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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Desarrollo del paladar de los mamíferos. 

 

El desarrollo del paladar consiste en la división en dos cavidades, la nasal y la oral, a 

partir de la primitiva cavidad bucal. Este desarrollo comienza al final de la quinta 

semana de gestación en el hombre y en el día 11 de gestación (11 DG) en el ratón 

(revisado en Abramovich, 1997). 

 

En este momento se observan dos esbozos del paladar, uno anterior y otro posterior. El 

anterior forma parte del segmento intermaxilar y cuando se fusionen las dos 

prominencias nasales mediales darán lugar al paladar primario. El esbozo posterior es 

mayor y está constituido por los dos procesos palatinos, estructuras alargadas en sentido 

antero-posterior que proceden de la cara medial de cada proceso maxilar, derivadas del 

primer arco branquial y que constituyen el paladar secundario, de donde se originan la 

mayor parte del paladar duro y el paladar blando.  

 

Para que el paladar primario y el secundario se desarrollen correctamente es 

imprescindible que previamente células de la cresta neural (CCN) emigren a los 

márgenes de la cavidad oral primitiva, poblándolos, constituyendo así el mesénquima de 

esta región (Kerrigan y cols., 2000). De las CCN derivan las células mesenquimáticas y 

gran parte del esqueleto craneofacial (revisado en Hall, 2008), por lo que parte del 

paladar y casi toda la estructura ósea de la cabeza tiene este origen común. En aves, la 

emigración de las CCN hacia su destino no comienza hasta que el tubo neural se ha 

cerrado, pero en los mamíferos la emigración ocurre antes de dicho cierre, es decir, en 

un período muy temprano del desarrollo embrionario (revisado en Trainor, 2005).  

 

Los procesos palatinos crecen inicialmente en sentido ventral como prolongaciones de 

la cara interna de los procesos maxilares hasta llegar a formar dos láminas situadas en 

posición vertical a ambos lados de la lengua; esto ocurre en el día 45 de gestación en el 

hombre y en el día 13 en el ratón (revisado en Ferguson, 1988). En este momento del 

desarrollo, en cada proceso se pueden observar tres regiones (Schüpbach y cols., 1983): 

1) una anterior, orientada verticalmente, 2) una porción media, orientada también 
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verticalmente en principio, que luego va a sufrir remodelación y 3) otra región posterior, 

muy pequeña, orientada horizontalmente desde el principio de su desarrollo.  

 

Los procesos palatinos adoptan más tarde una posición horizontal en toda su longitud 

(56-57 DG en el hombre, 14-14,5 DG en el ratón), pero sus distintas porciones se 

comportan de manera diferente para alcanzarla. Estudios morfológicos detallados del 

paladar embrionario de los roedores confirman que, en este momento, solamente la 

porción anterior de los procesos se eleva hacia una posición horizontal, quedando el 

dorso de la lengua en contacto con ella (Schüpbach y cols., 1983). Sin embargo, en la 

zona inmediatamente posterior (porción media del paladar), la lengua está aún entre los 

procesos palatinos verticales. A medida que transcurre el desarrollo en el embrión se 

observa la remodelación del paladar medio, que tiene lugar mediante la formación de un 

pliegue que sobresale en la cara medial de cada proceso. Al mismo tiempo, la parte 

anterior de los procesos palatinos crece hacia la línea media hasta el punto en que 

ambos contactan en la región de máxima convexidad, aproximadamente a nivel de la 

segunda ruga (Ferguson, 1978; Schüpbach y cols., 1983).  

 

Conforme los procesos palatinos se elevan, van aproximándose el uno al otro, de forma 

que a los 14,5 DG en el ratón, el epitelio del borde medial (EBM) de cada proceso 

palatino, que es el epitelio que recubre sus extremos, contacta en la línea media con el 

otro. Ambos epitelios se adhieren y se inicia la fusión del paladar con la formación de 

una “costura” epitelial: la costura epitelial medial -CEM- (Ferguson, 1988). El contacto 

entre los procesos palatinos se realiza inicialmente a nivel de la unión entre los dos 

tercios posteriores y el tercio anterior de los procesos, progresando la fusión anterior y 

posteriormente desde ese punto (Schüpbach y cols., 1983). Inmediatamente antes del 

contacto entre los procesos palatinos, el EBM sufre una serie de cambios que pretenden 

favorecer su adhesión con el opuesto: aumenta su número de capas (Brinkley, 1984; 

Tudela y cols., 2002), y sus células más apicales sobresalen de la superficie, 

desarrollando igualmente filopodia, en un intento de aumentar el área de contacto entre 

epitelios opuestos (Taya y cols., 1999; Martínez-Álvarez y cols., 2000a, b).  

 

Durante el proceso de adhesión es esencial el papel de la matriz extracelular (MEC), la 

cual está compuesta por proteínas y polisacáridos que se segregan localmente formando 

un entramado de macromoléculas en el espacio extracelular con funciones de sostén, 
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relleno, defensa y nutrición (Junqueira y Carneiro, 1973). Su composición química y 

estructura varía de forma específica según el tejido y, dentro de un mismo tejido, puede 

variar dependiendo de los diferentes períodos del desarrollo tisular. Básicamente la 

MEC se compone de tres tipos de moléculas:  

-Colágenos; de los que se han descrito 27 tipos diferentes. Inducen la adhesión 

celular, activan la señalización intercelular y regulan la actividad de diferentes factores 

de crecimiento (Vogel, 2001). 

-Glicoproteínas; se diferencian en dos grupos. Uno es el de las matricelulares, 

como la tenascina, y el otro el de las adhesivas, al que corresponden fibronectina y 

laminina. Estas últimas forman conexiones a través de las integrinas (Raines, 2000). 

-Proteoglicanos; hay diferentes tipos y, fundamentalmente, participan en el 

reconocimiento y adhesión célula-célula y célula-MEC (Letourneau, 1996). 

 

Además de los componentes de la MEC, en la adhesión celular son muy importantes las 

moléculas de adhesión situadas en las membranas celulares, como las integrinas y las 

cadherinas. También es esencial que la composición de la MEC varíe a través del 

proceso conocido como remodelación, que consiste en el cambio de su composición 

debido a ciertas metaloproteinasas (MMP) y sus inhibidores (Gato y cols., en 

preparación). La actividad de las MMP es fundamental para la síntesis y degradación de 

diferentes moléculas de adhesión celular, como las que se encuentran en el EBM de 

ratón en la pre-adhesión: fibronectina, integrina-5, colágeno IV y IX (Martínez-Sanz y 

cols., 2008), versican y decorina (Gato y cols., en preparación) y el proteoglicano 

condroitín sulfato (Gato y cols., 2002). La adhesión de los procesos palatinos es crucial 

en el desarrollo del paladar, y algunas fisuras palatinas se deben a su fracaso (Proetzel y 

cols., 1995; Martínez-Sanz y cols., 2008). 

 

Otro mecanismo esencial en la correcta palatogénesis es la proliferación de las células 

que constituyen los procesos palatinos, ya que el número de células mesenquimáticas 

está determinado por un balance entre proliferación y muerte celular y de este número 

dependerá el tamaño de los procesos palatinos (Hanumegowda y cols., 2002). De hecho, 

diversos estudios muestran que un descenso en la proliferación celular palatina 

desencadena fisura palatina –FP- (Yoshikawa y cols., 1987; Shah, 1990; He y cols., 

2008; Takechi y cols., 2008; Del Río y cols., 2011). La proliferación celular es muy 

elevada tanto en mesénquima como en epitelio en el desarrollo embrionario temprano, 
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pero gradualmente va descendiendo, lo cual tiene lugar antes en el mesénquima que en 

el epitelio (Citterio y Gaillard, 1994).  

 

Una vez la CEM se ha establecido por la adhesión de los epitelios del borde medial 

opuestos, sus células se intercalan (Tudela y cols., 2002) y la costura se elonga en 

sentido dorso-ventral. Para que la fusión entre los procesos palatinos tenga lugar, la 

CEM debe desaparecer. Los mecanismos causantes de tal desaparición se inician 

incluso antes del contacto entre los procesos palatinos con la aparición de células 

apoptóticas aisladas en todas las capas celulares del EBM (Taniguchi y cols., 1995; 

Martínez-Álvarez y cols., 2000a), que se incrementan una vez el contacto entre los 

procesos se establece. La muerte celular programada es uno de los tres mecanismos que 

causan la desaparición de células de la CEM (Mori y cols., 1994; Taniguchi y cols., 

1995; Martínez-Álvarez y cols., 2000a; Cuervo y cols., 2002; Cuervo y Covarrubias, 

2004; Takigawa y Shiota, 2004; Vaziri Sani y cols., 2005), y su alteración hace fracasar 

la fusión del paladar (Abbott y Birnbaum, 1989; Saito y cols., 2005; Cuervo y cols., 

2002). Pero la muerte celular programada no es el único mecanismo, algunas células de 

la CEM desaparecen de ella emigrando dorsalmente a lo largo de la línea media para 

formar parte del epitelio nasal (Carette y Ferguson, 1992; Cuervo y Covarrubias, 2004; 

Jin y Ding, 2006) y posteriormente, lo que parece favorecer la adhesión final de las 

zonas posteriores del paladar (Jin y Ding, 2006).  

