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1. Introduccion.

La ruptura de la membrana fetal se define como la pérdida de la continuidad del
corioamniosy se manifiesta con la salida transvaginaldelliquido amnidtico (Vadillo &
Estrada, 2005), es un fendmeno que ocurre de manera sincrdonica con las
contracciones uterinasyla maduracién cervicaldurante el trabajo de parto (Flores et
al2015). Cuando sucede la ruptura espontanea de la membrana fetalantes delinicio
del parto se denomina ruptura prematura de membrana (RPM), es una condicién
patologica del embarazoy la principal causa del nacimiento prematuro produciendo
morbilidad y mortalidad al producto, asi como consecuencias significativas en la
madre, lo que convierte a esta complicacion obstétrica en un problema de salud
publica (Jiang et al, 2025). La RPM puede suceder durante cualquier periodo
gestacional, cuando sucede antes de las 37 semanas de gestacion se denomina
ruptura prematura de membrana pretérmino (RPMP) y si sucede antes de las 26
semanas de gestacidén se conoce como ruptura prematura de membrana previable
(Menon & Richardson, 2017). La RPM se produce en aproximadamente el 3-4% de
todos los embarazos a nivel mundial y de 8%-10% a nivel nacional y contribuye entre
el 40y el 50% de todos los partos prematuros (Garg, 2023). La RPM es una condicion
multifactorial, os principales factores de riesgo de esta patologia incluyen infecciones
en el tracto reproductivo materno, factores conductuales y complicaciones
obstétricas (Menon & Richardson, 2017).

La membranafetalo corioamnios es eltejido extraembrionario que recubre alfetoyle
brinda proteccionmecanicaeinmunolégica. Estamembrana se forma por la fusién de
la membrana amnidtica (amnios) y la membrana coridnica (corion) unidas por una
matriz extracelular (MEC). El amnios es la membrana que mantiene contacto directo
con el liguido amniodtico y es la mas fuerte debido a que la mayor fuerza tensil reside
en su capa compacta que se caracteriza por la presencia de abundantes fibras de
colagenay ausencia de células (Vadillo & Estrada, 2005). El corion es la capa que
mantiene contacto con la decidua materna y es donde se produce una variedad de
moléculas inmunomoduladoras (Kendal et al, 2025).

Durante el desarrollo del embarazo la membrana fetal se mantiene en constante
remodelacidonporelcrecimientodelfeto. Laremodelacidonde estetejidoestd mediada
por metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs) e inhibidores tisulares de
metaloproteinasas (TIMPs). Las MMPs son una familia de endopeptidasas
dependientes de iones de Zn?'y cofactores metalicos de Ca * (Flores et al, 2015) se
han reportado 23 MMPs en genoma humano y mas de 23 en vertebrados, clasificadas
de acuerdocon los sustratos que catalizan, dentrode estaclasificaciénse encuentran
las gelatinasas (MMP-2y MMP-9) capaces de degradar, principalmente, colagena tipo
3



Iy lll (Vadillo & Estrada, 2005). Se harelacionado un aumento en los niveles de MMP-9
en la membrana fetal con el trabajo de parto, sin embargo, MMP-2 aln no tiene
evidencia suficiente en cuanto a su expresiéony actividad enzimatica.



2. Lugar de realizacion.
El trabajo se realizar6 en el Instituto Nacional de Medicina Genémica (INMEGEN),
ubicado en Periférico sur 4809, Arenal Tepepan, alcaldia Tlalpan, 14610 Ciudad de
México, con coordenadas 19°17'11"N 99°09'02"0/19.28631, -99.15051 (Fig. 1) dentro
del periodo correspondiente del 28 de julio del 2025 al 28 de abril del 2026.

Figura 1. Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN).



3. Marco institucional.
El Instituto Nacional de Medicina Gendmica es un proyecto que se dedica a impulsar
una plataforma en Medicina Genédmica en el pais, mediante eldesarrollo permanente
de la investigacion cientifica, la formacion de recursos humanos y la vinculacion
académica con otras instituciones similares a nivel nacional e internacional, con el
propésito de contribuir al fortalecimiento del Sistema Nacional de Salud y al
mejoramiento en el cuidado de la salud de los mexicanos.
Mision.
Contribuir a la equidad en salud de la poblacion mexicana mediante investigacion
genomica innovadora, formacion de talento humano y colaboraciéon multisectorial,
garantizando el acceso inclusivo a tecnologias gendmicas avanzadasy de precision
para mejorar la calidad de vida. Esto mediante innovacién responsable y sostenible en
medicinagendmica, guiadapor principios éticos universales que prioricenelbienestar
humano.
Vision.
Posicionar a México como uno de los lideres globales en medicina gendmicay de
precisién al desarrollar soluciones innovadoras que transformen la salud publica y
promuevan una cultura de prevencién basada en evidencia cientifica, apoyados por
tecnologias de punta para desarrollar soluciones personalizadas para la salud,
siempre con un enfoque de justicia distributiva.



