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RESUMEN 
En esta tesis mostramos que durante la fusión del paladar, la muerte celular 

programada (MCP) es regulada por ácido retinoico (AR). El AR exógeno activa la 
apoptosis en diferentes tipos celulares in vitro y también en el embrión cuando se inyecta 
en ratonas preñadas. En el ratón mutante Ra1jJ1-1Rary1

-, la muerte interdigital está 
notablemente reducida. Algunos experimentos en extremidades de pollo utilizando un 
antagonista de los receptores del AR han demostrado la relevancia del AR en el control 
de Ja muerte celular interdigital. Nuestros estudios muestran que el AR endógeno es un 
regulador importante de la MCP de las arrugas y epitelio medial del paladar. En ambos 
lugares la muerte celular se bloquea por el citral, un inhibidor de la síntesis del AR. Un 
antagonista específico para los RAR llamado AGN 193109 también reduce la muerte 
celular que normalmente ocurre, así como la inducida por un potente agonista llamado 
AGNI91183. La expresión de Bmp-7 es regulada positivamente por AR; sin embargo, la 
proteína BMP-7 aplicada exógenamente fue incapaz de activar la muerte celular en el 
tejido del paladar. NOGGIN un antagonista natural de los BMP, no bloquea la MCP. La 
reducción de la MCP en el epitelio medial con un inhibidor de caspasas genera paladares 
sin fusionar. La administración in vivo de AR incrementa la muerte celular del epitelio 
medial y genera paladar hendido con una incidencia del 73%. Entonces, tanto una 
reducción como un exceso de muerte celular durante la fusión del paladar son causas 
etiológicas en Ja generación de paladar hendido. 

Se ha propuesto que la transformación epitelio-mesénquima que ocurre durante la 
fusión de las placas del paladar es un proceso fundamental para la degeneración del 
epitelio medial. Utilizando diferentes estrategias para marcar y seguir el destino del 
epitelio medial pusimos a prueba esta hipótesis y no encontramos ninguna célula epitelial 

sufriendo el proceso de transformación. Encontramos muy pocas células marcadas en el 
compartamento mesenquimático, y todas ellas fueron células muertas. Marcando 
específicamente las células peridermales, las células más externas que cubren el epitelio 
basal, observamos que los triángulos epiteliales, en los extremos oral y nasal no se 
forman por la migración de las células del epitelio medial sino mas bien por las células 
peridermales. La inhibición de la migración o la remoción de estas células sugiere que 
tienen una función transitoria en el control de Ja adhesión y Ja sobrevivencia del epitelio 
medial y nos ha permitido proponer un mecanismo celular que explica Ja acción de Tgf/3-
3. La inhibición de las metaloproteinasas, que impide la transformación epitelio­
mesénquima en otros sistemas, no tiene ningún efecto en la degradación del epitelio 
medial ni en la muerte celular. Dicha inhibición sólo impide la degradación de la lámina 
basal. Concluimos que Ja degradación del epitelio medial ocurre básicamente por muerte 
celular, y por primera vez demostramos que este proceso puede activar la degradación de 



la lámina basal. Mostramos al final un modelo donde se relacionan los procesos que 
estudiamos alrededor de la fusión con la morfogénesis del paladar. 



ABSTRACT 
In this thesis we show that during secondary palate shelf fusion programmed cell 

death (PCD) is regulated by retinoic acid (RA). Exogenous RA as been shown to activate 
apoptosis of different cell types in culture and also in the embryo when injected into 
pregnant mice. In the compound mutant Rarp1-/Rary1

- mice, interdigital PCD is markedly 
reduced. Experiments in chick limbs using a RAR antagonist demonstrate the relevance 
or RA in the control ofinterdigital cell death. Our studies show that endogenous RA is an 
important regulator of the secondary pal ate PCD in the rugeae and medial edge epithelia. 
In both places cell death was reduced by citral a RA synthesis inhibitor. AGN 193 l 09 a 
RAR specific antagonist also reduces the naturally occurring cell death and the induced 
by AGNI91183, a strong RAR agonist. Bmp-7 expression was positively regulated by 
RA, however exogenous BMP-7 protein was unable to activa te cell death within the 
palate tissue. NOGGIN, a natural BMP antagonist, did not block PCD. PCD reduction at 
the MEE directly with a caspase inhibitor resulted in un-fused palatal shelves. 111 vivo 
administration of RA increase cell death in the medial edge epithelia and generates cleft 
pal ate with an incidence of 73%. Then a reduction or an excess of cell death during 
palatal fusion is an ethiological cause for cleft palate generation. 

It has been reported that epithelial-mesenchymal transfonnation occurs during 
shelf fusion and is considered a fundamental process for medial edge epithelia 
degeneration. Using different labeling aproaches to follow the fate of medial edge 
epithelial cells, we tested this hypothesis and we were unable to found any epithelial cell 
undergoing this transfonnation. Very few labeled cells were found in the mesenchyme 
compartment, and all of them were dying cells. By specific labeling of peridennal cclls, 
the superficial cells that cover the basal epithelium, we observed that epithelial triangles 
at oral and nasal ends of the epithelial seam do not appear to result from MEE cell 
migration, but rather from migration of peridennal cells. lnhibition of migration or 
removal of these cells suggests that they have a transient function controlling MEE cell 
adhesion and survival and allowed us to propose a mechanism for the Tgfl3-3 action. 

lnhibition ofmetalloproteinases, which prevents EMT in other systems, had no effect on 
medial edge epithelia degeneration and cell death, only basal lamina degradation is 
prevented. We conclude that MEE degeneration occurs almost uniquely by cell death, 
and for the first time we show that this process can activate basal lamina degradation. A 
model is shown at the end of thesis where all the proceses around epithelial fusion are 
related with the morfogenesis of secondary palate. 



ANTECEDENTES 

Muerte celular programada. 
La muerte celular programada 

(MCP) es un fenómeno tan complejo e 
importante como la división y la 
diferenciación celular. Estos tres 
fenómenos están estrechamente 
relacionados y se encuentran sometidos a 
las señales que controlan la morfogénesis. 
La MCP ocurre en todos los organismos 
pluricelulares donde se le ha buscado y aún 
en organismos unicelulares como 
protozoarios (Arnoult et.al. 2001). La MCP 
es ante todo un fenómeno altruista, que 
genera un beneficio para el organismo en 
desarrollo y el adulto. La alteración de sus 
funciones durante el desarrollo 
embrionario origina malformaciones 
graves y en el organismo adulto 
enfern1edades que pueden ser tan severas 
como el cáncer y la enfermedad de 
Alzheimer. 

Walther Flemming, quien acuñara 
el término mitosis (entre otras cosas), 
publicó en 1885 un trabajo que es 
considerado como el primer reporte en el 

que se describen células muriendo con 
características que ahora conocemos como 
apoptóticas (Lockshin and Zakeri 2001 ). 

Flcmming llamó cromatólisis o muerte 
celular cromatolítica a este fenómeno que 
inicialmente observó en células foliculares 
de ovario y más tarde en células 
germinales testiculares. Estas 
observaciones Jo llevaron a proponer que 
esta muerte celular tenía una función 
fisiológica. Otros grupos también 
observaron células con características 

similares en distintos organismos, de hecho 
se considera que al menos seis veces, de 
manera independiente, se describió el 
fenómeno de muerte celular (la última vez 
en 1972) y de igual fonna se le denominó 
de diferentes maneras: se le llamó 
necrobiosis, citólisis, degeneración 
celular, desintegración celular, y más 
recientemente apoptosis. 

El término muerte celular 
"programada" empezó a utilizarse para 
definir a aquella muerte que ocurre 
siempre en el mismo lugar y momento 
durante el desarrollo de los organismos. 
Fue acuñado por Lockshin y Williams en 
1964 mientras estudiaban la muerte celular 
durante la metamorfosis en insectos 
(Lockshin and Williams 1964). Mas tarde 
Kerr propuso el término apoptosis para 
referirse a aquella muerte que presenta 
características celulares regulares y 
ordenadas, características que ocurren en la 
mayoría de las células en proceso de 
muerte (e.i. encogimiento de la célula y 
lobulación del citoplasma, poco daño a los 
organelos, condensación de la cromatina, 
fragmentación del núcleo, etc) (Kerr et al. 

1972). Juntando ambos términos podemos 
decir que, la mayoría de las veces, la 
muerte celular programada ocurre por 
apoptosis. 

Maquinaria de muerte. 
Las características tan particulares 

de este fenómeno hacían pensar en la 
existencia de un programa genético 
responsable de los cambios morfológicos 
de la célula apoptótica y de su regulación 
espacio temporal a Jo largo del desarrollo. 



El estudio de Ja MCP a nivel genético 
comenzó a principios de lc:is años ochenta 
utilizando al nemátodo Caenorhabditis 

actividad antiapoptótica, como BCL-xl, 
MCL-1 y BCL-2 mismos que presentan 
cuatro dominios denominados BH 1 a BH4. 

elegans como modelo (Horvitz and Ellis Otras tienen actividad pro-apoptótica y se 
1983). Este organismo es muy simple, les clasifica según presenten un sitio de 
tiene pocas células y se conoce el destino homología BH3, por ejemplo BID, BAD, 
de todas ellas a partir del cigoto. Se sabe BIM, Noxa y Puma o tres sitios BH 1-3, 
que siempre, 131 de las 1090 células que como BAX, BAK y BOK (Newmeyer and 
Jo componen, mueren de manera Ferguson-Miller 2003). Existe evidencia 
predeterminada en tiempo y espacio de que Bax junto con Bid forman poros en 
(Sulston and Horvitz 1977). Mediante el Ja membrana externa de la mitocondria que 
análisis de mutantes se identificaron varios permiten Ja salida de moléculas de alto 
genes que participan en distintas etapas del peso molecular (2 megadaltones) Por estos 
proceso de MCP (activación, ejecución, poros se propone que sale el citocromo C y 
engullimiento y degradación). Se encontró otras proteínas fundamentales para la 
también que algunos de estos genes apoptosis tales como AIF. En la formación 
regulan positivamente Ja muerte celular y 
otros negativamente y que están 
conservados a lo largo de Ja escala 
filogenética, de manera que pueden 
complementarse las mutaciones en el 
nemátodo con los productos de genes 
homólogos de organismos superiores. 

La mitocondria es un organelo 
central en el proceso de muerte celular 
apoptótica. En ella confluyen señales que 
procesa y amplifica y de ella parten los 
procesos moleculares que llevan a cabo la 
apoptosis (Ferri and Kroemer 2001 ). En 
cierta fonna la mitocondria decide, y a 
partir de ella el proceso de muerte es 
irreversible. En la membrana externa de la 
mitocondria se localizan proteínas de Ja 
familia de BCL-2 que participan de manera 
importante en el control de la muerte 
celular. BCL-2 fue originalmente 
identificado como un oncogen relacionado 
con linfomas de células B. Existen dos 
tipos de proteínas en esta familia, unas con 
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de estos poros participa la cardiolipina, un 
lípido abundante en Ja membrana 
mitocondrial interna. BCL-xl es capaz de 
prevenir directamente la función de estos 
poros (Kuwana et.al. 2002). 

Otro mecanismo por medio del cual 
Ja membrana externa de Ja mitocondria 
puede volverse permeable es a través de un 
poro no específico denominado poro 
mitocondrial de transición de 
permeabilidad, que permite el paso de 
moléculas de 1.5 kDa y que se abre hacia 
la membrana interna. La apertura de este 
poro ocurre en condiciones de alto calcio y 
estrés oxidativo, condiciones comunes en 
el proceso de muerte celular (Halestrap et 
al. 2002). Se ha relacionado a BAX y a 
BID con Ja apertura de este poro de 
transición, sin embargo, se ha cuestionado 
la importancia de este poro en todos los 
tipos de muerte celular ya que puede haber 
liberación de proteínas de la mitocondria 

sin que existan los cambios asociados a la 



formación de este poro de transición (e.g. 
la pérdida del potencial de membrana, el 
hinchamiento de la membrana interna y el 
rompimiento de la externa). La apertura de 
este poro y los cambios asociados al 
mismo parecen estar más relacionados con 
formas de muerte celular en las que el 
calcio y las especies reactivas de oxígeno 
están presentes en cantidades abundantes. 

El citocromo C es una molécula 
que participa en la cadena transportadora 
de electrones pero que bajo diferentes 
condiciones apoptóticas es liberado por la 
mitocondria para formar parte del 
apoptosoma (Liu et al. 1996). El 
apoptosoma es un complejo formado por 
siete unidades de la proteína APAF-1 que 
forman una rueda con forma de hélice 
(Acehan and Akey 2002). A cada uno de 
los brazos de la hélice se une una molécula 
de citocromo C y en presencia de A TP es 
capaz de inducir la activación 
autoproteolítica de la caspasa 9. 

Las caspasas son enzimas que 
participan de manera fundamental en la 
muerte celular. Ced-3 fue originalmente 
identificado como un gen necesario para la 
MCP del nemátodo C. e/egans. Al analizar 
la secuencia de Ced-3 se observó que 
presentaba similitudes con la enzima 
interconvertidora de interleucina-113 o 

ICE. Esta cistein-proteasa corta en residuos 
de ácido aspártico generando la forma 
madura de la interleucina (de ahí el 
nombre de caspasas). Tanto ICE como 
CED-3 se autoprocesan y, al ser sobre 
expresadas en fibroblastos de ratón, 
pueden inducir apoptosis (Miura et al. 
1993). Después se identificaron más 
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proteínas de este tipo, la mayoría 
relacionadas con muerte celular y fueron 
subdivididas en tres familias: la de ICE, la 
de CED-3 y la de NEDD~2. 

La activación del apoptosoma 
induce la autoproteólisis de la caspasa 9, la 
cual a su vez activa a la caspasa 3, 
desencadenándose una cascada proteolítica 
cuyos blancos son otras caspasas y 
diferentes proteínas, algunas relacionadas 
con el ciclo celular como Rb, PARP y 
MDM-2, otras estructurales como actina, 
lámina A y B, presenilinas, fodrina, y 
cinasas como FAK y MEKK-1. Uno de los 
blancos de las caspasas es la proteína 
ICAD. Esta se encuentra asociada 
inhibiendo a la DNAsa CAD. Cuando es 
cortada, (posiblemente por la caspasa 3), 
libera a la nucleasa CAD y esta se 
transloca al núcleo donde corta al DNA en 
fragmentos internucleosomales (Enari et 
al. 1998). Existen muchos más substratos 
de las caspasas y otros eventos que aún no 
se conocen por completo pero que 
finalmente son los responsables del 
desensamblaje de la célula y de los 
cambios morfológicos típicos de la 
apoptosis. Esta es la ruta considerada como 
canónica de muerte celular apoptótica la 
cual también involucra señales que activan 
la fagocitosis, señales como la 
translocación de la fosfatidilserina de la 
membrana interna a la externa y otras 
menos conocidas que participan en la 
degradación de la célula dentro de los 
fagocitos. 

Trabajos recientes realizados en C. 
elegans han demostrado que una parte 
importante del proceso apoptotico es 



conducida por el fagocito que interactúa 
con la célula apoptótica (Reddien, et al. 
2001). Alteraciones en la capacidad 
fagocítica retardan o inclusive evitan la 
apoptosis. Por lo tanto la fagocitosis no es 
un proceso posterior a la apoptosis o 
separado de ella que solamente se encarga 
de remover los fragmentos de la célula 
muerta, sino que forma parte central en el 
proceso de ejecución de la misma. De 
hecho, en muchos casos la fagocitosis 
empieza antes de que las células presenten 
características apoptóticas. Hay casos en 
los que es necesaria la presencia de 
macrófagos para que haya MCP, como 
ocurre durante la regresión de las células 
de la membrana pupilar (Lang and Bishop 
1993). 

Existen rutas de muerte celular que 
no requieren la activación del apoptosoma. 
Por ejemplo, algunos estímulos 
apoptoticos provocan la liberación de la 
proteína SMAC/DIABLO de la 
mitocondria al citosol. En el citosol se une 
a las proteínas IAP (proteínas inhibidoras 
de la apoptosis) y libera la represión que 
éstas ejercen sobre las caspasas 3, 7 y 9 
(Du, Fang et al. 2000). Otra vía alterna es 
la inducida por la flavoproteína AIF (factor 
inductor de la apoptosis) la cual se 
transloca de la mitocondria al núcleo e 
induce la degradación y condensación de la 
cromatina por una ruta que no involucra 
caspasas; además induce la 
permeabilización de la mitocondria y 
dispara la liberación de citocromo e, 
reforzando la señal apoptótica (Susin et al. 
1999). 
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Durante el desarrollo embrionario 
del ratón, la. MCP form·a la. cavidad 
proamriiótica (por cavitación) 
(Coucouvanis aiid Maiiiri, 1995). Este es el 
primer evento en el que participa la MCP 
en la morfogénesis del ratón. Lo 
interesante de esta muerte celular es que no 
requiere de dos de las proteínas principales 
de la maquinaria de muerte, APAF-1 y 
caspasa 9. Además, el citocromo C 
tampoco participa en este tipo de muerte 
celular, ya que los ratones deficientes en 
citocromo e se desarrollan hasta los 1 o 
días de gestación. En cambio, la proteína 
AIF es indispensable para la MCP que 
ocurre en la cavidad proamniótica (Joza 
and et.al. 200 l ). Es relevante mencionar 
que se han encontrado homólogos de esta 
proteína en todos los fila de metazoarios, 
incluyendo plantas y hongos, así como en 
algunos protozoarios que presentan muerte 
celular con características apoptóticas. En 
todos estos organismos donde participa 
este tipo de muerte no se han encontrado 
caspasas mediadoras de la MCP, por lo que 
se ha propuesto que esta ruta de muerte 
celular, la de AIF, es la mas ancestral y 
conservada. 

La mitocondria es un organelo que 
fue adquirido por endosimbiosis. Podemos 
pensar que al inicio se trataba de una forma 
de parasitismo en el cual ambas células 
obtenían ventajas mutuas. Se ha propuesto 
que en este escenario, el organismo 
precursor de la mitocondria (una bacteria 
gram-negativa) podría querer liberarse o 
salir de la célula huésped y entrar en otra 
cuando las condiciones fueran 
desfavorables o cambiara su ciclo de vida. 



El mecanismo para escapar de Ja célula 
pudo haber sido el precursor del fenómeno 
de Ja apoptosis (Frade and Michaelidis, 
1997). Otro escenario podría ser aquel en 
el cual el estrés por escasez de nutrientes 
provocara que Ja mitocondria matara a su 
célula huésped y se conformaran Jo 
cuerpos apoptoticos, Jos cuales pudieran 
haber servido como paquetes alimenticios 
para otra célula y en los cuales Ja 
mitocondria podría viajar y, al ser 
fagocitados, entrar a otra célula. De hecho 
el citocromo C y AIF salen de Ja 
mitocondria y ejecutan partes 
fundamentales del proceso apoptotico: el 
citocromo activa al apoptosoma y AIF se 
transloca directamente al núcleo de Ja 
célula y participa en Ja degradación del 
DNA. Además, la salida de estos 
componentes de la apoptosis se encuentra 
asociado a la división o fisión de las 
mitocondrias (Newmeyer and Ferguson­
Miller, 2003). 

Muerte celular en el desarrollo. 
La muerte celular es un tema 

recurrente durante el desarrollo 
embrionario de los metazoarios. En el 
ratón aparece por primera vez, y es 
necesaria para la formación de la cavidad 
proamniótica. A partir de este momento se 
presenta en diversas regiones, órganos y 
estructuras a lo largo de la ontogenia. La 
muerte celular del desarrollo se encuentra 
bajo el control de las señales y procesos 
morfogenéticos, es decir, es programada en 
el sentido de que está coordinada o 
programada con respecto al desarrollo. Por 
lo tanto su estudio no puede disociarse de 
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los otros fenómenos celulares que 
participan en la morfogénesis ni su 
regulación y función de las interacciones 
celulares que construyen al organismo. 

Es muy probable que Ja muerte 
celular en el desarrollo haya sido utilizada, 
a través de la evolución, como una 
estrategia para generar cambios en los 
organismos y/o corregir errores del 
desarrollo (Adachi-Yamada, 2002). 
Aunque existen algunas explicaciones o 
hipótesis al respecto, aún no es tan claro, 
por ejemplo, por qué la mitad de todas las 
células nerviosas del embrión de ratón son 
eliminadas apoptóticamente, o por qué la 
cavidad amniótica se forma por apoptosis 
de las células centrales y no por 
intercalación o expansión, como ocurre al 
formarse el blastocele. Al parecer el 
embrión se tiene que asegurar la formación 
de suficientes células aún cuando más 
tarde sean eliminadas y aún a pesar de que 
esto implica un gasto energético y de 
información. 

Se han propuesto tres funciones 
principales de la MCP durante el 
desarrollo: a) remover estructuras que no 
se requieren durante Ja vida adulta, por 
ejemplo la cola de los anfibios anuros 
(muerte filogenética); b) regular el número 
de células, como sucede durante Ja 
formación del sistema nervioso (muerte 
histogenética); c) modelar órganos y 
estructuras embrionarias, como en el caso 
de Ja desaparición del tejido interdigital 
(muerte morfogenética) (Glucksmann, 
1951). 

Prácticamente en 
procesos embrionarios 

todos 
donde 

los 
hay 



invaginaciones o evaginaciones de tejidos, 
fusión de estructuras o placas, cavitación y 
en muchas zonas de alta proliferación hay 
muerte celular. No se sabe, en la mayoría 
de los casos, cual es la función de esta 
MCP. Por ejemplo en la regresión del 
tejido interdigital (uno de los primeros y 
más estudiados modelos de MCP) 
participa en la individualización de los 
dedos. Actualmente se considera que la 
individualización de los dedos ocurre 
mediante la muerte celular del tejido 
interdigital que los separa. Sin embargo 
estudios realizados en nuestro laboratorio 
demuestran que ocurre en mayor medida 
por el crecimiento de los dígitos. Siendo 
precisos, la muerte celular no participa 
directamente en la individualización de los 
dedos, sino más bien en restringir, a través 
de matar, el crecimiento del interdígito 
(Salas-Vida), et al. 2001). 

En la mayoría de las regiones 
embrionarias donde hay MCP se 
desconoce su función. De la misma 
manera y a pesar de que las moléculas y 
cascadas que controlan la muerte celular 
apoptótica dentro de la célula se conocen 
bastante bien, en el contexto del desarrollo 
se ignoran en gran medida las señales del 
entorno que regulan la muerte. Entonces, 
tanto la función per se, como su regulación 
espacio-temporal es poco conocida, en 
particular en organismos complejos como 
el ratón. 

En los últimos años se han 
estudiado moléculas reguladoras o 
inductoras de muerte celular en el 
desarrollo. Algunas de estas moléculas son 
factores de crecimiento de la familia de los 
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BMPs (BMP-2, 4, 7, TGF-13), factores 

transcripcionales como los MSXs, 
receptores nucleares de la familia del ácido 
retinoiéo; etc .. ·· 

Los BMPs son factores de 
crecimiento pertenecientes a la familia de 
TGF-13. Noggin y otras proteínas como 
Folistatina y Cordina se unen a diferentes 
BMPs y evitan la unión con sus receptores. 
BMP-2, 4 y 7 se expresan en algunas 
regiones donde existe MCP (Macías, 
Ganan et al. 1997), y se ha demostrado que 
bloqueando el receptor BMPR-1 B se 
puede evitar la muerte celular del tejido 
interdigital en pollo (Zou and Niswander, 
1996). La expresión de la proteína Noggin 
en el tejido interdigital también bloquea la 
muerte celular (Guha, 2002). La aplicación 
exógena de las proteínas BMP-7 o 2 en las 
regiones interdigitalcs induce una 
abundante muerte celular (Macías, et al. 
1997). Los BMPs se unen a receptores de 
membrana de tipo serin-treonina que 
fosforilan a proteínas denominadas 
SMADs las cuales forman complejos 
heteroméricos que se translocan al núcleo 
regulando la transcripción de sus genes 
blanco. Las SMADs 1, 5 y 8 se asocian 
con SMAD-4 después de la activación de 
los receptores. Por otra parte, si se activan 
los receptores de TGF-13, se activan 
SMAD-2 y 3 y se asocian con SMAD-4, 
común a ambas vías de transducción. 
Existen SMADs que regulan 
negativamente estas rutas de transducción. 
SMAD-6 regula negativamente la vía de 
BMP's y SMAD-7 la de TGF-¡3s. Por lo 

tanto dos maneras de determinar la 



participación de BMP-7 en la muerte también .la presentan TGF~-1 y 3. 
ce1u1ar es bloqueando su función a tr~vés· Recientemente se observó que en e1 ratón 
de regular negativamente su transducdón -111u_tante para los genes TgffJ-2/Tgf{J-3 la 
sobre expresando SMAD-6, o bloqUearÍdo":--1~ueh'e' Tritérdigital se encuentra 
la capacidad de BMP-7 de unirse a'. su n~tablemente disminuida (Dunker, et al. 
receptor, agregando la proteína Nogginhf ,;e 2o62). 

Msx-2 se expresa en algunos Al inicio del desarrollo de la 
lugares donde hay MCP, como -los 
interdígitos (Salas-Vidal et al. 2ooºi ), 
primordios dentales (Jowett et.al. 1993) y 
en los rombómeros 3 y 5 (Graham, et al. 
1994). En estos rombómeros también se 
expresa Bmp-4 y la función de ambos es 
promover la MCP de las células de la 
cresta neural (Graham, et al. 1994). Se 
sabe que si se expresa ectópicamente Msx-
2 en la parte posterior de una extremidad 
en desarrollo, se logra inducir la expresión 
de B mp-4, inhibir la proliferación y 
promover la muerte celular en una región 
que no estaba determinada a morir 
(Ferrari, et al. 1998). 

SHH es una proteína que regula 
numerosos procesos morfogenéticos y 
proliferativos. En la extremidad se expresa 
en la zona polarizante donde regula la 
disposición anteroposterior del autópodo. 
Sin embargo se ha demostrado que 
también tiene una actividad apoptótica 
sobre estas células y otra antiapoptótica en 
las células del tejido interdigital (Sanz­
Ezquerro and Tickle 2000). 

TgffJ-2 es un gene que se expresa 

en la región digital y participa en la 
formación de cartílago. Si se administra 
esta proteína exógenamente en el 
interdígito se inhibe la MCP y se 
promueve la formación de un dedo extra. 
Esta capacidad para inhibir la MCP 
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extr~midad, diferentes FGFs participan en 
el control de su crecimiento, promoviendo 
la proliferación de las células localizadas 
en la zona de progresión. Este efecto es 
regulado o controlado negativamente por 
BMPs. Mas tarde en el desarrollo, durante 
la morfogéncsis del autópodo, FGF-8 
participa en el control de la muerte celular. 
Cuando se agrega FGF exógeno en el 
interdígito se inhibe la MCP durante las 
primeras etapas de la regresión interdigital, 
pero después tiene el efecto contrario, 
generando un abundante incremento de 
muerte celular (Montero, et.al. 2001 ). Este 
incremento pude ser revertido al agregar 
Noggin o Gremlin, antagonistas de los 
BMPs. En contraste, un inhibidor de FGF 
bloquea la muerte fisiológica y la inducida 
por BMP. En el mesodermo del autópodo 
se expresan los receptores para Fgf J, 2 y 3 

y el receptor 3 es regulado por FGF y 
BMP en las zonas donde hay apoptosis. Lo 
anterior indica que en ausencia de FGF, 
BMP es incapaz de disparar la apoptosis. 
(Montero, et al. 2001 ). 

Existen otras moléculas que 
participan en la MCP del desarrollo, 
particularmente en la que ocurre en el 
interdígito. Algunas de estas, como es de 
esperarse, son moléculas centrales en el 
control de la apoptosis. El ratón deficiente 
para el producto del gene Apaf-1 presenta 



una disminución en Ja muerte interdigital y 
por Jo tanto la persistencia de esta 
membrana (Cecconi, et al. 1998).También 
la fusión del· paladar es afectada por esa 
misma mutación. El ratón nulo para los 
genes Bax/Bak presenta las mismas 
alteraciones en las extremidades pero un 
desarrollo normal en el paladar (Lindsten, 
et al. 2000). Otros genes que se expresan 
en zonas de muerte celular o que 
participan en el control de Ja misma son 
p53, Zfp-145, c-Fos, Gas], Gas 2 y la 
cinasa 5 dependiente de ciclina (Zuzarte­
Luis and Hurle 2002). 

Fusión y muerte celular. 
En la morfogénesis de muchos 

órganos y estructuras embrionarias 
participa la fusión de tejidos (Martin and 
Wood 2002); por ejemplo, el tubo neural 
se fonna a partir de Ja placa neural, Ja cual 
se pliega sobre sí misma, converge en la 
parte dorsal y se fusiona. Asociada a esta 
fusión hay una gran cantidad de muerte 
celular. Si se bloquea Ja MCP con 
inhibidores de caspasas como el z-V AD, el 
tubo neural no se fusiona y permanece 
abierto (Weil, et al. 1997). 

Otras regiones que se fusionan y 
que también presentan MCP durante su 
fonnación son el esternón, Jos párpados, la 
bolsa de Ratke (precursor de la glándula 
pituitaria), el septo nasal, Jos primordios 
faciales (e.g. labio superior), el primordio 
cloaca) y el paladar entre otros. En estos 
casos se desconoce como participa Ja 
muerte, si es un requerimiento o si es una 
consecuencia de Jos fenómenos de 
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proliferación, diferenciación o migración 
celular. 

El Acido Retinoico. 
Metabolismo. señalización y función. 

El ácido retinoico (AR) es una 
molécula presente en todos los cardados. 
Participa de manera fundamental en Ja 
morfogénesis y organogénesis a Jo largo de 
prácticamente todo el desarrollo 
embrionario. Se produce a partir de Ja 
vitamina A llamada también retino) y tiene 
que ser tomada por Ja dieta ya que no 
puede sintetizarse de novo en células 
embrionarias ni de adulto. Se genera 
mediante dos oxidaciones consecutivas 
catalizadas por las enzimas alcohol (ADH) 
y aldehído deshidrogenasas (ALDH). Se 
conocen diferentes clases de estas enzimas 
así como diferentes compuestos que las 
inhiben (e.g. disulfiram, citral, 4-
metilpirazol (Kikonyogo, et al. 1999), 
(Stratford, et al. 1996). 

El AR es un isoprenoide de 20 
carbonos de longitud con un anillo de 
ionilideno-beta y una cadena adyacente 
con enlaces dobles conjugados. Esta 
estructura permite Ja existencia de una 
gran cantidad de configuraciones 
isoméricas. En los mamíferos, en 
particular en el ratón, la isoforma mas 
importante es el AR "all-trans". En el 
pollo predomina el ácido 
didehidroretinoico (Stratford, et al. 1996), 
en el embrión de Xenopus predomina el 
AR 4-oxo (Blumberg 1996) y durante la 
regeneración de la extremidad en 
salamandras se sintetiza abundantemente 
el AR 9-cis (Viviano and Brockcs 1996). 



El retino) es transportado por la 
proteína de unión a retino) o RBP a través 
del suero sanguíneo para su potencial 
conversión en AR (Siegenthaler and Saurat 
1989). Esta conversión ocurre en las 
células que presentan las enzimas 
necesarias para su síntesis, hecho que 
regula su disponibilidad espacio-temporal. 
Mediante análisis por cromatografía o 
HPLC, se ha demostrado que existen 
regiones del embrión en las que el AR es 
mas abundante. También los patrones de 
expresión de las diferentes enzimas 
alcohol y aldehído deshidrogenas indican 
que existe una distribución diferencial del 
AR (McCaffery and Drager 1994). Por 
ejemplo, poco después de la gastrulación 
hay mas AR en la parte posterior del 
embrión que en la parte anterior. Al deletar 
el gene de la Raldh-2, responsable de 
establecer esta diferencia, los embriones 
mueren a la mitad de la gestación con 
malfonnaciones graves como acortamiento 
del tronco y proceso frontonasal, ausencia 
de extremidades y desarrollo reducido del 
corazón (Niederreither, et al. 1999). Así 
mismo durante la formación de los 
rombómeros (cerebro posterior) (Dupe and 
Lumsden 2001 ), las extremidades (Thaller 
and Eichele 1987) y Ja retina (McCaffery, 
et al. 1992) hay mas AR en las regiones 
posteriores de estas estructuras. Existen 
diferentes enzimas alcohol y aldehído 
deshidrogenasas en estas regiones y otros 
órganos más. 

Existen siete clases de alcohol 
deshidrogenasas de las cuales solo las de 
las clases I, II y IV presentan actividad de 
retino) deshidrogenasas. Estas catalizan el 
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primer paso en Ja oxidación del 'retino) 
(pro'ceso reversible) generando 
retinaldehído. El segundo paso es 
irreversible y es catalizado por las 
aldehído deshidrogenasas. Existen tres 
clases de estas enzimas y solo las de la 
clase 1 tienen actividad de retinaldehído 
deshidrogenasa (Duester 1996). Otras 
enzimas como la P450 o CYP26 se 
encargan de Ja degradación del AR a 
formas mucho menos activas (eg. AR 4-
oxo). La enzima CYP26 tiene un patrón de 
expresión complementario al de Ja 
retinaldehído 2 al inicio del desarrollo 
embrionario, por lo que se propone que su 
función es la de restringir, a través de 
degradar, la disponibilidad de AR en 
regiones anteriores del embrión (Swindell, 
et al. 1999). 

