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Resumen: en este trabajo se analizan los mecanismos por los que se produce el
desarrollo del paladar y aparece la fisura palatina de origen genético, asi como el papel
del factor de crecimiento transformador beta3 (TGF-B3) a través de la investigacién
realizada por el grupo Complutense de Investigaciéon 920202. La fisura palatina es una
enfermedad con una incidencia de 1,7/1000 recién nacidos vivos. Mediante el analisis
de los articulos publicados por el grupo (14), se estudian los mecanismos de fusion del
paladar, el papel de TGF-B3 en ellos y su alteracién en la fisura palatina de los ratones
mutantes negativos para Tgf-B3. Ademas se investiga la importancia del acido félico en
el desarrollo del paladar, demostrando que un déficit prolongado de esta vitamina
causa fisura palatina, mientras que uno de corta duracidn altera los mecanismos por
los que se fusiona el paladar. Finalmente, se caracteriza la fisura palatina congénita del
perro Pachdn navarro, comparandolo con perros de la misma raza de paladar normal,
demostrando una alteracién del crecimiento de los fisurados con respecto a los
controles. Para poder realizar este estudio han tenido que poner a punto una técnica
de alimentacién para animales fisurados que permite su supervivencia. Ultimamente,
han presentado una técnica minimamente invasiva para tratar quirdrgicamente esta
patologia de una forma mucho menos cruenta y mas sencilla que la palatoplastia
convencional, con potenciales beneficios en el crecimiento medio-facial.

Palabras clave: Fisura palatina. Tratamiento. Mecanismos. TGF-B3. Apoptosis.

INTRODUCCION

El paladar es una estructura del macizo facial que en su desarrollo depende de
una fase critica en la que todas las piezas, a modo de puzle, deben encajar. La porcion
principal del paladar definitivo esta formada por dos evaginaciones laminares de los
procesos maxilares, procedentes del primer arco branquial. Estas elevaciones, los
procesos palatinos, aparecen en la sexta semana de desarrollo y crecen oblicuamente
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a ambos lados de la lengua. En la séptima semana, rotan hasta alcanzar una posicién
horizontal fusiondndose entre si y formando el paladar secundario @,

El mecanismo fundamental de fusién de los procesos palatinos tiene lugar
después de la adhesidn de los epitelios del borde medial opuestos (EBM), epitelios que
recubren las partes distales de los procesos palatinos. Una vez ambos EBMs se
adhieren, se forma una costura epitelial en la linea media (la costura epitelial medial -
CEM-), que debe desaparecer para que el proceso de fusién se complete. Finalmente,
el mesénquima que forma el espesor de los procesos palatinos se hace continuo en la
linea media y la fusién queda finalizada.

La fisura del paladar es un defecto comun que produce un aspecto facial anormal
y dificultad en el habla. Estos defectos se deben a la falta de fusidn parcial o completa
del paladar primario con el paladar secundario, o por la falta de fusién de los procesos
palatinos. Esta alteracion puede originarse por mdultiples causas, como pequeio
tamafio de éstos, falta de rotacidn, inhibicion del propio proceso de fusién o presencia
de micrognatia, que hace que la lengua no descienda en el suelo de la boca,
permitiendo su elevacion.

La fisura palatina tiene una frecuencia de 1,7:1000 nacidos vivos @ Es mas
frecuente en mujeres (67%), lo cual puede deberse a que en mujeres los procesos
palatinos se fusionan una semana mas tarde que en los varones. Es una patologia con
gran carga genética y hereditaria. Ademas, influyen una serie de agentes ambientales
gue pueden afectar al feto en su desarrollo, como el consumo de tabaco y drogas
durante el embarazo, la falta de acido félico, diabetes gestacional y farmacos, como los
anticonvulsivantes, entre otros, ademas de enfermedades infecciosas, como la
toxoplasmosis.

El grupo de investigacion Complutense 920202, que trabaja en la Facultad de
Medicina y Odontologia de la Universidad Complutense de Madrid, formado por
profesores del Departamento de Anatomia y Embriologia Humana |, lleva desde el aiio
2000 investigando los mecanismos por los que se produce el desarrollo del paladar y
aparece la fisura palatina, y en los Ultimos afios ha desarrollado una terapia
minimamente invasiva para tratar dicho defecto.

