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RESUMEN

Introduccién: El factor de crecimiento transformante B3 (TGF-B3)
y el receptor Il del factor de crecimiento transformante g (TGFf-
RIII), regulan las interacciones epitelio-mesenquimales. La falta de
expresion de TGF-3 y del TGF-BRIII provoca defectos en la fusion
palatina. Objetivo: Observar la inmunoexpresion del TGF-f3 y del
TGF-BRIII en pacientes pediatricos con paladar hendido (PH), com-
pleto o incompleto no sindrémico. Material y métodos: El disefio
de estudio fue observacional, descriptivo, prospectivo y transversal.
La muestra consistié de 20 pacientes con PH completo e incom-
pleto, de cinco a 28 meses de edad. Se tomaron muestras del mu-
coperiostio de la hendidura palatina durante la palatoplastia. Para
realizar la inmunohistoquimica, las muestras se procesaron en un
aparato VENTANA BenchMark Ultra, con el anticuerpo TGF-f3 y
TGFB-RIII. Se valoré su expresion, mediante impresion global celu-
lar. Resultados: La inmunoexpresion del TGF-$3 fue mayor en las
células epiteliales que en los fibroblastos de pacientes con PH com-
pleto e incompleto; sin embargo, la inmunoexpresion del TGFB-RIII
fue mayor en los fibroblastos que en células epiteliales de pacientes
con paladar hendido completo. Conclusiones: Se concluyé que la
falta de expresion del TGFB-RIIl en epitelio, podria tener relacién
con la falta de fusién de las crestas palatinas. Seria de gran inte-
rés realizar un analisis mas profundo de la expresion de TGF-f3 y
TGFB-RIII, en distintas poblaciones celulares.

ABSTRACT

Introduction: Transforming growth factor g3 (TGF-p3), and
receptor Il of transforming growth factor g (TGFB-RIII), regulate
epithelial mesenchymal interactions. The lack of TGF-$3 and
TGFB-RIIl expression causes defects in palatal fusion. Objective:
To observe the immunoexpression of TGF-$3 and TGFp-RIII in
pediatric patients with non-syndromic complete or incomplete
cleft palate (CP). Material and methods: The study design was
observational, descriptive, prospective and transversal. Samples
were taken from 20 complete and incomplete CP patients from
five to 28 months of age. Samples of mucoperiostium were
removed from the cleft in the palate during palatoplasty. In order
to perform immunohistochemistry, samples were processed with
VENTANA Benchmark Ultra equipment, using TGF-$3 and TGFf-
RIII antibody. Immunoexpression was evaluated by means of global
cell impression. Results: TGF-B3 immunoexpression was greater
in epithelial cells than in fibroblasts of patients with complete and
incomplete CP; however, TGF-RIIl immunoexpression was greater
within the fibroblasts than in epithelial cells of patients with complete
cleft palate. Conclusions: It was concluded that the lack of TGFf-
RIII expression in the epithelium may be related to the lack of fusion
of the palatal shelves. It would be of great interest to perform a more
in-depth analysis of the expressions of TGF-3 and TGFB-RIII within
different cell populations.
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INTRODUCCION

Durante la palatogénesis, la expresidn del factor de
crecimiento transformante 1 (TGF-B1) y el TGF-2
aceleran la fusién de los procesos palatinos,!? mien-
tras que el TGF-B3 que es sintetizado por células me-
senquimales, contribuye a la dispersion del epitelio
del borde medio (EBM) durante la fusion palatina,®
ademas regula las interacciones del epitelio con las
células mesenquimales involucradas en la formacion
de paladar, piel, dientes, glandulas, entre otros 6rga-
nos,®® por lo que la falla de sefialamiento tanto del
TGF-B como de la proteina morfogenética de hueso
(BPM) conlleva a una variedad de deformidades cra-
neofaciales incluyendo el paladar hendido.*°

Por otra parte, el receptor tipo IlI, también llama-
do B-glucano, se distribuye en células mesenquimales
y epiteliales, se puede unir a todas las isoformas del
TGF-B, el cual puede ser anclado a la membrana o
secretado en forma soluble,?! |a pérdida del TGFpB-
RIIl impide la elongacién del proceso palatino y su ele-
vacion, lo que ocasiona la hendidura,'® esto se da en
parte por una reduccidn de la expresion de los genes
TGF-B y el receptor tipo | de BMP, provocando una
supresion del sefialamiento hacia el TGFp-RIII, que
afecta el equilibro de dicha sefializacién para la forma-
cion apropiada del tejido.®

