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Abstract 

Amniocentesis i n r ats i s as sociated w ith d ifferent m alformations s uch as  c left 

palate and l imb def ormation, r esembling t he hum an c ongenital a mniotic ba nd 

syndrome ( ABS). I n spite of  t he m any hum an c ases r eported i n the l iterature 

little is known about the mechanisms involved in ABS. This study addressed the 

activation of t he t ransforming gr owth f actor β (TGFβ1) 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 t his pu rpose, quant ification of TGFβ, α-smooth muscle ac tin ( Acta2) an d 

collagen t ype I  ( Col1a1) m RNA and protein l evels were det ermined by q PCR 

and Western blot, respectively, in the fetus, in its amniotic membrane and in the 

uterus of experimental and control rats. We found that TGFβ mRNA levels are 

increased in t he f etus and in the am niotic membrane at  6 ho urs while Acta2, 

phosphorylated Smad3 and C ol1a1 increased at  48h suggesting that a f ibrotic 

response is induced after the amniotic sac puncture. Fur thermore fetuses had 

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

En ratas la amniocentesis se ha asociado con diferentes malformaciones como 

labio pal adar hendi do, def ormación de e xtremidades s imilares a l as que s e 

encuentran en e l s índrome de banda am niótica humano ( SBA). A  pes ar de l 

gran número de reportes médicos en la literatura, poco se sabe del mecanismo 

involucrado en SBA. Aunque se ha sugerido que el TGFβ podría estar 

asociado. En es te es tudio se investigó la ac tivación del  factor de crecimiento 

transformante beta (TGFβ) en el modelo por amniocentesis en rata publicado 

previamente. 

Para tal propósito se cuantificaron los mRNAs de TGFβ, actina de músculo liso 

(Acta2) y colágena tipo I (Col1a1) y se observó la expresión de estas proteínas 

por Western-blot en el feto, la membrana amniótica y el útero de ratas grávidas 

sometidas a am niocentesis. Se enc ontraron niveles d e m RNA de TGFβ1 

elevados des de l as 6 h de am niocentesis m ientras q ue A cta2 y  Col1a1 s e 

incrementan a las 48h sugiriendo un proceso de fibrosis inducido por la punción 

en el  s aco am niótico. E n l os fetos enc ontramos hem orragias, s indactilia y  

amputación de extremidades similares a las observadas en SBA humano. 
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Introducción 

El síndrome de banda amniótica (SBA) consiste en un grupo de anormalidades 

congénitas y  esporádicas c aracterizadas por  an illos de c onstricción o  

amputación de de dos y  ex tremidades, pseudosindactilia (fusión de d edos), 

polidactilia, inversión de pies (pie equino) y múltiples defectos cráneo-faciales, 

viscerales y en el  c ierre de  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 l abio 

paladar he ndido ( comúnmente bi lateral) fisuras m edio faciales, def ormidad 

nasal, f isuras del  hueso or bital, hi pertelorismo, obs trucción del  l agrimal, 

ausencia d e par pados, opac idades c orneales y ot ras anom alías de ór ganos 

internos c omo def ectos c ardiacos y geni tourinarios1. El SB A observado en 

familias se debe a anormalidades genéticas en el  tejido conjuntivo, tales como 

el síndrome de Ehlers-Danlos tipo IV y osteogénesis imperfecta2. Los defectos 

en las extremidades se presentan con mayor frecuencia en niños que sufrieron 

daño in utero, ya sea por exposición a algún teratógeno como la talidomida y el 

misoprostol (análogo a prostaglandina E1) o al procedimiento de amniocentesis 

con m uestreo de l as v ellosidades c oriónicas. C ada uno de  es tos f actores 

produce diferentes deformidades, mientras que la talidomida presenta patrones 

simétricos de de ficiencias c omo l a po lidactilia; la am niocentesis y  e l 

misoprostol, generan pérdidas asimétricas de dedos , bandas de constricción o 

sindactilia. Se ha pr opuesto que  es tas anormalidades es tán relacionadas con 

eventos que causan ruptura temprana del  amnios y disrupción vascular3,4. La 

incidencia mundial es timada par a es te s índrome es  de 1: 12,000 nacimientos 

vivos5, au nque un estudio de  c ohorte de 161, 252 m adres, en l a qu e s e 
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incluyeron los pr oductos que no llegaron a término, mostró que l a f recuencia 

del SBA se incrementó hasta a 7 de c ada 1000 embarazos6.  Los factores de 

riesgo asociados al desarrollo de SBA son: la al titud asociada a  mecanismos 

de hipoxia, la edad temprana de la madre y tabaquismo7-9. 

Las hipótesis más aceptadas para explicar el mecanismo de patogenia del SBA 

son: 1) la ruptura y  r eparación de l a m embrana am niótica dur ante el  pr imer 

trimestre d el embarazo, S i h ay f uga de l l íquido am niótico, é ste r esulta e n l a 

compresión y  gener ación de bandas f ibrosas que pueden causar daño 

mecánico (amputación, deformación y constricción3,4); y 2) la ruptura de v asos 

sanguíneos10,11. Las anormalidades i nternas s e ha n c onsiderado como e l 

resultado de l a pr oximidad de l em brión al  s itio af ectado de l a m embrana 

amniótica y que al formarse el f ibroma éste haya impedido la circulación en la 

región af ectada12,13. La hi pótesis de ban das f ibrosas as ume que l esiones 

discretas c ausan ba ndas de adhes ión que i nterfieren con el des arrollo 

temprano del  em brión, r esultando e n una  desorganización bás ica; 