El AR activa la transcripción al 
unirse a receptores nucleares. Se conocen 
más de 150 diferentes proteínas de la 
familia de receptores nucleares de 
hormonas esteroide-tiroideas (Mangelsdorf 
and Evans 1995). Estos receptores unen 
moléculas de carácter Jipofílico que 
pueden entrar fácilmente a Ja célula. Son 
receptores intracitoplasmáticos que al 
unirse con sus Jigandos se translocan al 
núcleo activando Ja transcripción. Los 
receptores para el AR son de dos tipos, 
RAR y RXR. Se expresan en distintos 

lugares durante el desarrollo embrionario y 
tienen preferencia a responder a diferentes 
isoformas de AR; generalmente los 
receptores RAR son activados por el AR 
all-trans y en ocasiones por el 9-cis y los 
de tipo RXR solamente por el 9-cis 
(Blumberg 1997). Cada receptor presenta 



las fonnas a.,13 y y y para la generación de 

cada uno de ellos existe un uso diferencial 
de promotores así como procesamiento 
diferencial. Los de tipo RAR actúan como 
heterodímeros obligados y los de tipo RXR 
pueden funcionar como homodímeros 
(Mangelsdorf and Evans 1995). En los 
últimos años se ha estudiado su 
participación en el desarrollo. Para ello se 
han deletado de los diferentes genes por 
medio de recombinación homóloga o 
"knock out". Algunos ratones mutantes no 
presentan alteraciones en el desarrollo, 
pero otros presentan malformaciones que 
son más evidentes o graves cuando se 
entrecruzan los mutantes. Algunos tienen 
malformaciones que recapitulan 
parcialmente las provocadas por la 
ausencia de vitamina A (Lohnes, et al. 
1994; Mendelsohn, et al. 1994), 
malformaciones que colectivamente se 
conocen bajo el nombre de síndrome fetal 
por deficiencia de vitamina A o V AD 
(Wilson, et al. 1953). Estas 
malfonnaciones son muy variadas; por 
ejemplo, hay anonnalidades craneofaciales 
y del esqueleto (paladar y labio hendido, 
hipertelorismo, lisencefalia, microftalmia, 
sirenomelia etc.), alteraciones en órganos 
como el corazón, pulmones, riñones, 
gónadas, tracto genito-urinario, ojos, etc. 
Es importante resaltar que muchas 
malformaciones por deficiencia de 
vitamina A son semejantes o iguales a las 
que genera el exceso de vitamina A y AR. 

Existen sitios consenso en el DNA 
denominados RAREs a los cuales se unen 
los receptores de AR para activar la 
transcripción. Consisten de secuencias 
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repetidas directas AGGTCA separadas por 
uno (DRI) o más nucleótidos (DR 2, 3, 4, 
5), a los que se unen los receptores RAR y 
RXR con afinidades que dependen de los 
nucleótidos que separan las DR y de su 
horno o heterodimerización (Leid, et al. 
1992). Estas secuencias son también sitios 
de unión para los receptores de honnona 
tiroidea y vitamina D, con las que en 
ocasiones heterodimerizan los receptores 
RXR. Otro elemento adicional de 
complejidad está dado por las proteínas 
CRABP (proteína de unión a AR) y CRBP 
(proteína de unión a retino!) (Ong and 
Chytil 1978; Ong and Chytil 1978) las 
cuales se ha propuesto que regulan la 
cantidad y/o accesibilidad del AR y retino! 
a los diferentes compartamentos celulares 
y los protegen de la degradación por 
enzimas como la citocromo P-450. 

En suma el AR participa en 
diversos procesos celulares: diferenciación, 
proliferación y muerte celular. En la 
morfogénesis participa en el 
establecimiento de patrones corporales en 
el eje antero-posterior (e.g. regula genes 
homeóticos), especificando la parte 
posterior del embrión, también en el 
establecimiento del eje corporal izquierdo­
derecho, en la organogénesis del corazón, 
del pulmón, de la retina, del cerebro 
posterior, en el inicio de la fonnación de la 
extremidad, el establecimiento de su eje 
antero-posterior, etc. 

AR y su participación en la muerte celular 
del desarrollo. 

Es conocido que durante la 
metamorfosis de insectos y anfibios la 



MCP de muchas estructuras está regulada 
por la ecdisona y la hormona tiroidea, 
moléculas que actúan a través de 
receptores de la misma familia a la que 
pertenecen los receptores de AR (Hall and 
Thummel 1998; Das, et al. 2002). También 
se sabe que la administración de dosis 
tcratogénicas de AR genera un incremento 
en la muerte celular en aquellas regiones 
del embrión donde normalmente ya está 
ocurriendo este proceso (Sulik and Dehart 
1988; Sulik, et al. 1988), o en aquellas 
regiones donde esta próxima a ocurrir. Así 
mismo la expresión de algunas de las 
enzimas involucradas en la biosíntesis de 
AR (e.g. Raldh-2) y algunos receptores (en 
particular el RAR-13) colocaliza con varias 

regiones apoptóticas. Nuestro laboratorio 
ha reportado que la administración de AR 
provoca apoptosis en células de cuerpos 
embrionarios, células derivadas de la masa 
celular interna de un blastocisto. Esta 
muerte celular se encuentra asociada a un 
incremento en la producción de radicales 
libres y puede prevenirse suministrando 
proteínas antioxidantes como catalasa o 
superóxido dismutasa (Castro-Obregón 
and Covarrubias 1996). Por otra parte, 
existe una cepa de ratones mutantes 
denominada "hammertoes" los cuales 
nacen con los dedos fusionados debido a 
que no sufren el proceso natural de muerte 
celular interdigital. Sin embargo cuando se 
administra AR a las ratonas gestantes se 
logra reactivar la muerte interdigital y el 
fenotipo se revierte (Zakeri and Ahuja 
1994). 

Una evidencia muy importante 
sobre la participación del AR en la MCP 
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proviene del análisis del ratón mutante 
para los receptores RARJ3"/RARy. Este 

ratón presenta una reducción en la muerte 
celular interdigital, por lo que también 
nacen con los dedos fusionados. Esta 
reducción en la muerte celular está 
acompañada por una disminución notoria 
en la expresión del gene Bmp-7 en el tejido 
interdigital (Dupé, et al. 1999). 
Recientemente otro grupo demostró que el 
AR regula directamente la MCP en los 
interdígitos de pollo. En estos 
experimentos incrementan la muerte 
interdigital aplicando AR exógeno y la 
impiden aplicando un antagonista que 
bloquea la acción transcripcional de los 
receptores RAR. En esta condición 
también hay una reducción en la expresión 
de Bmp-7 (Rodriguez-Leon, et al. 1999). 
Las anteriores son dos de las evidencias 
mas sólidas que existen acerca de la 
regulación por AR de la muerte celular 
embrionaria. 

AR como teratógeno. 
Desde hace muchos años se 

conocen los efectos teratogénicos 
provocados por dosis excesivas de 
vitamina A y sus derivados. Uno de los 
mas potentes es el AR all-trans. El efecto 
teratogénico depende de las dosis y etapa 
del desarrollo en el que se suministre. Se 
ha reportado toda una serie de 
malformaciones principalmente 
craneofaciales y en extremidades (Abbott, 
et al. 1989). El AR induce la generación de 
exoencefalia y espina bífida, en algunos 
casos genera ciclopia, micrognatia, 
generación de extremidades posteriores 



extras, mesomelia, transformaciones 
homeóticas en vértebras, duplicaciones o 
deleciones de dígitos, situs inversus, 
paladar hendido, malfonnaciones del oído, 
ojos etc. Esta amplia gama de alteraciones 
se debe en parte a Ja cantidad de eventos 
celulares en Jos que está involucrado el AR 
de manera normal. Otras se explican por 
su capacidad para inhibir la expresión de 
moléculas importantes para el desarrollo, 
como Shh (Helms, et al. 1997). Otras más 
se deben a su capacidad para exacerbar la 
muerte celular o para inducirla en regiones 
donde normalmente no la hay. Se ha 
propuesto que la etiología de algunas de 
estas malformaciones, como tubo neural 
abierto y mesomelia, se deben al 
incremento en la muerte celular durante su 
morfogénesis. Por ejemplo, el 
acortamiento de las extremidades, 
(mesomelia) se debe en parte a Ja muerte 
celular excesiva que provoca en el 
ectodermo apical, estructura reponsable 
del crecimiento de la extremidad (Sulik 
and Dehart 1988). En principio, cualquier 
alteración en Ja muerte morfogenética 
tendrá un efecto teratogénico. 

Desarrollo del paladar 
Origen y desarrollo. 

El paladar secundario tiene la 
función principal de separar la 
orofaringe de la nasofaringe. Es una 
estructura presente únicamente en los 
vertebrados amnióticos, aunque existen 
primordios o estructuras homólogas en 
algunos peces (Shah, et al. 1990). 

En el ratón se origina alrededor 
del día 12 de la gestación. Inicialmente 
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son dos primordios simétricos que 
emergen del proceso maxilar, los cuales 
se forman a su vez a partir del primer 
par de arcos branquiales. Poco después 
se forman dos placas que crecen primero 
en posición vertical con respecto al 
techo de Ja boca y alrededor de Jos 14 
días de gestación se elevan y adquieren 
una posición horizontal. En este 
momento se encuentran muy cerca una 
placa de la otra y alrededor de Jos 14.5 
días post coito (dpc) hacen contacto, se 
adhieren y se fusionan (Ferguson 1988). 
La fusión implica la desaparición del 
epitelio que separa ambas placas 
llamado epitelio medial (EM). Mas 
adelante el paladar se osifica en la parte 
central de la región anterior (paladar 
duro) quedando sin osificar Ja parte 
posterior (paladar blando). 

En las aves no se da el proceso 
de fusión, de manera que existe una 
abertura a lo largo de ambas placas. Esto 
es igual en la mayoría de los reptiles 
aunque en Jos cocodrilos si hay fusión y 
formación de una sola estructura. 
(Ferguson 1987). 

En el humano la formación de 
paladar hendido puede revertirse 
mediante cirugía, sin embargo y a pesar 
de que es una alteración leve en un 
órgano simple, es letal en otros 
mamíferos ya que altera la capacidad 
para comer y respirar adecuadamente. El 
paladar hendido es una de las 
malformaciones más comunes en el ser 
humano, su incidencia es de alrededor 
de 1 en 700 nacimientos en los Estados 
Unidos, 1 en 400 en poblaciones 



asiáticas y americanas y la más baja 
incidencia ocurre en poblaciones 
africanas que es de 1 en 1500 
nacimientos. Esta malfonnación tiene 
múltiples etiologías, cualquier alteración 
de los procesos que participan en su 
formación pueden generar paladar 
hendido. Diferentes compuestos 
químicos (Abbott and Birnbaum 1989; 
Abbott, et al. 1989) y alteraciones en 
varios genes (Lohnes, et al. 1994; 
Kaartinen, et al. 1995; Miettinen, et al. 
1999) generan paladar hendido. De 
hecho el paladar embrionario se utiliza 
como modelo in vitro para probar 
diferentes compuestos con potencial 
teratogénico (Abbott and Buckalew 
1992). 

Proceso de fusión. 
La fusión del paladar ocurre 

después de una serie ordenada de 
procesos. El primero es el crecimiento, 
elevación y acercamiento de ambas 
placas. Después sigue el contacto y la 
adhesión entre los epitelios del borde 
más exterior. Este es el llamado EM y 
presenta características diferentes al 
epitelio de la región oral, (el cual esta 
estratificado y se queratiniza 
posteriormente) y al de Ja parte nasal 
(éste se convierte en un epitelio 
secretorio). El EM esta confonnado por 
dos tipos de células, las epiteliales 
basales y las peridermales. Las primeras 
tienen una morfología cuboidal y se 
encuentran en contacto con la lámina 
basal. Las segundas son células que se 
encuentran encima de las basales, están 
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en contacto con el líquido amniótico y 
tienen morfología redonda y aplanada. 
Después de que los epitelios de ambas 
placas se'adhieren, fonnan una sola capa 
de células epiteliales denominada 
juntura epitelial media. Esta capa celular 
tiene que desaparecer para permitir la 
continuidad del mesénquima subyacente 
y completarse la fusión. Cualquier 
alteración de estos procesos 
potencialmente puede generar paladar 
hendido. 

Adhesión. 
El EM presenta características 

morfológicas y moleculares particulares. 
Produce proteoglicanos que le confieren 
propiedades adhesivas (Pratt and Hassell 
1975); de hecho, Ja adhesión entre 
ambas placas es tan fuerte que al tratar 
de separarlas es más fácil que se rompa 
el epitelio de alguna de ellas antes de 
que se separen. 

El EM expresa diferentes 
factores de crecimiento como Tgf-{33, el 
receptor /JI a TgffJ, Egf. el receptor a 
Egf. Tgf a, Bmp-7, Fos, co/agenasa 3, a 

actina de músculo liso y otros 
(Fitzpatrick, et al. 1990; Dixon, et al. 
1991 ; F erguson, et al. 1992; Citterio and 
Gaillard 1994; Blavier, et al. 2001 ). Es 
importante mencionar que el ratón 
mutante para TGFP-3 presenta como 

única malformación paladar hendido 
(Proetzel, et al. 1995). El análisis del 
EM en este ratón demuestra que hay una 
deficiencia en la capacidad adhesiva, las 
células peridermales no producen 



proteoglicanos y no emiten 
prolongaciones citoplasmáticas que 
normalmente interdigitan al momento 
del contacto (Martínez-Alvarez, et al. 
1996). 

Muerte celular. 
Desde hace muchos años se 

demostró que durante la degeneración 
del EM, las células que lo conforman 
presentaban características de tipo 
apoptótico (DeAngelis and Nalbandian 
1968; Farbman 1968; Smiley and Dixon 
1968; Morí, et al. 1994; Taniguchi, et al. 
1995). Aunque en esas época el término 
se desconocía o no se utilizaba, las 
descripciones morfológicas 
(principalmente haciendo uso de la 
microscopía electrónica) indican que 
esta es muerte celular de tipo apoptótica. 
Esta idea predominó hasta que nuevos 
estudios sugirieron que el EM 
desaparecía por migración o 
transformación epitelio-mesénquima. La 
idea, o propuesta, de que el EM 
desaparece mediante este mecanismo 
celular, a pesar de no presentar 
evidencias claras, fue sustituyendo a la 
de la muerte celular y es la que 
prevalece actualmente (Martinez­
Alvarez, et al. 2000) (Young, et al. 
2000). 
Migración. 

Existe un sólo. reporte donde se 
muestra que la desapatidón del EM, y 
por lo tanto la _fusión, ocurre por 
migración. En este trabajo marcan el EM 
con un colorante lipofilico fluorescente 
y siguen su destino mediante 
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microscopía confocal. Observaron una 
acumulación de células marcadas en los 
vértices del epitelio oral y nasal al 
mismo tiempo que desaparecíanéde la 
parte central del epitelio. En 
consecuencia asumieron que las células 
del EM se estaban integrando a· estos 
epitelios (Carette and Ferguson 1992). 

Transformación epitelio-mesénquima 
La transformación epitelio 

mesénquima (TEM) es la trans 
diferenciación de una célula de tipo 
epitelial, en una de tipo mesenquimático. 
Una vez transformada, la célula 
mesenquimática adquiere la capacidad 
migratoria necesaria para su localización 
)ajos de su lugar de origen donde 
participa en Ja formación de distintos 
tipos celulares y estructuras (Boyer, et 
al. 1996). La célula transformada 
siempre tiene una función posterior. 

Este fenómeno se ha reportado 
con detalle y rigor en varias estructuras 
embrionarias. Durante el desarrollo del 
corazón, por ejemplo, se sabe que las 
células endoteliales que recubren la 
región correspondiente al canal 
atrioventricular se transforman en 
mesénquima, migran a través de la 
matriz extracelular subyacente y forman 
los precursores de las válvulas del 
corazón (Markwald, et al. 1975). 
También las células de la cresta neural 
se forman cuando el epitelio dorsal del 
tubo neural se transforma en 
mesénquima. Estas células migran a 
diferentes regiones del embrión 
formando células nerviosas, 



melanocitos, cartílago, tejido conectivo 
y otras (Duband, et al. 1995). 

Durante la TEM ocurren 
cambios importantes en las células 
transformadas, estos cambios son 
bastante drásticos, implican el cambio 
total del fenotipo epitelial al 
mesenquimático o viceversa, lo que se 
asocia con cambios en la expresión de 
diferentes moléculas de adhesión (Prieto 
and Crossin 1995), matriz extracelular y 
citocinas (e.g. EGF, FGF-1, TGF-¡3 

etc.). 
Existen varios reportes en los 

que observan TEM de las células del 
EM (Fitchett and Hay 1989; Shuler, et 
al. 1991; Griffith and Hay 1992; Shuler, 
et al. 1992; Kaartinen, et al. 1997; 
Martinez-Alvarez, et al. 2000). El 
primer trabajo que reporta este 
fenómeno de TEM fue realizado 
mediante microscopía electrónica. En 
los otros artículos generalmente utilizan 
colorantes lipofílicos para marcar el 
epitelio y seguir el destino de estas 
células. En todos los casos la presencia 
de células transformadas es muy baja y 
algunos datos son poco claros. A pesar 
de esto se menciona en la literatura al 
paladar como uno de los pocos órganos 
donde la TEM ocurre, y es esta idea la 
que prevalece actualmente. 

El paladar como modelo de estudio de 
muerte celular en el desarrollo. 

El paladar es una estructura 
que puede ser cultivada in vitro 
mediante la técnica denominada cultivo 
de órganos. El desarrollo in vitro es muy 
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similar a lo que sucede in vivo. Durante 
el desarrollo del paladar hay MCP en 
dos regiones, las crestas y el EM. Ambas 
muertes son reproducibles bajo las 
condiciones de cultivo. En las crestas, la 
MCP esta asociada a la proliferación y 
crecimiento de esa estructura. En 
cambio, la MCP en el EM no está 
asociada a proliferación (de hecho este 
tejido no prolifera desde los 13.5 dpc, 
mucho tiempo antes de que ocurra la 
fusión). Podemos decir que la primera es 
muerte celular de tipo histogénetica y la 
segunda de tipo morfogenética. Estos 
dos tipos de MCP en el mismo órgano 
permiten ensayar los efectos de 
diferentes compuestos sobre ambos tipos 
de muerte a la vez y realizar 
comparaciones que nos faciliten 
discernir diferencias y similitudes en la 
regulación de la MCP. De hecho en los 
explantes que se emplearon en este 
trabajo están presentes también los 
primordios de los futuros molares. En la 
parte central de estos primordios hay 
una abundante MCP en las mismas 
etapas del desarrollo en que nosotros 
estudiamos la muerte de las crestas y 
EM. Aunque no hemos analizado esta 
MCP, que es de tipo morfogenética, 
resulta interesante también hacer 
comparaciones con las otras dos 
regiones de MCP. 

El paladar al estar conformado 
por dos estructuras simétricas permite, 
por ejemplo, realizar cultivos mixtos 
entre placas de diferentes etapas del 
desarrollo o con otras que pudieran 
sobre expresar o ser deficientes en algún 



gen relacionado con apoptosis, adhesión 
o migración celular. Por esta razón 
consideramos que el paladar es un buen 
modelo para abordar el estudio de la 
MCP. 

Muerte celular en la morfogénesis de 
la extremidad. 

La extremidad en desarrollo es uno 
de los modelos más estudiados y que 
más ha aportado a la biología del 
desarrollo en los últimos años. Es un 
modelo relativamente sencillo en el que 
se han estudiado procesos de 
determinación celular, competencia, 
segmentación, establecimiento de los 
patrones antero-posterior, dorso-ventral, 
proximo-distal y muerte celular. 

La muerte interdigital se ha 
estudiado principalmente en el embrión 
de pollo. En la parte posterior de Ja 
extremidad hay una zona de muerte 
celular denominada región necrótica 
posterior. Muchos de los primeros 
experimentos sobre MCP se hicieron 
transplantando esta región en otras 
adyacentes. La intención de estos 
experimentos era determinar la 
competencia de este tejido para morir y 
la influencia del entorno. La remoción 
del epitelio distal del interdígito es un 
experimento clásico con el que se 
demostró que existen señales 
provenientes de ese epitelio que 
controlan la MCP (Zuzarte-Luis and 
Hurle 2002). 

En los últimos años se ha abordado 
el estudio de la MCP en Ja extremidad a 
nivel molecular. Entre las moléculas 
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que regulan la muerte interdigital están 
miembros de la familia de BMP, en 
particular BMP-2, 4 y 7, los cuales se 
expresan en· estas y otras regiones de · · 
muerte celular y son capaces de acelerar 
el proceso cuando se aplican 
exógenamente (Macias, et al. 1997). De 
manera contraria, si se bloquea la 
actividad de los receptores a BMP se 
evita la MCP (Zou and Niswander 
1996). Hay también factores 
transcripcionales como MSX-1 y 2 que 
regulan la muerte celular; se sabe que si 
se expresa Msx-2 en regiones 
proximales de Ja extremidad se induce 
muerte celular (Ferrari, et al. 1998). 
Otra molécula importante es el AR; la 
ausencia simultánea de Jos receptores 
beta y gama provoca sindactilia como 
consecuencia de la reducción en la 
muerte interdigital (Dupé, et al. 1999). 
Por otro lado, la inhibición de la 
actividad transcripcional de los 
receptores de tipo RAR también impide 
Ja muerte interdigital y abate la 
expresión de Bmp-7 (Rodriguez-Leon, 
et al. 1999). 

JUSTIFICACION. 
La premisa "el AR endógeno 

participa en Ja muerte celular del 
desarrollo" fue Ja idea principal con que 
inició este trabajo. La idea general, que 
es Ja hipótesis con Ja cual empezamos, 
se originó a partir de los trabajos 
realizados en el laboratorio con el 
modelo de cuerpos embrionarios y el 
efecto del AR (Castro-Obregón and 
Covarrubias 1996). En este estudio se 



demostró que 71 AR era capaz de 
inducfr muerte- celular apoptótica 
concomitante a un incremento de las 
especies reactivas de oxigeno (ERO). Al 
disminuir las ERO con antioxidantes 
como catalasa y SOD se impide la MCP 
en los cuerpos embrionarios. También 
basamos nuestros estudios iniciales con 
el trabajo que se realizó en nuestro 
laboratorio utilizando el modelo de 
cultivo de extremidades embrionarias. 
En este sistema el AR es capaz de 
inducir e incrementar la muerte celular 
en las regiones distales de la extremidad 
e interdígitos y puede revertirse al 
bloquearse la síntesis de AR (datos no 
publicados). Paralelamente se realizó 
otro trabajo en el cual se demostró que 
las ERO son más abundantes en las 
regiones destinadas a morir, en 
particular en los interdígitos (Salas­
Vidal, et al. 1998). Esta muerte, al igual 
que en los cuerpos embrionarios, se 
puede revertir por medio de la adición 
de antioxidantes. Adicionalmente, otro 
trabajo de nuestro laboratorio muestra 
que el incremento de muerte celular 
provocado por AR en los interdígitos es 
acompañado por un incremento en la 
cantidad de ERO y por una disminución 
en la actividad de peroxidasas 
(Schnabel-Peraza, artículo sometido). 
La hipótesis de trabajo también se basó 
en las evidencias expuestas en el 
apartado denominado "Acido retinoico 
y su participación en la muerte celular 
del desarrollo" y "AR como 
teratógeno". Cabe mencionar que 
cuando iniciamos este trabajo no 
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existían evidencias directas de la 
participación del AR en la muerte 
celular embrionaria. Con esto en.mente 
nos propusimos demostrar el efécto in 
vitro e in vivo del AR sobre la muerte 
del paladar y su relaCión con la 
formación de paladar hendido. El 
estudio de la MCP nos llevó a 
profundizar en el proceso de la fusión 
de epitelios y, en conjunto, al relacionar 
y entender un poco más los fenómenos 
alrededor de la fusión tales como 
adhesión, extensión convergente, 
migración, etc, nos llevó a concretar 
este trabajo sobre morfogénesis. 

RESULTADOS 

l. Control de la muerte celular por 
AR. 

Desarrollo ele órganos in vitro (ventajas 
del sistema ele cultivo) 

El desarrollo del paladar y la 
extremidad, usando el sistema de cultivo 
de órganos, es muy eficiente y recapitula 
los eventos de crecimiento y MCP que 
ocurren in vivo. La extremidad cultivada 
desde etapas en las que la muerte celular 
no ha comenzado se desarrolla hasta 
etapas en las que la individualización de 
los dígitos es bastante avanzada. A su 
vez el paladar puede ser cultivado en 
etapas previas a la fusión y todos los 
procesos celulares que in vivo penniten 
la degeneración del EM ocurren in vitro. 
Este mismo sistema es utilizado para 
cultivar una gran variedad de órganos y 

estructuras embrionarias, como gónadas, 



riñones e hígado, y el ejemplo de contacto en la parte anterior (al nivel de Ja 
desarrollo -in vitr() mas impresionante . cresta 3 ·.a 6) podemos detectar células 
ocurre (:n el pulmón, el cual si se cultiva m.l2riendo en la parte posterior del paladar, 
cuando presenta solo un par de lóbulos ; regiórlque no ha entrado en contacto (Fig 
puede generar una estructura cori 2A; 14.5 d,e,f, del artículo). b) mas 
abundantes ramificaciones y alveolos; . adelante en el desarrollo, empiezan a 

Mue1te celular durante el desarrollo del 
paladar. 

Con Ja finalidad de entender mejor 
Ja participación de Ja muerte celular en el 
desarrollo, determinamos los patrones 
naturales de muerte utilizando anaranjado 
de acridina. Cuando este colorante es 
utilizado en tejidos vivos es capaz de 
revelar las células en estado de apoptosis 
de manera selectiva, es decir, no detecta 
células necróticas (Abrahams and White, 
1993). El mecanismo de su acción 
selectiva se debe a que la célula apoptótica 
se vuelve mas permeable y la cromatina se 
condensa; esto favorece la entrada y el 
marcaje mas intenso de Jos cuerpos 
apoptoticos. También analizamos la 
muerte utilizando la técnica denominada 
TUNEL. 

A los 12.5 días post coito (dpc) hay 
muerte celular en las dos primeras crestas 
del paladar y en Ja bolsa de Rathke 
(precursor de Ja pituitaria) (Fig 2A del 
artículo). A Jos 13.5 dpc se observa MCP 
en las crestas anteriores pero no en el EM 
(Fig 2A del artículo ). A los 14.5 dpc en 
ningún momento previo al contacto de las 
mitades hay MCP. 

Con una evaluación mas 
cuidadosa de Ja MCP al momento del 
contacto observamos las siguientes 
características: a) cuando se establece el 

18 

aparecer las primeras células muriendo en 
la parte anterior (Fig 2A, 14.5 e,f,del 
artículo), esta muerte celular depende o se 
desencadena por el contacto y sabemos 
que in vifro se requiere de al menos tres 
horas de contacto para que comience (Fig 
3A del artículo). Esta muerte celular es 
precedida por una adhesión muy fuerte. 
Cuando se intentan separar las placas es 
mas fácil que se rompa el epitelio de 
alguna de ellas a que se despeguen. c) en 
Ja parte correspondiente al paladar 
posterior observamos un patrón punteado 
de MCP que posiblemente esté asociada a 
Ja fonnación de papilas gustativas (Fig 2, 
15.5 del artículo). 

Estos resultados evidencian 
dos regiones diferentes en el paladar, una 
zona anterior donde están las crestas y 
cuya muerte celular depende de contacto y 
una zona de fusión posterior, que no 
requiere de contacto para iniciar la muerte 
celular y en la que hay papilas gustativas 
que también presentan MCP. 

Efecto del AR in vitro. 

Al aplicar 20 µM de AR en el 

medio de cultivo observamos dos 
efectos sobre Ja muerte celular. Por un 
lado se incrementa la muerte en las 
regiones donde normalmente ya está 
ocurriendo (Fig 4 A del artículo) y por el 
otro induce Ja que aún no empieza, 



como la del EM antes del contacto (Fig 
3A del artículo). El retino! provoca 
también los mismos efectos aunque hay 
que administrarlo en mayor 
concentración, 200 µM. El retino! por sí 

mismo no tiene actividad biológica, 
debe convertirse en AR para poder tener 
un efecto, por lo tanto el incremento de 
muerte celular provocado por el retino! 
implica que en el paladar existen las 
enzimas encargadas de su síntesis. Este 
efecto del AR sobre la muerte celular 
también ocurre in vivo (ver más 
adelante). 

Los datos anteriores muestran 
una especificidad tanto del efecto como 
de las células que responden al AR. Es 
interesante mencionar que la capacidad 
del AR para inducir muerte celular sea 
temporal ya que solamente ocurre en 
paladares próximos a fusionarse y no en 
aquellos de 13.5 dpc (Fig 3B del 
artículo). Esta capacidad aparece poco a 
poco en el desarrollo a partir de los 14.0 
dpc (Fig. 1) y posiblemente se relacione 
con la aparición de Tgff3-3, ya que éste 

no se expresa a los 13.5 dpc pero sí a los 
14.5 (Fig. 11). 
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Fig. l. Tratamiento con AR por IOhr en placas de 
diferentes etapas del desarrollo. El AR induce 
muerte celular en el EM alrededor de los 14.0 
dpc (flechas). La placa complementaria se utilizó 
como control. 

Fig. II. Hibridación contra Tgfl3-3. La expresión 
aparece alrededor de los 14.0 dpc. En 13.5 no se 
detecta señal. 



Además existe en 14.5 dpc una 
capacidad del epitelio para morir en 
respuesta al contacto que no existe en 
placas de 13.5 dpc. Cuando se impide el·· 
contacto de una placa de 14.5 dpc con su 
contraparte, la MCP no es tan abundante 
o evidente (Fig 3A, -contacto del 
artículo) como cuando hay el estímulo 
del contacto (Fig 3A, +contacto del 
artículo) aun cuando eventualmente 
empieza a aparecer después de 6 hr 
aproximadamente. Si se administra AR 
en ausencia de contacto es posible 
inducir muerte celular abundantemente 
en un lapso de tiempo similar al que 
ocurre si se pusieran en contacto (Fig 
3A, at-RA del artículo). 

Inhibición de la síntesis de AR. 
Se han usado diversas 

estrategias para evitar la acción del AR y 
poder analizar el efecto biológico de su 
ausencia. Una de ellas es utilizar 
inhibidores de las enzimas encargadas 
de su biosíntesis o de la actividad 
transcripcional de los receptores. El 
citral es un inhibidor reversible de las 
alcohol y aldehído deshidrogenasas que 
se ha utilizado con éxito en muchos 
modelos (ratón, pollo y Xenopus) para 
bloquear Ja producción de AR 
(Kikonyogo, et al. 1999) (Schuh, et al. 
1993). Además de bloquear las dos 
enzimas tiene la ventaja de que existe el 
nerol, compuesto que tiene un grupo 
alcohólico en vez de un grupo aldehído 
y que puede ser utilizado como control 
pues no presenta actividad inhibitoria. 
En el presente trabajo utilizamos 
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también un agonista y un antagonista de 
.los RAR (Johnson, et al. 1995). 

El tratamiento con 50 µM de 

citral en paladares próximos a fusionarse 
provoca Ja inhibición del proceso de 
MCP analizado después de 8 hr de 
cultivo (Fig 4A del artículo) (después de 
24 hr de cultivo Ja inhibición se 
mantiene). Con el tratamiento 
simultáneo de citral (50 µM) más retino) 
(200 µM) se mantiene Ja inhibición, el 

citral evita Ja biosíntesis de AR a partir 
del retino) tanto endógeno como 
exógeno. En el tratamiento simultáneo 
con citral y AR observamos que la 
muerte celular no disminuye. En este 
caso el citral estaría inhibiendo Ja 
biosíntesis del AR endógeno pero Ja 
administración de AR exógeno permite 
que el proceso de muerte ocurra de 
manera casi normal. Los tratamientos 
con nerol no tienen efecto sobre la 
muerte celular y el paladar se fusiona 
adecuadamente. Los paladares tratados 
simultáneamente con nerol y AR o 
retino] presentan un comportamiento 
parecido a Jos tratamientos con AR y 
retino] solos, es decir, un incremento en 
la muerte. 

Para confirmar los datos 
anteriores utilizamos un agonista 
sintético específico de los receptores de 
AR de tipo RAR llamado AGN 191183. 
Este compuesto incrementa la muerte 

celular de la misma forma en que Jo 
hace el AR, sugiriendo fuertemente que 
su efecto es mediado por receptores de 
tipo RAR. Utilizando el antagonista 



AGN 193109 se reduce la cantidad de 
muerte celular presente en el paladar y 
disminuye la que genera el AR o el 
agonista sintético (Fig 4B del articulo). 

Algunos genes regulados por AR en el 
paladar. 

Consideramos importante analizar 
tres moléculas que participan en la MCP 
en otros sistemas y que se expresan en el 
paladar, así como determinar si están 
reguladas transcripcionalmente por AR. 
Se ha reportado la expresión de S/z/z en 
las crestas del paladar (Bitgood and 
McMahon, 1995) y TgffJ-3 en el EM 

(Fitzpatrick, et al. 1990; Pelton, et al. 
1990). Nosotros determinamos que 
Bmp-7 se expresa en ambas regiones del 
paladar. Las tres moléculas han sido 
estudiadas ampliamente y sus rutas de 
señalización y transducción son bien 
conocidas, de manera que su estudio 
podría revelar algún mecanismo 
molecular involucrado en la muerte 
celular mediada por AR. 

Los experimentos muestran que 
Shh deja de expresarse en las crestas en 
presencia de AR y también de citral (20 
y 50 µM respectivamente) después de 1 O 

hr de cultivo (Fig 5 B, C del artículo). 
Esta inhibición la hemos observado 
desde las 5 hr de cultivo. Ambos efectos 
pueden parecer contradictorios pero 
existen reportes que apoyan estos 
resultados. En algunos casos el AR 
inhibe la expresión de Shh (Helms, et al. 
1997) y en otros el AR es necesario para 
su expresión (Helms, et al. 1994). Estos 
resultados no correlacionan con el efecto 
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sobre la muerte celular que tiene el AR, 
de manera que es poco probable que Shh 
participe directamente en la muerte de 
las crestas. Un dato que apoya esta 
afirmación lo obtuvimos aplicando un 
inhibidor de la señalización por Shh 
llamado ciclopamina. Este inhibidor es 
muy potente y se ha utilizado por 
muchos grupos de investigación para 
estudiar las funciones de Shh 
(Incardona, et al. 1998). Este inhibidor 
utilizado en concentraciones similares (5 
µM) y aún mas altas a las reportadas 
para bloquear la señal de SHH ( 1 O y 20 
µM), no altera el patrón de MCP que se 

observa en las crestas (datos no 
mostrados). Probablemente su función 
tenga mayor relación con la alta 
proliferación celular que ocurre en esta 
estructura. 