En algunos estudios realizados para evaluar la
palatogénesis por medio de inmunohistoquimica, en
muestras murinas in vivo e in vitro, se determiné que
la expresion de TGF-3, y TGFB-RIII,Y en el paladar
ocurre cuando las crestas tenian una orientacién ver-
tical, esta inmunoexpresion fue localizada en células
epiteliales.

La distribucidn epitelial se conservé durante la ele-
vacién de las crestas palatinas, y destruccién del epi-
telio medial. Posterior a la fusion palatina, se observé
una baja expresion de TGF-3,122 por lo que algunos
estudios previos mostraron inhibicién de la sefaliza-
cion para la activacién del TGF-B3 en muestras mu-
rinas tomadas del paladar hendido.?*2* No obstante,
ratones deficientes en la expresion de TGF-3 mostra-
ron defectos en la fusion palatina, por lo que la expre-
sion del TGF-B3 se limit6é estrictamente al epitelio de
la linea palatina media en prefusion.2>2®

En cuanto al receptor, en un estudio experimental
de raton, se demostré que la expresion del TGFB-RIII
durante la palatogénesis ocurre a través del epitelio,
y se localiza especificamente en el epitelio del borde
medio durante la fusion de las crestas palatinas.3°-32
Ademas, debido a la falta de la expresién de éste,
conlleva a una alteracién en la proliferacién e induc-
cién de apoptosis celular, asi como a una afeccion

endotelial, reduccion de células mesenquimatosas, el
cual afecta el desarrollo de osteoblastos.*

El objetivo del presente estudio, fue el de determi-
nar la inmunoexpresién del TGF-$3 y del TGFB-RIII en
una muestra de tejido de la hendidura de pacientes
infantiles con paladar hendido completo o incompleto
no sindrémico, tratados con palatoplastia.

Previo a la toma de la muestra, se firmo el consenti-
miento informado y aprobacién de la toma de muestra
por el Comité Etico de Investigacion del Hospital Ge-
neral «Dr. Manuel Gea Gonzalez» y de los padres o
tutores de cada paciente.

MATERIAL Y METODOS
Seleccion de la muestra

La muestra consistié en 18 pacientes que presen-
taron paladar hendido completo, y dos pacientes con
paladar hendido incompleto; ambos no sindrémicos,
de los cuales, ocho fueron del sexo femenino y 12
masculino, de cinco a 28 meses de edad, todos ellos
programados para palatoplastia por primera vez.

Durante el estudio se procedi6 a recolectar una
muestra de tejido sobrante del procedimiento quirtrgi-
co, mismo que fue otorgado por el cirujano plastico a
cargo, quien proporciond el tejido sin implicar un ries-
go adicional para la salud de los pacientes.

El tejido fue tomado de la mucosa del paladar de
la hendidura de 0.3 a 0.5 cm, el cual fue fijado con
formol en una solucién buffer de fosfato al 10% (ME-
YER), las muestras fueron guardadas a 4 °C, durante
ocho horas, posteriormente se colocaron en una solu-
cion de PBS.

Preparacion de la inmunohistoquimica para TGF-$3
y TGFB-RIII

Se realizaron cortes de cada muestra, de 3u cada
uno, con su respectivo control. El anticuerpo del
TGF-B3 fue probado previamente en muestras de in-
testino delgado (Figura 1), mientras que el anticuerpo
del TGFB-RIIl se probé previamente en muestras de
la linea celular HepG2 (Figura 2), y pancreas de hu-
mano.

Las muestras de tejido, se dejaron secar y despa-
rafinar a 60 °C durante toda la noche. La inmunohis-
toquimica se corrié en un aparato VENTANA Bench-
Mark Ultra.

Para el anticuerpo monoclonal primario TGFp-RIII
(ab78421, abcam), se utilizé el sistema de deteccion
UltraView (Referencia 760-500, lote E06611, cadu-
cidad 20-09-2016). Se seleccioné la opcion de des-
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