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Abstract

Amniocentesis in rats is as sociated with different m alformations such as cleft
palate and limb deformation, resembling the human congenital a mniotic band
syndrome (ABS). I n spite of the many human cases reported in the literature
little is known about the mechanisms involved in ABS. This study addressed the
activation of t he t ransforming gr owth f actor f (TGFB1) pat hway i s in part
associated to amniotic band formation and growth restriction induced in rats by

amniocentesis as in a previously published model.
For this purpose, quantification of TGFB, a-smooth muscle actin (Acta2) and

collagen type | (Col1a1) mRNA and protein levels were determined by qPCR
and Western blot, respectively, in the fetus, in its amniotic membrane and in the
uterus of experimental and control rats. We found that TGF mRNA levels are
increased in the fetus and in the amniotic membrane at 6 ho urs while Acta2,
phosphorylated Smad3 and C ol1a1 increased at 48h suggesting that a fibrotic
response is induced after the amniotic sac puncture. Furthermore fetuses had

hemorrhages, syndactyly and amputation of limbs, similar to human ABS



Resumen

En ratas la amniocentesis se ha asociado con diferentes malformaciones como
labio pal adar hendi do, def ormacion de e xtremidades s imilaresal as que s e
encuentran en e | sindrome de banda am niética humano (SBA). A pesar del
gran numero de reportes médicos en la literatura, poco se sabe del mecanismo
involucrado en SBA. Aunque se ha sugerido que el TGFB podria estar
asociado. En este estudio se investigo la activacion del factor de crecimiento
transformante beta (TGF() en el modelo por amniocentesis en rata publicado
previamente.

Para tal propodsito se cuantificaron los mMRNAs de TGFf, actina de musculo liso
(Acta2) y colagena tipo | (Col1a1) y se observo la expresion de estas proteinas
por Western-blot en el feto, la membrana amniética y el utero de ratas gravidas
sometidas a am niocentesis. Se enc ontraron nivelesd e m RNA de TGFp1
elevados des de | as 6 h de am niocentesis m ientras que Acta2y Collalse
incrementan a las 48h sugiriendo un proceso de fibrosis inducido por la puncién
en el s aco am nidtico. E n| os fetos enc ontramos hem orragias, s indactilia y

amputaciéon de extremidades similares a las observadas en SBA humano.



Introduccioén

El sindrome de banda amnidtica (SBA) consiste en un grupo de anormalidades
congénitasy  esporadicas ¢ aracterizadas por an illos de c onstriccion o

amputacion de de dosy ex tremidades, pseudosindactilia (fusion de d edos),
polidactilia, inversion de pies (pie equino) y multiples defectos craneo-faciales,
viscerales yenel cierrede cavidades c orporales. Los def ectos c raneales
asociados con el SBA son: hidrocefalia, microcefalia, meningocele, exencefalia,
acrania, a calvaria, y anenc efalia. Las an ormalidades f aciales incluyen | abio
paladar he ndido ( comunmente bi lateral) fisuras m edio faciales, def ormidad
nasal, f isuras del hueso or bital, hi pertelorismo, obs truccion del | agrimal,
ausencia d e par pados, opac idades c orneales y otras anom alias de 6r ganos
internos ¢ omo def ectos ¢ ardiacos y geni tourinarios’. El SB A observado en
familias se debe a anormalidades genéticas en el tejido conjuntivo, tales como
el sindrome de E hlers-Danlos tipo 1V y osteogénesis imperfecta®. Los defectos
en las extremidades se presentan con mayor frecuencia en nifios que sufrieron
dafio in utero, ya sea por exposicion a algun teratégeno como la talidomida y el
misoprostol (analogo a prostaglandina E1) o al procedimiento de amniocentesis
con m uestreo de | as v ellosidades c oridnicas. C ada uno de es tos f actores
produce diferentes deformidades, mientras que la talidomida presenta patrones
simétricos de de ficiencias ¢ omo | a po lidactilia; la am niocentesisy e |
misoprostol, generan pérdidas asimétricas de dedos, bandas de constriccion o
sindactilia. Se ha pr opuesto que estas anormalidades estan relacionadas con
eventos que causan ruptura temprana del amnios y disrupcién vascular®®. La
incidencia mundial estimada para este sindrome es de 1:12,000 nacimientos

vivosS, au nque un estudio de c ohorte de 161, 252 m adres,enl aquese



incluyeron los productos que no llegaron a término, mostré que | a frecuencia
del SBA se incremento hasta a 7 de cada 1000 embarazos®. Los factores de
riesgo asociados al desarrollo de SBA son: |a altitud asociada a mecanismos
de hipoxia, la edad temprana de la madre y tabaquismo”™®.