alternativamente, una m utación de l e quivalente hum ano del  gen  d e 

desorganización de l ratón14 puede ser la causa del  SBA grave. Aunque estas 

hipótesis son ac eptadas, f allan en e xplicar t odos l os def ectos i nternos 

encontrados en l os f etos af ectados; a demás de que en m uchos c asos l a 

presencia de m alformaciones no s e localiza en e l lugar donde s e f ormó la 

banda, ya que s e e ncuentran m alformaciones i ntracraneales y, en al gunos 

casos, has ta trastornos proliferativos de p iel que incluyen apéndices, br idas y  

pedículos de pi el; acompañados o no de  polidactilia15. Múltiples argumentos 

están en contra de esta última pr opuesta, incluyendo e l t iempo que  pod ría 

requerirse ent re la r uptura de l as m embranas y la  presencia d e l as 



7 
 

malformaciones. A pesar de qu e en l a l iteratura ex isten múltiples informes de 

casos de banda am niótica, el  diagnóstico sonográfico se l leva a c abo de 

manera t ardía, en é l se obs ervan band as de c onstricción y  si b ien las 

extremidades af ectadas se pueden liberar por c irugía i ntrauterina, no s e ha 

logrado evitar el estrangulamiento y amputación de las mismas16. 

Como se mencionó antes, uno de los rasgos más característicos del SBA es la 

formación de f ibromas que estrangulan a las extremidades y a otras partes del 

cuerpo, lo que podría considerarse una cicatrización fibrótica. Durante el primer 

trimestre de la vida fetal se reparan los tejidos dañados sin formar una cicatriz; 

sin em bargo, a par tir del  segundo trimestre, cuando existe un proceso d e 

cicatrización, este se vuelve exacerbado, fibroso y anómalo17. La diferenciación 

de f ibroblastos a miofibroblastos que s on: fibroblastos especializados m ás 

parecidos a músculo lis o, está mediada por TG Fβ1, el c ual pr omueve e l 

reclutamiento celular y el depósito de c olágena en cicatrices post natales, que 

se caracterizan por la expresión de alfa actina de m úsculo liso (Acta2, alpha-

smooth muscle actin )18 

Los miofibroblastos están presentes durante la cicatrización y en las fibrosis, se 

consideran el r esultado de una f alla en  l a s upresión de l a respuesta de  

cicatrización. Los el ementos r elevantes para des arrollar f ibrosis son las 

citocinas proinflamatorias que producen los macrófagos durante la cicatrización 

e incluyen al TNF-α y TGFβ. Después de que se produce una lesión se induce 

TGFβ que atrae neu trófilos, m acrófagos y f ibroblastos, lo s que liberan m ás 

TGFβ; se ha obs ervado adem ás que  los receptores celulares para TGFβ se 

encuentran i ncrementados en fibroblastos de c icatrices quel oides e  

hipertróficas19. In vivo en las cicatrices fetales tratadas con TGFβ se promueve 
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la cicatrización y el cierre de heridas, ya que induce un exceso en la síntesis de 

matriz extracelular cuando éste se inyecta subcutáneamente en r atones20. En 

el mismo modelo, la inyección de anticuerpos o RNA anti-sentido contra TGFβ 

suprime l a pr oducción de  m atriz e xtracelular y  la c icatrización. En c ultivo de 

células m esenquimales, TGFβ causa el  depósito de proteínas de  matriz 

extracelular, promueve la expresión de  genes  que c odifican par a estas 

proteínas y s uprime l a expresión de g enes que codifican par a proteínas que 

degradan la ma triz, como l as metaloproteasas21. Además TGFβ induce la 

expresión de colágena por m edio de a ctivadores transcripcionales ( Smads). 

Smad2 y 3 son fosforilados directamente por el receptor de TGFβ y se unen a 

un mediador común Smad4, que se traslada dentro del núcleo, donde se une a 

la s ecuencia de  5 nucleótidos CAG AC22. E sta ru ta de s eñalización está 

fuertemente c ontrolada por  la ruta de  las cinasas activadas por m itógeno 

(MAPK) ras/MEK/ERK. Existen sitios de fosforilación ERK en la región de unión 

de S mad 3. En c élulas epi teliales l a s obreexpresión de m iembros de l a v ía 

ras/MEK/ERK bl oquea l a ac umulación de  S mads en el  núc leo e in icia el 

complejo de activación de expresión de genes23. 

El TGFβ se aisló inicialmente de plaquetas humanas, placenta y riñón bovino. 

Se considera el prototipo de c itocina multifuncional debido a que puede actuar 

como i nhibidor, activador de l a r eplicación c elular y  c ontrolar la síntesis de  

múltiples componentes de l a m atriz e xtracelular24, 25. Por s u nat uraleza 

multifuncional no es  sorprendente que TGFβ esté pr esente en casi todas las 

estirpes celulares.  

Se han  de scrito 3 i soformas de TGFβ en l os v ertebrados TGFβ1, 2 y  3 que 

están codificadas en distintos genes y  son muy conservadas pues comparten 



9 
 

del 71 al 79% de identidad; además hay también tres receptores, el 1 y 2 s on 

transmembranales y  miembros de l a familia s erina/treonina c inasas, m ientras 

que el receptor tipo 3 es betaglicano, tiene alta afinidad para unir las isoformas 

de TGFβ y puede ser crítico para mantener TGFβ en la superficie celular pero 

no tiene motivos intracelulares 26, 27. TGFβ se secreta como un complejo unido 

a las pr oteínas de latencia ( LAP)28, y d e e sta f orma no s e pue de un ir a  su 

receptor por  l o t anto es tá i nactivo, U na v ez que  s e libera por  la ac tividad de 

proteasas21, 29 o i nteracción c on integrinas30 expresadas e n miofibroblastos, 

células epiteliales y dendríticas se activa y puede unirse a su receptor 31, 32, 33  

La ruta de señalización que i nvolucra a TGFβ1 controla di versos pr ocesos 

celulares, incluyendo la proliferación celular, el reconocimiento, diferenciación, 

apoptosis y des tino celular durante el  desarrollo em brionario, así c omo en la 

maduración de tejidos. TGFβ se enc uentra pr esente en m uchas es pecies 

desde m oscas y  gu sanos h asta m amíferos21,29 TGFβ1 inicia la c ascada de 

señalización uniéndose a un dímero formado por los receptores tipo I y II. Esto 

permite al receptor II fosforilar al dominio cinasa del receptor I, el cual entonces 

propaga la señal por medio de la fosforilación de las proteínas Smad.  

