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RESUMEN

En esta tesis mostramos que durante la fusion del paladar, la muerte celular
programada (MCP) es regulada por acido retinoico (AR). El AR exdgeno activa la
apoptosis en diferentes tipos celulares in vitro y también en el embrién cuando se inyecta
en ratonas prefiadas. En el ratén mutante Rar*/Rary”, la muerte interdigital esta
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 la muerte celular interdigital. Nuestros estudios muestran que el AR enddgeno 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 sintesis del AR. Un
antagonista especifico para los RAR llamado AGN193109 también reduce la muerte
celular que normalmente ocurre, asi como la inducida por un potente agonista [lamado
AGNI191183, La expresion de Bmp-7 es regulada positivamente por AR; sin embargo, la
proteina BMP-7 aplicada exdgenamente fue incapaz de activar la muerte celular en el
tejido del paladar. NOGGIN un antagonista natural de los BMP, no bloquea la MCP. La
reduccion de la MCP en el epitelio medial con un inhibidor de caspasas genera paladares
sin fusionar. La administracién in vivo de AR incrementa la muerte celular del epitelio
medial y genera paladar hendido con una incidencia del 73%. Entonces, tanto una
reduccién como un exceso de muerte celular durante la fusién del paladar son causas
etioldgicas en la generacién de paladar hendido.

Se ha propuesto que la transformacion epitelio-mesénquima que ocurre durante la
fusion de las placas del paladar es un proceso fundamental para la degeneracion del
epitelio medial. Utilizando diferentes estrategias para marcar y seguir el destino del
epitelio medial pusimos a prueba esta hipotesis y no encontramos ninguna célula epitelial
sufriendo el proceso de transformacion. Encontramos muy pocas células marcadas en el
compartamento mesenquimatico, y todas ellas fueron células muertas. Marcando
cspecificamente las células peridermales, las células mas externas que cubren el epitelio
basal, observamos que los triangulos epiteliales, en los extremos oral y nasal no se
forman por la migracién de las células del epitelio medial sino mas bien por las células
peridermales, La inhibicion de la migracioén o la remocidn de estas células sugiere que
tienen una funcién transitoria en el control de la adhesion y la sobrevivencia del epitelio
medial y nos ha permitido proponer un mecanismo celular que explica la accién de 7g/B-
3. La inhibicién de las metaloproteinasas, que impide la transformacion epitelio-
mesénquima en otros sistemas, no tiene ningin efecto en la degradacion del epitelio
medial ni en la muerte celular. Dicha inhibicién sélo impide la degradacion de la lamina
basal. Concluimos que la degradacién del epitelio medial ocurre basicamente por muerte
celular, y por primera vez demostramos que este proceso puede activar la degradacion de




la lémina basal, Mostramos al final un modelo donde se relacionan los procesos que
estudiamos alrededor de la fusién 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 Rar8”/Rary” mice, interdigital PCD is markedly
reduced. Experiments in chick limbs using a RAR antagonist demonstrate the relevance
or RA in the control of interdigital cell death. Our studies show that endogenous RA is an
important regulator of the secondary palate PCD in the rugeae and medial edge epithelia.
In both places cell death was reduced by citral a RA synthesis inhibitor. AGN193109 a
RAR specific antagonist also reduces the naturaily occurring cell death and the induced
by AGN191183, a strong RAR agonist. Bmp-7 expression was positively regulated by
RA, however exogenous BMP-7 protein was unable to activate 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. /n vivo
administration of RA increase cell death in the medial edge epithelia and generates cleft
palate 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 transformation 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 transformation. Very few labeled cells were found in the mesenchyme
compartment, and all of them were dying cells. By specific labeling of peridermal cells,
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 peridermal cells. Inhibition 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 TgfB-3 action.
Inhibition of metalloproteinases, 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.

—f




ANTECEDENTES

Muerte celular programada.

La muerte celular programada
(MCP) es un fenomeno tan complejo e
importante como la divisién y la
diferenciacién celular. Estos tres
fenomenos estan estrechamente
relacionados y se encuentran sometidos a
las sefiales que controlan la morfogénesis.
La MCP ocurre en todos los organismos
pluricelulares donde se le ha buscado y auin
en organismos unicelulares como
protozoarios (Arnoult et.al. 2001). La MCP
es ante todo un fenomeno altruista, que
genera un beneficio para el organismo en
desarrollo y el adulto. La alteracion de sus
funciones durante el desarrollo
embrionario origina malformaciones
graves y en el organismo adulto
enfermedades que pueden ser tan severas
como el cancer y la enfermedad de
Alzheimer.

Walther Flemming, quien acuiiara
el término mitosis (entre otras cosas),
publicé en 1885 un trabajo que es
considerado como el primer reporte en el
que sc describen células muriendo con
caracteristicas que ahora conocemos como
apoptoticas (Lockshin and Zakeri 2001).
Flemming llamd cromatolisis o muerte
celular cromatolitica a este fendmeno que
inicialmente observd en células foliculares
de ovario y mas tarde en células
germinales testiculares. Estas
observaciones lo llevaron a proponer que
esta muerte celular tenia una funcién
fisiolégica. Otros grupos ~también
observaron células con caracteristicas

similares en distintos organismos, de hecho
se considera que al menos seis veces, de
manera independiente, se describid el
fen6meno de muerte celular (la Gltima vez
en 1972) y de igual forma se le denominé

de diferentes maneras: se le llamo
necrobiosis, citélisis, degeneracion
celular,

desintegracién celular, y mas
recientemente apoptosis.

El término muerte celular
“programada” empezdé a utilizarse para
definir- a. aquella muerte que ocurre
siempre en el mismo lugar y momento
durante el desarrollo de los organismos.
Fue acufiado 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
caracteristicas celulares regulares y
ordenadas, caracteristicas que ocurren en la
mayoria de las células en proceso de
muerte (e.. encogimiento de la célula y
lobulacién del citoplasma, poco dafio a los
organelos, condensacion de la cromatina,
fragmentacion del nucleo, etc) (Kerr et al.
1972). Juntando ambos términos podemos
decir que, la mayoria de las veces, la
muerte celular programada ocurre por
apoptosis.

Magquinaria de muerte.
Las caracteristicas tan particulares

de este fendmeno hacian pensar en la
existencia de un programa genético
responsable de los cambios morfoldgicos
de la célula apoptética y de su regulacién
espacio temporal a lo largo del desarrollo.




El estudlo de la MCP a nivel genetxco

comenzo6-a prmmplos de los afios ochenta i
utilizando al nemaétodo Caeno;habdms ;
elegans como modelo (Horvitz and” Elhsi

1983). Este organismo es muy 51mple,

tiene pocas células y se conoce el destino

de todas ellas a partir del cigoto. Se sabe
que siempre, 131 de las 1090 células que
lo componen, mueren de manera
predeterminada en tiempo y espacio
(Sulston and Horvitz 1977). Mediante el
andlisis de mutantes se identificaron varios
genes que participan en distintas etapas del
proceso de MCP (activacidn, ejecucion,
engullimiento y degradacion). Se encontré
también que algunos de estos genes
regulan positivamente la muerte celular y
otros negativamente y que estan
conservados a lo largo de la escala
filogenética, de manera que pueden
complementarse las mutaciones en el
nematodo con los productos de genes
homdlogos de organismos superiores.

La mitocondria es un organelo
central en el proceso de muerte celular
apoptotica. En ella confluyen sefiales que
procesa y amplifica y de ella parten los
procesos moleculares que llevan a cabo la
apoptosis (Ferri and Kroemer 2001). En
cierta forma la mitocondria decide, y a
partir de ella el proceso de muerte es
irreversible. En la membrana externa de la
mitocondria se localizan proteinas de la
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 proteinas en esta familia, unas con

actividad antiapoptética, como BCL-xI,

MCL 1y BCL-2 mismos que presentan

,cuatro dominios denominados BH1 a BH4 L
‘Otras tienen actividad pro-apoptética'y'se
les clasifica segun presenten un sitio de S
‘homologia BH3, por ejemplo BID, BAD,

BIM, Noxa y Puma o tres sitios BH1-3,
como BAX, BAK y BOK (Newmeyer and
Ferguson-Miller 2003). Existe evidencia
de que Bax junto con Bid forman poros en
la membrana externa de la mitocondria que
permiten la salida de moléculas de alto
peso molecular (2 megadaltones) Por estos
poros se propone que sale el citocromo C y
otras proteinas fundamentales para la
apoptosis tales como AIF. En la formacion
de estos poros participa la cardiolipina, un
lipido abundante en la membrana
mitocondrial interna, BCL-xI es capaz de
prevenir directamente la funcién de estos
poros (Kuwana et.al. 2002).

Otro mecanismo por medio del cual
la membrana externa de la mitocondria
puede volverse permeable es a través de un
poro no especifico denominado poro
mitocondrial de transicién 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 la apertura de este poro de
transicién, sin embargo, se ha cuestionado
la importancia de este poro en todos los
tipos de muerte celular ya que puede haber
liberacion de proteinas de la mitocondria
sin que existan los cambios asociados a la




formacion de este poro de transicién (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 mas relacionados con
formas de muerte celular en las que el
calcio y las especies reactivas de oxigeno
estan presentes en cantidades abundantes,

El citocromo C es una molécula
que participa en la cadena transportadora
de electrones pero que bajo diferentes
condiciones apoptdticas 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 proteina 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 ATP es
capaz de inducir la activacidon
autoproteolitica 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 nematodo C. elegans. Al analizar
la secuencia de Ced-3 se observd que
presentaba similitudes con la enzima
interconvertidora de interleucina-1p o
ICE. Esta cistein-proteasa corta en residuos
de acido aspartico generando la forma
madura de la interleucina (de ahi el
nombre de caspasas). Tanto ICE como
CED-3 se autoprocesan y, al ser sobre
expresadas en fibroblastos de raton,
pueden inducir apoptosis (Miura et al.
1993). Después se identificaron mas

proteinas de este tipo, la mayoria
relacionadas con muerte celular y ﬁ‘xveron :
subdivididas en tres familias: la de ICE, la
de CED-3 ylade NEDD-2, ’

La activacién del apoptosoma
induce la autoprotedlisis de la caspésa 9,la
cual a su vez activa a la caspasa 3,
desencadenandose una cascada proteolitica
cuyos blancos son otras caspasas y
diferentes proteinas, algunas relacionadas
con el ciclo celular como Rb, PARP y
MDM-2, otras estructurales como actina,
ldamina A y B, presenilinas, fodrina, y
cinasas como FAK y MEKK-1. Uno de los
blancos de las caspasas es la proteina
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 ntcleo donde corta al DNA en
fragmentos internucleosomales (Enari et
al. 1998). Existen muchos mas substratos
de las caspasas y otros eventos que ain no
se conocen por completo pero que
finalmente son los responsables del
desensamblaje de la célula y de los
cambios morfolégicos tipicos de la
apoptosis. Esta es la ruta considerada como
canoénica de muerte celular apoptética la
cual también involucra sefiales que activan
la fagocitosis, sefiales como la
translocaciéon de la fosfatidilserina de la
membrana interna a la externa y otras
menos conocidas que participan en la
degradacion 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 interactia
con la célula apoptética (Reddien, et al.
2001). Alteraciones en la capacidad
fagocitica 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 ejecuciéon de la misma. De
hecho, en muchos casos la fagocitosis
empieza antes de que las células presenten
caracteristicas apoptéticas. Hay casos en
los que es necesaria la presencia de
macrofagos para que haya MCP, como
ocurre durante la regresion de las células
de la membrana pupilar (Lang and Bishop
1993).

Existen rutas de muerte celular que
no requieren la activacion del apoptosoma.
Por ejemplo, algunos estimulos
apoptoticos provocan la liberacion de la
proteina SMAC/DIABLO de la
mitocondria al citosol. En el citosol se une
a las proteinas IAP (proteinas inhibidoras
de la apoptosis) y libera la represién que
éstas ejercen sobre las caspasas 3,7 y 9
(Du, Fang et al. 2000). Otra via alterna es
la inducida por la flavoproteina AIF (factor
inductor de la apoptosis) la cual se
transloca de la mitocondria al nicleo e
induce la degradacion y condensacién de la
cromatina por una ruta que no involucra
caspasas; ademas induce la
permeabilizacién de la mitocondria y
dispara la liberaciéon de citocromo C,
reforzando la sefial apoptética (Susin et al.
1999).

Durante el desarrollo embrionario
del ratén, sla. MCP forma la cavidad"
proamniética’ - (por - .cavitacién)
(Coucouvanis and Martin, 1995). Este es el
primer evento en el que participa la MCP
en la morfogénesis del ratén. Lo
interesante de esta muerte celular es que no
requiere de dos de las proteinas principales
de la maquinaria de muerte, APAF-1 y
caspasa 9. Ademais, el citocromo C
tampoco participa en este tipo de muerte
celular, ya que los ratones deficientes en
citocromo C se desarrollan hasta los 10
dias de gestacion. En cambio, la proteina
AIF es indispensable para la MCP que
ocurre en la cavidad proamniética (Joza
and et.al. 2001). Es relevante mencionar
que se han encontrado homélogos de esta
proteina en todos los fila de metazoarios,
incluyendo plantas y hongos, asi como en
algunos protozoarios que presentan muerte
celular con caracteristicas apoptéticas. 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
obtenian ventajas mutuas. Se ha propuesto
que en este escenario, el organismo
precursor de la mitocondria (una bacteria
gram-negativa) podria querer liberarse o
salir de la célula huésped y entrar en otra
cuando condiciones fueran
desfavorables o cambiara su ciclo de vida.

las




El mecanismo para escapar de la célula

pudo haber sido el precursor del fenémeno -

de la apoptosis (Frade and Michaelidis,

1997).-Otro escenario podria ser aquel en” -

el cual el estrés por escasez de nutrientes
provpcara que la mitocondria matara a su
célula huésped y se conformaran lo
cuerpos apoptoticos, los cuales pudieran
haber servido como paquetes alimenticios
para otra célula y en los cuales la
mitocondria podria viajar y, al ser
fagocitados, entrar a otra célula. De hecho
el citocromo C y AIF salen de la
mitocondria y ejecutan partes
fundamentales del proceso apoptotico: el
citocromo activa al apoptosoma y AIF se
transloca directamente al nicleo de la
célula y participa en la degradacion del
DNA. Ademas, la salida de estos
componentes de la apoptosis se encuentra
asociado a la divisién o fision de las
mitocondrias (Newmeyer and Ferguson-
Miller, 2003).

Muerte celular en el desarrolio.

La muerte celular es un tema
recurrente durante el desarrollo
embrionario de los metazoarios. En el
ratén aparece por primera vez, y es
necesaria para la formacién de la cavidad
proamnidtica. A partir de este momento se
presenta en diversas regiones, 6rganos y
estructuras a lo largo de la ontogenia. La
muerte celular del desarrollo se encuentra
bajo el control de las sefiales y procesos
morfogenéticos, es decir, es programada en
el sentido de que estd coordinada o
programada con respecto al desarrollo. Por
lo tanto su estudio no puede disociarse de

los otros fendmenos celulares que
participan ‘en la morfogénesis ni su
regulacién y funcién de las interacciones
celulares que construyen al organismo.

Es muy probable que la muerte
celular en el desarrollo haya sido utilizada,
a través de la evoluciéon, como una
estrategia para generar cambios en los
organismos y/o corregir errores del
desarrollo (Adachi-Yamada, 2002).
Aunque existen algunas explicaciones o
hipétesis al respecto, aiin no es tan claro,
por ejemplo, por qué la mitad de todas las
células nerviosas del embridn de ratdn son
eliminadas apoptdticamente, o por qué la
cavidad amniética se forma por apoptosis
de las células centrales y no por
intercalacion o expansién, como ocurre al
formarse el blastocele. Al parecer el
embrién se tiene que asegurar la formacién.
de suficientes células ain cuando mads
tarde sean eliminadas y ain a pesar de que
esto implica un gasto energético y de’
informacion. '

Se han propuesto tres funciones
principales de la MCP durante el
desarrollo: a) remover estructuras que no
se requieren durante la vida adulta, por
ejemplo la cola de los anfibios anuros
(muerte filogenética); b) regular el nimero
de células, como sucede durante la
formacion del sistema nervioso (muerte
histogenética); c¢) modelar 6rganos y
estructuras embrionarias, como en el caso
de la desaparicion del tejido interdigital
(muerte morfogenética) (Glucksmann,
1951).

Practicamente en todos
procesos embrionarios donde hay

los




invaginaciones o evaginaciones de tejidos,
fusién de estructuras o placas, cavitacién y

en muchas zonas de alta proliferacion hay
muerte celular, No se sabe;"en‘la mayoﬁa
de los casos, cual es la funcién de esta:

MCP. Por ejemplo en la'regres_ién del
tejido interdigital (uno de los primeros y
mas estudiados modelos de MCP)
participa en la individualizacién de los
dedos. Actualmente se considera que la
individualizacién 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 digitos. Siendo
precisos, la muerte celular no participa
directamente en la individualizacion de los
dedos, sino mas bien en restringir, a través
de matar, el crecimiento del interdigito
(Salas-Vidal, et al. 2001).

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

En los ultimos afios 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

BMPs (BMP-2, 4, 7, TGF-B), factores

transcripcionales - como: los MSXs,

receptores nucleares de la familia del acido

retinoico;etc. T T
' Los B‘MPs'k son factores de
crecimiento pertenecientes a la familia de
TGF-B. 'Noggin y otras proteinas como
Folistatina y:Cordina se unen a diferentes
BMPs y' evitan la unién con sus receptores.
BMP-2, 4 y 7 se expresan en algunas
regiones donde existe MCP (Macias,
Ganan et al. 1997), y se ha demostrado que
bloqueando el receptor BMPR-IB se
puede evitar la muerte celular del tejido
interdigital en pollo (Zou and Niswander,
1996). La expresion de la proteina Noggin
en el tejido interdigital también bloquea la
muerte celular (Guha, 2002). La aplicacién
exdgena de las proteinas BMP-7 o 2 en las
regiones interdigitales induce una
abundante muerte celular (Macias, et al.
1997). Los BMPs se unen a receptores de
membrana de tipo serin-treonina que
fosforilan a proteinas denominadas
SMADs las cuales forman complejos
heteroméricos que se translocan al nicleo
regulando la transcripciéon de sus genes
blanco. Las SMADs 1, 5 y 8 se asocian
con SMAD-4 después de la activacion de
los receptores. Por otra parte, si se activan
los receptores de TGF-B, se activan
SMAD-2 y 3 y se asocian con SMAD-4,
comun a ambas vias de transduccidn.
Existen SMADs que regulan
negativamente estas rutas de transduccion.
SMAD-6 regula negativamente la via de
BMP’'s y SMAD-7 la de TGF-Bs. Por lo
tanto dos maneras de determinar la




participacién de BMP-7 en la muerte
celular es bloqueando su funcién a travé:
de regular negativamente su transt;lticéién
sobre expresando SMAD-6; o bloqu
la capacidad de BMP-7 de uﬁjr .,
receptor, agregando la proteina Noggm

Msx-2 se expresa en tii_lyg

lugares donde hay MCP, ‘cromo losi

interdigitos (Salas-Vidal et al. 2001),
primordios dentales (Jowett et.al. 1993) y
en los rombomeros 3 y S (Graham, et al.
1994). En estos rombdmeros también se
expresa Bmp-4 y la funcion de ambos es
promover la MCP de las células de la
cresta neural (Graham, et al. 1994). Se
sabe que si se expresa ectopicamente Msx-
2 en la parte posterior de una extremidad
en desarrollo, se logra inducir la expresion
de Bmp-4, inhibir la proliferacién y
promover la muerte celular en una region
que no estaba determinada a morir
(Ferrari, et al. 1998).

SHH es una proteina que regula
numerosos procesos morfogenéticos y
proliferativos. En la extremidad se expresa
en la zona polarizante donde regula la
disposicion anteroposterior del autépodo.
Sin embargo se ha demostrado que
también tiene una actividad apoptoética
sobre estas células y otra antiapoptdtica en
las células del tejido interdigital (Sanz-
Ezquerro and Tickle 2000).

Tg/B-2 es un gene que se expresa
en la region digital y participa en la
formacion de cartilago. Si se administra
esta proteina exdgenamente en el
interdigito se inhibe la MCP y se
promueve la formacion de un dedo extra.
Esta capacidad para inhibir la MCP

2002). -

también la presentan TGFB-1 y 3.

Recientemente se observé que en el ratén
mutante para los genes 7g/B~2/Tg/B-3 la
ue interdigital encuentra
10tablemente disminuida (Dunker, et al.

‘se

"2 "Al inicio del desarrollo de la

Vgxrtfgmirdad, diferentes FGFs participan en

el.control de su crecimiento, promoviendo

“la proliferacién de las células localizadas

en la zona de progresion. Este efecto es
regulado o controlado negativamente por
BMPs. Mas tarde en el desarrollo, durante
la morfogénesis del autépodo, FGF-8
participa en el control de la muerte celular.
Cuando se agrega FGF exdgeno en el
interdigito se inhibe la MCP durante las
primeras etapas de la regresion 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 fisiologica y la inducida
por BMP. En el mesodermo del autépodo
se expresan los receptores para Fgf /,2y 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
interdigito. Algunas de estas, como es de
esperarse, son moléculas centrales en el
control de la apoptosis. El ratén deficiente
para el producto del gene Apaf-1 presenta




una disminucién en la muerte interdigital y
por. lo tanto la persistencia de esta
membrana (Cecconi, et al. 1998).También
la- fusién del paladar es afectada por esa
misma mutacién. El ratén 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 la misma son

p53, Zfp-145, c-Fos, Gasl, Gas 2 yla

cinasa 5 dependiente de ciclina (Zuzarte-

Luis and Hurle 2002).

Fusién y muerte celular.