 

Aunque a veces cuestionado (Carette y Ferguson, 1992; Xu y cols., 2003; Vaziri Sani y 

cols., 2005; Dudas y cols., 2007) hay suficiente evidencia científica que demuestra que 

algunas células de la CEM sufren transformación epitelio-mesenquimatosa –TEM- 

(Fitchett y Hay, 1989; Griffith y Hay, 1992; Shuler y cols., 1992; Sun y cols., 1998; 

Martínez-Álvarez y cols., 2000a; Jin y Ding, 2006, Nawshad y cols., 2004), 

constituyendo el tercer mecanismo por el que la CEM desaparece. 

 

La fusión total de los esbozos del paladar secundario se puede observar entre la novena 

y duodécima semanas del desarrollo de humanos (revisado en Abramovich, 1997). En el 

ratón, en el día 15 DG la CEM ha desaparecido y en la línea media se observa 

confluencia total del mesénquima de ambos procesos, finalizando con ello la fusión del 

paladar. En este momento, hay fusión tanto de la región posterior de los procesos entre 

sí como de la porción anterior con el paladar primario y la parte más ventral del tabique 
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nasal (Ferguson, 1988). En el hombre queda, únicamente, una zona libre de fusión en la 

línea media: el denominado canal nasopalatino, palatino anterior o incisivo, que permite 

el paso de los vasos y nervio del mismo nombre. Este canal señala el límite entre el 

paladar primario y secundario. En cambio, en roedores como la rata y el ratón, se 

forman dos conductos que establecen una verdadera comunicación buconasal (Carlson, 

1990). Otra diferencia en el desarrollo palatino entre los roedores y el hombre es que en 

éste pueden quedar restos de costura epitelial en la línea media, lo que recibe el nombre 

de perlas epiteliales de Epstein.  

 

 

1.2. Papel de TGF-β en el desarrollo del paladar. 

 

Los factores de crecimiento transformantes beta -TGF-β- (Transforming Growth Factor 

Beta) son los más estudiados en relación con la palatogénesis (revisado en Meng y cols., 

2009). Están constituidos por una superfamilia de citoquinas que comprende unas 100 

proteínas diferentes entre las que se encuentran: TGF-βs, activinas, inhibinas, nodal, 

miostatina, proteínas de morfogénesis ósea -BMPs- (Bone Morphogenetic Proteins) y 

factores de diferenciación –GDFs- (Growth Differentation Factors) (revisado en Gomes 

y cols., 2005). En mamíferos, la superfamilia de los TGF-β se puede dividir en 3 

familias principales: TGF-βs, activinas/inhibinas/nodal y BMPs (revisado en Lin y cols., 

2006). 

 

Dado que el correcto desarrollo de la palatogénesis precisa la actuación de varios 

factores de crecimiento pero son especialmente importantes la familia de los TGF-β 

(revisado en Massagué, 2000), es en ellos en los que centramos nuestro estudio.  

 

Se han descrito cuatro TGF-β diferentes en aves, cinco en anfibios y tres en mamíferos. 

Son proteínas altamente conservadas en la escala evolutiva. Por ejemplo, las secuencias 

de TGF-β3 de hombre y de ratón sólo difieren en un aminoácido, hecho que permite 

suponer que ejercen efectos similares en ambas especies (revisado en Maldonado y 

Jaramillo, 1996), y sólo hay uno o dos aminoácidos de diferencia al compararlas con las 

secuencias del  TGF-β3 de aves y cerdos (revisado en Cox, 1995). 

 



10 

 

Los TGF-β de los mamíferos son proteínas homodiméricas de 25kDa de tamaño con 

diferencias sutiles entre sí: las isoformas TGF-β1 y TGF-β2 son iguales en un 75%, 

TGF-β1 y TGF-β3 lo son en un 80% y TGF-β2 y TGF-β3 presentan un 80% de similitud. 

Aunque son isoformas homólogas, los aminoácidos que las conforman están codificados 

en tres genes diferentes (Tgf-β1, Tgf-β2 y Tgf-β3), lo que sugiere que realizan diferentes 

funciones (revisado en Tandon y cols., 2010).  

 

En diferentes tejidos embrionarios de ratón se ha descrito la expresión de los tres TGF-β 

en forma de proteína y de ARN mensajero (ARNm) en una misma localización 

temporal y espacial. De ello se deduce que sufren una regulación autocrina. En otras 

ocasiones, los ARNm son expresados a la vez en un mismo órgano pero las proteínas 

aparecen en localizaciones adyacentes, lo cual indica que también existe una actuación 

paracrina (Pelton y cols., 1991). Los tejidos embrionarios en los que se ha localizado la 

expresión de las tres isoformas son muy diversos. Entre otros, aparecen en células 

mesenquimáticas, epiteliales, endoteliales, óseas, del sistema inmune y fibroblastos 

(tabla 1) (Heine y cols., 1987, 1990; Lehnert y Akhurst, 1988; Wilcox y Derynck, 1988; 

Flanders y cols., 1989; Thompson y cols., 1989; Pelton y cols., 1990a; Gehris y cols., 

1991; Millan y cols., 1991; Schmid y cols., 1991; Silbertstein y cols., 1992). 

 

Además del tipo celular donde aparecen, es muy importante la etapa de desarrollo 

embrionario en la que se expresen y las señales circundantes que reciben para que 

ejerzan una función u otra. De hecho, aunque el término “TGF” se usó originalmente 

para describir una clase de polipéptidos que estimulaban el crecimiento de fibroblastos 

in vitro, con el tiempo se ha detectado que presentan múltiples funciones (revisado en  

Sporn y Roberts, 1990).   

 

Estos factores de crecimiento están implicados en la regulación del ciclo celular, en los 

procesos de migración y diferenciación celular, en la hematopoyesis, formación ósea, 

fibrosis y respuesta inmune e inflamación (revisado en Tandon y cols., 2010). También 

intervienen en el proceso de cicatrización (Pearson y cols., 1988), en la angiogénesis 

(Roberts y cols., 1986), en la formación de fibroblastos y en el proceso de implantación 

del embrión en el útero (revisado en Maldonado y Jaramillo, 1996). Además, están 

implicados en el mecanismo de TEM (revisado en Wu y Hill, 2009) y en la regulación 

de la síntesis y deposición de componentes de la MEC (revisado en Maldonado y 
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Jaramillo, 1996), como varios tipos de colágenos, fibronectina, tenascina, osteonectina, 

osteopontina, trombospondina y glicosaminoglicanos. También inducen la expresión de 

integrinas y receptores que median las interacciones celulares con proteínas de MEC, 

favoreciendo los procesos de adhesión celular (revisado en Massagué, 2000).  

 

 

Tabla 1. Tejidos y tipos celulares donde ha sido localizada la expresión de TGF-β1, TGF-β2 y TGF-β3 y 

autores que han registrado dicha expresión.  

 

Isoforma Tejido o tipo celular donde se expresan Autores que lo han registrado 

TGF-β1 

Endotelio, células T, timo, megacariocitos en la 

médula ósea, células de los bronquios de origen 

mesodérmico, osteocitos, fibroblastos. 

Wilcox y Derynck, 1988; 

Lehnert y Akhurst, 1988; 

Millan y cols., 1991; Schmid y 

cols., 1991. 

Pericondrio del cartílago, osteocitos de hueso, 

epitelio del intestino y del estómago. 

Mesénquima y epitelio palatino. 

 

Flanders y cols., 1989; Heine y 

cols., 1987, 1990; Pelton y 

cols., 1990a; Thompson y cols., 

1989; Gehris y cols., 1991; 

Silbertstein y cols., 1992. 

TGF-β2 

Epitelio de la glándula salivar, cristalino y 

retina, epitelio escamoso bronquial y 

queratinocitos suprabasales. En médula espinal 

y en la parte anterior del cerebro, así como en 

membranas basales de múltiples tejidos, como 

las del intestino y el riñón, de la dermis de la 

piel y de las meninges y en la glia del sistema 

nervioso central. 

