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INMUNODETECCION DE CITOQUERATINAS ,VIMENTINA ,CADHERINA E Y
ACTINA MUSCULAR ALFA EN LOS PROCESOS PALATINOS DEL EMBRION
HUMANO EN DISTINTAS ETAPAS DEL PROCESO DE PALATOGENESIS.

Valverde D*, Montenegro M.A** Paredes,E.M***

El desarrollo del paladar secundario en mamiferos requiere que las células epiteliales y

mesenquimales lleven a cabo patrones especificos de diferenciacién celular que permitan

a los procesos palatinos reposicionarse y fusionarse. En el paladar embrionario, ésta

conversion fenotipica involucra:

a. Una reorganizacion del citoesqueleto como: aparicion de vimentina y pérdida de
citoqueratinas.

b. Cambios en la interaccion celular: pérdida en las uniones celulares y cambios en las
moléculas de adhesion. Algunos compuestos de la placa desmosomal como caderina-
E se pierden o experimentan redistribucion.

Cambios en la matriz extracelular como pérdida de la lamina basal. Laminina y colageno

tipo IV son reemplazados por fibronectina y colageno tipo .

En éste estudio se pretendia establecer las caracteristicas de la transformacion epitelio-
mesénquima durante le proceso de fusidén palatina ,que permitieran conocer la expresion
de marcadores propios del epitelio y el mesénquima y su modificaci{on durante éste
proceso dinamico ,an embriones humanos y compararlos con lo observado en embriones
de raton ; estudiando las caracteristicas de los filamentos intermedios ,de actina muscular
alfa y de una molécula de adhesién celular de las células epiteliales del paladar
embrionario humano.

Se utilizaron 3 embriones de 6 semanas de gestacion, 3 embriones de 7 semanas,

5 embriones de 8 semanas y 4 embriones de 8 ¥2 semanas.

1. La inmunotincion con anticuerpo antipancitoqueratina AE1 fue positiva en todas
las etapas del proceso de palatogénesis estudiadas, resultados similares se

observaron con el anticuerpo anticadherina —E.



La identificacion de la isoforma alfa de actina de musculo liso fue negativa en el

epitelio del borde medial en las diferentes etapas.

Las caracteristicas de inmunotincion con marcadores epiteliales
(antipanticoqueratina AE1 y anticadherina— E) en embriones humanos se

corresponde a las observadas en etapas similares de la palatogénesis en ratén .

La falta de expresion de antiactina alfa de musculo liso en epitelio de los procesos
palatinos , difiere de las observaciones en ratéon .

*Patdloga ,profesor de la facultad de Medicina ,UNAN —-Ledn ,Nicaragua .

**Profesor titular Instituto de Investigaciones biomédicas ,Universidad de Chile .

***Profesos titular Departamento de ciencias morfoldgicas UNAN-Le6n



INTRODUCCION

El desarrollo del paladar secundario en mamiferos requiere que las células
epiteliales y mesenquimales lleven a cabo patrones especificos de diferenciacion celular
gue permitan a los procesos palatinos reposicionarse y fusionarse (Walter and Fraser,
1956; Coleman 1965; Pourtois, 1972; Ferguson and Honing, 1984; Ferguson, 1988;
Shuler et al., 1991, 1992).

El evento final en la fusion del paladar secundario requiere que una subpoblacién
especifica de células epiteliales palatinas, la lamina epitelial media (LEM), se
descontinle y eventualmente desaparezca para asi permitir la confluencia
mesenquimal (Pourtois, 1966; Smiley, 1970; Morgan, 1976; Shuler et al., 1991, 1992).
(Ver Anexo 1)

Este proceso puede ser el resultado de tres mecanismos distintos:

a. Muerte celular programada o apoptosis en algunas células superficiales (Shapiro and
Sweney, 1969; Hudson and Shapiro, 1973; Pratt and Martin 1975; Pratt and Greene,
1976; Pratt et al., 1984; Shuler, 1995).

b. Transformacion de células epiteliales (principalmente basales) en células
mesenquimaticas (Fitchett and Hay, 1989; Shuler et al., 1991; Montenegro y Rojas,
2002). (Ver Anexo 2)

c. Migracién de células de la LEM al epitelio oral y nasal superficial (Ferguson, 1988).

La transformacion epitelio-mesénquima es un proceso celular critico que conduce

a la morfogénesis de un niumero considerable de 6rganos y tejidos, como la formacion de

mesodermo durante la gastrulacion, la separacion y migracion de la cresta neural, la

involucion del conducto de Miller en el macho, la formacién de valvulas y septos

cardiacos y la fusion del paladar, entre otros (Trelstad et al., 1982; Shuler et al., 1991;

Duband et al., 1995; Hay, 1995; Markwald et al., 1995; Viebahn, 1995; Montenegro y

Rojas, 2002). Este proceso esta acompafado de cambios moleculares en las células

epiteliales y en la composicion de la matriz extracelular (Moscona and Monroy, 1984;

Greene, 1989; Pelton et al., 1990; Fitzpatrick et al., 1990; Geris et al., 1991; Shuler et al.,

1992).