Las hipotesis mas aceptadas para explicar el mecanismo de patogenia del SBA
son: 1) la rupturay reparacién de la membrana am niética dur ante el primer
trimestre d el embarazo, Si hay fuga del liquido am nidtico, éste resultaenla
compresidn 'y gener acion de bandas f ibrosas que pueden  causar dafio
mecanico (amputacién, deformacion y constriccion®?); y 2) la ruptura de vasos

101 " Las anormalidades i nternas s e ha n ¢ onsiderado como e |

sanguineos
resultado de | a pr oximidad de | em brién al s itio af ectado de | a m embrana
amniodtica y que al formarse el fibroma éste haya impedido la circulacion en la
region af ectada'®'®. La hi pétesis de ban das f ibrosas as ume que | esiones
discretas ¢ ausan ba ndas de adhes i6n que i nterfieren con el des arrollo
temprano del em bridn, r esultandoe nuna desorganizacién bas ica;
alternativamente, unam utacién de |e quivalente hum anodel gen d e
desorganizacion del ratén' puede ser la causa del SBA grave. Aunque estas
hipétesis son ac eptadas, f allanen e xplicart odos | os def ectosi nternos
encontrados en | os f etos af ectados; a demas de que enm uchos c asos | a
presencia de m alformaciones no s e localiza en el lugar donde s e formé la
banda, ya que s e e ncuentran m alformaciones i ntracraneales y, en al gunos
casos, hasta trastornos proliferativos de p iel que incluyen apéndices, bridas y
pediculos de piel; acompafiados o no de polidactilia’. Multiples argumentos

estdan en contra de esta ultima pr opuesta, incluyendo e | tiempo que pod ria

requerirse ent re lar uptura del asm embranas yla presenciad el as



malformaciones. A pesar de qu e en | a literatura existen multiples informes de
casos de banda am nidtica, el diagndstico sonografico sellevaac abo de
manera t ardia, en é | se obs ervan band as de ¢ onstricciony sib ien las
extremidades af ectadas se pueden liberar por cirugia intrauterina, nos e ha
logrado evitar el estrangulamiento y amputacién de las mismas®.

Como se menciond antes, uno de los rasgos mas caracteristicos del SBA es la
formacion de fibromas que estrangulan a las extremidades y a otras partes del
cuerpo, lo que podria considerarse una cicatrizacion fibrotica. Durante el primer
trimestre de la vida fetal se reparan los tejidos dafiados sin formar una cicatriz;
sin em bargo, a par tir del segundo trimestre, cuando existe un procesod e
cicatrizacion, este se vuelve exacerbado, fibroso y anémalo'’. La diferenciacion
de f ibroblastos a miofibroblastos que s on: fibroblastos especializados m as
parecidos a musculo lis 0, esta mediada por TG FB1, el c ual pr omueve e |
reclutamiento celular y el depdsito de colagena en cicatrices post natales, que
se caracterizan por la expresion de alfa actina de m usculo liso (Acta2, alpha-
smooth muscle actin )

Los miofibroblastos estan presentes durante la cicatrizacidén y en las fibrosis, se
consideran el r esultadodeunaf allaen | as upresiondel a respuesta de
cicatrizacion. Los el ementos r elevantes para des arrollar f ibrosis son las
citocinas proinflamatorias que producen los macréfagos durante la cicatrizacién
e incluyen al TNF-a y TGFB. Después de que se produce una lesién se induce
TGFB que atrae neu tréfilos, m acrofagos vy fibroblastos, los que liberan m as
TGF[B; se ha observado adem as que los receptores celulares para TGFB se
encuentrani ncrementados en fibroblastos de ¢  icatrices quel oides e

hipertréficas'®. In vivo en las cicatrices fetales tratadas con TGFB se promueve



la cicatrizacion y el cierre de heridas, ya que induce un exceso en la sintesis de
matriz e xtracelular cuando éste se inyecta subcutaneamente en r atones?’. En
el mismo modelo, la inyeccion de anticuerpos o RNA anti-sentido contra TGF(3
suprime | a produccién de matriz e xtracelular y la cicatrizaciéon. En cultivo de
células m esenquimales, TGFB causa el depdsito de proteinas de matriz
extracelular, promueve la expresidon de genes que c odifican par a estas
proteinas y suprime la expresion de genes que codifican para proteinas que
degradan la ma triz, como | as metaloproteasas®'. Ademas TGFp induce la
expresion de colagena por m edio de activadores transcripcionales ( Smads).
Smad2 y 3 son fosforilados directamente por el receptor de TGFP y se unen a
un mediador comun Smad4, que se traslada dentro del nucleo, donde se une a
las ecuenciade 5 nucledtidos CAG AC%. E staru ta des efializacién esta
fuertemente c ontrolada por la ruta de las cinasas activadas por m itogeno
(MAPK) ras/MEK/ERK. Existen sitios de fosforilacién ERK en la region de unién
de Smad 3. En células epiteliales | a s obreexpresion de m iembros de | avia
ras/MEK/ERK bl oquea | a ac umulacién de S mads enel nucleo einicia el
complejo de activacion de expresion de gene323.

El TGFB se aislo6 inicialmente de plaquetas humanas, placenta y rifidon bovino.
Se considera el prototipo de citocina multifuncional debido a que puede actuar
como i nhibidor, activador de | a r eplicacién c elulary controlar la sintesis de
multiples componentes de | am atriz e xtracelular’* ?°. Pors u nat uraleza
multifuncional no es sorprendente que TGF[(3 esté presente en casi todas las
estirpes celulares.