 

TGF-β3 

En epitelios (palataino embrionario o el 

cuboidal de los bronquios), en la cápsula del 

hígado o en los derivados mesenquimatosos de 

tráquea y esófago, en músculo liso, cardiaco y 

esquelético, en la epidermis y osteocitos del 

hueso. 
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Los TGF-β también son muy importantes en la emigración y diferenciación de las CCN. 

Dicha emigración es un mecanismo poco conocido en este tipo de células y existen 

diversas teorías (Noden y Trainor, 2005) para explicar lo que ocurre. Sí es ampliamente 

sabido el hecho de que su destino no está predeterminado sino que será el resultado de 

las señales que reciban durante la emigración lo que lo establezca finalmente (Dorsky y 

cols., 2000; Hagedorn y cols., 2000; Chai y Maxson, 2006; Crane y Trainor, 2006; 

Taneyhill y Bronner-Fraser, 2006). Esas señales provienen tanto de los tejidos 

circundantes como de ellas mismas (Hagedorn y cols., 1999; Dorsky y cols., 2000; Chai 

y Maxson, 2006), siendo muy importante la sincronización de tales señales. Es decir, 

han de ser las adecuadas en tiempo, concentración y disposición espacial (Hagedorn y 

cols., 2000; Carstens, 2004; Chai y Maxson, 2006). Se han observado tres familias 

implicadas en dicha señalización: los genes Wnt, los factores de crecimiento 

fibroblástico -FGF- (Fibroblast Growth Factor) y los TGF-β (Dorsky y cols., 2000; 

Chai y cols., 2003; Crane y Trainor, 2006; Taneyhill y Bronner-Fraser, 2006). Estos 

factores actuarán combinadamente para producir los efectos biológicos específicos 

requeridos en cada caso (Ishii y cols., 2003). 

 

En el paladar embrionario de ratón, las tres isoformas de TGF-β se expresan en el 

mesénquima y en el EBM entre los días 12 y 16 de gestación, período que engloba la 

palatogénesis. Una vez finalizado este proceso, la expresión se reduce mucho y termina 

desapareciendo (Pelton y cols., 1990a). Los TGF-β intervienen en todos los mecanismos 

necesarios para el desarrollo del paladar: migración celular, TEM, proliferación, 

supervivencia celular y síntesis y deposición de MEC (Pelton y cols., 1990b; Ferguson, 

1987, 1988). Aunque los tres TGF-β tienen una estructura y forma de actuar similar y 

coordinada presentan funciones y lugares de expresión diferentes. 

 

Los ratones mutantes incapaces de expresar  TGF-β1 mueren a los tres días de vida 

aproximadamente a causa de enfermedades autoinmunes que resultan en una 

inflamación letal (Kulkarni y cols., 1993). Los estudios realizados con estos mutantes 

han llevado a la conclusión de que TGF-β1 actúa principalmente en la preimplatación 

embrionaria, antes del estado de mórula, y en la hematopoyesis del saco vitelino. 

También es importante en el desarrollo del folículo capilar y óseo, en el mantenimiento 

de las superficies oclusales en dientes y en la producción de células de Langerhans en la 

piel. Estos ratones mutantes no presentan fisuras orofaciales de ningún tipo y 
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morfológicamente son como los individuos silvestres (revisado en Dünker y Krieglstein, 

2000). 

 

Aunque dichos mutantes no muestren alteraciones morfológicas en el paladar se detecta 

la expresión de TGF-β1 en forma de ARNm en EBM y mesénquima (Fitzpatrick y cols., 

1990; Martínez-Álvarez y cols., 2004) y se inmunolocaliza el péptido en el mesénquima 

(Gehris y cols., 1991). Este TGFβ induce la síntesis de colágenos y de fibronectina, 

tenascina, y proteoglicanos condroitin/dermatan, todos ellos componentes de la MEC. 

La expresión de estas moléculas y la de TGF-β1 coincide en el mesénquima adyacente 

al EBM justo antes y durante la adhesión de los epitelios del borde medial, lo que refleja 

el papel de este factor en el mecanismo de adhesión de los procesos palatinos 

(Fitzpatrick y cols., 1990). TGF-β1 también estimula la síntesis de ácido hialurónico, 

que es necesario para que los procesos palatinos se eleven (Ferguson, 1988), y su 

localización justo antes y durante la elevación coincide con ese papel (Pelton y cols., 

1990b). También se ha comprobado que cultivos de procesos palatinos de ratón silvestre 

a los que se ha añadido TGF-β1 en el medio muestran un epitelio más fino, un EBM más 

degradado y un aumento de fibronectina en el mesénquima (Dixon y Ferguson, 1992). 

 

Por todo ello queda establecido que TGF-β1 actúa a nivel del EBM y del mesénquima y 

es importante en el desarrollo del paladar, aunque los ratones mutantes para el gen 

donde está codificado este factor no presenten fisuras palatinas. Este hecho puede 

explicarse porque los otros dos TGF-β ejerzan una actividad compensatoria, al menos 

en parte, ante la ausencia de TGF-β1. Por ejemplo, Yang y Kaartinen (2007) trabajaron 

con ratones mutantes Tgf-b1-KI, a los cuales se les había insertado el gen Tgf-β1 en el de 

Tgf-β3, silenciando así la expresión de TGF-β3 pero aumentando la de TGF-β1. Estos 

mutantes presentaban fisuras palatinas parciales, pero no completas como los mutantes 

Tgf-β3 -/- generados por los equipos de Groffen y Doetschman en 1995 (Kaartinen y 

cols., 1995; Proetzel y cols., 1995), por lo que concluían que el aumento de TGF-β1 

podía compensar en parte la deficiencia de TGF-β3 (Yang y Kaartinen, 2007). Más 

recientemente, en nuestro grupo de investigación hemos observado en procesos 

palatinos cultivados de ratón el posible papel compensatorio entre TGF-β1 y TGF-β3. 

Detectamos un aumento en los niveles de expresión de TGF-β1 cuando los procesos 

palatinos pertenecían a embriones mutantes Tgf-β3 -/- y cuando pertenecían a individuos 

silvestres cultivados con un suplemento de TGF-β3. Sin embargo, cuando a los cultivos 
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de embriones mutantes negativos para TGF-β3 se añadía TGF-β1 ó TGF-β3 ese aumento 

de expresión no era detectado. Es decir, parece que ante una alteración de los niveles de 

expresión de TGF-β3 existe un aumento compensatorio de TGF-β1 (Murillo y cols., 

2009). 

 

También existen ratones mutantes cuyo gen Tgf-β2 ha sido bloqueado. En este caso los 

individuos mueren poco antes de nacer o durante el nacimiento, presentan un tamaño 

menor que los ratones silvestres de su misma especie y múltiples malformaciones: 

cardiacas, pulmonares, de las extremidades, columna vertebral, ojos, oído interno, 

defectos urogenitales y craneofaciales. Los defectos detectados indican alteraciones en 

las interacciones epitelio-mesenquimáticas, en palatogénesis, crecimiento celular, 

producción de MEC y remodelación tisular. Muchos de los tejidos afectados 

comprenden derivados de CCN y simulan alteraciones en la cresta neural. Sólo el 20% 

de dichos mutantes presentan una FP completa (revisado en Dünker y Krieglstein, 

2000). 

 

En el paladar embrionario de ratón, la expresión de TGF-β2 se localiza principalmente 

en el mesénquima pero se cree que debe ejercer influencia sobre los procesos que 

ocurren en el EBM de forma directa, ya que se detecta en estas células en forma 

proteica (Gehris y cols., 1991), o actuando sobre otros factores de crecimiento como el 

TGF-α (revisado en Fitzpatrick y cols., 1990).  

 

Sin embargo, la expresión de TGF-β3 se localiza en el EBM tanto en forma de ARNm 

como de proteína, por lo que se le atribuye el papel principal en la regulación de 

propiedades específicas de las células epiteliales del paladar embrionario (Pelton y cols., 

1990a).  De hecho, se ha comprobado su gran importancia en el correcto desarrollo del 

paladar tanto in vitro como in vivo. Brunet y colaboradores (1995) demostraron que la 

inhibición de TGF-β3 en cultivos de procesos palatinos de ratón de 13 DG impedía la 

fusión de los procesos y que ésta se recuperaba al añadir TGF-β3 exógeno al medio de 

cultivo. Es más, existen trabajos en los que se ha obtenido la fusión de los procesos 

palatinos de pollo al añadir TGF-β3 al medio de cultivo, cuando los procesos de esta 

especie no expresan TGF-β3 ni llegan a fusionarse ni in vitro ni in vivo (Sun y cols., 

1998; Gato y cols., 2002). Además, los ratones cuya mutación les impide expresar  un 

TGF-β3 funcional presentan FP completa y fallo en desarrollo pulmonar en el 100% de 
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los casos, muriendo en las 24 h siguientes al nacimiento y sin presentar ninguna otra 

malformación (revisado en Dünker y Krieglstein, 2000). Esto lleva a la conclusión de la 

gran importancia de TGF-β3 en el desarrollo del paladar. 