Un epitelio corresponde a una capa de células intimamente unidas con una
polaridad apical-basal. Las superficies epiteliales laterales de células adyacentes estan
unidas por medios de union especificos y contienen moléculas de adhesion propias de los
epitelios. Por otra parte, una tipica célula mesenquimatica tiene usualmente una forma
alargada con prolongaciones y produce componentes de matriz extracelular, éstas células
interactuan con la matriz extracelular (MEC) a través de receptores distribuidos en toda
la superficie celular y no forman uniones.

Durante la morfogénesis se producen cambios celulares dramaticos de un estado
de diferenciacién a otro y algunos epitelios se transforman en mesénquima junto con su
habilidad de migrar y formar tejido conectivo inducido por la matriz extracelular o por
factores de crecimiento.

En el paladar embrionario, ésta conversion fenotipica involucra:

c. Una reorganizacion del citoesqueleto como: aparicion de vimentina y pérdida de
citoqueratinas.

d. Cambios en la interaccion celular: pérdida en las uniones celulares y cambios en las
moléculas de adhesion. Algunos compuestos de la placa desmosomal como caderina-
E se pierden o experimentan redistribucion.

e. Cambios en la matriz extracelular como pérdida de la lamina basal. Laminina y
coladgeno tipo IV son reemplazados por fibronectina y colageno tipo |.

Las principales moléculas de adhesion son: caderina-E, una glicoproteina integral de
membrana (Takeichi, 1995) y el sindecan-1, un proteoglicano de heparan-sulfato
(Bernfield and Sanderson, 1990). Las principales uniones son la z6nula ocluyente, la
zbénula adherente y la macula adherente o desmosoma.

La caderina-E esta distribuida como un complejo de cateninas Ay B, sobre superficies
epiteliales laterales interactuando sobre células adyacentes (Cowin and Burke, 1996),
aunque también se identifica sobre la superficie basal, pero a este nivel su funcién aun se
desconoce. Se ha demostrado que la molécula de caderina-E es modificada en la LEM
previo al cambio en la morfologia celular coincidiendo con el momento en que se
produce la adhesion del paladar.



Investigaciones recientes han comprobado que durante la fusion palatina no sélo ocurre
la pérdida de moléculas de caderina-E, sino de todos los componentes de uniones
adherentes, incluyendo desmosomas. La pérdida temprana de los componentes del
complejo caderina-catenina, puede representar un evento critico en la transdiferenciacion
epitelio-mesénquima de la LEM (Schmid and Shuler, 2002).

Los efectos del TGF-B (factor de crecimiento transformante beta), estan mediados a
través de receptores especificos de las superficies celulares y éstos pueden ser
autocrinos y paracrinos. El rango de actividad inducido por estos TGF-Bs sugiere que
ellos podrian jugar su papel en la desaparicion de la LEM en la linea media del paladar
(Shuler, 1995) algo que ha podido ser demostrado en ratones donde el TGF-B3 induce a
la transformacion epitelio-mesénquima (Shuler, 1995).

El entendimiento completo de los distintos mecanismos subyacentes a los diferentes
destinos de la lamina epitelial media (LEM) puede ser critico en la comprension del modo
de accién de terotégenos craneo-faciales y de la etiologia de los defectos presentes al
nacimiento.

La interrupcion de la secuencia de eventos de desarrollo de tejidos y células que ocurren
durante la palatogénesis puede resultar en un defecto de fisura palatina (Ferguson, 1991;
Shuler et al., 1991).



ANTECEDENTES.

El desarrollo del paladar es un evento complejo y que frecuentemente se altera
produciendo fisura palatina y constituye un buen modelo experimental para estudiar las
interacciones tisulares que se producen durante la palatogénesis. Esto se debe a que
aparece relativamente tarde en la embriogénesis y los procesos palatinos se pueden
disecar facilmente y cultivar in vitro bajo condiciones controladas, donde se fusionan
normalmente.

La transformacion epitelio-mesénquima es un mecanismo clave para la confluencia y
fusion del paladar en el raton. Durante este proceso, el borde epitelial medio forma una
lamina que subsecuentemente se transforma en células mesenquimales (Sun et al.,
1998), lo que pudo ser demostrado mediante microscopia electronica (Fitchett and Hay,
1989) y confirmada por estudios de lineajes celulares (Hay, 1995) realizados inicialmente
en embriones de ratén de 14 y 15 dias de desarrollo.

El colorante vital DIL ha sido usado para determinar el lineaje celular de otros tipos
celulares en los que se produce la transformacion epitelio-mesénquima, como en las
células de la cresta neural (Serbedzija et al., 1989, 1990, 1992). Esta experiencia ha
servido de base para estudiar el proceso de fusion palatina in vitro e in vivo; y asi
caracterizar el destino de la LEM usando estudios de lineajes celulares combinados con
inmunohistoquimica y examen ultraestructural para caracterizar la morfologia de la LEM
en diferentes estadios del proceso de fusién palatina. Estos estudios han determinado
gue en la LEM hay células que permanecen en la linea media y luego adoptan un
fenotipo mesenquimal (Shuler et al., 1991,1992; Griffith and Hay, 1992). La naturaleza
lipofilica del colorante (DIL), permite su incorporacion en la membrana plasmatica de las
células que estan en contacto con DIL y no pasa a otras células.