4. Objetivo general.
Analizar la expresion génica y la actividad enzimatica de MMP-2 y MMP-9 en
membranas corioamnidticas bajocondicionesde RPM, rupturafisiolégicaysin trabajo
de parto, correlacionando los niveles de ARNm (RT-gPCR) con la actividad proteolitica
in vitro (zimografia).

Objetivos especificos.
e Cuantificar la expresion de ARNm de MMP-2 y MMP-9 mediante RT-qPCR.

e Verificarlaactividad enzimaticade MMP-2y MMP-9 a través de zimografia para
validar el comportamiento proteolitico en las muestras del estudio.

e Analizar mediante lenguaje R las diferencias significativas en la expresion
génicaentrelosgruposde estudio (RPM, rupturafisiolégicaysin labor de parto).

e Contrastarloshallazgosde expresiongénicaconlos antecedentesde actividad
catalitica, con el fin de determinar si los niveles de ARNm explican la
variabilidad funcionalreportada en la literatura.



5. Actividades relacionadas con el desarrollo del proyecto.
Se utilizaron muestras de membrana fetal de embarazos a término con ruptura
fisiolégica, RPM y con indicaciéon de cesarea obtenidos del Instituto Nacional de
Perinatologia.

5.1. Analisis de expresion génica.
Paraelanalisis de losresultados de la RT-gPCR antesrealizada se utilizé elmétodo de

27-AACt con el fin de calcular la expresion relativa de los genes de MMP-2, MMP-9,
TIMP-1 y TIMP-2. Se normalizé el gen de interés contra el promedio de dos genes
constitutivos o housekeeping (HPRT1 y RPLPO) para obtener el ACt (Ct interés-Ct
housekeeping), posteriormente se realizd la comparacién entre grupos calculando el
AACt (ACt grupo de interés - ACt grupo control) y, finalmente, para determinar el
cambio de expresion relativa se determiné el fold regulation a partir del fold change
(27-AACt). Se utilizé como control de la expresidon génica la cesarea con el fin de
comparar con RF y RPM. También se utiliz6 RF como control para comparar la
patologia de RPM.

5.2. Analisis estadistico.
Pararealizarlacomparacion delcambio de expresién entre el grupo controly el grupo

de interésserealizaronpruebasestadisticasenR, primerose determindla normalidad
de los datos con una prueba de Shapiro-Wilk, con base en los resultados de esto se
determind si la prueba estadistica de comparacion seria paramétrica (t de student) o
no parameétrica (U de Mann-Whitney).

5.3. Analisis de actividad enzimatica
Parala evaluaciénde la actividad enzimatica primero se realizé un homogeneizado de

membrana corioamnidtica con una relacién 1:5 en un buffer de Tris pH 7.4, que
contenia NaCl, Triton X-100 y EDTA esto con el fin de extraer las proteinas contenidas
en la membrana, se almacenaron a -70°C hasta su uso. La concentracidon de proteina
de los homogeneizados se cuantifico de acuerdoconel métodode Bradford (Bradford,
1976).

Se realizé un gel de zimografia de las muestras (n=2 de cada grupo analizado). Se
corrieron electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% utilizando gelatina como
sustrato, se incorporaron 5 ug de proteina por carrily se corrierona 10 mA constantes
durante 2 horas. Los geles se lavaron con Tritéon X-100 durante 30 minutos para
eliminar el SDS y se incubaron durante 16 horas a 40°C en solucion de Tris pH 7.4,
CaCl;0.1My NaCl0.15M. Al finalizar la incubacién los geles se tifieron con azul de
coomassie G-250. En cada corrida se incluyé un carril con marcador de peso
molecular pretenido y un control positivo para identificar las MMPs de interés. Se
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determiné el peso molecular de las bandas utilizando como referencia el marcador de
pesomolecularagregado enunode los pozos, se midié elrecorrido de cada banda del
marcador de peso moleculary se realizé una recta de la distancia (cm) vs LogPM, con
base enestaecuacidénsedetermindel peso molecular de las bandas medidasde cada
muestra.



6. Resultados y discusion.

6.1. Expresion génica.
Se observo que los valoresanalizadosde Ctde los tresgrupos tiendena la normalidad,
es decir, no existen diferencias significativasen la media de las muestras de cada
grupo (tabla 1), lo que indica que la comparacién entre grupos de la expresion génica
relativa se debe evaluar con la prueba paramétrica de t de student.