 

1.3. La fisura palatina. 

 

Cuando alguno de los procesos referidos anteriormente (apartado 1.1.) se altera y el 

desarrollo del paladar no ocurre correctamente, su cierre se puede ver afectado, dando 

lugar a la malformación congénita conocida como fisura palatina (FP). 

 

Existen diversas clasificaciones de los diferentes tipos de fisuras orofaciales, entre las 

que se encuentra la propuesta por Spina y colaboradores (1972) para clasificar las 

fisuras labiopalatinas (FLP). Esta clasificación se basa en el desarrollo embrionario del 

paladar, al igual que otras anteriores (Fogh-Andersen, 1942; Kernahan y Stark, 1958), 

pero con la particularidad de que se añadieron prefijos latinos (“pre-”, “trans-“, “post-“) 

al término “foramen” con la finalidad de especificar la localización de la fisura y, a su 

vez, evocar su origen embriológico (tabla 2, fig. 1). 

 

El foramen incisivo es una abertura en el hueso del paladar duro cercana a los incisivos 

por la que atraviesan los nervios y vasos sanguíneos nasopalatinos que inervan e irrigan, 

respectivamente, la mucosa que cubre los derivados del paladar primario esencialmente. 

El paladar primario se sitúa desde el foramen incisivo hasta el labio y el paladar 

secundario, desde este foramen hasta la úvula. Spina y colaboradores (1972) utilizaron 

los prefijos “pre-“, “trans-“ y “post-“ para hacer referencia, respectivamente, a las 

fisuras aisladas del paladar primario, las fisuras conjuntas del paladar primario y 

secundario y, finalmente, a las fisuras aisladas del paladar secundario (tabla 2, fig. 1). 

En esta clasificación, las fisuras desvinculadas del foramen incisivo merecen un grupo 

aparte, denominado “Fisuras faciales raras”, debido a la baja incidencia con la que se 

manifiestan. 
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Tabla 2. Clasificación de Spina y cols., 1972, modificada por Silva Filho y colaboradores y aprobada en 

el Hospital de Rehabilitación de Anomalías Craneofaciales de la Universidad de São Paulo (Brasil). 

Adaptada del  libro “Fissuras Labiopalatinas: Uma Abordagem Interdisciplinar” (2007). 

 

 

Como se observa en la clasificación de Spina y colaboradores, la FP puede ocurrir como 

un problema aislado (FP aislada) o en conjunción con fisura del labio (fisura 

labiopalatina) (revisado en Sadove y cols., 2004). Ambas entidades parecen ser 

problemas genéticamente distintos. Así, por ejemplo, la fisura de labio con o sin FP 

sucede con una distribución racial predecible, ocurriendo en sólo 0,3/1000 de los 

nacidos vivos afroamericanos, 1,0/1000 de los caucásicos, 1,7/1000 de los asiáticos y 

3,6/1000 de los indios americanos. Por el contrario, la FP aislada aparece en 0,5 de cada 

1000 nacidos vivos sin distribución racial preferente (Strong y Buckmiller, 2001; 

González y cols., 2004).  

Grupo I - Fisuras Preforamen Incisivo 

Unilateral 

Derecha  
Completa 

Incompleta 

Izquierda 
Completa 

Incompleta 

Bilateral 
Completa 

Incompleta 

Medial 
Completa 

Incompleta 

Grupo II - Fisuras Transforamen Incisivo 

Unilateral 

Derecha  

Izquierda 

      Bilateral 

       Medial 

Grupo III - Fisuras Postforamen Incisivo 
Completa 

Incompleta 

Grupo IV - Fisuras faciales raras   
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Figura 1. Tipos de fisuras. Representación esquemática del paladar (A) y posibles tipos de fisuras 

labiopalatinas (B, C, D) según la clasificación de Spina y colaboradores (1972). Adaptado del  libro 

“Fissuras Labiopalatinas: Uma Abordagem Interdisciplinar” (2007). Las líneas azules indican dónde tiene 

que aparecer la fisura para que se englobe en la clasificación dada. (B) Tipos de fisuras que sólo afectan 

al paladar primario. (C) Fisuras que afectan al paladar primario y al secundario al mismo tiempo. (D) 

Fisuras que únicamente afectan al paladar secundario.  
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Dentro de Europa, países como España e Inglaterra presentan una prevalencia de FLP 

leve (0,01-0,44 por cada 1000 nacidos vivos) mientras que en países como Dinamarca la 

prevalencia es de las más altas (superior a 0,70 por cada 1000 nacidos vivos); existiendo 

casos, como el de Francia, en los que la prevalencia es leve en el caso de las fisuras de 

labio con o sin FP y de prevalencia elevada en el caso de la FP aislada (Mossey y cols., 

2009). 

 

En España, según datos del boletín del Estudio Colaborativo Español de 

Malformaciones Congénitas (ECEMC) publicados en 2009, la frecuencia en el año 

2008 de labio leporino asociado o no a FP fue de 4,05 por cada 10.000 recién nacidos 

vivos, mientras que la de la FP aislada apareció en 3,58 de cada 10.000 recién nacidos 

vivos (Bermejo y cols., 2009). Según este mismo estudio, que fue realizado con datos 

recogidos desde 1980 hasta 2008 en diferentes hospitales de toda España, la frecuencia 

del labio leporino asociado o no a FP y la de la FP aislada presenta una tendencia lineal 

decreciente estadísticamente significativa. Sin embargo, en ciertas comunidades como 

la de Madrid, no observan esa tendencia decreciente, sino que no existen diferencias 

significativas entre los datos recopilados en esos 28 años (Bermejo y cols., 2009).  De 

todos modos, es importante tener en cuenta que es muy posible que la incidencia de las 

FLP en España pudiera ir en aumento, debido a la gran cantidad de inmigrantes que se 

han instalado en el país en esta última década procedentes de regiones asiáticas y 

latinoamericanas, donde la incidencia de esta malformación es más elevada que en los 

individuos europeos. 

 

Otro factor que dificulta el cálculo de una incidencia general para esta enfermedad es el 

hecho de que la epidemiología de la FP se complica con la presencia de alrededor de 

300 síndromes que incluyen diferentes formas de FP en su presentación. Las fisuras 

palatinas asociadas a síndromes suelen ser aisladas, sin fisura del labio, es decir, 

involucrando sólo al paladar secundario. En general, un síndrome se diagnostica en un 

33 a un 50% de los pacientes con FP aislada (Van der Kolk, 2000). 

 

En resumen, es complicado concretar unas cifras para la incidencia y la prevalencia de 

la FP, ya que esta puede darse aislada o asociada a fisura labial y, a su vez, como parte 

de un síndrome o asociada a otras anomalías. Además existe una relación con el sexo, el 

grupo étnico y la región a la que pertenecen los individuos estudiados. 
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1.4. La fisura palatina en los ratones mutantes negativos para el gen Tgf-β3. 

 

En 1995, los equipos de investigación de T. Doechman en Cincinatti (Proetzel y cols., 

1995) y J. Groffen en California (Kaartinen y cols., 1995) lograron generar de forma 

simultánea ratones mutantes negativos para el gen Tgf-β3 (Tgf-β3 -/-). El estudio de estos 

individuos mutantes confirmó la importancia de TGF-β3 en la palatogénesis, dado que la 

única malformación craneofacial que presentan es la FP aislada. 