Muchas investigaciones del grupo se han centrado en el estudio de los
mecanismos celulares y moleculares que tienen lugar en el EBM de los procesos
palatinos durante el desarrollo. Sin duda, uno de los mecanismos mads importantes en
la fusidén del paladar es la desaparicién de las células del EBM, al parecer por un
mecanismo de muerte celular programada o apoptosis B aunque la transformacion
epitelio-mesenquimatosa también juega un papel. Ademas, el grupo ha trabajado en el
papel del factor de crecimiento Transforming Growth Factor B3 (TGF-B3) durante la
fusién del paladar, que es clave. TGF-B3 pertenece a una gran familia de polipéptidos,
tiene un gran rango de actividades reguladoras, incluyendo el control de la
proliferacion celular, regulacion de Ila matriz extracelular, migracion celular,
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diferenciaciéon y transformacion epiteliomesenquimatosa @5) | bloqueo de TGF-B3 in
vitro evita la fusién del paladar (6.7) y los ratones mutantes negativos para TGF-33
presentan fisura palatina en el 100% de los casos. Analizaron igualmente el papel de
moléculas de adhesién del EBM en la fusién palatina: E-cadherina, B-catenina,
condroitin sulfato, vinculina, B-actina, etc. y cdbmo se alteran éstas en los mutantes
negativos para TGF-[33.

En esta linea, y con diferentes andlisis sobre los elementos implicados en el
mecanismo de fusion del paladar, han continuado profundizando en los ultimos afios.
Recientemente han introducido una linea de investigacion sobre el papel que el acido
folico juega en en el desarrollo del paladar y aparicidon de fisura palatina. Finalmente,
en 2007, abrieron otra rama en la linea investigadora para dar respuestas a posibles
alternativas de tratamiento de la fisura palatina frente a la palatoplastia convencional.
En un modelo experimental de fisura palatina congénita en perro, han demostrado la
posibilidad de hacer un tratamiento mininamente invasivo mediante la inyeccién de un
hidrogel ligado a BMP2 y cierre posterior de la fisura en la linea media.

La justificacion de esta revisidon bibliografica es dar a conocer los avances
logrados por el grupo de investigacion 920202 desde sus inicios hasta la actualidad,
con vistas a futuros avances en el estudio de los mecanismos productores de fisura
palatina y su tratamiento.

OBIJETIVOS
Analizar los mecanismos por los que se produce la fisura palatina a través de las
investigaciones del grupo 920202.
Mostrar los resultados obtenidos y las propuestas terapéuticas alternativas a la
palatoplastia convencional desarrolladas por el grupo para tratar la fisura palatina.

MATERIAL Y METODOS

En la realizacion de este articulo se han empleado las bases de datos biomédicas
PubMed y MedLine. La busqueda bibliografica se realizd6 mediante palabras clave:
fisura palatina, terapia, mecanismos, apoptosis, TGF-B3. Los articulos revisados para
elaborar el mismo comprenden los publicados por el grupo 920202 desde el afio 2000
hasta la actualidad.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los primeros articulos del grupo trataban fundamentalmente los mecanismos
basicos por los que ocurre la fusidn del paladar. Asi, en primer lugar, observaron que la
desaparicion de la CEM ocurre mediante la participacion simultdnea de muerte celular
programada y transformacién epitelio-mesenquimatosa -TEM- (8), aclarando la
controversia existente en la literatura, pues habia autores que sélo consideraban la
muerte celular ®*® o sélo la TEM ), Ademas, comprobaron que el EBM de los
ratones mutantes negativos para Tgf-beta3 (Tgf-B3-/-) presentan una gran disminucién
de la muerte celular ® con respecto al silvestre (S) y que en la superficie de este
epitelio son muy escasas unas células que en éste son muy abundantes 13). |as células
protuberantes, observadas con el microscopio electrénico ambiental de barrido. Este
microscopio permite la visualizaciéon de tejidos con una minima fijacién, por lo que
éstos se conservan muy naturalmente. Demostraron que estas células no son muertas
y que, sin embargo, estan muy involucradas en el proceso de adhesién de EBMs
opuestos, mecanismo fundamental en la fusidn del paladar. Estas células contienen en
su citoplasma filamentos de actina dispuestos en posicién vertical y gran cantidad de

vinculina en su superficie, molécula involucrada en la adhesidn a través de integrinas
(13)