Hay 8  pr oteínas S mad di stintas que c onstituyen 3  c lases f uncionales: la s 

reguladas por r eceptor (R-Smad), el  co-mediador (co-Smad) y  los i nhibidores 

(I-Smad). R-Smads (Smad1, 2, 3, 5 y 8)  son di rectamente f osforiladas por e l 

receptor tipo uno y forman complejos heteroméricos con la Co-Smad (Smad 4) 

El complejo activado se traslada al núcleo y en c onjunto con ot ros cofactores 

nucleares regula la t ranscripción de l os genes blanco. Las I -Smad (Smad 6 y  

Smad 7)  regulan ne gativamente l a s eñal de TG Fβ por c ompetencia p or e l 

receptor con R -Smad o interaccionando c on C o-Smad y  marcan el complejo 
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receptor de TGFβ para degradación34, 35. La familia de c itocinas de l TGFβ se 

caracteriza por  s eis residuos de c isteína c onservados, incluyen a d os 

subfamilias, TGFβ/activina/nodal, la f amilia de l as proteínas m orfogénicas d e 

hueso (BMP), que incluyen el factor de diferenciación (GDF) y el factor inhibidor 

muleriano, def inidas por  la similitud e ntre sus s ecuencias y  l as r utas de 

señalización que activan. 

La cicatrización consiste en un programa coordinado de ev entos que s e inicia 

con l a f ormación d e un c oágulo de  f ibrina, s eguido por  e l r eclutamiento de 

células inflamatorias, f ormación de t ejido de gr anulación, l a angiogénesis, l a 

proliferación de f ibroblastos, la migración de los queratinocitos y la contracción 

de l a der mis que ayuda al  cierre de l a l esión. Fi nalmente ocurre el 

remodelamiento de l a c icatriz c ompletando el pr oceso de r eparación. E n el  

adulto la c icatrización r establece l a integridad de los t ejidos des pués de  u na 

lesión, per o la c onsecuencia es una c icatriz f ibrosa. En c ontraste dur ante l a 

gestación temprana el  f eto t iene l a c apacidad d e s anar s us heridas s in 

cicatrizar17. D ebido a que el f eto v ive e n un am biente úni co, l os primeros 

estudios s e di rigieron a obs ervar s i l as c ondiciones in utero contribuían a l a 

reparación s in c icatrización. S in em bargo, utilizando m arsupiales ( zarigüeya 

americana), que se desarrollan fuera del útero, se demostró que este ambiente 

no es  nec esario36, también l os xenotransplantes de pi el humana f etal en 

ratones inmunocomprometidos mostraron reparación del  t ejido sin c icatriz, lo 

que sugiere que es una característica de los fibroblastos fetales37.  

De los factores de c recimiento r elacionados c on l a c icatrización el más 

estudiado es el TGFβ y sus isoformas. En los tejidos adultos hay un incremento 

relativo d e TGFβ1 y TGFβ2 comparado c on TGFβ3. E n c ontraste, los 
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fibroblastos fetales producen más TGFβ3 y menos de l as isoformas 1 y  2. Las 

cicatrices patológicas (hipertróficas) en a dultos m uestran al tos ni veles de 

TGFβ1 y  es tudios f uncionales, en l os qu e s e i nhibe TG Fβ1, las c icatrices 

disminuyen. Por el  contrario al agregar TGFβ1 en la mitad de l a gestación se 

produce t ejido c icatricial. Es to indica que los ni veles baj os de TGFβ1 es tán 

asociados con disminución de la cicatrización35.  

 

Esquema de la ruta de ac tivación de  TGFβ vía S mad3 en l a pr oducción d e 

matriz extracelular. TGFβ se desprende de la proteína de latencia, se une a su 

receptor y  t ransduce l a s eñal vía S mad3, es ta s e une a  S mad4 y  entra al  

núcleo para activar la transcripción de genes de matriz extracelular. Modificado 

de Leask A et al 2004 38.  
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En condiciones normales, el proceso de r eparación que sigue a una l esión se 

completa por  l a degr adación de  la matriz ex tracelular y l a apopt osis de l os 

miofibroblastos. Sin embargo, en algunos casos ocurre la desregulación de los 

mecanismos de c ontrol lo que  r esulta en una r espuesta f ibrótica c on la 

acumulación de matriz extracelular, rica en f ibras de colágena que coalescen y 

forman bandas resistentes a la degradación39. 

La f ibrosis crónica se pude di vidir en t res f ases, l a primera: fase, que  e s 

inflamatoria, se debe  a la r espuesta i nicial a  la l esión: las c élulas pr oducen 

citocinas proinflamatorias, quimocinas y moléculas de adhesión que inducen la 

infiltración de m acrófagos,: la segunda fase es l a de pr oducción de m atriz 

extracelular: en l a qu e las c itocinas pr oducidas por  los m acrófagos, TG Fβ y 

factor de c recimiento de tejido c onectivo ( CTGF), es timulan l a 

transdiferenciación de c élulas epi teliales y  f ibroblastos residentes a 

miofibroblastos. La tercera fase es de acumulación de matriz extracelular: en la 

que los m iofibroblastos, bajo l a ac ción d e TG Fβ y CT GF, sintetizan gr andes 

cantidades de pr oteínas de m atriz ex tracelular c omo f ibronectina y  c olágena, 

además evitan su degradación por la síntesis de inhibidores de proteasa como 

inhibidor del activador de pl asminogeno I e inhibidor de metaloproteasa t isular 

(TIMP)40. 