La expresión de T g ff3..::.J 
disminuye con el tratamiento con AR 
(Fig 5 L del artículo), con citral se 
incrementa (Fig 5 M del articuló), y el 
resto de las condiciones no alteran la 
transcripción de este gene. Este 
comportamiento no correlaciona con la 
muerte celular. Resulta improbable 
entonces que Tgff3-3 sea regulado por el 

AR positivamente y que participe 
directamente en la muerte celular del 
EM. Aún asi decidimos realizar algunos 
experimentos aplicando la proteína de 
manera exógena y bloqueando la 
endógena con anticuerpos 
neutralizantes. 

La expresión de Bmp-7 coincide 
con la MCP tanto en el EM como en las 



crestas y su expresión disminuye con 
citral (Fig SH del artículo) y aumenta 
con AR (Fig 50 del artículo), tal y como 
ocurré con la muerte celular. Este 
resultado coincide con otros reportes que 
muestran datos similares, por ejemplo, el 
AR regula la muerte interdigital a través 
de aumentar la expresión de Bmp-7 en 
las extremidades de pollo. Nuestros 
datos muestran que si se bloquea la 
producción de AR disminuye la 
expresión de Bmp- 7 coincidiendo con lo 
reportado por otros grupos. 
Considerando lo anterior decidimos 
estudiar en mayor detalle esta 
correlación. 

BMP-7 en la muerte celular de la 
extremidad y el paladar 

Inicialmente se aplicó la proteína 
BMP-7 embebida en micro esferas. Las 
esferas fueron implantadas en diferentes 
regiones del paladar (Figura 6A del 
artículo) y la muerte celular se analizó 
después de 1 O y 24 hr de cultivo. En 
ninguna región observamos que BMP-7 
provocara MCP. En presencia de AR no 
detectamos un incremento de muerte 
celular mayor a la que induce el propio 
AR. 

Para bloquear la acción de la 
proteína endógena aplicamos de la misma 
manera la proteína Noggin. Tampoco 
observamos disminución en la MCP en las 
crestas y el EM. 

Realizamos experimentos similares 
utilizando la extremidad como modelo. 
Tanto BMP-7 como Noggin mostraron los 
efectos esperados, es decir, BMP-7 induce 
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una abundante muerte celular cuando se 
aplica en el interdígito y Noggin la 
previene (Fig. 6C, D del artículo). 
Observamos que BMP-7 también es capaz 
de provocar muerte celular en otras 
regiones de la extremidad como la punta 
de los dígitos y tarso, regiones donde no se 
expresa normalmente Bmp- 7. Los datos 
anteriores muestran que las proteínas 
utilizadas tienen la actividad esperada y 
concuerdan con datos reportados en la 
literatura por otros grupos (Macias, et al. 
1997) (Merino, et al. 1998). Por lo tanto la 
falta de efecto en el paladar no se debe a 
que las proteínas no sean funcionales. 

Otra serie de experimentos los 
realizamos infectando con un adenovirus 
que produce la proteína SMAD-6 con la 
finalidad de bloquear la transducción por 
BMP-7. La infección la realizamos 
incubando paladares de 13.5 dpc durante 
1.5 hr con 15 µ 1 de sobrenadan te que 

contiene el adenovirus. Después de este 
tiempo se lavaron los paladares con medio 
de cultivo L 15 y se pusieron en cultivo. 
Cabe mencionar que previamente 
realizamos una infección con otro 
adenovirus que produce Lac-Z para 
determinar las mejores condiciones de 
infección (Figura 6E del artículo). Después 
de 24 hr de la infección analizamos la 
muerte celular y no detectamos cambios en 
los patrones y cantidad de MCP en las 
crestas y en la zona de fusión. 

Los resultados anteriores los 
corroboramos nuevamente en el tejido 
interdigital. En estos experimentos 
inyectamos con una micropipeta una 
pequeña cantidad del mismo sobrenadante 



(aprox O.O 1 µl). Previamente hicimos 

pruebas con el mismo adenovirus que 
expresa Lac-Z para determinar la cantidad 
y extensión de la infección (Figura 6F del 
artículo). Después de 24 hr de la infección 
detectamos una reducción en la MCP de la 
zona interdigital inyectada (Figura 6 G,H 
del artículo). Estos resultados muestran 
que el adenovirus es capaz de infectar 
eficientemente y generar el efecto 
esperado. 

Las estrategias que utilizamos son 
iguales a las reportadas por otros grupos y 
logramos reproducir los efectos que se 
atribuyen a BMP-7 en el control de la 
MCP de la extremidad. Por lo tanto los 
resultados negativos obtenidos en el 
paladar fueron inesperados y sugieren que 
BMP-7 no participa directamente y no es 
esencial en la MCP de esta estructura 
como ocurre en el interdígito. Nuestros 
datos difieren de los reportados para otras 
estructuras embrionarias como los 
interdígitos y los rombómeros (Graham, et 
al. 1996; Macias, et al. 1997). 

TGF(3-3 y la MCP. 

TGFP-3 es un factor de crecimiento 

necesario para la formación del paladar. La 
acción de TGFP-3 no se ha relacionado 

con MCP, al menos en el caso del paladar. 
Por esta razón realizamos experimentos 
enfocados a determinar su posible 
participación en la MCP. Mediante 
inmunohistoquímica detectamos tanto a 
TGFP-3 como a uno de sus receptores, el 

receptor de tipo 3 o betaglicano. El patrón 
de ambas proteínas ya se ha reportado por 
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otros grupos y se encuentra restringido al 
EM (Fitzpatriek, et al. 1990; Cui and 
Shuler 2000). 

Realizamos experimentos en los 
que adicionamos la proteína TGFP-3 
recombinante a cultivos de paladar. Estos 
cultivos los realizamos en paladares de 
13.2, 13.5, 14.0 y 14.5 dpc. Agregamos la 
proteína al medio o embebida en esferas de 
acrílico (lmg/ml). En ningún caso 
observamos un aumento de la MCP en el 
EM. También aplicamos un anticuerpo 
neutralizante específico para TGFP-3 bajo 
las mismas condiciones. En ningún caso 
detectamos una reducción en la MCP del 
EM. Estos datos nos muestran que, con 
estas estrategias, TGFP-3 no regula la 
MCP de manera directa o única, como lo 
hace BMP-7 al aplicarse en la extremidad. 
Además los resultados al inhibir la 
migración de las células peridermales 
indican que su función tiene más relación 
con la adhesión y la migración (ver 
discusión). 

La muerte celular en la etiología del 
paladar hendido. 

Inhibición de la MCP y su efecto en la 
fusión. 

Un paso fundamental para la 
fusión del paladar es la desaparición del 
EM, por lo tanto, nos preguntamos si la 
inhibición de la MCP de este epitelio 
impide la fusión. Puede resultar 
simplista, pero la idea prevaleciente en 
la literatura es que la desaparición de 



este epitelio ocurre por TEM y no por 
muerte celular. 

La aplicación de 100 µM de z­

V AD (inhibidor de amplio espectro de 
caspasas) inhibe la MCP en las crestas y 
en el EM. También bloquea la muerte 
celular inducida por AR y retino), 
indicando que esta muerte es de tipo 
apoptótica (Fig. 7 A del artículo) El 
análisis histológico después de 24 hr de 
cultivo demuestra que el EM no 
desaparece en presencia de 100 µM de z­

V AD. El citral, al bloquear la síntesis de 
AR y disminuir la MCP genera un efecto 
similar al del z-V AD (Fig. 7B del 
artículo). Por lo tanto, la MCP es 
necesaria para la fusión. Alteraciones en 
la muerte de este epitelio, ya sea una 
disminución o un aumento, 
potencialmente pueden generar paladar 
hendido. 

Incremento de la MCP y su efecto en la 
fusión (efecto teratogénico del AR). 

Se sabe que la aplicación de 
AR o retino) provoca una alta incidencia 
de paladar hendido en ratonas gestantes, 
sin embargo nunca se ha propuesto ni 
relacionado la muerte celular como 
causa etiológica de esta malformación. 
Por lo anterior y con base en los 
resultados obtenidos in vitro decidimos 
aplicarlo in vivo en embriones de 
aproximadamente 14.2 dpc, etapa 
previa a la fusión de las placas. 

El análisis de los paladares 
disecados a los 18.5 dpc muestra una 
incidencia de un 73 % de paladar 
hendido (Fig 8 G, H del artículo). Este 
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fenotipo pudiera deberse a un 
incremento prematuro en la muerte 
celular del EM, tal y como ocurre en los 
experimentos in vitro. Por lo tanto 
evaluamos la MCP después de 6-8 hr de 
la inyección, en etapas (14.8 dpc) en las 
que el paladar debería estar ya 
fusionado. Observamos que los 
paladares muestran una abundante MCP 
en las crestas y en el EM en etapas 
previas al contacto (Fig 8 C, D del 
artículo) así como en los que ya están 
fusionándose (Fig 8 A, B del artículo). 

Utilizando la técnica de 
TUNEL sobre cortes histológicos, 
confirmamos esta inducción prematura 
de muerte celular en el EM (Fig 8 E, F 
del artículo). Proponemos que la 
alteración en el orden de los eventos, es 
decir, MCP antes de adhesión (contrario 
a lo que sucede normalmente), genera 
paladar hendido. 

Los datos anteriores muestran 
que tanto una disminución como un 
incremento en la muerte celular se 
relacionan con la formación de paladar 
hendido. 

II. Análisis de los procesos celulares 
que participan en la fusión. 

La transformación epitelio-mcsénguima. 
En el laboratorio hemos estudiado 

el proceso de MCP asociado a la fusión. 
Nuestros resultados muestran que las 
células del EM del paladar sufren 
muerte celular apoptótica. Sabemos 
también que si bloqueamos la MCP se 
evita la degradación de este epitelio. Sin 



embargo no podemos descartar la 
posibilidad de que también esté 
ocurriendo la diferenciación de este 
epitelio en mesénquima. 

Las evidencias reportadas en las 
que se apoya la hipótesis de la TEM 
consideramos que son pobres y poco 
claras, por lo tanto, decidimos analizar 
este fenómeno y determinar si mantiene 
relación con la MCP y cual pudiera ser 
la función de estas células una vez 
transformadas. 

Decidimos estudiar el destino de 
las células del EM siguiendo diferentes 
estrategias, algunas previamente 
utilizadas por otros grupos: (1) 

marcamos el epitelio con colorantes 
fluorescentes y seguimos el destino de 
las células mediante histología a 
diferentes tiempos del cultivo. (2) 
implementamos una metodología 
recientemente publicada utilizada para 
estudiar migración celular (K.night, et al. 
1999). (3) infectamos el EM con un 
adenovirus que produce Lac-Z para 
posteriormente siguir el destino de las 
células infectadas. (4) para la última 
estrategia se utilizó una línea de ratones 
que expresa la proteína verde 
fluorescente consti tu ti vamente. 
Cultivamos una mitad fluorescente con 
otra nonnal y posteriormente seguimos 
el destino de las células fluorescentes. 

1) Marcaje y seguimiento del EM en cortes 
alternados. 

La degeneración del EM en nuestro 
sistema de cultivo ocurre en poco menos 
de 24 hr, de manera muy similar a lo que 
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ocurre in vivo. Así entonces,. cualquier 
fenómeno cefolár qÜe'partiCip~ el1 la fusión 
debe ser· detectádo en este lapso. 
Inicialmente marcamos el EM con un 
colorante fluorescente que una vez dentro 
de la célula no puede pasar a otras células 
ni atravesar la lámina basal llamado ester 
de 5-6-carboxi 2-7- diclorofluorescein 
diacetato (CSFCE). Marcamos el epitelio y 
realizamos un seguimiento del mismo a 3, 
6, 12 y 24 hr. Previamente reportamos que 
existen diferencias entre la parte anterior 
del paladar (paladar duro) y la parte 
posterior (paladar blando) con relación al 
inicio de la MCP (Cuervo, et al. 2001 ), por 
lo tanto, decidimos analizar el EM tanto en 
la parte anterior (aproximadamente al nivel 
de las crestas 2-4) como en la posterior (a 
la mitad del paladar posterior). 

Después de 3 hr de contacto la 
adhesión es bastante fuerte y no hay signos 
de degeneración o migración celular en el 
EM (Fig. 1 A, CCFSE, del segundo 
artículo). Seis horas después del contacto, 
el epitelio comienza a fragmentarse y 
empiezan a conformarse los triángulos 
epiteliales (engrosamientos del epitelio en 
los vértices oral y nasal). Tampoco 
detectamos células fluorescentes fuera del 
EM. Doce horas después del contacto la 
fragmentación es mayor y la degradación 
del epitelio es completa a las veinticuatro 
horas. En ninguna de las etapas analizadas 
detectamos células adquiriendo la típica 
morfología mesenquimatosa ni tampoco 
células migrando fuera del epitelio como lo 
han reportado otros grupos (Fitchett and 
Hay 1989; Shuler, et al. 1991; Griffith and 



Hay 1992; Shuler, et al. 1992; Kaartinen, 
et al. 1997; Martinez-Alvarez, et al. 2000). 

Con esta misma estrategia de 
marcaje realizamos un análisis histológico 
sistemático cada 12 µm a lo largo de toda 

la zona de fusión en paladares cultivados 
por 24 hr. Inicialmente analizamos 364 
cortes y solamente detectamos 22 células 
fluorescentes en la reg1on donde 
previamente se encontraba el EM y que 
posiblemente pudieran representar células 
epiteliales transformadas en mesénquima. 
Sin embargo todas estas células 
presentaban una morfología lobulada típica 
de la apoptosis. Posteriormente realizamos 
un experimento similar donde además 
analizamos simultáneamente la MCP 
mediante la técnica de TUNEL. En esta 
serie de experimentos analizamos 92 cortes 
y detectamos 12 células que 
potencialmente pudieran ser 

con un vibratomo rebanadas de 200 µm y 
cultivarlas. Esta metodología nos permitió 
seguir el destino de las células del EM en 
un mismo corte y de manera continua. 
Después de 3 hr de contacto el EM está 
íntegro y no hay signos de degeneración 
(Fig. 2 del segundo artículo). Después de 6 
hr empieza a adelgazarse y los trángulos 
epiteliales se han formado claramente 
(flechas). Después de 12 hr el epitelio está 
fragmentado y no hay células marcadas 
fuera de él. A las 24 hr, aunque hay una 
gran cantidad de fragmentos fluorescentes 
en donde previamente estuvo el EM, no 
hay células transformadas que hayan 
migrado hacia el mesénquima adyacente. 
Estas células fragmentadas coinciden en su 
mayoría con células apoptóticas (TUNEL). 
En ningún momento observamos TEM ni 
migración celular. 

mesenquimáticas. En estas células 3) Marcaje LacZ por infección adenoviral. 
detectamos una señal positiva para la 
reacción de TUNEL, indicando que están 
en proceso apoptotico (Tabla 1, segundo 
artículo). Con este análisis descartamos la 
posibilidad de interpretar crroncamente a 
estas células como mesenquimáticas. Estas 
son en realidad los restos de células 
epiteliales apoptóticas que quedan al final 
del proceso de fusión. 

2) Seguimiento en rebanadas vivas. 
Recientemente fue publicada una 

metodología que permite el seguimiento de 
células migratorias in vivo utilizando un 
sistema de cultivo de rebanadas (Knight, et 
al. 1999). Consiste básicamente en 
embeber el tejido en agarosa al 5%, cortar 
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La infección con un adenovirus que 
produce Lac-Z se realizó en paladares de 
13.5 dpc los cuales fueron cultivados por 
24 hr + 3, 6, 12 o 24 hr. Básicamente 
observamos el mismo resultado que con 
los ensayos anteriores (Fig. l del segundo 
artículo). No detectamos células azules con 
morfología de mesénquima fuera de la 
línea de fusión. Después de 24 hr de 
cultivo el EM prácticamente había 
desaparecido y las únicas células azules 
observadas corresponden al epitelio oral y 
nasal. Analizamos 60 cortes de 50 µm 

tomados a todo lo largo de la línea de 
fusión y no detectamos células azules que 
presentaran morfología mescnquimatosa. 
Este dato también muestra que es muy baja 



la probabilidad de que alguna célula queda después de que ha ocurrido la MCP 
infectada del epitelio se haya transformado en los triángulos epiteliales. 
en mesénquima. 

4) Cultivos mixtos con paladares de 
ratones GFP. 

Utilizamos para estos experimentos 
un ratón que expresa la proteína verde 
fluorescente en todos los tejidos. Después 
de 3 hr de cultivo hay una adhesión fuerte 
y el epitelio se encuentra íntegro (ver 
campo claro) (Fig 1 del segundo artículo). 
Después de 6 hr el epitelio presenta 
condensaciones celulares que 
corresponden a cuerpos apoptoticos, los 
cuales se hacen más abundantes y 
evidentes a las 12 hr de cultivo (flechas). A 
las 24 hr el epitelio ha desaparecido, 
solamente registramos una pequeña 
cantidad de cuerpos apoptoticos y no 
presenciamos en ningún momento 
migración celular o células con morfología 
mesenquimatosa. Este análisis también 
muestra que las células del MES una vez 
adheridas se intercalan (Fig 1. asteriscos, 6 
y 12 hr del segundo artículo), fenómeno 
celular que no sabíamos que ocurría. Esta 
intercalación de células se ha observado y 
estudiado en otros organismos y se le ha 
denominado extensión convergente. Su 
función es la de pennitir el crecimiento o 
extensión de una estructura sin que exista 

proliferación celular. 
Adicionalmente, observamos que el 

epitelio adyacente a la zona de fusión 
migra de una mitad a la otra (Fig. 1 B del 
segundo artículo). Posiblemente este 
movimiento de rearreglo tenga como 
finalidad cerrar el espacio epitelial que 
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Función de las células peridermales. 
El EM esta conformado por células 

epiteliales cuboidales y por células 
peridermales que presentan prolongaciones 
que se interdigitan cuando entran en 
contacto una placa del paladar con la otra 
(Martínez-Alvarez, et al. 2000). Estas 
interdigitaciones están ausentes en el ratón 
mutante para la proteína TGF¡3-3, el cual 

presenta paladar hendido. Se ha propuesto 
que las células peridennales participan en 
la adhesión que precede a la fusión. 

Confonnación de los triángulos epiteliales 
Marcamos las células peridennales 

con un pulso por 30 segundos de colorante 
CSFCE (molécula fluorescente). Este 
tiempo es suficiente para marcar y poder 
seguir las células peridermales 
selectivamente. El epitelio basal, no se 
marca notoriamente y es fácil distinguir 
ambos tipos celulares. 

Después de 2 hr de contacto 
observamos a las células peridennales en 
medio del epitelio basal y no detectamos 
MCP (Fig. 5 del segundo artículo). 
Después de 4 hr observamos una 
acumulación de células en los vértices del 
EM formando los llamados triángulos 
epiteliales y unas cuantas células 

apoptóticas. Seis horas después es clara la 
acumulación de células peridermales en los 
extremos del epitelio y empiezan a 
desaparecer de la zona central. En esta 
etapa detectamos con la técnica de TUNEL 
una abundante MCP en la zona de los 



triángulos epiteliales. Una parte de estas 
células apoptóticas son peridermales 
(células doblemente marcadas, amarillas) y 
otras son del epitelio basal (células rojas) 
(Fig. 5 del segundo artículo). Podemos 
decir con estos resultados que los 
triángulos epiteliales se conforman a partir 
de las células peridermales y poco tiempo 
después mueren. 

Adhesión 

Se ha propuesto que las células 
peridennales desempeñan una función en 
Ja adhesión de las placas del paladar. Para 
corroborar esta idea decidimos removerlas 
con tripsina. Después de ensayar diferentes 
condiciones pudimos eliminarlas 
selectivamente sin dañar el epitelio basal 
(ver materiales y métodos). Observamos 
que efectivamente al eliminar las células 
peridermales no se forman los triángulos 
epiteliales y no son necesarias para que el 
epitelio basal degenere, es decir, puede 
haber fusión in vitro sin que exista el 
peridenno. Sin embargo se genera una área 
de fusión menor y el grosor del paladar se 
reduce (Fig. 7 A del segundo artículo). Si 

removemos las células peridermales y 
mantenemos las placas sin contacto 
observamos que el epitelio basal empieza a 
morir (Fig. 7B del segundo artículo). Por 
lo tanto, las células peridermales al parecer 
favorecer la sobrevivencia del epitelio 
basal. Es posible, aunque difícil de 
comprobar experimentalmente, que la 
sobrevivencia de las células peridermales 
también dependa de su interacción con las 
basales. Cuando migran las células 
peridermales y forman los triángulos 
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epiteliales dejan descubiertas a ,las células 
basales. Este mecanismo podría ser el que 
desencadena la MCP de ambos tipos 
celulares. 

Migración y MCP. 
Para discernir el efecto que tiene la 

migración de las células peridennales en el 
control de la MCP utilizamos un inhibidor 
de la polimerización de actina, la 
citocalacina D, la cual inhibe la migración 
celular y la formación de filopodios. 
Observamos que 5 µM de citocalasina 

evita la migración de las células 
peridermales y por lo tanto la formación de 
los triángulos epiteliales (Fig. 6A del 
segundo artículo). En consecuencia 
también el área de fusión es menor y el 
grosor del paladar disminuye. Lo más 
notable de este experimento es que se 
inhibe la MCP de manera específica en el 
EM y no en las crestas. Lo anterior sugiere 
una relación directa entre la migración y la 
muerte celular (Fig. 68, C del segundo 
artículo). 

Una característica de la MCP en el 
desarrollo es que depende de la síntesis de 
proteínas. Nosotros realizamos algunas 
pruebas con cicloheximida (20 µg/ml) y 

observamos que efectivamente la MCP se 
inhibe tanto en las crestas como en el EM 
(Fig. III) 



Fig. 111. El tratamiento con cicloheximida bloquea 
la muerte celular en el EM y las crestas. 

Mediante análisis histológicos 
confinnamos que la MCP es necesaria para 
la desaparición del EM, pero además, 
observamos que no hay formación de 
triángulos epiteliales pues también se 
inhibe la migración de las células 
peridennales (Fig IV). 

Fig. IV. Histología de un paladar tratado con 
cicloheximida durante 6 hr. La migración de las 

células peridermales se inhibe y no hay formación 
de triángulos epiteliales (flechas). 

Esta inhibición es casi inmediata, 
después de 2 hr de tratamiento no hay 
signos de que las células peridennales se 
hayan movido hacia los vértices del 
paladar. Este efecto lo observamos a lo 
largo de todo el cultivo y se mantiene hasta 
por 24 hr, que fue el tiempo máximo al que 
lo evaluamos. Entonces la migración es 
necesaria para que haya MCP y requiere de 
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la síntesis de proteínas. Es. importante 
mencionar que el fenotipo obtenido al 
bloquear la migración es una fenocopia del 
obsevado en el paladar mutante para 
TGF¡3-3. 

Dinámica y participación de la lámina 
basal durante la MCP. 

Se sabe que la viabilidad de los 
epitelios depende de su interacción con 
proteínas de matriz extracelular (lámina 
basal) vía integrinas. Todo epitelio que 
pierde contacto con la lámina basal entra 
en apoptosis. A este fenómeno celular se le 
ha denominado anoikis.(del griego, "sin 
casa"). Existía la posibilidad de que la 
MCP del EM pudiera ser inducida a través 
de este mecanismo. Es posible, como 
ocurre por ejemplo con el conducto de 
Wolff o con el epitelio glandular mamario, 
que las células del mesénquima 
subyacente, degraden la lámina basal, y a 
consecuencia de esto ocurra la 
degeneración del epitelio. 

Normalmente después de 12 hr de 
cultivo la lámina basal se rompe en 
múltiples sitios y su degradación es 
notoria. Cuando bloqueamos la MCP con 
100 µM de z-V AD, la lámina basal 
permanece íntegra, indicando que su 
degradación depende de, o es conducida 
por, las células epiteliales, pero solamente 
cuando están en proceso de apoptosis (Fig. 
3 del segundo artículo). Este dato 
demuestra que la muerte del EM no es de 
tipo anoikis. Detem1inamos también que la 
degradación de la lámina basal es 
dependiente de la MCP y no del contacto 
de las placas del paladar. Induciendo 
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muerte celular con AR en ausencia de 
contacto, observamos degradación de la 
lámina basal únicamente donde 
normalmente hay MCP, en particular en 
las zonas donde hay células apoptóticas 
(Fig. 4 del segundo artículo). Este efecto lo 
corroboramos induciendo muerte celular 
con un inductor de apoptosis muy potente, 
la estauroporina (Fig. 4 del segundo 
artículo) En este caso también la 
degradación de la lámina basal ocurre 
preferentemente debajo de las células 
apoptóticas pero exclusivamente en Ja zona 
del EM. 

Las metaloproteinasas son necesarias para 
la fusión pero no para la MCP. 

La degradación de la lámina basal 
ocurre por medio de las metaloproteinasas, 
por lo tanto una manera de corroborar los 
resultados anteriores es bloqueando su 
actividad y determinar si en esta condición 
se afecta la muerte celular (solo si fuera un 
caso de anoikis) o solamente Ja 
degradación de la lámina basal (como 
hacían suponer los resultados anteriores). 

Por otra parte, la TEM requiere de 
metaloproteinasas, las cuales permiten la 
separación y migración del epitelio 
transfonnado. Si este fenómeno ocurriera 
en el paladar deberíamos poder bloquearlo 
al inhibir la acción de las 
metaloproteinasas. 

Efectivamente la aplicación de un 
inhibidor de amplio espectro para 
metaloproteinasas ( 1 O µM de BB-3103) 

evitó la degradación de la lámina basal 
pero no la MCP (Fig. 3 del segundo 
artículo) Este dato confirma las 
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observaciones anteriores: la degradación 
de Ja lámina basal es posterior al proceso 
de MCP y es a través de Ja acción de 
metaloproteasas. Por lo tanto, no estamos 
ante un fenómeno apoptotico de tipo 
anoikis en el cual la sobrevivencia de una 
célula epitelial depende de Ja integridad de 
la lámina basal. Nuestros datos contradicen 
otros publicados recientemente por otro 
grupo (Blavier, et al. 2001 ). Ellos reportan 
que la aplicación de este mismo inhibidor a 
Ja misma concentración que nosotros la 
usamos, evita la degradación del EM. 

DISCUSION 

El paladar como modelo de MCP durante 
el desarrollo embrionario. 

A pesar de que el paladar no es uno 
de los modelos más estudiados, presenta 
características que lo hacen un buen 
sistema para abordar preguntas que 
actualmente interesan a la biología del 
desarrollo. Es uno de los órganos o 
estructuras más simples del embrión, tanto 
en su formación como en su función. En 
biología del desarrollo es importante 
utilizar modelos sencillos, como 
organismos filogenéticamente primitivos o 
bien organismos mas avanzados pero al 
inicio de la ontogenia. De estos 
organismos se pueden aislar y cultivar, 
para su mejor estudio, estructuras, regiones 
u órganos en las etapas iniciales del 
desarrollo. 

El paladar es una estructura de 
aparición relativamente reciente en los 
vertebrados, sólo se encuentra en amniotes, 
peces y anfibios no tienen esta estructura. 



En su morfogénesis participan fenómenos 
celulares como la competencia celular, 
interacciones epitelio-mesenquima, 
polaridad dorso-ventral, antera-posterior y 

próximo-distal, extensión convergente, 
adhesión, MCP, etc. 

A lo largo de los últimos años se ha 
encontr,ad() q~~ inuchos de l()S mecanismos 
moleclllares }' celufares responsables del 
desarrollo se encuentran conservados 
filogenéticamentc;: a un nivel mucho mas 
profundo del esperado, al grado que los 
conceptos homólogo y análogo entran en 
conflicto (e.g. en la formación de alas, 
aletas y extremidades o en la formación de 
los órganos de la visión, ojos, ocelos, etc), 
(Rodríguez-Esteban et.al. 1997) (Gehring 
2002). De igual manera están conservados 
los mecanismos moleculares y celulares 
que operan al inicio de la morfogénesis de 
la mayoría de los órganos. Por ejemplo, al 
inicio del desarrollo de la extremidad, los 
arcos branquiales, los primordios dentales, 
la vesícula ática, las eminencias 
gangliónicas y otras estructuras, se 
expresan repetidamente factores de la 
familia de DLX, FGF's y BMP's. 
Reiteradamente se han reclutado 
estrategias ya probadas por la evolución 
para la formación de estructuras nuevas. 
Para el caso del paladar, no se han 
estudiado las etapas iniciales del desarrollo 
por lo que es interesante entender los 
mecanismos que fueron reclutados para la 
formación de esta estructura que, como ya 
se mencionó, apareció de novo con los 
amniotes. 

El paladar se origina a partir del 
primer par de arcos branquiales (Ferguson 

31 

1988). Estos se forman con células 
provenientes de la cresta neural las cuales 
también participan en la formación de 
diversas estructuras faciales. La cresta 
neural está conformada por células 
migratorias que se originan en la parte 
dorsal del tubo neural y dan origen a una 
gran variedad de tipos celulares según su 
localización a lo largo del eje antero­
posterior. En los últimos años se ha 
incrementado el interés en el estudio del 
desarrollo de las estructuras craneofacialcs 
y la participación de las células de la cresta 
neural e interacciones epitelio­
mesénquima. 

MCP asociada a la fusión (EMl y a la 
proliferación (crestas) 

A los 14.5 dpc el EM del paladar es 
un tejido que ya no prolifera a diferencia 
de las crestas, las cuales se encuentran 
proliferando activamente. Estas diferencias 
hacen del paladar un buen sistema para 
estudiar dos tipos o condiciones de MCP 
en el mismo órgano. Existen diferencias y 

similitudes a nivel molecular y también en 
su respuesta a diferentes estímulos 
apoptoticos. Ambas regiones expresan 
Bmp- 7, y responden de manera similar al 
AR, es decir, en ambas estructuras el AR 
induce un incremento de la muerte celular. 
Sin embargo, la competencia para morir en 
el EM aparece a partir de los 14.0 dpc, a 
diferencia de las crestas, las cuales 
responden en etapas previas desde el 
momento en que morfológicamente son 
distinguibles. Ambas muertes pueden 
evitarse al bloquearse la síntesis de 
proteínas o con el uso de z-V AD, pero 



solamente la del EM puede ser bloqueada 
al inhibir la migración celular utilizando 
citocalasina. 

El AR en el control de la MCP. 
Competencia 

La capacidad para responder de 
manera específica a un estímulo dado es 
llamada competencia. El EM no siempre 
responde al AR. La competencia para 
poder morir aparece gradualmente a partir 
de Jos 13.8 dpc. En etapas previas, el AR 
no induce muerte celular. Esta 
competencia correlaciona con la expresión 
de Tgf{3-3, el cual no se expresa en el EM 

antes de los 13.5 dpc. También 
correlaciona con la detención de la 
proliferación, que ocurre alrededor de los 
13.5 dpc (ver esquema al final). Tgf{3-3 es 

un factor relacionado con la inhibición de 
la proliferación en muchos tipos 
epiteliales; de hecho su acción sobre 
epitelios es citostática, a diferencia de su 
acción sobre células mesenquimáticas, 
donde es mitogénica. Es posible que el EM 
adquiera la competencia para poder morir 
cuando ha cesado Ja proliferación, a 
consecuencia de la expresión de T~3. 

Adicionalmente, Ja capacidad teratogénica 
del AR para inducir paladar hendido 
estaría entonces relacionada con esta 
ventana de competencia. Si se induce 
muerte celular antes del contacto, la 
adhesión queda comprometida y el proceso 
de fusión no ocurre de manera normal. 

Existe también una competencia 
para poder morir en respuesta al contacto; 
esta se observa a los 14.5 dpc. En esta 
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etapa el contacto acelera o induce el 
proceso de MCP. Si se impide, la muerte 
celular es menos abundante, pero aparece 
eventualmente. Esta competencia no la 
presentan paladares de 13.5 dpc. Si 
ponemos en contacto una mitad de 13.5 
dpc y una de 14.5 dpc, la MCP solo se 
observa en aquella de 14.5 dpc. Al parecer 
no es un factor difusible el que pennite 
esta competencia ya que el paladar de 14.5 
dpc no activa la MCP en la mitad de 13.5 
dpc. Existen reportes previos que muestran 
que esta competencia para morir en 
respuesta al contacto no es específica, es 
decir, puede ser inducida por contacto 
físico con un filtro u otro órgano (Miller 
and Shapiro 1968). Nosotros hemos visto 
que poniendo en contacto una mitad con 
un pedazo de cubreobjetos se induce MCP. 

No tenemos conocimiento de que 
en la literatura exista algún fenómeno 
similar en el que el contacto acelere o 
desencadene la muerte celular. Es posible 
que el contacto sea la señal que promueva 
la migración de las células peridennales y 
como consecuencia de esta migración 
comience la MCP. 

El AR endógeno en el control de la MCP. 
Cuando bloqueamos la síntesis de 

AR en el paladar Ja MCP se inhibe. Esta 
muerte puede ser restablecida al adicionar 
AR pero no retinol. La acción de un 
inhibidor de Ja actividad transcripcional de 
los RAR (AGN 193109) disminuye la MCP 
natural y reduce la inducida por un 
agonista sintético de los RAR 
(AGN 191183). Este último dato sugiere 

que la acción apoptótica del AR es 



mediada por receptores de. tipo RAR,. 
Sabemos por datos recientemente 
obtenidos . en el laboratorio. (L. Rendón) 
que los receptores de tipo RARgama y 
RXR alfa se expresan en el mesénquima 
adyacente al EM (Fig. V). Es posible que 
la señalización del AR provenga del 
mesénquima hacia el epitelio. Todos los 
datos anteriores demuestran que el AR 
endógeno participa en la MCP del paladar. 