El examen ultraestructural también identifica cambios especificos en la morfologia celular
consistente con la transformacion de un fenotipo epitelial a uno mesenquimal, las células
protruyen a través de la membrana basal y entran en contacto con la matriz extracelular
mesenquimal, pierden sus uniones celulares especificas y adoptan morfologia
fibroblastica (Fitchett and Hay, 1989; Shuler et al., 1991; Griffith and Hay, 1992).



Durante el desarrollo craneo-facial normal y defectuoso, el nivel de expresién de la
molécula de adhesiéon celular caderina-E, se incrementa con la edad y diferenciacion
(Luning et al., 1994).

Estudios realizados en el ratébn con sindecan-1 y caderina-E (que son moléculas que
promueven el fenotipo epitelial), muestran expresion en la LEM en su superficie
basolateral el dia 14, pero la expresion se pierde de forma abrupta y simultanea cuando
ocurre la transformacion epitelio-mesénquima demostrando de esta manera que este
mecanismo es clave para la fusion y confluencia del paladar en el raton (Sun et al., 1998).

Otros estudios inmunohistoquimicos que analizan el patron de distribucién de algunas
proteinas de filamentos intermedios como queratina y vimentina y la molécula de
adhesion caderina-E en distintos estados de desarrollo del paladar secundario en dos
cepas con diferente susceptibilidad a los glucoticoides, demostré que la inmunotincién
con antipancitoqueratina (AE1) era mas intensa en la LEM de la cepa susceptible a la
fisura palatina (Montenegro et al., 2000).

Los experimentos de separaciéon y recombinacién de capas celulares in vitro han
demostrado que el epitelio palatino medio juega un rol pasivo en este proceso recibiendo
las instrucciones desde el mesénquima subyacente (Pourtois, 1972). La sefial de esta
interaccion es compleja e involucra tanto a las moléculas de la MEC como a factores de
crecimiento.

Varios epitelios se transforman en mesénquima in vitro cuando se suspenden en
colageno tipo I, por otra parte caderina-E induce a los fibroblastos para formar
desmosomas y un epitelio estratificado (Vanderburg, 1995).



JUSTIFICACION.

En este estudio se pretende establecer las caracteristicas de la transformacion
epitelio- mesénquima durante el proceso de fusion palatina, que permita conocer la
expresion de marcadores
propios del epitelio y del mesénquima y su modificacién durante este proceso dindmico,

en embriones humanos y compararlos con lo observado en embriones de raton.

HIPOTESIS.

Durante la desaparicién de las células del epitelio palatino medio que reviste los
procesos palatinos del embrion humano, se produce un cambio en la expresion de
algunas moléculas que se han demostrado determinantes de este proceso en embriones

de ratdn: citoqueratinas, vimentina, actina muscular y caderina-E.



OBJETIVOS.

GENERAL.

Estudiar las caracteristicas de los filamentos intermedios, de actina muscular alfa y
de una molécula de adhesion celular de las células epiteliales del paladar embrionario
humano, durante la fusion de los procesos palatinos.

ESPECIFICOS:

1. Identificar los filamentos intermedios de citoqueratina y vimentina en las células del
epitelio palatino medio en las distintas etapas del proceso de palatogénesis del
embrion humano: cuando los procesos palatinos estdn verticales, cuando estan
horizontales pero sin fusionar y durante la formaciéon y desaparicion de la lamina
epitelial media.

2. ldentificar caderina-E (una molécula de adhesion) y actina muscular alfa en las células
del epitelio palatino medio en las distintas etapas del proceso de palatogénesis del
embridon humano: cuando los procesos palatinos estan verticales, cuando estan
horizontales pero sin fusionar y durante la formacion y desaparicion de la lamina
epitelial media.

3. Relacionar estas observaciones con las obtenidas en embriones de ratén en las
etapas correspondientes.



MARCO TEORICO.

El proceso de palatogénesis es una de las etapas del desarrollo embrionario donde
la transformaciéon epitelio-mesenquimética (TEM) ha sido muy bien analizada (Fitchett
and Hay, 1989; Shuler et al., 1991, 1992; Carette and Ferguson, 1992; Griffith and Hay,
1992; Shuler, 1995; Kaartinen et al., 1997; Sun et al., 1998).

El proceso de formacion de la lamina epitelial es un fendmeno interesante del
desarrollo:

1. Las células epiteliales del borde medial, las que fueron originalmente superficiales,
desarrollan moléculas de adhesion celular y son las células principales de la lamina
epitelial.

2. Las adherencias de las células epiteliales de la lamina medial son especificas, el
epitelio de la lamina epitelial normalmente no se puede fusionar con otros epitelios
como por ejemplo el piso de la boca o de la lengua (Ferguson et al., 1984).