TGFβ se expresa en muchos tejidos embrionarios del ratón, sin embargo 

cuando s e obt ienen ratones nulos (Knockout) a TGFβ1 presentan def ectos 

hematopoyéticos, def ectos v asculares y  m uerte neon atal; aunq ue t ienen un 

fenotipo no rmal. A  las 3 s emanas del  nacimiento desarrollan un s índrome de 

desgaste severo relacionado con una respuesta inflamatoria aumentada. Si se 

elimina el  gen TGFβ2 s e pr esentan m alformaciones c ardiacas, pul monares, 
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craneofaciales, de ex tremidades, de c olumna v ertebral, oj o, o ído i nterno as í 

como defectos genitourinarios. Estos tejidos se derivan de componentes de las 

crestas neur ales41. En l os r atones nu los a  TGFβ3 se observa crecimiento 

anormal del pulmón y paladar hendido 42,43. Con respecto a l os receptores de 

TGFβ el dominante negativo para el receptor 2 pr esenta def ectos en  

hematopoyesis, vasculogénesis y el ratón muere alrededor de los 10.5 días de 

gestación; siendo su fenotipo es muy parecido al mutante nulo para TGFβ144. 

Durante el  des arrollo c raneofacial t emprano l os m iembros de la f amilia de 

TGFβ median u n a mplio r ango de ac tividades b iológicas incluyendo la 

proliferación c elular, l a di ferenciación, l a f ormación de matriz ex tracelular e 

inducen la actividad de genes de la familia homeobox, sugieriendo que TGFβ 

es i mportante en l a f ormación de ej es dur ante l a em briogénesis. En la  

formación de l os dientes, el  cartílago de M eckel y durante l a m orfogénesis 

mandibular45 se ha detectado la presencia de los 3 subtipos de TGFβ. Lo s 

diferentes m iembros de l a familia S mad t ienen di stintas funciones d e 

señalización, Smad1, 2, 3 y 5 son fosforiladas por los receptores tipo 1 después 

de la estimulación por TGFβ o activina. Smad2 y 3 son similares en estructura y 

posiblemente t engan f unciones r edundantes. Smad1 se f osforila y  traslada al  

núcleo de spués d e la es timulación por B MP2 o BMP4. En las c élulas de 

mamífero Smad4 forma complejos con Smad2 y 3 después de la activación por 

TGFβ. Mientras que la activación de BMP en receptores tipo 1 forma complejos 

con S mad1 y p osiblemente c on Smad5 y  9. S mad6 y 7 d ivergen 

estructuralmente de ot ros m iembros de l a f amilia S mad y  s u f unción es  

inhibitoria de la señales de TG Fβ, Activina y  BMP. Smad6 inhibe la señal de 

BMP/Smad1 por competencia con la unión de Smad4. Smad7 se asocia con el 
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complejo TGFβ-receptor, pero no se fosforila aunque si inhibe la fosforilación 

de S mad2 y  3 v ía TGFβ. Las  Smad inhibitorias pr oducen un mecanismo 

autoregulatorio en la transducción de s eñales de la familia TGFβ, ya que, una 

vez en el  núcleo, las Smad se unen a ac tivadores o represores para regular la 

expresión del gen blanco21.  

 

Planteamiento del problema 
La molécula más estudiada en procesos fibróticos es el TGFβ que activa el 

depósito de proteínas de m atriz extracelular vía Smad2/3; ya que después de 

activarse por la amniocentesis en ratas gestantes podría inducir el síndrome de 

banda amniótica. 

El s índrome de banda am niótica es  u na entidad qu e s e h a r econocido por 

siglos. Sus m anifestaciones abarcan des de l os anillos de c onstricción e n e l 

tórax, l as ex tremidades, l a c abeza, la s indactilia, l as am putaciones 

espontáneas, def ormidad de m iembros ( pie equi no), s urcos dér micos 

deformantes, def ectos c raneofaciales y  e l abor to. 7 7% de es tos pac ientes 

presentan otras anormalidades en el momento del nacimiento, pero no siempre 

se r ecuperan l as ban das fibróticas en l os s itios af ectados por que es tas s e 

reabsorben al igual que las extremidades amputadas46.  A pesar de que en  la 

literatura existen múltiples informes de casos de banda amniótica, hasta ahora 

no s e c onoce que m oléculas están i nvolucradas en el  des arrollo de e ste 

síndrome, m ás aún, en c asos en l os q ue el  di agnóstico s onográfico ha  

mostrado bandas de constricción y se han l iberado las extremidades afectadas 

durante la vida uterina del embrión por cirugía endoscópica se ha logrado evitar 

el es trangulamiento y am putación de l as extremidades16 pero no s e han 
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eliminado las s ecuelas de ne crosis y  f alta de v ascularización13 Además, 

durante l a práctica c línica, de bido a q ue e n oc asiones es  nec esario r ealizar 

estudios de am niocentesis o  c irugía i ntrauterina, pa ra di agnosticar o c orregir 

anormalidades en el  embrión, el  c onocimiento de l a r egulación molecular del 

SBA permitirá c ontrolar y  r educir el  r iesgo de que s e presente dur ante es tos 

procedimientos invasivos12.  

 
Pregunta de investigación 
Debido a q ue el rasgo más característico del síndrome de banda amniótica es 

la pr esencia de f ibromas que e nvuelven y  estrangulan las e xtremidades, se 

estudió la expresión de TGFβ y la producción de proteínas de matriz 

extracelular en ratas gestantes sometidas a amniocentesis.   

 
Hipótesis 

En r atas gestantes que s e s ometen a am niocentesis s e i nduce una  

sobreproducción de TGFβ y de proteínas de matriz extracelular debido al 

proceso d e c icatrización t ipo fibrótico que c ausa el síndrome de b anda 

amniótica.  