Se han descrito 3 i soformas de TGFB en los vertebrados TGFB1,2y 3 que

estan codificadas en distintos genes y son muy conservadas pues comparten



del 71 al 79% de identidad; ademas hay también tres receptores, el 1y 2 son
transmembranales y miembros de | a familia s erina/treonina cinasas, mientras
que el receptor tipo 3 es betaglicano, tiene alta afinidad para unir las isoformas
de TGFB y puede ser critico para mantener TGF[ en la superficie celular pero
no tiene motivos intracelulares ?* ?”. TGFPB se secreta como un complejo unido
a las proteinas de latencia (LAP)?®,yd e estaformanos e puede unira su
receptor por lo tanto esta inactivo, Una vez que se libera por la actividad de

21, 29

proteasas o i nteracciéon c on integrinas30 expresadas e n miofibroblastos,

células epiteliales y dendriticas se activa y puede unirse a su receptor ' 3% 3
La ruta de senalizacion que i nvolucraa TGFB1 controla di versos pr ocesos
celulares, incluyendo la proliferacion celular, el reconocimiento, diferenciacioén,
apoptosis y destino celular durante el desarrollo em brionario, asi como en la
maduracién de tejidos. TGFB se enc uentra pr esente en m uchas es pecies
desde moscas y gu sanos h asta m amiferos?"?® TGFB1 inicia la c ascada de
sefalizacion uniéndose a un dimero formado por los receptores tipo | y II. Esto
permite al receptor |l fosforilar al dominio cinasa del receptor I, el cual entonces
propaga la senal por medio de la fosforilacién de las proteinas Smad.

Hay 8 pr oteinas S mad di stintas que c onstituyen 3 c lases f uncionales: la s
reguladas por receptor (R-Smad), el co-mediador (co-Smad) y los inhibidores
(I-Smad). R-Smads (Smad1, 2, 3, 5 y 8) son directamente fosforiladas por el
receptor tipo uno y forman complejos heteroméricos con la Co-Smad (Smad 4)
El complejo activado se traslada al nucleo y en c onjunto con otros cofactores
nucleares regula la transcripcion de | os genes blanco. Las |-Smad (Smad 6 y

Smad 7) regulan ne gativamente | a s efial de TG F por c ompetencia p or e |

receptor con R-Smad o interaccionando con Co-Smad y marcan el complejo



receptor de TGFpB para degradacion®* *°. La familia de citocinas del TGFB se
caracteriza por s eis residuos de c isteina c onservados, incluyenad os
subfamilias, TGFB/activina/nodal, la familia de las proteinas morfogénicas de
hueso (BMP), que incluyen el factor de diferenciacion (GDF) y el factor inhibidor
muleriano, def inidas por la similitud e ntre sus s ecuenciasy | asr utas de
senalizacion que activan.

La cicatrizacion consiste en un programa coordinado de ev entos que s e inicia
con | a formacion d e un ¢ oagulo de fibrina, s eguido por el r eclutamiento de
células inflamatorias, formacion de t ejido de granulacion, |a angiogénesis, | a
proliferacion de fibroblastos, la migracién de los queratinocitos y la contraccion
del ader mis que ayudaal cierre del al esion. Fi nalmente ocurre el
remodelamiento de | a cicatriz c ompletando el pr oceso de r eparaciéon. E n el
adulto la cicatrizacion restablece |a integridad de los tejidos después de una
lesion, pero la consecuencia es una c icatriz fibrosa. En contraste durante |a
gestacion temprana el f etotienel ac apacidadd e s anars us heridas s in
cicatrizar'’. D ebido a que el fetovive e nunam biente tnico, | os primeros
estudios s e dirigieron a obs ervar silas condiciones in utero contribuian ala
reparacion s in c icatrizacién. S in em bargo, utilizando m arsupiales ( zarigueya
americana), que se desarrollan fuera del utero, se demostrd que este ambiente
no es nec esario®®, también | os xenotransplantes de pi el humana f etal en
ratones inmunocomprometidos mostraron reparacién del tejido sin cicatriz, lo
que sugiere que es una caracteristica de los fibroblastos fetales®’.

De los factores de ¢ recimiento r elacionados ¢ on | a ¢ icatrizacion el mas
estudiado es el TGFp y sus isoformas. En los tejidos adultos hay un incremento

relativod e TGFB1 y TGFB2 comparadoc on TGFB3. E nc ontraste, los
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fibroblastos fetales producen mas TGFB3 y menos de las isoformas 1y 2. Las
cicatrices patolégicas (hipertréficas) en a dultos m uestran al tos ni veles de
TGFB1y es tudios f uncionales, enlos qu e s e i nhibe TG FB1, las c icatrices
disminuyen. Por el contrario al agregar TGFB1 en la mitad de | a gestacion se
produce t ejido cicatricial. Esto indica que los niveles bajos de TGFB1 estan

asociados con disminucién de la cicatrizacion®®
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Esquema de la ruta de activacion de TGFB via Smad3 en | a producciéon de
matriz extracelular. TGF3 se desprende de la proteina de latencia, se une a su
receptor y transduce |l a s efial via Smad3, estase unea Smad4y entraal
nucleo para activar la transcripcion de genes de matriz extracelular. Modificado

de Leask A et al 2004 .
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En condiciones normales, el proceso de reparacidén que sigue a una |l esién se
completa por | a degr adacién de la matriz ex tracelular y | a apopt osis de | os
miofibroblastos. Sin embargo, en algunos casos ocurre la desregulacion de los
mecanismos de ¢ ontrol lo que r esulta en unar espuesta f ibroticac on la
acumulacién de matriz extracelular, rica en fibras de colagena que coalescen y
forman bandas resistentes a la degradacion®®.

La f ibrosis cronica se pude di vidirent res f ases, | a primera: fase, que e s
inflamatoria, se debe a larespuestainicial a lalesion: las células producen
citocinas proinflamatorias, quimocinas y moléculas de adhesion que inducen la
infiltracion de m acrofagos,: la segunda fase esla de pr oduccion de m atriz
extracelular: enla que las citocinas producidas por los macréfagos, TGFB y
factor de c recimiento de tejidoc onectivo( CTGF),es timulanl a
transdiferenciacion de ¢ élulas epi telialesy f ibroblastos residentes a
miofibroblastos. La tercera fase es de acumulacién de matriz extracelular: en la
que los miofibroblastos, bajola accibnde TGFB y CT GF, sintetizan grandes
cantidades de pr oteinas de m atriz extracelular como fibronectina y colagena,
ademas evitan su degradacion por la sintesis de inhibidores de proteasa como
inhibidor del activador de plasminogeno | e inhibidor de metaloproteasa tisular
(TIMP)*°.