Fig. V. Hibridación contra Jos receptores RAR y y 

RXR a. La expresión se restringe al rnesénquima 

adyacente al EM. 

En la literatura existen solo dos 
reportes recientes en los que se propone 
que el AR participa en la MCP. Estas 
evidencias fueron obtenidas utilizando la 
extremidad como modelo y sugieren que la 
muerte por AR ocurre a través de inducir la 
expresión de Bmp-7 y Bmp-4 así como de 
Msx-2. Al bloquear la actividad 
transcripcional de los RAR, la expresión 
de Msx-2 se inhibe (Rodriguez-Leon, et al. 
1999). Por otro lado, Msx-2 es capaz de 
inducir la expresión de Bmp-4, expresión 
asociada también con apoptosis (Ferrari, et 
al. 1998). Por lo tanto, se ha propuesto que 
la muerte interdigital es iniciada por el AR 
al inducir a Bmp-7 y éste a Msx-2 (estos 
dos últimos pueden regularse 
mutuamente). Nuestros resultados 
demuestran que el AR endógeno controla 

la MCP de dos estructuras embrionarias 
. -· ' . 

más: las arrugas o crestas y el EM. Esto 
. implica que podría existir un mecanismo 
común utilizado por otras estructuras 
embrionarias para regular la apoptosis. Por 
ejemplo, en la región de los rombómeros 3 
y 5 (cerebro posterior) hay expresión de 
Msx-2 y Bmp-4 y también se sabe que hay 
producción de AR. 

Sin embargo, en el caso del paladar 
no hay expresión de Msx-1 y 2 y BMP-7 
no tiene actividad proapoptótica. En los 
rombómeros se ha detereminado que es 
necesaria la expresión de Msx-2 para que 
Bmp-4 tenga actividad proapoptótica 
(Graham, et al. 1994). 

Miembros de la familia de TGF beta en la 
MCP de la extremidad y el paladar. 

En el paladar se expresan al menos 
tres miembros de la familia de los factores 
BMPs, Bmp-4,Bmp-7 y Tgf /3-3. La 

relación de estas tres moléculas con la 
MCP y su respuesta al AR (ninguna para 
Bmp-4, positiva para Bmp-7 y negativa 
para Tgf /3- 3) nos hizo pensar en la 

posibilidad de la regulación de la MCP a 
través de alguna de estas moléculas. Bmp-

7, a diferencia de las otras dos, respondió 
de manera positiva al AR, además se 
expresa en las dos regiones donde hay 
MCP. Otros reportes demuestran que el 
AR participa en la muerte de la 
extremidad. Por estas razones realizamos 
experimentos enfocados a definir la 
participación de BMP-7 en la MCP del 
paladar. Nuestros resultados fueron 
inesperados en el sentido de que no hubo 
ningún efecto sobre la muerte al 

33 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



administrar la proteína BMP-7 
exógenamente. Tampoco logramos reducir 
la MCP al agregar Noggin, proteína 
antagonista de BMP-7. Este mismo tipo de 
experimentos los realizamos también con 
la extremidad en desarrollo. 

En este modelo BMP-7 es capaz de 
inducir notoriamente la muerte celular 
cuando se aplica tópicamente en la región 
interdigital. Si se aplica una esfera 
embebida de BMP-7 en la punta de los 
dígitos también es capaz de inducir muerte 
celular. Noggin revierte el efecto 
proapotótico de BMP-7 y reduce la MCP 
que normalmente ocurre durante la 
regresión del interdígito. En presencia de 
citral, BMP-7 no es capaz de inducir 
muerte celular. Esto concuerda con otros 
reportes que muestran que la acción de 
BMP-7 sobre la MCP es mediada por AR 
(Rodriguez-Leon, et al. 1999). Así mismo, 
la sobre expresión de SMAD-6, 
antagonista de la transducción de BMPs, 
reduce la muerte interdigital pero no la del 
paladar. Estos resultados demuestran que 
BMP-7 no participa directamente en la 
muerte de las crestas y EM. Su expresión 
pudiera estar más relacionada con la 
atracción de macrófagos a los sitios donde 
hay MCP. Esta es una hipótesis que nos 
gustaría explorar más adelante. 

En la extremidad, a diferencia del 
paladar, se expresa Msx-2. Este factor 
transcripcional también está presente en 
los rombómeros y otras regiones donde 
hay MCP. Msx-2 por sí mismo es capaz de 
inducir muerte celular (Ferrari, et al. 
1998). Además se ha propuesto que hay 
una relación directa entre AR y un 
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incremento en la expresión de Bmp-7 y 
Msx-2. Nuestros datos demuestran que 
Msxl y 2 no se expresan en el paladar (Fig. 
VI): Por lo tanto la ausencia de Msx-2 en el 
paladar pudiera explicar la nula respuesta 
apoptótica a BMP-7 (también a BMP-2 el 
cual probamos en algunas ocasiones). 
También pudiera ser relevante que las 
células que expresan y responden a BMP-7 
en la extremidad son mesenquimáticas 
derivadas del mesodermo lateral a 
diferencia de las células del paladar, que 
son epiteliales derivadas del endodermo. 

Msx-1 
Fig. VI. Hibridación contra Msx y 2. No hay 
expresión en el paladar solamente en la zonas 

correspondientes a los incisivos (flechas). 

Observamos también que el 
mesénquima de regiones digitales y 
proximales (futuro tarso y metatarso) 
responden a la acción proapotótica de 
BMP-7. Este resultado sugiere que la 
actividad proapoptótica de BMP-7 no es 
específica ya que en estas regiones no se 
expresa normalmente. Por otra parte el 
mesénquima del paladar no responde a la 
acción proapoptótica de BMP-7. Se sabe 
que estas células mescnquimáticas derivan 
de la cresta neural. Resulta interesante, por 
lo tanto, analizar si el origen embrionario 
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del mesénquima determina la respuesta 
apoptótica a BMP-7. 

Fusión y· müerte celular. analogías con 
otras regiones embrionarias. 

Nuestros resultados demuestran 
que la MCP es necesaria para la fusión del 
paladar. Muchas estructuras embrionarias 
presentan muerte celular al momento de la 
fusión . El tubo neural es una de ellas, y se 
sabe que si se bloquea la MCP con 
inhibidores de caspasas se impide el 
contacto y la fusión del mismo (Weil, et al. 
1997). El esternón también presenta MCP 
al momento de su fonnación (Fig. VII). 

Fig. VII. Detección de cartilago con azul alciano y 
de MCP con anaranjado de acridina en esternones 
de ratón de 13.5 dpc. 

Existen algunas mutaciones que 
impiden la fusión del esternón, pero en 

ningún caso se ha estudiado si hay una 
reducción o incremento de la MCP. Los 
párpados también se forman por 
crecimiento de dos placas que convergen 
pero no se fusionan y durante este 
crecimiento hay una abundante MCP (Fig. 
VI 1 I ). No existen estudios de la 
participación de la muerte en estas 
estructuras, sin embargo, en ocasiones el 
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AR genera la ausencia de párpados lo que 
pudiera deberse a un incremento de la 
muerte durante su fonnación. 

Fig. VIII. Detección de muerte celular con 
anaranjado de acridina durante la formación de los 
párpados de ratón a los 15 y 16 dpc. 

Nuestros datos sugieren que el 
proceso regulatorio que controla la MCP 
en el paladar es parte de un programa 
morfogenético más amplio. En este 
programa las células que mueren 
participarían primero en la adhesión, luego 
en el crecimiento de la estructura por 
medio de la extensión convergente, y 
después, al morir, en la fusión propiamente 
dicha. Aunque están programadas o 
determinadas para morir, poco antes tienen 

otras funciones importantes. Este programa 



podría tambiénocurrir en otras regiones 
embrionafia,s, por ejemplo durante la 
formación delestemón, la,fusión del tubo 
neural o la· fusión cloacat En estas zonas 
hay MCP asociada a la fusión y en algunas 
como el tubo neural, extensión 
convergente. 

Exceso de AR. 
Los efectos teratogénicos del AR 

sobre el paladar son a diferentes niveles. 
La mayor parte de los reportes muestran 
que el AR genera paladar hendido al alterar 
el movimiento de las placas, evitando la 
elevación de las mismas. Otros reportes 
mencionan que el AR altera la migración 
de las células de la cresta neural hacia las 
placas. La mayoría muestran que el AR 
evita el crecimiento de las placas y en 
consecuencia la fusión (Abbott, et al. 
1989). Ningún reporte anterior propone 
que el incremento en la muerte celular 
previo a la adhesión genere paladar 
hendido. Con base en nuestros resultados 
podemos proponer a la muerte celular 
como causa etiológica de paladar hendido. 
En este sentido, tanto el incremento de la 
muerte celular previo a la fusión (por un 
exceso de AR), como la inhibición de la 
misma (por ausencia de AR), afecta un 
mismo proceso morfogenético (ver 
esquema al final). A este respecto se sabe 
que muchas de las malformaciones que 
ocurren cuando hay un exceso de AR o una 
ausencia del mismo son similares. 
Podemos decir que prácticamente nunca se 
ha propuesto algún mecanismo que 
explique estos efectos, aunque 
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probablemente serán específicos para cada 
órgano afectado. 

Transformación epitelio mesénquima en 
el paladar. 

Evidencias reportadas por otros grupos. 
La idea de la TEM como fenómeno 

celular responsable de la desaparición del 
EM es relativamente reciente (Fitchett and 
Hay 1989). Fitchett muestra imágenes (por 
microscopía electrónica) en las que células 
cercanas al EM presentan características de 
tipo mesenquimático. Sin embargo la 
evidencia es solamente correlativa, puesto 
que no hay un seguimiento de la célula 
epitelial al momento de transformarse. 
Subsecuentes trabajos se enfocaron a 
marcar y seguir el destino de estas células 
(Shuler, et al. 1991; Griffith and Hay 1992; 
Shuler, et al. 1992; Kaartinen, et al. 1997; 
Martinez-Alvarez, et al. 2000). En estos 
reportes las imágenes que se muestran 
presentan muy pocas células transfonnadas 
en mesénquima, contrario a lo que se 
esperaría si la TEM fuera el mecanismo 
celular preponderante para la remoción del 
EM. En algunas imágenes las células 
tienen morfologías y tamaños muy 
heterogéneos (parecieran precipitados del 
colorante) y no están localizadas en algún 
lugar en particular. Las inconsistencias 
entre estos datos y los nuestros pudieran 
deberse tanto a los colorantes como al 
sistema de cultivo utilizados. 

Los colorantes lipofilicos continúan 
fluoresciendo aún después de que la célula 
marcada es fagocitada. Estas células, por 
su morfología y movimiento (los 
fagocitos), pueden interpretarse 



erróneamente como células transformadas. experimentos, algunos de ellos iguales a 
También por nuestra experiencia sabemos los reportadós, para detectar y evalular la 
que al momento de cultivar las placas del TEM. Con ninguna estrategia logramos 
paladar es posible que el epitelio oral o. - identificar células transformadas en 
nasal sobrelape con el EM. Esta condición · mesénquima. Realizamos dos análisis 
ocurre cuando no se ponen exactamente 
una placa enfrente de la otra. En estos 
casos desaparece sólo el EM y los epitelios 
oral y nasal quedan íntegros. Esto puede 
llevar a interpretaciones falsas respecto a la 
degradación del epitelio, o a detectar 
células que no derivan del EM si no más 
bien del epitelio oral o del nasal. Por otra 
parte el paladar está altamente 
vascularizado y los eritrocitos presentan 
autofluorescencia, y estos pueden 
interpretarse como células transformadas. 

Las células transformadas en 
mesénquima tienen una función muy 
importante posterior a su transfomrnción. 
Las derivadas de la cresta neural originan 
una gran variedad de tipos celulares 
(neuronas, cartílago, melanocitos, etc) 
(Duband, et al. 1995). En el corazón las 
células transformadas del endocardio 
forman parte de las válvulas del atrio 
(Bernanke and Markwald 1982). Entonces 
este cambio tan dramático (la 
transdiferenciación) tiene una función y 
por lo tanto, podríamos decir, una 
justificación. Para el caso del paladar no 
hay una función posterior conocida que 
pueda ser desempeñada por las células 
transformadas fuera de quizás incorporarse 
al tejido óseo en el que se convierte el 
mesénquima del paladar. Nuestros datos 
muestran que la MCP es el mecanismo 
responsable de la degeneración del EM. 
Aun así, realizamos una serie de 
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sistemáticos en diferentes muestras a lo 
largo de todo el EM y no detectamos 
células migrando o transformada.s~ gn __ _ 
todos estos análisis lo que. 
consistentemente detectamos fueron 
células apoptóticas. De cualquier modo, 
nos obligamos a profundizar en el estudio 
celular del proceso de fusión. 

Actualmente se considera que la 
TEM es el fenómeno celular responsable 
de la fusión. De hecho, en algunos reportes 
se menciona que la muerte celular en el 
paladar es un concepto viejo ya superado 
por las evidencias de la TEM (Young, et 
al. 2000). Con base en nuestros resultados 
podemos decir que el fenómeno 
preponderante y único para Ja fusión es la 
MCP. Esta aseveración la podemos hacer 
basados en las siguientes observaciones: 
1.- La MCP es un evento temprano que 
precede a la fusión. 2.- Siempre 
detectamos un gran número de células 
muriendo en la región del EM que 
contrasta con las pocas células que 
aparentemente se transforman en 
mesénquima reportadas en otros trabajos. 
3.- Al bloquear la MCP con un inhibidor 
de amplio espectro de caspasa se impide la 
degeneración del EM y por lo tanto la 
fusión. De hecho este mismo efecto se 
describe para el paladar del ratón mutante 
en la proteína Apaf-1, proteína central en 
el apoptosoma (Cccconi, Alvarcz-Bolado 
et al. 1998). 



Primeros reportes sobre MCP en el 
paladar. 

Como ya se mencionó, la idea de la 
TEM del EM es relativamente reciente y 
presenta una serie de inconsistencias con 
respecto a nuestros estudios y los 
realizados con anterioridad por otros 
grupos. Existen toda una serie de reportes 
acerca de las características celulares del 
EM al momento de la fusión que fueron 
publicados hace algunos años (DeAngelis 
and Nalbandian 1968; Farbman 1968; 
Smiley and Dixon 1968; Mori, et al. 1994; 
Taniguchi, et al. 1995). En esos reportes 
analizaron el proceso de degradación del 
EM en diferentes organismo (humanos, 
ratones, ratas, hamsters). En todos los 
casos describen características celulares 
que corresponden con lo que actualmente 
conocemos como apoptosis. En algunos de 
estos trabajos muestran que las células 
peridermales interdigitan al momento de 
la adhesión y forman desmosomas entre 
ellas. En ninguno de estos reportes se 
muestra ni se menciona que existan células 
epiteliales que cambien de forma o estén 
migrando. Estos datos concuerdan con los 
resultados que tenemos por lo que 
pensamos que la TEM no es responsable 
de la degeneración del EM y no tiene 
función en la fusión del paladar. 

Migración de las células peridermales 
y su relación con la MCP. 

Después del contacto de las placas 
hay una adhesión bastante fuerte entre 
ellas. Las células peridermales son las 
responsables de la adhesión. Estas células 
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presentan en la superficie abundantes 
proteoglicanos que le. confieren 
propiedades adherentes. Ei-i la literatura no 
existen estudios ~detallados sobre las 
proteínas de adhesión y receptores que 

pudieran participar en este fenómeno. El 
ratón deficiente en TGFP-3 tiene células 

peridermales pero ·sin la presencia de 
proteoglicanos y carecen de extensiones 
citoplasmáticas (parecidas a filopodios) 
que son las responsables de las 
interdigitaciones entre estas células 
(Martínez-Alvarez, et al. 1996). 

Nuestros resultados muestran que 
las células peridermales poco después del 
contacto migran hacia los vértices oral y 
nasal del paladar. En estas regiones se 
acumulan y conforman los denominados 
triángulos epiteliales. Su función en ese 
lugar pudiera ser la de formar un sello que 
refuerza la unión mientras ocurren los 
otros fenómenos de intercalación y muerte 
celular en el epitelio basal. Mas adelante 
estas células también sufren el proceso de 
apoptosis. La remoción del peridermo 
genera una área de fusión menor a la 
normal y, si se bloquea su migración con 
citocalasina D, no se forman los triángulos 
epiteliales. Sin embargo lo más interesante 
es que al evitar su migración también se 
inhibe la MCP (ver esquema al final). Este 
es un fenómeno interesante que no hemos 
encontrado reportado en la literatura con 

anterioridad. 
La migración de las células 

peridennales parece ser un requisito para 
que ocurra la MCP del epitelio basal. 
Como también las células peridermales 
mueren una vez que se encuentran en los 



triángulo epiteliales es posible que ambos 
tipos celulares tengan una 
interdependencia para su sobrevivencia la 
cual se pierde al momento de la migración. 
A este respecto sabemos que al remover 
las células peridermales con tripsina el 
epitelio basal sufre muerte celular. Por otra 
parte, también al bloquear la síntesis de 
proteínas se inhibe la migración de las 
células peridennales y por lo tanto la MCP, 
trayendo también como consecuencia la 
ausencia de triángulos epiteliales y una 
menor área de fusión. La morfología del 
paladar al inhibir la migración es una 
fenocopia de la que presenta el paladar del 
ratón deficiente para TGF¡3-3. 

Participación de TGFP-3 en la MCP del 
EM. 

TGF¡3-3 es necesario para la fusión 

del paladar~ El análisis d.el ratón. mutante 
muestra que hay una deficiencia en la 
capacidad adherente del epitelio y una 
disminución notoria en la MCP (Taya, et 
al. 1999) (Martinez-Alvarez, et al. 2000). 
En el trabajo de Martinez-Alvarez 
muestran en la figura 5 una histogía del 
paladar mutante en el que claramente se 
observa que no hubo formación de 
triángulos epiteliales y la MCP esta 
drásticamente reducida (Fig. IX) 
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Fig. IX. Histología mostrada por Martincz-Alvarcz 
et.al. de un paladar mutante para TgfJ3-3. Los 

triángulos epiteliales no se forman y prácticamente 
no hay muerte celular. 

Estos resultados son muy similares 
a los nuestros y que mostramos en la figura 
6 del segundo artículo. Taya en su reporte 
muestra en la figura 3 imagenes 
histológicas también de paladares mutantes 
en los que claramente el grosor del mismo 
se encuentra reducido (Fig. X) de manera 
similar a lo que observamos cuando 
removemos las células peridemiales y que 
mostramos en la figura 7 del segundo 
artículo. 

o e 
Fig. X. Histología mostrada por Taya et.al. de un 
paladar mutante para TgfJ3-3. El grosor del paladar 

mutante se encuentra notablemente reducido. 

Ambos trabajos solamente 
describen estas observaciones pero no 
mencionan algún mecanismo que las 
explique. Nuestros experimentos nos 
permiten proponer que la migración de 

L .. 



estas células es necesaria pant que ocurra la gastrulación, neurulación, elongación de 
la MCP y explican parte'defmecanismo .. eje corporaly elongaciónde-lá notocorda. · 
por medio. del cua)Cest,Á ~c:tu'and;TGF¡3-3 .. Participa por ejemplo· en la elongación de 
(ver esquema ahinal).'~ -- ·· ;~-tubos· epiteliales como el intestino de 

Nuesfr¿~ r~~i.iitados muestran que D~~sophila o el arquenterón del erizo de 
TG F ¡3-3 no reg1.Úa la fyÍCP de manera mar (Wallingford, Fraser et al. 2002). 

directa, cómo fo háce BMP~7 en la· 

extremidaq. Al _adic;ionar __ la _ pro!eína 
exógenamente no hay un ~umeO.to cÍe la 
MCP. Tampoco disminuye si 
neutralizamos su actividad con 
anticuerpos. El control de la MCP podría 
estar regulado de manera mas compleja y 
no directa, de manera que la simple 
estrategia de adicionar o bloquear la acción 
de TGF¡3-3 no permite abordar. Los datos 

anteriores sugieren que parte de la acción 
de TGF¡3-3 que lleva al epitelio a morir es 

a través de regular la migración celular. 
TGF¡3-3 está involucrado en la 

MCP de otros epitelios; por ejemplo 
durante la involución del epitelio de la 
glándula mamaria (Nguyen and Pollard 
2000), de las suturas craneales (Oppennan 

et al. 2000) y en los interdígitos (Dunker, 
et al. 2002). Su función en el epitelio del 
paladar podría ser a diferentes niveles, 
pudiera ser el factor citostático que detiene 
la proliferación de este epitelio y mas 
tarde, o al mismo tiempo, favorecer o 
hacer competentes a estas células para 
morir. En todo caso, el ratón mutante no 
sufre MCP en el EM y por lo tanto el 
proceso debe estar alterado en algún nivel. 

Intercalación del epitelio basal. 
La extensión convergente participa 

en muchos procesos morfogenéticos como 
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Recientemente se reportó que en el paladar 
ocurre este fenómeno de elongación en el 
eje oro-nasal {Tudela and et.al. 2002) 

Nosotros también hemos observado 
este fenómeno y nos ha pennitido entender 
mejor el proceso morfogenético de la 
fusión de tejidos. Sabemos que después de 
la adhesión sigue la migración de las 
células peridennales, entonces el epitelio 
basal se intercala generando una mayor 
área de fusión y un crecimiento en el eje 
oro-nasal. Es hasta después de estos tres 
eventos celulares que proponemos ocurre 
laMCP. 

Existen otras regiones como el 
septo nasal, cloaca y esternón donde hay 
MCP asociada a Ja migración y 
convergencia de tejidos. Resulta muy 
interesante estudiar si la muerte es el 
proceso celular posterior a la extensión 
convergente de estas estructuras y quizás 
de otras más como el tubo neural, donde 
también se ha reportado que ocurre 
extensión convergente (Davidson and 
Keller 1999) y donde sabemos que hay 
MCP. Podría ser parte de un esquema o 
plan morfogenético más extenso, o común 
a diferentes estructuras y organismos. 

Función de la lámina basal en el proceso 
de fusión. 

Toda célula epitelial muere cuando 
pierde contacto con la lámina basal que la 



sustenta. (Coucouvanis and Martín 1995)'. 
Se ha propuesto que este comportamien.to 
pudiera ser un mecanismo de protección 
para evitar procesos de tipo canceroso · 
(Frisch and Hunter 1994); de hecho la 
mayoría de los cánceres son de origen 
epitelial. En el embrión existen epitelios 
cuya MCP es regulada a través de la 
degeneración de la lámina basal que los 
sustenta. La degeneración del epitelio de la 
glándula mamaria (Pullan et.al. 1996) o del 
conducto de Muller (Roberts, et al. 2002) 
son algunos ejemplos. Existía la 
posibilidad de que en el caso del paladar 
ocurriera algo similar. Además la TEM 
requiere de la degradación de la matriz 
extracelular para que la célula epitelial 
pueda migrar (Song, et al. 2000). Con base 
en estas dos ideas, analizamos la lámina 
basal al momento de la fusión y 
adicionamos un inhibidor de 
metaloproteinasas. Las metaloproteinasas 
se encargan principalmente de la 
degradación de proteínas de matriz 

de amplio espectro impedimos la 
dégradaciÓn de la misma (ver esquema al 
final). Muy probablemente sea la MMP-13 
la responsable de degradar la lámina basal 
ya que el patrón de expresión se restringe 
únicamente al EM a diferencia de otras que 
se expresan de manera mas amplia en todo 
el paladar (Blavier, et aL 2QQJ) .. !--a 
actividad proteo lítica de· <las 
metaloproteinasas es control~dÍi· poi las 
proteínas llamadas TIMPs; É~ el Efyf.se 
expresa la TIMP-2, porlo·tjuC;(p~di~ra ser 
ésta la encargada de contr~lar iaacti~ldad 
proteolítica de la MMP~ 13. 

Por otra parte, este inhibidor no 
bloquea la MCP, esto es, para que haya 
muerte no se requiere de 
metaloproteinasas. En conjunto, estos 
datos indican que la MCP del epitelio no es 
inducida a través de la degeneración de la 
lámina basal, como ocurre en los ejemplos 
mencionados, sino al contrario, el epitelio 
es el que degrada la lámina basal pero 
solamente cuando está muriendo. En este 

extracelular. Con estos estudios caso el proceso apoptotico es necesario 
demostramos que la lámina basal no es 
degradada si las células epiteliales no están 
en proceso de MCP. Al bloquear el 
proceso apoptotico no hay degradación de 
la lámina basal, aún cuando temporalmente 
debiera estar ocurriendo. La degradación 
de la lámina basal no depende del contacto, 
ya que si inducimos muerte celular con AR 

sin que haya contacto, la lámina basal se 
degrada. 

La degradación de la lámina basal 
es llevada a cabo por metaloprotcinasas. 
Esto lo sabemos ya que cuando 
bloqueamos su actividad con un inhibidor 
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para la activación de las metaloproteasas. 
Nuevamente nuestros datos no 

concuerdan con un reporte reciente. En ese 
trabajo utilizando el mismo inhibidor a la 
misma concentración y en el mismo 
sistema observan que el EM no desaparece 
o lo hace parcialmente (Blavier, et al. 
2001). Los autores proponen que la 
degradación de las proteínas de matriz 
extracelular es un requisito para la 
desaparición del este epitelio por medio de 
la TEM y que es mediada por la acción de 
TGF~-3. Como la Mmp-13 se expresa con 

el mismo patrón espacio-temporal que 



Tgf{3-3, en el EM, proponen que Ja acción 

de TGFP -3 es mediada por las~ 
metaloproteinasas. Este grupo sostiene la 
hipótesis de la TEM/y coll.cluYen que las 
metaloproteinasas, y por lo tanto TGFP-3, 

son parte de éste proceso. Nuestros 
resultados muestran claramente que la 
lámina basal no se degrada en presencia de 
este inhibidor y que la MCP no es 
afectada. 

Algún componente de la 
maquinaria de muerte debe estar activando 

alguna metaloproteinasa. Realizamos una 
. . ' -

. búsqueda de sitios consenso por cortes por 
caspasas en la MMP-13, MMP-2, MT­
MMP y TIMP-2 pero no encontramos 
ninguno sitio que pudiera ser blanco de 
alguna caspasa y que pudiera activar a la 
metaloproteinasa. Datos recientes 
obtenidos en el laboratorio (L.Rendón) 
muestran que la actividad de 
metaloproteinasas aumenta drásticamente 
en paladares donde la MCP ha empezado. 
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Esquema final. 
TG F P-3 es una de las moleculas 

central en la diferenciación del EM. Su 
actividad sobre este epitelio es citostática. 
Promueve también la producción de 
proteoglicanos involucrados en la adhesión 
así como la migración de las células 
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peridermales. La migración es necesaria 
para que ocurra la muerte celular. Así 
mismo, la activación de las MMP depende 
del proceso apoptotico. 

Z- V AD. Inhibidor de amlio 
espectro de caspasas. 
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Citral. Inhibidor de alcohol y 
aldehído deshidrigenasas. 
Citocalasina D. Inhibidor de la 
polimerización de actina. 
883103. lnhibidor de amplio 
espectro de metaloproteinasas. 
RA. Acido retinoico "all-trans". 

CONCLUSIONES 

1. La MCP en el EM, aparece después del 
contacto en la parte anterior y antes en la 
parte posterior. Este dato concilia 
observaciones realizadas por otros grupos; 
donde en algunos se afirma que la muerte 
celular ocurre antes del contacto y en otros 
después del mismo. En las crestas parece 
estar asociada a su fonnación. 
2. El EM adquiere la competencia para 
morir gradualmente a partir de Jos 14.0 dpc 
y el contacto, probablemente al provocar la 
migración, es una señal que desencadena la 
MCP. 
3. El AR endógeno regula la MCP en el 
paladar. 
4. El AR exógeno genera un incremento en 
la muerte celular alterando la adhesión. 
5. La muerte celular excesiva que induce el 
AR es un factor etiológico en la generación 
de paladar hendido. 
6. La MCP es el mecanismo por el cual el 
EM desaparece; es necesaria para la fusión. 
7. Bmp- 7 se expresa en las regiones donde 
hay MCP, es regulado positivamente por 
AR pero no participa en la MCP 
directamente. 
8. No hay TEM durante la fusión del 
paladar. 
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9. Las células peridermales conforman los 
triángulos epiteliales, participan en la 
adhesión y también sufren el proceso de 
apoptosis. 
10. Las células del epitelio basal se 
intercalan (extensión convergente) después 
del contacto y participan en el 
alarga1nieJ!tO del paladar en . el eje 
dorsoventral. Poco tiempo después mueren 
por apoptosis. 
U. La migración de las células 
peridermales es un requisito para que 
ocurra laMCP. 
12. E.l fenotipo obtenido al bloquear la 
migración de las células peridermales 
fenocopia . el que ocurre en el paladar 
deficiente para el factor TGFJ3-3. 
13. La degradación de la lámina basal es 
activada por la célula apoptótica y se lleva 
a cabo por metaloproteinasas. 

PERSPECTIVAS 
El receptor 1II a TGF-J3, también 

llamado Betaglicano, es una de las 
moléculas que se expresan 
específicamente en el EM. Es una de las 
moléculas cuyo estudio aportaría un mejor 
conocimiento del proceso de fusión y 
permitiría entender el nivel al cual 
participa TGF J3-3 en la MCP. El 

Betaglicano es una glicoproteína muy 
grande, con una región intracitoplasmica 
pequeña sin actividad de cinasa. A pesar 
de que no tiene actividad transductora se 
propone que facilita el acceso de TGF J3-3 

al receptor I, el cual dimeriza con el 11 y 

fosforila a proteínas SMAD. Se ha 
demostrado que es estrictamente necesaria 



para Ja TEM en el corazón (Brown, Boyer 
et al. 1999). Resulta interesante analizar su 
posible participación en la MCP. Por sus 
características es posible que participe en 
Ja adhesión del EM (de cualquier forma 
podemos realizar experimentos sobre 
expresándolo mediante infección con 
vectores adenovirales). 

Pretendemos abundar en el estudio 
de la participación del mismo. TGF¡3-3 

realizando experimentos con el ratón 
mutante. Esta opción nos permitiría 
realizar un análisis más completo 
utilizando las mismas estrategias 
empleadas en este trabajo. 

Un aspecto que nos interesa 
estudiar, aunque los resultados son 
preliminares, es la relación del AR con 
SHH. La mayor parte de la evidencia 
actual indica que el AR regula 
positivamente la expresión de Shh. Estos 
datos han sido obtenidos estudiando Ja 
zona polarizante en la extremidad, lugar 
donde Shh se expresa normalmente. Sin 
embargo nuestros datos muestran el efecto 
contrario. Tanto in vitro como in vivo la 
expresión de Shh en las crestas se abate 
completamente por el efecto del AR. Este 
efecto es relativamente corto (al menos 6 
hr). En la literatura hemos encontrado dos 
evidencias similares, tanto en pollo 
(Helms, et al. 1997) como en Xenopus 
(Franco, et al. 1999). Si bien estos 
resultados son interesantes, no se ha 
profundizado en su estudio. El solo hecho 
de que parte del efecto teratogénico del AR 
se deba a su capacidad para bloquear la 
expresión de Shh, es muy interesante de 
estudiar. De hecho, alguna malformaciones 
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provocadas por la ausencia de Shh son 
similares a las provocadas por el exceso de 
AR (ciclopía, situs inversus y otras). 

MATERIALES Y METODOS 

Implantación de esferas con factores de 
crecimiento. 

La implantación de esferas sintéticas (de 
acrílico y Affi-gel) permite liberar tópicamente 
proteínas en diferentes regiones del paladar donde 
se desee. 

El procedimiento es el siguiente: Tomar 10 
µI de esferas de acrílico con heparina (SIGMA, H-
5263, 5 mi) ponerlas en un tubo ependorff. Lavar 
tres veces con PBS filtrado. Entre cada lavado se 
centrifugan 5 segundos solamente para bajarlas. Al 
final se retira el PBS y se dejan durante 2 minutos a 
temperatura ambiente (tia) para reducir el exceso de 
humedad. No dejar que se sequen por completo. 
Sobre un pedazo de parafilm dentro de una cámara 
húmeda poner una gota de 5 a 1 O µ 1 del factor de 

crecimiento a utilizar, agregar de 20 a 50 esferas 

(de más o menos 100 µm de diámetro) previamente 

seleccionadas bajo el microscopio. Se incuban por 
al menos 1 hr a tia antes de utilizarlas. Se toman 

con pinzas y se implantan en una incisión hecha 
con un aguja de tungsteno. Las esferas se pueden 
manipular y acomodar en el sitio seleccionado 
utilizando una asa de tungsteno. Probamos las 
proteínas BMP-2 ( 1 mg/ml) (Genetics lnstitute, 
Cambridge, MA), BMP-7 ( 1 mg/ml) (Creative 
Molecules, Cambridge, MA) y Noggin ( 1- 0.5 

mg/ml) (Regeneron, Tarrytown, NY). En el 
laboratorio se han utilizado también para embeber 

las proteínas FGF 2, 4, 8 y Shh. Las esferas pueden 
guardarse en la cámara húmeda hasta por 2 semanas 
a4ºC. 

Cultivo de órganos. 
La disección del paladar se realiza 

haciendo un corte transversal sobre el ojo del 
embrión y otro a través de la boca en la misma 

dirección. Se debe tener cuidado de no maltratar el 

epitelio de la región oral al momento de la 

disección. Sobre la rebanada que queda se realizan 



dos cortes siguiendo las lineas naturales del paladar 
(ver figura 1 del articulo). El paladar se puede 
manipular mas fácilmente sujetándolo por la parte 
posterior, en la zona cartilaginosa de la tráquea. 
Después se ponen sobre un filtro millipore 
(Durapore GVWP01300, 0.22 µm) que se 
encuentra notando en 2 mi de medio definido 
McCoy (Microlab, México) en una caja de 24 
pozos. 
Aplicación i11 vil•o de AR. 