 
Objetivos 

1. Estandarizar el modelo de SBA en ratas 

2. Estandarizar la cuantificación de RNA mensajeros (mRNA) 

3. Obtener l os fetos, m embranas am nióticas y  út eros de r atas 

experimentales y controles y conservarlos a -20ºC hasta su uso 

4. Determinar la expresión de mRNA de TGFβ 

5. Determinar la expresión de Acta2 

6. Determinar la expresión de colágena I (Col1a1) 

7. Determinar el estado de fosforilación de Smad2/3 
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Material y Métodos  

El presente protocolo fue aprobado por los Comités de É tica e I nvestigación y 

el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) 

del H ospital G eneral “ Dr. Manuel G ea G onzález” ( número ( 12-49-2010). El 

modelo experimental se estableció en ratas Wistar con un peso de 300 a 450g 

primigravidas, siguiendo la técnica de Kino47, quien demostró que a los 15 días 

de gestación se presentó el mayor número de f etos con SBA. Las cirugías se 

realizaron a los 15 días de ges tación en ratas anestesiadas; se expusieron los 

cuernos ut erinos y  se punc ionó el útero y  l as membranas f etales s in t ocar a l 

feto; se seleccionó el feto más cercano al ovario derecho, la punción se realizó 

con una aguja par a insulina. P ara ev itar l a v ariable de v olumen de líquido 

extraído no s e ex trajo l íquido y s e pr esionó un momento l a her ida, s e 

introdujeron los cuernos uterinos en la cavidad peritoneal, se suturó a la rata y 

se m antuvo en obs ervación h asta q ue s e r ecuperó de l a a nestesia. Se 

sacrificaron las ratas a diferentes tiempos entre 3 y 120h después de la punción 

y se obtuvieron fetos, membranas amnióticas y úteros, que se conservaron en 

congelación a -70°C hasta su análisis.  Al grupo de ratas control se les sometió 

a la cirugía igual que a las experimentales pero no se realizó la punción.  

 

Expresión de mensajeros 

La det erminación de la e xpresión de l os mensajeros para TGFβ1, Acta2 y 

Col1a1 se realizó por  reacción en cadena de l a polimerasa ( PCR) en t iempo 

real, utilizando el mensajero alfa tubulina (Tuba1a) como control de expresión. 

Para es to s e ex trajo el  R NA t otal de los t ejidos obt enidos de l as ratas 

sometidas a am niocentesis, las control y ot ro gr upo que s e ut ilizó c omo 

calibrador, que fueron ratas preñadas no sometidas a cirugía. 
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Se homogenizó c ada tejido directamente en  el r eactivo co mercial Q uizol 

(Quiagen), se incubó 10 min a temperatura ambiente, se agregó cloroformo al 

10%, se centrifugó a 12,000xg durante 15 min a 4°C; se separó la fase acuosa 

y s e l e agr egó i sopropanol f río volumen a  v olumen; s e pr ecipitó durante una 

hora a -20°C, se lavó dos veces con etanol al 70% y se evaporó el etanol. El 

RNA se incubó con DNAsa1 (Sigma) para eliminar DNA remanente, para lo que 

se resuspendió 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 incubó durante una hora a temperatura ambiente, se inactivó la 

DNAsa1 agregando EDTA 25 mM pH 8 e i ncubó a 65° C durante 10min. 

Finalmente se c uantificó el RN A, se s intetizó c DNA de un µg de R NA t otal, 

utilizando el s istema de  transcripción r eversa (Promega). Se m ezcló el  

amortiguador de l a enz ima, i nhibidor de R NAsas d e pl acenta y  m ezcla de 

dNTPs y se calentó a 94°C para desnaturalizar el RNA, durante 10min se enfrió 

sobre hi elo y  s e l e agregó el  oligo dT y  s e i ncubó a 37° C durante 5m in, 

posteriormente s e i ncubó dur ante una h ora a 42° C; as imismo la enz ima s e 

incubó a 85°C 10 min para inactivarla. Para determinar la expresión relativa de 

RNA se utilizó el equipo Light Cycler 480 ( Roche) con el estuche de SYBER 

Green (Roche); se mezclaron l os i niciadores (Tabla 1)  para c ada ge n, l a 

mezcla maestra del estuche que contiene el amortiguador de reacción, dNTPs, 

taq pol imerasa y  MgCl2 a una concentración f inal de 2.5mM. El programa de 

amplificación fue: desnaturalización i nicial de 95°C durante 10m in, 

amplificación 95° C, 20s, aum ento de 50 a 55°C dur ante 20s  y  72° C dur ante 

20s; 45 ciclos, la curva de f usión se determinó 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 

 
 

Expresión de proteínas 

Se obt uvieron ex tractos c rudos de pr oteínas de l os t ejidos de l os gr upos 

experimentales y  c ontroles; s e di sgregó c ada tejido con un h omogeneizador 

celular (Fisher, USA) con amortiguador de lisis (Tris HCl pH 7.5. NaCl 140mM), 

triton X100 1% y desoxicolato de Na 1%) en frío. Se centrifugó para eliminar los 

restos de t ejido y  s e determinó l a c oncentración d e p roteínas t otales c on el 

reactivo Bradford (Bio-Rad). Los extractos se sometieron a electroforesis en gel 

de ac rilamida a l 12% con SDS y  se t ransfirieron a membranas de PVDF . S e 

bloquearon c on l eche descremada al 5%  en am ortiguador TB ST ( TRIS H Cl 

20mM pH 7.5, NaCl 500mM y Tween 20 0.3%) durante 30min, posteriormente 

se agr egó un anticuerpo comercial ant i TGFβ1, A cta2, Col1a1, o Tub a1a 

(Santa C ruz) en el  m ismo amortiguador y  se i ncubó t oda l a noc he a 4° C; se 

lavaron las membranas 3 veces con TBST 10 m in cada lavado y se incubaron 

durante una hor a c on el  ant icuerpo s ecundario u tilizado c onjugado c on 

peroxidasa de r ábano. Las  pr oteínas s e v isualizaron us ando el s istema d e 

quimioluminiscencia (Invitrogen). Las  pl acas r adiográficas s e f otografiaron y 

analizaron con el  software imageJ. Para el  análisis del estado de fosforilación 

de Smad3 se usaron anticuerpos que detectan Smad2 y  3 , totales y  pSmad3 

(Santa Cruz).  