Tabla 1. Resultados de la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk de los Ct obtenidos a partir de la RT-qgPCR de
RPM (n=8), Cesarea (n=10) y RF (n=9). El valor de p>0.05 indica que los datos siguen una distribucién normal,
mientras que el valor de w indica el nivel de tendencia a la normalidad, es decir, un valor de w cercano a la unidad,
indica mayor normalidad de los datos.

RPM Cesarea RF
Gene W valor P valor W valor Pvalor W valor P valor
MMP-2 0.87161 0.1563 0.90924 0.2758 0.96574 0.8561
MMP-9 0.96506 0.8567 0.94641 0.6263 0.94936 0.6831
TIMP-1 0.95808 0.7916 0.97023 0.893 0.88244 0.1665
TIMP-2 0.92097 0.4378 0.89017 0.1703 0.83942 0.0569

En los resultados de la expresidn génica relativa utilizando cesarea como control se
observa que en RF hay un aumento en la expresiéon de MMP-9, asi como del TIMP que
lo inhibe (TIMP-1), habiendo mayor expresion en este ultimo. En estudios anteriores, la
expresion de MMP-9 es mayor que de TIMP-1 debido a las citocinas que se producen
duranteeltrabajode parto, entre estas, las que promueven la expresionde MMP-9son
principalmente IL-1B, TNF-ae IL-6 (Vadillo & Estrada, 2005). Por otro lado, la expresion
del TIMP-1 se ve mediado principalmente por IL-18 en gestaciones a término
(Amabebe et al, 2024), sin embargo, TNF-a se ha asociado con una disminuciénen la

a) RFvs Cesarea b) RPMvs Cesarea
TIMP-2 TIMP-2
o TIMP-1 o TIMP-1
c c
(0] [0
© MMP-9 O MMPo
MMP-2 MMP-2
-2.00 0.00 2.00 4.00 -20.00 0.00 20.00 40.00 60.00
Fold regulation Fold regulation

Figura2. a) Expresion génicarelativade MMP-2, MMP-9, TIMP-1y TIMP-2 en RF respecto acesarea como control. MMP-9 (FR= 3.29,
p<0.0001) y TIMP-1 (FR=3.45, p = 0.003) mostraron sobreexpresién en RF respecto a cesarea. MMP-2 (FR= 1.38, p = 0.097) y TIMP-
2 (FR=-1.37, p = 0.455) no mostraron diferencias estadisticamente significativas. b) Expresién génica relativa de MMP-2, MMP-9,
TIMP-1y TIMP-2 en RPM respecto a cesarea como control. MMP-9 (p < 0.0001) y TIMP-1 (p = 0.017) mostraron sobreexpresion en
RPM respecto a cesarea. TIMP-2 presentd subexpresion significativa respecto al control (p < 0.001). MMP-2 no mostré diferencia

estadisticamente significativa entre los grupos (p = 0.147).
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expresion de esta proteina (Lobardi et al, 2018). Por lo anterior, los resultados
obtenidos de la expresiénde TIMP-1 en RF respecto a Cesarea noconcuerdancon los
reportados en la bibliografia, sin embargo, esto se puede deber a lacantidad de ARNm
que no se traduce y se degrada, es decir, no toda la proteina que se transcribe logra

traducirse, por lo que la relacidn expresién-proteina no es equivalente (figura 2).

En RPM se observa un aumento en la expresion de MMP-9 respecto a Cesareay RF,
datos similares han sido reportados en estudios anteriores, esto debido al ambiente
proinflamatorio de la zona, sobre todo cuando la causa de la patologia es infeccioén,
siendo esta la principal causa de RPM (Menon & Richardson, 2017), se ha reportado
que moléculas, como los lipopolisacaridos (LPS), producidos por bacterias
disminuyen la expresién de TIMP-1 (Vincent et al, 2015) favoreciendo la actividad de
MMP-9 y, por lo tanto, la degradaciéon de la MEC. Por otro MMP-2 y TIMP-2 se
encuentranligeramente subexpresadas en RPMrespecto a RFyCesarea debido a que
ambas proteinas se expresan de manera constante durante la gestacién para la
remodelacién de la MEC y no aumentan su expresion alfinalizar este periodo (Xu et al,
2002) (figura 3).

RPMvs RF

TIMP-2

TIMP-1

Gene

MMP-9
MMP-2

-5.00 0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
Fold regulation

Figura 3. Expresion génica relativa de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 y TIMP-2 en RPM respecto a RF como control.
MMP-9 (FR=16.92, p<0.0001)y TIMP-1 (FR=4.25, p= 0.0167) muestran sobreexpresién en RPMrespecto a RF.
TIMP-2 presenté subexpresion significativa respecto al control (FR= -3.02, p = 0.00053). MMP-2 no mostré

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos (FR=-1.67, p=0.147).