Analizaron seguidamente las caracteristicas del EBM presentado por el ratdon Tgf-
B3-/-, comprobando que la ausencia de TGF-B3 causa una gran indiferenciacién de este
epitelio, con un patron muy alterado de E-cadherina, a y B-catenina, vinculina,
condroitin sulfato e integrina beta2 con respecto al ratén S % En este momento, los
autores sugirieron que podia existir un problema de polaridad en las células del EBM
del mutante. El estudio no se continud en esta linea, pero queda abierta para futuras
investigaciones. En este trabajo, los autores también demostraron que las células de la
CEM recién formada sufren un proceso de intercalacién celular, que alarga la costura
sin incrementar el nimero de células, y que este mecanismo es inexistente en el ratén
mutante.

Dentro de este analisis de la adhesién de los procesos palatinos identificaron
moléculas como el condroitin sulfato (15), fibronectina e integrina alfa5 (8 como
fundamentales para este proceso y observaron que en el mutante para Tgf-B3 de dos
razas distintas la presencia y disposicién de estas moléculas esta alterada, tanto mas
cuanto mas severa es la fisura que presentan (6),

Un capitulo importante de la investigacién en estos mecanismos incluyé el
analisis de las interacciones entre TGF-B3 y otros factores de crecimiento durante el
desarrollo del paladar. Y asi demostraron que TGF-B3 esta en equilibrio con TGF-b1
(17.18) y con EGF y Msx-1 @9 Un incremento de TGF-b1 en el ratén Tgf-B3-/- causa la
disminucion de la muerte celular de su EBM (17), mientras que el exceso de EGF en el
EBM motiva un aumento de proliferacién de sus células ™.
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Recientemente plantearon la importancia del acido félico en la dieta de ratones
gestantes, para explicar posibles fisuras palatinas, sus mecanismos de produccién y
alteraciones en la expresion de TGF-B3. El acido félico es esencial para numerosas
funciones del cuerpo humano. Se ha asociado su déficit en la dieta con numerosas
malformaciones, entre ellas la fisura palatina. La deficiencia de acido fdlico en los
ratones durante la gestacion durante 8 semanas daba lugar a fisura palatina completa,
pero una deficiencia de sélo 2 semanas alteraba todos los mecanismos bdsicos por los
que se fusiona el paladar. Esto se relaciona con el TGF-B3, puesto que el déficit de
acido fdlico disminuia la expresion del mismo. Por lo tanto, se concluyé que una
deficiencia de acido fdlico en la dieta durante la gestacién podia ser un factor de riesgo
en el desarrollo de fisura palatina en ratones, y la administracién de TGF-3 in vitro
compensaba ese déficit (20)

En esta linea se analizé todo lo relacionado con los mecanismos basicos de la
fisiopatologia de la fisura palatina. Pero este grupo de investigacion, de manera
paralela, desde 2007 comienza a publicar resultados relacionados con una posible
terapia minimamente invasiva para el tratamiento de la fisura palatina. Se presenté
una hipétesis por la cual la inyeccién de BMP2 en un carrier en los bordes de la fisura
palatina produciria hueso en ellos y su acercamiento a la linea media, donde serian
facilmente suturados Y. Este estudio se realizé in vitro con procesos palatinos de
raton Tgf-B3 -/- a término. Pero era imprescindible encontrar un modelo experimental
de fisura palatina congénita in vivo.

En la busqueda de este modelo experimental de fisura palatina en la que poder
llevar a cabo estas investigaciones, trataron de generar fisuras mediante la utilizacidn
de un teratégeno: el butyl-benzyl-phtalato, que la literatura demostraba producir
fisuras sin otras malformaciones congénitas en rata. Sin embargo, los resultados no
fueron esos y, de 345 fetos que se trataron con el teratégeno, sélo ocho presentaron
fisura palatina. Ademads, murieron en las siguientes horas al nacimiento, lo que los
invalidaba para cualquier estudio terapéutico. El trabajo sdlo resulté en una
publicacion acerca de malformaciones en el pulmén y caja tordcica de las ratas
tratadas %2