Recientemente se ha demostrado en el ratén, que células epiteliales de la lamina
medial forman rapidamente desmosomas y acumulan desmoplaquina (una de las
proteinas de la placa desmosomal) en sus membranas celulares superficiales, justo antes
gue éstas se pongan en contacto. Esto sugiere que los componentes desmosomales se
organizan rpidamente, especialmente en las células de la lamina epitelial media y éste
puede ser uno de los mecanismos que confiere especificidad a la adherencia de las
células epiteliales de la ldamina medial. Ademas, se ha favorecido un mejor estudio de
este fendmeno con el empleo de anticuerpos monoclonales que reconocen las moléculas
de superficie de las células epiteliales del paladar (Dixon et al., 1993; Ferguson, 1988).
Estas moléculas varian en distribucion en cada region del paladar, en las diferentes
capas del epitelio y de acuerdo al momento del desarrollo (Ferguson, 1988).

Durante el desarrollo de la regién orofacial humana, este proceso de palatogénesis
consta de varias etapas de acuerdo a la posicion de los procesos palatinos en la cavidad
oral.



EDAD LONGITUD PRINCIPALES CARACTERISTICAS
Semanas — Dias Coronilla-nalga (mm)

6 36-42 9-15 Paladar primitivo y procesos palatinos crecen
verticales a ambos lados de la lengua

7 43-49 15-20 Procesos palatinos horizontales, sin fusionar
mediante rotacién y reorientacion a una
posicion horizontal sobre la lengua

8 50-56 20-30 Procesos palatinos fusionados pero con lamina
epitelial. Los epitelios contactan y se adhieren
Algunas células del periderma experimentan
muerte celular programada y son eliminadas
antes de la adhesion.

A medida que la cabeza crece, principalmente en altura, la lamina epitelial media
se adelgaza a una capa de células, se rompe en pequefios islotes y luego desaparece,
permitiendo la continuidad del tejido mesenquimatico en ambos procesos. (Montenegro y
Rojas, 2002).

Un namero importante de células, (alrededor del 50%) parecen migrar dentro del
mesénquima del paladar, arrastrando desde un inicio fragmentos de sus membranas
basales rotas (Fyfe and Ferguson, 1988). Estos fragmentos desaparecen después de
unas pocas horas; las células pierden su tincién para citoqueratina y expresan tincion
para los filamentos intermedios de vimentina, volviéndose rapidamente indistinguible de

otras células del mesénquima del paladar.

En la literatura, por casi 30 afios, se ha considerado que el destino de la lamina
epitelial media era la muerte celular programada o apoptosis, sin embargo como ya se
menciond anteriormente las células pueden permanecer viables y migrar al epitelio oral y
nasal o transformarse a un fenotipo mesenquimal (Shuler, 1995).



En conclusion, los experimentos de recombinacion epitelio-mesénquima han
demostrado que la diferenciacion epitelial nasal, medial, y oral del paladar es especifica
para el mesénquima Yy que la sefalizacion de la diferenciacién de la lamina epitelial
medial, ocurre en los diferentes vertebrados en una forma especie-especifica.

En teoria, hay 4 rutas principales en las cuales el mesénquima podria inducir la
diferenciacion epitelial:

Moléculas de la matriz extracelular;
Factores solubles;
Contacto directo célula-célula 'y

P w NP

Una combinaciéon de los anteriores.

En la diferenciacion epitelial palatina, participan mecanismos complejos y se
producen interaccion dinamica entre factores de crecimiento soluble y la matriz
extracelular. En este modelo, se cree que el mesénquima produce factores de
crecimiento que podrian actuar directamente en el epitelio para inducir un fenotipo
(Gehris et al., 1991) o por estimulacién autocrina de produccién de matriz extracelular
por células del mesénquima y éstas moléculas de la matriz extracelular pudieran
influenciar directamente la diferenciacion epitelial. Adicionalmente la matriz extracelular
puede modular la respuesta del epitelio a factores de crecimiento o viceversa. El sistema
puede autoregularse via una respuesta bifasica del epitelio y el mesénquima al mismo
factor de crecimiento, por ejemplo, el factor puede afectar directamente al epitelio y al
mesénquima, las moléculas de la matriz extracelular producidas por el mesénquima
pueden entonces modular los efectos directos del factor sobre el epitelio.

Las células del mesénquima del paladar son heterégeneas, no sélo en términos de
produccion de moléculas de la matriz extracelular y de respuesta a factores solubles,
sino también la produccion de factores de crecimiento (Heine et al., 1987; Ferguson,
1988).

Los filamentos intermedios son una gran familia de proteinas fibrosas que incluyen
citoqueratinas, las cuales son caracteristicas de los epitelios (Moll et al.,, 1982) y



vimentina las cuales son tipicas de células de origen mesenquimal (Steinert and Roop,
1988).