TGFB se expresa en muchos tejidos embrionarios del ratén, sin embargo
cuando s e obt ienen ratones nulos (Knockout) a TGFB1 presentan def ectos
hematopoyéticos, def ectos v asculares y m uerte neon atal; aunq ue tienen un
fenotipo normal. A las 3 s emanas del nacimiento desarrollan un sindrome de
desgaste severo relacionado con una respuesta inflamatoria aumentada. Si se

elimina el gen TGFB2 s e pr esentan m alformaciones c ardiacas, pul monares,
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craneofaciales, de ex tremidades, de ¢ olumna v ertebral, 0j 0, oido interno asi
como defectos genitourinarios. Estos tejidos se derivan de componentes de las
crestas neur ales*’. Enlosratones nulosa TGFB3 se observa crecimiento
anormal del pulmén y paladar hendido ***3. Con respecto a | os receptores de
TGFB el dominante negativo para el receptor 2 pr esenta def ectos en
hematopoyesis, vasculogénesis y el ratbn muere alrededor de los 10.5 dias de
gestacion; siendo su fenotipo es muy parecido al mutante nulo para TGFB1**.
Durante el des arrollo ¢ raneofacial t emprano | os m iembros de la f amilia de
TGFB median u na mplior ango de ac tividades b ioldgicas incluyendo la
proliferacion c elular, | a di ferenciacion, | a f ormacion de matriz ex tracelular e
inducen la actividad de genes de la familia homeobox, sugieriendo que TGFf(3
es i mportante en| af ormacioén de ej es dur ante | a em briogénesis. En la
formacion de | os dientes, el cartilago de M eckel y durante | a m orfogénesis
mandibular*® se ha detectado la presencia de los 3 subtipos de TGFB. Los
diferentes m iembrosdel a familiaS madt ienen di stintas funcionesd e
sefalizacion, Smad1, 2, 3 y 5 son fosforiladas por los receptores tipo 1 después
de la estimulacién por TGF o activina. Smad2 y 3 son similares en estructura y
posiblemente tengan funciones redundantes. Smad1 se fosforila y traslada al
nucleo de spués d e la es timulacion por B MP2 o BMP4. En las c élulas de
mamifero Smad4 forma complejos con Smad2 y 3 después de la activacion por
TGFB. Mientras que la activacion de BMP en receptores tipo 1 forma complejos
conS mad1 yp osiblementec on SmadSy 9.S mad6 y7d ivergen
estructuralmente de ot ros m iembros de| af amiliaS mady s uf uncién es
inhibitoria de la senales de TG Ff3, Activinay BMP. Smad6 inhibe la sefal de

BMP/Smad1 por competencia con la unién de Smad4. Smad7 se asocia con el
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complejo TGFB-receptor, pero no se fosforila aunque si inhibe la fosforilacién
deSmad2y 3v ia TGFB.Las Smad inhibitorias pr oducen un mecanismo
autoregulatorio en la transduccion de s efales de la familia TGF[3, ya que, una
vez en el nucleo, las Smad se unen a activadores o represores para regular la

expresion del gen blanco?”.

Planteamiento del problema
La molécula mas estudiada en procesos fibroticos es el TGFB que activa el

depdsito de proteinas de m atriz extracelular via Smad2/3; ya que después de
activarse por la amniocentesis en ratas gestantes podria inducir el sindrome de
banda amnidtica.

El sindrome de banda am niética es una entidad que s e hareconocido por
siglos. Sus m anifestaciones abarcan des de | os anillos de ¢ onstriccionen el
térax, | as ex tremidades,| ac abeza, las indactilia,| asam putaciones
espontaneas, def ormidad de m iembros ( pie equi no), s urcos dér micos
deformantes, def ectos ¢ raneofaciales y e | abor to. 7 7% de es tos pac ientes
presentan otras anormalidades en el momento del nacimiento, pero no siempre
se r ecuperan | as ban das fibréticas en | os s itios af ectados por que estas s e
reabsorben al igual que las extremidades amputadas*®. A pesar de queen la
literatura existen multiples informes de casos de banda amnidtica, hasta ahora
no s € ¢ onoce que m oléculas estan i nvolucradas en el des arrollo de e ste
sindrome, m as aun, enc asosenl| os g ue el di agnostico s onografico ha
mostrado bandas de constriccion y se han liberado las extremidades afectadas
durante la vida uterina del embridn por cirugia endoscépica se ha logrado evitar

el es trangulamiento y am putacion de | as extremidades'® peronos e han
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eliminado las s ecuelas de ne crosisy f altade v ascularizacion' Ademas,
durante | a practica clinica, de bido a q ue e n oc asiones es nec esario realizar
estudios de am niocentesis 0 cirugia i ntrauterina, para diagnosticar o c orregir
anormalidades en el embrién, el conocimiento de | a regulacién molecular del
SBA permitira controlar y reducir el riesgo de que s e presente durante estos

procedimientos invasivos'?.