 

Iniciadores Sentido Antisentido
Tgfb1 5’ CCGTGGCTTCTAGTGCTGAC 3’ 5’ GGCGTTGTTGCGTTAGATAC 3’
Acta2 5’ ACTTCTGGACGTACAACTGG 3’ 5’ CAGGCAGTTCGTAGCTCTTC 3’
Col1a1 5’ TGAGCCAGCAGATTGAGAAC 3’ 5’ ACTCGAACTGGAAGCCATCG 3’
Tuba1a 5’ CAGATGCCAAGTGACAAGAC 3’ 5’ACTCCAGCTTGGACTTCTTG 3’
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Análisis estadístico 

Se ut ilizaron 3 r atas por  c ada t iempo es tudiado y  se anal izaron 3 fetos, 3  

membranas am nióticas y  3  út eros de cada u na; se r ealizó un análisis d e 

varianza y  una pr ueba pos  Hoc de Tuk ey par a ev aluar l as d iferencias, los 

valores de P <0.05 se consideraron estadísticamente 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 había sido documentado48, sino en la cabeza, en el torso y 

formación de fibromas con hemorragia en las extremidades posteriores, Estos 

daños s e observaron en los f etos e xperimentales pero no e n las c ontroles. 

Llama la atención fue fueron afectados todos los fetos de la camada. No solo el 

que se puncionó. 

Se realizó la cinética de expresión de los mensajeros de TGFβ Acta2 y Col1a1 

utilizando SYBR green y c omo gen de m antenimiento α-tubulina (Tuba1), e n 

ratas con 15 días de gestación a las que s e les realizó amniocentesis y hasta 

120h des pués de l a punción. E n l a f igura 5 s e m uestra la c urva pat rón de l 

amplicón del mensajero de TGFβ1. 

Se realizó la determinación de la expresión relativa del mensajero para TGFβ1 

en el  f eto, l a m embrana am niótica y  el  ú tero. Se obs ervó aumento de la 

expresión del mensajero en l os tres tejidos a partir de l as 6h post-tratamiento. 

En el  f eto y el  út ero el aum ento fue menor comparado c on la m embrana 

amniótica en donde f ue 6 v eces m ayor y  se m antuvo el evado a l o l argo del 

experimento con di ferencias es tadísticamente s ignificativas en comparación 
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con l as r atas control (figura 6) . Se r ealizaron ensayos d e 

Inmunoelectrotransferencia ( Western blot) par a det erminar l a e xpresión d e la 

proteína TG Fβ. Los r esultados en t odos l os c asos s e m uestran c omo l as 

bandas detectadas y las densitometrías de las mismas, Se observó la proteína 

en l os t res t ejidos a p artir de las 6  horas y  p ermaneció con m ayor 

concentración que en el control hasta el final del ensayo (figura 7). 

Se det erminó l a e xpresión d el mensajero (figura 8)  y de la proteína A cta2 

(figura 9)  en l os t ejidos es tudiados par a identificar diferenciación a 

miofibroblastos, Se o bservó i ncremento de l a ex presión del  mensajero en e l 

feto y en la membrana desde las 9 horas post-tratamieto, se pudieron detectar 

cambios e n l a e xpresión d e l a proteína Acta2 en el  f eto a par tir de l as 24h 

después de la punción y en la membrana a partir de las 48h en el útero solo en 

los dos  úl timos t iempos s e ob servaron di ferencias el r esto del  t iempo s e 

mantuvo sin cambios.  

Se determinó la expresión del mensajero (figura 10) y de l a proteína de matriz 

extracelular C ol1a1 ( figura 11)  e n l os t ejidos es tudiados c omo i ndicador de 

fibrosis, Se observó que se incrementa el mensajero desde las 48h en el feto y 

la membrana amniótica pero no en el útero 

Finalmente s e determinó la fosforilación de Smad3 en l os t res t ejidos 

estudiados lo que indica que TGFβ se ha activado y unido a su receptor y, por 

lo tanto, es capaz de fosforilar a Smad2/3. Se encontró Smad3 fosforilada en el 

feto y  en l a m embrana am niótica desde l as 24h m ientras que  en e l út ero 

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

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Feto con hemorragia en la cabeza (flecha), 48h post punción.  

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

múltiples puntos de hemorragia (flechas), 72h post punción. 

 

Figura 4.  R estricción de c recimiento: A  l a i zquierda s e v e el  f eto c ontrol s in 

punción, el de la derecha es el experimental. En ambos casos se trata del feto 

más cercano al ovario derecho a 120h después de la cirugía o de la punción. 
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A) 

                                
B) 

                                
C) 

                               
D) 

                               
Figura 5. Curvas patrón del amplicón del mensajero de TGFβ1: se muestran las 

diluciones base 10 (A), la temperatura de disociación de TGFβ1 (B); la curva 

obtenida para Acta2 (C) y la de Col1a1 (D).  
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Figura 6. Después de realizar l os calculos de expresión relativa de TGFβ, se 

obtuvieron los s iguientes r esultados par a e l f eto ( A), l a m embrana am niótica 