Las citoqueratinas son los principales filamentos intermedios de todas las células
epiteliales y comprenden dos grandes grupos de polipéptidos: acidas y basicas.
Cualquier epitelio usualmente expresa mas de una citoqueratina y la complejidad del
perfil de citoqueratinas se correlaciona positivamente con la complejidad del epitelio
(Dixon et al., 1993). La vimentina es el filamento intermedio principal, en una variedad de
tipos celulares mesenquimales y de otras células derivadas del mesénquima.

En el paladar embrionario del raton, estas moléculas han sido inmunolocalizadas
en diferentes estadios del proceso de palatogénesis (Carette et al., 1991; Gibbins et al.,
1999). La queratina esta presente en el borde epitelial medial precontacto y en otras
areas del epitelio del paladar y persiste en la lamina epitelial medial. Las células del borde
epitelial medial expresan citoqueratinas 5y 14 antes de la fusion y en el epitelio nasal en
la base del vomer, el cual se fusiona con el paladar para formar el septo nasal, pero no
expresa citoqueratinas 8, 18, y 19.

Las células de la lamina epitelial medial se tifien con queratina y laminina, pero no
se tifilen con vimentina. La vimentina est4 presente solamente en el mesénquima.

Cuando la lamina epitelial se rompe en pequefios islotes, éstas células no se tifien
con queratinas pero se tifien con vimentina. También hay tincién para vimentina en el
epitelio del paladar que podria después fusionarse con el septo nasal.

Los filamentos intermedios especialmente las citoqueratinas, son marcadores de
diferenciacion de los tejidos embrionarios y se ha sugerido que en aquellos 6rganos que
comienzan a funcionar tempranamente en el embrion, como el mesonefros y la red
vascular, el citoesqueleto se organiza mas tempranamente (Rodriguez et al., 2000).

La expresién variada de estas proteinas multigénicas del citoesqueleto esta ligada
a programas de diferenciacion celular especificos, por ello el estudio de las citoqueratinas
tiene singular importancia en el conocimiento de nuevos aspectos de la Biologia del



Desarrollo, ademas mediante técnicas de inmunofluorescencia e inmunohistoquimica es
util en la correcta identificacion y caracterizacién de células normales.

El epitelio oral no queratinizado adulto, que reviste la mucosa alveolar, el surco
gingival, la superficie interna de labios y mejillas, el piso de la boca, la superficie ventral y
lateral de la lengua, el paladar blando y la mucosa interpapilar, expresa polipéptidos
diferentes del epitelio queratinizado, donde faltan las citoqueratinas de alto peso
molecular (Clausen et al., 1986). En estos epitelios como en el eséfago, todas las células
suprabasales contienen citoqueratinas 4 y 13 y la capa basal contiene queratina 5 y 14,
gue son especificas de la estratificacion (Sawaft et al., 1991).

Se ha demostrado que durante el desarrollo fetal, se expresan progresivamente las
mismas queratinas que estan presentes en los tejidos del adulto, por ello, no existen
gueratinas que sean unicamente de tipo fetal. Durante el desarrollo fetal, algunos epitelios
presentan el patron caracteristico de queratinas propios de epitelio estratificado y
seudoestratificado.

La queratina 19 se encuentra en numerosas variedades de tejidos epiteliales. Esta
proteina aparece como un componente minoritario de diferentes epitelios estratificados y
en cultivos de queratinocitos y se expresa en las células basales del epitelio estratificado
€scamoso no gueratinizado, incluyendo la mucosa oral normal (Rodriguez et al., 2000)

La integridad epitelial estd garantizada por moléculas de adhesion celular (MACs)
entre las que se destaca la familia de las caderinas que son moléculas monoméricas,
gue contienen receptores homofilicos que se unen a caderinas idénticas expresadas en
células homo o heterotipicas para establecer contactos célula-célula. Estas, junto con
componentes de la placa desmosomal, desmoplaquinas, desmogleina y placoglobina
experimentan  redistribucion o se pierden durante la transformacién epitelio-
mesénquima.



Inmunodeteccién de Cadherina -E

De acuerdo con estudios previos, caderina-E tifie preferencialmente las capas
celulares intermedias del epitelio estratificado mas maduro, tales como el epitelio de la
lengua y el epitelio oral (Panaretto, 1993). Ademas, se cree que la molécula caderina-E
participa en la induccion del mesénquima subyacente durante el desarrollo embrionario.
Tales funciones en el desarrollo oral, pueden ser sustentadas también por las
observadas durante la odontogénesis (Choung and Edelman, 1985, ay b).

Caderina-E puede estar comprometida tanto en la adhesién y fusion del epitelio
en los extremos de los procesos palatinos, como en la desintegracion de las conexiones
epiteliales que se forman como resultado de esta fusién. Una funcién en la adhesion y
fusion palatina es sustentado por la observaciéon de que la expresion de caderina-E se
incrementa en el epitelio de los extremos de los procesos palatinos al momento de la
fusion. La intensidad de la tincion para caderina-E se incrementa con la edad y con la
diferenciacion de las estructuras epiteliales orales.