Se disuelve la cantidad requerida de AR en 
aceite de sésamo en un tubo eppendorf. Se agita en 
un vórtex y se inyecta intraperitonealmente con una 
aguja para insulina. En nuestros experimentos 
administramos 100 mg de AR por kg de ratón en un 
volumen final de 300 µI de aceite. La concentración 
de AR de los stocks originales es 100 mM en 
DMSO. 
Marcaje de epitelio con CSFCE. 

Para marcar el epitelio y poder seguir 
el destino de las células utilizamos una solución 10 
µM de CSFCE (Molecular Probes, Eugene, OR) 
disuelto en PBS, a partir de un stock de 10 mM 
disuelto en DMSO guardado a -20º C. Los tejidos 
se lavan en PBS y se sumergen en esta solución por 
15 minutos a 37ºC. Posteriormente se lavan dos 
veces con PBS y se cultivan. Para marcar 
selectivamente las células peride1T11ales realizamos 
el mismo procedimiento pero únicamente se 
incubaron por 20 segundos. 
Cultivo de rebanadas vivas 

Se marca el epitelio como se describió 
anterionnente y se cultivan solamente las placas del 
paladar durante 3 hr. Al cabo de este tiempo se 
embeben en agarosa de bajo punto de fusión al 5% 
disuelta en medio McCoy. La agarosa debe estar a 
37"C antes de utilizarse para la inclusión. En un 
vibratomo se cortan rebanadas de 200 µm y se 
recolectan en PBS frío. Las rebanadas se fijan al 
fondo de una caja Petri de 35 mm con una capa 
delgada de agarosa de bajo punto de fusión al 1 % 
disuelta en medio McCoy a 37º C. Se deja 
solidificar y se cubren con 2 mi de medio McCoy. 
Al final del cultivo las rebanadas vivas se lavan con 
PBS y se fijan con paraformaldehído al 4 %, se 
remueve toda la agarosa posible y se procesan para 
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realizar la técnica de TUNEL en tejidos completos. 
TUNEL en "whole-mount". 
1-Fijar los embriones o tejidos en parafonnaldehido 

al 4 % en PBS por 2 hr a 4°C. c-

2-Se lavan los embriones con PBT fiío (PBS ·con 
0.1 % de Tween-20) 
3-Se transfieren a metano) al 100% y se guardan a -

20°C 
4-Los embriones se tratan por 5-6 hr con 
metanol:peróxido de hidrogeno al 30 %, 5:1 a ti.a 
(es importante que sean 6 o más horas y realizar al 
menos dos cambios durante las 6 hr) 
5-Lavar varias veces con metano), los embriones se 

pueden almacenar a -20º e 
6-Rehidratar en metanol-PBT 75, 50, 25 % y PBT 
solo, por 40 min. e/u.( el tiempo es importante no 
debe ser menor a 40 min) 
7-Digerir con 20 µg/ml de proteinasa K por 3 min. 
a tia. Lavar rápidamente dos veces con PBT 
9-Fijar con 0.2 % de glutaraldehido / 4 % 
parafommldehído en PBS por 20 min. 
IO-Lavar rápidamente tres veces con PBT 
11-Se tratan los embriones con 0.1 % de 
Borohidruro de sodio en PBT por 20 min. para 
remover los aldehídos reactivos. 
12-Lavar rápidamente tres veces con PBT 
13-Se lavan los embriones una vez con buffer TdT 
(30 mM Tris, 140 mM cacodilato pH 7.2, 1 mM 
CoCl2) 
14-Se reemplaza el bufer con 200 µI de la mezcla 
de reacción (20 µM de fluoresceina-dUTP, 20 µM 
dTTP, 0.3 U/µI de terminal transferasa en buffer 
TdT). 

15-Se incuban los embriones a 37ºC por 2 hr 
moviendo ocasionalmente. 
16-Los embriones se lavan rápidamente con PBT 
varias veces (no se requirieron seguir los siguientes 
pasos, no hubo ruido ni tinción inespecífica) 
17-0bservar en el microscopio, si hny mucho ruido 
probar el siguiente paso. 

18-Se incuban en PBT por 20 min a 70°C 
Remoción de células peridermales. 

Para retirar selectivamente las células 
periderrnales, se incuban los paladares en una 
solución al 0.25%de tripsina disuelta en Versene 



(lnvitrogene, Grand Island, NY) durante S min a 4° 
C. Después con una pipeta se rocía constantemente 

el borde del paladar hasta observar la aparición de 
una película delgada de células que se desprende 

del epitelio. Se remueve con las pinzas y se 

continua rociando hasta que no aparezcan mas. Se 

lavan en PBS un momento y se pasan a medio 
DMEM con 10 % de suero para inactivar la tripsina 

durante 1 O minutos. Se remueven las placas del 

paladar del resto del tejido y se cultivan sobre un 

filtro. 
Infección con vectores adenovirales productores 

de ¡3-galactosidasa. 

Se coloca un paladar sobre parafilm dentro 

de una caja Petri y con una pipeta se retira el exceso 

de medio de cultivo. Se agregan 1 O µ 1 de 

sobrenadante con adenovirus (aproximadamente 
1 O' pfu/ul) sobre el paladar y se incuba a 37° C por 

l.S-2 hr (el adenovirus fué proporcionados por el 

Dr. Kohei Miyazono) . Se lavan en medio LIS y se 

cultivan in vitro. Al cabo del cultivo se realiza la 

histoquímica para detectar actividad de 13-
galactosidasa. 

1-Jistoqulmica para ¡3-galactosidasa. 

Solución fijadora. 

Paraformaldehldo 

2SO µI 

1% 

Glutaraldehido 0.2 % 

4µ1 

MgCl2 2mM 

2µ1 

EGTA S mM 

10µ1 

NP40 (o igepal) 0.02 % 0.2 µJ 

PBS 

732 µI 

Solución para lavado. 

MgCl2 2mM 

2µ1 

Desoxicolato de Na O.O!% 

10µ1 

NP40 (o igepal) 0.02 % 0.2 µt 

EGTA SmM 

10µ1 

PBS 

9S8 
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Solución para tinción 
Ferro/Ferri S mM 

20µ1 
MgCl2 2mM 

2µ1 

Desoxicolato de Na 0,01 % 
10µ1 

NP40 (o igepal) 0.02 % 0.2 µI 

X gal lmg/ml 
SOµ!. 

PBS 

926 µI 

Lavar las muestras, fijar 30 min a 4° C, 

lavar tres veces con solución de lavado, agregar Ja 

solución para tinción e incubar o/n. Lavar con PBS. 

Reactivos utilizados. 

Los stocks de citral y nerol se preparan al momento 

de utilizarse. Se disuelven en etanol absoluto grado 

biología molecular a una concentración 100 mM. 
Después se disuelven en medio McCoy a una 

concentración final de SO µM 

El AR y retino! se disuelven en DMSO y se 

guardan como un stock 100 mM a - 70°C. Se 
utilizaron n una concentración final de 20 µM y 200 

µM respectivamente. 

El ZVAD se disuelve en DMSO a una 

concentración 100 mM, se guarda a -70°C. Se 
aplicaron ni medio de cultivo en un concentración 

lOOµM. 

El colorante vital anaranjado de acridina se 

disuelve en PBS para formar un stock de Smg/ml. 

Se utiliza 1: 1000 disuelto en PBS. 

Jnhibidor de metaloproteinasas. Se utilizó un 

inhibidor sintético de amplio espectro denominado 

883103 a una concentración final 10 µM a partir 

de un stock SO mM disuelto en DMSO. 
Cicloheximida. Se utilizó a una concentración final 

de 20 µg/111! a partir de un stock 20 mg/ml en 

etanol. 

Estaurosporina. Concentración final 5 µM a partir 

de un stock 10 mM en DMSO. 

Citocalasina D. Concentración final 5 µM a partir 

de un stock 2 mM en DMSO. 



lnmunocitoquimica contra laminina y TUNEL 
sobre el mismo corte. 

Se incluyen los tejidos en parafina, se 
cortan, desparafinan y rehidratan. Se ponen e11 PB§ 
por 5 min. 
Tratar con tripsina al 0.025 % disuelta en PBS 
durante 5-1 Omina 37oC 
Postfijar durante 5 minutos con PFA al 4%. 
Lavar con PBS dos veces por 5 minutos. 
Bloquear con BSA (albúmina bovina) al 4% en 
PBS durante 1 hr. Filtararla con filtros de baja 
afinidad a proteínas de 0.22 µm. 
Retirar el exceso de albúmina y agregar el 
anticuerpo primario antilaminina (hecho en conejo, 
SIGMA) diluido 1: 100 en BSA al 1 % en PBS 
durante 2 hr a temperatura ambiente. 
Lavar tres veces por 5 minutos con PBS 
Se incuba con el anticuerpo secundario anticonejo 
alexafluor 594 diluido 1: 1000 en albúmina bovina 
al 1 % en PBS durante 2 hr a temperatura ambiente. 
Lavar 3 veces por 5 minutos con PBS. 
Continuar con el protocolo para TUNEL tal y como 
lo indica el manual del kit, utilizando proteinasa K 
para penneabi lizar. 
Montar con glicerol al 70 % en PBS. 
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Programmed Cell Death Is Required for Palate Shelf 
Fusion and Is Regulated by Retinoic Acid 
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The actual role of programmed cell death (PCD) in embryonic processes and tite extrinsic signals that define the dcath fate 
in developing cells are still poorly understood. Here, wc show tltat during secondary palate shelf fusion in the mousc, PCD 
appeared in thc medial edge epithelia (MEE) of thc anterior region only after sltelf contact. Contact was necessary for 
efficient cell death activation in tite MEE. However, exogenous all-trans-retinoic acid (RA) increased ccll death 
independently of contact. Competence to induce cell dcath by contact or by RA cxposure was obtaincd when the MEE 
were close to touch. Endogenous RA is a relcvant rcgulator of thc secondary palatc PCD sincc this was reduccd by a 
retinol dehydrogenasc inhibitor and an RAR spccific antagonist. Bmp-7 cxprcssion was positivcly regulated by RA. 
However, BMP-7 was unablc to actívate ccll dcatlt witltin thc palatc tissuc and NOGGIN, a natural BMP antagonist, 
did not block PCD. Hcduction of PCD at tite MEE dircctly witlt a caspasc inhibitor or by inltibiting retinol 
dchydrogenasc rcsultcd in unfused palate sltclves, but adhcsion was not affcctcd. In contrast, cxogcnous RA also 
blockcd fusion, but in this situation thc incrcascd ccll deatlt within tite MEE appcared to affect adhcsion, thcreby 
causing cleft pala te itJ vivo. o 2002 Elscvicr Scicncc (USA) 

Key Words: programmed ccll dcath; palatc dcvclopment; tissuc fusion; retinoic acicl. 

INTRODUCTION 

Thc formation of thc secondary palate is a good model far 
studying thc mechanisms in volved in tissue fusion, a recur­
rent process during thc morphogcnesis of many structures. 
In thc mouse, secondary palate shelves arisc from the 
developing maxillary process at 12.5 days post coitus (d. p.c.) 
by initially growing in a vertical direction ancl thcn reach­
ing a horizontal position at 14.5 d.p.c. (Ferguson, 1988). At 
this time, the pala te shclves are ready to makc contact with 
cach othcr and thereupon to fuse. Contact occurs at the 
lcading growing borders of the shelvcs, a region known as 
thc medial edge epithelium (MEE). Aftcr contact, adhcsion 
betwecn shclves progresscs within the MEE to form the 
midlinc cpithelial scam (MES). The MES is first a multi­
layer epithelium, which then thins to form a single cell 
cpithelium at thc time some cells derivcd from the MEE 
accumulate at its oral and nasal ends. MES elimination 

1 To whom corrcspondence should be addressed. Fax: 52-777-
317-2388. E-mail: covs@ibt.unam.mx. 
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results in shelffusion and separation of the nasal and oral 
cavities. 

PCD accompanied by the typical charactcristics of apo­
ptosis has been observed in the MES (DeAngclis and Nal­
bandian, 1968; Farbman, 19681 Mari et al .. 1994; Smiley and 
Dixon, 1968; Taniguchi et al .. 1995). However, controver­
sial data have left many unanswered questions such as: 
How important is shelf contact far the initiation of PCD? 
What is the role of PCD during shelf fusion? What is the 
majar fate of MEE cells? Whilc cell death may be considcred 
the most obvious way to dcgencrate the MEE, other mecha­
nisms such as epithelial-mesenchymc transformation 
(Fitchctt and Hay, 1989) or formation of the epithclial 
triangles by migration of epithelial cells across the fusion 
line (Carette and Ferguson, 1992). have also been proposecl 
as being relevant far the fusion proccss. A recent study 
(Martínez-Alvarcz et al., 2000), suggested that MEE cell 
dcath, transfarmation into mcscnchyme, and migration, ali 
contribute to the fusion process. Nonetheless, thcre is 
currently no conclusive evidcnce indicating thc essential 
function of any of these processes far shelf fusion. 

The activation phase of PCD is likely to result from a 
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balance between survival and cell death-inducing signals 
(Raff, 1992). However, little is known about the specific 
cxtrinsic moleculcs that determine the death fate of devel­
oping ce lis in vivo. Be cause BMP-2, BMP-4, and BMP- 7 are 
potcnt induccrs of ccll death in severa! model systems 
(Gralrnm et al .. 1994; Macias et al.. 1997), they are potential 
candidates far controlling PCD in the pala te. In faet, severa! 
BMPs are exprcssed in the palatc (Bitgood and McMahon, 
1995; Lu et al.. 2000) but their function has not been clearly 
Jefincd. Retinoic aciu (RA) could be another factor that 111;1y 
control PCD. Exogcnous RA has heen shown to activate 
apoptosis of differcnt cell types when injectcd into pregnant 
mice (Sulik et al., 1988). RA is a strong tcratogen with very 
sensitive dose ami stage dependcnt cffccts on palate forma­
tion (Abbott et al.. 1989; Ncwall ami Edwards, 198la;b). 
RA-induced clcft palatc could be causcd by inhibition of 
shclf growth or of shelf fusion itsclf. Howcvcr, the possibil­
ity that RA regulates PCD at the MES has not bcen 
cvaluated. 

In the prcsent work, wc investigatcd the regulatory ele­
ments that control PCD at the MEE of secondary palate 
shclves. We have identified contact as a rclevant event for 
MEE PCD activation and RA as a moleculc that mediates 
this activation. Interestingly, MEE cells become competcnt 
to undcrgo cell death at the devclopmental stage when the 
shelves are in clase proximity to each other. We also 
studied the relcvance of MEE PCD in shelf fusion and found 
that PCD is rcquired for the fusion process. Thcrefore, 
altcrations in thc rcgulatory cvcnts controlling PCD could 
produce clcft palatc in vivo. 

MATERIALS AND METHODS 

A11imal Hanclliiig ancl Palote Dissection 
Mousc strain CD-1 was uscd in this study. Pregnant fcmalcs 

wcn: sacrificcd by cervical dislocation bctwcen 12.5 and 18.5 d.p.c. 
jvagitrnl plug was found at 0.5 d.p.c.I. Apposition and contact of 
palatc shclvcs occur bctwcen 14.3-14.5 d.p.c., although some 
diffcrenccs cxist evcn within thc same litter. Palates wcrc isolated 
from embryos by performing two transversal cuts jFig. 1 I, one just 
above the eyc, ami the second throughout the mouth over the 
tangue. From this slice, we removed thc rest of the tissue with two 
cuts following the natural form of the palate. Dissectcd palates 
werc either immcdiatcly processed far ccll death dctection as 
dcscribcd below, or transfcrrcd to cold LIS medium IMicrolab, 
Méxicol until they were placed in culture. 

To evaluatc the ill vivo effcct of exogenous RA, 11 single intra· 
pcritoncal injection of !00 mg/kg RA suspended in 200 µl of 
sesame oil 1100 mg/ml stock solution in DMSO, stored at -70ºCI 
was administered to pregnant fcmales at 14.2 d.p.e. Controls werc 
treated with the cquivalent amount of DMSO according to their 
wcight. Aftcr 8 h ancl at 18.5 d.p.c., fetuscs were extracted and 
palates analyzed far cell death or teratogenic alterations, rcspec· 
tively. 

Organ Culture 
The protocol used to culture embryonic pala tes was based on the 

one used by Taketo and Koide to culture embryonic gonads ITaketo 

Cuervo et al. 

FIG. l. Schematic rcprescntation of disscction and culture proce­
dures used in the present study. Palatcs wcrc dissected from 
cmbryos by pcrforming two transversal cuts, onc just above the 
eyc, ami the sccond throughout the mouth over the tangue, such 
that thc nasal cavity remained intact IAI. From this slice we 
removed the rcst of thc tissue by two cuts fallowing the natural 
farm of thc palate IBI. Palatcs wcrc set nasal side down in a 
Millipore filter and shelvcs wcre forccd to touch ICI. Finally, the 
filter was floated on a serum-free medium IDI. 

and Koide, 1981 l. Selected palatcs, gcnerally befare shelf contact, 
were cultured on 0.22 µ111-pore Durapore membrane fllter IMilli­
porc) floating in defined McCoy 5a Modified Medium IMicrolabl, 
without serum and supplemented with 200 Ul/ml penicillin G 
sodium, 200 mg/ml streptomycin sulfate, and 2 mM glutamine 
IGibco, Grand lsland, NYI. Once in the filter, when requircd, 
shelves were brought into proximity with tweczers to ensurc 
culture tin1c 'zcro' as the ti1nc of first cont.ict. Cultures wcrc 
maintained up to 20 h in a humidified incubator at 37ºC, in 5% 
CO,, 95% air. Although occasionally in this work we cultured 
isolated shclves, whole palates were prefcrrcd because shclf fusion 
occurs more efficiently. We think that thc tissue around the 
shelves helps to hold the natural concave form of the palate, 
favoring contact and allowing the complete fusion process to occur 
befare 20 h of culture. Ali reagents and proteins assayed werc addcd 
directly to the culture medium or absorbed in acrylic beads, and 
initially tested to determine the optima! conccntration for thc 
studies presented. RA and retino! !Sigma, St. Louis, MO, U.5.A.) 
were used at 20 and 200 µM final concentration, respectively, from 
a 100 mM stock solution dissolved in DMSO and stored at -70ºC. 
Citral and Nerol ISigma, St. Louis, MOi were added, from a freshly 
prepared !00 mM stock solution dissolvcd in absolute etlrnnol, ata 
50 µm fiñal conccntration. z-VAD jBiomol, Plymouth, PAi was 
used ata 1.00 µm final concentration from a !00 mM stock solution 
in DMSO º anilstored at - 70ºC. Retinoic acid receptor IRARI 
agonist, AGN 191183 IITNPBI IAllergan, Irvine, CAi was used 
from a 100 mM stock solution in DMSO, at 20 µm final concen· 
tration. Retinoic acid receptor antagonist AGN 193 !09 jAllcrgan, 
Irvine, CAi was used, from a 20 mM stock solution in DMSO, at a 
100 and 200 µm final conccntration. Human BMP-7 jCreative 
Molecules, Cambridge, MAi, BMP-2 IGenetics lnstitute, Cam· 

e 2002 Elscvler Scicncc IUSAI. AJI rights rcscrvcJ. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



PCD during Palate Shelf Fusion 

bridge, MA), and NOGGIN IRegeneron, Tarrytown, NY) proteins 
were absorbed in PBS washed acrylic beads 180-120 µm in diam­
ctcr1 Sigma, St. Louis, MO) <lirectly from a 1 mg/ml stock solution. 
Adcnovirus infections were carried out by incubating palates from 
13.5 cmhryos with ID µI of a virus suspension of approximately 10' 
pfu/µl far 1.5 h at 37ºC. After this pcriod of time, palates werc 
washcd with LIS medium, shelvcs put in contact and culture<l as 
indicatcd abovc for 24 h. Far the limbs, adenovirus was injcctcd in 
thc intcrdigital regían of limbs from 12.5 d.p.c. embryos and 
immediatcly culturcd far 24 has prcviously reponed !Salas-Vida! et 
al .. 1998). 

Gel/ Deat/1 Detection 

Far wholc mount ccll <lcath detcction, wc incubated whole 
palatcs far 15 min at 37ºC with 5 µg/ml acridine ornnge IAO) in PBS 
(from a 5 mg/1111 stock in PBS) fallowcd by one wash with PBS. For 
ccll death detection on scctions, wc pcrformcd TUNEL assays in 
4% parnformaldehydc-fixcd ami paraffin-cmbeddcd 8 µ111 serial 
scctions of palatcs using thc "In Situ Ccll Dcath Dctcction­
fluorcsccin" kit ('TUNEL·lluorcsccin'1 Boehringcr-Mannhcim, 
Gcrmany) an<l according tu thc nrnnufacturcr's instructions. h11-
agcs wcrc tnkcn on a confocal microscopc Bio-Rad MRC.600 
ct1uippcd with a kripton/argon lascr. AO ami TUNEL-fluorescein 
staincd tissucs wcrc cxcitcd with hluc light (488 nm), and thc red 
high·scnsitivity filtcr was uscd to detcct AO fluorcscencc, and thc 
bluc higb·scnsitivity filtcr for TUNEL-fluorescein fluorcsccncc 
<lt:Lcction. 

Wlwle Mount RNA in Situ Hybridizations 

Hyhridizations wcrc pcrformcd fallowing thc protocol of D.G. 
Wilkinson and M. A. Nieto (Wilkinson and Nieto, 1993). Ali 
pal:ttcs analyzcd wcrc prcviously cultured for 10 h in the 
continucd prcscncc of RA, citral, ncrol, and their respective 
control mcJiums, and stained with AO to corroborate thc 
changcs in ccll dcath. Thcsc palatcs werc fixcd and proccsscd for 
wholc mount in situ hyhriJizations with digoxigenin-lahclcd 
riboprohcs. Thc Jigoxigcnin-labclcd riboprobcs wcrc produccd 
using T3 or T7 RNA polymcrnse (Gibco BRL, Grand Island, NY), 
depcnding on thc spccific fragmcnt in pKS, fallowing thc manu­
facturer's instructions. Thc antiscnsc riboprobcs wcrc for: Shh 
(S.W hp transcript corrcsponding to nuclcotides 61-600), Tgf{33 
1609 bp transcript corrcsponding to nuclcotidcs .831-1440), 
Bmp-7 11323 bp tntnscript corrcsponding to thc futt lcngth 
cDNA), Bmp·4 l 1550 bp trnnscript corrcsponding to full lcngth 
cDNA), Msx-1 (650 bp long transcript corrcsponding to coding 
and noncmling rcgions 3' to thc homeobox), Msx-2 (260 bp 
trnnscript corrcsponJing mostly to 3' untranslatcJ rcgions). 

RESULTS 

Programmecl Cell Death during Palate Shelf Fusion 

To study thc role of ccll death during sccondary palate 
shclf fusion, we flrst followed this process during normal in 
vivo devclopmcnt. The palate can be divided in two regions: 
the anterior or hard palate, which is characterized by the 
prcsence of rugac, and the posterior or soft palate, which 
lacks rugae. Palates from mouse embryos betwcen 12.S and 
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16.S d.p.e. were dissected and stained with AO, an indicator 
of cell death (Fig. 2AI. The pattems obtained with AO were 
conflrmed by the TUNEL assay performed on palate slices 
(Fig. 2BI. At 12.S d.p.c., secondary palate shelves were 
emerging and little cell death was dctected in the shelves. 
The flrst signs of cell death in the palate shelves were 
detected at 13.S d.p.c. in the most anterior rugae and, ¡JS 

development proceeded, cell death started appearing in the 
posterior rugae, until it bccame undctectable in embryos at 
16.S d.p.c. These dying cells were locatcd within the epi­
thelial tissue (Fig. 2B, 14.Se/rl ). Cell death in rugae may be 
associated with their formation. 

As seen in Fig. 2A (14.Sc). the first shelf contact 
occurred at 14.S d.p.c. in the anterior region between 
rugae 3 and 4, ancl adhesion moved rapidly to the poste­
rior end ami slowly to the anterior end (Fig. 2A, 14.Sc-hl. 
Cell death at thc MEE was initially only detected within 
the posterior palate, before shelf contact (Fig. 2A, 14.S 
daysl. Cell death in this region extended rostrally from its 
most caudal portian as devclopmcnt procecded (Fig. 2A, 
14.S days-f). Aftcr shelf contact, cell dcath could be 
dctected in the MEE of the anterior pala te, but only in the 
adhercd region (Fig. 2A, 14.Sc-f; Fig. 2B). Finally, ccll 
dcath coming from thc MEE of thc anterior and posterior 
palate rcgions converged to form a single line of cell 
death (Fig. 2A, 14.Sf-hl esscntially covcring the wholc 
MEE arca an<l also the nasal septum contact regions (Fig. 
2B, 14.Shl. At 15.5 d.p.c., shclf fusion was very advanced 
and ccll death at the MES had almost completely disap­
pearc<l (Fig. 2A). Thc posterior palate shelf rcgion also 
showe<l cell dcath at well dcflncd spots, which may 
correspond to cmcrging gusta ti ve papilla jsce for instance 
Fig. 2A, IS.SI. In agrcemcnt with previous rcports 
(Martinez-Alvarez et al .. 2000; Mori et al., 1994), very 
few dying cells wcrc locate<l outsidc the epithelial tissue. 

Thc data dcscribcd abovc illustratc two distinctivc cell 
dcath patterns. One occurring in the posterior palatc, where 
PCD is first observed in the MEE before shclf contact and 
also in the cmerging gustativc papilla. Thc othcr is sccn in 
the anterior palatc, in which PCD is flrst obscrvc<l in thc 
rugae, whieh follows an anterior-posterior <lircction, and in 
the MEE after shclf contact. 

Role of Contact in Triggering Cell Deat/1 at the MES 

To test the possibility that contact betwecn shelvcs at 
the anterior region is one of the events rcquired to trigger 
ccll death, we studied ccll dcath during palate shelf 
fusion in vitro (Fig. 31. One anda half-hour aftcr contact, 
adhesion betwecn shelves was very strong (i.e. shelves 
did not separate even whcn pulle<l with forcepsl but no 
signs of cell <leath wcre as yet detccted (Fig. 3, +contaet/ 
!.S l. However, by 2 h, the flrst signs of cell death were 
observed within thc adhered epithelia and bccame more 
evident by 3.S h after contact IFig. 3, +contact/3.SI. Cell 
death continued to increase and, by 6 h after contact, cell 
death was present along the wholc length of the MES (Fig. 
3, +contact/6/0). lnterestingly, if palate shelvcs werc not 
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FIG. 2. PCD pattcrns <luring palatc <lcvclopmcnt. Palatcs wcrc dissccted at different devclopmcntal stagcs, an<l immediatcly stained 
with AO IAJ or proccsse<l far thc TUNEL assay IBJ as dcscribcd in Material and Mcthods. Transversc slices shown in B are from thc 
stagc indicatcd at thc left and at thc lcvcl of thc rugac in<licatcd at thc top. Note that ccll dcath in the medial cdgc cpithclia jmccJ 
of thc anterior rcgion lantJ is obscrvcd only after shclves have gotten in contact, thus, within the midlinc cpithclial seam jmcsJ, 
whcreas in the MEE of thc posterior region jpostJ ccll death is observc<l befare contact. Cell dcath was also dctected in thc palate 
contact arca within the nasal septum lnsJ, and in thc rugac lrl and thc putativc papillae IPI of hard and soft palate, respcctively, and 
also in thc Rathke's pouch closure lrpcJ, devcloping incisors lil and molars lmJ. Autofluorcscence by crythrocytcs within a blood vesscl 
lvl was occasionally observcd. Bar IAI = 500 µ111 1 Bar IBI = 100 µm. 

allowcd to make contact, cell death was detected in very 
low density and only after 6 h in culture (Fig. 3, -con· 
tact). Ccll death in rugae was not affectcd by contact in 

these experiments. These data indicate that contact be­
tween shelves is requircd to efficiently induce PCD in the 
anterior palate MES. 
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A 1.5 hr 3.5hr 6.0hr 

+ contact 

- contact 

at-RA 

B 3.5 13.5 13.5 14.5 

FIG. 3. Ccll dcath pattcrns in palatcs culturcd undcr diffcrcnt 
conditions. (Al Disscctcd palatcs frmn 14.5 d.p.c. cmbryos werc 
culturc<l such that, at tirnc '0' 1 shclf contact was forccd 1 +contact), 
or avoidcd (-contactl in thc abscncc nr prcscncc of RA. Ccll dcath 
puttcrn, dctcrn1incd hy AO stnining, is shown aítcr the titne in 
culture indicatcd. Ccll dcath was obscrvcd only when contact was 
allowcd or RA was addcd to thc culture medium. Thesc expcri· 
mcnts wcrc indcpcndcntly rcpcatcd at lcast tlucc·timcs with 
similar outcomc. (BJ Palatcs frmn 13.5 d.p.c. cmbryos wcrc also 
forccd into contact, hut ccll dcath was not dctcctcd aftcr 6 h in 
culture (lcft panel). Noncthcless, palates at this stage wcre ablc to 
activatc ccll dcath uf 14.5 d.p.c. palatcs, but not vice versa (ccntcr 
panel). All·trnns·RA incrcascd ccll dc;ith in rugac (arrowhcads) but 
not in the MEE of 13.5 d.p.c. palatcs (right panel; C, palatc cultured. 
without RAJ. Thcsc cxperiments were indepcndcntly rcpeatcd 
twicc with similar outcome. Bar = 250 µm. 

Role of RA Íil tlw Control of Cell Deatl1 during 
Palate Slwlf Fusion 

Palate shclves of 13.5 d.p.c. cmhryos that were farced to 
form contact, adhcrcd only wcakly, did not display ccll 
dcath in thc MEE (Fig. 3B, lcft panel) and did not fuse (data 
not shown). Moreovcr, whcn onc 13.5 d.p.c. embryo palate 
shclf is put in contact with onc 14.5 d.p.c. embryo palate 
shclf, ccll dcath was turned on only in the MEE of the shelf 
from thc 14.5 d.p.c. embryo (Fig. 3B, center panel). These 
data are in agreemcnt with the possibility that thc palate 
shclf MEE produces a spccific cell death inducing signa!. 
This signa! is already present in palates of 13.5 d.p.c. 
cmbryos ancl it activates ccll death in a responsive cell 
population appearing around 14.5 d.p.c. 
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To test whether RA is a candidate cell death inducing 
molecule on palatal tissue, we cultured palates from 
14.5 d.p.c. embryos far 8 h in the presence of all-trans-RA 
(RA) ar retino!. As shown in Fig. 4A, RA increased cell 
death in the same regions that naturally display ccll death, 
namely the rugae and the anterior and posterior regions of 
the MES. The same effect was observed in palates cultured 
with retino!, though, as expected, higher doses were re­
quired. In the abscnce of contact, RA was able to induce cell 
death along the wholc lcngth of the MEE of palate shelves 
from 14.5 d.p.c. embryos, and with a kinetic profile that was 
very similar to that induced by contact (Fig. 3A, bottom 
panels). Intercstingly, palate shelves from 13.5 d.p.c. em­
bryos treatcd with RA show an evidcnt increase in cell 
<leath only in rugae and not within the MEE (Fig. 3B, right 
panel). 

To confirm the cffects described above far RA and retino!, 
and to determine whether endogenous RA could participa te 
in triggering the !'CD obscrved in the palate, we used citral, 
an inhibitor of alcohol dehydrogcnases including retino! 
dehydrogenase (Kikonyogo et al., 1999; Schuh et al., 19931 
Tanaka et al .. 1996), and AGNl93109, an retlnoic acid 
receptor IRAR) antagonist. Citral reduced thc cell death 
observcd naturally in the rugae and in the anterior and 
posterior MES (Fig. 4A), suggesting that endogc~ous RA 
is activating ccll dcath in those palatc regions. Support­
ing thc specific inhibitory activity of citral on retinol­
dehydrogenase, this compound reduced the effects on ccll 
death produccd by exogenous retino! but not by RA. 
Nerol, an analogous compound to citral without alcohol 
dchydrogcnase inhibitory activity, did not show any 
cffect. As expected, thc effect of ci tral was reversible 
bccause cell dcath occurrcd after its removal from the 
culture medium (data not shown). AGN193109, a syn­
thetic RAR antagonist (Johnson et al .. 1995), also reduced 
the natural cell death in both the rugae and MES, and the 
cell death activated by exogenous RA ar AGN191183, a 
potcnt RAR agonist (Fig. 4B). Note that RA regulation is 
also observed in the rcgions of the posterior palatc 
undergoing PCD. Therefore, RA is an endogenous media­
tor of the cell death occurring during pala te development, 
and signaling by this molecule is likely to be initiated 
soon after contact of anterior shelf regions. 

Gene Activation by RA in Regions Carrying 
Programmed Cell Death and the Role of TGF/3 
Family Members 

We selected Bmp-4, Shh (Bitgood and McMahon, 1995) 
and Tgf{3-3 (Fitzpatrick et al., 1990; Pelton et al., 1990) far 
these studies because they are prominently expressed in the 
rugae ar MES. Bmp-7 was also considered because reccnt 
evidence indicates that it is relevant far the control of 
intcrdigital cell death. At 13.5 d.p.c., Shh, Bmp-4, and 
Bmp-7 were expresscd but not Tgf{3-3 (data not shown). At 
14.5 d.p.c., expression of ali these genes was more evident 
and sorne differcnces started to appear. Shh (Fig. 5A) and 
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FIG. 4. Ccll dcath cflccts of cxogenous and cmlogenous RA. IAI 
All·trans-RA or rctinnl !Rol), alnnc or in comhination with the retino[ 
<lchydrogcnasc inhibitor, citral, or thc inactivc control rcagcnt, nerol, 
wcrc mldcd to thc medium ami palmes culturcd lor 8 h. Note that ccll 
<lcath was activatc<l by RA and its precursor rctino1i whcrcas citral 
inhihitcd natural ami cxogcnous retinol-activated ccll dcath. Ncml did 
not show any cflcct on ccll death. Similar results wcrc obtaincd in at lcast 
fivc independent cxperiments. IB) All-trnns-RA or thc spccific RAH 
agonist, AGN 191183 lagnst), wcrc addcd alone ar in the presencc of thc 
spccifk RAR antagcmist AGNl93109 lantg). Note that both, RA and the 
RAR agonist activatcd ccll dcath in rugac ami MEE, whcrcas thc RAH 
antagonist dccrcascd natural and cxogcnously activatcd cell death. Thcse 
cxperimcnts wcrc rcpcated twicc with similar outcomc. Bar = 500 µm. 
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Bmp-4 (data not shown) were expressed only in rugae, the 
former in the epithelial tissue and the latter in the mesen­
chymal component (see also Bitgood and McMahon, 19951. 
Tgf{3-3 was expressed only in thc MES and MEE (Fig. SJ and 
KJ with a pattern mainly restrictcd to the oral cavity side of 
MEE, both befare (Fig. SJI and after contact (Fig. SKJ. Bmp-7 
was expresscd in thc cpithelial component of the rugae ancl 
also in thc MEE, though the cxprcssion region was broader 
than that sccn far Shh ar Tgf{3-3 (Fig. SFJ. Thc expression 
pattern of Bmp-7 in the MEE was similar to that of Tgf{3-3, 
that is, cxprcssion was highcr in thc oral than in the nasal 
si<lc of MEE and was detccted befare (Fig. SEi and after 
con tact (Fig. SFJ. 