Pregunta de investigacion

Debido a que el rasgo mas caracteristico del sindrome de banda amni6tica es
la presencia de f ibromas que e nvuelven y estrangulan las e xtremidades, se
estudid la expresion de TGFB y la produccion de proteinas de matriz

extracelular en ratas gestantes sometidas a amniocentesis.

Hipotesis

Enr atas gestantesques es ometenaam niocentesiss ei nduce una
sobreproduccion de TGFB y de proteinas de matriz extracelular debido al
proceso d e c icatrizacion t ipo fibrético que c ausa el sindrome deb anda

amnidtica.

Objetivos

1. Estandarizar el modelo de SBA en ratas

2. Estandarizar la cuantificacion de RNA mensajeros (MRNA)

3. Obtener| os fetos, m embranas am nidticasy ut eros der atas
experimentales y controles y conservarlos a -20°C hasta su uso

4. Determinar la expresion de mRNA de TGF3

5. Determinar la expresion de Acta2

6. Determinar la expresion de colagena | (Col1a1)

7. Determinar el estado de fosforilacion de Smad2/3

15



Material y Métodos

El presente protocolo fue aprobado por los Comités de E tica e | nvestigacién y
el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL)
del H ospital G eneral “ Dr. Manuel G ea G onzalez” ( numero ( 12-49-2010). El
modelo experimental se establecioé en ratas Wistar con un peso de 300 a 450g
primigravidas, siguiendo la técnica de Kino*’, quien demostré que a los 15 dias
de gestacion se presentd el mayor numero de fetos con SBA. Las cirugias se
realizaron a los 15 dias de gestacidon en ratas anestesiadas; se expusieron los
cuernos uterinos y se puncioné el uteroy las membranas fetales sin tocar al
feto; se selecciond el feto mas cercano al ovario derecho, la puncion se realizdé
con una aguja par a insulina. P ara ev itar | a v ariable de v olumen de liquido
extraido nos e ex trajol iquido ys e pr esionbun momento | a her ida, s e
introdujeron los cuernos uterinos en la cavidad peritoneal, se sutur6 a laratay
se m antuvo en obs ervacién h asta q ue s er ecuper6é del a a nestesia. Se
sacrificaron las ratas a diferentes tiempos entre 3 y 120h después de la puncién
y se obtuvieron fetos, membranas amnidticas y uteros, que se conservaron en
congelacion a -70°C hasta su analisis. Al grupo de ratas control se les sometid

a la cirugia igual que a las experimentales pero no se realizé la puncion.

Expresion de mensajeros

La det erminacion de la e xpresion de | os mensajeros para TGFB1, Acta2 y
Col1a1 se realiz6 por reaccion en cadena de | a polimerasa (PCR) en t iempo
real, utilizando el mensajero alfa tubulina (Tuba1a) como control de expresion.
Paraes tos eex trajoel R NAt otalde lost ejidos obt enidos de| as ratas
sometidas a am niocentesis, las control y ot ro gr upo que s e ut iliz6 c omo

calibrador, que fueron ratas prefiadas no sometidas a cirugia.
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Se homogenizd ¢ ada tejido directamente en el r eactivo co mercial Q uizol
(Quiagen), se incubd 10 min a temperatura ambiente, se agregé cloroformo al
10%, se centrifugd a 12,000xg durante 15 min a 4°C; se separé la fase acuosa
y se le agregd isopropanol frio volumen a volumen; se precipité durante una
hora a -20°C, se lavé dos veces con etanol al 70% y se evaporé el etanol. El
RNA se incubé con DNAsa1 (Sigma) para eliminar DNA remanente, para lo que
se resuspendié el RNA en amortiguador para DNAsa (acetato de sodio 1M, pH
5.0, s ulfato de m agnesio 100mM, NaCl 150mM) se agr egaron 500 U de

DNAsa1 y se incubd durante una hora a temperatura ambiente, se inactivé la
DNAsa1 agregando EDTA 25 mMpH 8 ei ncubé a65° C durante 10min.
Finalmente se cuantifico el RN A, se sintetiz6 cDNA de un ug de R NA total,
utilizando el s istema de transcripcion r eversa (Promega). Se m ezclo6 el

amortiguador de | a enz ima, i nhibidor de R NAsas d e pl acentay m ezcla de
dNTPs y se calent6 a 94°C para desnaturalizar el RNA, durante 10min se enfrio
sobre hieloy sele agregéel oligodTy seincubd a37°C durante 5min,
posteriormente s e i ncubd dur ante una h ora a 42° C; asimismo laenzimase
incubd a 85°C 10 min para inactivarla. Para determinar la expresion relativa de
RNA se utilizé el equipo Light Cycler 480 ( Roche) con el estuche de SYBER
Green (Roche); se mezclaron | os i niciadores (Tabla 1) paracadagen,la
mezcla maestra del estuche que contiene el amortiguador de reaccion, dNTPs,
taq polimerasay MgCl, a una concentracion final de 2.5mM. El programa de
amplificacion fue: desnaturalizaciéni nicial de 95°C durante 10m in,
amplificacion 95° C, 20s, aumento de 50 a 55°C durante 20s y 72° C durante
20s; 45 ciclos, la curva de fusién se determin6 a 95°C durante 5s, 65° 1min y

95° durante .11s y un ciclo de enfriamiento a 40° durante 2min.
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Tabla 1. Iniciadores utilizados en este estudio