El sindecan-1, proteoglicano de heparan-sulfato, es un receptor de la membrana
celular que tiene una distribucion similar a caderina-E (Bernfield et al., 1992) y es una de
las principales moléculas de adhesion célula-célula (Takeichi, 1995). Est4 distribuida en
las superficies epiteliales laterales donde interactia con las caderinas-E de células
adyacentes (Cowin and Burke, 1996).



En el paladar embrionario del ratén, caderina-E y sindecan-1 desaparecen
simultdneamente durante la pérdida del fenotipo epitelial in vivo (Sun et al., 1998).

Varios epitelios se transforman en mesénquima in vitro cuando se cultivan en
colageno tipo |, por otra parte, caderina-E induce a fibroblastos a formar desmosomas y
un epitelio estratificado in vitro (Vanderburg and Hay, 1995).

Se ha demostrado en el ratdn, expresion de actina muscular alfa en las células
epiteliales del paladar que se esta fusionando en el preciso momento de la ruptura de la
lamina epitelial (Kaartinen et al., 1995). La lamina epitelial expresa queratinas 8, 5y 6 al
mismo tiempo que la actina muscular (Gibbins et al., 1999). Los autores postulan que la
expresion de actina muscular alfa en las células del epitelio palatino medio en esta etapa,
estaria relacionada con la generacion de una fuerza tensil contractil sostenida dentro de
este epitelio y por lo tanto podria ser un componente del proceso de transformacion
epitelio-mesenquimatica en las células de la lamina epitelial media (Gibbins et al., 2000).

INMUNODETECCION DE ACTINA MUSCULAR ALFA

Esto estaria corroborado por el hecho que en las células endoteliales que se
transforman en mesenquimaticas para formar las valvulas y septos cardiacos también se

expresa actina muscular alfa inducida por el TGFB-3 (Nakajima et al., 1997).



MATERIAL Y METODO.

En este estudio se utilizaron embriones humanos comprendidos en las edades de
6 y 8 ¥2 semanas de gestacion, que corresponde a tres etapas del proceso de
palatogénesis: procesos palatinos verticales, procesos palatinos horizontales sin fusionar
y procesos palatinos fusionados pero con lamina epitelial media, estableciéndose la edad
de acuerdo a los parametros de Arey (1965) y Rosai (1996), tomando como referencia la
longitud coronilla-nalga y nalga-talon y las caracteristicas embrionarias.

Se utilizaron 3 embriones de 6 semanas de gestacion, 3 embriones de 7 semanas,
5 embriones de 8 semanas y 4 embriones de 8 %2 semanas.

Los embriones se fijaron en formol al 10% y se procesaron por el método
histolégico corriente: deshidratacion en alcoholes a concentraciones crecientes,
impregnacion e inclusioén en parafina (a una temperatura no mayor de 60°).

Se realizaron cortes coronales seriados de 5um que se tifleron con técnicas
histolégicas corrientes, H-E-azul Alcian y con la técnica inmunohistoquimica de
inmunoperoxidasa utilizando los siguientes anticuerpos primarios en las diluciones
siguientes:

antipanqueratina AE1: anticuerpo monoclonal especifico para identificar queratinas (K)
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14 - 16 y 19 (Biomeda Corp., Foster City, CA, producto N° C 7765). Dilucién 1:200.

- Antivimentina (Dakopatts, Glostrup, Dinamarca, Producto N° M 0725). Dilucion 1:100.

- Anticadherina-E (Sigma producto N° C 1821). Dilucién 1:400.

- Antiactina muscular alfa (Biomeda Corp., Foster City, CA, producto N° K 002). Dilucion
1:200.



Cada uno de los anticuerpos se utilizé en cinco cortes de cada edad gestacional.
El estudio inmunohistoquimico fue el de Avidina-Biotina-Peroxidasa (ABC) y se procedi6
de la siguiente manera:
1. Desparafinado de muestras en xilol, seguido de hidratacion en alcoholes
descendentes.
Inhibicion de la peroxidasa enddgena del tejido con H,O, al 3%
Digestion enzimatica
Bloqueo con suero de Bovino no inmune, diluido 1: 20.
Incubacion con anticuerpo primario en camara humeda.
Incubacion con el anticuerpo secundario (antisuero biotinilado) diluido 1:400.
Incubacion con estreptavidina-peroxidasa diluido 1: 800.
Revelado con Diaminobenzidina (DAB)
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Tincién nuclear con Hematoxilina de Harris.
10. Deshidratacion, aclaramiento con xilol y montaje con entellan (Merck).

Para el lavado se utilizo buffer fosfato (PBS) a pH 7.2.

Para asegurar la especificidad de la reaccion inmune, se realizaron controles positivos
y negativos. Para el control positivo se utilizaron cortes de mucosa gingival y piel
embrionaria que se conoce dan reaccion positiva con los anticuerpos primarios usados.
Para el control negativo se utilizaron cortes adyacentes a los tratados con el anticuerpo
primario y se sometieron a la misma técnica, con la excepcioén que el anticuerpo primario
se reemplaz6 con suero de ratdn no inmune y en estos casos no se observo reaccion
positiva.