 

La mutación se obtuvo inicialmente en células madre del clon I98 al reemplazar el exón 

6, cuya secuencia codifica de forma completa el dominio activo de la proteína TGF-β3, 

por el gen pMC1neo, que confiere resistencia a la neomicina (Thomas y Capecchi, 

1987; Capecchi, 1994). A partir de estas células madre, Kaartinen y colaboradores 

(1995) obtuvieron ratones Tgf-β3 -/- en dos razas distintas: C57 BL/6 y Black Swiss. De 

los 67 especímenes homocigotos negativos que generaron, todos presentaban el paladar 

secundario fisurado y sólo el 50% de los casos implicaba además al paladar primario, 

siendo los fenotipos de las dos razas muy similares entre sí. Además, todos los mutantes 

negativos morían en las primeras horas de vida, aunque al nacimiento, la talla y el peso 

eran normales comparados con los silvestres. El estudio de pulmones y vías aéreas 

mostraba una clara anormalidad histológica, con hipoplasia alveolar, defecto en la 

formación del septo alveolar, engrosamiento mesenquimático e hipercelularidad, siendo 

la displasia broncopulmonar la causa de la muerte en estos ratones. Ningún otro tipo de 

malformación o defecto relevante fue observado cuando se estudiaron otro tipo de 

órganos o estructuras en estos especímenes. 

 

Al mismo tiempo, Proetzel y colaboradores (1995) generaron ratones Tgf-β3 -/- en tres 

razas distintas: C57 BL/6, CF-1 y 129/Sv. Al igual que los obtenidos por el otro equipo 

de investigación, el 100% presentaban FP y morían al nacer, deshidratados y cianóticos. 

Pero al contrario que el otro grupo, los mutantes generados por Proetzel y colaboradores 

presentaron diferencias en la severidad de la FP sufrida. El fenotipo más severo 

correspondía a los ratones C57 que mostraban una FP completa en 7 de los 15 mutantes 

negativos que obtuvieron. Los 8 restantes presentaron FP posterior. De la raza CF-1 se 

generaron 103 individuos -/- y sólo 2 de ellos presentaban FP completa. El fenotipo más 

frecuente en éstos fue la FP posterior en 92 casos y otros 9 mostraban FP anterior. De la 
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raza 129/Sv sólo se obtuvieron 2 mutantes negativos para Tgf-β3 que presentaron FP 

posterior. Ninguno de los individuos llevaba asociada una fisura labial. 

 

Estos resultados demostraban que la raza C57 presenta una mayor susceptibilidad a 

padecer FP, algo constatado por Ferguson en 1988 en estudios de inducción de FP con 

teratógenos. Para Proetzel y colaboradores (1995), el aumento de la incidencia de 

fisuras palatinas en los C57 sugiere que en esta raza el gen Tgf-β3 interactúa con otros 

genes involucrados en esta patología, lo cual acontece también en las fisuras palatinas 

humanas, donde diferentes estudios han constatado la afectación de distintos genes en 

pacientes fisurados (revisado en Murray y Schutte, 2004). 

 

En este trabajo, hemos empleado la raza C57BL/6J [TM1DOE], procedente de los 

laboratorios Jackson, en Maryland (EE.UU.) y mantenida por nuestro grupo de 

investigación en el animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad 

Complutense de Madrid desde 1999.  En estos individuos, los procesos palatinos de los 

mutantes crecen, se elevan, se aproximan y contactan en la línea media. Una vez han 

entrado en contacto, los epitelios del borde medial de los procesos palatinos no se 

adhieren en ningún punto de su longitud en prácticamente la totalidad de los casos 

(observaciones de nuestro laboratorio) de manera que el crecimiento posterior en el 

tiempo de todas las estructuras craneofaciales hace que los procesos palatinos se 

separen, formándose así una FP completa. Paralelamente, el EBM se diferencia a 

epitelio escamoso estratificado, similar al epitelio oral (Martínez-Álvarez y cols., 2004). 

 

Todo ello es a consecuencia de las alteraciones moleculares que sufren los procesos 

palatinos de los ratones mutantes C57 Tgf-β3 -/- y que generan un desajuste en los 

mecanismos básicos de la palatogénesis. Para empezar, uno de los mecanismos 

esenciales en la palatogénesis y que se ve alterado en los mutantes Tgf-β3 -/- es la 

proliferación celular. El número de células mesenquimáticas está determinado por un 

balance entre proliferación y muerte celular y de dicho número dependerá el tamaño de 

los procesos palatinos (Hanumegowda y cols., 2002): si tienen el tamaño adecuado 

ambos procesos contactarán y se mantendrán en contacto durante la fusión palatina. En 

nuestro laboratorio se ha observado que los procesos palatinos de los mutantes 

presentan una proliferación reducida en las células mesenquimáticas y, dado que el 

comportamiento de la proliferación está ligado al factor de crecimiento epidérmico -
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EGF- (Epidermal Growth Factor) y, en la parte anterior del paladar, a Msx1, ambas 

moléculas aparecen alteradas en el paladar de los ratones Tgf-β3 -/- (Del Río y cols., 

2011). 

 

Aunque los procesos palatinos de los ratones Tgf-β3 -/- lleguen a contactar, existe un 

fallo en la adhesión consecuencia de, entre otras causas, una escasa presencia de células 

epiteliales protuberantes, las cuales son esenciales porque aumentan la superficie de 

adhesión (Martínez-Álvarez y cols., 2000a), y de una carencia de expresión de 

proteoglicano condroitín sulfato, el cual aparece en las células de los individuos 

silvestres en la superficie de los epitelios del borde medial justo antes de que entren en 

contacto y permanece hasta la formación de la CEM (Gato y cols., 2002). 

 

También se han observado en el EBM de los Tgf-β3 -/- múltiples alteraciones en la 

localización de la expresión de diferentes moléculas implicadas en la adhesión celular 

como E-cadherina, α-catenina, β-catenina, vinculina o integrina-β2 (Tudela y cols., 

2002). Incluso se ha registrado la diferencia existente entre las fisuras palatinas 

presentadas por las razas de ratón C57 y MF1: los C57 Tgf-β3 -/- presentan una FP 

completa y los MF1 con la misma mutación una FP parcial. Los primeros muestran una 

alteración grave del patrón de expresión de múltiples moléculas presentes en el EBM 

(colágeno IV, laminina, integrina-β1, nectin-1) y llegan a carecer de la expresión de 

algunas de ellas (integrina-α5 y fibronectina), mientras que los MF1 mutantes no 

presentan grandes diferencias con los MF1 silvestres en cuanto a la presencia de esas 

moléculas (Martínez-Sanz y cols., 2008). 

 

Otra diferencia importante entre el paladar de los ratones C57 Tgf-β3 -/- y el de los 

individuos silvestres es la alteración de las MMP, enzimas proteolíticas que se encargan 

de un proceso esencial durante la organogénesis, que es el remodelado de la MEC 

(apartado 1.1). Parece que la principal alteración la sufre la MMP-13, la cual aparece 

muy disminuida en el paladar de los ratones Tgf-β3 -/- y es recuperada al añadir TGF-β3 

en el medio de cultivo (Blavier y cols., 2001). 

 

Aparte de en la adhesión de los procesos palatinos, los ratones Tgf-β3 -/- también 

presentan fallos en el movimiento de las células del EBM. En experimentos realizados 

con cultivos de procesos palatinos de mutantes se puede llegar a obtener cierto grado de 
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adhesión, aunque siempre muy inferior al presentado por los paladares cultivados de 

individuos silvestres, generando la aparición de la CEM. Las células de los epitelios del 

borde medial de ambos procesos palatinos aparecen intercaladas una vez formada la 

CEM pero esa intercalación no llega a ocurrir en los mutantes (Tudela y cols., 2002). 

Además, tras formarse la CEM, algunas de las células epiteliales que la forman 

desaparecen de ella emigrando hasta llegar al epitelio nasal (Carette y Ferguson, 1992; 

Cuervo y Covarrubias, 2004; Jin y Ding, 2006), pero en el caso de los paladares Tgf-β3 -

/- no realizan dicho desplazamiento (Kaartinen y cols., 1997). 

 

Otro de los mecanismos por los que desaparece la CEM es la muerte celular programada 

o apoptosis de algunas de las células que la constituyen (Mori y cols., 1994; Taniguchi y 

cols., 1995; Martínez-Álvarez y cols., 2000a; Cuervo y cols., 2002; Cuervo y 

Covarrubias, 2004; Takigawa y Shiota, 2004; Vaziri Sani y cols., 2005). El análisis de 

presencia de las células apoptóticas en la CEM de los individuos Tgf-β3 -/- revela que la 

muerte celular de su CEM está muy disminuida (Martínez-Álvarez y cols., 2000b; 

Murillo y cols., 2009). 

 

Por todo esto, aunque se logre una CEM entre dos procesos palatinos provenientes de 

mutantes negativos para Tgf-β3, los mecanismos implicados en su desaparición se ven 

alterados y ésta no tiene lugar. Es más, las células epiteliales que la forman muestran 

una elevada expresión de queratina y de laminina, al contrario que las células de la 

CEM de los embriones silvestres, que no expresan dichas moléculas (Kaartinen y cols., 

1997; Martínez-Álvarez y cols., 2004), lo que les confiere características que las 

asemejan más a las células del epitelio oral. 