6.2. Actividad enzimatica.
Paralaevaluaciéndela actividadenzimaticasecomparé RPMrespectoaRFy Cesarea

(N=2). Se utilizaron los extractos de proteina obtenidos a partir de la membrana
cotioamnidtica y almacenados a -70°C. En la cuantificacién de proteina de los
extractos se encontraron concentraciones muy deferentes en cada muestra (tabla 2)
observando una mayor cantidad de proteina en las muestras de RF.
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Tabla 2. Concentraciones determinadas por método de Bradford. STP: C1y C3; RF: B4y B9; RPM: B6y C2

Abs. 595
Dil. 1:100 Abs1 Abs2 Abs3 Promedio Conc.1:100 Conc (mg/mL)
C1 0.212 0.214 0.195 0.21 0.13 13.35
C3 0.177 0.134 0.131 0.15 0.09 9.35
B4 0.435 0.407 0.404 0.42 0.27 27.30
B9 0.167 0.157 0.149 0.16 0.10 10.04
B6 0.245 0.243 0.296 0.26 0.17 16.99
C2 0.114 0.094 0.095 0.10 0.06 6.25

Se identific6 MMP-2y MMP-9 en el gel de zimografia con base en elcontrol positivo de
medio de monocitos U-937 incluido en el primer carril, aunado a esto, el peso
molecular de las bandas observadas en la actividad enzimatica (figura 4) es similar a
los pesos previamente reportados en la bibliografia: ProMMP9 ~ 92 kDa, MMP-9 ~ 82
kDa, ProMMP-2 ~72 kDay MMP-2 ~ 62kDa (Flores et al, 2015).

Cesdarea RF RPM

e —t —

~ 93.56 kDa
~ 81.68 kDa

~T74.96 kDa
~ 63.43 kDa

Figura 4. Zimografia representativa de la actividad gelatinolitica de MMP-2y MMP-9 en corioamnios. Gel de
poliacrilamidaal 10% con gelatina. Los carriles corresponden a: control positivo (medio de monocitos U-937,
carril 1), control negativo (buffer de homogeneizado, carril 2), marcador de peso molecular (carril 3), ceséarea,
RFy RPM.

Se observa una mayor actividad de ambas enzimas en RF debido a que las gelatinasas
estanrelacionadas con este fendmeno producido al final de la gestacién, sobre todo
MMP-9 que se produce en mayor proporcion durante este proceso, a diferencia de
MMP-2 que se produce de manera constante durante la gestacion para el
mantenimiento de la MEC de la membranafetal (Xu et al, 2002). En RPM se encontro
una menor actividadenzimatica (figura5), hallazgo que concuerdaconlo reportadoen
la literatura (Vadillo, 1998), esto debido a errores metodoldégicos durante el
procesamientoy manipulaciéon de las muestras, ademas del nidmero reducido de las
mismas, por lo tanto, es idealtrabajar con un mayor nimero de muestras para futuros
estudios.
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a) MMP-9 b) MMP-2

1.425

1.722
. - o 0.8 0.708
0.788
:1 l : I
. 2
0.2 0.2
1] 1]
Cesdiren RF RPM APM

Area bajola cury

Cesdrea FF

Condicién Condicien

Figura 5. Cuantificacion de la actividad gelatinolitica de MMP-9 (a) y MMP-2 (b) en corioamnios. Los
resultados se expresan como area bajo la curva normalizada respecto al grupo de ceséarea (valor = 1). Para
MMP-9, el grupo de RF mostré mayor actividad relativa (1.722) en comparacién con cesarea, mientras que
RPM presenté actividad disminuida 0.786. De manera similar, MMP-2 mostré mayor actividad en RF (1.426) y
reducida en RPM (0.708) respecto al grupo control.

7. Aporte a la sociedad.

El trabajo realizado permitira utilizar en la clinica diferentes biomoléculas como
metaloproteinasas para eldiagndsticotemprano de la RPM, principalmente la MMP-9
que se observa, tiene un aumento significativo en cuanto a su expresion,
convirtiéndolo en un blanco terapéuticoy, a su vez, permitiendo el uso de nuevas
tecnologias de biologia molecular para la prevenciénde la RPM. De igual manera, es
importante elestudioenla expresiénde estasenzimasyotras moléculas estructurales
de la MEC para la identificacion de los principales procesos donde se encuentran
involucradas y asi explorarlos para identificar nuevas formas de diagndstico y
prevencioén de esta patologia.

8. Conclusion.
No se encontré correlacion entre la expresion génica de MMP-9 y su actividad
catalitica de RPM respecto a RF y cesarea, sin embargo, si se encontré correlacion

entre expresion génicay la actividad catalitica de MMP-2 en la RPM respectoa RF y
Cesarea.
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