Los embriones incluidos en este estudio eran producto de salpingectomia por
embarazo tubarico roto, esto con el propdsito de que el tejido estuviera o mas integro
posible para poder evaluar la etapa de la palatogénesis en que se encontraba .



RESULTADOS

El examen microscépico de los cortes mostré que en embriones de 6 semanas de
gestacion, los procesos palatinos estan creciendo verticalmente a ambos lados de la
lengua (Figs. 1). Estos procesos palatinos estan constituidos por una parte central de
tejido mesenquimatico revestida de un epitelio formado por una capa basal de células
cuboideas y una capa superficial de células aplanadas. En esta etapa del desarrollo, el
anticuerpo antiqueratina AE1 muestra una débil inmunotincién en el epitelio medio de los
procesos palatinos .
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Con el anticuerpo antiactina muscular alfa, la inmunotincion es negativa en este epitelio.
Caderina-E muestra reaccion positiva en casi todo el epitelio oronasal incluyendo el
epitelio palatino medio .En embriones de 7 semanas, los procesos palatinos han rotado a
una posicion horizontal sobre la lengua y se aproximan uno al otro.




Los procesos palatinos muestran inmunotincion positiva en el epitelio palatino
medio con los anticuerpos antiqueratina AEL. (Embrién de 7 semanas)

Procesos palatinos mostrando Inmunotincion positiva para Anti-
Cadherina-E (Embrién de 7 semanas)




Inmunotincidon es negativa con el anticuerpo antiactina muscular alfa (Embrién de
7 semanas

En embriones de 8 semanas, los epitelios medios de los procesos palatinos han
adherido y se ha formado una lamina epitelial media, que esta formada por dos capas
celulares de grosor, pero con el crecimiento del paladar esta lamina se adelgaza a una
capa celular

El anticuerpo antiqueratina AE1 se expresa intensamente a lo largo de la lamina
epitelial media. En algunos embriones de 8 semanas, la lamina epitelial esta
desapareciendo en la parte media y so6lo se observa inmunotincion positiva con
antiqueratina AE1 en los extremos triangulares de la lamina epitelial media que limita con
los epitelios oral y nasal




La lamina epitelial media mostré inmunotincion negativa con el anticuerpo
antiactina muscular alfa. En todos los cortes tratados con este anticuerpo en los cuales la
inmunotincion fue negativa en los tejidos palatinos, se observé intensa reaccion en las
paredes musculares lisas de las arteriolas y de otros vasos sanguineos .

El epitelio gingival y el epitelio de la piel fetal, mostraron inmunotincidon positiva
intensa con el anticuerpo antiqueratina AE1 y cn el anticuerpo anticaderina-E (Figs. y). En
cambio, no se observd reaccion positiva en los controles negativos con los distintos
anticuerpos usados .
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Inmunotincién positiva antiqueratina AE-1
Epitelio gingival

Inmunotincién positiva con anticadherina E
en piel fetal

Control negativo.
Embrién de 8 semanas.




Los embriones mas tardios obtenidos en este estudio, 8/, semanas, muestran el
paladar fusionado, la lamina epitelial ha desaparecido y se ha producido la confluencia
del tejido mesenquimatico.

En todas las etapas estudiadas, con el anticuerpo antivimentina, se observo
inmunotincion positiva en las células mesenquiméaticas de los procesos palatinos

Inmunotincién con anticuerpo
antivimentina.
(Embrion de 7 semanas)




DISCUSION:

El analisis de nuestros resultados muestra una distribucion caracteristica de
citogueratinas y vimentina, dos proteinas de filamentos intermedios, de caderina-E, una
molécula de adhesién y de actina muscular alfa, en los procesos palatinos, durante
distintas etapas del desarrollo del paladar en el embrién humano.

En embriones de 6 semanas de gestacion, cuando los procesos palatinos estan en
posicidon vertical a ambos lados de la lengua, se observa débil inmunotincién positiva con
el anticuerpo antiqueratina AE1 (KAE1) en el epitelio palatino medio. Esta inmunotincion
se hace mas intensa en embriones de 7 semanas de gestacién, cuando los procesos
palatinos se han horizontalizado y fuertemente positiva en la lamina epitelial media. En
los embriones mas tardios, la inmunotincion con este anticuerpo KAE1 se reduce a los
islotes epiteliales que son restos de la lamina epitelial, para luego desaparecer junto con
ellos.

La distribucion de KAE1 observada en el embrion humano, es similar a la descrita
en ratones de la cepa A/Snell, susceptible a la fisura palatina (Montenegro et al., 2000 y
2001). Ademas, los resultados obtenidos en este estudio estan de acuerdo con el patrén
de expresion de citoqueratinas descrito por Carette et al., 1991, en embriones de raton de
la cepa susceptible MF1 en diferentes etapas del desarrollo del paladar in vitro. Estos
autores observaron expresion de K1, K5 y K14 en el epitelio palatino medio, que son
caracteristicos de un epitelio estratificado, pero las citoqueratinas 18 y 19 estaban
ausentes de este epitelio palatino embrionario.