En la morfogénesis de muchos
organos y estructuras embrionarias
participa la fusidon de tejidos (Martin and
Wood 2002); por ejemplo, el tubo neural
se forma a partir de la placa neural, la cual
se pliega sobre si misma, converge en la
parte dorsal y se fusiona. Asociada a esta
fusion hay una gran cantidad de muerte

celular. Si se bloquea la MCP con:
inhibidores de caspasas como el z-VAD; 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
formacioén son el esternén, los parpados, la
bolsa de Ratke (precursor de la glandula
pituitaria), el septo nasal, los primordios
faciales (e.g. labio superior), el primordio
cloacal y el paladar entre otros. En estos
casos se desconoce como participa la
muerte, si es un requerimiento o si es una
consecuencia de los fendmenos de

proliferacién, diferenciacién o migracion
celular,

El Acido Retinoico.
Metabolismo, sefializacién y funcién.

El 4acido retinoico (AR) es una
molécula presente en todos los cordados.
Participa de manera fundamental en la
morfogénesis y organogénesis a lo largo de
practicamente todo el desarrollo
embrionario. Se produce a partir de la
vitamina A llamada también retinol y tiene
que ser tomada por la 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 aldehido deshidrogenasas (ALDH). Se
conocen diferentes clases de estas enzimas
asi 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 la existencia de una
gran. cantidad de configuraciones
isoméricas. En los mamiferos, en
particular en el ratén, la isoforma mas
importante es el AR *“all-trans”. En el
pollo predomina el acido
didehidroretinoico (Stratford, et al. 1996),
cn el embrion de Xenopus predomina el
AR 4-oxo (Blumberg 1996) y durante la
regeneracion de la extremidad en
salamandras se sintetiza abundantemente
el AR 9-cis (Viviano and Brockes 1996).




El retinol es transportado por: la

proteina de unién a retinol o RBP a través

del suero_sanguineo. para su potencial

conversion en AR (Siegenthaler and Saurat

1989). Esta conversion ocurre en las
células que presentan las enzimas
necesarias para su sintesis, hecho que
regula su disponibilidad espacio-temporal.
Mediante analisis por cromatografia o
HPLC, se ha demostrado que existen
regiones del embrion en las que el AR es
mas abundante. También los patrones de
expresion de las diferentes enzimas
alcohol y aldehido deshidrogenas indican
que existe una distribucion diferencial del
AR (McCaffery and Driger 1994). Por
ejemplo, poco después de la gastrulacion
hay mas AR en la parte posterior del
embridn 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 gestacion con
malformaciones graves como acortamiento
del tronco y proceso frontonasal, ausencia
de extremidades y desarrollo reducido del
corazon (Niederreither, et al. 1999). Asi
mismo durante la formaciéon de los
rombdmeros (cerebro posterior) (Dupe and
Lumsden 2001), las extremidades (Thaller
and Eichele 1987) y la retina (McCaffery,
et al. 1992) hay mas AR en las regiones
posteriores de estas estructuras. Existen
diferentes enzimas alcohol y aldehido
deshidrogenasas en estas regiones y otros
organos mas.

Existen siete clases de alcohol
deshidrogenasas de las cuales solo las de
las clases I, Il y IV presentan actividad de
retinol deshidrogenasas. Estas catalizan el

-(proceso.

primer paso en la oxidacién del retinol
reversible) = generando
retinaldehido. El segundo paso es.

irreversible y es catalizado por ‘las™ ™~
aldehido deshidrogenasas. Existen tres -

clases de estas enzimas y solo las de la
clase I tienen actividad de retinaldehido.
deshidrogenasa (Duester 1996). Otras:
enzimas como la P450 o CYP26-se
encargan de la degradacién del AR a
formas mucho menos activas (eg. AR 4-
0x0). La enzima CYP26 tiene un patrén de
expresion complementario al de la
retinaldehido 2 al inicio del desarrollo
embrionario, por lo que se propone que su
funcion es la de restringir, a través de
degradar, la disponibilidad de AR en
regiones anteriores del embrién (Swindell,
et al, 1999).

El AR activa la transcripcion al
unirse a receptores nucleares. Se conocen
mas de 150 diferentes proteinas de la
familia de receptores nucleares de
hormonas esteroide-tiroideas (Mangelsdorf
and Evans 1995). Estos receptores unen
moléculas de cardcter lipofilico que
pueden entrar ficilmente a la célula. Son
receptores intracitoplasmaticos que al
unirse con sus ligandos se translocan al
nucleo activando la transcripciéon. Los
receptores para el AR son de dos tipos,
RAR yRXR. 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 formas o, By Y y para la generacién de
cada uno de ellos existe un uso diferencial
de promotores asi como procesamiento
diferencial. Los de tipo RAR actian como
heterodimeros obligados y los de tipo RXR
pueden funcionar como homodimeros
(Mangelsdorf and Evans 1995). En los
ultimos afios se ha estudiado su
participacion en el desarrollo. Para ello se
han deletado de los diferentes genes por
medio de recombinacion homoéloga o
“knock out”. Algunos ratones mutantes no
presentan alteraciones en el desarrollo,
pero otros presentan malformaciones que
son mas 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 sindrome fetal
por deficiencia de vitamina A o VAD
(Wilson, et al. 1953). Estas
malformaciones son muy variadas; por
ejemplo, hay anormalidades crancofaciales
y del esqueleto (paladar y labio hendido,
hipertelorismo, lisencefalia, microftalmia,
sirenomelia etc.), alteraciones en 6rganos
como el corazén, pulmones, rifiones,
gonadas, 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
transcripcion. Consisten de secuencias

repetidas directas AGGTCA separadas por
uno (DR1) o mas nucledtidos (DR 2, 3, 4,
5), a los que se unen los receptores RAR y
RXR con afinidades que dependen de los
nucledtidos que separan las DR y de su
homo o heterodimerizacion (Leid, et al.
1992). Estas secuencias son también sitios
de unién para los receptores de hormona
tiroidea y vitamina D, con las que en
ocasiones heterodimerizan los receptores
RXR. Otro elemento adicional de
complejidad estd dado por las proteinas
CRABP (proteina de unién a AR) y CRBP
(proteina de unién a retinol) (Ong and
Chytil 1978; Ong and Chytil 1978) las
cuales se ha propuesto que regulan la
cantidad y/o accesibilidad del AR y retinol
a los diferentes compartamentos celulares
y los protegen de la degradaciéon por
enzimas como la citocromo P-450.

En suma el AR participa en
diversos procesos celulares: diferenciacion,
proliferaciéon y muerte celular. En la
morfogénesis participa en el
establecimiento de patrones corporales en
el eje antero-posterior (e.g. regula genes
homeéticos), especificando la parte
posterior del embridén, también en el
establecimiento del eje corporal izquierdo-
derecho, en la organogénesis del corazon,
del pulmoén, de la retina, del cerebro
posterior, en el inicio de la formacion de la
extremidad, el establecimiento de su eje
antero-posterior, etc.

AR y su participacioén en la muerte celular
del desarrollo.

Es conocido que durante
metamorfosis de insectos y anfibios la

la




MCP de muchas estructuras estd regulada
por la ecdisona y la hormona tiroidea,
moléculas que actuan 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 administracién de dosis
teratogénicas de AR genera un incremento
en la muerte celular en aquellas regiones
del embrion donde normalmente ya esta
ocurriendo este proceso (Sulik and Dehart
1988; Sulik, et al. 1988), o en aquellas
regiones donde esta préxima a ocurrir, Asi
mismo la expresion de algunas de las
enzimas involucradas en la biosintesis de
AR (e.g. Raldh-2) y algunos receptores (en
particular el RAR-B) colocaliza con varias
regiones apoptoéticas. Nuestro laboratorio
ha reportado que la administracion 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 produccién de radicales
libres y puede prevenirse suministrando
proteinas antioxidantes como catalasa o
superoxido dismutasa (Castro-Obregon
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 participacion del AR en la MCP
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proviene del analisis del ratén mutante
para los receptores RARB/RARY. Este
ratén presenta una reduccion en la muerte
celular interdigital, por lo que también
nacen con los dedos fusionados. Esta
reducciéon en la muerte celular esta
acompafiada por una disminucidn notoria
en la expresion del gene Bmp-7 en el tejido
interdigital (Dupé, et al. 1999).
Recientemente otro grupo demostré que el
AR regula directamente la MCP en los
interdigitos de pollo. En. estos
experimentos incrementan la muerte
interdigital aplicando AR ex6geno y la
impiden aplicando un antagonista que
bloquea la accién transcripcional de los
receptores RAR. En esta condicion
también hay una reduccién en la expresion
de Bmp-7 (Rodriguez-Leon, et al. 1999).
Las anteriores son dos de las evidencias
mas solidas que existen acerca de la
regulacion por AR de la muerte celular

embrionaria.
AR como teratégeno.

Desde hace muchos afios 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 generacion de
exoencefalia y espina bifida, en algunos
casos genera ciclopia, micrognatia,
generacion de extremidades posteriores




extras, mesomelia, transformaciones
homedticas en vértebras, duplicaciones o
deleciones de digitos, situs inversus,
paladar hendido, malformaciones del oido,
ojos etc. Esta amplia gama de alteraciones
se debe en parte a la cantidad de eventos
celulares en los que esté involucrado el AR
de manera normal. Otras se explican por
su capacidad para inhibir la expresién de
moléculas importantes para el desarrollo,
como S/hi (Helms, et al. 1997). Otras mas
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 etiologia 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 la muerte
celular excesiva que provoca en el
ectodermo apical, estructura reponsable
del crecimiento de la extremidad (Sulik
and Dehart 1988). En principio, cualquier
alteracion en la muerte morfogenética
tendra un efecto teratogénico.

Desarrollo del paladar
Origen y desarrollo.

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

En el ratdn se origina alrededor
del dia 12 de la gestacion. Inicialmente
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son dos primordios simétricos ' que
emergen del proccS'b ‘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 posicién vertical con respecto al
techo de la boca y alrededor de los 14
dias de gestacidn se elevan y adquieren
una posicién horizontal. En este
momento se encuentran muy cerca una
placa de la otra y alrededor de los 14.5
dias post coito (dpc) hacen contacto, se
adhieren y se fusionan (Ferguson 1988).
La fusién implica la desaparicién del
epitelio que separa ambas placas
llamado epitelio medial (EM). Mas
adelante el paladar se osifica en la parte
central de la region anterior (paladar
duro) quedando sin osificar la parte
posterior (paladar blando).

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

~En el humano la formacién de
paladar hendido puede revertirse
mediante cirugia, sin embargo y a pesar
de que es una alteracién leve en un
organo simple, es letal
mamiferos ya que altera la capacidad
para comer y respirar adecuadamente. El
paladar hendido es una de las
malformaciones mas comunes en el ser
humano, su incidencia es de alrededor
de 1 en 700 nacimientos en los Estados
Unidos, 1 en 400 en poblaciones

en otros




asiaticas y americanas y la maés baja
incidencia ocurre " en.poblaciones
africanas que es de | en 1500

nacimientos. Esta malformacién tiene =

multiples etiologias, cualquier alteracién
de los procesos que participan en su
formacion pueden generar paladar
hendido. Diferentes compuestos
quimicos (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 fusion.

‘ La fusién del paladar ocurre
después de una serie ordenada de
procesos. El primero es el crecimiento,
elevacion y acercamiento de ambas
placas. Después sigue el contacto y la
adhesién entre los epitelios del borde
mas exterior. Este es el llamado EM y
presenta caracteristicas diferentes al
epitelio de la regién oral, (el cual esta
estratificado y queratiniza
posteriormente) y al de la parte nasal
(éste se convierte en un epitelio
secretorio). El EM esta conformado por
dos tipos de células, las epiteliales
basales y las peridermales. Las primeras
tienen una morfologia cuboidal y se
encuentran en contacto con la lamina
basal. Las segundas son células que se
encuentran encima de las basales, estan

s€

en contacto con el liquido amniotico y

~_ tienen morfologia redonda y aplanada.
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Después de que los epitelios de ambas
p]aca's se‘adhieren; forman 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 fusién. Cualquier
alteracion de estos procesos
potencialmente puede generar paladar
hendido.

Adhegion.

El EM presenta caracteristicas
morfoldgicas y moleculares particulares.
Produce proteoglicanos que le confieren
propiedades adhesivas (Pratt and Hassell
1975); de hecho, la adhesion entre
ambas placas es tan fuerte que al tratar
de separarlas es mas facil que se rompa
el epitelio de alguna de ellas antes de
que se separen.

El EM expresa diferentes
factores de crecimiento como 7gf-f33, el
receptor /] a TgfB, Egf, ¢l receptor a
Egf, Tgf o, Bmp-7, Fos, colagenasa 3, o
actina de musculo liso y otros
(Fitzpatrick, et al. 1990; Dixon, et al.
1991; Ferguson, et al. 1992; Citterio and
Gaillard 1994; Blavier, et al. 2001). Es
importante mencionar que el ratén
mutante para TGFB-3 presenta como
Unica malformaciéon paladar hendido
(Proetzel, et al. 1995). El anélisis del
EM en este raton demuestra que hay una
deficiencia en la capacidad adhesiva, las
células peridermales no producen




proteoglicanos y no  emiten
prolo'ngaciones citoplasmaticas que
norrha]mente interdigitan al momento
delcontacto(Martinez-Alvarez; et al.
1996), '

Muerte celular,

"~ Desde hace muchos afios se
demostré que durante la degeneracion
del EM, las células que lo conforman
presentaban caracteristicas de tipo
apoptético (DeAngelis and Nalbandian
1968; Farbman 1968; Smiley and Dixon
1968; Mori, et al. 1994; Taniguchi, et al.
1995). Aunque en esas época el término
se desconocia o no se utilizaba, las
descripciones morfolégicas
(principalmente haciendo uso de la
microscopia electronica) indican que
esta es muerte celular de tipo apoptoética.
Esta idea predomind hasta que nuevos
estudios sugirieron que el EM
desaparecia por migracién o
transformacion 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). : :

Migracién. . :

Existe un sélo reporte donde se
muestra que la:deéabaﬁgién del EM, y
por lo tanto la fusién, ocurre por
migracién, En este trabajo marcan el EM
con un colorante lipofilicd fluorescente
y siguen “su destino mediante

microscopia confocal. Observaron una
acumulacién de células marcadas en los
vértices del epitelio oral y nasal: al

mismo ' tiempo-que desaparecianide-la~

parte central del epitelio, En
consecuencia asumieron que las células
del EM: se estaban integrando aestos
epitelios (Carette and Ferguson 1992).

Transformacién epitelio-mesénquima
La transformacion epitelio

mesénquima (TEM) es la trans
diferenciacién de una célula de tipo
epitelial, en una de tipo mesenquimatico.
Una vez transformada, la célula
mesenquimatica adquiere la capacidad
migratoria necesaria para su localizacion
lejos de su lugar de origen donde
participa en la formacion de distintos
tipos celulares y estructuras (Boyer, et
al. 1996). La célula transformada
siempre tiene una funcion posterior.

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

en




melanocitos, cartilagb, tejido conectivo
y otras (Duband, et al. 1995).. '
Durante la TEM

ocurren

cambios—importantes en las células™

transfbrmadas, estos cambios ‘son
bastante drasticos, implican el cambio
total del fenotipo epitelial al
mesenquimético o viceversa, lo que se
asocia con cambios en la expresion de
diferentes moléculas de adhesion (Prieto
and Crossin 1995), matriz extracelular y
citocinas (e.g. EGF, FGF-1, TGF-B
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
fenomeno de TEM fue realizado
mediante microscopia electronica, En
los otros articulos generalmente utilizan
colorantes lipofilicos 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 6rganos
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
mediante la técnica denominada cultivo
de organos. El desarrollo in vitro es muy

vitro
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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 proliferacién y
crecimiento de esa estructura. En
cambio, la MCP en el EM no estd
asociada a proliferacion (de hecho este
tejido no prolifera desde los 13.5 dpc,
mucho tiempo antes de que ocurra la
fusion). 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 érgano
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
regulacién de la MCP. De hecho en los
explantes que se emplearon en este
trabajo estan 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 algtin




gen relacionado con apoptosis, adhesion
o migracién celular. Por esta razén
consideramos que ¢l 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 mas estudiados y que
mas ha aportado a la biologia del
desarrollo en los tltimos afios. Es un
modelo relativamente sencillo en el que
se han estudiado procesos de
determinaciéon celular, competencia,
segmentacion, establecimiento de los
patrones antero-posterior, dorso-ventral,
proximo-distal y muerte celular.

‘L.a muerte interdigital sc¢ ha
estudiado principalmente en el embridén
de pollo. En la parte posterior de la
extremidad hay una zona de muerte
celular denominada regién necrética
posterior. Muchos de los primeros
experimentos sobre MCP se hicieron
transplantando esta regiéon en otras
adyacentes. La intencién de estos
experimentos era determinar la
competencia de este tejido para morir y
la influencia del entorno. La remocién
del epitelio distal del interdigito es un
experimento clasico con el que se
demostré que existen seiiales
provenientes de ese epitelio que
controlan la MCP (Zuzarte-Luis and
Hurle 2002).

En los ultimos afios se ha abordado
el estudio de la MCP en la extremidad a
nivel molecular. Entre las moléculas
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que regulan la muerte interdigital estan
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
exogenamente (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 la extremidad se induce
muerte celular (Ferrari, et al. 1998).
Otra molécula importante es el AR; la
ausencia simultdnea de los receptores
beta y gama provoca sindactilia como
consecuencia de la reduccion en la
muerte interdigital (Dupé, et al. 1999).
Por otro lado, la inhibicién de la
actividad transcripcional de los
receptores de tipo RAR también impide
la muerte interdigital y abate la
expresion de Bmp-7 (Rodriguez-Leon,
et al. 1999).

JUSTIFICACION.

La premisa “el AR enddgeno
participa en la muerte celular del
desarrollo” fue la idea principal con que
inicio este trabajo. La idea general, que
es la hipdtesis con la cual empezamos,
se origind a partir de los trabajos
realizados en el laboratorio con el
modelo de cuerpos embrionarios y el
efecto del AR (Castro-Obregén and
Covarrubias 1996). En este estudio se




demostré que el AR ‘era capaz de
inducir muerte celular apoptética
_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
cl trabajo que se realizé 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 interdigitos y puede revertirse al
bloquearse la sintesis de AR (datos no
publicados). Paralelamente se realizé
otro trabajo en el cual se demostré que
las ERO son mas abundantes en las
regiones destinadas a en
particular en los interdigitos (Salas-
Vidal, et al. 1998). Esta muerte, al igual
que en los cuerpos embrionarios, se
puede revertir por medio de la adicion
de antioxidantes. Adicionalmente, otro
trabajo de nuestro laboratorio muestra
que el incremento de muerte celular
provocado por AR en los interdigitos es
acompafiado por un incremento en la
cantidad de ERO y por una disminucién
en la actividad de peroxidasas
(Schnabel-Peraza, articulo sometido).
La hipodtesis de trabajo también se basé
en las evidencias expuestas en el
apartado denominado “Acido retinoico
y su participacion en la muerte celular
del desarrollo” y “AR como
teratdgeno”, Cabe mencionar que
cuando iniciamos este trabajo no

morir,

existian evidencias d1rectas .de la
participacién del AR -en- la muerte
celular embrionaria. Con. esto en’ mente »

nos propusimos demostrar el efecto m‘f

vitro e in vivo del AR sobre la muerte
del paladar -y :su- relacmn -conla
formacién de paladar hendido. El
estudio de la MCP nos llevo a
profundizar en el proceso de la fusién
de epitelios y, en conjunto, al relacionar
y entender un poco mas los fenomenos
alrededor de la fusién tales como
adhesion, extensidn convergente,
migracién, etc, nos llevd a concretar
este trabajo sobre morfogénesis.

RESULTADOS

I. Control de la muerte celular por
AR.

Desarrollo de érganos in vitro (ventajas
del sistema de cultivo)
El desarrollo del paladar y la

extremidad, usando el sistema de cultivo
de 6rganos, 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 individualizacién de
los digitos es bastante avanzada. A su
vez el paladar puede ser cultivado en
etapas previas a la fusion y todos los
procesos celulares que in vivo permiten
la degeneracion del EM ocurren in vitro.
Este mismo sistema es utilizado para
cultivar una gran variedad de 6rganos y
estructuras embrionarias, como génadas,




rifiones . e hlgado y el ejemplo de -
desarrollo in vmo mas 1mpre510nante5
ocurre en 1 pulmén, el cual 31 se cultwa: :

'cuando presenta solo un par de lébul

puede ‘generar una estructura con

abundantes ram1ﬁcaclones y;alv_eolos ‘

Muette celular durante gl desarrollo del

paladar. ,
Con la finalidad de entender mejor

la participacion de la 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 necréticas (Abrahams and White,
1993). El mecanismo de su accién
selectiva se debe a que la célula apoptética
se vuelve mas permeable y la cromatina se
condensa; esto favorece la entrada y el
marcaje mas intenso de los cuerpos
apoptoticos. También analizamos la
muerte utilizando la técnica denominada
TUNEL.

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

Con una evaluacién mas
cuidadosa de la MCP al momento del
contacto obsefvamos las siguientes
caracteristicas: a) cuando se establece el

‘contacto en la parte anterior (al nivel de la
cresta 3 a 6) podemos detectar células

murlendo en la parte posterior del paladar,
reglon'que no haentrado en contacto (Fig
2A 14.5 d,e,f, del articulo). b) mas

;ff_adelante en el desarrollo, empiezan a

-aparecer las primeras células muriendo en

" la parte anterior (Fig 2A,
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14.5 e,f,del
articulo), esta muerte celular depende o se
desencadena por ¢l contacto y sabemos
que in vitro se requiere de al menos tres
horas de contacto para que comience (Fig
3A del articulo). Esta muerte celular es
precedida por una adhesién muy fuerte.
Cuando se intentan separar las placas es
mas facil que se rompa el epitelio de
alguna de ellas a que se despeguen. c) en
la parte correspondiente al paladar
posterior observamos un patrén punteado
de MCP que posiblemente esté asociada a
la formacidn de papilas gustativas (Fig 2,
15.5 del articulo).