To define the molecular casca<le that drives palatc cclls 
towards apoptosis, wc studicd the exprcssion of thc selcctcd 
genes un<lcr conditions of high (with exogenous RA addedJ 
or low (with citralJ RA conccntrations (Fig. 5). Whole 
p<ila tes wcrc cu! tu red in the prescnce of RA ar ci trnl and, . 
aftcr JO h, thcy wcrc proccsscd far wholc mount in situ 
hybridization. The cxpectcd effects on cell dcath were 
cnnflrmctl in thcse cxperimcnts. Bnip-4 cxprcssion was nat· 
clcarly affected by eithcr high or low RA con.centrations 
(<lata not shown); whcrcas Bmp-7 exprcssion il1'creased at 
high RA conccntration (Fig: SG) ancl dccreascd at low RA 
conccntrations (Fig. SH). Shh cxprcssion, on thc othcr hand, 
was ncgativcly rcgulated in response to high (Fig. SB), ar low 
RA conccntn1tions (Fig. SC), and was ncvcr dctectcd in the 
MES. RA also affectcd Tgf{3-3 cxpression but, in this case, 
high RA conccntration dccrcased cxpression (Fig. SL), whilc 
low RA conccntration incrcased cxpression (Fig. SM). In 
summary, although cndogcnous and cxogenous RA rcgu­
latcd Shh ami Tgf{3-3 cxpression, only the changes observcd 
in Bmp-7 cxprcssion corrclated dircctly with thc changes 
ohservcd in ccll dcath. Thcrcfare, Bmp-7, 'which is ex­
presscd in both rugae and MEE,.could be a dircct mediator 
of the pro-apntotic activity of RA. 

Evaluation of BMP Function in Palaté I'CD 

We testee! thc ability of BMP-7 (ar of BMP-2) to induce 
cell death by adding it dircctly to thc medium ar by 
implanting acrylic bcads containing the factor near rugae or 
MEE, befare and during fusion (Fig. 6A; scc Materials and 
Mcthods). No signiflcant incrcases in cell death wcre de­
tcctcd undcr any of the conditions testee! (data not shown). 
These cxperiments were also pcrformed in the presence of 
RA and no cell death around the BMP-7 bcad was obscrved. 

We furthcr investigated the possibility that endogenous 
BMP-7 participates in the natural PCD process. Far this 
purposc, wc tested thc ability of two natural inhibitors of 
BMP signaling, NOGGIN (which acts at thc extracellular 
level) and SMAD-6, (which acts at the intracellular leve!), to 
block PCD. As with BMP-7, we addcd NOGGIN directly to 
the medium ar cmbedded it in acrylic beads (Fig. 6A), 
whereas to ovcrexpress Smad-6 in MEE cclls, an adenovirus 
carrying the SMAD-6 coding sequence was used. Signiflcant 
decrcases in !'CD were not observed with thc introduction 
of either NOGGIN or SMAD-6 (data not shown). Infection 
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with an adenovirus carrying the LacZ gene showed very 
high transfection efficiency into MEE cells (Fig. 6EI. The 
BMPs and NOGGJN used in the above assays were demon­
strated to be active by their ability to increase interdigital 
cell death ar to inhibit natural and BMP-7-induced inter­
digital cell dcath, respcctively {Figs. 6B-6DI. The activity of 
thc SMAD-6 cncoded in the recombinant adcnovirus was 
dcmonstrated by its ability to inhibit natural intcrdigital 
ccll dcath (Figs. 6F-6HI. Thcse data indicatc that BMPs do 
not play a role in palate PCD. 

I11/iibition of Cell Death durÍllg Palate Shelf Fusion 

The pattern of PCD at the palate MES correlated with the 
process of shelf fusion. We wished to determine whether 
ccll dcath was necessary far MES degcneration ar was 
mcrely a consequcnce of thc process. Caspases are consid­
ered central far the activation of PCD, particularly far thc 
process occurring by apoptosis, ami inhibition of these 
cnzymcs will lcml to blockage in ccll dcath (Milligan et al .. 
19951. To determine whcther thc apoptotic ccll dcath in thc 
MEE is ncccssary far shclf fusion, wc cultured whole 
palatcs just beforc shelf contact in thc prcscncc or absence 
of a broad-spcctrum caspase inhibitor, z-VAD. Thc caspase 
inhibitor used was vcry effcctivc in inhibiting the ccll dcath 
in thc palate rugae ami MES as determined by AO staining 
aftcr 8 h in cu! turc {Fig. 7 A, z-VADI; notably, adhcsion was 
not affected. Thc caspasc inhibitor also rcduccd the cell 
dcath induccd by RA and retino!, supporting the notion that 
thc induccd ccll dcath is apoptotic in nature (Fig. 7 A, 
RA/z-VAD ami Rol/z-VADI. Histological cxamination of 
palates cultured for 20 hin thc absencc of z-VAD showcd 
that the MEE complctcly had disappearcd, indicating com­
plete fusion (Fig. 7ll, controll. Howcvcr, in the prcsence of 
z-VAD, although the fusion line cpithclia thinncd, thc MEE 
did not disappear, thcreby indicating poor fusion (Fig. 7B, 
z-VADI; intimate contact betwccn epithclia was rctaincd 
undcr this condition. Therefarc, ccll death at the MES is 
rcquired for MEE degencration ami hcnce far palate shelf 
fusion. 

In accordance with our data demonstrating that RA 
induccd cell death at thc MES, inhibition of retino! dehy­
drogcnase also reduced MEE dcgeneration (Fig. 7B, citrall. 
Exogenous RA also inhibitcd shclf fusion, but in this case 
thc increasc in ccll death clcarly affccted shclf adhesion 
{Fig. 7B, RAI. This lattcr cffcct was confinned in vivo in 
prcgnant mice treatcd intraperitoneally with RA at thc 
stagc wherc palate shclves are clase to making .:ontact (i.c. 
14.2 d.p.c.I. Eight-hours aftcr injcction a prominent increase 
in ccll death was observed in ali cases in the samc arcas 
whcrc cell dcath occurs normally (Figs. 8A-8DI. Of particu­
lar intcrest was the fact that ccll dcath occurred at the MEE 
cvcn in the absencc of contact (Figs. 8C-8FI, observation 
that is in agreemcnt with thc data prcscntcd above. At the 
cnd of prcgnancy, approximately 73% of thc RA treated 
cmbryos ( 14/ 191 had cleft pala te (Fig. 8HI compared to 0% of 
control injectcd mice (11 = 16/161. These data suggest that 
cclls in the palate normally programmed to die are highly 
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responsive to a death stimulus by RA, and that increased 
cell death in the MEE' befare contact could interfere with 
shelf adhesion causing cleft palate. 

DISCUSSION 

The fonnation of secondary palate involves severa! or­
dered stcps starting with shelf growth and elevation, and 
followed by conrnct, adhesion, and disappearance of the 
MEE. Disruption at any stage of palatc development could 
potentially cause cleft palate. Actually, clcft palate is a 
phenotype associated with nrntations in severa! genes that 
might act at different stages of palate development (Kaarti­
nen et al., 1995; Lohnes et al.. 1994; Miettinen et al.. 1999J 
Proetzel et al., 19951. 

Palate Sbelf Contact Is Required for PCD 
Activation at tbe MEE 

Our analysis focuscd on determinlng the role of ccll death 
in thc process of shclf fusion. PCD in the ·MEE of the 
anterior rcgion always occurred aftcr contact, whereas cell 
death in the MEE of thc posterior region was seen befare 
contact. PCD in the anterior and posterior rcgions finally 
converged to farm a single area of cell death that corre­
sponded preciscly to the MES. Although ccll death in the 
MEE has been obscrvcd by other groups, therc is disagrce­
ment as to whethcr it occurs befare (Martinez-Alv;1rez et 
al .. 2000; Mato and Katahira, 1967; Smiley, 1970; Taniguchi 
et al., 19951 ar after contact (DcAngclis ami Nalb1mdian, 
1968; Farbman, 1968; Mori et al.. 1994; Sweney and Sha­
piro, 1970). Olir study rcconcilcs thcsc conflicting observa­
tions since in previous work the MEE mea studied was 
cither from the .rosterior region or was not specified. 

Beca use cell de11th in thc an tcrior rcgion was observecl 
only after contact, we considered thc possibility that the 
contact cvent itself was able to turn on a cell death 
activation mechanism as had bcen previously suggested 
(Miller and Shapiro, 19681. In support of this hypothcsis, we 
observed that activation of ccll death was vcry incfficient 
when contact was prevcntcd. In contrnst, rnpid cell dcath 
activation occurred within thc MEE when shelvcs were 
farced to come into contact. Contact might induce the 
fusion process and cell death could occur subsequently. 
However, the rapid activation of cell death after contact, 
together with additional results discussed bclow, suggest 
that PCD anticipates fusion. Contact could induce the 
production of molecules such as growth factors and their 
receptors that participate in ccll dcath activation. Our data 
suggest that the death signaling moleculc is alrcady prcsent 
at 13.5 d.p.c., but the competcnce to rcspond to this factor 
appears befare contact in a time window betwcen 13.5 and 
14.5 d.p.c. 
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FIG. 5. Exprcssion pattcms of Shh, Bmp-7, and Tgf{3-3 during pala te shelf fusion and thcir rcgulatinn hy RA. Gene cxprcssion was analyzcd in palatcs 
culturcd in thc absencc of cxogcnous RA !control) ar thc prescnce of RA, citral, or neroL Aftcr wholc mount hybridization, palatcs wcrc transectcd in 
SO µ.m si ices, Pattem secn in a si ice bctwccn r4-r6 is shown jright picturcJ. Expression of Shh was Jown-rc¡,'Ulatcd by eithd RA anJ citral IA-DJ, whcrcas 
c>q>rcssion of Bmp-7 was up-rc¡,'lllatcd by RA and down-rcgulatcd by citral jF-JJ, Conversely, Tgf{3-3 appcarcd down-re¡,'Ulatcd by HA ami up-rcgulated 
by citrnl IK-NJ. Gene c>.-prcssion pattem in p;datcs freshly fixcd was identical to thc cxprcssion pattem of palmes culturcd in control mcdium !data not 
shownJ, Exprcssion of Tgf{3-3 was detccted at 14,S d,p,c, palates befare 1JJ and after contact jidcntical to thc pattcm shown in KJ hut not in 13,S d,p,c. 
palates jdata not shownJ. 111c strongcst cxprcssion of Bmp-7 and Tgf{J-3 in 145 d,p,c. palatcs bcfore contact IE, JI ami aftcr contact IF, KJ was mainly 
rcstrictcd to thc oral cavity sidc jtop of cach p:mclJ of thc MEE. Similar rcsults wcre ohtaincd in two independent expcrimcnts, ll, C., 'bcforc contact'; 
A. C., 'aftcr contact'; n.d., 'not <letectcd'. 

RA Regulates PCD in the Develop_ing Palate 

Previous work has shown that the teratogenic effects of 
RA depend strongly on the time of its applieai:ion. Single 
RA applications into pregnant mice from 11.5-14.5 d.p.c. 
produce clcft palate and other malformations (Abbott et al., 
19891 Newall and Edwards, 1'98la,b). Shelf growth and 
clevation as well as shelf fusion are processes that could be 
affccted by the teratogenic doses of RA. We present here far 
the first time, data suggesting that the teratogenie effcct of 
RA at the shelf fusion stage (Le. 14.5 d.p.c,) results from a 
direct increasc in MEE cell death. 

By using an inhibitor of retino! dehydrogenase and an 
RAR antagonist, we also provide data indicating that en· 
dogenous RA is a relevant regulator of PCD. Supporting a 
role far endogcnous RA in palate development, the double 
mutant Rara_,_; Rary-1- mouse e1nbryos display cleft palate 
with high frequency (Lohnes et al .. 1994). Transgenic micc 
exprcssing a dominant negative form of RARa also show 
this alteration (Damm et al,, 1993). However, it is impar· 
tant to note that in thcse previous cases, the phase(s) at 
which palate dcvclopment is disrupted has not been de· 
fined. Our data indicate that endogenous RA is an impor­
tant regulator of PCD within the MEE, which function 
appears essential far shelf fusion (see below). 

RA and its reccptors (RARs) are candidatc molecules far 
mediating the cell death activation promoted by contact. 
We found a positive correlation in the gain of responsive­
ness to contact and the gain of responsiveness to RA. 
Furthermore, we observed that RA-induced cell death in the 
MEE occurred with a kinetic profile similar to that obscrved 

FIG. 6. Evaluation of BMP lunctinn in palatc PCD. Acrylic bcads 
cmbcddcd in BMP or NOGGJN wcrc locatcd in thc are.is of the dcvel­
oping pala te indicatcd jA, redor bluc circlcs). Exccpt whcn thc bead was 
]ocatcd outsidc thc shclvcs, in all othcr cases the bc¡¡d was inscne<l 
undcmcath the epithclial tissue, No changes in thc cell dcath pattcm 
wcre observed in :my of thc places whcrc thc bcad was inscrtcd !data not 
shownJ. Similar beads wcre locatcd in thc limh intcrdigital rcgion li<lJ an<l 
thc expccted activity far BMP7 jor BMP2J and NOGGJN was obscrvcd, 
that is, BMP incrcased intcrdigital cell dcath and NOGGIN rcduccd 
BMP-7-induced :md natural interdigital cell death jB-DJ. MEE was vcry 
elficiently inlccted with an adcnovims exprcssing LacZ IEJ. Howcvcr, 
when pala tes wcre infectcd with Ad-SMAD-6, a recombinant adenovirus 
containing the coding sequcnce far SMAD-6, cell death in the MEE 
obscrved during lusion was not modified !data not shownj, Activity of 
the SMAD-6 coded by Ad-SMAD-6 was vcrified by infccting intcr­
digital regions, As expccted, cell <lcath was rcduccd in Ad-SMAD-6 jHJ 
but not in Ad-LacZ jF, GJ infccted interdigits. Bar = SO µm. 
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FIG. 7. lnhihition and RA activation of ccll dcath and theü effects 
on MES degcncrn.tion. Palatcs wcrc culturcd in mcdium. with ar 
without RA, retino) !Rol), or citral, in thc abscncc (control) or 
prcscncc of thc broad-spcctrum caspasc inhibitor z. VAD. IAJ 
Smnplcs wi:rc analyzcd far ccll death after 8 h in culture by AO 
staining. Observe that normal ccll dcath as wcll as that induccd by 
RA or retino) was inhibitcd by z-VAD. Thcse cxpcriments were 
rcpcated tlucc-times. IBJ Samplcs were analyzed far MES degenera­
tion after 24 h in culture by HE histochcmistry. Observe that both 
z. VAD ami citrnl inhibited MES degencration, whereas RA appcars 
to affcct shclf adhcsion. Bar IAJ = 500 µm¡ Bar (B) = 100 µm. 

aftcr contact. Northern blot analyses indic11te- that Rara, 
Rar{3, and.Rary are cxpresscd in thc dcveloping palate, and 
that thcir levels of exprcssion rcmain cor:istant from 13.5-
14.5" d,p.c. (Naitoh et al., 1998). Thereforc, competencc to 
activatc cell dcath in the MEE in response to RA ar contact 
docs not appear to be rclated to changes in expression levels 
of any of thc Rar's. 

Rcccntly, two studics havc proposcd a role far cndoge­
nous RA in interdigital PCD. Dupé et al. ( 1999) observed 
tlrnt in doublc rnutant Rar13·1- 1Rary·1- mouse embryos, 

FIG. 8. In vivo activation of ccll death by RA and it• relationship 
with clcft palate. Prcgnant mice wcre intraperitoneally injectcd 
with a RA at 14.2 d.p.c. Aftcr 8 h or at 18.5 d.p.c., fctuses were 
cxtracted and palatcs analyzcd far ccll death (A-F) ar teratogenic 
altcrations (G-H), respectively. Note that cell dcath was increascd 
by RA trcatmcnt in both adhercd (A, B) and nonadhered MEE (C-F), 
which caused clcft palatc at high frcquency (G, H). In concordance 
with thc in vitro expcrimcnts, RA also increascd cell dcath in thc 
rugac Ir). Thcse experimcnts wcrc repcated three times with similar 
outcomc. Bar IA-D) = 500 µm; Bar (E-F) = 100 µm. 

control 
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interdigital cell death is signifkantly redueed and is accom­
panied by a reduction in expression of Bmp-7 but not of 
Msx-1 ancl Msx-2, among other genes studied. In a more 
direct study in chick limbs, Rodríguez-Lean et al. (1999) 
show tlrnt application of RAR antagonist impregnated beads 
in the interdigital region reduces cell death. lnterestingly, 
thcy obscrvccl an incrcasc in Msx-2 and Bmp· 7 cxpression 
when RA was applied to thc interdigital region, ancl a 
down-regulation of Msx-2 when thc RAR antagonist was 
used. Activation of interdigital cell death by exogenous RA 
required a BMP molecuk since NOGGIN, a natural BMP 
antagonist, blocked its effect IRodriguez-Leon et al.. 1999). 

To determine the mechanism by which RA rcgulates cell 
death in thc dcveloping palatc, we studied genes that are 
expresscd in regions undergoing PCD. Among the genes 
studicd, Bmp- 7 was thc only gene whose expression was 
restrictcd to ali palate regions undcrgoing PCD ami could 
possibly be dircctly corrclated to the cell death inducing 
11ctivity o(RA. Thercfor~, it was quite surprising to us that 
llMP- 7 ami BMP-2 were uhablc to activa te cell dcath in 
palatal tissuc. Furthcrmorc, w~ were also unablc to reduce 
thc PCD in the pala te to any significant extcnt with. the . 
llMP signaling inhibitors NOGGIN ancl SMAD-6. Thesc 
data are in contrast with severa! studies showing the ability 

· of BMPs to activate cell death or the requircment of tÍ1is 
typc of factor for PCD. Of particular importance are the 
studies mentioned above where it is proposcd that RA 
mediates its pro-apoptotic activity through thc up­
rcgulation of Bmp-7 ami Msx-2. Adclitional reports have 
shown the same interrclationship bctwcen members of thc 
Bmp and Msx families in the control of developmcntal ce]]. 
death IFcrrari et al .. 1998; Graham et al .. 1994; Marazzi et 
al., 1997). Consistcnt with a 'wcak' signaling by BMPs 
related to PCD during palatc devclopment, we havc not 
detcctcd' Msx-1 ami Msx-2 c1q1ression in palate regiOJ1s 
undergoiúg PCD !data not shown). On thc basis of our data 
ami a recent in vitro study uslng a tcratocarcinoma ccll line 
IFujita c:t al .. 1999), wc proposc that RA ami BMPs both 
havc indepcndent mechanisms for ccll death activation;but 
whcn thcy are present togcthcr '! synergistic activation of 
PCD is obtaincd. Perha¡ls signaling by both factors is 'weak' 
in the intcrdigital region and their simultaneous action is 
rcquircd for efficicnt cell death activation. In the palate, cell 
dcath activation could be strongly induced by RA and only 
vcry wcakly by BMPs ami as a consequencc, the presence of 
llMPs may not be rcquired for PCD. In agreemcnt with this 
prnposal, l3111p-r 1

- mutant mice display limb defects but 
not clcft palate IDuclley et al., 1995; Luo et al., 1995). 

PCD Is Required for Palote S/Jelf Fusion 

During palate shelf fusion, concomitant to PCD, cell 
migration and cpithelial-mesenchymc transformation have 
bcen reportccl to occur in the MES. There is evidence 
indicating that cells along the MEE could migrate to the 
nasal and oral cavities to form epithelial triangles, and thus 
contribute to fusion (Carctte and Ferguson, 1992). On the 
othcr hand, severa! reports havc shown that epithelial-

Cuervo et al. 

mesenchyme transformation occurs during palate shelf 
fusion (Fitchett and Hay, 19891 Griffith and Hay, 19921 
Shuler et al .. I991). This latter process has been considered 
a majar contributor to palate shelf fusion but its essential 
role has not been demonstrated. According to these reports, 
PCD coulcl be a scconclary event resulting from cell migra­
tion or differentiation. Contrary to this view, we propase 
that cell cleath is the prima1y process rcquirecl far shelf 
fusion. Our conclusion is bascd on the fallowing argu­
ments: 11 J PCD in thc MEE is an early event preceding the 
fusion process itself. At least for thc anterior region, PCD is 
an immediatc response to shclf contact. 12) Largc numbers 
of dying cells are detected within thc MEE during the fusion 
process in contrast to the few cclls that are transformed to 
mesenchyme. (3) In vitro, degencration of the MEE occurs 
within a very narrow time window (no longer than 24 h) 
during which we observed a lot of dying cells and no cells 
being transformed to mcsenchymc IR.C. and L.C., unpub­
lished observations). (4) Blocking ccll death with a broad­
spectrum caspasc inhibitor prevents MEE degradation ancl 
hcncc shelf fusion. Also, palate MEE degntdation appears to 
he prevented in Apaf-r 1

• mutant mice !Cecconi et al.. 
1998). 

· .. It is important to note that our Íll vitro studics show that 
intima te aclhcsion betwecn MEE can occur in the abscnce of 
-PCD but .thc MES docs not degenernte. On thc other hand, 
excessivc ccll· dcath befare contact appears ·detrimental for 
adhesion and conscqucntly far fusion. This lattcr phenom­
enon could be the cause of clcft palate in embryos treated 
with RA ill vivo. Our in vitro studies indica te that RA is not 
involved in shelf adhesion but it is involved only in the 
dcgcnerativc stagc of 'thc MEE. Even though our data 
support the view that cell cleath is the majar process 
controlling cpithclial degenerntion, contributions by cell 
clifferentiation or núgration remain possible. In conclusiori, · 
wc show that PCD at the MEE is a critica[ proccss for palate 
shelf fusion ancl that RA is a relevant activator of füis 
process at the time of shelf contact withour the apparent 
participation of BMP molecules. ' 
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SUMMARY 

A pair of shelves fuses to fonn the secondary pala te, a process that requires the adltesion 

of tite medial edge epithelial tissue (MEE) of each shelf and the degeneration of the 
··;~ - - -

resulting medial epitltelial seam (MES). It has been reported thaÍ ~pitheli~l-mesencltymal 

transformation (EMT) occurs during shelf fusio!l and is 9onsidéred afündamental process 

for MES degeneration. On tite other hand; we reC:ently found tltat cell death is a necessary 

process for shelf fusion (Cuervo ~tal., 2902). The,se latter data uncover the relevance of 

cell dcath for MES dcgeneration; ltowever, they do not discard the participation of other 
' . . . 

processes. In the present work, w~ focus in the evaluation of tltose processes that could 

,_· ... 
contribute to palate shelf,fusion; We tested EMT by traditional labeling ofMEE cells 

witlt a dye or by infeé:!ió'll.with an adenovirus carrying the LacZ gene, and by fusing a 

wild-typ15s'!~ldith.~1ne.from mouse embryos cxprcssing ubiquitously the EGFP protein. 

Fate of~Ei·1~~lle~cells was followed by culturing whole palates, or by a novel slice 
. >::< ~-, '. ' .. 

culture systefutl{~t llllows individual cells to be followed during tite fusion process. Very 
. '>'. , ... ' ·, 

few labeled.cell•~;·w:~: fotmd in the mesenchyme compartment, and almost ali were 
··,.-, 

undergoing cell <lciath; I~llMiiiórr'<:ifniétalloprcitCillases prevented basal lamina 
; '. ', -~ .'. ''.,· - co'.f(:~;~·-'. i .;.~t~'·t:,~~· . ~'.:~.<.'.<"' •, :;_;_'.-;-, ;'',- • ,_ 

')~~_>_;·._.,;id~-- .. -

degradation withóut'aff~~tiÍlg tvi~S.~~g~heration and MEE cell death. Rcmarkably, 
,-~-·-. - ,'.;_.; .; '·'-' 

>.> : ';·,:.:: ~-;;-:_~~-;' .. _;) >> --1-:,:f:··-.. ,.·.,. .. :'.·': -_:/~"' .· -' :: 
independently of sltelf rí.isioriLacHvation'of cell death promoted the degradation of thc 

,_. . .. »~--· --~-· .... .,.~~:;'·"'" - ·-;. - ~· __ ., -

,. "~, ,. ·":: ¡- ~-.:;" '., -~ .:• .; 

basal lamina tmderl~!ri~j~e MEE(~'~.~ta.ptosÍs").Einally, by spccific labcling of periderm 

cells (i.e., the superfi~ial cells.tltat cover tite basal epithelium), we observed that 
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epithelial triangles at oral and nasal ends of the epithelial seam do not appear to result 

from MEE cell migration but rather from peridcim ccll 111igration. Inhibition of migration 

or rcmoval of these cells suggcsts that they h~vc a íransient functiém controlling MEE cell 

adhcsion and survival, and ultimately died within thc epithelial friangles. We conclude 

that MES degeneration occurs almos! uniquely b'y cell death: and for tlie first time we 
' . .. ·,• ,', . ,,·.' ' ·.· ' 

show that this process can actívate basal lamina degradation during a developmental 

process. 
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INTRODUCTION 

The secondary pala te fonns by fusion of the pair of shelves originated from the maxillary 

process (reviewed in Ferguson, 1988), Initially, shelves adhere att.he m.edial édge 
.. ;.' 

epithelia (MEE), the leading hord~r're°gi9n of.the gr~win~:sl{el~es;whichgiyes risé to the 
"·J·· . . '»·· , . :/,/ • ;!>" -:;_. 

medial epithelial seam (MES).·The MES ¡¿ initially fa!lsti!~tciá¡,Y:·~ i~~liitay~~ epithelia 
.. __ -. - . '~.> --";\' ;,,'::_-:-~}:-··::·:,.'··::_..-,i,.E~~:~~~,~}__,-~_,·:Ett·~~~,:·:..,>"~.· _.:· : 

that la ter becomes a single epithelial laye~. M~S.de~~~e~~¡¡o•X.~6~in~'&s b;: fr~gm~ntation 
;. • •. '.c • .-.. • -~.;?:- ;-:~- '/·,·::,.r~y·:·.--:~\:::~~-:'.ir~(_:·:_·~.-:~----~ -·· 

of the adhered region f01ining epithelial islarids (~áÍl~cl ri~iith~}l¡¡l,:~b~tíW~i~ryá'.th~ MES. 
'-~'!~ '-·",¡e .,;.i--~.;~;.."'~;.•-'_;_·-

These islands degenerate resulting in th~ fus:e•d ;~late s~:;ve~.~ /:' •· ·· • 
.-· ' ' ·-· ..... ' - .. -~: -. ~ -· -. 

~e\~'• '·' ~ 0.-~i(•, ;:ji;«•~.·-:; 

that constitute the peridenn. Duri~g shel f gro~th; MEE is no(distingU'{sh~cl hlstologically 

from oral or nasal épiihé!Íúm; though they b~come distinct tissüeS aft~r fusiori. At the ·< .-_.:- ·.·.-.·:.~Y:·>-> ·: -.. ' -:·.. . - . •.'· .. _· ;.::--:. :.;:''· '.:.;.·": "":·-:.-·." - . :· 

1994), and é2jfoi(v'.~rio ~(a1.;1996).It.is tho~gh.t ,t11~~1l~Ja~~l~~i1s:s.he# before'.rusia~ 
. - -_ · .• - , • - '·'"°'"-'--~.,-.;-- . ~ • ·. - - ·-- ··- · , --- - - ;-.~~~~: ~·;1Jf+ · · .. ' _ .. '.:.,:: ·::=, . · ::o, ,~·~L.,·<-.-.;·~.,· 

.: ··~.·-...- .. -,:;..;-,.;:·<· ~:·.:.,. __ . :"-~.-:::-.::\_" .. :_-,;> ·: .. ~.,··.;,· ___ .. )-~~L-:·-i·.-~i-\:.-.,--:'· ... /., .. :,.··· ·'--._.. _ _. . 
to allow intimate cóntilct between shelve!((Fitéhett and Hay{J 989); , .'.~;,:•. >• '··' •· · · , , · 

.·.·.; .·'.. '"/fott~;g~Jtilif;:;;,.~,'¡~~Ú:,>t0z,·:.);/r;';I'.'¡~z:,i]'.;Vfüt>SK~;2I' - . 
Ep1theltal~mesenchymal:transfonnalt!.}n (~MT) 1s ·cons1Clereo relevan! far MES 

·· ····· , ',;··· .~::.tzr?~f:}~t·;:~~'i:;~~g~,'.;,Ft~~tfJ1'j.; :.t1>':~:~':-mrtr(trTfüt·~:r··· ·· .. 
degeneration (Fitchetf and ·H~Yfr! Q89; Griffifü a~d·Ha:YFl Q9~'; Shúler et aL; 1991 ). EMT 

involves th.e, t~~~Ji ~~r~~~tl~ii~fü;; P:~i~;~e~ith~f~~l ·~~ll~:;~: ~·¿r¿~)~ose mesenchymal 
·- ·.:-.,- .v:·:~;. '· .. ; ,:._':::~· -~ .. _ . ''· 

cells, a moce~s th~t i~vói§J~:6iúi~i1áfuina degradation, and dral11atic changes in 

cytoskeleto~, and cel,1-crll ;a~: c~ll-extracellular matrix interactions (Boyer et al., 1996). 
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The migratory capacity ofmesenchymal cells. allowsthem to move far from their origin 

site. Once EMTprocessoccurs, transfornied c~IÍscan.derive to speciÍic cell types such as 
- - - ' ':_-_-oc "--'-'_--"_º-oec_--'...-_""- """-

': .. . '-"'·"(--;_ '-<~·:_ ._:,-_.(_:_·:·:·:.-:".. . . . 
in the case ofneura!crest (Duband et al.,1995), or contribute to form structures such as 

. --. ' ._ -- :;·- ·,_··' . 

in the case ofthe endocardial cells that gi~~ rl~~ t6 heart val ve~ (Markwald et al., 1975). 

In the case ofsecondary palate, transfonn~d mesench:Ymal cells would nothave a specific 

function. Se~eral reports have presented evidences suggesting that EMT actually occurs 
- -:_: . :,~' . ' .-_ 

during palate shelfr~si6J (FÍtchett and Hay, 1989; Griffith and Hay, 1992; Martinez-
: · - ,'- ';. ) .. . 

Alvarez et al., 2000; Shulcr et al., 1991; Shuler et al., 1992). Howevcr, the fcw ce lis 

detected to be t~a~sfonned and the lack of a quantitative analysis, obliga te .to ~onsider. 
additional mechimisms far MES degeneration. Migration of cells constitutl~gthe MEE 

- -~._!,_,_ '·- . .:. - - :-;~\:.· ,_-' . 

toward t11e nasal and ~ral regions has also been proposed to participa te Ín shlllf fÚsion 
. . ' ·,. . .• . .< -~'· • \.'.·.·.c;·"i~f+: ~:--~-~-. • 

(Carette and Ferguson, 1992). Cell death is anothcr way to elimina te th(! MES;· and. 

although it has been known to occur since many years ago (De,\ni~Íisf~J&;t~Íb11Jc1i~n, 

1968; Farbmán, 1968; Smilcy and Dixon, 1968), its relevani:e·i~ ~~~~;~i~e;~tion is 
·~~ t~~r':\:~~i~~-~<-~-~f.~··+:~.,=;·.- -. -

• , ··: ·::?- . ' . ' .. -: " .. ··-···'··~!~•/-:,{}-:._._:..r·;¡;, ·-:'·:¡<, _~;-_~{-~: .. -:. 
only unttl recently been demonstrated (Cuervo et al;, 2002;'Martmez~Alvarez et al;; 2000; 

'.- ··. .. . ·.- ;~ ·>;;:. : :-:- . .,..,., · .. -._ ·-·<.\C-:_:;_::" ... '/:\: :'.;~;,::- :.~,:::~ '-'- ':: . . .~ .. 

Mori ~t ~! , li~~~~·~~~~.f i\X-\~]f~~~~~.}~~~~;'Y~')~n ~~"1~$1f ~;~~U irom • 
comb111at1011 of cellular.mechamsms such as those descnbed above; 

:<~:·. ,,;\ ·, ... '.;.;,. ·:,:;;·:··;,:··.,: .;',)\--· ·-~~·- ',,,~·. ·-,·.·~::. 

. . :~ -. :- ~ _:.- ,.-.. _.\ ~ -~.'~.~º; ~. :}.:.,:.~~::,-· ~\:·; ' ... .-· .. -:_'.·f -·: _ ·:?~·. . -.. ;;~.5. ·'. ~· ~(:";~ -.~ ... ~~:· .. ,. _ :·;r-. ,;~ ·:·: : -.. :.· . .'·:· : .e .. :_- • 

Thé aim óf the presé11t;wéirk was fo évalúiúe th~e releviírice ofEMT; epithelial cell 
---_,<· .;-;:~·-: .. !::,:-<?~'.~· ""···~--~ "'<:_.:. ._,.. . ' . •"'•' . -~: .::·;.' . -·.· 

migratiol1,al1~c~ff d§~th}fl p~lateshelf fusion; Our results supporf !he.fundamental 
•• -, ' > ~ '. • • • 

requirement C>fceU deathfor MES degeneration, without a significan! contribution of 



EMT or basal MEE cel_I migration. However, we show data indicating that thc ordered 

migration ofperiderm cells out from the basal MEE is necess!lryf~rnonnal fusion. 