Iniciadores Sentido Antisentido
Tafb1 5 CCGTGGCTTCTAGTGCTGAC 3’ 5 GGCGTTGTTGCGTTAGATAC 3’
Acta2 5 ACTTCTGGACGTACAACTGG 3’ 5 CAGGCAGTTCGTAGCTCTTC 3’
Col1a1 5 TGAGCCAGCAGATTGAGAAC 3 5 ACTCGAACTGGAAGCCATCG 3’
Tubala 5 CAGATGCCAAGTGACAAGAC 3 5ACTCCAGCTTGGACTTCTTG 3’

Expresion de proteinas

Se obt uvieron ex tractos ¢ rudos de pr oteinas del ost ejidos de | os gr upos
experimentales y controles; s e disgregd cada tejido con un h omogeneizador
celular (Fisher, USA) con amortiguador de lisis (Tris HCI pH 7.5. NaCl 140mM),
triton X100 1% y desoxicolato de Na 1%) en frio. Se centrifugo para eliminar los
restos de t ejido y se determind | a c oncentracion d e p roteinas totales con el
reactivo Bradford (Bio-Rad). Los extractos se sometieron a electroforesis en gel
de acrilamida al 12% con SDS y se transfirieron a membranas de PVDF. Se
bloquearon con | eche descremada al 5% en am ortiguador TB ST ( TRIS H CI
20mM pH 7.5, NaCl 500mM y Tween 20 0.3%) durante 30min, posteriormente
se agr ego un anticuerpo comercial anti TGFB1, A cta2, Col1a1, 0 Tub ala
(Santa Cruz) en el mismo amortiguador y se incubd toda la noche a4° C; se
lavaron las membranas 3 veces con TBST 10 min cada lavado y se incubaron
durante una hor ac on el ant icuerpo s ecundario u tilizado ¢ onjugado ¢ on
peroxidasa de r abano. Las pr oteinas s e v isualizaron us ando el sistema d e
quimioluminiscencia (Invitrogen). Las pl acas r adiograficas s e f otografiaron y
analizaron con el software imagedJ. Para el analisis del estado de fosforilacién
de Smad3 se usaron anticuerpos que detectan Smad2y 3, totales y pSmad3

(Santa Cruz).
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Andlisis estadistico

Se utilizaron 3 r atas por cada tiempo es tudiadoy se analizaron 3 fetos, 3
membranas am nidticasy 3 ut eros de cada u na; ser ealizé un analisisd e
varianza 'y una pr ueba pos Hoc de Tuk ey par a ev aluar | as d iferencias, los

valores de P <0.05 se consideraron estadisticamente significativos.

Resultados

Las ratas experimentales se sacrificaron después de las punciones, desde las 3
y hasta las 120h En el 98% los fetos se observaron hemorragias no solo en las
extremidades, como habia sido documentado®®, sino en la cabeza, en el torso y
formacion de fibromas con hemorragia en las extremidades posteriores, Estos
dafios s e observaron en los fetos e xperimentales pero no e n las c ontroles.
Llama la atencién fue fueron afectados todos los fetos de la camada. No solo el
que se punciond.

Se realiz6 la cinética de expresion de los mensajeros de TGF( Acta2 y Col1a1
utilizando SYBR green y como gen de mantenimiento a-tubulina (Tuba1), en
ratas con 15 dias de gestacion a las que s e les realizé amniocentesis y hasta
120h des pués de | a puncion. Enlafigura 5 s e muestra la curva patron del
amplicén del mensajero de TGFB1.

Se realiz6 la determinacion de la expresion relativa del mensajero para TGF31
en el feto, | amembrana am nidticay el utero. Se obs ervd aumento de la
expresion del mensajero en | os tres tejidos a partir de |as 6h post-tratamiento.
Enel feto yel utero elaum ento fue menor comparado c on la m embrana
amniodtica en donde f ue 6 v eces mayory se mantuvo elevado alo largo del

experimento con di ferencias es tadisticamente s ignificativas en comparacién
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conl asr atas control (figura6) . Ser ealizaron ensayosd e
Inmunoelectrotransferencia (Western blot) para determinar la e xpresion de la
proteina TG FB. Los r esultados ent odos | os c asos s € m uestran c omo | as
bandas detectadas y las densitometrias de las mismas, Se observé la proteina
enl ostrest ejidosap artrde las6 horasy p ermaneci6 conm ayor
concentracion que en el control hasta el final del ensayo (figura 7).

Se determind | a e xpresion d el mensajero (figura 8) y de la proteina A cta2
(figura9) enl ost ejidos es tudiados par a identificar diferenciaciéon a
miofibroblastos, Se observé incremento de | a ex presion del mensajero en e |
feto y en la membrana desde las 9 horas post-tratamieto, se pudieron detectar
cambios en la e xpresion d e |a proteina Acta2 en el feto a par tirde | as 24h
después de la puncion y en la membrana a partir de las 48h en el utero solo en
los dos ul timos t iempos s e ob servaron di ferencias el r esto del tiempo s e
mantuvo sin cambios.

Se determiné la expresion del mensajero (figura 10) y de la proteina de matriz
extracelular C ol1a1 (figura 11) e nlos t ejidos es tudiados c omo i ndicador de
fibrosis, Se observd que se incrementa el mensajero desde las 48h en el feto y
la membrana amnidtica pero no en el utero

Finalmente s e determin6é la fosforilacibn de Smad3 enl ost rest ejidos
estudiados lo que indica que TGF se ha activado y unido a su receptor y, por
lo tanto, es capaz de fosforilar a Smad2/3. Se encontré Smad3 fosforilada en el
fetoy enlam embrana am nidtica desde | as 24h m ientras que ene | utero

permanecié en el nivel basal.
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Figura 1. Feto con hemorragia en el torso (flecha), 48h post puncion.