Estos resultados evidencian
dos regiones diferentes en el paladar, una
zona anterior donde estan las crestas y
cuya muerte celular depende de contacto y
una zona de fusién 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 uM de AR en el
medio de cultivo observamos dos
cfectos sobre la muerte celular. Por un
lado se incrementa la muerte en las
regiones donde normalmente ya esta
ocurriendo (Fig 4 A del articulo) y por el
otro induce la que atn no empieza,




como la del EM antes del contacto (Fig
3A del articulo). El retinol- provoca
también los mismos efectos aunque héy
que” “administrarlo =~ en ” mayor
concentracion, 200 uM. El retinol p‘or si
“mismo no tiene actividad bioldgica,
debe convertirse en AR para poder tener
un efecto, por lo tanto el incremento de
muerte celular provocado por el retinol
implica que en el paladar existen las
enzimas encargadas de su sintesis. Este
efecto del AR sobre la muerte celular
también ocurre in vive (ver mas
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 proximos a fusionarse y no en
aquellos de 13.5 dpc (Fig 3B del
articulo). Esta capacidad aparece poco a
poco en el desarrollo a partir de los 14.0
dpc (Fig. I) y posiblemente se relacione
con la aparicion de TgfB-3, ya que éste
no se expresa a los 13.5 dpc pero si a los
14.5 (Fig. II).
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Fig. 1. Tratamiento con AR por 10hr en placas de
diferentes etapas del desarrollo. EI AR induce
muerte celular en el EM alrededor de los 14.0
dpc (flechas). La placa complementaria se utilizo

como control.

[T '
Fig. IL. Hibridacion contra TgfP-3. La expresion
aparece alrededor de los 14.0 dpe. En 13.5 no se
detecta seial.




Ademés existe en 14.5 dpc uvr}a_v

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
articulo) como cuando hay el estimulo
del contacto (Fig 3A, +contacto del
articulo) 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 articulo).

Inhibicién de la sintesis de AR.

Se usado diversas
estrategias para evitar la accion del AR y
poder analizar el efecto biolégico de su
ausencia. Una de ellas es utilizar
inhibidores de las enzimas encargadas
de su biosintesis o de la actividad
transcripcional de los receptores. El
citral es un inhibidor reversible de las
alcohol y aldehido deshidrogenasas que
se ha utilizado con éxito en muchos
modelos (ratén, pollo y Xenopus) para
bloquear la produccion de AR
(Kikonyogo, et al. 1999) (Schuh, et al.
1993). Ademas de bloquear las dos
enzimas tiene la ventaja de que existe el
nerol, compuesto que tiene un grupo
alcohdlico en vez de un grupo aldehido
y que puede ser utilizado como control
pues no presenta actividad inhibitoria.
En el presente trabajo utilizamos

han
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"_ vtgfhbién un agonista y un antagonista de
“los RAR (Johnson, et al. 1995).

'El tratamiento. con- 50 uM-de.

“citral en paladares proximos a fusionarse

provoca la inhibicién del proceso de
MCP analizado después de 8 hr'de
cultivo (Fig 4A del articulo) (después de
24 hr de cultivo la inhibicién se
mantiene). Con el tratamiento
simultaneo de citral (50 pM) mds retinol
(200 uM) se mantiene la inhibicién, el
citral evita la biosintesis de AR a partir
del retinol tanto enddgeno como
exdgeno. En el tratamiento simultaneo
con citral y AR observamos que la
muerte celular no disminuye. En este
caso el citral estaria inhibiendo la
biosintesis del AR enddégeno pero la
administracion de AR exdégeno 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
simultdneamente con nerol y AR o
retinol presentan un comportamiento
parecido a los tratamientos con AR y
retinol solos, es decir, un incremento en
la muerte.

Para confirmar los datos
anteriores utilizamos un agonista
sintético especifico de los receptores de
AR de tipo RAR llamado AGN191183.
Este compuesto incrementa la muerte
celular de la misma forma en que lo
hace el AR, sugiriendo fuertemente que
su efecto es mediado por receptores de
tipo RAR. Utilizando el antagonista




AGN193109 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
cn otros sistemas y que se expresan en el
paladar, asi como determinar si estan
reguladas transcripcionalmente por AR.
Se ha reportado la expresion de Shh en
las crestas del paladar (Bitgood and
McMahon, 1995) y Tg/B-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
sefializacion y transduccién son bien
conocidas, de manera que su estudio
podria revelar alglin 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 uM respectivamente) después de 10
hr de cultivo (Fig 5 B, C del articulo).
Esta inhibicién 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 expresidon de Shh (Helms, ct al.
1997) y en otros el AR e¢s necesario para
su expresion (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
afirmacién lo obtuvimos aplicando un
inhibidor de la sefializacion por Shh
llamado ciclopamina. Este inhibidor es
muy -potente y se ha utilizado por
muchos grupos de investigacion para
estudiar las funciones de Shh
(Incardona, et al. 1998). Este inhibidor
utilizado en concentraciones similares (5
UM) y aun mas altas a las reportadas
para bloquear la sefial de SHH (10 y 20
UMY}, no altera el patrén de MCP que se
observa en las crestas (datos no
mostrados). Probablemente su funcion
tenga mayor relaciéon con la alta
proliferacion celular que ocurre en esta .
estructura, P

La expresién . de . Tngé.?
disminuye con el tratamiento con AR
(Fig 5 L del- articulo),” coi.i._'éitf'al ‘se
incrementa (Fig 5 M del articulo), y el
resto de las condiciones no alterdn la
transcripcion de este gene. Este
comportamiento no correlaciona con la
muerte celular. Resulta improbable
entonces que 7gfB-3 sea regulado por el
AR positivamente y que participe
directamente en la muerte celular del
EM. Aun asi decidimos realizar algunos
experimentos aplicando la proteina de

manera exdgena y bloqueando la
enddgena con anticuerpos
neutralizantes.

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




crestas y su expresion disminuye con
citral (Fig 5H del articulo) y aumenta
con AR (Fig 5G del articulo), tal y como
ocurre’ CQ'n' 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 expresion de Bmp-7 en
las extremidades de pollo. Nuestros
datos muestran que si se bloquea la
producciéon de AR disminuye la
expresion de Bmp-7 coincidiendo con lo
reportado por otros grupos.
Considerando lo anterior decidimos
estudiar en mayor detalle esta
correlacion.

BMP-7 en la muerte celular de la

extremidad y el paladar
Inicialmente se aplicé la proteina

BMP-7 embebida en micro esferas, Las
esferas fueron implantadas en diferentes
regiones del paladar (Figura 6A del
articulo) y la muerte celular se analizd
después de 10 y 24 hr de cultivo. En
ninguna regién 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 acciéon de la
proteina enddgena aplicamos de la misma
manera la proteina Noggin. Tampoco
observamos disminucion 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 iriterdigito y “Noggin la
previene (Fig. 6C, D del articulo).
Observamos que BMP-7 también es capaz
de provocar muerte celular en otras
regiones de la extremidad como la punta
de los digitos y tarso, regiones donde no se
expresa normalmente Bmp-7. Los datos
anteriores muestran que las proteinas
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 proteinas no sean funcionales.

Otra serie de experimentos los
realizamos infectando con un adenovirus
que produce la proteina SMAD-6 con la
finalidad de bloquear la transduccién por
BMP-7. La infecciéon la realizamos
incubando paladares de 13.5 dpc durante
1.5 hr con 15 ul de sobrenadante que
contiene el adenovirus, Después de cste
tiempo se lavaron los paladares con medio
de cultivo L15 y se pusieron en cultivo.
Cabe mencionar que previamente
realizamos una infeccién con otro
adenovirus que produce Lac-Z para
determinar las mejores condiciones de
infeccion (Figura 6E del articulo). Después
de 24 hr de la infeccion analizamos la
muerte celular y no detectamos cambios en
los patrones y cantidad de MCP en las
crestas y en la zona de fusion.

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

los




(aprox 0.01 pl). Previamente hicimos
pruebas ‘con:el mismo adenovirus- que
expresa Lac-Z para determinar la cantidad
y extensién de la infeccién (Figura 6F del
articulo). Después de 24 hr de la infeccién
detectamos una reduccion en la MCP de la
zona interdigital inyectada (Figura 6 G,H
del articulo). 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 interdigito. Nuestros
datos difieren de los reportados para otras
estructuras embrionarias como los
interdigitos y los rombomeros (Graham, et
al. 1996; Macias, et al. 1997).

TGEB-3 y la MCP.

TGFf-3 es un factor de crecimiento
necesario para la formacién del paladar. La
accion de TGFB-3 no se ha relacionado
con MCP, al menos en el caso del paladar.
Por esta razén realizamos experimentos
enfocados a determinar su posible
participaciéon en la MCP. Mediante
inmunohistoquimica detectamos tanto a
TGFB-3 como a uno de sus receptores, el
receptor de tipo 3 o betaglicano. El patrén
de ambas proteinas ya se ha reportado por
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otros grupos y se encuentra restringido al
EM (Fitzpatrick, et al. 1990; Cui and
Shuler 2000). L T T

""Realizamos experimentos en los
que adicionamos la proteina TGFB-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
proteina al medio o embebida en esferas de
acrilico  (Img/ml). En ningun caso
observamos un aumento de la MCP en el
EM. También aplicamos un anticuerpo
neutralizante especifico para TGFB-3 bajo
las mismas condiciones. En ninglin caso
detectamos una reduccién en la MCP del
EM. Estos datos nos muestran que, con
cstas estrategias, TGFf3-3 no regula la
MCP de manera directa o tinica, como lo
hace BMP-7 al aplicarse en la extremidad.
Ademas los resultados al inhibir la
migracion de las células peridermales
indican que su funcioén tiene mas rclacion
con la adhesién y la migraciéon (ver
discusion).

La muerte celular en la etiologia del
paladar hendido.

Inhibicién de la MCP v su efecto en la
fusién.

Un paso fundamental para la
fusidn del paladar es la desaparicion del
EM, por lo tanto, nos preguntamos si la
inhibicion de la MCP de este epitelio
impide la fusion. Puede resultar
simplista, pero la idea prevaleciente en
la literatura es que la desapariciéon de




este epitelio ocurre por TEM y no por
muerte celular,

La aplicaciéon de 100 uM de z-
VAD (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 retinol,
indicando que esta muerte es de tipo
apoptotica (Fig. 7A del articulo) El
analisis histologico después de 24 hr de
cultivo demuestra que el EM no
desaparece en presencia de 100 uM de z-
VAD. El citral, al bloquear la sintesis de
AR y disminuir la MCP genera un efecto
similar al del z-VAD (Fig. 7B del
articulo). Por lo tanto, la MCP es
necesaria para la fusion. Alteraciones en
la muerte de este epitelio, ya sea una
disminucién o un aumento,
potencialmente pueden generar paladar
hendido.

Incremento _de la MCP vy su efecto en la

fusién (efecto teratogénico del AR).

Se sabe que la aplicacion de
AR o retinol provoca una alta incidencia
de paladar hendido en ratonas gestantes,
sin embargo nunca se ha propuesto ni
relacionado la muerte celular como
causa etiologica de esta malformacion.
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 fusién de las placas.

El analisis de los paladares
disecados a los 18.5 dpc muestra una
incidencia de un 73 % de paladar
hendido (Fig 8 G, H del articulo). Este
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fenotipo pudiera deberse a un
incremento prematuro en*la f'muéjrté‘
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 inyeccion, en etapas (14.8 dpc) en las
que el paladar deberia 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
articulo) asi como en los que ya estan
fusionandose (Fig 8 A, B del articulo).

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

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

II. Anilisis de los procesos celulares
que participan en la fusién.

La transformacion epitelio-mesénquima.

En cl laboratorio hemos estudiado
el proceso de MCP asociado a la fusion.
Nuestros resultados muestran que las
células del EM del paladar sufren
muerte celular apoptdtica. Sabemos
también que si bloqueamos la MCP se
evita la degradacion de este epitelio. Sin




embargo no podemos dcs,cartar la-
posibilidad - de -que también- esté"

ocurriendo la diferenciaciéon de este
epitelio en mesénquima.

Las evidencias reportadas en las
que se apoya la hipdtesis de la TEM
consideramos que son pobres y poco
claras, por lo tanto, decidimos analizar
este fendmeno y determinar si mantiene
relacién con la MCP y cual pudiera ser
la_funcién 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 histologia a
diferentes tiempos del cultivo. (2)
implementamos una metodologia
recientemente publicada utilizada para
estudiar migracion celular (Knight, 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 ultima
cstrategia se utilizo una linea de ratones
que proteina verde
fluorescente constitutivamente.
Cultivamos una mitad fluorescente con
otra normal y posteriormente seguimos
el destino de las células fluorescentes.

expresa la

1) Marcaje y seguimiento del EM en cortes

alternados.

La degeneracion 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.. Asi entonces,: cualquier
fenomeno celular que participe en'la fusion”
debe ser' detectado 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 lamina basal llamado ester
de 5-6-carboxi 2-7- diclorofluorescein
diacetato (CSFCE). Marcamos el epitelio y
realizamos un seguimiento del mismo a 3,
6, 12y 24 hr. Previamente reportamos que
existen diferencias entre la parte anterior
del paladar (paladar duro) y la parte
posterior (paladar blando) con relacion al
inicio de la MCP (Cuervo, et al. 2001), por
lo tanto, decidimos analizar e] 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
adhesion es bastante fuerte y no hay signos
de degeneracién o migracion celular en el
EM (Fig. 1A, CCFSE, del segundo
articulo). Seis horas después del contacto,
el epitelio comienza a fragmentarse y
empiezan a conformarse los tridngulos
epiteliales (engrosamientos del epitelio en
los. vértices oral y nasal). Tampoco
detectamos células fluorescentes fuera del
EM. Doce horas después del contacto la
fragmentacién es mayor y la degradacion
del epitelio es completa a las veinticuatro
horas. En ninguna de las etapas analizadas
detectamos células adquiriendo la tipica
morfologia 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 199‘2;' Shuler, et al. 1992; Kaartinen,
et al. 1997; Martinez-Alvarez, et al. 2000).

Con esta misma estrategia de
marcaje realizamos un andlisis histologico
sistematico cada 12 um a lo largo de toda
la zona de fusidén en paladares cultivados
por 24 hr. Inicialmente analizamos 364
cortes y solamente detectamos 22 células
fluorescentes en la regién donde
previamente se encontraba el EM y que
posiblemente pudieran representar células
epiteliales transformadas en mesénquima.
Sin embargo todas estas células
presentaban una morfologia lobulada tipica
de la apoptosis. Posteriormente realizamos
un experimento similar donde ademas
analizamos simultaneamente la MCP
mediante la técnica de TUNEL. En esta
serie de experimentos analizamos 92 cortes

y detectamos 12 células que
potencialmente pudieran ser
mesenquimaticas. En estas células

detectamos una sefial positiva para la
reaccion de TUNEL, indicando que estan
en proceso apoptotico (Tabla 1, segundo
articulo). Con este analisis descartamos la
posibilidad de interpretar crroncamente a
estas células como mesenquimaticas. Estas
son en realidad los restos de células
epiteliales apoptoticas que quedan al final
del proceso de fusion.

2) Seguimientg_en rebanadas vivas.

Recientemente fue publicada una
metodologia que permite el seguimiento de
células migratorias in vivo utilizando un
sistema de cultivo de rebanadas (Knight, et
al. 1999). Consiste basicamente en
embeber el tejido en agarosa al 5%, cortar

con un vibratomo rebanadas de 200 um y
cultivarlas, Esta metodologia nos permiti6
seguir-el-destino de las células del EM en

“un’mismo corte y de manera continua.

26

Después de 3 hr de contacto el EM esta
infegro y no hay signos de degeneracion
(Fig. 2 del segundo articulo). Después de 6
hr empieza a adelgazarse y los trangulos
epiteliales se han formado claramente
(flechas). Después de 12 hr el epitelio esta
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
mayoria con células apoptéticas (TUNEL).
En ningin momento observamos TEM ni
migracidn celular.

Marcaje LacZ por infeccién adenoviral.
La infeccion con un adenovirus que
produce Lac-Z se realiz6 en paladares de
13.5 dpc los cuales fueron cultivados por
24 hr + 3, 6, 12 o 24 hr. Basicamente
observamos el mismo resultado que con
los ensayos anteriores (Fig. I del segundo
articulo). No detectamos células azules con
morfologia de mesénquima fuera de la
linea de fusidén. Después de 24 hr de
cultivo el EM practicamente habia
desaparecido y las unicas células azules
observadas corresponden al epitelio oral y
nasal. Analizamos 60 cortes de 50 um

3

tomados a todo lo largo de la linea de
fusion y no detectamos células azules que
presentaran morfologia mesenquimatosa.
Este dato también muestra que es muy baja




la probabilidad de que alguna célula
infectada del epitelio se haya transformado
en mesénquima.

4) Cultivos mixtos con paladares de
ratones GFP.

Utilizamos para estos experimentos
un ratdn que expresa la proteina verde
fluorescente en todos los tejidos. Después
de 3 hr de cultivo hay una adhesién fuerte
y el epitelio se encuentra integro (ver
campo claro) (Fig 1 del segundo articulo).
Después de 6 hr el epitclio presenta
condensaciones celulares que
corresponden a cuerpos apoptoticos, los
cuales se hacen mas abundantes y
evidentes a las 12 hr de cultivo (flechas). A
las 24 hr el epitelio ha desaparecido,
solamente registramos una pequefia
cantidad de cuerpos apoptoticos y no
presenciamos en ningin momento
migracion celular o células con morfologia
mesenquimatosa. Este andlisis también
muestra que las células del MES una vez
adheridas se intercalan (Fig 1. asteriscos, 6
y 12 hr del segundo articulo), fendémeno
celular que no sabiamos que ocurria. Esta
intercalacion de células se ha observado y
estudiado en otros organismos y se le ha
denominado extension convergente. Su
funcidn es la de permitir el crecimiento o
extension de una estructura sin que exista
proliferacion celular.

Adicionalmente, observamos que el
epitelio adyacente a la zona de fusion
migra de una mitad a la otra (Fig. 1B del
segundo articulo). Posiblemente este
movimiento de rearreglo tenga como
finalidad cerrar el espacio epitelial que
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queda después de que ha ocurrido la MCP
en los triangulos epiteliales.

Funcién 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
(Martinez-Alvarez, et al. 2000). Estas
interdigitaciones estdn ausentes en el ratén
mutante para la proteina TGFf3-3, el cual
presenta paladar hendido. Se ha propuesto
que las células peridermales participan en
la adhesién que precede a la fusion.

Conformacién de los triAngulos epiteliales
Marcamos las células peridermales

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

Después de 2 hr de contacto
observamos a las células peridermales en
medio del epitelio basal y no detectamos
MCP (Fig. 5 del segundo articulo).
Después de 4 hr observamos una
acumulacion de células en los vértices del
EM formando los llamados tridngulos
epiteliales y wunas cuantas células
apoptoticas. Seis horas después es clara la
acumulacion 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

las




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

Adhesién

Se ha propuesto que las células
peridermales desempefian una funcién en
la adhesion de las placas del paladar. Para
corroborar esta idea decidimos removerlas
con tripsina. Después de ensayar diferentes
condiciones pudimos eliminarlas
selectivamente sin dafiar el epitelio basal
(ver materiales y métodos). Observamos
que efectivamente al eliminar las células
peridermales no se forman los tridngulos
epiteliales y no son necesarias para que el
epitelio basal degenere, es decir, puede
haber fusion in vitro sin que exista el
peridermo. Sin embargo se genera una drea
de fusién menor y el grosor del paladar se
reduce (Fig. 7A del segundo articulo). Si
removemos las células peridermales y
mantenemos las placas sin contacto
observamos que el epitelio basal empicza a
morir (Fig. 7B del segundo articulo). Por
lo tanto, las células peridermales al parecer
favorecer la sobrevivencia del epitelio
basal. Es posible, aunque dificil de
comprobar experimentalmente, que la
sobrevivencia de las células peridermales
también dependa de su interaccidn con las
basales. Cuando migran las células
peridermales y forman los tridngulos

28

epiteliales dejan descubiertas a.las células
basales. Este mecanismo podria ser el que
desencadena la MCP de ambos tipos
celulares.

Migracién y MCP.
Para discernir el efecto que tiene la

migracion de las células peridermales en el
control de la MCP utilizamos un inhibidor
de la polimerizacion de actina, la
citocalacina D, la cual inhibe la migracion
celular y la formaciéon de filopodios.
Observamos que 5 puM de citocalasina
evita la migracién de las células
peridermales y por lo tanto la formacion de
los triangulos epiteliales (Fig. 6A del
segundo articulo). En consecuencia
también el drea de fusidn es menor y el
grosor del paladar disminuye. Lo mas
notable de este experimento es que se
inhibe la MCP de manera especifica en el
EM y no en las crestas. Lo anterior sugiere
una relacién directa entre la migracién y la
muerte celular (Fig. 6B, C del segundo
articulo).

Una caracteristica de la MCP en el
desarrollo es que depende de la sintesis de
proteinas. Nosotros realizamos algunas
pruebas con cicloheximida (20 pg/ml) y
observamos que efectivamente la MCP se
inhibe tanto en las crestas como en ¢l EM
(Fig. II)




-
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Fig. III. El tratamiento con cicloheximida bloquea
la muerte celular en ¢l EM y las crestas.

Mediante andlisis histolégicos
confirmamos que la MCP es necesaria para
la desaparicién del EM, pero ademds,
observamos que no hay formacion de
tridngulos epiteliales pues también se
inhibe la migracion de las células
peridermales (Fig IV).

Fig. IV. Histologia de un paladar tratado con
cicloheximida durante 6 hr. La migracién de las
células peridermales se inhibe y no hay formacion
de triangulos cpiteliales (flechas).