Existen antecedentes de estudios en animales a los que se ha tratado
guirurgicamente para producir artificialmente una fisura palatina. Este procedimiento
ha sido criticado por razones éticas y también por no reproducir de forma real los
procesos que conllevan a la fisura palatina en humanos. Los investigadores
descubrieron la existencia de una raza de perros espafiola que presenta una incidencia
de 15-20% de fisura labio-palatina: la raza de perros Pachdon Navarro. Sin embargo,
conseguir su supervivencia era fundamental para poder realizar cualquier tratamiento
terapéutico, lo que obligaba a desarrollar un método de alimentacidn adecuado.
Aunque existen antecedentes de colocacion de obturadores, los permanentes
dificultan su limpieza y pueden conducir a infecciones. Lo mas frecuente era la
alimentacion por sonda orogastrica, pero esto también podia llevar a neumonia por
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aspiracion de leche y también a infecciones. Ademas, esto no estimula el desarrollo
neuromuscular de la zona orofacial al anular estimulos de succidn y masticacién.

En el articulo de Martinez-Sanz et al. (2011) “A new technique for feeding dogs
with a congenital cleft palate for surgical research” 23 se presenta una técnica para la
alimentacion en perros con fisura palatina congénita usando tetinas individualizadas y
una protesis palatina flexible removible. Comparando con un caso control, se valoraba
el crecimiento del paladar en estos perros portadores de prétesis. No se observaron
diferencias con respecto al caso control. El estudio demostré los grandes beneficios
que podemos obtener mediante esta técnica para la correcta alimentacidn y desarrollo
de animales con fisura palatina espontdnea.

Recientemente, han caracterizado la fisura palatina del perro Pachén Navarro,
mostrando la morfologia de su paladar que adquiere una forma en reloj de arena por
estrecharse mds a nivel de los premolares que en los controles. En cuanto al
crecimiento tanto longitudinal como transversal también se observé que era menor en
los casos de fisura palatina, encontrandose nuevamente los resultados mas
significativos en el area de los premolares. Los resultados referentes al desarrollo
craneofacial muestran una disminucidn de éste en la region maxilonasal de aquellos
perros con fisura palatina, ocasionando en muchos de ellos la caracteristica mordida
cruzada, puesto que la mandibula sigue un crecimiento totalmente normal 4

Han buscado un buen carrier para la BMP2 generadora de hueso. Se investigaron
dos posibles carriers para BMP-2: cemento de brushita y coldgeno, analizando si estos
carriers eran adecuados para inducir osteogénesis en submucosa palatina de ratas de
diez dias de edad. Se observé que BMP-2 era capaz de inducir la diferenciacion de
células osteoblasticas en la submucosa palatina seis semanas después de la inyeccién.
No obstante, no se observé formacidn o neoformacion dsea en el sitio inyectado @5),
Esto pudo deberse a que los carriers no proporcionan el espacio suficiente en el que
pueda producirse la formacidon désea y quizas también seria necesaria mas cantidad de
BMP-2 inyectada.

El ultimo articulo de esta linea acaba de ser aceptado para su publicacion @8 En
este caso el modelo experimental ha sido el perro Pachén Navarro con fisura palatina
congénita. Se utilizé un hidrogel de acido hialurénico como carrier de la BMP-2, que
también contenia hidroxiapatita, y se inyectd de forma subperidstica en cachorros de 6
semanas en los margenes de la fisura palatina. Cuando cumplian 10 semanas se
retiraba una fina tira mucosa del borde medial de cada lado de fisura y se procedia a la
sutura de ambos bordes. Se observé que efectivamente se habia producido la
formacién ésea y después de 4 semanas de la inyeccion los bordes de la fisura se
habian acercado considerablemente, realizandose el cierre de la fisura de una manera
mucho mas sencilla y menos cruenta que en el caso de la palatoplastia convencional.
Como consecuencia de la ausencia de cicatriz lateral que ocurre tras la palatoplastia
convencional piensan que puede haber un beneficio potencial para el crecimiento
medio-facial.
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Finalmente es interesante resaltar que este grupo de investigacidn continuda
investigando y publicando con nuevos horizontes, dirigiéndose hacia el estudio de la
EGF, el acido félico y las mediciones craneofaciales en los perros, para continuar
ahondando en la comprensién y tratamiento de esta malformacién, que a tantos nifios
podria beneficiar.
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