultados muestran la participación de la MMP2 n 1 proceso 

de implantación embrionaria en la rata, y la acción modulatoria pos.iti a del óxido 

nítrico sobre di ha actividad participando d est modo en los mecanismos de 

degradación de matriz xtracelular necc.ario para que ocurra la invasión trofoblástica. 

Otro proceso t.:n 1 cual la metaloproteasa tienen una importante participación es el 

desarroll mantenimiento de la función placentaria. En efecto ste es un t jido que se 

desarrolloª ' novo durante la ge ta y r quir por lo tanto una activa presencia de 

enzimas que parti ipan n la remodela ión tisular. Se ha sugerido en particular, la 

importancia de MMP9 en la ocurrencia de la ruptura de membranas embrionaria , tanto 

en p riodo normal como en la ruptura pr matura de las mismas encontrándose 

marcadamente aumentada en ambos casos.(Yadillo-Ortega, F., y col. 1996; Ortega, F., 

y col.. 1995. ). También se encuentra pres nte en diferentes etapas de la gestación 

acompañando la maduración placentaria (Vcttraino y col., 1996). Y un aumento en la 

e ·presión de e ta e lagenasa está relacionado on la madura ión y la dilatación del 

cervix, preparando el canal de parto.(Osmers y col., 1995). En 1 pr s nt trabajo 

no otros encontramos una importante actividad MMP9 en tejido placentario de muj res 

a término. 
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Por otro lado, abcm que lo niveles de ó,·ido nítrico se incrementan durante la gesta, 

y que modulan la vasodi latación y el in ·rcmento de ílujo sanguíneo placentario, 

pem1iticndo una adecuada nutrición fotal (Mi llcr y col. 1996· Diket y col . 1994; 

Fórstermann y col. 1994). Dados los re ul tados obtenid al evaluar Ja implantación en 

la rata y los ant cedcntes previos, qu muestran al N como act ivador de las 

m ·tal prolca a en di r os proce os (Gorog y Ko ac , 1998· Gujar y col. , 1999· 

Murr 11 y col., 1995), se evalúa si el óxid nítri o moduln la a Lividad MMP9 en tejido 

placentario bumano. Ob crvamos que la actividad MMl'I/ placentaria se incrementa en 

presenóa de dador s de NO, y se inhibe por efecto d bl nqueantes de Ja enzima NOS. 

sto nos estaría mostrando la modulación positiva que el NO ejerce sobre la MMP9 en 

tcj ido placentario de g stante a témiino. 

Otros factores moduladore de la actividad meta loproteasa en dife rentes tejidos son los 

radicale libres de o ·ígeno. En efecto, la estimula ión de los RLO ha sido demostrada 

11 otros tejidos músculo liso va cular (Rajagopalan y col., 1996), células endoteliales 

de v na d cordón umbilical (B lkhiri coL 1998) macrófagos (Maeda y col ., l 998) y 

nt:utrófílos (Okamoto col., 1997, aari y col. l 990) c mo así también en células 

tumorales en proceso de metástasis (Shaughnessy y col.. 1993 . 

sabe asimi moque las esp cíes reactivas del oxigeno c:perimentan una reacción 

racilitada con grupos tiolcs. Por tal motivo se proponen e mo mecanismo en común de 

la activación d las NIMPs. 

La m taloproteasas e secretan en forma latente (zimóg ·no), en la cual se encuentra un 

predominio plegado sobr el itio catabólico. E ta conformación del zimógeno es 

mantenida debido a las interaccion s entre grupos tio les y res1duo de cisteína. La 

int rrupción de ta unión conduce a la a tiva ión de la cnzima(Rajagopalan y col. 

1996). De sta forma los RLO estarían actuando en forma directa sobre el pasaje de la 

pro nzima a la forma enzimática activa. 

·n el prescnt studio, nosotro observamos que la acti idad MMP9 en placenta de 

gcstant a términos incr m nta en p.resen ia de elevadas conc ntaciones de radica les 

libres de o:ígeno, y que disminuye en presencia de '00, enzima removedora de RLO. 

De ta forma, determinamos qu tanto 1 óxido nítrico e mo los radicales libres de 

61 



oxigeno on moduladores po itivos de la enzima MMJJ9 que partí ipa en los e entos de 

r ~moddación n ce arios para 1 mant nimi nto tisular permiti ndo una adecuada 

función y maduración de Ja placenta a término. 