Esta inhibicion es casi inmediata,
después de 2 hr de tratamiento no hay
signos de que las células peridermales 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 maximo al que
lo evaluamos. Entonces la migracion cs
necesaria para que haya MCP y requiere de
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la sintesis de proteinas. Es_import’aixite ,
mencionar que el fenotipo obtenido al
bloquear la migracién es una fenocopia del
obsevado en el paladar mutante para
TGFB-3.

Dinamica y_participacién_de la ldmina
basal durante la MCP,

Se sabe que la viabilidad de los
epitelios depende de su interaccion con
proteinas de matriz extracelular (lamina
basal) via integrinas. Todo epitelio que
pierde contacto con la lamina basal entra
en apoptosis. A este fenomeno celular se le
ha denominado anoikis.(del griego, “sin
casa’). Existia 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 lamina basal, y a
consecuencia de ocurra
degeneracion del epitelio.

Normalmente después de 12 hr de
cultivo la lamina basal se rompe en
multiples sitios y su degradacion es
notoria. Cuando bloqueamos la MCP con
100 uM de z-VAD, la lamina basal
permanece integra, indicando que su
degradacion depende de, o es conducida
por, las células epiteliales, pero solamente
cuando estan en proceso de apoptosis (Fig.
3 del segundo articulo). Este dato
demuestra que la muerte del EM no es de
tipo anoikis. Determinamos también quc la
degradacion de la lamina basal
dependiente de la MCP y no del contacto
de las placas del paladar. Induciendo

TESIS CON
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muerte celular con AR en ausencia de
contacto, observamos degradacién de la
lamina. . _basal . unicamente .donde
normalmente"hé.y,:'MCP,' en particular en
las zonas donde hay células apoptéticas
(Fig. 4 del segundo articulo). Este efecto lo
corroboramos induciendo muerte celular
con un inductor de apoptosis muy potente,
la estauroporina (Fig. 4 del segundo
articulo) En este caso también la
degradacién de la ldmina basal ocurre
preferentemente debajo de las células
apoptoticas pero exclusivamente en la zona
del EM.

Las metaloproteinasas son necesarias para

la fusién pero no para la MCP,
La degradacion de la lamina 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 condicién
se afecta la muerte celular (solo si fuera un
caso de anoikis) o solamente la
degradaciéon de la lamina basal (como
hacian suponer los resultados anteriores).
Por otra parte, la TEM requiere de
metaloproteinasas, las cuales permiten la
separacion y migracion del epitelio
transformado. Si este fenémeno ocurriera
en el paladar deberiamos poder bloquearlo
al inhibir la accién de las
metaloproteinasas. :
Efectivamente la aplicacion de un
inhibidor ~de amplio espectro para
metaloproteinasas (10 pM de BB-3103)
evité la degradacion de la lamina basal
pero no la MCP (Fig. 3 del segundo
articulo) Este dato confirma las
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observaciones anteriores: la degradacion
de-la lémiria"’bas/éil' es posterior al proceso
de MCP y es a través de la accion de
métalOprotea'savs'.’Po‘r lo tanto, no estamos
ante un fenémeno apoptotico de tipo
anoikis en el cual la sobrevivencia de una
célula epitelial depende de la integridad de
la 1dmina basal. Nuestros datos contradicen
otros publicados recientemente por otro
grupo (Blavier, et al. 2001). Ellos reportan
que la aplicacion de este mismo inhibidor a
la misma concentracion que nosotros la
usamos, evita la degradacion del EM.

DISCUSION

El paladar como modelo de MCP durante
¢l desarrollo embrionario.

A pesar de que el paladar no es uno
de los modelos mas estudiados, presenta
caracteristicas que lo hacen un buen
sistema para abordar preguntas que
actualmente interesan a la biologia del
desarrollo. Es uno de los oérganos o
estructuras mas simples del embridn, tanto
en su formacién como en su funcién. En
biologia 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 oOrganos en las etapas iniciales del
desarrollo.

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




En su morfogénesis participan fenémenos
celu_ia_rés como la competencia celular,
interaccionés epitelio-mesenquima,
polaridad' dorso-Ventral, antero-posterior y
prévximo-vd‘istal, extension convergente,
adhesion,-MCP, etc.

A lo largo de los ultimos afios se ha
encontrado que muchos de los mecanismos
moleculares y: ce]ulares responsab]es del
desarrollo se. encuentran conservados
ﬁlogenetlcamente a'un nivel mucho mas
profundo del esperado, al grado que los
conceptos homélogo y anédlogo entran en
conflicto (e.g. en la formacién de alas,
aletas y extremidades o en la formacién de
los o6rganos de la visidn, ojos, ocelos, etc),
(Rodriguez-Esteban et.al. 1997) (Gehring
2002). De igual manera estan conservados
los mecanismos moleculares y celulares
que operan al inicio de la morfogénesis de
la mayoria de los 6rganos. Por ejemplo, al
inicio del desarrollo de la extremidad, los
arcos branquiales, los primordios dentales,
la vesicula otica, las eminencias
gangliénicas 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 evolucion
para la formacién 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
formacion de esta estructura que, como ya
se menciond, aparecid de novo con los
amniotes,

El paladar se origina a partir del
primer par de arcos branquiales (Ferguson
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1988). Estos se forman con células
provenientes de la cresta neural las cuales
también participan en la formacidn .de
diversas estructuras faciales. 'La cresta
neural estd conformada  por células
migratorias que se originan en la parte
dorsal del tubo neural y dan origen a una
gran variedad de tipos celulares segun su
localizaciéon a lo largo del eje antero-
posterior. En los altimos afios se ha
incrementado el interés en el estudio del
desarrollo de las estructuras craneofaciales
y la participacién de las células de la cresta
neural e interacciones epitelio-
mesénquima,

MCP asociada a la_fusién (EM) y a la

proliferacién (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 drgano. Existen diferencias y
similitudes a nivel molecular y también en
su respuesta a diferentes estimulos
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 morfolégicamente son
distinguibles. Ambas muertes pueden
evitarse al bloquearse la sintesis de
proteinas o con el uso de z-VAD, pero




solamente la del EM puede ser bloqueada
al inhibir-la migracién celular utilizando
citocalasina,

El AR en el control de 1a MCP.

Competencia

La capacidad para responder de
manera especifica a un estimulo dado es
llamada competencia. El EM no siempre
responde al AR. La competencia para
poder morir aparece gradualmente a partir
de los 13.8 dpc. En etapas previas, el AR
no induce muerte celular. Esta
competencia correlaciona con la expresion
de Tg/B-3, el cual no se expresa en el EM
antes de los 13.5 dpc. También
correlaciona con la detencién de la
proliferaciéon, que ocurre alrededor de los
13.5 dpc (ver esquema al final). Tg/pB-3 es
un factor relacionado con la inhibicion de
la proliferacion en muchos tipos
epiteliales; de hecho su accién sobre
epitelios es citostatica, a diferencia de su
accion sobre células mesenquiméticas,
donde es mitogénica. Es posible que el EM
adquiera la competencia para poder morir
cuando ha cesado la proliferacién, a
consecuencia de la expresion de TgfB-3.
Adicionalmente, la capacidad teratogénica
del AR para inducir paladar hendido
estaria entonces relacionada con esta
ventana de competencia. Si se induce
muerte celular antes del contacto, la
adhesion queda comprometida y el proceso
de fusién 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 permite
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 especifica, es
decir, puede ser inducida por contacto
fisico con un filtro u otro organo (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 algun fendémeno
similar en el que el contacto acelere o
desencadene la muerte celular. Es posible
que el contacto sea la sefial que promueva
la migracién de las células peridermales y
como consecuencia de esta migracion
comience la MCP.

El AR enddgeno_en el control de la MCP.
Cuando bloqueamos la sintesis de

AR en el paladar la MCP se inhibe. Esta
muerte puede ser restablecida al adicionar
AR pero no retinol. La accidén de un
inhibidor de la actividad transcripcional de
los RAR (AGN193109) disminuye la MCP
natural y reduce la inducida por un
agonista sintético de los RAR
(AGN191183). Este ultimo dato sugiere
que la accion apoptotica del AR es




mediada por receptores de: tlpo RAR
Sabemos por- datos-
obtemdos en el laboratorlo & Rendon)

que los receptores” de t1po RAR~~‘ gama y'

RXR alfa se expresan en el mesénqulma
adyacente al EM (Fig. V). Es posible que
la sefializacion del AR provenga del
mesénquima hacia el epitelio. Todos los
datos anteriores demuestran que el AR
enddégeno participa en la MCP del paladar.

RXR alfu

Fig. V. Hibridacion contra los receptores RAR y y

RXR . La cxpresion sc restringe al mesénquima
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
expresion de Bmp-7 y Bmp-4 asi como de
Msx-2. Al bloquear la actividad
transcripcional de los RAR, la expresion
de Msx-2 se inhibe (Rodriguez-Leon, et al.
1999). Por otro lado, Msx-2 es capaz dc
inducir la expresion de Bmp-4, expresion
asociada también con apoptosis (Ferrari, ct
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 ultimos pueden regularse
mutuamente). Nuestros resultados
demuestran que el AR enddgeno controla

rec1entemente:

,'la MCP de dos estructuras embrlonarlas

més Jas arrugas o crestas y el EM. ‘Esto

¢ :xmphca que podria existir un mecanismo
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“comtin utilizado por otras estructuras

embrionarias para regular la apoptosis. Por
ejemplo, en la region de los rombomeros 3
y 5 (cerebro posterior) hay expresiéon de
Msx-2 y Bmp-4 y también se sabe que hay
produccidn de AR.

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

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

En cl paladar se expresan al menos
tres miembros dc la familia de los factores
BMPs, Bmp-4,Bmp-7 y Tgf B-3. La
relacion de estas tres moléculas con la
MCP y su respuesta al AR (ninguna para
Bmp-4, positiva para Bmp-7 y negativa
para Tg/ (3-3) nos hizo pensar en la
posibilidad de la regulacion de la MCP a
través de alguna de estas moléculas. Bmp-
7, a diferencia de las otras dos, respondié
de manera positiva al AR, ademdas se
expresa en las dos rcgiones donde hay
MCP. Otros reportes demuestran que el
AR participa en la muerte de
extremidad. Por estas razones realizamos
cxperimentos enfocados a definir la
participaciéon de BMP-7 en la MCP del
paladar. Nuestros resultados fueron
inesperados en el sentido de que no hubo
ningin sobre la muerte al
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administrar la - proteina BMP-7
exégénaménte. Tampoco logramos reducir
la MCP: al agregar Noggin, proteina
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 tépicamente en la region
interdigital. Si se aplica una esfera
embebida de BMP-7 en la punta de los
digitos también es capaz de inducir muerte
celular. Noggin revierte el efecto
proapotético de BMP-7 y reduce la MCP
que normalmente ocurre durante la
regresion del interdigito. En presencia de
citral, BMP-7 no es capaz de inducir
muerte celular. Esto concuerda con otros
reportes que muestran que la accion de
BMP-7 sobre la MCP es mediada por AR
(Rodriguez-Leon, et al. 1999). Asi mismo,
la de SMAD-6,
antagonista de la transducciéon 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 expresion
pudiera estar mas relacionada con la
atraccion de macréfagos a los sitios donde
hay MCP. Esta es una hipdtesis que nos
gustaria explorar mas adelante.

En la extremidad, a diferencia del
paladar, se expresa Msx-2. Este factor
transcripcional también esta presente en
los rombdémeros y otras regiones donde
hay MCP. Msx-2 por si mismo es capaz de
inducir muerte celular (Ferrari, et al.
1998). Ademads se ha propuesto que hay
una relacidén directa entre AR y un

sobre expresion

incremento en la expresion de Bmp-7 y

‘Msx-2.- Nuestros datos demuestran que

Msx1.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

~apoptética a BMP-7 (también a BMP-2 el
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cual probamos en algunas ocasiones).
También pudiera ser relevante que las
células que expresan y responden a BMP-7
en la extremidad son mesenquimaticas
derivadas del a
diferencia de las células del paladar, que
son epiteliales derivadas del endodermo.

mesodermo lateral

~

Msx-1 _ g
Fig. VI. Hibridacién contra Msx | y 2. No hay
expresion en el paladar solamente cn la zonas

correspondientes a los incisivos (flechas).

Observamos también que el
mesénquima de regiones digitales y
proximales (futuro tarso y metatarso)
responden a la accién proapotética de
BMP-7. Este resultado sugiere que la
actividad proapoptotica de BMP-7 no es
especifica ya que en estas regiones no sc
expresa normalmente. Por otra parte el
mesénquima del paladar no responde a la
accion proapoptdtica de BMP-7. Se sabe
que estas células mesenquimaticas derivan
de la cresta neural. Resulta interesante, por
lo tanto, analizar si cl origen embrionario




del mesénquima determina la respuesta

apoptética a jBM'P-7.

Fusién y miuerte celular, analogias con
otras regiones embrionarias.

Nuestros resultados demuestran
que la MCP es necesaria para la fusion del
paladar. Muchas estructuras embrionarias
presentan muerte celular al momento de la
fusion . 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 fusion del mismo (Weil, et al.
1997). El esternén también presenta MCP
al momento de su formacién (Fig. VII).

Fig. VI1. Deteccién de cartilago con azul alciano y
de MCP con anaranjado de acridina en esternones
de ratén de 13.5 dpc.

Existen algunas mutaciones que
impiden la fusion del esternon, pero en
ning(n caso se ha estudiado si hay una
reduccion o incremento de la MCP. Los
parpados también se forman por
crecimiento de dos placas que convergen
pero no se fusionan y durante este
crecimiento hay una abundante MCP (Fig.
VIII). No existen estudios de la
participacion de la muerte en estas
estructuras, sin embargo, en ocasiones el
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AR genera la ausencia de parpados lo que
pudiera deberse a un incremento de la
muerte durante su formacioén.
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patpados f

Deteccion de muerte ceclular con
anaranjado de acridina durante la formacién de los
péarpados de ratona los 15 y 16 dpc.

Fig. VIIL

Nuestros datos sugieren que el
proceso regulatorio que controla la MCP
en el paladar es parte de un programa
morfogenético mas amplio. En este
programa las células que mueren
participarian primero en la adhesion, luego
en el crecimiento de la estructura por
medio de la extensién convergente, y
después, al morir, en la fusion propiamente
dicha. Aunque estin programadas o
determinadas para morir, poco antes tienen
otras funciones importantes. Este programa




podria tambxen ocumr en otras regiones
embrlonarlas, por ejemplo durante la
formacion’ de] estemén, la_fusién del tubo
neural o la fusufm cloacal En estas zonas
hay MCP asomada ala fusxon yen algunas
como- el tubo - “neural, “extensién
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
elevacion de las mismas. Otros reportes
mencionan que el AR altera la migracion
de las células de la cresta neural hacia las
placas. La mayoria muestran que el AR
evita el crecimiento de las placas y en
consecuencia la fusién (Abbott, et al.
1989). Ningun reporte anterior propone
que el incremento en la muerte celular
previo a la adhesiéon genere paladar
hendido. Con base en nuestros resultados
podemos proponer a la muerte celular
como causa etiolégica de paladar hendido.
En este sentido, tanto el incremento de la
muerte celular previo a la fusién (por un
exceso de AR), como la inhibicién 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 practicamente nunca se
ha propuesto algin mecanismo que
explique estos efectos, aunque
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probablemente seran especificos para cada
organo afectado.

Transformacion epitelio mesénquima en
¢l paladar.
Evidencias reportadas por otros grupos.

La idea de la TEM como fenémeno
celular responsable de la desaparicion del
EM es relativamente reciente (Fitchett and
Hay 1989). Fitchett muestra iméagenes (por
microscopia electrénica) en las que células
cercanas al EM presentan caracteristicas de
tipo mesenquimatico. 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 imagenes que se muestran
presentan muy pocas células transformadas
en mesénquima, contrario a lo que se
esperaria si la TEM fuera el mecanismo
celular preponderante para la remocién del
EM. En algunas imagenes las células
tienen morfologias y tamafios muy
heterogéneos (parecieran precipitados del
colorante) y no estan localizadas en algin
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 contintian
fluoresciendo atn después de que la célula
marcada es fagocitada. Estas células, por
su morfologia y movimiento (los

fagocitos), pueden interpretarse




erroneamente como células transformadas.
También por nuestra experiencia sab,er'no's
que al momento de cultivar las placas.del.:

paladar es posible que el epitelio oralo
nasal sobrelape con el EM. Esta condicién
ocurre cuando no se ponen. exactamente
una placa enfrente de la otra. En estos
casos desaparece solo el EM y los epitelios
oral y nasal quedan integros. Esto puede
llevar a interpretaciones falsas respecto a la
degradacién del epitelio, o a detectar
células que no derivan del EM si no més
bien del epitelio oral o del nasal. Por otra
parte el paladar estd altamente
vascularizado y los eritrocitos presentan
autofluorescencia, y estos pueden
interpretarse como células transformadas.
Las células transformadas en
mesénquima tienen una funcién muy
importante posterior a su transformacion.
Las derivadas de la cresta neural originan
una gran variedad de tipos celulares
(neuronas, cartilago, melanocitos, etc)
(Duband, et al. 1995). En el corazén las
células transformadas del endocardio
forman parte de las valvulas del atrio
(Bernanke and Markwald 1982). Entonces
este cambio tan dramatico (la
transdiferenciacidn) tiene una funcién y
por lo tanto, podriamos decir, una
justificacion. Para el caso del paladar no
hay una funcién posterior conocida que
pueda ser desempefiada por las células
transformadas fuera de quizas incorporarse
al tejido d6seo en el que se convierte el
mesénquima del paladar. Nuestros datos
muestran que la MCP c¢s el mecanismo
responsable de la degencracion del EM,
Aun asi, realizamos una secric dc
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eé(périrxjéhfps, alguhos de ellos iguales a

; losreportados, para detectar 'y evalular la

TEM;:‘:: Con ninguna estrategia logramos

“identificar “células transformadas ‘en
‘mesénquima, Realizamos dos andlisis

sistematicos en diferentes muestras a ‘lo
largo de todo el EM y no detectamos

células migrando o transformadas. En

todos estos analisis lo - que
consistentemente detectamos fueron.
células apoptéticas. De cualquier modo,
nos obligamos a profundizar en el estudio
celular del proceso de fusion.

Actualmente se considera que la
TEM es el fendmeno celular responsable
de la fusién, 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 fendémeno
preponderante y unico para la fusion es la
MCP. Esta aseveracion la podemos hacer
basados en las siguientes observaciones:
1.- La MCP es un evento temprano que
precede a la fusién. 2.- Siempre
detectamos un gran numero de células
muriendo en la regiéon del EM que
contrasta con las pocas células que
aparentemente transforman en
mesénquima reportadas en otros trabajos.
3.- Al bloquear la MCP con un inhibidor
de amplio espectro de caspasa se impide la
degeneracion del EM y por lo tanto la
fusion. Dc hecheo este mismo efecto se
describe para el paladar del raton mutante
en la proteina Apaf-1, proteina central en
el apoptosoma (Cecconi, Alvarcz-Bolado
et al. 1998).

S€




Prim"'e:os reportes sobre MCP en_el
palgdar,

-~ Como ya se menciond, la idea dela

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 caracteristicas celulares del
EM al momento de la fusién que fueron
publicados hace algunos afios (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 degradacién del
EM en diferentes organismo (humanos,
ratones, ratas, hamsters). En todos los
casos describen caracteristicas 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 adhesidon y forman desmosomas entre
cllas, 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 degeneracion del EM y no tiene
funcion en la fusion del paladar.

Migracion de las células peridermales

y su relacién con la MCP.
Después del contacto de las placas

hay una adhesién bastante fuertc entre
ellas. Las células peridermales son las
responsables de la adhesion. Estas células

presentan en la superﬁcle abundantes
proteoghcanos wqueis-le confxeren k
propxedades adherentes.. En la llteratura no
ten” ‘estudios detallados sobre las

‘prote'mas de adhesién y‘ receptores que
‘ pudleran participar en-‘este fenémeno. El

ratén deficiente en TGFB-3 tiene células

- peridermales pero sin la presencia de

38

proteoglicanos y carecen de extensiones
citoplasmaticas -(parecidas a filopodios)
que son las responsables de las
interdigitaciones entre estas células
(Martinez-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
tridngulos epiteliales. Su funcion en ese
lugar pudiera ser la de formar un sello que

refuerza la unién mientras ocurren los

otros fenémenos de intercalacion y muerte
celular en el epitelio basal. Mas adelante
estas células también sufren el proceso de
apoptosis. La remocién del peridermo
genera una area de fusién menor a la
normal y, si se bloquea su migracion con
citocalasina D, no se forman los tridngulos
epiteliales. Sin embargo lo mas interesante
es que al evitar su migraciéon también se
inhibe la MCP (ver esquema al final). Este
es un fenébmeno interesante que no hemos
encontrado reportado en la literatura con
anterioridad.

La migracion de las células
peridermales 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




tridngulo epiteliales es posible que ambos
tipos  celulares tengan una
interdependencia para su sobrevivencia la
cual se pierde al momento de la migracion.
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 sintesis de
proteinas se inhibe la migracién de las
células peridermales y por lo tanto la MCP,
trayendo también como consecuencia la
ausencia de triangulos epiteliales y una
menor area de fusién. La morfologia del
paladar al inhibir la migracién es una
fenocopia de la que presenta el paladar del
raton deficiente para TGF[3-3.

Participacién de TGFB-3 enla MCYP‘ del

EM.

TGFP-3 es necesario para la fusion

del paladar. El analisis del ratén mutante’

muestra que hay una deficiencia en la
capacidad adherente del epitelio y una
disminucion 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 histogia del
paladar mutante en el que claramente se
observa que no hubo formacién de
triangulos epiteliales y la MCP ecsta
drasticamente reducida (Fig. IX)
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Fig. IX. Histologia mostrada por Martinez-Alvarez
ct.al. de un paladar mutante para TgfpB-3. Los
triangulos epiteliales no se forman y practicamente
no hay muerte celular.