Furthermore, in contras! to the activation of cdl deat~ by.bas~I l~~illa degradation (i.e., 
. . ' 

anoikis), we identified the activation ofbasallamina degradation as a consequence of 

MEE cell death ("cataptosis"). 

MATERIALS ANO METHODS 

Animal handling and palatc disscction 

CD-1 and EGFP (Hadjantonakis et al., 1998) mouse strains were used in this study. 

Prcgnant females werc sacrificed by cervical dislocation between 12.5 and 18.5 d.p.c. 

(vaginal plug was found at 0.5 days post coitus-- d. p.c.). Palate dissection was done as 

previously described (Cuervo et al., 2002). 

Organ culture 

Whole palates were cultured on filters floating on serum-free medium as previously 

described (Cuervo et al., 2002). We also developeél a palate slice culture systcm based in 

the report by Knight et al. (Knight et ~l., 1999). lnitially shelves ofwholc palatcs were 

put in contact for 3 h and then einbed~~din 5% low-melting point agarose (Sea Plaque 

GTG, FMC Bioproducts, Rockland, ME.) in McCoy medium (Microlab, México). Onc-

hundrcd-fifty µm slices were produced with a vibratome (Leica VT 1 OOOS, Wctzlar, 

6 
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Gennany) and collected in cold PBS (5.4mM potassiutn chloride, 138 mM sodium 

chloride, 22 mM glucose, 2 m~Úodium~p:otassi~mcp~osphat~, pH7.2).~lic.es were set at 
_'=e·-·- ~~~-.o'---;_·,,_~"·-''·~ ~~~:~'.·,-~!~.e--' ~;;,-:'.~1:.~t~~'.~tt~ ~:"·?'.~~-_:-~-,T~O~'.;·;. ~.O;t=".-;- -'~:O~:· •• -,'~o.~- - l-•· • - .. 

- ·<: -
the bottom ora 35 inm petri diJh llN<l cb~~r~~(with ii'Iay~r ot\t % !o~-melÍing point 

. ·'. -- " ' :-'.;;.;·:,,~; ~0.; ,:~· ·._,-,_~ .• ;.,;. -.<!{"! -_ , ... '~ ~ \ -, .. f.~-. - ;;/:;~ - •·. ~ : . .,·· -· .. ~ -

.: : . : ~~~--~:..< :'.'-~--;-~ .. ~~~':~'.y,-.r~·/f ~~ .. ~~<E-:.-... ·:;: .. _":t: _·_~:;·_?: .. ,.;_. ~ .. :-~:- ;·r-~r;~~>. 1; "/::-- - • :.---~-'.:-· • ~,-•• _ • : 

agarose and 2 mi of:McCoyirie.dium. A(iheend ofsulturé, Jive.slices were washed with 
' , - ---~-~·(;i'.-'." _'.~- '"·- ·"-: Cr,;•> - ; . -·, ·.:;·::;: '.';···" 

PBS, fixed with 4%J)acirolíh~Ídehyd~,'~rici pro~~~s~arri~~iÍNÉLinwhole mount 
. - : .. ::-·._ .. ,:-.. :~,:-~- ·-:._:~~:-:~-.;·.ij'.~~'.~:. '..¡:::.: . .- .:,<~::: .·¡~~::.~:~-~ . .<:;_if·:,, -·}::~::;·:·:'._i;· -. _-_: .. :. - ~-'.~-- -'----·~-'- _: 

(Con Ion et al;, l 99S).cyÍ~~hali~in' B c6 ~M:fsi~naYst LoÚis, MO), cyclohemide (20 

µg/ml; ·Sigma, St~ Louis; MCl), r~titibic ~cid (20 µM; Sigma, St. Louis, MO), staurosporin 

(20 µM Sigma; St.Louis, MO) and z-VAD (100 µM z-VAD; Biomol, Plymouth, PA) 

were added directly to the culture medium. 

Ccll labeling 

' ' < ' ' 

Complete MEE labeling w~s ob_tairied by subniei'ging whole pala tes in a 1 O µM solution 

of 5-6-carboxy 2-7-dlchiÓró'flu~t~~c~in '<li~cetaté sucéinimidyl ester (CCFSE; Molecular 
',;·i _;'{..¿<~~·"_:·:::::,:·~,:.'.!;•,'_:!:s·:'. <V:c "'-~:) . --, . • . 

. :·.:,,--· -: ~~·-~-~ ' -- -

Pro bes, Eugene;,OR) in'PBS/Samph)s were incubated al 37 ºC for 15 minutes and 
-,:: .-·~: ..;_..'_·<.:. ·J',,~-;.-,. ,;,~:;>~'o_<.··'.:'.:'-· :-:·.l 

'• (.-.;..:\: ,.·,-· >.(r: .. -_,,.-_,.--. \ 

washed twice with PBS befare i~Iture. Selective labeling of periderm cells with the same 
. . ' .. ·-··:·.> ... '.'·· _;··-i:'·:·., i-_:~;i-~; }. ~-,:_._\-o''._·.· 

.'<', :-----

dye was atÍ~irié'J\:;ylncÓllátfon ~troom temperature for 30 seconds. Transfections with an 
0 '_' ~--~c:c:c·, __ -,_•.•:¡_",?-·· -~:-·e:;~- ··:o·''.'-··'.'· '· 

r:,\ ,--. 

adenovirus ~~ri-§in~ th~i.acZ reporter gene (Ad-LacZ) were carried out at 37 ºC for 1.5 h 

as prcviousiy de~cri~e~(Cuervo et al., 2002). Chimeric pala tes were formed using one 

shelf from CD1.imd the other from EGFP embryos. Shelffusion in this condition took 
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about 36 h; In all cases describéd a~ove palates were cultured for diffcrent time periods, 

fixed with 4% paraformaldehyde, and embeddecl inparaffin oragarose, and sliced for 

histology, imunohistochemistry or cell death deÍection. 

Pcridcrm ccll rcrnoval 

To rcmove superficial cells, palates were.incubated in 0.25%trypsin solution in Versene 

(Invitrogen, Grand !stand, NY) at 4 ºCfc,ir 5mint.ÍteS. Affer incubation, p~late medial 

cdges were constantlywashed with'th,e ~:~~~oI~tiotlup to't~in)~yers came off. Samples 

temperature' fór t O ;riinÜíe~~'sH¿)V~;·were separated from the rest of tissuc and cultured . - . . - . - ' . 

on filters. Same treat1~~~t ~as gi~en to control palates exccpt that medial edge washing 

with 0.25% trypsin was not performed. 

Hlstology, immunofluorcsccncc and TUNEL proccdurcs 

Cell death detection by tite TUNEL method was performed using commercial kits 

(Roche, Mannheim, Germany) ora procedure for whole mount as reported by Cortlori et 

al. (Conlon et al., 1995). Immnohistochemistry for laminin (Rabbit álltHáiriiriin; Sigma, 
·, : ' .. -~'-. ' 

•''·-.·e ., .·. •,'' • 

St. Louis, MO) was performed accordirig to standard protocb{~.·E~c'¿~rrcif th~Ad"LacZ 
- ·. . . ' : . . . ····"-:"."· ·'.~<.:}~/ -·-~~:: .. ~-";' :-~·:< 

labeling, labeled.cellsw¿i:¡j,'cidt~~;~~by~pifÍúorescence .. (Ecli~s@/rE~Óo,'Ni'kon,Japan). 
,: ~- , .. ~ 

Double detections cóm~inecl·E~FP or fluorescein (in situ cell de~th cle.tectiJh kit, 
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íluorescein, Roche) with rhodamiri(in situ. c~n dea.th detection kit,rhodamin, Roche) or 
: - - - - ,.· " .. ·, ; .. , .. -.- : 

. Alexa-fluor 594 (goat anti:rabbit; Molecular Probes, Eugene, OR); Photographs were 

taken with a digital camera (C~~lS~ap'. R~~er Sci~ntific 1ri~.; Trenton, NJ). 

RESULTS 

Fatc of MEE cclls aftcr palatc shclf fusion 

To study the shelf fusion process that is required for secondary palate formation, we havc 

cultured shelvcs integrated to the nasal portion ofthe head (Cuervo et al., 2002). Undcr 

this condition, complete shelf fusion occurs within 24 hours (Fig. lA, T/L), in contras! 

with periodsóftime of around 48 hours wh~n isolated shelves are used. ¡\ny cellular 

process p~rticlpatl~g in ru~ioll'~ust occur within the 24 hours time wind~w.A typical 
-.· ·:;,,:-;-.>'-···.·--'.·-o.' ·. ,, . 

protocol to detcrmin.e tlie fate ~f MEE cells has been through the specific Íab~ling of 
- - - ."'i 't'::_--~-~ ·<:· -· ... - . '_··: 

these cells with dyes th~tcan not diffuse trough thc basal lamina. We.used ~ dye . 

(CCFSE) that once insfd~ a cell is modified and can not diffuse to otherC:.~Üs. After MEE 

staining, we forced coÍltact between shelvcs and followed th~ f~teof the 'stained'cells at 
,/' - • : • • • : • 'J ~- • ···: i :.:: !' ' ' ..•• ·- : • 

. ,"' ;..:,.-, 

different times during the fusión pfocess. Previoúsly;~w'e:;e~~rtéd th~fsome differences 
... \._,,_,_:: .. -· - - --:'',·'_-y·<~7--::~·f-";··;,.:.,·, 

in cell dcath activatioll \Vithin tlle MEE are 9bs~rv~d\c~ii J~ath in anterior MEE rcgion 

is activated shortly after sh~Íf C:()ntatt; \Vller¿~s·:i~t~~ posterior region, cell death in the 
:.:: · .. ~--,,~:-:-.'' .J ;_:.1_,.--'<".r.;··_·.:;:.:.:. ~-- ·. >C.'' , -:-

MEE is observed prcvious't~ s~elf~oiH~6t.Th~refore, we considered possible that 
-· ·' . - -· . ,· .. _.,,,_. '.-. - ·~ ·, . \~. -, - ··- ·- . 

different mechanism coúldcon~ol ~sio~ in anterior and posterior MEE regions; thus, the 
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fa te of MEE cells was studied in both regions. After 3 hours of contact; adhesion between 
' . . . . ., -,- - . . - -·-

shelves was very strong and there wereno signs ofMEE cell death,'migration, or, EMT 
~-:..;....;.=-= "'°'-oº~-'--~-o--=-~ 

.·, •''<; .• - . . - ' 

(Fig. 1 A, 3 hours/CCFSE). Three hours !~ter, the MES start~d to disrupt; accompanied by 

many dying cells (Fig. JA, 6 houri1cc~sE); epithelial triangles wer~ cl~arly identified at 

this time. Stained cells were not d~tect~d óutside the MES,·Tw~lve hour~ aft~r contact, 

many dying .cells and remn~nts ofb~sallamina werestill prese~twi~hi~ the MES (Fig. 

1 A, 12 hoµrs/CCFSE), bútby 2.4 hours, ali dead cclls wereie~ovedand basal lamina 

was completcl~d~graded (Fig. JA, 24 hours/CCFSE). Very.few stained cells wcre 

detccted outsi.de the MES after this period oftiÍile,ard among those, the majority was 

detecte~ a~· dying ~~lis (Ta~le 1) probably ¡~·sirle. ph~~ocyt~s. 
· · · -·, .. ·, ... · ·, •, ~ '; • · ' . - · · - ' e,;·.- '.e"· -- _ • . • 

retrovi;a1vect~~cá'~¡A'iit~~¡,J¿z:~e,d·~dá~~111e detection ormany 1abe1ed cens.within 
";~·". ·t' -"\,_; }.- ~,_- · ·e-,',:.· _::~,~~~><·; :<:;:::, ~;-1~)> i-:~··r::. :~·\< · 

the mesenéhyril~·c'cici~~riili'~rit'~li~i:f\i~fah'cM~rtinez-Alvarez et al., 2000). How~ver, 
'·''. ~>''.. '·,"'-' "'.::~·" >"I"~,,.,~· .'c.··:,••·.-.,.'¡~.'".""·••., l•••\''•. • 

infectio~ with :~qetró~1~~,?~~i~~~~~rnt~~d~i1 pr~liferation.induction by~~ril!h. sínce 
,}~ ~:.< :~~:~;~·: - '._:;;¡:,::: : ;::r.\. ,_. - '._ ·-·-~<-i:' _ • -:_.;~,::·<:--~··: . ': -: 

serum coukl c~~se'ártit'a6ís during fusioi1I"1e p'refei:red to use an adenovirus; also 
,_ • _ .. ·, J - - - - .: _,. _. . - - - • ·- .; • ~-·" ~ ' • - ' - . - - •·· . 

-:./:';<~ ... ::;~~::~:;:-:·~:·.--> .·;-. ·-: .. ·.·.,, .. ,._:· --- \ 
carrying th~ focZ gene, which does not requirc serum for infection. Cell Jabeling with the 

adenovirus used here was more extensive than that reported using retroviruses. As with 

the dye, most of the MEE infected cells were dying and none detected outside the MES 

(Fig. 1 A, LacZ; Table 1). 



We also followed the fate ofMEE cells_by fonning chimeric palates .between a 
. - : ,. ' . : 

wild~type shelfanda shelffrom a ITiouse embÍ"yo that express constitutively the GFI' · 
,,..._·~-~' -__;:~,_· ___ . . . 

._ -- ·--: .·· .. >_ ':.=;:,.._.;-:~-:<._1·:_>:' ::· . . -·_ ':_·· .· 
protein (WT<->EGFP). In this situation; the cells that suffer EMT would only be 

detected ifthey cross th~ MES. Ofco~f!le, 

previous to shelfcontact cóul~ Ílls: migrate between shelv~s during or.afterfüsion; No . . . . . . ' .- - .. ~ . . . . . . . . . . .. . : . . - . 

cells were detected to cross th~MES (Fig: IA,WT<->EGFP), suppdrting the low 
.- . ·,_-:·· .'·. " ,'. ·-·; .,; ... '···,_ ,_ ,, . - -: . , . 

frequency of,EMToc~~rr~nce ii~c!"~ts'q~h~ frmited,~igratóry abÚit)' of mesenchymal 

cells from one shelftoanotller.Nori~th,~les~, th¡ b~~avi~r ofMEE and mesenchymal 
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cells, we observedthafnasal añd ofut ep,ith~li~J cellScould migrate.between shelves (Fig. 

epitheliallayer tutji~d into ll sirigle epithelial layer, intercalation of epithelial cells from 

both shelves (i.e., EGFP-positive and EGFP-negative cells) became obvious (Fig. IA, 6-

12 hours/WT<->EGFP). 

Fatc of MEE cclls in a palatc slicc culture systcm 

In order to follow continuously the fa te of MEE ce lis d\Jrin¡f MES degeneration, we 

established a slice culture system in which cell migration c:ari be studied in more detail. 

MEE cells were labeled with a CCFSE dye and sh~l~esJüTín contactas described abovc. 

Three hours later, 150 µm slices were produced; at tl1is time, MES appeared intact 

without signs ofdegeneration (Fig. 2, 3 hours). Next, slices were cultured as described in 
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Material and Methods.: Six hours after contact (i.e., three hours in culture), MES thinned 

and 6 hours Jater MES Jooked fragmented (Fig. 2, 6 hours and · 12 hours; respectively). At 

this latter time; nó.Jabeled cells were found outside the MES: Twenty-four hours after 
._ . '~ ;', :. - '-. -
-: ~\'~. ,;.'':')·". 

contact, the MES could not be seen by phase-contrast micróscopy,'~ut fluo~escent cells 

were still detected within the fusion region (Fig. 2, 24 hpu~j>;·~lle ~e~~,~~Jority of 
. ,· -

remaining cells at this time was dying cells (Fig. 2, TUNEL). Therefore, in this culture 

system, two MEE tissues can fuse without EMT contribution. 

Rclationship bctwccn ccll dcath and basal lamina dcgradation 

We considered possiblc that MES degeneration involves both cell death and EMT. Undcr 

normal conditions, cell dcath could domínate on EMT to cause MES dcgeneration. 

Howevcr, we might not be detecting the actual number of MEE transformed cells beca use 
. . . 

they could not survive after differéntiatión. Hence; we blocked cell death with an 
_ ·-,:·::·.--:--'.",~··' : .. ··;··.'-:.·~·.<.-!~'.· ri\~.'·~L'.:-~~/:. :f:,~--··1~><·.\:·.· . 

inhibitor of ca~~~~~~ ;~~.·~~~~c~~~ .. :t~rJ~~~¡~'ds~)Í(J~.t~~;me~enchyme compartment. No 

labelcd cells i~·th~'~~~.~ribji~~·~c~i1i~~rt:~:nt'~e;~¡~o·~Jd it~tre'Bted pa!Íltes (Fig. 1 C; 
":>.::-:." ¡ -·,·: ,-,;:_;/\~;:;~\,- ~~·::: ::r\';:';:.--\-- '_-·c·.1: t2·:~:' ';}_ ::\-:\s:~ e:/~ ... ~-·-.:/!_<.'.<_.-

::::~:tci1~·~~~~1~!:1~:~2f ~~~~t!:~~r:::::::~ "'' 
,. ;;_ '-:;:: __ ; -:,\,:- ···,\:~· '.·:·:.:>:. 

compensa te for MES d~géne~lion in the. absen~e of cell '~e~thY: 
~,, .> :~~-;~':. ·,_'~;,:_ _._:-.;~:_;_:-~.- -.,\-

In the pfeviO.us ¿xperiments we ~Is~ roúb'wi?éi~: i~:~cl~ÍÚon to the labeled cclls, the . ',·' -- ,. ,-- - - . . . . : ~-: - .: ,-, ~ -~ - ; ·-. ': -, .. 
' .. : . <;- >'·~:'>" :e~: ····>:: 

integrity ofbasal lamina. To allow EMT, basal lamina .needs to degrade by a mechanism 
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involving metalloproteinases (MMPs). Actually it has been proposed th~t _basal lamina 

degradation is an early EMT event (Lochter et al., 1997; Song et al.; 2000). In agreement 
,._ _'-'o;o.-,.,-~c·-;_~_-o;:-

,-¡-· 

with tl1c low ~~currence of EMT, we did not detect bas~I Iiú~ina degradation when ccll 
. -

death was bl~~~ed(Fig. 3, z-VAD). Interestingly; MM~ ln~ibi;ion prevented basal 

. . -

lamina degradation and blocked fusion without af(cctillg the occurrence of ceH death 

- . 

(Fig. 3, MMI);Therefore, it appears that C(!ll death is not induced by basal lamina 

degradation that s.hould accompany EM)',' but'rather basal lamina degradation appears to 
•. • - ·:~.e . -; ''.. - •-,-- -

be a secondary. event at:tivated by t~e dying cel_ls ("cataptosis"; see Discussion). 
. . . -· 

In order to confll'tn thc{previous conclusion, we treated untouchéd palate shelves 

with RA, a ~ery sÍ;on~:MEE cJn death inducer. Under thesc conditions, RA-induced cell 
,-¡:·{.- ·,.'.'· 

death was alsc:i ~ccompáni~d by basal lamina degradation (Fig. 4, mee/RA). Basal lamina 
, -; . ' . . -.... _-,_ -->~''·:.; ' - ' - - ,. --- - ' .. 

degradation Jas n<;>fa~ Índependent event regulated by RA, since cell deatl~ inhibition in 

this condition alsoinhiblted basal lamina degradatfon (Fig.4~ m~dz=VAD/RA). 

Interestingly, cataptosis.was restricted to the M~E area, sfoc1(ceif de~t11 in ~gae 
- " ·- ' ' . ·' ·:-·· -- ·.- _, . ":'. 

epithelium (natüral or RA"ihduced) had no effj¿¡ ~n ;h:-~rÜC~~ty of basal lamina (Fig. 4, 
, . - . ·. r·· ...... ·- -. ' 

control andrugaetRA).finall;, a, gener~la~ti\/ationof ~ell death by staurosporin also 

induced basal lamina degradation spccifically in the MEE area and preferentially under 

apoptotic cells, whereas basal lamina rcmaincd intact in the surrounding tissue (Fig. 

4/staurosporine). Therefore, these data suggest that, as a consequence of cell death 

activation in the MES, the MMPs responsible for basal lamina de1:,>radation actívate. 
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Migratlon of the periderm cells associated to the MEE 

Ás previously shown, most MEE cells die during fusion. However, another componen! 

associated to the MEE is the periderm that covers most ofthe shelfsurface that first gct 

in contact. In arder to label preferentially periderm cells, we stained pala te shclves for a 
. -'=-~ -_- - '~~.;-,;_- .,;• :-·-·,·, . 

very short period oftime (i.e., 30 seconds) . .The selectivit/ofthis staining procedure can 
- : ·, .,.:_'-;,·.~. « ·._ ·'.'. •• -~:;.r ·::.:: ·-

be clearly seen in slices C>r these pr~par~ti6rii:(!!~b"rófo1~tri~'c~ Fig. s; CCFSE/2 hr). To 
. . . - . ~.., ·:: >:·-~::···-.,~_;,- __ >-: .. :~~-,-:-<~/:- !:'.~·~\:.-.~;·~ :;.¿;,'-(-,\¡~\:c:-:'.1~;~~;_~, __ :. .. .:--·:,_< __ -_; 

determine the fate of peridéÍm c~ns; th~y\~;~n/i611q\yed 4urlng the fusion process. In 
- --~- »:··,,·,,,_ ~::..,.\;:.y:F.: -

'°"tm•t -'lh fy!E~~elti¡ii~~.;~~tl:i~iliü~:de~ oell• m;grnted to the oml 
and nasal ends ofthe MES;contnbutmg to)he;forritl!tioirnfthe epithelial triangles, where 

most ofthem died~;~lg'.}~/~j~lJ;;,-Jif X~t~~;;~;~·.·:;¡; ,•'.t; :·; ---. -. . 

--+~-fet'f_~si~;~fs-%'1~;~;;~~l~--~~~{qct,~~-~~Y1~:l~;.r~~idR;\V~·-~nhibi¡ed.céll 1nÍgration 

with cyto~hal~~in~h~lli~~<~~IJ~~~~¡§\i~~ot'~;~~-;_t'.JoJJj\~-;~x~~fted,-perlderm cells did 

not migrate, epii11;li~1ii~~n~;e~~ldg¿¡}~~ri'f~~~iJ~~d~le~~~~esi~n occurred (Fig. 
'·-:C ':''" :': >-:~. - ¡_~-- :-·~~~---)~ · . .' .. -· 

6A). Iriterestingly, cell death in bothbas~I MáE'ártd the.overlying periderm was not . . . --··_.:~·:: .. -;.'.:>:':: :¡t·,:.-: .. :'_ 

triggered in the presence ofcy!OchalasinB'(Fi~;6B). Actin polimerization-

depolimerization dynamics do~s rioéap¡,'.~aÚo interfere generally with the cell death 

execution process, since the dru~ u~Jd ~l~ Bdt rnodify cell death in rugae (Fig. 6C). 

Cyclohexamid~also irihibited migratio~andfüeeplthelial triangles did not form 

however, in this case, cell death in rugae was. affect~d too (data not shown). These data 
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together suggest that migration ofperidenn cells out ofthe MEE area is essential to 

initiate the fusion process. 

In the previous experiments, cell death might not be activated in theMEE because 

peridenn cells represented a barrier for intimate contact between shelves, a _possible 

requirement for cell death activation and fusion (CÍ.tervo'et ah;2002>'~To'tesithat 
.· ··~ _,, .. <·- :_,)~-\; L:~:-~·._-y:_'/~·"_;,_.-

possibility, we removed this cell layer by controlled trypsi~;tre~t;n~rit (~~e Material and 
.. ··-/j- ;:L~Y.::-;~~;,·:·.·~-~-·:;.::· ;·:.~.:~ . - . 

Methods). Palate shelvcs lacking peridé~ cell~·~dheredf a~ff~~t¡{d ~éll death and fused. 
•·• . ..' .. ;:~·- '.',.'>.'···-···I·\'::. ' -' '·.-·;.:.::_· ,_,·: .!. , ,. ··> ', :''.}:: _:_;_~>- _' :·.:·.'· -~·-: 

However, epithelial triangles did notfonn,;resuÚin~iri¡~thhÍne;secondary palate (Fig. 
·' , . ', .. ;··. '', .· .. _ - .. 

. -~ .: ,•; .'.;:;>·~:.'.- .\ :;-,· " 
;, 

7 A). lnterestingly, viability of MEE cells in isola'ielí'shelves marl<edly decreased when 
-~·,,,,_-_'.·,_·-:,,~~-:/_;~--~r:;~t§·:~,4';:·--~"-~·~-·-.,.,= ... -.·: -·-:.' :_._ .. · .. ·.-· ·" ¡ · 

peridenn ceBs were removed (FÍg.]Bf In cpncl~si~,n, p~rident1 ceÜs do riot appear to be 
; -~>~ ·,< :·.-~;:· .:';::~ . !'-.•• ·. 

necessary for the fusio~ p;ocess •itself, but th~y ~~ecl to ini~ie Óut of the MES (Ó allow . . - . - .. . . - . ' '. . -"--~ ., .. ,_ ' ' ·- ' ., .... ···. ,, . - . ·. - . ·, ' ' -

contact and cell death activation. 

DISCUSSION 

We detennined that the primary and major fate ofMEE cells ofsecondary palate shclves 

is death, a requirement for MES degeneratioil anéÍ fusion. We could not find evidences of 

EMT, and migration could only be detectedfür the peridenn cells that overly the MEE. 

Furthennore, we füund; forth~ flrsttini.e, thllt b.asal lamina degrades as a consequence of 

cell death, emphasiZing the relevance ofthis latter process in shelf fusion. 
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Severa) years ago, Fitchett and Hay (1989)presented the first evidences 

additional evidences ~~~pirli~1 E;.fr:'(ka·~i.:.iinen ~t al.; .199'7; Martinez-Álvarez et al., 
.. - . ' .. ,. -- - . . -

2000; Shuler et al.; 19~); ~hlll§~ eta l.,' 1992). Currently, this idea prevails, in sorne cases 
. ' . . 

neglecting'thci paM'icipaticm ofé:~Ú cleath (Yoti~g et al.t2000). In sa"me of cmr experiments 
· __ '.o-.-~-_._~-·:,~::-~:.-· - .-... · ., ... '·"'" .. ' ·- ',.·- -~;::·<:--:~:/ . 

,-::-· .. -

we used a similar experiÍne~tal strategy. as in thos~ ¡jreviouS report~ bufuslng an 
.- .- - ._, ... ;:·.· ,-;·.·. ,. - .: .-· ...... ,_.;·. ,:;·,.._ ... _ .... • .,.-_ 

vivo. Under these ccmclitions, wewere unable to detect !lni~b~iciu~participation of 
.· ~-~--- ~-:,:F:-- .>-

EMT.The few~labeled cells foünd aroúnd the MES.0.tthe é~cl C>fculturewere undergoing 

cell death (Table 1 ). Furthenn·~~e,' ~he~ cell death :as prev~nted, E~T was still not 
··~, - . . . ' .~ . . . ' ·-

·,C:~-

detected indicaHng that,,E,rvtT i~ll~t able to compensate for the inability to elimi.nate MEE 

by cell death. sincejt'ill p~s~ibi:e 1iiat individual transfonned cells escaped to our 

observations,~e foj)d~~J~acl1MEE cell within a 150 µm MES re~onusing a novel 
, ' '.:< ·:-:.'.::'>·:-:~~-;-. ,- . ~··. '. . . . ,. . ·,:.' .. ',(. 

_;,. -~.'~_:'. __ >);~.1~~-"---<~-~>~~./~---~-- . . - ... ·:- .. -_-.. -·-- --. -· -'._:: ·:~_~''._._. -.-
slice culture system¡ findin.if no ceils suffering EMTand many MEE cells dying (Fig. 2). 

' :""·,~::~.· ~;:~;~~~Jt:~~:~·, o:-·:~·;.,,. .. ~o·~ .• ~· '. - ' ; 

Why ttl~:'cli~dr~~~ri~}cir~uicl~~¡¡ wilh tllÓse.'previous reports'? It is important to 

. .~' •·r;,5,,<:~I§.:~1%'.t~M~:,fü!:Y;~··f~.\: ~.~.{··.c• .• •.,c;··•·•·.•.. · 
mentton tJí~.\ 'fl~h.s~ll\.e:7x.~~P1!211llJ§~h:~t~l;,)998), very few MEE cells have been 

--- -. -- ·º.,,;-,e--,.-. >-~-\-,-: /"'}::-~:~· ~ :-::~~F ~e-. .;:_-,.,; ·;::u::·-·::::·:,~ ·-. -~:7 ; -,._ . .. , 
.· . :::>·: .. -::-.~:·:; · ·:<-.':,.:-. ¡t~;_:y·:·.=/sf( ~-:~~;~::~'._::~;-~,~;_< .. <- ,, -~ · .r» 

reported fo iin,g¡:rgo Efy:!Tahd;'gen~rally; áquantitative analysis is lacking. Moreover, in 
.' -,.,;;: '· ,:,-, ~' i~;·:- -::;·:: 

·-::: :.'·-''.'\. -~--~~ :~ :··~~:~)f: .. '·.~- ·.: .. ~ . .-.:>': .; . ~-.·.. :-_ 
no case reporteélit hasbéendei'énúined whether the assumed transdifferentiated cells are 

. ·._{:···-·-":~--'._'-'~'"-'-~'.;,-·~e,~:~·-: .··.t··;.' :·,.-· . -
\': 

instead dyiÜg.g§II~·~; J¡j'a~Ócytes containing dying cells. These drawbacks make difficult 

to estimate the éontribution ofEMT to MES degeneration from those reports. It is 
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possible that palate shelf fusion does not occur equally along the rostro-caudal axes; 

therefore, the region studied might produce different results. We Considered this 
·-'--· -

possibility and, thus, studied MES degeneration along its complete length. Another 

explanation for the different outcome is the culture system. Usually dissected shelves are 

put together and then cultured in the presence of serumto allow füsion. We have found 
. ,_-''_ ;-- -

that our culture system allows a more precise touch betw~~n s~elves and an eflicient 
) ··!~''<2· 

fusion in theabsence.<>rs,~rulll; Sh~ler:et~f.(l~~?)~Ísdlab~led MEE in vivo with Dil 
- ~-- ' - - - .,·:~·'~· '-< >-~'/;:'/, ::~;~-:.:; -

and show tluit clump~()flabeted ~ellsrerriain'afound the fusion line. It is possible that 

artifactualstái:i~~o~:~x~~·.iit:Jt~·~g¡[B~~~~ts·¡~il··~an•·easily precipitate), since 
_;·~·~~---~-? -·j_."t:~~~//;C~f: :'i::;:_·:,: -~.~~:~ _ 

individualcell~ c~n ~ci(!J~.~Ísua!Í~éd ~Ü<lfü1 riiembrane incorporation would not assure 
- . - , .. ,,._, ; :-~ -... :-: .. ,: ' . 

the transfer ofthc;: dyt;: fo()the~more interna! ce lis. Despite these apparently contlictive 
. ' ' 

results, we propase that éell dcath is the major contributor to MES degcneration, even 

considering a low occurrence of EMT. 

MEE cell migration has also been proposed as a mechanism for MES 

degeneration (Carette and Fcrguson, 1992); H<lwever, in those studies was not considered 

the differential migration bet~eedMEE arid th~ periderm cells that overly them. In our 

study, we staincd preferentially.p!irideim cells and demonstrated that soon after contact 

they migrate tow~.~d theofki knd hasal cavities and form the epithelial triangles (Fig. 5). 
~ ~,-_: 

In supportto tliis<>bs~fvadcin;when migration is inhibited or in the absence ofperidenn 
,: .. -l.-;,.·:;"" 

cells, the epithelial triangles do not form (Fig. 6). Shelf fusion could occur in the absence 
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ofpcriderm cells, but the.outcome is a thinner palate (Fig. 7). It is ~onsidered that 

periderm cells shed bc!~~=~~.'1!~:! (~itchett ánd Hay, 1989); hciw:~~~·~s cmr dáia show, 

epithelial triang!es resulf.fro~ periderin cell migration, a process thafappears to be 

relevant for proper fusionlFm1he~nore, a relevant findi~g ofth~ krcis~~tw~rkwas to 
' --·,-,, 

peridenn cetlmigration ~Jp~ars t6 be req~irecl for cell death ~ciivation ofboth periderm 
>. .. ;.,.,::,:·~,·\'.o,,· ... ··:··<·:.- .:- , , . ._;:·.;-. .:«. :<··: _,:·.:: .;·;.·,.,;:_·~:-~::;,:·: ;._ :·;-'.:··.·,··.:· _·· 

and ·basal M~~ ¿~n~i PeBpeiffi cells áre ve~;likely th:,¿~11~ tl;a(·~~~~}iÍÓ~odia and : .. ::~. \ );-:~> .:_~:~:·~-> :~,:.-:;>_.,:/'' -- ~:,- -<_:·;:"- _,._~~-; "<= .,· : .. -. :_;;_,_ -/·~_-.:. -~-~:-.~~-:":-:-~:'.~~;:: ·: !:"·-,.-·'I'.-t<·. :·,: 

produce the proteogly~~iiSré4tiireclrC>~, shelf aclhesion (Gato et at.;'.2002; T~ya et al;, 
·;-",,' ~;",. , ~;··:·'.\'.T''.'" ;;;_;-·.: ·: :'''' ~·}_:;·-· ~:···. »:',•'.':···.~.-···'·'.'.' -.. ' ·:: . __ ,··, ::··.·- ··:· , .... 