 

 

1.5. El ácido fólico y su metabolismo. 

 

El ácido fólico (AF) fue descubierto en las hojas de las espinacas primero, y de otros 

vegetales después (Mitchell y cols., 1941; Thomson, 1947; Santini y cols., 1964); de 

hecho, la palabra fólico deriva etimológicamente del término latino folium que significa 

“hoja”. Se observó que este ácido era un compuesto muy similar al ácido 

pteroilglutámico que estimulaba el crecimiento del microorganismo Lactobacillus casei 

y era extraído del hígado y de levaduras (Thomsom, 1947). Actualmente se acepta que 
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son la misma vitamina hidrosoluble, en concreto la B9 (Olivares y cols, 2005), y 

también son sinónimos del término folato. Para muchos autores, folato se debe emplear 

para describir las formas naturales de la vitamina y AF para hablar de la forma sintética 

(Hartridge y cols., 1999; Brouwer y cols., 2001; Tamura y Picciano, 2006). 

 

La principal diferencia entre el AF y el folato es la biodisponibilidad de cada uno, es 

decir, la proporción de la cantidad ingerida que es absorbida en el intestino y que puede 

ser empleada para los procesos metabólicos. Ciertos autores hablan de un 50% para el 

folato frente al 85% del AF (McNulty y Pentieva, 2004; Tamura y Picciano, 2006; 

Pitkin, 2007), pero otros autores establecen que esta diferencia es discutible (Brouwer y 

cols., 2001; Winkels y cols., 2007), pues existen diversos factores que se han de tener 

muy en cuenta a la hora de calcular la biodisponibilidad, como la estructura de los 

alimentos o los niveles del pH en el estómago durante la digestión (Gregory, 2001; 

Winkels y cols., 2007). Un importante factor que no se ha de olvidar es que la forma 

sintética es tomada en píldoras o pastillas mientras que la natural es a través de los 

alimentos, los cuales pierden parte del folato que contienen si son conservados a 

temperatura ambiente (Winkels y cols., 2007; www.nestle.es) y cuando son cocinados, 

en este caso se han descrito pérdidas de entre el 50 y el 80% del contenido de folato en 

los vegetales y las legumbres cuando éstos son cocidos (revisado en McNulty y 

Pentieva, 2004). 

 

Debido a  que el ser humano es incapaz de sintetizar folato lo ha de ingerir en la dieta 

(Lucock, 2000), pero el caso de los roedores es diferente, pues ellos pueden sintetizar 

una pequeña parte del folato necesario debido a determinados microorganismos 

intestinales que poseen y los cuales son sensibles a la acción microbicida de las 

sulfonamidas (Klipstein y Lipton, 1970; Stokstad y Jukes, 1987). Los alimentos donde 

podemos encontrar la vitamina B9 son: hortalizas de hojas verdes, cítricos, legumbres, 

huevos, hígado, cereales, levaduras, mariscos y carne de cerdo y de ave de corral 

(www.nestle.es; www.nlm.nih.gov/medlineplus; Varela-Moreiras y Alonso-Aperte; 

1999; Olivares y cols., 2005). 

 

El folato puede aparecer en diversas formas pero es como dihidrofolato (DHF) como es 

ingerido principalmente (Mathews y Huennekeks, 1963; Lucock y cols., 1995; Finnell y 

cols., 1998). El DHF llega al intestino en forma de poliglutamatos y allí, gracias a la 

http://www.nestle.es/
http://www.nestle.es/
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus
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acción del enzima folato hidrolasa que es activa a un pH de 7.5 (Horne y cols., 1981), es 

hidrolizado en la superficie del borde ciliado de las células de la mucosa intestinal y 

transformado en monoglutamatos (Butterworth y cols., 1969; Finnell y cols., 1998; Pita, 

1998; Lucock, 2000; Gregory, 2001), siendo la región proximal del intestino delgado 

donde tiene lugar principalmente su absorción (Hepner y cols., 1968; Lucock, 2000). 

Tras la absorción en el yeyuno, el DHF es reducido por el enzima DHF reductasa 

transformándose así en tetrahidrofolato (THF) monoglutamado (revisado por Finnell y 

cols., 1998), que es capaz de atravesar la membrana plasmática celular y alcanzar la 

circulación sanguínea, a través de la cual llegará a las células de los diferentes tejidos –

fig. 2- (Strum y cols., 1971; Tamura y Picciano, 2006).  

 

En la cara externa de la membrana plasmática de las células aparecen unos receptores 

para el folato llamados FR (Folate Receptor), de los que se han descrito dos tipos: FR 

y FR. En el caso de los roedores se denominan FBP -Folate Binding Proteins- 

(Rothberg y cols., 1990; Antony, 1992; Spiegelstein y cols., 2004) y también existen 2 

tipos, el FBP-1 y FBP-2, codificados en los genes Folbp1 y Folbp2 (Piedrahita y cols., 

1999) y equivalentes, respectivamente, al FR y FR humanos (Antony, 1992; Finnell 

y cols., 1998; Piedrahita y cols., 1999). El folato monoglutamado es el sustrato para 

estos receptores. Una vez unido el folato a su receptor se desencadena el fenómeno de la 

potocitosis (Said y Rheda, 1987; Finnell y cols., 1998). La potocitosis consiste en la 

formación de caveolas (fig. 3), invaginaciones de la membrana plasmática en cuya 

membrana, además del folato unido al receptor, se localiza el RFC (Reduced Folate 

Carrier), que es una proteína integral de membrana capaz de generar canales por los que 

los folatos llegan al citosol (Rothberg y cols., 1990; Finnell y cols., 1998). Una vez allí, 

los folatos son poliglutamados por el enzima folilpoliglutamato sintasa (Finnell y cols., 

1998; Luckock, 2000) y en esta forma no pueden atravesar la membrana plasmática 

(McGuire y cols., 1980; Pita, 1998; Tamura y Picciano, 2006), por lo que quedan 

retenidos en el citoplasma donde son almacenados (Foo y cols., 1982; Green y cols., 

1988), siendo los hepatocitos las células que más folato almacenan (Horne y cols., 

1978; Varela-Moreiras y Alonso-Aperte; 1999). Las caveolas, una vez vacías de folato, 

vuelven a integrarse en la membrana plasmática – fig. 3- (Rothberg y cols., 1990). El 

folato intracelular, en el caso del hígado, puede volver a ser monoglutamado para 
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regresar a la circulación sanguínea a través del conducto biliar y el intestino delgado –

fig. 2- (Pita, 1998; Varela-Moreiras y Alonso-Aperte; 1999; Ros y cols., 2008). 

 

 

Figura 2. Circulación del folato. El folato ingerido en los alimentos es poliglutamado (representado en 

azul), pero en esta forma es incapaz de atravesar las membranas plasmáticas celulares. En el lumen 

intestinal es transformado en monoglutamatos (representado en verde), los cuales pueden atravesar las 

membranas. En forma de monoglutamatos y a través de los enterocitos del intestino, el folato llega a la 

circulación sanguínea. La circulación sanguínea los hace llegar a los distintos tejidos del organismo. Una 

vez en las células de los tejidos el folato será activo metabólicamente, es decir, entrará en el ciclo de los 

folatos o será poliglutamado para su almacenaje. En el hígado la cantidad de folato poliglutamado 

almacenado en los hepatocitos es mucho mayor que en otros tipos celulares y puede volver a ser 

monoglutamado y regresar así a la circulación sanguínea a través del conducto biliar que desemboca en el 

lumen intestinal.  



26 

 

 

 

 

 

Figura 3. Proceso de potocitosis. A) Los receptores del folato (en amarillo), RF en humanos y FBP en 

roedores, se sitúan en la membrana plasmática de las células junto con el RFC (en naranja). Los 

receptores son afines al THF en forma de monoglutamato (en verde). B) Cuando los receptores están 

unidos a sus sustratos, la membrana plasmática sufre invaginaciones. C) Las invaginaciones de la 

membrana plasmática dan lugar a las caveolas (vesículas citoplasmáticas). D) Una vez formada la 

caveola, el folato se desprende de su receptor y es transportado hasta el citosol por el RFC. En el citosol 

el folato es poliglutamado (en azul). E) Al estar en forma de poliglutamato, el folato queda retenido en el 

citoplasma y la caveola vuelve a formar parte de la membrana plasmática. 
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Debido a que parte de los folatos secretados en la bilis regresan a la cirulación 

sanguínea al ser reabsorbidos nuevamente, la pérdida fecal de folato es escasa (Pita, 

1998; Varela-Moreiras y Alonso-Aperte; 1999) llegando a perder como máximo un 

3,5% del folato ingerido en 24 horas (Yoshino, 1968). También existe una pérdida por 

vía urinaria, pero la absorción que tiene lugar en el túbulo renal proximal es 

suficientemente eficiente como para que la pérdida no sea muy elevada (Weingärtner y 

cols., 2007); dicha pérdida se calcula dentro de un rango de 1-10 µg/día (Varela-

Moreiras y Alonso-Aperte; 1999). 