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

-

Fig. X. Histologia mostrada por Taya ct.al. de un
paladar mutante para TgfB-3. El grosor del paladar
mutante sc encuentra notablemente reducido.

Ambos trabajos solamente
describen estas observaciones pero no
mencionan algin mecanismo que las
explique. Nuestros experimentos nos
permiten proponer que la migracion de
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}paraﬁ qiie ocurra‘ la gastrulacmn neurulacmn elongamén de
Leje corporal y elongac16n de la ‘otocorda
,Part1c1pa por. ejemplo en la elongacnon de..-

estas celulas es necesan

"Drosophlla o el arquenterén del erizo de
_,'mar (Wallingford, Fraser et al. 2002).
dxrecta, como lo hac ' ' Recientemente se reporté que en el paladar
extremldad A] ad"“" ' ari la protema “ocurre este fenomeno de elongacion en el
exogenamente no hay un: aumento de: la . éje oro-nasal (Tudela and et.al. 2002)

MCP. Tampoco - dlsmm_uye si Nosotros también hemos observado
neutralizamos. su  actividad ~con este fendmeno y nos ha permitido entender
anticuerpos. El control de la MCP podria mejor el proceso morfogenético de la
estar regulado de manera mas compleja y fusién de tejidos. Sabemos que después de
no directa, de manera que la simple la adhesion sigue la migracién de las
estrategia de adicionar o bloquear la acciéon  células peridermales, entonces el epitelio
de TGFB-3 no permite abordar. Los datos basal se intercala generando una mayor
anteriores sugieren que parte de la accién area de fusion y un crecimiento en el eje
de TGFB-3 que lleva al epitelio a morir es  oro-nasal. Es hasta después de estos tres
a través de regular la migracion celular. eventos celulares que proponemos ocurre

TGFB-3 esta involucrado en la la MCP.

:‘tubos epltella]es como™ el mtestmo de’

MCP de otros epitelios; por ejemplo Existen otras regiones como el - -

durante la involucién del epitelio de la  septo nasal, cloaca y esternén donde hay
glandula mamaria (Nguyen and Pollard MCP asociada a la migracién y
2000), de las suturas craneales (Opperman convergencia de tejidos. Resulta muy
et al. 2000) y en los interdigitos (Dunker, interesante estudiar si la muerte es el
et al. 2002). Su funcién en el epitelio del Pproceso celular posterior a la extensién
paladar podria ser a diferentes niveles, convergente de estas estructuras y quizas
pudiera ser el factor citostatico que detiene de otras mas como el tubo neural, donde
la proliferacién de este epitelio y mas también se ha reportado que ocurre
tarde, o al mismo tiempo, favorecer o ¢Xtension convergente (Davidson and
hacer competentes a estas células para Keller 1999) y donde sabemos que hay
morir. En todo caso, el ratén mutante no MCP. Podria ser parte de un esquema o
sufre MCP en el EM y por lo tanto el plan morfogenético mis extenso, o comiin
proceso debe estar alterado en algin nivel, ~ a diferentes estructuras y organismos.

Intercalacién del epitelio basal. Funcién de la lamina basal en el proceso
La extension convergente participa de fusién.
en muchos procesos morfogenéticos como Toda célula epitelial muere cuando

pierde contacto con la lamina basal que la
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sustenta (Coucouvanis and Martin 1995)

Se ha propuesto que este comportamlento

pudiera ser un mecanismo de protecmén

para evitar procesos de tipo canceroso

(Frisch and Hunter 1994); de hecho la
mayoria de los cénceres son de origen
epitelial. En el embridén existen epitelios
cuya MCP es regulada a través de la
degeneracion de la lamina basal que los
sustenta. La degeneracién del epitelio de la
glandula mamaria (Pullan et.al. 1996) o del
conducto de Muller (Roberts, et al. 2002)
son algunos ejemplos. Existia la
posibilidad de que en el caso del paladar
ocurriera algo similar, Ademéas la TEM
requiere de la degradaciéon de la matriz
extracelular para que la célula epitelial
pueda migrar (Song, et al. 2000). Con base
en estas dos ideas, analizamos la lamina
basal al momento de la fusién y
adicionamos un inhibidor de
metaloproteinasas. Las metaloproteinasas
se encargan principalmente de la
degradaciéon de proteinas de matriz
extracelular. Con estos estudios
demostramos que la lamina basal no es
degradada si las células epiteliales no estan
en proceso de MCP. Al bloquear el
proceso apoptotico no hay degradacion de
la lamina basal, aiin cuando temporalmente
debiera estar ocurriendo. La degradacion
de la lamina basal no depende del contacto,
ya que si inducimos muerte celular con AR
sin que haya contacto, la lamina basal se
degrada.

La degradacion de la lamina basal
es llevada a cabo por metaloproteinasas.
Esto -lo sabemos ya que cuando
bloqueamos su actividad con un inhibidor
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de ampllo espectro impedimos la
degradacxon de la misma (ver esquema al
final). Muy probablemente sea la MMP-13
la responsable de degradar la lamina basal
ya que el patron de expresidn se restringe
unicamente al EM a diferencia dekotras que
se expresan de manera mas amplia en todo -
el paladar (Blavier, et al, ;2001) ’Laﬂrﬂgr
actxvndad proteolxtlca ‘ ‘

expresa la TIMP-2, por lo qu pudlera ser
ésta la encargada de controlar la act1v1dad
proteolitica 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 degeneracién de la
lamina basal, como ocurre en los ¢jemplos
mencionados, sino al contrario, el epitelio
es el que degrada la lamina basal pero
solamente cuando estd muriendo. En este
caso el proceso apoptotico es necesario
para la activacion de las metaloproteasas.
Nuevamente nuestros datos no
concuerdan con un reporte reciente. En ese
trabajo utilizando el mismo inhibidor a la
misma concentracién y en el mismo
sistema observan que el EM no desaparece
o lo hace parcialmente (Blavier, et al.
2001). Los autores proponen que la
degradaciéon de las proteinas de matriz
extracelular es un requisito para la
desaparicion del este epitelio por medio de
la TEM y que es mediada por la accion de
TGFp-3. Como la Mmp-13 se expresa con

el mismo patron espacio-temporal que




Tg/B-3 en el EM proponen que la accblén‘: ‘
las.

de TGFB -3 es medlada por

metaloprotemasas Este grupo sostlene la -
“MMP y TIMP-2 pero no encontramos |

hxpétems de la TEM," y concluyen que’las
metaloproteinasas, y por lo tanto TGFf3-3,
son ‘parte de éste proceso. ‘Nuestros
resultados muestran claramente que la
lamina basal no se degrada en presencia de
este inhibidor y que la MCP no es
afectada.

Algun componente de Ila
maquinaria de muerte debe estar activando

alguna metaloprotemasa Reallzamos una

‘busqueda de sitios consenso por cortes por

caspasas en la MMP-13, MMP-2, MT-

ninguno sitio que pudiera ser blanco de
alguna caspasa y que pudiera activar a la
metaloproteinasa, Datos recientes
obtenidos en el laboratorio (L.Renddn)
muestran que la actividad de
metaloproteinasas aumenta drasticamente
en paladares donde la MCP ha empezado.

y muerte celula por acido tetincico

proliferacion
celular

WNT? DLX T /

adhesion
celular

RA

}—— citral

Z-VAD

|

FGF, BMP -)TGFﬂG-)Z‘;ﬁ,’,:‘:lén gy MUEME ey LI ON

RA.
BB3103 ——| CitoD
MMP
12.5 13.5 143

celular

v

MMP (137

BB3103 —

laminabasal ;_°

14.5

15.5

desatollo embrionaio en dpc

Esquema final.

TGF(-3 es una de las moleculas
central en la diferenciacion del EM. Su
actividad sobre este epitelio es citostatica.
Promueve también la produccion de
proteoglicanos involucrados en la adhesién
asi como la migraciéon de las células

peridermales. La migracién es necesaria
para que ocurra la muerte celular. Asi
mismo, la activacién de las MMP depende
del proceso apoptotico.

Z-VAD. Inhibidor de amlio
espectro de caspasas.
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Citral. Inhibidor de alcohol y
aldehido deshidrigenasas.
Citocalasina D. Inhibidor de la
polimerizacion de actina,
BB3103. Inhibidor 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 formacion.

2. El EM adquiere la competencia para
morir gradualmente a partir de los 14.0 dpc
y el contacto, probablemente al provocar la
migracion, es una sefial que desencadena la
MCP.

3. El AR endogeno regula la MCP en el
paladar.

4. El AR exégeno genera un incremento en
la muerte celular alterando la adhesiéon.

5. La muerte celular excesiva que induce el
AR es un factor etioldgico en la generacion
de paladar hendido.

6. La MCP es el mecanismo por el cual el
EM desaparece; es necesaria para la fusion.
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 fusion del
paladar.

“triangulos epiteliales,
adhesxén y tamblén sufren e] proceso de

9. Las células peridermales conforman los
‘participan-en- la

apoptosis. . : :
10, Las células: del eplteho basal se
mtercalan (extensuSn convergente) después
del contacto y participan en el .
alargamiento del paladar en el eje
dorsoventral. Poco tiempo después mueren
por apoptosis. SRR
Ll 'L"a"kmigracién de ‘las: cé]ulas
perldermales es.un ‘requisito para que
ocurra la MCP.

12.-El fenotlpo obtenido al bloquear la
migracién de las células peridermales
fenocopia el q'u'e ocurre en el paladar
deficiente para el factor TGFB-3.

13. La degradacién de la lamina basal es
activada por la célula apoptética y se lleva
a cabo por metaloproteinasas.

PERSPECTIVAS

El receptor 111 a TGF-B, también
llamado Betaglicano, es una de .las
moléculas que se expresan
especificamente en el EM. Es una de las
moléculas cuyo estudio aportaria:un mejor
conocimiento del proceso de-fusién y
permitiria entender el nivel al cual
participa TGF p-3 en la MCP. El
Betaglicano es una glicoproteina muy
grande, con una regién intracitoplasmica
pequefia sin actividad de cinasa. A pesar
de que no tiene actividad transductora se
propone que facilita el acceso de TGF -3
al receptor I, el cual dimeriza con el Il y
fosforila a proteinas SMAD. Se ha
demostrado que es estrictamente necesaria




para la TEM en el corazén (Brown, Boyer
et al. 1999). Resulta interesanté‘analirz’ar' su
posible participacion en la MCP. Por sus
caracteristicas es posible que participe en
la adhesion del EM (de cualquier forma
podemos realizar experimentos sobre
expresandolo mediante infeccién con
vectores adenovirales). e
Pretendemos abundar en el estudio
de la participacion del mismoJTﬂGrFB-3
realizando experimentos conf;ql:j'xfgtéﬁ
mutante. Esta opcién nos permitiria
realizar un analisis méas completo
utilizando las mismas
empleadas en este trabajo.
Un aspecto que nos interesa
estudiar, aunque los resultados son
preliminares, es la relacién del AR con
SHH. La mayor parte de la evidencia
actual indica que el AR regula
positivamente la expresion de Sh/4. Estos
datos han sido obtenidos estudiando la
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
expresion de Shh en las crestas se abate
completamente por e] efecto del AR. Este
cfecto es relativamente corto (al menos 6
hr). En la literatura hemos encontrado dos
cvidencias 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
expresion de Shh, es muy interesante de
estudiar. De hecho, alguna malformaciones

estrategias-

provocadas por la ausencia de Sh/i son

similares a las provocadas por el exceso de
AR (ciclopia, situs inversus y otras).

MATERIALES Y METODOS

Implantacion dec esferas con factores de
crecimiento.

La implantacién de esferas sintéticas (de
acrilico y Affi-gel) permite liberar tépicamente
proteinas en diferentes regiones del paladar donde
se desee.

El procedimiento es el siguiente: Tomar 10
H1 de esferas de acrilico con heparina (SIGMA, H-

'5263, 5 ml) 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 (t/a) para reducir ¢l exceso de
humedad. No dejar que se sequen por completo.
Sobre un pedazo de parafilm dentro de una camara
hiimeda poner una gota de 5 a 10 pl det factor de
crecimiento a utilizar, agregar de 20 a 50 esferas
(de mas o menos 100 pm de diametro) previamente
seleccionadas bajo el microscopio. Se incuban por
al menos | hr a t/a antes de utilizarlas. Se toman
con pinzas y se implantan en una incision hecha
con un aguja de tungsteno. Las esferas se pueden
manipular y acomodar en el sitio seleccionado
utilizando una asa de tungsteno. Probamos las
proteinas BMP-2 (1 mg/ml) (Genetics Institute,
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 proteinas FGF 2, 4, 8 y Shh. Las esferas pueden
guardarse en la cdmara himeda hasta por 2 semanas
a4°C.

Cultivo de érganos.

La diseccion del paladar se realiza
haciendo un corte transversal sobre el ojo del
embrion y otro a través de la boca en la misma
direccion. Se debe tener cuidado de no maltratar el
epitelio de la region oral al momento de la
diseccion. Sobre la rebanada que queda se realizan




dos cortes siguiendo las lineas naturales del paladar
(ver figura | del articulo), El paladar se puede
manipular mas facilmente sujetandolo por la parte
posterior, en la zona cartilaginosa de la trdquea.
Después se ponen sobre un filtro millipore
(Durapore GVWPOQ1300, 0.22 pum) que se
encuentra {lotando en 2 ml de medio definido
McCoy (Microlab, México) en una caja de 24
pozos.

Aplicacién in vivo de AR.

Se disuelve la cantidad requerida de AR en
aceite de sésamo en un tubo eppendorf. Se agita en
un vortex y se inyecta intraperitonealmente con una
aguja para insulina. En nuestros experimentos
administramos 100 mg de AR por kg de ratén en un
volumen final de 300 p! de aceite. La concentracion
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 solucién 10
UM de CSFCE (Molecular Probes, Eugene, OR)
disuelto en PBS, a partir de un stock de 10 mM
disuclto en DMSO guardado a -20° C. Los tejidos
se lavan en PBS y se sumergen en esta solucion por
15 minutos a 37°C. Posteriormente se lavan dos
veces con PBS y se cultivan. Para marcar
selectivamente las células peridermales realizamos
el mismo procedimiento pero lUnicamente se
incubaron por 20 segundos.
Cultivo de rebanadas vivas

Se marca el epitelio como se describid
anteriormente y se cultivan solamente las placas del
paladar durante 3 hr. Al cabo de este tiempo se
embeben en agarosa de bajo punto de fusion al 5%
disuelta en medio McCoy. La agarosa debe estar a
37°C antes de utilizarse para la inclusion. En un
vibratomo se cortan rebanadas de 200 pm y se
recolectan en PBS frio. Las rebanadas se fijan al
fondo de una caja Petri de 35 mm con una capa
delgada de agarosa de bajo punto de fusién al | %
disuelta en medio McCoy a 37° C. Se deja
solidificar y se cubren con 2 ml de medio McCoy.
Al final del cultivo las rebanadas vivas se lavan con
PBS y se fijan con paraformaldehido al 4 %, se
remueve toda la agarosa posible y se procesan para

realizar la técnica de TUNEL en tejldOS completos.
TUNEL en “whole-mount”. - . BT
1-Fijar los embriones o te_ndos en parafonnaldehido
al4%enPBSpor2hra4C : -
2-Se lavan los embriones con PBT f o (PBS con”
0.1% de Tween-20) : ' :
3-Se transfieren a metanol al 100% y.se guardan a-
20°C

4-Los embriones se tratan por 5-6 hr.-con

metanol:peréxido de hidrogeno al 30 %, 5:1 atla

(es importante que sean 6 o més horas y realizar al
menos dos cambios durante las 6 hr)
S-Lavar varias veces con metanol, los embriones se

pueden almacenar a -20°C

6-Rehidratar en metanol-PBT 75, 50, 25 % y PBT
solo, por 40 min. c/u.( el tiempo es importante no
debe ser menor a 40 min)

7-Digerir con 20 pg/ml de proteinasa K por 3 min.
a t/a. Lavar rapidamente dos veces con PBT

9-Fijar con 0.2 % de glutaraldehido / 4 %
paraformaldehido en PBS por 20 min.

10-Lavar rapidamente tres veces con PBT

11-Se tratan los embriones con 0.1 % de
Borohidruro de sodio en PBT por 20 min, para
remover los aldehidos reactivos.

12-Lavar rapidamente tres veces con PBT

13-Se lavan los embriones una vez con buffer TdT
(30 mM Tris, 140 mM cacodilato pH 7.2, | mM
CoCl2)

14-Se reemplaza el bufer con 200 pl de la mezcla
de reaccion (20 pM de fluoresceina-dUTP, 20 pM
dTTP, 0.3 U/ul de terminal transferasa en buffer
TdT).

15-Se incuban los embriones a 37°C por 2 hr
moviendo ocasionalmente.

16-Los embriones se lavan rapidamente con PBT
varias veces (no se requirieron seguir los siguientes
pasos, no hubo ruido ni tincion inespecifica)
17-Observar en el microscopio, si hay mucho ruido
probar el siguiente paso.

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

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




(Invitrogene, Grand Island, NY) durante 5 min a 4°
C. Después con una pipeta se rocia constantemente
el borde del paladar hasta observar la aparicion de
una pelicula 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 10 minutos. Se remueven las placas del
paladar del resto del tejido y se cultivan sobre un
filtro.

Infeccién con vectores adenovirales productores
de B-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 10 pl de
sobrenadante con adenovirus (aproximadamente
10® pfu/ul) sobre el paladar y se incuba a 37° C por
1.5-2 hr (el adenovirus fué proporcionados por el
Dr. Kohei Miyazono) . Se lavan en medio L15 y se
cultivan in vitro. Al cabo del cultivo se realiza la
histoquimica para detectar actividad de B-
galactosidasa.

Histoquimica para B-galactosidasa.

Solucién fijadora.

Paraformaldehido 1%
250 ut ;
Glutaraldehido 0.2 %
4 ul

MgCl2 - 2mM
2ul

EGTA 5mM
10 pl ’
NP40 (o igepal) 0.02% 0.2 pul
PBS

732 pl

Solucidn para lavado.

MgCI2 2mM
2ul

Desoxicolato de Na 0.01 %
10 pl )
NP40 (o igepal) 0.02% 0.2 pl
EGTA s SmM
10 ul

PBS

958

Solucién para tincién

Ferro/Ferri 5mM
20 pul .
MgCl2. - - 2mM
2“] - i‘ *: : ) ‘

" Desoxicolato de Na 0.01%
ol gaee
NP40 (oigepal). 0.02% 0.2 pl
X gal ' Img/ml
50 pl-
PBS
926 ul

Lavar las muestras, fijar 30 mina 4° C,
lavar tres veces con solucion de lavado, agregar la
solucion para tincion 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
biologia molecular a una concentracién 100 mM.
Después se disuelven en medio McCoy a una
concentracion final de 50 uM

El AR y retinol se disuelven en DMSO y se

guardan como un stock 100 mM a -70°C, Se
utilizaron a una concentracion final de 20 uM y 200
UM respectivamente.

El ZVAD se disuelve en DMSO a una

concentracién 100 mM, se guarda a -70°C. Se
aplicaron al medio de cultivo en un concentracién
100 pM.

El colorante vital anaranjado de acridina se
disuelve en PBS para formar un stock de 5Smg/ml.
Se utiliza 1:1000 disuelto en PBS.

Inhibidor de metaloproteinasas. Se utilizé un
inhibidor sintético de amplio espectro denominado
BB3103 a una concentracion final 10 uM a partir
de un stock S0 mM disuelto en DMSO.
Cicloheximida. Se utilizé a una concentracién final
de 20 ug/ml a partir de un stock 20 mg/ml en
etanol.

Estaurosporina. Concentracion final 5 uM a partir
de un stock 10 mM en DMSO.

Citocalasina D. Concentracion final 5 uM a partir
de un stock 2 mM en DMSO.




Inmunocitoquimica contra laminina y TUNEL
sobre ¢l mismo corte,

Se incluyen los tejidos en paraf'na, se
cortan, desparafinan y rehidratan, Se ponen en. PB

por 5 min.

Tratar con tripsina al 0.025 % disuelta en PBS"

durante 5-10 min a 370C

Postfijar durante 5 minutos con PFA al 4%;

Lavar con PBS dos veces por 5 minutos.

Bloquear con BSA (albumina bovina) al-4% en
PBS durante | hr. Filtararla con filtros de baja
afinidad a proteinas de 0.22 um.

Retirar el exceso de albiumina 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 [:1000 en albimina 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 permeabilizar.

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 the extrinsic signals that define the death fate
in developing cells are still poorly understood. Here, we show that during secondary palate shelf fusion in the mouse, PCD
appeared in the medial edge epithelia {MEE) of the anterior region only after shelf contact. Contact was necessary for
efficient cell death activation in the MEE. However, exogenous all-trans-retinoic acid {RA) increased cell death
independently of contact. Competence to induce cell death by contact or by RA exposure was obtained when the MEE
were close to touch. Endogenous RA is a relevant regulator of the secondary palate PCD since this was reduced by a
retinol dehydrogenase inhibitor and an RAR specific antagonist. Bmp-7 expression was positively regulated by RA.
However, BMP-7 was unable to activate cell death within the palate tissue and NOGGIN, a natural BMP antagonist,
did not block PCD. Reduction of PCD at the MEE directly with a caspase inhibitor or by inhibiting retinol
dehydrogenase resulted in unfused palate shelves, but adhesion was not affected. In contrast, exogenous RA also
blocked fusion, but in this situation the increased cell death within the MEE appeared to affect adhesion, thereby

causing cleft palate in vivo. © 2002 Elsevier Science (USA)

Key Words: programmed cell death; palate development; tissue fusion; retinoic acid.