(B), y el útero (C), utilizando como calibrador un grupo de ratas a las que no se 

les realizó cirugía (barra gris), se comparó con las que se sometieron a c irugía 

sin punción (barras blancas) y  el  gr upo experimental en  el  q ue s e r ealizó la 

punción (barras negras). En el eje X se muestra el tiempo en horas y en el eje 

Y l a e xpresión r elativa en u nidades ar bitrarias de f luorescencia, *  p> 0.05 

diferencias es tadísticamente significativas ent re los gr upos control y  

experimental. 
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Figura 7.  Resultados del Western-blot para TGFβ1 con respecto a Tuba1a en 

fetos (A), membranas amnióticas (B) y en úteros (C) de fetos control (c, barras 

blancas) y ex perimentales (e, barras negr as). * p> 0.05 di ferencias 

estadísticamente significativas entre los grupos control y experimental 
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Figura 8. Se muestra la expresión del mensajero para Acta2 para el feto (A), la 

membrana amniótica (B), y el útero (C), utilizando como calibrador un grupo de 

ratas a las que no se les realizó cirugía (barra gris), se comparó con las que se 

sometieron a c irugía s in am niocentesis ( barras bl ancas) y el  grupo 

experimental en el que se realizó la amniocentesis (barras negras); en el  eje X 

se muestra el t iempo en horas y en el  eje Y la expresión relativa en uni dades 

arbitrarias de fluorescencia, * p>0.05 diferencias estadísticamente significativas 

entre el grupo control y el experimental  
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Figura 9. Resultados del Western-blot para Acta2 con respecto a Tuba1a en el 

feto (A ), membrana a mniótica (B ) y  ú tero (C ) e n tejidos control ( c, bar ras 

blancas) y ex perimentales ( e, bar ras negr as). * p> 0.05 di ferencias 

estadísticamente significativas entre el grupo control y el experimental 
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Figura 10. Se muestra la expresión del mensajero para Col1a1 para el feto (A), 

la membrana amniótica (B), y el útero (C), utilizando como calibrador un grupo 

de ratas a las que no se les realizó cirugía (barra gris), se comparó con las que 

se s ometieron a c irugía s in amniocentesis ( barras bl ancas) y  el  grupo 

experimental en el que se realizó la amniocentesis (barras negras); en el  eje X 

se muestra el t iempo en horas y en el  eje Y la expresión relativa en uni dades 

arbitrarias de fluorescencia, * p>0.05 diferencias estadísticamente significativas 

entre el grupo control y el experimental 
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Figura 11.Resultados del Western-blot para Col1a1 con respecto a Tuba1a; En 

el f eto ( A), en l a m embrana am niótica ( B) y  en út ero ( C) en  f etos c ontrol ( c, 

barras bl ancas) y  e xperimentales ( e, ba rras negr as). * p> 0.05 d iferencias 

estadísticamente sinificativas entre el grupo control y el experimental 
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Figura 12 Resultados de la fosforilación de Smad3 (panel s uperior detectado 

con ant icuerpos ant i Smad3 fosforilado) pero no as í de Smad 2 (panel central 

teñido c on ant icuerpos ant i Smad2/3 no  f osforilado); como c ontrol s e ut ilizó 

Tuba1a (panel inferior) en A feto, en B membrana amniótica y C útero 
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Discusión 

La etiología del SBA aún se desconoce, entre las hipótesis más aceptadas está 

que l a r uptura de l a m embrana am niótica y  l a s alida de l íquido ge neran 

compresión f etal y  desarrollan bandas a mnióticas3,4; sin em bargo, esto no 

explicaría l as m alformaciones i nternas que s e gener an en el  f eto. E n es te 

trabajo se demostró que hay un incrementó en la expresión de TGFβ1 

ocasionada por la punción de la membrana amniótica, lo que inicia un proceso 

de fibrosis asociado a la formación de bandas y al daño morfológico del feto. La 

rata es  un m odelo p ropuesto p ara S BA p or am niocentesis y  en este caso 

permitió determinar la expresión de mensajeros y proteínas relacionadas con el 

proceso agudo de f ibrosis desde las horas más tempranas de la lesión has ta 

poco antes del inicio del trabajo de parto48. En trabajos anteriores47,49 se realizó 

la punción en diferentes días y se esperó hasta un día antes del alumbramiento 

para recuperar los fetos afectados, en nuestro caso los sacrificios se realizaron 

desde las 3h y  hasta l as 120h encontrándose l as m alformaciones y  

hemorragias desde las 48h después de la punción. 

Las enf ermedades f ibróticas s on r esponsables d el 45% de las muertes en el  

mundo, en  el las par ticipan diferentes rutas de señalización como: TGFβ, 

MAPK, activación de PDGF, y procesos como: transición epitelio mesenquimal, 

activación de m etaloproteínasas, pr esión m ecánica, es trés ox idativo e 

inflamación; A ún no  se s abe c ómo c ada una d e l as ví as mencionadas 

contribuye a desencadenar és te t ipo de  r espuesta. TGFβ es l a pr incipal 

molécula i nvolucrada en l a r espuesta de c icatrización y pr oducción de 

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

los que a l sobreexpresar TGFβ se desarrolla f ibrosis50. Tanto en el feto como 
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en membrana am niótica de l as r atas ut ilizadas en esta t esis, se obs ervó la 

sobrebreexpresión de TGFβ1, que permaneció elevada durante el experimento, 

lo que s ugiere un pr oceso de r eparación fibrótico. En contraste, en el útero no 

se observó este comportamiento, ya que s e elevó TGFβ1 pero t iende a baj ar 

confirmando que esta respuesta se encuentra en los tejidos fetales pero no en 

los de la rata adulta50, 51.  