Figura 3. Feto experimental con fibroma adherido a la pata posterior izquierda y

multiples puntos de hemorragia (flechas), 72h post puncion.

Figura 4. R estriccion de c recimiento: A laizquierda se ve el feto control sin
puncion, el de la derecha es el experimental. En ambos casos se trata del feto

mas cercano al ovario derecho a 120h después de la cirugia o de la puncion.
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Figura 6. Después de realizar los calculos de expresion relativa de TGFB, se
obtuvieron los siguientes resultados para el feto (A), la membrana am niética
(B), y el utero (C), utilizando como calibrador un grupo de ratas a las que no se
les realiz6 cirugia (barra gris), se comparo con las que se sometieron a cirugia
sin puncion (barras blancas) y el grupo experimental en el que se realizé la
puncion (barras negras). En el eje X se muestra el tiempo en horas y en el eje
Y | a e xpresion r elativa en u nidades ar bitrarias de f luorescencia, * p> 0.05
diferencias es tadisticamente significativas ent re los gr upos controly

experimental.
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Figura 8. Se muestra la expresion del mensajero para Acta2 para el feto (A), la
membrana amnioética (B), y el utero (C), utilizando como calibrador un grupo de
ratas a las que no se les realizo cirugia (barra gris), se compardé con las que se
sometieron ac irugias inam niocentesis ( barras bl ancas) yel grupo
experimental en el que se realizd la amniocentesis (barras negras); en el eje X
se muestra el tiempo en horas y en el eje Y la expresion relativa en uni dades
arbitrarias de fluorescencia, * p>0.05 diferencias estadisticamente significativas

entre el grupo control y el experimental
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Figura 10. Se muestra la expresion del mensajero para Col1a1 para el feto (A),
la membrana amnidtica (B), y el utero (C), utilizando como calibrador un grupo
de ratas a las que no se les realizé cirugia (barra gris), se comparé con las que
se s ometieronac irugias in amniocentesis ( barras bl ancas)y el grupo
experimental en el que se realizo la amniocentesis (barras negras); en el eje X
se muestra el tiempo en horas y en el eje Y la expresion relativa en uni dades
arbitrarias de fluorescencia, * p>0.05 diferencias estadisticamente significativas

entre el grupo control y el experimental
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Figura 12 Resultados de la fosforilacién de Smad3 (panel s uperior detectado
con anticuerpos anti Smad3 fosforilado) pero no asi de Smad 2 (panel central
tefiido c on anticuerpos anti Smad2/3 no fosforilado); como control s e utilizd

Tubala (panel inferior) en A feto, en B membrana amniética y C utero
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Discusion

La etiologia del SBA aun se desconoce, entre las hipdtesis mas aceptadas esta
que l ar upturade | am embrana am nidticay | as alidade | iquido ge neran
compresion f etal y desarrollan bandas a mniéticas®*; sin em bargo, esto no
explicaria | as m alformaciones i nternas que s e generanenel feto. Eneste
trabajo se demostré que hay un incrementdé en la expresion de TGFB1
ocasionada por la puncién de la membrana amniética, lo que inicia un proceso
de fibrosis asociado a la formacion de bandas y al daino morfolégico del feto. La
rata es un m odelo p ropuesto p ara S BA p or am niocentesisy en este caso
permitié determinar la expresion de mensajeros y proteinas relacionadas con el
proceso agudo de fibrosis desde las horas mas tempranas de la lesion hasta

4749 g6 realizo

poco antes del inicio del trabajo de parto®®. En trabajos anteriores
la puncién en diferentes dias y se esperd hasta un dia antes del alumbramiento
para recuperar los fetos afectados, en nuestro caso los sacrificios se realizaron
desde las 3hy hastal as 120h encontrandose | as m alformaciones y

hemorragias desde las 48h después de la puncion.

Las enfermedades fibréticas son responsables del 45% de las muertes en el
mundo, en el las par ticipan diferentes rutas de sefalizacion como: TGF§,
MAPK, activacién de PDGF, y procesos como: transicion epitelio mesenquimal,
activacion de m etaloproteinasas, pr esibn m ecanica, es trés ox idativo e
inflamacién; A inno ses abec &moc adaunad el asvi as mencionadas
contribuye a desencadenar és te t ipo de r espuesta. TGFB es| a pr incipal
molécula i nvolucrada en| ar espuestade c icatrizacion y pr oduccion de

proteinas de matriz extracelular; como se ha demostrado en ratones adultos en

los que a | sobreexpresar TGFB se desarrolla fibrosis®. Tanto en el feto como
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en membrana am niética de | as ratas utilizadas en estatesis, se observo la
sobrebreexpresion de TGFB1, que permanecio elevada durante el experimento,
lo que s ugiere un proceso de reparacion fibrético. En contraste, en el utero no
se observé este comportamiento, ya que s e elevdo TGFB1 pero tiende a baj ar
confirmando que esta respuesta se encuentra en los tejidos fetales pero no en
los de la rata adulta® °".

En ¢ ondiciones nor males TG FB no at raviesa la bar rera pl acentaria, s in
embargo, cuando existe una reaccion inflamatoria, en este caso provocada por
la puncion, la integridad de | as membranas s e altera per mitiendo el paso de
citocinas como IL1b, IL6, IL8 y TGFB lo que puede explicar por qué aunque
solo se puncioné un feto se observaron malformaciones en los otros miembros
de la camada®?