INTRODUCTION

The formation of the secondary palate is a good model for

" studying the mechanisms involved in tissue fusion, a recur-
rent process during the morphogenesis of many structures.
In the mouse, secondary palate shelves arise from the
developing maxillary process at 12.5 days post coitus (d.p.c.)
by initially growing in a vertical direction and then reach-
ing a horizontal position at 14.5 d.p.c. (Ferguson, 1988). At
this time, the palate shelves are ready to make contact with
cach other and thereupon to fuse. Contact occurs at the
leading growing borders of the shelves, a region known as
the medial edge epithelium (MEE). After contact, adhesion
betwecn shelves progresses within the MEE to form the
midline epithelial secam {(MES). The MES is first a multi-
layer epithelium, which then thins to form a single cell
epithelium at the time some cells derived from the MEE
accumulate at its oral and nasal ends. MES elimination

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

PCD accompanicd by the typical characteristics of apo-
ptosis has been observed in the MES {DcAngelis and Nal.
bandian, 1968; Farbman, 1968, Mori 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 for the initiation of PCD?
What is the role of PCD during shelf fusion? What is the
major fate of MEE cells? While cell death may be considered
the most obvious way to degencrate the MEE, other mecha-
nisms such as epithelial-mesenchyme transformation
(Fitchett and Hay, 1989) or formation of the epithelial
triangles by migration of epithelial cells across the fusion
line (Carette and Ferguson, 1992}, have also been proposed
as being relevant for the fusion process. A recent study
[Martinez-Alvarez et al, 2000), suggested that MEE cell
death, transformation into mesenchyme, and migration, all
contribute to the fusion process. Nonetheless, there is
currently no conclusive evidence indicating the cssential
function of any of these processes for 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
extrinsic molecules that determine the death fate of devel-
oping cells in vivo. Because BMP-2, BMP-4, and BMP-7 are
potent inducers of cell death in several model systems
(Graham et al., 1994; Macias ¢t al., 1997}, they are potential
candidates for controlling PCD in the palate. In fact, several
BMPs are expressed in the palate (Bitgood and McMahon,
1995; Lu et al., 2000) but their function has not been clearly
defined. Retinoic acid {RA) could be another factor that may
control PCD. Exogenous RA has been shown to activate
apoptosis of different cell types when injected into pregnant
mice (Sulik et al., 1988). RA is a strong teratogen with very
sensitive dose and stage dependent effects on palate forma-
tion {Abbott et al, 1989; Newall and Edwards, 1981a;b).
RA-induced cleft palate could be caused by inhibition of
shelf growth or of shelf fusion itself. However, the possibil-
ity that RA regulates PCD at the MES has not been
evaluated.

In the present work, we investigated the regulatory ele-
ments that control PCD at the MEE of secondary palate
shelves. We have identified contact as a relevant event for
MEE PCD activation and RA as a molccule that mediates
this activation. Interestingly, MEE cells become competent
to undergo cell death at the developmental stage when the
shelves are in close proximity to each other. We also
studied the relevance of MEE PCD in shelf fusion and found
that PCD is required for the fusion process. Therefore,
alterations in the regulatory events controlling PCD could
produce cleft palate in vivo.

MATERIALS AND METHODS

Animal Handling and Palate Dissection

Mouse strain CD-1 was used in this study. Pregnant females
were sacrificed by cervical dislocation between 12.5 and 18.5 d.p.c.
{vaginal plug was found at 0.5 d.p.c.). Apposition and contact of
palate shelves occur between 14.3-14.5 d.p.c., although some
differences exist even within the same litter. Palates were isolated
from embryos by performing two transversal cuts (Fig. 1), one just
above the eye, and the second throughout the mouth over the
tongue. From this slice, we removed the rest of the tissue with two
cuts following the natural form of the palate. Dissected palates
were either immediately processed for cell death detection as
described below, or transferred to cold L15 medium (Microlab,
México) until they were placed in culture.

To cvaluate the in vivo effect of exogenous RA, a single intra-
peritoneal injection of 100 mg/kg RA suspended in 200 ul of
sesame oil {100 mg/ml stock solution in DMSO, stored at ~70°C)
was administered to pregnant females at 14.2 d.p.c. Controls were
treated with the equivalent amount of DMSO according to their
weight. After 8 h and at 18.5 d.p.c., fetuses were extracted and
palates analyzed for cell death or teratogenic alterations, respec-
tively.

Organ Culture

The protocol used to culture embryonic palates was based on the
one used by Taketo and Koide to culture embryonic gonads (Taketo
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FIG. 1. Schematic representation of dissection and culture proce-
dures used in the present study. Palates were dissected from
embryos by performing two transversal cuts, one just above the
eye, and the second throughout the mouth over the tongue, such
that the nasal cavity remained intact (A). From this slice we
removed the rest of the tissue by two cuts following the natural
form of the palate (B). Palates were set nasal side down in a
Millipore filter and shelves were forced to touch (C). Finally, the
filter was floated on a serum-free medium (D).

and Koide, 1981). Selected palates, gencrally before shelf contact,
were cultured on 0.22 gm-pore Durapare membrane flter (Milli-
pore) floating in defined McCoy 5a Modified Medium (Microlab),
without serum and supplemented with 200 Ul/ml penicillin G
sodium, 200 mg/ml streptomycin sulfate, and 2 mM glutamine
{Gibco, Grand Island, NY). Once in the filter, when required,
shelves were brought into proximity with tweezers to ensure
culture time ‘zero’ as the time of first contact, Cultures were
maintained up to 20 h in a humidified incubator at 37°C, in 5%
CO,, 95% air. Although occasionally in this work we cultured
isolated shelves, whole palates were preferred because shelf fusion
occurs more cfficiently. We think that the tissue around the
shelves helps to hold the natural concave form of the palate,
favoring contact and allowing the complete fusion process to occur
before 20 h of culture. All reagents and proteins assayed were added
directly to the culture medium or absorbed in acrylic beads, and
initially tested to determine the optimal concentration for the
studies presented. RA and retinol {Sigma, St. Louis, MO, U.S5.A.)
were used at 20 and 200 uM final concentration, respectively, from
a 100 mM stock solutjon dissolved in DMSO and stored at —70°C.
Citral and Nerol {Sigma, St. Louis, MO} were added, from a freshly
prepared 100 mM stock solution dissolved in absolute ethanol, at a
50 um final concentration. z-VAD {Biomol, Plymouth, PA} was
used at a 100 pun final concentration from a 100 mM stock solution
in DMSO and stored at —70°C. Retinoic acid receptor (RAR)
agonist, AGN 191183 [TTNPB) {Allergan, Irvine, CA) was used
from a 100 mM stock solution in DMSO, at 20 um final concen-
tration. Retinoic acid receptor antagonist AGN 193109 (Allergan,
Irvine, CA) was used, from a 20 mM stock solution in DMSO, at a
100 and 200 pum final concentration. Human BMP-7 {Creative
Molecules, Cambridge, MAJ, BMP-2 {Genetics Institute, Cam-

TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN




PCD during Palate Shelf Fusion

bridge, MA), and NOGGIN (Regeneron, Tarrytown, NY) proteins
were absorbed in PBS washed acrylic beads (80~120 um in diam-
eter; Sigima, St. Louis, MO) directly from a 1 mg/ml stock solution.
Adenovirus infections were carried out by incubating palates from
13.5 embryas with 10 ul of a virus suspension of approximately 10*
pfu/ul for 1.5 h at 37°C. After this period of time, palates were
washed with L15 medium, shelves put in contact and cultured as
indicated above for 24 h. For the limbs, adenovirus was injected in
the interdigital region of limbs from 12.5 d.p.c. embryos and
immediately cultured for 24 h as previously reported (Salas-Vidal et
al., 1998).

Cell Death Detection

For whole mount cell death detection, we incubated whole
palates for 15 min at 37°C with 5 ug/ml acridine orange {AO) in PBS
{from a 5 mg/ml stock in PBS) followed by one wash with PBS. For
cell death detection on sections, we performed TUNEL assays in
4% paraformaldehyde-fixed and paraffin-embedded 8 um serial
sections of palates using the “In Situ Cell Death Detection-
fluorescein” kit {“TUNEL-fluorescein’; Bochringer-Mannheim,
Germany) and according to the manufacturer’s instructions. Im-
ages were taken on a confocal microscope Bio-Rad MRC-600
equipped with a kripton/argon laser. AO and TUNEL-fluorescein
stained tissues were excited with blue light {488 nm), and the red
high-sensitivity filter was used to detect AO fluorescence, and the
blue high-sensitivity filter for TUNEL-fluorescein fluorescence
detection.

Whole Mount RNA in Situ Hybridizations

Hybridizations were performed following the protocol of D. G.
Wilkinson and M. A. Nieto {Wilkinson and Nieto, 1993). All
palates analyzed were previously cultured for 10 h in the
continued presence of RA, citral, nerol, and their respective
control mediums, and stained with AQO to corroborate the
changes in cell death. These palates were fixed and processed for
whole mount in situ hybridizations with digoxigenin-labeled
riboprobes. The digoxigenin-labeled riboprobes were produced
using T3 or T? RNA polymerase {Gibeco BRL, Grand Island, NY},
depending on the specific fragment in pKS, following the manu-
facturer’s instructions. The antisense riboprobes were for: Shh
{539 bp transcript corresponding to nucleotides 61-600), Tg/83
{609 bp transcript corresponding to nucleotides 831-1440),
Bmp-7 {1323 bp transcript corresponding to the full length
cDNA), Bmp-4 {1550 bp transcript corresponding to full length
cIDNA), Msx-1 (650 bp long transcript corresponding to coding
and noncoding regions 3’ to the homeobox), Msx-2 (260 bp
transcript corresponding mostly to 3’ untranslated regions).

RESULTS

Programmed Cell Death during Palate Shelf Fusion

To study the role of cell death during secondary palate
shelf fusion, we first followed this process during normal in
vivo development. The palate can be divided in two regions:
the anterior or hard palate, which is characterized by the
presence of rugae, and the posterior or soft palate, which
lacks rugae. Palates from mouse embryos between 12.5 and
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16.5 d.p.c. were dissected and stained with AO, an indicator
of cell death (Fig. 2A). The patterns obtained with AO were
confirmed by the TUNEL assay performed on palate slices
(Fig. 2B). At 12.5 d.p.c., secondary palate shelves were
emerging and little cell death was detected in the shelves.
The first signs of cell death in the palate shelves were
detected at 13.5 d.p.c. in the most anterior rugae and, as
development proceeded, cell death started appearing in the
posterior rugae, until it became undectectable in embryos at
16.5 d.p.c. These dying cells were located within the epi-
thelial tissue (Fig. 2B, 14.5¢/rl). Cell death in rugae may be
associated with their formation.

As seen in Fig. 2A (14.5¢), the first shelf contact
occurred at 14.5 d.p.c. in the anterior region between
rugae 3 and 4, and adhesion moved rapidly to the poste-
rior end and slowly to the anterior end (Fig. 2A, 14.5c-h).
Cell death at the MEE was initially only detected within
the posterior palate, before shelf contact (Fig. 2A, 14.5
days). Cell death in this region extended rostrally from its
most caudal portion as development proceeded (Fig. 2A,
14.5 days-f). After shelf contact, cell death could be
detected in the MEE of the anterior palate, but only in the
adhered region (Fig. 2A, 14.5¢-f; Fig. 2B). Finally, cell
death coming from the MEE of the anterior and posterior
palate regions converged to form a single line of cell
death (Fig. 2A, 14.5f-h} cssentially covering the whole
MEE area and also the nasal scptum contact regions (Fig.
2B, 14.5h). At 15.5 d.p.c., shelf fusion was very advanced
and cell death at the MES had almost completely disap-
peared (Fig. 2A). The posterior palate shelf region also
showed cell death at well defined spots, which may
correspond to emerging gustative papilla [see for instance
Fig. 2A, 15.5). In agreement with previous reports
{Martinez-Alvarez et al., 2000; Mori et al., 1994}, very
few dying cells were located outside the epithelial tissue.

The data described above illustrate two distinctive cell
death patterns. One occurring in the posterior palate, where
PCD is first observed in the MEE before shelf contact and
also in the emerging gustative papilla. The other is seen in
the anterior palate, in which PCD is first obscrved in the
rugae, which follows an anterior-posterior direction, and in
the MEE after shelf contact.

Role of Contact in Triggering Cell Death at the MES

To test the possibility that contact between shelves at
the anterior region is one of the events required to trigger
cell death, we studied cell death during palate shelf
fusion in vitro {Fig. 3). One and a half-hour after contact,
adhesion betwecen shelves was very strong (i.e. shelves
did not separate even when pulled with forceps) but no
signs of cell death were as yet detected (Fig. 3, +contact/
1.5). However, by 2 h, the first signs of cell death were
observed within the adhered epithelia and became more
evident by 3.5 h after contact (Fig. 3, +contact/3.5). Cell
death continued to increase and, by 6 h after contact, cell
death was present along the whole length of the MES (Fig.
3, +contact/6/0). Interestingly, if palate shelves were not
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FIG. 2. PCD patterns during palate development. Palates were dissected at different developmental stages, and immediately stained
with AO [A) or processed for the TUNEL assay (B) as described in Material and Mcthods. Transverse slices shown in B are from the
stage indicated at the left and at the level of the rugae indicated at the top. Note that cell death in the medial edge epithelia {mee)
of the anterior region {ant) is obscrved only after shelves have gotten in contact, thus, within the midline epithelial seam (mes),
whereas in the MEE of the posterior region (post} cell death is observed before contact. Cell death was also detected in the palate
contact arca within the nasal septum (ns), and in the rugac {r] and the putative papillae (p) of hard and soft palate, respectively, and
also in the Rathke’s pouch closure {rpc), developing incisors (i) and molars (m). Autofluorescence by erythrocytes within a blood vessel
{v) was occasionally observed. Bar (A} = 500 um; Bar (B) = 100 pm.

allowed to make contact, cell death was detected in very these experiments. These data indicate that contact be-
low density and only after 6 h in culture (Fig. 3, —con- tween shelves is required to efficiently induce PCD in the
tact). Cell death in rugae was not affected by contact in anterior palate MES.
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FIG. 3. Cell death patterns in palates cultured under different
conditions. [A) Dissected palates from 14.5 d.p.c. embryos were
cultured such that, at time “0’, shelf contact was forced (+contact),
or avoided {—contact] in the absence or presence of RA. Cell death
pattern, determined by AO staining, is shown after the time in
culture indicated, Cell death was observed only when contact was
allowed or RA was added to the culture medium. These experi-
ments were independently repeated at least three-times with
similar outcome. (B} Palates from 13.5 d.p.c. embryos were also
forced into contact, but cell death was not detected after 6 h in
culture {left panel). Nonetheless, palates at this stage were able to
activate cell death of 14.5 d.p.c. palates, but not vice versa [center
panel). All-trans-RA increased cell death in rugae (arrowheads) but

not in the MEE of 13.5 d.p.c. palates (right panel; C, palate cultured.

without RA). These experiments were independently repeated
twice with similar outcome. Bar = 250 um.

Role of RA in the Control of Cell Death during
Palate Shelf Fusion

Palate shelves of 13.5 d.p.c. embryos that were forced to
form contact, adhered only weakly, did not display cell
death in the MEE (Fig. 3B, left panel) and did not fuse {data
not shown). Moreover, when one 13.5 d.p.c. embryo palate
shelf is put in contact with one 14.5 d.p.c. embryo palate
shelf, cell death was turned on only in the MEE of the shelf
from the 14.5 d.p.c. embryo {Fig. 3B, center panel]. These
data are in agreement with the possibility that the palate
shelf MEE produces a specific cell death inducing signal.
This signal is already present in palates of 13.5 d.p.c.
embryos and it activates cell 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 for 8 h in the presence of all-trans-RA
{RA) or retinol. As shown in Fig. 4A, RA increased cell
death in the same regions that naturally display cell death,
namely the rugae and the anterior and posterior regions of
the MES. The same effect was observed in palates cultured
with retinol, though, as expected, higher doses were re-
quired. In the absence of contact, RA was able to induce cell
death along the whole length 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). Interestingly, palate shelves from 13.5 d.p.c. em-
bryos treated with RA show an evident increase in cell
death only in rugae and not within the MEE (Fig. 3B, right
panel).

To confirm the effects described above for RA and retinol,
and to determine whether endogenous RA could participate
in triggering the PCD obscrved in the palate, we used citral,
an inhibitor of alcohol dehydrogenases including retinol
dehydrogenase (Kikonyogo et al, 1999; Schuh et al., 1993, °
Tanaka et al., 1996), and AGN193109, an retinoic acid
receptor (RAR) antagonist. Citral reduced the cell death
observed naturally in the rugae and in the anterior and
posterior MES (Fig. 4A}, suggesting that endogenous RA
is activating cell dcath in those palate regions. Support-
ing the specific inhibitory activity of citral on retinol-
dehydrogenase, this compound reduced the effects on cell
death produced by exogenous retinol but not by RA.
Nerol, an analogous compound to citral without alcohol
dchydrogenase inhibitory activity, did not show any
cffect. As expected, the effect of citral was reversible
because cell death occurred 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 or AGN191183, a
potent RAR agonist (Fig. 4B). Note that RA regulation is
also observed in the regions of the posterior palate
undergoing PCD. Therefore, RA is an endogenous media-
tor of the cell death occurring during palate 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 TGFB
Family Members

We selected Bmp-4, Shh (Bitgood and McMahon, 1995)
and TgfB-3 (Fitzpatrick et al., 1990; Pelton et al., 1990) for
these studies because they are prominently expressed in the
rugae or MES. Bmp-7 was also considered because recent
evidence indicates that it is relevant for the control of
interdigital cell death. At 13.5 d.p.c., Shh, Bmp-4, and
Bmp-7 were expressed but not TgfB-3 (data not shown). At
14.5 d.p.c., expression of all these genes was more evident
and some differences started to appear. Shh (Fig. 5A) and
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citral

FIG. 4. Cell death effeets of exogenous and endogenous RA. (A)
All-trans-RA or retinol {Rol), alone or in combination with the retinol
dehydrogenase inhibitor, citral, or the inactive control reagent, nerol,
were added to the medium and palates cultured for 8 h. Note that cell
death was activated by RA and its precursor retinol, whereas citral
inhibited natural and exogenous retinol-activated cell death. Nerol did
not show any effect on cell death. Similar results were obtained in at least
five independent experiments. (B} All-trans-RA or the specific RAR
agonist, AGN 191183 {agnst), were added alone or in the presence of the
specific RAR antagonist AGN193109 {antg). Note that both, RA and the
RAR agonist activated cell death in rugae and MEE, whercas the RAR
antagonist decreased natural and exogenously activated cell death, These
experiments were repeated twice with similar outcome. Bar = 500 pm.

Cuervo et al,

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, 1995).
TgfB-3 was expressed only in the MES and MEE (Fig. 5] and
K} with a pattern mainly restricted to the oral cavity side of
MEE, both before (Fig. 5]) and after contact {Fig. 5K). Bmp-7
was expressed in the epithelial component of the rugae and
also in the MEE, though the expression region was broader
than that scen for Shh or TgfB-3 (Fig. 5F). The expression
pattern of Bmp-7 in the MEE was similar to that of TgfB-3,
that is, expression was higher in the oral than in the nasal
side of MEE and was detccted before (Fig. 5E] and after
contact (Fig. 5F).

Ta define the molecular cascade that drives palate cells
towards apoptosis, we studied the expression of the selected
genes under conditions of high (with exogenous RA added)
or low (with citral) RA concentrations {Fig. 5). Whole
palates were cultured in the presence of RA or citral and, |
after 10 h, they werc processed for whole mount in situ
hybridization. The expected effects on cell death were
confirmed in these experiments. Brip-4 expression was not
clearly affected by either high or low RA concentrations
{data not shown),; wherecas Bmp-7 expression increased at
high RA concentration {Fig: 5G} and decreased at low RA
concentrations (Fig. 5H). Shh expression, on the other hand,
was negatively regulated in response to high {Fig. 5B), or low
RA concentrations {Fig. 5C), and was never detected in the
MES. RA also affected TgfB-3 expression but, in this case,
high RA concentration decreased expression (Fig. 5L}, while
low RA concentration increased expression (Fig. 5M). In
summary, although endogenous and exogenous RA regu-
lated Shh and TgfB-3 cxpression, only the changes observed
in Bmp-7 expression correlated directly with the changes
observed in cell death. Therefore, Bmp-7, ‘which is ex-
pressed in both rugae and MEE,.could be a direct mediator
of the pro-apototic activity of RA. :

Evaluation of BMP Function in Palat¢ PCD

We tested the ability of BMP-7 {or of BMP-2) to induce
cell death by adding it directly to the medium or by
implanting acrylic beads containing the factor near rugae or
MEE, before and during fusion (Fig. 6A; sce Materials and
Methods). No significant increases in cell death were de-
tected under any of the conditions tested (data not shown).
These cxperiments were also performed in the presence of
RA and no cell death around the BMP-7 bead was observed.

We further investigated the possibility that endogenous
BMP-7 participates in the natural PCD process. For this
purpose, we tested the ability of two natural inhibitors of
BMP signaling, NOGGIN (which acts at the extracellular
level} and SMAD-6, {which acts at the intracellular level), to
block PCD. As with BMP-7, we added NOGGIN directly to
the medium or embedded it in acrylic beads {Fig. 6A),
whereas to overexpress Smad-6 in MEE cells, an adenovirus
carrying the SMAD-6 coding sequence was used. Significant
decreases in PCD were not observed with the 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. GE}. The
BMPs and NOGGIN used in the above assays were demon-
strated to be active by their ability to increase interdigital
cell death or to inhibit natural and BMP-7-induced inter-
digital cell death, respectively {Figs. 6B-6D). The activity of
the SMAD-6 encoded in the recombinant adenovirus was
demonstrated by its ability to inhibit natural interdigital
cell death (Figs. 6F-6H). These data indicate that BMPs do
not play a role in palate PCD.