 

El folato no excretado que permanece en el interior celular va a tener un papel 

metabólico como donante y receptor de unidades de carbono, unidades que son 

sintetizadas en la célula durante el metabolismo y serán transportadas de una reacción a 

otra en forma de derivados del folato (Ros y cols., 2008). Cuando el THF llega al 

interior celular es transformado en 5-metiltetrahidrofolato -5-MTHF- (fig. 4) gracias al 

enzima 5-MTHF reductasa (Zarkrewski y Sansone, 1967; Varela-Moreiras y Alonso-

Aperte; 1999; Ros y cols., 2008). Durante el ciclo de los folatos, el THF será 

poliglutamado por el enzima folilpoliglutamato sintasa y, una vez en forma de 

poliglutamatos, sufrirá diferentes reacciones que darán lugar a distintas estructuras 

químicas del folato (como el 10-formilTHF y el 5,10-metilenTHF, entre otros) que 

intervienen en la síntesis de las bases nitrogenadas púricas y pirimidínicas (fig. 4), las 

cuales forman las unidades básicas que conforman el ADN, es decir, los nucleótidos 

(Canellos y cols., 1967; Ross, 2010). 

 

El 5-MTHF se transforma nuevamente en THF y durante este proceso el aminoácido 

homocisteína (Hcy) emplea el protón expulsado en esta reducción enzimática para 

generar metionina (Met). En esta reacción están implicados el enzima metionina sintasa 

junto con la vitamina B12 como coenzima (Elmore y cols., 2007; Zeisel, 2009; Ross, 

2010) en la denominada vía de la remetilación, que es parte del ciclo de la metionina 

(Burjel y cols., 2007; Varela-Moreiras y cols., 2007) y está conectada con el ciclo de los 

folatos (fig. 4). La remetilación también puede generarse por otra vía independiente de 

folato y que sólo tiene lugar en los hepatocitos, la remetilación hepática; en este caso 

está implicada la betaína, la cual actúa como cofactor (Stekol y cols., 1957; Skiba y 

cols., 1982; Finkelstein y cols., 1988; Burjel y cols., 2007; Purohit y cols., 2007). Existe 

una tercera forma de obtener Met y es a partir de la dieta: la carne roja es especialmente 
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rica en Met,  y al metabolizar las proteínas de dicha carne tras ser ingerida se obtiene 

parte de la Met que necesita el organismo (Hajjar, 2001; Sharma y cols., 2006). 

 

La importancia de la Met en parte se debe a que aparece involucrada en el proceso de la 

metilación, que consiste en la unión de grupos metilo (-CH3) a determinadas moléculas 

como el ADN. En las células eucariotas, los patrones de metilación son específicos de 

cada tejido y están simétricamente distribuidos en las islas CpG, que son regiones del 

ADN donde se concentra un gran número de citosinas (C) unidas por un enlace fosfato 

(p) a guaninas -G- (Jones, 1986; Fatemi y cols., 2005). En el genoma de los mamíferos, 

aproximadamente el 70% de las islas CpG están metiladas (Chiang y cols., 1996; 

Robertson y Jones, 2000).  Las zonas metiladas no son reconocidas por los factores de 

transcripción y no son expresadas (Jones, 1986; Ulrey y cols., 2005), por tanto, la 

metilación puede activar unos genes, desactivar otros o modificarlos mediante el control 

de la metilación. Esa metilación de las islas CpG se determina en los estadios más 

tempranos de la embriogénesis; el patrón de metilación se borra y restablece 

posteriormente tras la implantación. Después del nacimiento, el patrón de metilación se 

establece definitivamente y permanecerá así el resto de la vida del individuo (Finnell y 

cols., 2004; Zeisel, 2009). Se ha de tener en cuenta que la C es la base más inestable del 

ADN y por ello las regiones CpG son muy propensas a la mutación (Chiang y cols., 

1996). La metilación es un proceso esencial en el desarrollo, la inactivación del 

cromosoma X y la proliferación celular (Robertson y Jones, 2000); por todo ello, su 

alteración puede generar graves trastornos. 

 

La Met también es importante porque es la única fuente de Hcy en el organismo (Burjel 

y cols., 2007; Varela-Moreiras y cols., 2007). El mecanismo por el que se produce la 

Hcy es la vía de la transmetilación. En esta tercera vía situada dentro del ciclo de la 

Met, la S-adenosilmetionina (SAM) dona diferentes sustratos convirtiéndose en S-

adenosilhomocisteína (SAH), la cual dará lugar a la Hcy en una reacción reversible (fig. 

4). La Hcy es esencial porque, junto con la serina, en la llamada ruta de la cisteína o vía 

de la transulfuración, generan el aminoácido cisteína –fig. 4- (Forges y cols., 2007; 

Zeisel, 2009; Ross, 2010). 
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Figura 4. Rutas metabólicas en las que están involucrados los folatos. Ciclo de los folatos 

(representado en azul): los productos de este ciclo, son indispensables para la síntesis de purinas y 

pirimidinas. Ciclo de la metionina (representado en rojo): se observa que el enzima metionina sintasa 

requiere 5-MTHF y vitamina B12 como cofactores para ser funcional y dar lugar a la producción de Met 

y Hcy. La remetilación también puede tener lugar gracias a la betaína y no al 5-MTHF. Ruta de la cisteína 

(representada en rosa): la Hcy generada en el ciclo de la Met es fundamental para la formación del 

aminoácido cisteína. AF: ácido fólico; DHF: dihidrofolato; F: folato; Hcy: Homocisteína; Met: metionina; 

SAM: S-adenosilmetionina; SAH: S-adenosilhomocisteína; THF: tetrahidrofolato; THF (Glun): THF 

poliglutamado; Vit B12: vitamina B12; 5-MTHF: 5-metiltetrahidrfolato.  
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1.6. Importancia del ácido fólico en la gestación. 

 

Entre los años 50 y 60 quedó establecida la importancia del AF durante el embarazo 

para un correcto desarrollo embrionario, pero no fue hasta la década de los 70 cuando en 

EE.UU. se comenzó a recomendar a las mujeres embarazadas un suplemento de AF de 

unos 200-400 μg al día. En los años 90 quedó confirmada la existencia de una relación 

entre déficits de esta vitamina y ciertas malformaciones como los defectos de tubo 

neural (DTN). Fue en esta misma década cuando también comenzó el interés hacia la 

Hcy al descubrir su estrecha relación con los folatos.  

 

Son bien conocidas las causas por las que se puede sufrir un déficit de folato. Las dos 

más evidentes serían una ingesta insuficiente de la vitamina o una mala absorción de 

ésta. Una tercera causa es la alteración o alteraciones que pueden sufrir los genes que 

codifican para ciertas enzimas implicadas en el ciclo de los folatos que equivalen a un 

déficit de folato. Las variantes génicas más estudiadas en relación con la aparición de 

DTN y de FLP son las del gen que expresa el enzima MTHF reductasa (Finnell y cols., 

2004; Tamura y Picciano, 2006), la cual es esencial para obtener 5-MTHF desde el THF 

en el ciclo de los folatos (apartado 1.5, fig. 4).  

 

Otras alteraciones genéticas equiparables al déficit de folato, son las que afectan a la 

expresión de los genes que codifican las proteínas que actúan de receptores del folato. 

Los FR en humano y los FBP en ratón son esenciales para que el folato llegue al interior 

celular y pueda cumplir su función (apartado 1.5) y para que el embrión en desarrollo, y 

posteriormente el feto, obtenga los niveles adecuados de vitaminas B. Existen diversos 

estudios que relacionan una alteración en estos receptores con la aparición de defectos 

como los DTN y las FLP (Finnell y cols., 1998; Antony y Hansen, 2000; Bliek y cols., 

2006; Antony, 2007). 