El anticuerpo monoclonal KAE1 utilizado en este estudio, reconoce las queratinas
de la subfamilia acidica K10, K14, K16 y K19. El perfil de citoqueratinas de un epitelio,
esta relacionado con su estado de diferenciacion y desarrollo (Ouellet et al., 1986). En el
raton, la fusién del paladar secundario depende de una compleja secuencia de eventos
gue incluyen la diferenciacion del epitelio palatino medio que lo lleva a su desaparicion.

Con el anticuerpo anticaderina-E, la inmunotincion positiva fue muy débil en el
epitelio palatino medio cuando los procesos palatinos estdn verticales. Esta
inmunoexpresion es mas intensa en el epitelio medio de los procesos palatinos
horizontales y fuertemente positiva en la ldmina epitelial. También se ha demostrado
expresion de caderina-E en el epitelio oral de embriones de ratdn de distintas edades y
esta expresion desaparece en el epitelio palatino medio cuando sus células se
transforman en células mesenquimaticas (Sun et al., 1998; Montenegro et al., 2000).

Caderina-E se distribuye como un complejo con o y  catenina en las superficies
laterales epiteliales, donde interactian con los complejos de caderina-E de células
adyacentes (Cowin y Burke, 1996). En los embriones humanos de este estudio, la
expresion de caderina-E desaparecio junto con la lamina epitelial similar a lo descrito en
embriones de raton.



En los embriones de raton, se ha demostrado que el principal mecanismo de
dispersion de la lamina epitelial, es su transformacién a células mesenquiméticas
(Ferguson, 1988; Shuler et al., 1991; 1992; Hay 1995; Shuler, 1995; Montenegro et al.,
2001). La pérdida de la molécula de adhesion caderina-E observada en el raton, se ha
interpretado como una sefal de que la célula esta perdiendo su fenotipo epitelial para
transformarse en una célula mesenquimatica (Sun et al., 1998). Por otro lado, las fibrillas
de queratina asociadas a los desmosomas, persisten hasta que la lamina epitelial es
reemplazada por un tejido conectivo con células ricas en vimentina y sin desmosomas
(Fitchett y hay, 1989).

En los embriones humanos, la expresion de vimentina se detecta débilmente en las
células mesenquimaticas de los procesos palatinos en todas las etapas estudiadas y esta
reaccion es intensa en el endotelio de los vasos sanguineos.

De la misma manera que lo observado en el ratdn, en los embriones humanos se
observa fuerte exprsion de KAEL y caderina-E en las células epiteliales de los extremos
triangulares de la lamina epitelial media. Esto podria estar relacionado con la
incorporacion de estas células a los epitelios oral y nasal superficial de manera similar a
lo descrito en ratdbn como otro mecanismo por el cual se produce la desaparicion de la
lamina epitelial (Ferguson, 1988; 1994).

Nuestros resultados indican que actina muscular alfa esta ausente del epitelio
palatino embrionario, sin embargo se expresa intensamente en las paredes de los vasos
sanguineos. Estos resultados son diferentes a los observados por Gibbins et al., 1999 en
el paladar embrionario de raton donde se observd expresion de actina muscular alfa
especialmente en los momentos en que se produce la ruptura de la lamina epitelial
(Kaartinen et al., 1995). Estos autores lo relacionaron con la generacion de una fuerza
tensil contractii que ayudaria a la desaparicion del epitelio, especialmente a la
transformacion del fenotipo epitelial a uno mesenquimatico (Gibbins et al., 2000). La falta
de expresion de actina muscular alfa en el epitelio palatino del embrion humano podria
estar relacionado con una mayor susceptibilidad a la fisura palatina.

Los patrones similares de expresion de algunas moléculas que estan involucradas
en el desarrollo del paladar observados en el embrion humano, estarian indicando que en
general, existirian mecanismos celulares semejantes a los descritos en la fusion palatina
de embriones de raton.



CONCLUSIONES.

La inmunotincion con anticuerpo antipancitoqueratina AEL fue positiva en todas
las etapas del proceso de palatogénesis estudiadas, a nivel del borde epitelial
medial de los procesos palatinos y la tincibn es mas intensa a mayor edad del
embridn, resultados similares se observaron con el anticuerpo anticadherina —E.

La identificacion de la isoforma alfa de actina de musculo liso fue negativa en el
epitelio del borde medial en las diferentes etapas expresandose Unicamente en las
células musculares lisas del mesénquima de los procesos palatinos .

Las caracteristicas de inmunotincion con marcadores epiteliales
( antipanticoqueratina AE1 y anticadherina — E ) en embriones humanos se
corresponde a las observadas en etapas similares de la palatogénesis en ratén .

La falta de expresion de antiactina alfa de musculo liso en epitelio de los procesos
palatinos , difiere de las observaciones en ratébn por la contraccion de las células
epiteliales no parece ser un evento importante que anteceda la eventual migracién
epitelial hacia los triangulos epiteliales o bien el proceso de transformacion
epitelio mesénquima durante la fusién del paladar.
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