Inhibition of Cell Death during Palate Shelf Fusion

The pattern of PCD at the palate MES correlated with the
process of shelf fusion. We wished to determine whether
cell death was necessary for. MES degeneration or was
merely a consequence of the process. Caspases are consid-
ered central for the activation of PCD, particularly for the
process occurring by apoptosis, and inhibition of these
enzymes will lead to blockage in cell death (Milligan et al.,
1995). To determine whether the apoptotic cell death in the
MEE is nccessary for shelf fusion, we cultured whole
palates just before shelf contact in the presence or absence
of a broad-spectrum caspase inhibitor, z-VAD. The caspase
inhibitor used was very effective in inhibiting the cell death
in the palate rugae and MES as determined by AO staining
after 8 h in culture (Fig. 7A, z-VAD); notably, adhesion was
not affected. The caspasc inhibitor also reduced the cell
death induced by RA and retinol, supporting the notion that
the induced cell death is apoptotic in nature (Fig. 7A,
RA/z-VAD and Rol/z-VAD). Histological examination of
palates cultured for 20 h in the absence of 2-VAD showed
that the MEE completely had disappeared, indicating com-
plete fusion (Fig. 7B, control). However, in the presence of
z-VAD, although the fusion line epithelia thinned, the MEE
did not disappear, thereby indicating poor fusion (Fig. 7B,
z-VAD); intimate contact between epithelia was retained
under this condition. Therefore, cell death at the MES is
required for MEE degeneration and hence for palate shelf
fusion.

In accordance with our data demonstrating that RA
induced cell death at the MES, inhibition of retinol dehy-
drogenase also reduced MEE degeneration {Fig. 7B, citral).
Exogenous RA also inhibited shelf fusion, but in this case
the increase in cell death clearly affected shelf adhesion
{(Fig. 7B, RA). This latter effect was confirmed in vivo in
pregnant mice treated intraperitoneally with RA at the
stage where palate shelves are close to making contact (i.c.
14.2 d.p.c.). Eight-hours after injection a prominent increase
in cell death was observed in all cases in the same areas
where cell death occurs normally (Figs. 8A-8D). Of particu-
lar interest was the fact that cell death occurred at the MEE
even in the absence of contact (Figs. 8C-8F), observation
that is in agreement with the data presented above. At the
end of pregnancy, approximately 73% of the RA treated
embryos (14/19) had cleft palate {Fig. 8H) compared to 0% of
control injected mice (n = 16/16). These data suggest that
cells in the palate normally programmed to die are highly
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responsive to a dea:hstiu‘iulﬁshy RA, and that increased
cell death in.the MEE:before contact could interfere with
shelf adhesion causing cleft palate, )

DISCUSSION

The formation of secondary palate involves several or-
dered steps starting with shelf growth and elevation, and
followed by contact, adhesion, and disappearance of the
MEE. Disruption at any stage of palate development could
potentially cause cleft palate. Actually, cleft palate is a
phenotype associated with mutations in several 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., 1995).

Palate Shelf Contact Is Required for PCD
Activation at the MEE

Our analysis focused on determining the role of cell death
in the process of shelf fusion. PCD in the MEE of the
anterior region always occurred after contact, whereas cell
death in the MEE of the posterior region was seen before
contact. PCD in the anterior and posterior regions finally
converged to form a single area of cell death that corre-
sponded preciscly to the MES, Although cell death in the
MEE has been observed by other groups, there is disagree-
ment as to whether it occurs hefore (Martinez-Alvarez et
al., 2000; Mato and Katahira, 1967; Smiley, 1970; Taniguchi
et al., 1995} or after contact {DeAngelis and Nalbandian,
1968; Farbman, 1968; Mori ¢t al., 1994; Swency and Sha-
piro, 1970). Ourstudy reconciles these conflicting observa-
tions since in previous work the MEE area studied was
cither from the posterior region or was not specified.

Because cell death in the anterior region was observed
only after contact, we considered the possibility that the
contact cvent itself was able to turn on a cell death
activation mechanism as had been previously suggested
{Miller and Shapiro, 1968}. In support of this hypothesis, we
observed that activation of cell death was very inefficient
when contact was prevented. In contrast, rapid cell death
activation occurred within the MEE when shelves were
forced to come into contact. Contact might induce the
fusion process and cell death could occur subsequently.
However, the rapid activation of ccll death after contact,
together with additional results discussed below, suggest
that PCD anticipates fusion. Contact could induce the
production of molecules such as growth factors and their
receptors that participate in cell death activation. Our data
suggest that the death signaling molecule is already present
at 13.5 d.p.c., but the competence to respond to this factor
appears before contact in a time window between 13.5 and
14.5 d.p.c.
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Expression patterns of Shh, Brap-7, and TgfB-3 during palate shelf fusion and their regulation hy RA. Gene expression was analyzed in palates

cultured in the absence of exogenous RA {control) or the presence of RA, citral, or nerol. After whole mount hybridization, palates were transected in
50 pm slices. Pattern seen in a slice between r4-16 is shown (right picture). Expression of Shh was down-regulated by either RA and citral (A-D), whereas
expression of Bmp-7 was up-regulated by RA and down-regulated by citral (F-1). Conversely, TgfB-3 appeared down-regulated by RA and up-regulated
by citral (K-N). Gene expression pattern in palates freshly fixed was identical to the expression pattern of palates cultured in control medium [data not
shown). Expression of TgfB-3 was detected at 14.5 d.p.c, palates before (I} and after contact (identical to the pattern shown in K} but not in 13.5 dp.c.
palates {data not shown). The strongest expression of Bmp-7 and Tgff-3 in 14.5 d.p.c. palates before contact (E, ]) and after contact (F, K) was mainly

restricted to the oral cavity side {top of cach panel) of the MEE. Similar results were obtained in two independent experiments. B. C.,

A. C, ‘after contact’; n.d., ‘not detected’.

RA Reguiates PCD in the Developing Palate

Previous work has shown that the teratogenic effects of
RA depend strongly on the time of its application. Single
. RA applications into pregnant mice from 11.5~14.5 d.p.c.
produce cleft palate and other malformations {Abbott et al.,
1989; Newall and Edwards, 1981a,b). Shelf growth and
elevation as well as shelf fusion arec processes that could be
affected by the teratogenic doses of RA, We present here for
the first time, data suggesting that the teratogenic effect of
RA at the shelf fusion stage {i.c. 14.5 d. p-c. . results from a
dircct increase in MEE cell death.

By using an inhibitor of retinol dchydrogenase and an
‘RAR antagonist, we also provide data indicating that en-
dogenous RA is a relevant regulator of PCD. Supporting a
role for endogenous RA in palate development, the double
mutant Rara™"; Rary™~ mouse embryos display cleft palate
with high frequency (Lohnes et al., 1994). Transgenic mice
expressing a dominant ncgative form of RARa also show
this alteration (Damm et al.,, 1993). However, it is impor-
tant to note that in these previous cases, the phase(s) at
which palate development 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 for shelf fusion (see below).

RA and its reccptors (RARs) are candidate molecules for
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 observed

© 2002 Elsevier Science {USA). All rights reserved. .-

‘hefore contact’;

FIG. 6. Evaluation of BMP function in palatc PCD. Acrylic beads
embedded in BMP or NOGGIN were located in the areas of the devel-
oping palate indicated (A, red or blue circles). Except when the bead was
located outside the shelves, in all other cases the bead was inserted
undemecath the epithelial tissue. No changes in the cell death pattem
were observed in any of the places where the bead was inserted [data not
shown). Similar beads were located in the limb interdigital region {id) and
the expected activity for BMP7 (or BMP2) and NOGGIN was observed,
that is, BMP increased interdigital cell death and NOGGIN reduced
BMP-7-induced and natural interdigital cell death {B-D). MEE was very
efficiently infected with an adenovirus expressing LacZ (E). However,
when palates were infected with Ad-SMAD-6, a recombinant adenovirus
containing the coding sequence for SMAD-6, cell death in the MEE
observed during fusion was not modified (data not shown). Activity of
the SMAD-6 coded by Ad-SMAD-6 was verified by infecting inter-
digital regions. As expected, cell death was reduced in Ad-SMAD-6 {H)
but not in Ad-LacZ (F, G) infected interdigits. Bar = 50 pm.
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FIG.7. Inhibition and RA activation of ccll death and their effects
on MES degeneration. Palates were cultured in medium. with or
without RA, rctinol {Rol), or citral, in the absence {control) or
presence of the broad-spectrum caspase inhibitor z-VAD. (A)
Samples were analyzed for cell death after 8 h in culture by AO

_ staining. Observe that normal cell death as well as that induced by
RA or retinol was inhibited by z-VAD. These experiments were
repeated three-times. {B) Samples were analyzed for MES degenera-
tion after 24 h in culture by HE histochemistry. Observe that both
z-VAD and citral inhibited MES degeneration, whereas RA appcars
to affect shelf adhesion, Bar {A) = 500 um,; Bar (B} = 100 um.

after contact. Northern blot analyses indicate that Rare,
RarB, and Rary arc expressed in the developing palate, and
that their levels of expression remain constant from 13.5- .
14.5 d,p.c. {Naitoh et al., 1998). Therefore, competence to mee
activate cell death in the MEE in response to RA or contact —
doces not appear to be related to changes in expression levels
of any of the Rar’s. ) .

Recently, two studics have proposed a role for endoge-
nous RA in interdigital PCD. Dupé et al. (1999} observed
that in double mutant Rar8™ ;Rary”’~ mouse embryos,

FIG. 8. In vivo activation of cell death by RA and ite relationship
with cleft palate. Pregnant mice were intraperitoneally injected
with a RA at 14.2 d.p.c. After 8 h or at 18.5 d.p.c., fetuses were
extracted and palates analyzed for cell death (A-F} or teratogenic
alterations (G-H), respectively. Note that cell dcath was increased
by RA treatment in both adhered {A, B) and nonadhered MEE {C-F),
which caused cleft palate at high frequency {G, H). In concordance
with the in vitro experiments, RA also increased cell death in the
rugae (r). These experiments were repeated three times with similar

outcome. Bar [A-D} = 500 um; Bar (E-F) = 100 um. TESIS CON
© 2002 Elsevier Science {USA). All rights reserved. FALLA DE ORIGEN
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interdigital cell death is significantly reduced and is accom-
panied by a reduction in expression of Bmp-7 but not of
Msx-1 and Msx-2, among other genes studied. In a more
direct study in chick limbs, Rodriguez-Leon et al. {1999)
show that application of RAR antagonist impregnated beads
in the interdigital region reduces cell death. Interestingly,
they observed an increase in Msx-2 and Bmp-7 expression
when RA was applied to the interdigital region, and a
down-regulation of Msx-2 when the RAR antagonist was
used. Activation of interdigital cell death by exogenous RA
required a BMP molecule since NOGGIN, a natural BMP
antagonist, blocked its effect (Rodriguez-Leon et al., 1999).

To determine the mechanism by which RA regulates cell
death in the developing palate, we studied genes ¢hat are
expressed in regions undergoing PCD. Among the genes
studied, Bmp-7 was the only gene whose expression was
restricted to all palate regions undergoing PCD and could
possibly be directly correlated to the cell death inducing
activity of RA. Therefore, it was quite surprising to us that
BMP-7 and BMP-2 were unable to activate cell death in
palatal tissue. Furthermore, we were also unable to reduce

the PCD in the palate to any significant extent with the .

BMP signaling inhibitors NOGGIN and SMAD-6. These
. data are in contrast with several studies showing the ability
of BMPs to activate cell death or the requirement of this
_ type of factor for PCD. Of particular importance are the
studies mentioned above where it is proposed that RA
mediates its  pro-apoptotic activity through the up-
regulation of Bmip-7 and Msx-2. Additional reports have
shown the same interrclationship between members of the

Bmp and Msx families in the control of developmental cell.

death (Ferrari et al., 1998; Graham et al., 1994; Marazzi et

al., 1997). Consistent with a ‘weak’ signaling by BMPs -

related to PCD during palate development, we have not

detected’ Msx-1 and Msx-2 expression in palate regions
undergoing PCD (data not shown). On the basis of our data
and a recent in vitro study using a teratocarcinoma cell line
{Fujita ¢t al., 1999), we propose that RA and BMPs both
have independent mechanisms for cell death activation, but
when they are present together a synergistic activation of
PCD is obtained. Perhaps signaling by both factors is ‘weak’
in the interdigital region and their simultancous action is
required for efficient cell death activation. In the palate, cell
death activation could be strongly induced by RA and only
very weakly by BMPs and as a consequence, the presence of
BMPs may not be required for PCD. In agreement with this
proposal, Bmp-7~" mutant mice display limb defects but
not cleft palate (Dudley et al., 1995; Luo et al., 1995).

PCD Is Required for Palate Shelf Fusion

During palate shelf fusion, concomitant to PCD, cell
migration and epithelial-mesenchyme transformation have
been reported 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 (Carette and Ferguson, 1992). On the
other hand, several reports have shown that epithelial-

© 2002 Elsevier Science [USA). All rights reserved.
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mesenchyme transformation occurs during palate shelf
fusion (Fitchett and Hay, 1989; Griffith and Hay, 1992,
Shuler et al., 1991). This latter process has been considered
a major contributor to palate shelf fusion but its essential
role has not been demonstrated. According to these reports,
PCD could be a secondary event resulting from cell migra-
tion or differentiation. Contrary to this view, we propose
that cell death is the primary process required for shelf
fusion. Our conclusion is based on the following argu-
ments: (1) PCD in the MEE is an early event preceding the
fusion process itself. At least for the anterior region, PCD is
an immediate response to shelf contact. {2) Large numbers
of dying cells are detected within the MEE during the fusion
process in contrast to the few cells that are transformed to
mesenchyme. {3) In vitro, degeneration 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 mesenchyme (R.C. and L.C., unpub-
lished observations). {4} Blocking cell death with a broad-
spectriim caspasé inhibitor prevents MEE degradation and
hence shelf fusion. Also, palate MEE degradation appears to
be prevented in Apaf-17"~ mutant mice {Cecconi et al.,

1998).

. It is important to note that our in vitro studlcs show that

" intimate adhesion between MEE can occur in the absence of
PCD but the MES does not degenerate. On the other hand,
_ excessive cell death before contact appears-detrimental for

adhesion and consequently for fusion. This latter phenom-
enon could be the cause of cleft palate in embryos treated
with RA in vivo. Our in vitro studies indicate that RA is not
involved in shelf adhesion but it is involved only in the
degenerative stage of the MEE., Even though our data
support the view that cell death is the major process
controlling epithelial degeneration, contributions by cell
differentiation or migration remain possible. In conclusion, -
we show that PCD at the MEE is a critical process for palate
shelf fusion and that RA is a relevant activator of this
process at the time of shelf contact thhout the apparent
participation of BMP molecules.
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SUMMARY
A palr (;f shelves fuses to form the secondary palgte,ra process that requ1res ;hg g(ﬂlggion 7
of the medial edge epithelial tissue (MEE) of eaéh shelf and “lhe degéhéquivoﬁ ycb)rf fhe o

: resulrtin'g medial epithelial seam (MES), It has beenreportedthatepxthehal-mesenchymal

transformation (EMT) occurs during sh,élf‘ fusion and:is :c‘:fbnsi'déréd aifﬁhdaméntaliprQCcss" :

for MES degeneration. On the other hand.,* wé' e n't]y'ffoqnd:th‘at cell ‘deatv‘h isa ncce'ss:ary' :
procesé forrshelf fusion (Cuen"o‘ é_t a],’; 2002 These latter data uncover tilé relevance of
cell death for MES degeneration; however. thgy do not discard the partiéipat'foh of dthér_

ve fvo'cus;in t_he evaluation of those process‘es"that_ébuld :

processes. In lh_e present work,

conlribuyfe to palate shelf’ 'ﬁnsian,We tested EMT by traditional labeling of M;EE cells

“with a\dy 3 or by inf ‘1tl'1 an adenovirus carrying the LacZ gene, and by fusiﬁg a




epithelial triangles at oral and nasal ends of the ‘epithelial‘segm'dq not appear to ,’éﬁ““

from MEE cell migration but rather from periderm cell ‘migration. Inhibition of migration

or removal of these cells suggests that they have a transient function controlling MEE cell

adhesion and survival, and ultimateiy died within the epithelial triangles, We ?:_oﬁg:]udg:

T die;’ﬁrst?timé"we

that MES degeneration occurs almdst"uﬁ juely b ccllydééth;and }

show that this process can a'c'tiy:a’fe‘bvas’é]:-',lani_i'rja"'_dcgr: v_é}tion k\iurix:lg,a_c:l;ev'vélopmehbtal

process.




INTRODUCTION

process (reviewed in FerguSoknk,k '11‘988).‘ Iirfiibtkiall :

epithelia (MEE), the leading borde




The migratory capacity of vmékserjchym‘aly"iéellsk'v allows :th‘erm'tq .fnoyé'far: from their origin

site. Once EMT process occurs, transformed cells can derive to specific cell types such as

in thé case of neufai,c:éép (D‘ukbavn'd, et al.;:

in th;é case (v)fAthé éndoéardiaj 'vcycllys thaf give rise t heart valves (Markwa]d etal., 1975).

func‘ti((')h; S'elve:v‘a‘ll reports have presented evidences suggesting that EMT a‘cvtually'ioccurs

itchett and Hay, 1989; Griffith and Hay, 1992; Martincz-

detected fo t

additional

b




EMT or basal MEE cell migration. Howevgf{wg show data indicating that the ordered

migration of}peridei'rﬁ cells but'from’l’the'basél MEE is necessary for normal fusion.

Furthermore, in contrast to the aétiva‘t_idnbfy cell deal

‘by basal'lamina degradation (i.e.,
anoikis), we identified the activation of basal lamina degradation as a consequence of

MEE cell death (*cataptosis™).

MATERIALS AND METHODS

Animal handling and palate dissection

CD-1 and EGFP (Hadjantonakis et al., 1998) mouse strains were used in this study.
Pregnant females were sacrificed by cervical dislogation Bétwéeﬁ 12.5 and 18.5 d.p.c.
(vaginal plug was found at 0.5 days post"coi‘fu_s-éi’d.p;ck:.). Palate dissection was done aé

previously described (Cuervo et al., 2002);

Organ culture
Whole palates were cultured on filters ﬂééling on serum-free medium as previously
described (Cuervo et al., 2002). We a,].sb'fde\'(éllc")ﬁét! a palate slice culture system based in

the report by Knight et,al. (Kﬁigh‘t',et é 999) Initially shelves of whole palates were

put in contact for 3 h and théri,er_ljbeddc(‘llljn 5% low-melting point agarose (SeaPlaque
GTG, FMC Bioproducts, Rocklanc_l,;MEy,‘) in McCoy medium (Microlab, México). One-

hundred-fifty ym slices were produced with a vibratome (Leica VT 1000S, Wetzlar,




chloride, 22 mM glucose,ZmM odit

the bottom of a35 mm

(20 UM Sigma, St. Louis, MO) and 2-VAD (100 tM z-VAD; Biomol, Plymouth, PA)

were added directly to the culture medium.

Cell labeling ’

of 5-6-carboxy 2-7-dichlorofluorescein diacetate succinimidyl ester (CCFSE; Molecular

Probes, Eugené OR).in PBS: Samples were incuﬁétéd at 37.°C for 15 miﬁutésﬁﬁnd

washed twice with:PBS before culture: Selective labeling of periderm cells with the same

dye was attained by incubation at 'krod:m‘ temperature for 30 seconds. Transfections with an’
adenovirus carrying the LacZ reporter gene (Ad-LacZ) were carried out at 37 °C for 1.5 h

as prévki'k(_jus‘ly described (Cuervo et al., 2002). Chimeric palates were formed using one

shelf ffq‘m CDland the other from EGFP embryos. Shelf fusion in this condition took




about 36 h Inall Qgsesj;descﬁbéd above palaes were CUitured for dit_‘fereﬁt time periods,

fixed with 4% parzifonnaxd'ehydg, and embedded in paraffin or agarose, and sliced for

lliéiolbgy,’ imunohistochemistry or cell death detection.” -

Periderm cell removal i et

To remove superficial cells, palates were inicubated m O'.V2‘5%‘trypsin solution in Versene

on ﬁltefs. Same treatment was given to control palates except that medial edge washing

with 0.25% trypsin was not performed.

Histology, immunofluorescence and TUNEL procedures
Cell death detection by the TUNEL method was performed using commercial kits -

(Roche, Mannheim, Germany) or a procedure for whole mount as »repc")yrt}g::d byCon f et

labeling, labeled cells-

Double :lietégtip‘r}s combined EGFP or fluorescein (in situ cell death detection kit,




fluorescein, Roéh\e) Withr_hodamiﬂ n situ cell death detection kit,fkfliodamin, Roche) or

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

taken with a digital camera (CoolSnap, Roper Scienti

c., Trenton, NJ).