En c ondiciones nor males TG Fβ no at raviesa la bar rera pl acentaria, s in 

embargo, cuando existe una reacción inflamatoria, en este caso provocada por 

la punc ión, la i ntegridad de l as m embranas s e al tera per mitiendo el  pas o de  

citocinas c omo I L1b, IL6, I L8 y  TGFβ lo q ue puede ex plicar por qué  aunque 

solo se puncionó un feto se observaron malformaciones en los otros miembros 

de la camada52 

Shah53 y c olaboradores demostraron con an ticuerpos que i nhiben 

específicamente a TGFβ1 o 2 , que es tos dos s ubtipos participan en  l a 

formación de l a c icatriz54; adem ás dur ante l os pr imeros dí as de l a v ida 

embrionaria las heridas curan sin dejar cicatriz pero a partir del día 16 está ya 

se produce55. En este t rabajo se estudió la isoforma 1 que s e ha demostrado 

que par ticipa en  l a r espuesta d e f ibrosis c rónica en  diferentes órganos c omo 

pulmón, intestino, corazón y riñón en adultos 56, 57 y se encontró elevada en los 

tejidos fetales. 

Los f ibroblastos que  se encuentran en las heridas son células especializadas 

que se c onocen c omo m iofibroblastos, que ex presan ni veles el evados de  

Acta2, y  t ienen u na habilidad i ncrementada de producir pr oteínas de m atriz 

extracelular. E n el  pr esente t rabajo s e ob servaron niveles incrementados de 



32 
 

Acta2 y  Col1a1 en el  feto y en la m embrana am niótica, proteínas 

características de la respuesta fibrótica 37. 

Debido a que l a r uta de ac tivación de TGFβ es l a f osorilación de S mad3 se 

buscó el estado de  f osforilación de esta pr oteína y  se obs ervó que está 

presente en l a membrana y en el f eto per o no e n el  út ero, r eforzando e l 

hallazgo de que TGFβ está activo y actúa como modulador en la cicatrización53. 

Las pr oteínas Smad 2 y  3 t ransducen l a s eñal de T GFβ1, pero es Smad3 l a 

que se ha relacionado con procesos de f ibrosis, ya que l os ratones nulos para 

Smad3 son resistentes a desarrollar fibrosis pulmonar producida por bleomicina 

o fibrosis cutánea por radiación58-61 

En el caso del ser humano cuando se diagnóstica SBA, se desconoce si hubo 

ruptura temprana de las membranas, esta ocurre por ejemplo, cuando hay una 

infección intrauterina durante el  embarazo, y en es te caso puede presentarse 

perdida del l íquido a mniótico transvaginal62. La r espuesta i nmune ada ptativa 

que se ha  pr opuesto r ecientemente p uede s er l a responsable de que se 

induzca e ste pr oceso63. C uando es to oc urre a l f inal de  l a ges tación, 

comúnmente se acompaña del inicio de l a labor de par to, pero cuando ocurre 

en fases más tempranas de la gestación, la reparación de las membranas es 

necesaria y para ello se requiere sintetizar tejido conectivo. En la rata gestante, 

TGFβ1 aumenta en el pr imer y t ercer t ercio de la ges tación m ientras que 

disminuye en el  s egundo, durante el  t ercer t rimestre de em barazo s e h a 

observado un i ncremento de TGFβ y s e pr opone que es  para pr eparar al  

miometrio a cicatrizar des pués d el par to64. E n este es tudio se o bservó 

incremento de TGFβ en el  s egundo t rimestre debido a l a punc ión y  no a la 

estimulación hormonal. 
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Durante el  pr oceso de c icatrización los f ibroblastos s e ac tivan, pr oliferan y  

migran a l a her ida par a sintetizar al tos niveles de  pr oteínas de m atriz, 

incluyendo c olágena y  f ibronectina, así c omo p ara la di ferenciación a  

miofibroblastos que son nec esarios par a c errar l as her idas y p rincipales 

productores de estás proteínas15,56. La l esión ocurrió en es ta t esis durante e l 

proceso de r emodelación de l f eto de la r ata y  es to pudo generar las 

malformaciones encontradas, ya que como se mencionó anteriormente TGFβ21 

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-ventral e i zquierdo derecho, el destino celular y la 

remodelación de tejidos en el feto. En el presente estudio se sobrepusieron dos 

procesos, por un lado la cicatrización de la lesión que se provocó al puncionar 

el útero y las membranas y por otro lado la remodelación de tejidos en la rata. 

Una v ez que s e han ac tivado l os m iofibroblastos es tos pr oducen m ás TG Fβ 

manteniendo s u pr opia ac tivación y  es tableciendo l a bas e par a un pr oceso 

auto-perpetuador característico de los procesos proliferativos como la fibrosis65. 

Durante el desarrollo embrionario del ratón los receptores 1 y 2 de TGFβ se 

encuentran e xpresados p rincipalmente e n el  t ubo neur al, e n el  c orazón, 

sistema ne rvioso per iférico, pul món y  r iñón, por l o qu e l a s obreexpresión de 

TGFβ1 durante estas etapas podría ex plicar l as malformaciones de e stos 

órganos, que comúnmente acompañan al SBA66. 

 

Perspectivas  

Los m ecanismos pat o-fisiológicos dur ante l a c icatrización i ncluyen l a 

inflamación, la proliferación y  r e-modelamiento de t ejido, c uando oc urre una 



34 
 

lesión dur ante el  des arrollo f etal l as m ismas r utas m etabólicas están ac tivas, 

por lo que la interacción entre ellas puede resultar en una falla en su regulación 

y favorecer la aparición de malformaciones, es necesario estudiar la respuesta 

inflamatoria que ocurre después de l a l esión y las v ías Wnt y  de es trés para 

tener un panor ama c ompleto de es te f enómeno, ad emás de estudiar como 

participan otras pr oteínas c omo: el  TG Fβ3, e l fa ctor de c recimiento de t ejido 

conectivo (CTGF), l as i ntegrinas y el des arrollo y  r emodelación de órganos 

específicos como los tejidos interdigitales, el corazón y el cerebro. 
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