Durante los últimos años, nuestro laboratorio se ha abo ado a la comprensión d las 

an malía. r productivas indu idas p r la palología diabélica. En efecto, modelos 

C:\p rimentale de diabetes han sido utilizados para delerminar la participación del 

óxid nítrico y lo radicales libre de oxígeno en diver os procesos reproductivos, 

incluyendo la maduración ovocitaria (Jawerbaum col. 1998a), el desarrollo del 

embrión (Jawcrbaum y col., 1998b), la función utl.:rina ( onzal z y l. , 1997) la 

producción d prostanoides en el t jido placentario (González y col. J 998). En el 

pr scnt ~trabajo se ncaró 1 studio de la actividad MMP9 en placenta a t · rrnino de 

mujere con patología diabética pr gestacional gestacional, y su regulación por óxido 

nítrico y radi ales libre de oxígeno. Las pacient participantes del estudio fueron 

tratada s gún criterio m · dico con insulina a fin de obtener gluc mias preprandiales d 

70 hasta 100 mg/dl tratamiento que fue decti o en toda las mujer s valuadas, tal 

como urge d us alor s de gluc mia de a una . Los re ultado · obt nido nos 

mu stran que en la diabetes pregestacional la actividad MMP9 encuentra elevada. En 

otras patología gestacionales tale como plac nta acreta, 

( Vcttrain y col. 1996) y parto prematuro (Agrez M. Y ol. 1999· Athayde, N. y 

c >l., 1999: Tu f.f. · ol.. 1998),también se ha encontrado 1 \'ada la actividad 

m taloproteasa rela ionandose dicho aumento con anomalía t:n el t j ido phcentario 

que afectarían al de arrollo fetal. En forma intcr ante, Pacz Pereda col. encontraron 

niv les ele ados de metaloprotea as en adenoma de hipófisis y determinaron que este 

in r mento que afecta la estructura de la MEC asimi mo m djfica Ja secreción 

hormonal , la proliferación celular (Paez P r da, 2000). i bi n la acti vidad 

metaloprotea a no e ha evaluado pr viamente en tej ido placentario diabético, estudios 

realizados notro tejidos diabético indican que xisten d sbalances ntre las MMPs y 

los T!MP que se as cían a la complicaciones mas fr cuentes de la enfe rmedad: la 

nefr patía (Baricos 1995) y la retinopatía diabética. (Brown y c l. 1994). Asimismo 
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hcmo_ determinado que n tejido placentario de diabética pregcstacional Jos niveles de 

nitrit s/nitralo, e encuentran elevados, y que el NO modula po itivamente a la MMP9 

placentaria. yo que inhibidores de Ja NOS bloquean su actividad, y dadores de NO Ja 

e"timulan. O esta forma s sugi re que Jos ni eles el vados de NO podrían estar 

determinando Ja acti idad incrementada de MMP9 en est tejido. 

Por otro lado, al igual que lo observado en tcjid placentario d mujer sana observamos 

que los RL ·on modulador positivos de la actividad MMP9 en tejido placentario de 

mujer diabética prL:gestacional , ya que dad r de RLO estimulan la actividad MMP9 y 

adicíon "S d 'OD la disminuyen .. En este trabajos e aluó la peroxidación .lipídica en 

pl acenta de mujeres diabéticas pregestacionalcs, cncontrúndose que dichos valores se 

encuentran levados n relación a las mujeres sanas. En fecto estudios realizados en 

diversos t jidos de animales y pacientes diabéticos mue tran niveles el vados de 

lipopcróxidos (Hal!i wcll y Gutterridge, 1999) medida del efecto de radicales libres de 

ox ígcn brc los lipido tisulares. 

La cuantificación de la acti idad de Ja enzima su peróxido dism utasa es otra manera de 

e\·id nciar la influencia de RLO sobre el tej ido. En efecto, n períodos in:iciales y en 

respuesta a un evento de estrés oxida t1vo la acti ·idad SOD incrementa (Gandy y col, 

1982· Uchigata 1 col. , 1982; Kakkar y col. , l 997 ) mientras que si el estrés oxidativo es 

prolongado (como ocurre en la patología djabética), Jos njvelcs están frecuentemente 

di :minuidos( amuel. 1982· Wohaib,yGodin (1987). N sotro observamos que en el 

tt:jido plnc ntario d mujere diabéticas pregestacionc les In actividad SOD s encuentra 

disminuida, otorgando una menor capacidad de re puesta ant w1 evento de estrés 

oxidativo ne e e tadio de Ja gesta. 

De e ta fom1a, tanto los niveles elevados de óxido nítrico, como los de rad icales libres 

de o ·ígeno,. una m nor capacidad de rL:moción de dichos productos de o idación 

estarían probabl mente relacionados con los levados ni eles de actividad MMP9 que 

ob. ervan n el tejido placentario en la diab tes preg tncional. 

En la último parte dd trabajo se valuó la actividad MMP9 n t jido placentario d 

mu_1er diab ;ticas !l stacionalcs. En este caso, la diabet s fue detectada en el último 
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trime tr de embaraz . el tratam iento insulínico fectuado normalizó sus glucemia a 

t · rmino. Contrariamente a lo detectad en la placenta de mujer diabética 

prcgc ta ional Ja a ti\ idad MMP9 esta di minuida n relación al control. Tanto el 

aumento como la disminución de la actividad enzimática, podrían estar alterando 1 

corr cto f uncionami nto del ' rgano placentario. n el prim r caso existiría una excesiva 

r mod la ión d 1 t1.:jido. En 1 segundo una tasa de recambio y reparación tisular 

demasiado baja· trabaj previos indican que en otras patologías tales como la pre­

cclampsia existe una disminución de la actividad de la MMP9, y un flujo sanguíneo 

uteroplacentario anómalo, que estada relacionado con esta disminución enzimática. 