RESULTS

Fate of MEE cells after palate shelf fusion

To study the shelf fusion process that is required for secondary palate formation, we havc
cultured shelves integrated to the nasal portion of the head (Cuervo et al,, 2002).‘ Under

lhis,co" di»tv' ‘kn,'cbmp’lete shelf fusion occurs within 24 hours (Fig. 1A, T/L),in coyrlltra:st

different mechanism could Cbntrpl fusion-in-anterior and posterior MEE regions; thus, the
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fate of MEE cells was studied in both regions. After3 hours ot‘ eontact"‘adhesion between

shelves was very strong and there were no s1gns ‘off MEE cell death mxgratlon, or, EMT

(Fig. 1A, 3 llours/CCF SE) Three hours later, the MES started to disrupt‘?ac‘companied by,

many dymg cells (Flg IA 6 hours/CCFSE), eplthehal tnangles ‘were clearly ldentlﬁed at '

. thxs tlme.:Stamed cellswere not tected outsxde the MES Twelv hours at‘ter contact

many dymg cel]s and remnants of | sal lz mina were still present within“th_ MES (Fig.

lA 12 hours/CCI‘SE) by 24 hours, all dead cells w olved”'and baseI lamina

\\yias" completcl graded (Flg 1A, 24 hours/CCFSE) Very few stamed cells were

detected outstd th MES at‘ter thxs penod' % an among those, the majority was

ve:]olr)i‘ng cells is by using viral
ho_ws_ that labeling of cells with-a .

ejoetection of many labe]ed’celis‘wit11in

the mesen n nez-Alvarez et al., 2000) However, o

]jferzitionvinduetion by se’rumi SmCéi

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. 1A, LacZ; Table I).
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We also followed the fate of MEE c@:llsﬁby’ forming chimeric pa‘fl‘gte's be}W;ieh a

wild-type shelf aﬁd"a‘shelf from a mouse embiyo that e}(prés‘s constltutxvely the GFP - -

protein‘ (WT<¥>EGFP). In this situation, the cells lt‘}_iat suffer EMTvWOﬁlvd Oﬁly b“e,?; -

detected if they cir(i)ssﬂt'h-e MES. Of course, in principle, mesench_yxﬁél 115 present |

- previous to shelf contact could also migrate between shelves during or after fusion: No- -

i of xrﬁ‘eéle‘nciiymal '

: behavior of MEE and mesenchymal

"Alild: mlgrate between shelves (Fig.
5 toobservethatas the double adhered
eplthehallayert 1ed into a'sing ve,eplthé‘ 151 l”é)'ié‘r,'fiiét;;qalét:io’nf)f epithelial cells from

i boih s,];c_élvkebs ki.e., ECFP-positive and ECFP-negative cells) became obvious (Fig. 1A, 6-

12 hours/WT<->EGFP).

Fate of MEE cells in a palate slice culture system

In order to follow continuously the fate of MEE cells diiring‘MES degeneration, we

established a slice culture system in which cell migra ié'p‘c n‘-be.s‘tudied in more detail.
MEE cells were labeled with a CCFSE dye and shelves put in contact as described above.
Three hours. later, 150 pm slices were produced, at this fiiﬁé, MES appeared intact

without signs of d‘egenmja»tign'(Fig. 2, 3 hours).-Néxt, slices were cultured as described in
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Matenal and Methods SIX hours after contact (1 e., three hours in cu]ture), MES thmned

and 6 hours later MES looked fragmented (Flg 2, 6 hours and‘12 hour respectlvely) At

th‘is\ Iatter time; no‘laboled‘qells were found outside the MES. Twenty-fo hdurélafter :

' contaot, the MES could not be seen by phase-contrast microscop fluorescent cells

 were still detected within the fusion region (Fig. 2,24 hou

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

system, two MEE tissues can fuse without EMT contribution,

Relationship between cell death and basal lamina degradation
We considered possible that MES degeneration involves both cell death and EMT. Under
normal conditions, cell death could dominate on EMT to cause MES degeneration.

. However, we might not be detecting the actual number.of MEE transformed cells because

they could ked cell death with an

inhibifor 0 Js(ehi:hyrne compartment. No
labeled cells in e réated palates (Fig. 1C;

ormed cells

y-suggest that EMT can not

dditioh to the labeled cells, the

the.p Vigus_réxpieriment:s we also foll

integﬁry‘of basgl lérnina. To allow EM'I‘, basal lamina héed's,‘to degrade by a mechanism
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; mvolvmg metalloprotemases (MMPs) Actually it has been,proposed that basal lamma

degradatlon isan early EMT event (Lochter et al o 1997' Song et al <2000 7 kIn agreement

control and‘ruéae/RA)' i‘n__ lly, a general activation of cell death by staurosporin also

induced basal lamina d‘egradati‘on épeciﬁca]ly in the MEE area and preferentially under
apoptotic célls; whereas basal lamina remained intact in the surrounding tissue (Fig.
4/staurb§porine). Therefore, these data suggest that, as a consequence of cell death

activation in the MES, the MMPs responsible for basal lamina degradation activate.




Migration of the periderm cells associated to the MEE
As previously shown, most MEE cells die during fusion. However, another component
associated to the MEE is the periderm that covers most of the shelf surface that first get

in contact. In order to label preferentially periderm cells, we stained palate'shélves fora

st ni‘r‘frg ;;;;bcéduré can
Fig, 5, COFSER hr). To
uring ’th‘e fusion process. In
erm cells ;nigmted to the oral

‘the epithelial triangles, where

 cell migration -

with cytocha xpecte pcndévhnacélls did

not miéfzitc,‘ epithelial triangles did not p]}ete;a’dhesnéh occurred (Fig.

6A). Interestingly; cell deathin bot _n(‘d.the«ovéﬂying periderm was not

triggered in the pre's"e'n:cé'of cytochalasin'B'(Fig: 6B). Aétin polimerization-

depolimerization dyhar%iicé does not ap o interfere generally with the cell death

executioh process ¥ 'nc¢ the drug used did not 'n‘ibdify ceill,death in rugae (Fig. 6C).

Cycloliéxvam'id‘é:als:p'inhibiied ii{igfatikobn,andfth‘ 'pithelfg]' tﬁan’g’lés did not form :

however; in t'hi's;cas{e', cell death in ruga‘g was affected k‘tdyéi (data 'rjpt' s}i_éwn). These data




together suggest that migration of periderm cells out of the MEE area is essential to
initiate the fusion process.

~In the previous experiments, cell death might not be actiVatéQ in the.MEE because

Methods). Palate shelves lacking perid

However, epithelial triangles didhpt:fc}' ’

necessary for the fusion processise

contact ‘anﬁd’ cell death activation.

DISCUSSION
We determined that the primary and major fate of,MEE cells of secondary palate shelves

is death, a requirement-for MES,’degbnekatioﬁ and fusion. We could not find evidences of

e'ﬁéridenn cells that overly the MEE,

EMT, and migration could ‘only bédéteg;edf

Furthermore, we f(k)‘ti'nd,”-' the first tim tha't_brgsalflamina degrades as a consequence of

cell death, f'émliliésiiiﬁg‘::fhe'relevande of this latter process in shelf fusion.
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Several yéars ago Fitchett and :Hay (19_78'9);prejs§11‘t§¢‘irvthe¥ ﬁrs‘t e_"vjde"nces ‘

suggestingvlha‘t BMfI‘waus’es"MES"dggﬁd on;:-Subs ixentl&,’bthéfrep_di’ts:prresrcntgd o

vivo."L.Jr’lg:lg;r thééé con iti ns,w wereun
EMT, Thefe ]abeled cells found ar
call death (Tab]e .1
, detected'ikn(‘l’iici;i:’tiih

by cell death'.fSin o

insteard:glyifig el hagocytes containing dying cells. These drawbacks make difficult

to estfmétt; the kc"onttr'ibution'of EMT to MES degeneration from those reports. It is
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possible that pglage s@élﬁfgsibn dges' not occur equalrliy> a]éhg the rggrdé;:grudarlr axes;
threrenfcr)rrgk, thereglonstudxedmxght produce dlfferent resultsWe constfiferedthns :
possibility and, 7tﬂus, srtﬁdied MES degeneration along its 'coxnzp],etvei’lglrj:g’t_h.:Aniéther
explanation fdr thé different outcome is the culture systemUsually dlssected éhelves 'al;e

put together and then cultured in the presence o\vf As‘e‘runiﬂtok allow: fuéioh.~3Wé have found -

the trans:f";/:rf, o‘t:'.;tvhe,dye to other ’l‘ni)re'inter‘r;é] cells. Despite these apparéntly conﬂiciiye’i
results, weproposethat gll‘de;th is the major contributor to MES degeneration, eVen
consideriné alow ;)cc;.xne'rlce of EMT.

MEE:‘céllv.irylvig'ration has also been proposed as a meqllaﬁism for MES

degeneration (Carette and Ferguson, 1,9,92);~VH6Wéyer,' in those studies was not considered

the differential migfati_qn‘b"et' enMEE 'a’ri‘d'thé p‘e‘n;derm cells that overly them. In our

study, we stained preféréi{iially.péridéi‘rn cells'and demonstrated that soon after contact

's:'al' cavities and form the epithelial triangles (Fig. 5).

they migrate toward

In supportﬂtoj when migration is inhibited or in the absence of periderm

cells, thAe"tép‘i; ,\l'iav ‘tna’n‘glkés do notvform (Fig. 6). Shelf fusion could occur in the absence




lj'patlate‘(vFig. 7. It is‘,“cpnvside:red @hﬁt

e Anmkls isa gérmj gngn to the cell death process induced by the lack of contact
with,t\ljei,;é:;ir_é'célluiar matriix. Basai lamina has been considered to b: an essential survival
factor for epithelial cells in vitro and in vivo (Coucouvanis and Martin, 1995; Ruoslahti

and Reed,l994) ta

et al,, 2001;Bi}oy’\":n et al.j,>2002)"shb\'\"ing pertial or no MEE degeneration in the presence
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of the same MMP,’i.n‘hibitqr used here, However,

we have had véryjhigh r'ev‘pr‘_odgcibrility

showing in ‘ail; éxﬁeﬁineﬁts; including those at the low; inhibito dose (10 p.M), intact

{riggered ,by"bé.sal‘lamj‘i‘né;‘deg’@dgb‘ti‘oﬁi’On',‘th‘ekEonim&,‘ we found that cell death activates
basal lamina deglkf‘ada'tibon (See Fig. 4).,To_our knowylcdge this is an unprecedent
conclusion which gives a new function t'o  ‘(he'c‘c;ll;d'eath process. We propose the term -

“cataptosis” (greck word meaning downfall) tode x"ib’ve:thi's phenomenon. The activation

.t al,, 1997)..

most abundant components of basal lamina, must be -

extraéell'ulﬁr bound to the plasma membrane (MT—MMBS) ( irkgda]‘eHéﬁSen, :

1995). The MA ity ould be regulated at different levels. MMP'g’enAe‘ex esjsiqh,is

a characteristic during fissue remodeling but postranslational regulation is cr‘iticél;fd‘r;

enzymatic activity. With the exception of MT-MMPs, MMPs are synthesized as inactive
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proenzyrﬁés that need to be processed by other enzymes, such as plasmin or other MMPs,

“by dir‘éct'bindingfof proteins such as members of the t

meté]](;pr;)téiﬁasés (TIMP) féﬁily (Gomezet’

their inhibitors described.up to date,

Recently, itw MMP and MMP?2 translocate from

the pla_synﬁfei,’ml elial cells upon an apoptotic stimulus (Levkau et al.,
2002);'MMP2 plqsma,membf:ine anchorage appears to be via integrin interadion. It has
also been sho‘\yi{ lhat MTI1-MMP can interact with TIMP2 and together activate MMP2

(Strongin et al.;'1 995). Therefore, basal lamina degradation could initiate by translocation

of MT1-MMP to the basal surface of MEE cells, and MT1-MMP alone or in combination
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with TIMPZVactVivkatq andthef MMP. Up to now, MMP13 is the best MTI-MMP' cvanydidate

substrate syrithésize'_(blgby'lq)é: MEE: that could initiate basal-lamina degradation (Knduper -

ctal,, 2002). Alternatively, MMP13 secretion, as sho ‘«Azob’z),

of MMPI13:(Kniuper ct al., 1996), but -

by the apoptotic cell. Since null S

f :pr:okt‘eoglycans. More intimate

d by 'p,k derm cell migration

the epithelial-triangle éogld also be important for sealing the ends of the MES Chiemric

palates ‘C‘D‘l.<_-;—>EC\iFPﬁclearly 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 eﬁitﬁelial sheath, must represent a classical convergent extension phenomenon

(Wallingford et al., 2002), and cause MES growth in both anteroposterior and oronasal
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axes, Strong adhe on between éhelves pryohahlytorigrihatea frorn this MEEbcellk k

fe to produce the fused-

fragments generating the epithelialpearls that—late' dege

palate.

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

acid appears to be essential in the control,ofcell gj‘eath:(CtJervo et al., 2002), and

consequently also in basal la_nnin'a_deéradatioh; ~’I‘GFB‘3;on the other hand, has been

proposed to be a relevant grthh ’f"actor controlling EMT (Kaartineh etal., l997; 'Suh et

al., 1998) In the heart very good ev1dences ex1st suppomng a Tole’o GFBS 1nBMT :

(Ramsdell and Markwald 1997) Tgw3 knock-out mice display cleft palate however the :

specrt‘ ic TGFBB functlons that caiise thrs phenolype are still to'be defi ed Tgﬂﬁ* shelvesk

ed filopodia

show, the absenc of the charactenstxc ME - served pre_vrous to;

shelf c()ntact and‘also’a signiﬁcam'd rease in proteoglycan's'on th MEE s face"(Gato

et al., 2002 Taya et a] 1999) These data uggest that TGl‘lB 1s cntlcal at the mltlal

contact and adheswn between shelves TGFB3 could also play a role in the control of

penderm cell mlgratton lt is mterestmg to note that palates treated wrth cytochalasm B
area phenocopy of those from Tg/ﬁ’.?“ embryos (Flg 6) Palates in both condmons show

poor shelf adh‘.’s.‘,‘?',‘z kr_educed cell death and lack of eprthehal tnahgles (Martmez-Alvarez
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et al., 2000; Taya et af., 1999) ‘Ivnhibi\ti»c‘m ’:crv)f abfixi"pblﬁheﬁzafibn,Wou’lvq' itﬁp@ebgé}]

motility resulting in no filopodia and migration nts, it is uquil;(glyr;t}iat 5.

defective contact and adhesion, due to | sing the unfused palate

plmenotybc‘, siﬁcé svhévlyeé"'wéfi;fo e§ to
migration;pr(;mdting;agt/i'viAty_,
cells transfonﬁéd tomesencl
proapoptotic actxvntyhas eel
Opperman e{al.; 2000, D nk

TefB3* mice (Martine

regu‘latiohi cquildv» $0 occur. MMP13 could process the TGFBS;precursﬁér and in this way

reguidteiit_s actw,;tyr (Stefhlicht and Werb, 2001; Yu and Stamenkovic, 2000). Further

experiinehts,'are néedéd to determine the significance of this positive regulatory loop in

basal lamina degradation.
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FIGURE LEGENDS

Fig 1. Analysis of MEE cell fate using c!lfferentapproaches(A) Lcﬂ lane (T/L) show§ 7

the cell death and basal lamina degradaiioﬁ pattems dﬁf'ihg}"p’alrakt'e ghélf fysioh in vitro (0-
24 ). Cell death‘drv:tev;cl:trithb:y‘.'jl‘l}ilE (green) and lan}‘ini‘t“i"iml;%lrc).histtrz)pﬁeiﬁ;.isltxk“)rr (red) '

~were performed on the same slice. Laminin specific immunohistochemistry detected, in -

i. By 6 lir, p'(‘mépmji't}a'nt‘:ckélly’(yieat‘}’:'add basal

hs t}j‘at MES degradal‘t“io‘ri'h

the surroundin
were detected 2

labelednwiﬂyii C

no time EGFR-positiyé cells were detected in the wild-type mesen wng(pqmpartmﬂe‘htfof -

these chixﬁéric'palates. Interestingly, chimeric palates shovv:ec_l:intercala_tion of MEB cells
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(asterisks), at Vtvhektim'e abuhdamrapopﬁtotic bodies w_er_e‘detv'ecté'd (arroWs). A;fte.i', 24 hr of

- culture, fusion was complete and no mesenchymal cell migrated between halves; (B)

Althbugh’ no EGFP-positive cell was detected in the wild-type hjesénchyme compartment

3EGFP‘pQé}tive cells were dcté_cted in the wild-type oral and nasal

epithélia‘.;(C)"CCFSE abeled cells are not;deteéted;inv_ thc'mesenchyme combartmen_l

nhibited by z-VAD; Scale bar 100 fim,

alive palate slice. MEEigells of

cultured,

v cuyltvu'rc;shc’ (foNEL positive, red). Note the

acéunﬁ;’:latlon ngles at 3'and 6 hours of culture (blue

arrows); At6 ] éﬁtéd MES was obvious. At the end of

d‘cg_lls were detected as dying cells and none was

clearly detectediin the mesenchyme. These experiments were repeated more than three

times wit'hf'a‘t léast’é tnplxcat; for each condition. Scale bar, 100 pm.
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Fig, 3. Relationship between cell deafh and basal lamih? dggr?datiqﬁ.:Shelyes of

developing palates were put in contact and cultured in the presence of either a caspase

inbibitor (2-VAD) or t thie end of culture (24

h0uré), cell death the same palate slice by

'ovwz smculture -
na degradatlon At 1thre
cared Hoever2:VAD

emained intact: Apvéliicf:ét‘ic‘a.rjntoflo p.M :

fai ofMEE cclls Bﬁt, as eXpeéted, kinhibite‘d, :

@\d)u'. These experiments were repeated more than three
times with;at‘-rly:é'iiskt’ a 'tn 1¢§1Vtyeffor each condition. V, blood vessel. Scale baf, 50 um
Fig. 4. Aclivaﬁbri of basal lamina degradation by MEE cell death stimku:lki. ﬁjdiVidual

palate shelves Wef_é cultured without contact in the presence of retinoic acid (RA), a MEE

RA-induced cell death ’an'dfbas’ai lamina rem'ai'ri';:d‘i‘ntqét. Ggpetﬁliied induction of
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epithelial cell death with staurosporine activated the degradauon ofti;e basal lamina
underlyipg thedymgMEEcells (ér‘rOWheads),r whereas basal lammaunderlymg the MEE .
adjacent epitheiilim (igft to arrow) Wg_s"fupa‘ffe;ted. These experiments were reéégtgé o
more than three times‘r.&it'}klﬁavt least atnpllcate for e#c]l condition. Scale ba;; —10'0' um

Fig. 5. Anélysis of. peridéi-m gﬁelyly"fa't’e. Periden_n cells were labeled as,,d’eé_cribed in

Materials and Méthbdé and palate cultured for 8 thrgg S‘aﬁiplésv were ahalyzeyd every 2

than thrcé’ti’m'gs Wx;hfat ta triplicate for each condition. Scale bar, 100 pm,

Fig. 6. Effect of iﬁhibitioﬁ:‘bf 1p"erid'erm cell migration on cell death and fusion. After
periderm cell labeling (green), balate shelves were put in contact and cultured in the

presence or absence of 6 uM cytochalasin B for 10 hours. To detect cell death, palates
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were either stamed in whole-mount with acndme orange (C’ bnght spots), or sltces

processed f’or the TUNEL technlq e (Bt Ared) (A) When‘cytochalasm B was mcluded in

the medium, palate_morphology sho the lack of eplthellal tnangles (el) and weak

paylates dled thhm epttheltal tr;angles o

cytochalasin B treated palates ldid‘rlot: reach- - -

the oral and nasal closure and did not die (green cells; arrowheads). (C)'”Speciﬁ‘c i

reductiopjjrl cell'death was observed'i heﬁ MES of cytochalasin B treated palates witha -

minimum effect in rugae (r).:These experiments were repeated more than three times with

at least a trlplicat_e for each condition. Scale bars: white 500 pm, black-100 um :
Fig. 7. Effect of penderm cell removal on basal MEE cell viability and shelf fusmn
Periderm cells were rcmoved by washmg the MEE region after controlled trypsm kA

dlgestxon performed on l4 5 d p c. palate shelves before contact Control palates were

e nerated proper Fusxon between

‘denude,d’;palate, shelves did not oc‘: serve. the absence of epithelial triangles and

marked reductioti in MESltltivclmess wltep c:ompared with a control sanﬂple (see brackets).
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- These experiments were i;épeatéd more than three times with at least a triplicate for each

itially. heyly\yles approach

asal- MEE cells

s b wé_c:_n periderm

L

célls;;p;fo‘tjztaog‘l;c:kt;n’s: éééea} tobe 1mportantat tlus stage () dheswn ﬁcéomes stronger
as peridgnn cells move‘up band:_(vlow‘/:‘n the MES'('blugvbrta:pkqi)r formmg the epithelial
triangles ke‘t),'and bésal MEE cells c;‘f éach éhelfiniéfcél#te (cor;vergent extension)
resul'ti>1‘1rta7 m a smgle epf’tylylé]»ial 'laygf.v(D) MES Breaks and cpithelial pearls (ep) form;
pgridenﬁ and MEE ;:c;]l:s start to die within epithelial triangles and epithelial pearls,
respeqti?g]y (re‘& ;ﬁells). (E) MES, composed of periderm and basal MEE cells, essentially
degbenefakt:e’s; by cell déath; dying‘cells activate basal lamina degradation (cataptosis;
broken br;ngé\lihe). (F) Fusiqﬁ 1s cohplete without a major mesenchymal cell movement
across liie 71;1idd‘lell'ii1‘e; some o;-él and ﬁasal epithelial cells do move across the middle

line,

———

L A et e O .+ 5 S A i 5 A

e ek St b i

b e S e T e
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TABLE 1. Quantification of MEE labeled cells in the mesenchyme compartment after

fusion.
Labeling method #slices (width) # labeled cells in #cells TUNEL
(culture condition) analyzed mesenchyme positive
CCFSE B ,974'(7132';1111) : 12 12
CC}FSE’ (z-VLAI.):) NE i700ﬂ(v|2 S 0
: AdLacZ | 60 (50 ;{r'ﬁ_) 3 N.d.

: MEE cells of balates were labeled with CCFSE or Ad-LacZ (LacZ) before contact and

cuitured for 24 hours,'CCFSE labeled palates were also cultured in the presence of z-

'VAD.‘Slii;es from those pa]atés‘_k(i}k for evachi condition) were produced and labeled cells in

the_mésenchyme compai'tnﬁent;ﬁ'_etg S_ ‘_r‘ckh'ed along anterior and posterior palatal regions.

Cell death was also de‘terrﬁined'i‘n the same samples by the TUNEL technique. N.d., not

determined.
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