Shah®® yc olaboradores demostraron conan ticuerpos que i nhiben
especificamentea TGFB1 02, quees tos dos s ubtipos participanen | a
formaciénde | ac icatriz54; adem as dur ante | os pr imeros di asdel av ida
embrionaria las heridas curan sin dejar cicatriz pero a partir del dia 16 esta ya
se produce®. En este trabajo se estudio la isoforma 1 que s e ha demostrado
que participa en la respuesta d e fibrosis cronica en diferentes 6rganos como

pulmén, intestino, corazén y rifién en adultos °® %

y se encontré elevada en los
tejidos fetales.

Los fibroblastos que se encuentran en las heridas son células e specializadas
que se c onocen ¢ omo m iofibroblastos, que ex presan ni veles el evados de

Acta2, y tienen una habilidad i ncrementada de producir pr oteinas de m atriz

extracelular. E n el presente trabajo s e ob servaron niveles incrementados de
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Acta2y Collal enel feto yen Ilam embranaam nibtica, proteinas
caracteristicas de la respuesta fibrética *’.

Debido a que la ruta de ac tivacion de TGFp es la fosorilaciéon de S mad3 se
buscd el estado de f osforilacidn de esta pr oteinay se obs ervd que esta
presente en| a membrana y en el feto peronoe nel utero, reforzando e |
hallazgo de que TGFp esta activo y actiia como modulador en la cicatrizacion®?.
Las proteinas Smad 2y 3 transducen la senal de T GFB1, pero es Smad3 la
que se ha relacionado con procesos de fibrosis, ya que |los ratones nulos para
Smad3 son resistentes a desarrollar fibrosis pulmonar producida por bleomicina
o fibrosis cutanea por radiaciéon®®®"

En el caso del ser humano cuando se diagndstica SBA, se desconoce si hubo
ruptura temprana de las membranas, esta ocurre por ejemplo, cuando hay una
infeccién intrauterina durante el embarazo, y en es te caso puede presentarse
perdida del | iquido a mniético transvaginal®®. La r espuesta i nmune ada ptativa
que se ha pr opuesto r ecientemente p uede s erl a responsable de que se
induzca e ste pr oceso®. C uando es tooc urrea |f inalde | ages tacion,
comunmente se acompana del inicio de | a labor de parto, pero cuando ocurre
en fases mas tempranas de la gestacion, la reparacion de las membranas es
necesaria y para ello se requiere sintetizar tejido conectivo. En la rata gestante,
TGFB1 aumenta en el primer ytercerterciode lages tacion mientras que
disminuye en el s egundo, durante el t ercert rimestre de em barazos eh a
observado uni ncremento de TGFP y s e propone que es para pr eparar al
miometrio a cicatrizar des pués d el par to®. E n este es tudio se o bservd
incremento de TGFB en el segundo trimestre debidoal apunciony noa la

estimulacion hormonal.
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Durante el proceso de cicatrizacion los f ibroblastos s e ac tivan, pr oliferan y
migran al a her ida par a sintetizar al tos niveles de pr oteinas de m atriz,
incluyendo ¢ olagenay f ibronectina, asic omop ara ladi ferenciacion a

miofibroblastos que son nec esarios par a c errar | as her idas y p rincipales
productores de estas proteinas'>®°. La lesion ocurrié en esta tesis durante el
proceso der emodelacionde If etode lar atay es to pudo generar las
malformaciones encontradas, ya que como se mencioné anteriormente TGFp?’
participa e n diferentes m omentos del desarrollo e mbrionario c omo s on el
establecimiento de la polaridad, es decir, el establecimiento de los ejes antero-
posterior, dorso-ventralei zquierdo derecho, el destino celular y la
remodelacion de tejidos en el feto. En el presente estudio se sobrepusieron dos
procesos, por un lado la cicatrizacion de la lesion que se provoco al puncionar
el utero y las membranas y por otro lado la remodelacion de tejidos en la rata.
Una vez que s e han ac tivado | os miofibroblastos es tos producen mas TG Fp
manteniendo s u pr opia ac tivacién y es tableciendo | a bas e par a un pr oceso
auto-perpetuador caracteristico de los procesos proliferativos como la fibrosis®®.
Durante el desarrollo embrionario del ratén los receptores 1 y 2 de TGFB se
encuentran e xpresados p rincipalmente e nel t ubo neur al, e nel ¢ orazén,
sistema ne rvioso per iférico, pulmon y rifdn, porlo que la s obreexpresion de
TGFB1 durante estas etapas podria ex plicar | as malformaciones de e stos

érganos, que comunmente acompafian al SBA®®.

Perspectivas
Los m ecanismos pat o-fisiologicos dur ante | ac icatrizaciéni ncluyen!| a

inflamacion, la proliferacion y re-modelamiento de t ejido, c uando oc urre una
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lesion durante el desarrollo fetal las mismas rutas metabdlicas estan activas,
por lo que la interaccion entre ellas puede resultar en una falla en su regulacion
y favorecer |la aparicidén de malformaciones, es necesario estudiar la respuesta
inflamatoria que ocurre después de |l alesién y las vias Wnty de es trés para
tener un panor ama c ompleto de es te f endmeno, ad emas de estudiar como
participan otras proteinas como: el TGF33, el factor de crecimiento de t ejido
conectivo (CTGF), | as integrinas y el des arrollo y remodelacion de 6rganos

especificos como los tejidos interdigitales, el corazén y el cerebro.
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