'·-' ._.¡ -~ .'/' • - -"':-.:.;-;-" _· -":-~.· .. 

t 999), We prC>pOse that p'~riCienú cell mi:~tion isr~Ievant for the efflcient shelf fusion 
- • • • • " ' • .. : • :_' ~ _. '1 '" - ·- - • ' 1 ... - " - • • • ' ' • • ' 

Anoikis is a tenn given to the cell death process induced by the lack of contact 

withthe extracellular m.atrix. Basal lamina has been considered to be an cssential survival 

factor for epithelial cells in vitro and in vivo (Coucouvanis and Martín, 1995; Ruoslahti 

. .. 

and Reed, t 994 ). Far instance, Ít has been shown that duririg mamma.ry gland Ínvolution . . - -. - - ··. . " -. -' ' ' - . ' ,. ... ; . . ; ·, .- ~· 

or Müller duc;t r~grcs~ÍC>n%re~kirig tHe u~áerl;lng;extt.ic~Útt!~f matrix induces epithelial 

ooll d<ath(PUÍl•n·in~~'·'~ .;<J :~~~i~';\¡3~,ªe~}~~rore, wo oon•idored 
possiblc that the t~~~erf6f rv1'~E'~~ll :~~afti\1C:úv11i~~u'\Vas basal lamina degradation. As 

shown here, b'tockfog',b:i~'J1ii¡J~i~eif11d~tio~·@¡nhibiting MMP activity (see below) 
.• ·~~,-" !· •• ::._:_:: •. ~.:. -~r;~ -: ~>:\. ·::, :?-. -
' ,·1: . - ~ ·,;:-·,- \" ·; ~ \·-

had no effecton cell Cieatti (Fig; 3).'fhese data éontrast with two recent rcports (Blavier 
- - .. . - . , ' ' --.... · ·"~ , .. ,- "'" i ... e - ' - -. , 

et al., 2001; Brown et al.~ ~bÓ'2; sJo:ing partial or no MEE dcgeneration in the presence 



of the same MMP inhibitor used here.; However, we have had very ·high reproducibility 

showing in ali experiments, inchiding Íhose at the.low.inhlbitordose (10 µM)¡ intact 
. ·_' - -"':°·~ ~.'~~~.-':-~~· _:;_~-::>'3-' -i':f~:'-;:· _ _,_thJ-~~--:-;.~'~~-_o.~j;~.-~~-~;-~~· --'r~-~~=·-':~-=----~;~f?~:-~/-.-.0-:;oo·>- ,7·.: __ _ _:_ ~ - .. ----
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bo~l i.m1no. A.1h~:'~r~;·~~;ir1~ til·~~2'!¿'"'1r%·'~~;\,,mfo• 'º •h'" 

experiments,· therefof.c.:, .theirf~sults cim bciintér¡)n:ted á.s Ir1complete. MEE degeneration. 
''\'._<· .:.:;.~··-.· ; .. ;::;{~_:.{·' - ;/,,'.~-~ ·h :;.-~--· .. 

Our observations in Í~e p~~s~h~e~~théMMPJnhibitordonotimply that basal lamina has 
. -~~--:o_~,-\·~·:_~:_: , .. ~::·/ '.L:-: .• ".,_ -·- -<- .0-~~-- ::_.,_, -

no survival ac-tivity 6n M.EE f~lls:bJt itdoe~'establlsh th~t MEE cell death is not 

'- - . 

triggered by basallamina 'de~adatiori. On the contrary, we found that cell death activa tes 

basal lamina degradation (see Fig. 4).To our knowledge this is an unpreccdent 

conclusion which gives a new function to the cell death process. We propose the tenn 

"cataptosis" (greek word meaning downfall) to describe this phenomenon. The activation .. . 

ofbasal lamina degradation is restricted tothe dyi:l~ M'IrnceÚs.suggesting that specific 
... :-~- .. <.·.~ .·.,>: . -:-~- ;· --·::.·. ~ -

.... _-
,· ,':_, . ~ -:-~- -

Collagen IV all'JÍ~Íiii~id,'the hi~~i abundan! components ofbasal lamina, must be 

the major Mfy1Pss1~i[~i~~ d~~n~'basal lamina degradation. MMPs árefound 
:~: ·_:_'._ -~-,+ ,,, , ... ~::~~,,·-·,,~.~~· _,·~y:s~'.·.~;:·,::·7.'> -~. - .:.!._ ·· .. 

extracelluÍa~i~',~rl~'~i~6'~~Ulld to the plasma membrane (MT-MMP~) (Bir~eclal~Hal1sen, 
" .. ----~·~.··.":t·~-:-.Y.-..:~/·.:: . . ,. ' 

a charactensii~dt;in~\is'sue remodeling but postranslational regulation is critica) for 

enzymatic actiyity. With the exception ofMT-MMPs, MMPs are synthesized as inactive 
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proenzymes that need to be processed by otherenzymes, such as plasm_in o_r other MMPs, 

to become active_ (Nagase, 1997). Furthe~ore; MM~-~ctivit)l canbé negativeJy regulated 
-= ;'=--éo=~=y_o,-~---'Ó-·•- o'-·t-~){S--,~~.~,~~~-~~:?.o: --;;:- ~, ·,,--::;,- "---'+= ·-r,~ 

by direct binding of proteins such a~ me~ber~orthe ti~sll~ inhibitrir 6r-: 
'~~~-~ \~:;;~:. ~,'~~> i .. ~:~~- ·-·-oe-º'-~· ~~~:~ .- F-~---;,_¡;-~c , _ 

metalloproteinases (TIMP) fainily <901TiciieL~!·:'l!>Q7,?~ ¡\ffio_"-g the ~f,v~r~UvlMPs and 

their inhibitorsdescribedup to date, MTJ~~,11~. iif r11p2,Úmp3,'·Mfl1/J9,Mmpl3,-Timpl.• 
'- -; .- ~;-,~-- -.-: .:J>. - .~;-:- . ·_;)'._-_--: -; ';:,.:- ; __ :::;_:. ,-~- ,_.-_ ~ --\-~.,,- :~;' . , . ,:. :! -~-- }.: :¡ : --~-· 

- -- - --- .. e •·:-.'~e~.·.,:~~':-

._. r._ \> 
time of fusiori (Blavier et al.; 2001). Thesegenes~ould be the_onesgiviilg;to the MEE the 

-'·o'>, ~--::,;~:.---;·· . ),>'..: < 

degradation, however It has b~~n shciwri it l!1 ~i~o relevani for íhe eÍticient MMP2 
·--. _'·;.,._;~----> •. :•,;·:.t::-~~--¡:::,.:···:.·.·s __ ._,_, .. , ......... - ·-·--·_ -·-:- ·--,.· - - , . 

. :"\~·- ' ,·,.-, ' ~ 

activation in .vivo (Wa~g
0

~t al.';io66)Y 
- - .• .. ·, ,'; ·~ - :»',-... -~;· .. - . - -

MT 1-MMP c$i11d b~0 tB't: iriitiat_Ór of a MMP cascade involved in cataptosis .. 
,_ - .• - .-. -.~ - . ·,-,,-:·~ 1 • .-¿;. ~·; '· .-•• ;-:-:··· /,··."."'' .. : - - -- . -, - ,. ' • . ' 

Recently, itwiis répo~~c(m~r&+i'~MMP ~nd MMP2 translocate from the ~ytoplasm to 
;:;-~ •. _·;;)_,,·;;·~-,_- ~>-

the plasma mel110,ÍllnÍ'l Í!l .e~ddthelial cells u pon an apoptotic stimulus (Levkau et al., 

2002); M~P2pl~~~~::~t~b:ane anchorage appears to be via integrin interaction. It has 

also been shown that MTl-MMP can interact with TIMP2 and together actívate MMP2 

(Strongin et al.; 1995). Therefore, basal lamina degradation could initiate by translocation 

ofMTl-MMP to the basal surface ofMEE cells, and MTl-MMP alone or in combination 
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with TIMP2 activateanother MMP. Up to now, MMP13 is the.best MTl-MMP candidate 

substrate synthesized by the MEE that could initiate basa(lamina degradation. (Kniiuper 
_, -,---=-~'';.,::·.~--- 7 __ --,L,;--_;:,·j~--~-=-"O.C--O ~~C --~~.-:;-:.-=-:' .;_ '.<~co=-~'-'~t- -'-;·ce-..:--· 

et al., 2002). Alternatively, MMPl 3 secfetion,'.as sÍ10\\rn .f~r MMPl (tevkau et al.; 2002), 
,,-_:,·.,_,." .. 

.-'·.J... ·_--..·. 

or TIMP2 degradatiOn could be áctivated by Ú1~ apoptÜÚ~}eiCA:bcordfngto our data, 
- . -. . . , . • . - , ' . , ; -- , -·'. . , -. , : , :-: ;~;:' - , ;': -'.;;.. r ,( :: .• - , . , . , .,- • : , . , . . . 

MMPs synthesized by. themesenchyn1e,'suc1i,MMP2¡'nu~y:~0Ütnbut~Ío ba~al lamina · -: . .; ·- ·. :!\:_-~ ·--"<. '.:"·--~·-:r_.;:···.··5<,,):¡o_,:.···:-_~:r--·· ->:.' .. _::.:~,.,.· · ·-~_, __ .. 
::.·:_.: -- <j~~~--__ ,;- ;-'' "'-· '- 'í i;c-~' _:-;·::·.~-~ >~--' -

degradation directly.'~r by,~11tjancing_)~~:~ctiyiítiqn.~ftv1MP li(KIÍauper et al., 1996), but 

as a s~condary ~~~nf~fi~~Íh~~ÍnllÍ~Í fj~~'.\a~fatJ1iin'by the apoptotic cell. Since null 
· ·::¿-·._. ~:;i:~º- ·;~e-:::.·-;:~:·:~;~~:-.>~--- :•·e"·<<<-'~·::;-:~:···.·''/;,'.,'··;·:. : · 

mutants for Aftl~kf11~,donoi:~~v~,a~:~bvious palate phenotype (Holmbeck et al., 1999), 
<-:·.-¡}r:- ·--x:· :;· ,:/::-.,- _., 

it is likely th~{r~.Jy~~~hi,~~i~}lWJ~,~~~fe'~ctiyate,d during MES cataptosis. 
; ~/~' -~:-.~~·{,¿,;;i'~:.::-:-~};¿":.,· . ;:<>:~ ~- '~·" . 

In sun.;mary, ~b éa'ii discAi>~the ~~cottdary pala te shelf fusion process as follows 
. ·: .. ··!'":· ;··-·:,_:._¡.>;~:··-_, ,,1{"",:,,;,¡/~;'.:•.,1·'._,·«··-.. '- ·;:,~, . ·_·., ' - ' 

(Fig. 8). IniÍiailJ~h~IJ1Z~~i;.51~~·~abh ~'fü"ertintil the first contact is reached probably .. .. · '. :"':. :.·--'~··>~~·: __ > '._.:.:~'': .r~y·~~::-u;.~:;~>~\~;· .. :·:::c~·'i _. ..-,-.. . ··,:;~. . 

between filopodJ~' fr~1ii:~~tid~~~~élls';ánd\viih ·t~e heÍp ofproteoglycans. More intima te 
• . · .;- • ·-, "'-' ·i.. -~··:-:.< ·A<·:J ·->;,,,•:o· - l . ~--. - -".-.,".' -'' ,_,.·.·,' .,., '., · .. • ..• ·-.• ~ -;,-,_ · ": 

MEE confactprifG~~·th¡/gu¡~~·~~~~~~~1~~ti~ia~ioriip'ani~d by periderm cell migration 
. , ·.,..'::.;:·~-':"°<~.·.!:.·;:;:;_:._:_~:--:-·c·,.r·>~:;-.~:-t.,:,:=-·_:;;::::'r ¿:~·.;:: ... :--·.::-.-·(::'>·': z:_" :·;· ·. -. . . ·; . 

to oral ancln*sa(%~cl~!'?r~~;~~i~é~i~li~~í9,Kicihti~1ledbyperidenn·c~1í·ni¡gration 
. _,". ·-.·_,"·- ~: ~ > . .:-.~-~-.__:_;.:~·-~-: ;;;..:r . ..,.º ~~ 

the epitheliartrill~glescould also be importan! for sealing the ends ofthe MES. Chiemric 

palates CDl<->EGFP clearly reveals the intercalation between MEE cells from each 

shelf(Fig. 1) as recently reported (Tudela et al., 2002). This process, which results in a 

single epithelial sheath, must represen! a classical convergen! extension phenomenon 

(Wallingford et al., 2002), and cause MES growth in both anteroposterior and oronasal 
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axes. Strong adhesion between shelves probably originate~ from this MEE cell 
-. ' . '., '- ,_ . - '· 

intercalation, and we propase that it is úp to this inoment that celldeathis activated. 
' ' . =- ___ .___ - ... ' - . '--' :__ '--'·:- ,-_::'-'-=;;-;'""--:f ---'-~'- "=""=' - ---

Finally, dyirig cells actively promote the activati~n of M~Ps ~uch,MTl~M"MP and 
. - " - - \ .. • ' ~ . -¡) ~ . ' ' -

<" ' i;'( •.. " - .::_.. ·_,Eo~-,_~:-' 

MMP 13 that cause basal lamina degrádatión, Basal lal11in~' inÚÍk1t; breáks down in 
' ··-:,· . .... ,· .. ·, .... ,_., .. ;, 

·:..:.: >" ,.'• ·::·· . :_ - l 

fragments generating the epithelial pearls that la ter degen~rate to produce the fused 

pala te. 

Two key molecules have been identified relevan! in the fusion process. Retinoic 

acid appears to be essential in the control of cell .death (Cuervo et al., 2002), and 

consequently also in basal lamina de~adation. TGFl33, on the other hand, has been 

proposed to be a relevant growth factor controlling EMT (Kaartinen et al., i 997; Suri et 
. . . -

al., 1998). In the heart, very good evidences exist supporting a role ofTGFl33 iñ EMT 
' . . . - .. ' , .. ·. ,,··-; · .... 

(Ramsdell andM11rk\Vald, 1997). Tgf]J3 knock-out mi~e dis(ll~y cleft pklat~. however the 

specific TGFl33 fünctions that cause this phenotype a~~ ~tiÍf Í~~e d~li~'ed. TgQ13-1- shelves 

show the ab~e~ce ~fthe characteristic MEE associiltec(ti;b~~d;ia obseJecÍ previous to 

shelf contaci, ~ll;d11lso a significan! decrea~e in proteoglycans ~n the MEE surface (Gato 

et al., 2002; Taya et al., l 999):These dai11csüggest that TGFl33 is critic¡¡I at .ihe initfal 

contact and adhesion between shelve~. TGFl33 could also play a role in the colltrol of 

. ·. ~-. 

peridenn cell migration. It is interesting to note that pala tes treated with cyfochalasin B 
- . . ·. 

are a phenocopy of those from TglJJ3-1- embryos (Fig. 6). P~lates in both c~nditions show 

poor shelf adhesion, reduced cell death and lack of epithelial triangles (Martinez-Alvarez 
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et al., 2000; Taya et al., 1999). Inhibition of actin polymerization would impede cell 
; ,-.'- . ·,--- --·--:.--- :-·-·;-:- - -- --- - --

motility resulting in no filopodia and migration,111 otu· experiments, it is unlikely that 
---'o_:_-=·-=,~~--~-:~'.-,o ,_:_:__ .. i--"-~-";o:-= ~~=fé-~--~-'--;'7':-.0-'·-'.C: "---'o:~ - '' -·- -- - -. '.:.\'{ ·>'~ .. !"--

defective contact and adhesion, due to lack of; mo'podia, is causing the unfused palate 
•' . .--,:· .. ·-. '•',_. ···--,.,. 

~-J::-:~c;' ;;,·;~~~-~!~i[: - :>::-:~·;, 

phenotype, since shelves were forced to'c:ontact.
1
Therefore,TGFIÚ rriight have a 

. ·._ ; "<·"<·,_:_<- .;';-J;;<-:~-~'.i(- \~:'><.~:-;.; _._·:-,· -· ' - : .. ,_ 

migration-promoting activity cÍn perid~rri/1'c~fí~.~~~i(~ppb~rs to occur on endocardial ·· '. . • ; '. ~Jc;;~-~-{t71~~~;-~tt' J~:t~~-- • ·--~:. 1
• '"- •· /' • •• "" 

cells transformed to mesenchym~(Rams~~II~r1Ci:Markwald, 1997). Despite a 
• - ' - ' ' '. - ' --.! ~ .-; : . -- ·' o;;~-, . ,. - "" ~- ' •· .. ''<. " - • ' - • • --

proapoptotic activity has beend~Í~;n;ineJiro~~;~FBJ (Ngµyen and PcÍllard; 2000; 
· · · ' - • ·"\-';·- • ;....·~ ·c'i'' • - ·• "~- ... ' ' • ·• ' · ' · 

Opperman et al., 2000; Dunke~ et al.: :fob2), ~edÚced MEE celldeath in palates from 

" 
Tgf]J3-1. mice (Martinez-Álvarez et al'.;' 2000) cbuld result from ~lter~cÍ adhesion arid/or - ' . "' ., " -' .. _. ,,,s :'-. '' ·' ,, . ., ' ' - -. : ., '· .. . ~ ! - : . - ,. -- ;,;-,: . . ' 

'";_;_'. 

periderm cell mlgrat!on.: In ag~it)~~. t()the pr~viotis possible TClFB3 r~l~s;. ~his factor 

could iníluence the !v1.MP.acÚvity lnitlated by .cell death, sinc~it is knchvri.thiÜ TGF/33 
' .... • . "e-- ·"·"· " . ' ' ·- , ' .. - .. 

regulation could also occur. MMP 13 could process the TGFB3 precursor and in this way 

regulate its activity (Sternlicht and Werb, 2001; Yu and Stamenkovic, 2000). Further 

experiments are needed to determine the significancc ofthis positive regulatory loop in 

basal lamina degradation. 
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FIGURE LEGENDS 

Fig 1. Analysis ofMEE cell fate using different approaches. (A) Left lane (T/L) shows 

the cell death and basal lamina degradation patterns d~ring palate shelffusion in vitro (O-

24 hr). Cell death detection by TUNEI}(gI'eerÍ) and laminin imunohistochemistry (red) 

were performed .on the saine ~Hce .• Lll~inil1specific immunohistochemistcy detected, in ~· 
·~:~:t;:,;;_~::.;,-i--:{:·,_.:·.< -·· !.:~·~< ;: 

addition to basal lalnin~. bloocL~e~~el~ (v).· Three hours after shelfco11!.act, MES arid 

fragmentation were evldebtsigns that MES degradation has b~~n:~~Y :íi~.r, ~ES 

degradation was v~ry aclvanc~d showing mány dying cell~ ;~;t~TA';it~~JiÍl1~l,ial triarigtes 

• •··· ... · · ·· · · · ·.· ·· . . · . i : .. ·~c;;;::;~f:.:~~f·'.B1~;:~K~.:.w:c; . ·• 
(et) and few dying .in the. MES within the. epitheliat pearls (e¡i; il1ToW,he,ild) as indicá~ed by 

- · -. · .;. :. ,: . -.·.:· .:_.-.· '.· '-?\~f: ~:-~).v,··-·. :-,~···.~·~,-;~.:'.~.>:·. ~--<.·:.u,:.'·· -

the surrounding basal l~mina. No MEEcells (IÍ~e o~ dci~~1~)·~11Jhrr.frii~Vn ~~e MES area 

were detected .at the eri•9of.c~1iúr~·c~4··hr;.,~E·E:ci11s• ~;·e~~;~x~ht~a~:d·.~~Iates were 
· - -· ~ _; ·.· -),::'. ~--<~: .. · ~-~:~·:':::.~~:~·.>;· :!t:-;i - ~ .. \·::~-:-·: ;:2_;':, ;{:·~-~;·: :·~.i;;\: ··:/~~:::.·: {~:~,,.-;'.~·:Fh- -:::·~:: .. - ·',-_; _,.': .. -~ : _ 

::::::;t:;~~~~~1r111~¡¡;;11t~~1~¡¡t~~:1~::· 
(24 hr)no l~b~Í~d ¿~ll¡~~i:~ detect~d in the MES. At no time ~~~~~fü~ri(t~~)lr~sence of 

labeled cells hf'{h~2es~~:~yme compartment. Putting in conta~to~~J~,f~-~J~ciishelf 
\.~J;;.. ~~·.:. 

with one fromthe EGFP mouse strain we produced chimeric palat~~:{wf~.Z~EGFP); At 
' - ' -...... ,.,,,.," ,, .. . . ,\ . . . 

no time EGFP-positive cells were detected in the wild-type mekeridliYiiii'~o~partmeÍlt of 
. - - - - ··.: . .-.''.'.'.,'..· .',: ,,. __ -, 

these chiméric palates. Interestingly, chimeric palates showed intercalation of MEE cells 
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(asterisks), at !he.time abundan! apoptotic bodies were detectéd (arr~ws). After 24 hr of 

culture, fusion was cornpleíe and no mesenchymal cell migrated betwcen halves; (B) 

Although no ~G~P-po~iti~e ceÍI was detected in the wild-type mesenchyme compartment 

of chimeric p~i~i~iC EÜFP positive cells were detected in the wild-type oral and nasal 
, , ' _: ·.,<' 1 :: 

epithelia. (CfCCFSE2Jabeled cells are not detected in thc mesenchyme compartment 
-.·,. ·_ ·- ·, -~ . '. .. : . . ' ' '. -

when celldeath is,i'1l1ibited by z-V AD: Scale bar 100 µm, 
' . :.- -«·". JJ.".'. " - .· '.·_,' . . . ·'. -.· • 

. ~-;_ ~?·:·:\ >·:: . . . .·. ·;~ ¡' -

::,·,,::, ',·· q' ' '~:::~\ ·-: ' .. ;>:··;_· -.·:;~.~-.'~:~:;··· . 
. , r~ >;< ,-~-, ··. ,·y_ ~_::'." - -

Fig. 2. Timei~~u~'f:~rihl~~i~ gffJ~s 'J61~~~r~tlori i'ri ~ri alive pala te slice. MEE cells of 

14.S d.p.o.~;¡~~~ól~%f Jíl~~ii~~~ETht''iq,1).bofure =toot. Threo 
hours after ccintaé(20:0· µm'. slices "1er~ piopúééd,. s.élected individual slices were 

.. ··•· :t_· :·i? 1C. ·:··:'T.;~;·N;:J0J,;.,:~fi r:·>' . 
cultured, ímd phoiographs of samé'slicé fakén aí 3,· 6, 12, and 24 hours. At the end of 

culturcsli~cs~~~r:'.~rJ~elJ:~}~f .~ifi[f ~t~.~e~Ltio~ (TUNEL positive, red). Note the 

,- '"{_,:- ~" __ :._-__ ;~'.~~~~,_:~.S~V~t ... ~?~~f..-:J-~f,-} :~--:~; ____ ~>?: _-. ~ 
accumuliltionof labeleél éells,ín epithelialtriangles at 3 and 6 hours of culture (blue 

arrows). At6.ari:a""li'tl~~~;~t~~;~fe/Me~ra~ented MES was obvious. At the end of 
- · -',: __ -.;:?:'.-:-~; ~--.c~;;':'( . ..:..'t ·f; ;e'_,~':;'.··:' ~_:.C.:;'."'2 :~ ..¡-.... ~, .-

. . -,. . ::::'~·: __ - '.;:;?~~-- -::'/ .. "¡: ;;_v;;·,.,:· _._-:~::, ~:. ~::-;r -.. :;:-'/,· ·. _, -
culture (24 hours); the.remáiñin'g:líibefod cells were detected as dying cells and none was 

. . . . - - ~:-;;: :,_ ::,;: ~- ;_, ·'·' ' . " . . 

times with at léásta triplic~ie 'rú ellch ~ondition. Scale bar, 100 µm. 
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Fig. 3. Relationship between cell death ani:I b_asal lamina degradation. Shelves of 

developing palateswere put ill .corítact and culturei:I il1 ihe presenc~ of either a caspase 
- . . · _____ ~-2...:~~~-·~~--;-."d.C'- ;--~-.;~-..-,-'-.~".~':-.-·-"""',._~~:=c.= -e~-,~~ :i=-;;'.~-~'.-~~~:-_ ' • -· . . 

inhibitor (z-VAD)or'a nfotalloproieiri~se i~hi~itor (M~I).'At the end of cúlture (24 

hours), éell death (gr~~'n)'~01ld'Íi.rii~iJ~fr~dj~~et~jfafiled j~.t~~same.palate slice by 
;,-_."·_;:-' :·:: __ -:_:>'-~1 '.\:~:: .:;·~-:.:~ ::· ,-:::;.~·'.:_;-:_;_ ;:~:-/r~: :~{/·«>)/·--A~-; .. :_;x~:,~t-Pr:x-:: :,:..-~/ .. -:. ;-~-~~-- -- _;- --',,: - :: -

TUNEL and speciflc.itmri~hClilist~óh~nlisirYA~sp~bÍi~~ly;After 12 h~U'.rs ill culture· 

·· .·· ·••••· /· ·;; ~-~.lz~;t-l(;'c;;~~t· 1~·:~,;;f;~;,.~fü :·~·:~/•·~, ',;·:·.··· .. ·· ..... 
control palatesshowan advanced l'ylEE cell death and basaUamma degradation. At the 

'"d ofolt"IO;~~E ·~~~ ~f ~,\\f i~[f~g~f~~lt[W~~{('owov~, ,,y AD 

treatment inhibit~d ce}I d~~th iindba~iiCiairiill~:,r~~~irici<l intact.'Application of 10 µM 
.-. -<~:;·: :.,._~.: .; ~-'>:, <:;:r "/\> ,_ , ___ :. 

BB-3103 (MMÍ)did llot altefth~.c~poptotlcfate ofMEE cells but, as expected, inhibited 
' ... -. . ·:·.:; - ( ·:., : . . -. ; . ··'" - , . ~ :· ,_', •, . '/ ,,-.-

basal lamina cÍ~grádatión (~~~«-h~~d). These experiments were repeated more than three :·:·· ' ... ,··,.' '·''.. :·:··_, " 

times with al leas! a trlplid~tefor each condition. V, blood vessel. Scale bar, 50 µm. 

Fig. 4. Activation ofbasal lamina degradation by MEE cell death stimuli. Individual 

palate _shelves were cultured without contact in.the presence ofretinoic acid (RA), a MEE 
-- ---

cell death activator; or stauros~·orine, a br~acl-spectrum cell death activator. At the end of 

culture (24 hours);cieH~dci~tlt(gie~'n)artd fal11inin (red) were detected in the same palate 
r, 'O,~-··, ... ~,-•_-:._, }•:•;(~?.;·tif§::~·~'>'.'"'?.~·-~'f .. ••::, .. •:O:.,:, ' 

slice by TUNEL ~lld ~p~ciffic;i~tTI:~~ohisfochemistry, respectively. Retinoic acid (RA) 

induced exten~i0~"cel(d~~thih;he MEE and rugae ofisolated shelves, but basal lamina 
•:···¡'''''' ··'."' _.,,,., ''""» ••• -•••• 

degraded~o_·. Ül~·ifi '1f1~~~~{~p~~totlc_ r~gion (arrows). Treatmenf with z-VAD blocked 
; ,.. ·' ,,,. , ... · ., ' . ' - .. 

RA-induced ~elt ~~~than; bas~l lamina remaillcd intact. Generalized induction of . ' - . -
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epithelial cell death with staurosporineactivated !líe degradation ofthe basal lamina 

underlying the dying MEE cells (arrowheads),whereas basal lamina underlying the MEE 
·,. ·. • .. -. · .. 

- ' • L • 

adjacent epithelium (lcft to arrow) was unaffected. These experiments were repeated 

more than thrce times with al least a triplica te for each condition. Sea le bar, 100 µm. 

Fig. 5. Analysis ofperiderm cell fate. Pcriderm cells were labeled as described in 

Materials and Methods and palatés cultured for 8 ho,urs. Samples were analyzed every 2 . _,,.,. "','• .. , . ... " - . 

hours. At the onset 6Íd111fure ci hp~~s), pe,ri_denp ~e,Hs ~ere,c~riflned to the MES middle 
1 ·; _:···':/·:~-_.'\ •• //' ~:».~-:><·f ;:·> . <.::;':_·· '; 

line betweenthe two l:iasa)MEE; 'cell déathwas n~fdefocted at this time. As fusion 
--· : /:.;·,:· ·O.-.. ,,_,-,. ··'',~> -· . - . . .:; : <· ., • ~,···-;,·:;.,: .. , . . -

·:::«.:_: ::~~· ::1~~-~: .. -

' proceeded '( 4, (j ahd 'g hi>uf~), accumulation of labeled cells occurred at the apex of MES 
:. ,: . . -- '. ···i.' :'}···' ···-~-," '. '·. . . 

constituti~g a l~r#~ pr~portion of epithelial triangle cells. Most labeled cells died within 

the epitheÜaltrlarigJes (yclÍow cells; sec also Fig. 5). As notcd Itere, basal MEE cells 
- :;:~. ··-, _:, ---~ 

appeared to die insitu \vithin the epithclial pearls (arrows; compare with Fig. 1 ). 
·,--·- ·>,. : -:· 

Arrowhca.ds p(JirÍt auto-flü.orescent erythrocytes. Thcse experiments were repeated more 
: -- _._,._· -

than thrce tim~s wi.th ~;Jeas! a triplicatc for each condition. Scale bar, 100 µm. 

Fig. 6. Effect ofinhibition of¡:ieriderm cell migration on cell death and fusion. After 

peridenn cell labeling (gréen); palate shelves were put in contact and cultured in the 

presencc or absence of 6 µM cytochalasin B for 1 O hours. To detect cell dcath, pala tes 
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were either stained in whole-mount with acridirie orange (C; bright spots), or slices 

processed for the TUNEL technique (B; red). (A) W.he.n cytochalasin B was i.ncluded in 
.,,- ,- ,·.-. ,.;- . "'' 

-cc'!.=::O' -;~ 

,.,,,-

the medium, palate morphology shC>w~d th~ lac_k ofepithelial triangles (et) andweak 

shelf adhesion. (B) Periderm cé!Is _C>r C()ntréil pala tes died within epithelial trlangles 

(yellow; see also Fig. 3), whe:~as i~ose·from cytochalasin B treated palates did no! reach · 
"S~~·. . 

:'<'f 

the oral and nasal ,clo,sllre~ ~nd;~i4,.~ot dle,{green cells; arrowheads). (C) Specific 
·-<S5 .. ¡;:·~· 

reductionin cell deatli\vas'otile~~~{¡n the MES of cytochalasin B treated pálates with a 

. ·.:.::: ~-. _.}·'.:2·-~·-s·-:.:··::~· .·\/::·:- ;,',_:: 
mínimum effect iri,rugl!e (r).T~ese experimcnts were repeated more than three times with 

at leas! a triplicaté for~ach~ondition. Scale bars: white 500 µm, black 100 ¡.im. 

Fig. 7. Effect ofperiderm cell removal on basal MEE cell viability and shelffusion; 

Periderm cells were remove.d by washing the MEE region after controlled trypsin 

digestion performed on 14.5 d.p.c. palate shelves befare contact. Control pálates were 

also treated with trypsi1,1 b11twashing was not perfonned. (A) Isolated halves,were 

cultured for 10 hotfrs andcéÚdéat11 analyzed with the TUNEL technique. Observe that .. ' \ ·- - . -- ·~, -.. . ' ; . . . 

more dying M~E d:11~'.~~r~:d~'ti!Ct~d in'.denuded' palates (i.e., without peridénn cells). 
-:" .;-:-;; ,:•>; ,. :;, -i'T·-.ó. . . . . . ,. . ~; 

(B) Treatecl sh~lve~w~re )Jút (n'éontactan~fusionanalyzed 24'11o~rs later by standard 

hematoxylin-eosill stailling (HE).·ThoJgh MES degeneráted; proper fusion between 

'denuded' pal ate shelves did nÚ occur:8~:~(e the absence of epithelial triangles and 
·,· -_. · . .- ' ;· . ·- ···.: ·. 

marked reduction in MES thickness when compared with a control sample (see brackets). 
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These experiments were repeated more than three times with atleast a triplica te for each 

condition. Scale bar 100 µrn. ·· 
..;~;.~-,-_ - -· 

Fig. 8. Scl1ern~ti~'_represe~t~tion of pafaie. ~hélf füslon: (A)IniÜally; shelves approach 

. . 

cells;. proteoglycans appear to be importarit at this stage. (C) Adhesion becomes stronger 

as periderm cells move up and down the MES (blue brackeí) fonning the epithelial 

triangles (et), and basal MEE cells of each shelfintercalate (convergent extension) 

resulting in a single epithelial )ayer. (D) MES breaks and cpithelial pearls (ep) form; 

periderm and MEE cells start to die within epithelial triangles and epithelial pearls, 

respectively (red cells). (E) MES, composcd ofperidem1 and basal MEE cclls, essentially 

degenerates by cell death; dying cells activate basal lamina degradation (cataptosis; 

broken orange.line). (F) Fusion is complete without a majar mesenchymal cell movemcnt 

across the middle line; sorne oral and nasal epithelial cells do move across the middlc 

linc. 
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TABLE l. Quantification ofMEE labcled cells in the mesenchymc compartmcnt after 

fusion. 

Labeling 111et/10d # slices (width) # /abeled ce/Is in #ce/Is TUNEL 

(c11//111'e co11ditio11) analyzed mesenchyme positive 

CCFSE 94 (12l1111) 12 12 

CCFSE (z-VAD) 100 (12 µm) o o 

Ad~LacZ 60 (50 ~1m) 3 N.d. 

MEE cells ofpalates wcre labeled with CCFSE or Ad-LacZ (LacZ) before contact and 

culturcd for 24 hours, CCFSE labeled palates werc also cultured in the presence ofz-

39 

V AD. Slices from !hose pal ates (3 for each condition) were produced and labeled cclls in 

the mesenchyme compartment we~e searched along anterior and posterior palatal regions. 

Cell dcath was also determined in Íhe same samples by the TUNEL technique. N.d., not 

detennined. 
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