(Graham col. , 1996) Por otro lado, detcnninam s qu los ni veles d nitratos/nitritos 

también e tán incrementados en placentas de pacicnt s diabéticas g stacionales pero a 

diferencia de lo que se observa en el tejido sano y de mujer diab ' tica pregestacional, la 

MMP9 no es modulada por el NO C n ste caso no s observan modificaciones de la 

act ividad MMP9 ni n pres ncia de dadores de NO ni en pre encía de inhibiores). Dado 

que lo ni eles d O parecen partici par en el mantenimiento de los niveles ba ates d 

acti idad MMP9 en la placenta control, qu izás la falta de modulación de dicha actividad 

por NO en 'I t jido diabéti o gcstacional este relacionado con los bajos niveles de 

actividad MMP9 del ctados en esta patología. En forma imilar, trabajos previos 

r alizados n nuestro laboratorio evid ncian una alteración en la capacidad modulatoria 

d ·I O n o oci to de rata diabética,. donde se ha observado que 1 NO es incapaz de 

modular la sínt sis de PGE ovocilaria, como sí lo hace en o ocit s de rata sana 

( Jawerbaum, y col. , 19 9). 

Por otro lado ob rvamos que los niveles de per xidación lipídica y de SOD son 

normales en el tejido placentario de mujerc diab 'ticas pregestacionaales, probablemente 

debido a la d tección pr coz de la patol gía y al bu n control metabólico ~ los cuidados 

temprano parecen haber e itado la exi tencia d e entos de stré o idativo prolongado. 

Se desta a de todas formas la capacidad de lo. RLO de estimular la actividad M.MP9 en la 

placenta de mujer diabética gestacional, y por lo tanto los niv 1 s de MMP9 tal vez 

resultarán difi rentes en pacientes no tratadas o bajo tratamientos inefectivos. 
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CONCLUSIONES 

En la primera parte de est trabajo evaluamos la actividad de la MMP2 en tejido 

decidual de rata durante la implantación d 1 trofoblasto. 

Dctenninamos que la actividad de la m taloprotea a 2 se encuentra aumentada en los 

día: que r )dcan el e cnt implantatorio. En efecto es en los sitios de nidación donde se 

ob rva la ma or actividad MMP2. 

sta acti idad s vio stimulada por Ja acción del NO, que en el momento de la 

implantación se encuentra aumentado fa oreci ndo la permeabilidad va cular 

asodilatación e incr mento del ílujo sanguíneo. 

Esto r sultados contribuyen a la comprensión d 1 compl jo rn canismo de 

implantación, donde existe una perfecta sincronización entre los procesos d activación 

celular involucrado en 1 posicionamiento del embri · nen 1 sitio de nidación y el 

po tcrior proceso invasi o, y dond luego deberán ocurrir necesariamente efectos 

re íproco para produ ir 1 ev nto de arresto del proce ·o una vez que la placentación 

haya sido completada. 

En la segunda part d nuestro trabajo d sarrollamos el estudio de la carnet rización de 

la a tividad olagenolítica del tejido placcntari human d pacientes que cursan su 

embarazo con diabet ' . Ob ervamos que la acti idad MMP9 es muy alta en el caso de 

los t jidos pro nientes d g stantes con diabet s pregcstacional y está disminuida por 

debajo de los alores d 1 control en las placentas de pacientes diabéticas gestacionales. 

En la plac nta madura de mujer sana el 6 ido nítrico está presente en altos nivel s 

r-guiando una adecuada perfusión sanguínea. Nosotr s encontramos que el nivel d 

óxido nítrico placentario e encuentra aún más elevado en tejido proveniente de muj re 

diabéticas pregestaci nales y gestacionles. Al igual que lo expuesto en la primer parte 

del trabajo en relación a la a tividad de la MMP2, la MMP9 estaría también regulada 

por acción del óxido nítrico en el tejido plac otario sano y de diabética pregestacional, y 

probabl mente este mecani mo e te relacionado con lo niv le de MMP9 
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incremenlados en e tas úllimas. En fi rma difer nte se videncia una falta de regulación 

d la MMP9 por óxido nítrico en tejido diabético gestacional. Tanto en el tejido sano 

omo de muj re · con diab tes prege tacional y gestacional los RLO son capace de 

modular positivamente la actividad MMP9. Los RLO tarían incrementados y 

probablement relaci nados con lama or actividad MMP9 en la plac nta d muj r s 

dial ' tica. pr g~ tacional s, mi ntra que est no s id · n ia en las muj res con 

diabete g stacional. 

En con Ju ión, bajo la patología diabética el tejido plac ntario está sujeto a condiciones 

qu modifican la acti idad d la MMP9. Tanto 1 aumento como la disminución de la 

actividad enzimática, podrían estar alterando el correcto funcionamiento d 1 órgano 

placentario, en el primer caso por una excesi a remodelación del tejido en el segundo 

por una ta a de r cambio y r paración tisular dema iado baja. 

~l i A fus tov ~ ll 
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