 

De los dos FBP existentes parece que el más importante de los dos, en cuanto al 

desarrollo embrionario de ratón se refiere, es FBP1. Esto aparece reflejado en el estudio 

realizado por Piedrahita y colaboradores (1999) en el que generaron dos cepas de 

ratones mutantes, silenciando en cada una de ellas uno de los alelos de los dos genes 

Folbp: Folbp1 +/- y Folbp2 +/-. Los individuos homocigotos negativos para Folbp2, 

resultantes de cruces entre heterocigotos Folbp2 +/-, no presentan diferencias 
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morfológicas con los individuos silvestres y, al igual que ellos, alcanzan la edad adulta 

y son capaces de reproducirse. Sin embargo, los Folbp1 -/- , que surgían del cruce de 

individuos Folbp1 +/-, rara vez sobrepasaban el día 10 de gestación. Cuando a las 

hembras Folbp1 +/- se les administraba un suplemento de AF antes de la concepción y 

durante el desarrollo embrionario se obtenían fetos homocigotos negativos de más de 10 

DG  incluso algunos llegaban a nacer y crecer llegando a convertirse en adultos, aunque 

un tamaño menor que los silvestres y presentaban alteraciones oculares y/o en la forma 

de la cabeza. 

 

Trabajos como el mencionado de Piedrahita y colaboradores (1999) apoyan la 

existencia de una relación entre el déficit de AF y un aumento del riesgo de padecer 

DTN y, por tanto, avalan el beneficio que supone un aporte adicional de este vitamina 

frente a la prevención de dichos defectos (revisado en Finnell y cols., 1998). Sin 

embargo, no se conocen los mecanismos concretos por los que se establece dicha 

relación entre el AF y los DTN.  

 

Asimismo, hay que considerar el papel que podía tener el AF o las vitaminas B en 

general administrados como suplementos dietéticos a la hora de revertir o evitar 

diferentes malformaciones. Para ello se han realizado múltiples estudios 

epidemiológicos en diferentes poblaciones (Tolarova y Harris, 1995; Czeizel y cols., 

1999 y 2004; Munger y cols., 2004; Van Rooij y cols., 2004; Wilcox y cols., 2007; 

Yazdy y cols., 2007; Badovinac y cols., 2007) y, tras varios estudios de este tipo en los 

que únicamente se analizaba la cantidad de folatos ingerida por las mujeres y la 

frecuencia con la que aparecían los defectos en sus hijos, se llegó a la conclusión de que 

debía existir un componente genético que, asociado al déficit vitamínico, aumentara el 

riesgo de padecer determinadas malformaciones, ya que existen diversas investigaciones 

en las que se observa cómo un déficit de folato afecta de forma diferente según la 

población o especie afectada (Shaw y cols., 1995; Czeizel y cols., 1999; Ray y cols., 

2003; Yazdy y cols., 2007).  

 

También existen estudios que exponen que un suplemento de AF por sí solo no es 

suficiente para la prevención de los defectos que comúnmente se asocian a un déficit de 

folato (Hartridge y cols., 1999; Ernest y cols., 2006; Shaw y cols. 2006). Por ello, 

muchos investigadores se plantean la incógnita de si es más beneficiosa una 
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administración de AF sólo o si se debería combinar con otros elementos (Werler y cols. 

1999; Itikala y cols., 2001; Weingärtner y cols., 2004) y especialmente con otras 

vitaminas (Shaw y cols., 1995; Johnson y Little, 2008; Stopper y cols., 2008). 

 

A pesar de esta duda, distintos autores han encontrado evidencias de los beneficios de 

un suplemento de AF frente a diversas afecciones como las alteraciones embrionarias 

provocadas por el citoestático procarbazina (Bienengräber y cols., 2001), por el ácido 

retinoico (Reynolds y cols., 2003), por el etanol (Xu y cols., 2006) o la alteración de la 

proliferación en la mucosa rectal de los pacientes que sufren cáncer colorectal 

(Khosraviani y cols., 2002).  

 

En los últimos años también se plantea si un suplemento de AF es adecuado para todo el 

mundo o si sólo lo es para mujeres embarazadas, y si sólo para aquellas mujeres con 

antecedentes de DTN y/o de FLP o para todas. En determinados países como EE.UU. el 

enriquecimiento con AF de alimentos básicos como los cereales se realiza desde 1996 

(Feinleib y cols., 2001) pero en otros, como en España, sólo se recomienda a las 

mujeres que pretenden quedarse embarazadas o que ya lo están, un suplemento de 0’4 

mg/día si no tienen antecedentes de DTN y de 4 mg/día si los tienen (Martínez-Frías y 

cols., 2003). Esta diferente forma de actuar seguramente venga dada porque la dieta 

mediterránea española es más rica en folato que la dieta estadounidense. 

 

Determinar la dosis correcta y a quién suministrarla también es complicado debido a 

que elevados niveles de AF pueden enmascarar la detección de la anemia perniciosa 

(Sheehy, 1961; Shojania, 1980; Reynolds, 2002) o alterar el efecto de los antiepilépticos 

(Butterworth y Tamura, 1989; O’Brien y Gilmour-White, 1993) e incluso agravar 

patologías como la fibrosis hepática (Marsillach y cols., 2008), aunque ciertos autores 

creen que esto podría regularse con un seguimiento adecuado de los pacientes con las 

patologías nombradas (Wald y cols., 2001). Así, mientras unos autores abogan por una 

fortificación dietética generalizada en todos los países como un método sencillo y barato 

(Oakley, 2009), otros se oponen alegando que no se conocen los posibles efectos de una 

exposición prolongada a un suplemento de AF sin que éste sea necesario (Lucock y 

Yates, 2005).  
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Lo que es aceptado sin reparos es la importancia de las vitaminas B en el desarrollo 

embrionario y que la mejor manera para beneficiarse del suplemento de AF sería si éste 

se toma unos meses antes de la concepción y durante el embarazo, especialmente en el 

primer trimestre, que es cuando tiene lugar el cierre del tubo neural y la emigración de 

las CCN (Martínez-Frías y cols., 2003; Weingaertner y cols., 2005), procesos cuyas 

alteraciones desembocan en DTN y FLP (Antony y Hansen, 2000; González-Otero y 

cols., 2003; Padmanabhan, 2006; Sant'Anna y Tosello, 2006; Rosenquist y cols., 2007). 

 

 

1.7. El ácido fólico y las fisuras labiopalatinas. 

 

Debido a que se conoce la existencia de una relación entre las CCN y los niveles de 

folato y que esto, a su vez, se conecta con la aparición de DTN como se explica en el 

apartado anterior, se plantea también la posibilidad de que el déficit de folato esté 

implicado en la aparición de FLP y el aporte extraordinario de dicha vitamina pueda 

generar un efecto protector. Aunque la relación con las FLP no ha sido tan ampliamente 

estudiada como la de los DTN, debido posiblemente a que los DTN a menudo son 

incompatibles con la vida y las FLP no, no existen estudios concluyentes respecto a la 

relación directa entre ambos factores. 

 

Múltiples estudios epidemiológicos no han hallado datos que confirmen que el aporte 

dietético de AF sea capaz de generar un descenso en la incidencia de las FLP (Fraser y 

Warburton, 1964; Hayes y cols., 1996; Czeizel y cols., 1999). Sin embargo, en otros 

trabajos se han obtenido datos que apoyan la existencia de un efecto beneficioso de este 

tipo de aporte vitamínico en la dieta materna (Shaw y cols., 1995; Czeizel y cols., 1996; 

Elwood y Colquhoun, 1997; Czeizel y cols., 1999; Natsume y cols., 1999; Prescott y 

Malcom, 2002; Chevrier y cols., 2007; Boyles y cols., 2008). En cualquier caso, existe 

una opinión generalizada de que se requieren más estudios al respecto, dado que el 

componente genético de las FLP es muy importante y puede variar según la población 

estudiada. Un estudio en el que se demuestra la importancia del componente genético es 

el de Schubert y colaboradores (2002), en él se usaron dos razas diferentes de ratón y se 

anularon las vitaminas B de su dieta observándose cómo en una de las razas aumentaba 

la incidencia de FP pero en la otra no. 
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La importancia de la población estudiada y de los polimorfismos genéticos analizados 

queda reflejada en diversos trabajos en los que se analizan determinados polimorfismos 

del gen del enzima MTHF reductasa. Según la población y el polimorfismo estudiados, 

los datos indican la existencia de una relación de este enzima y la aparición de las FLP 

(Han y cols., 2011) o no (Verkleij-Hagoort y cols., 2007; Boyles y cols., 2008; Vieira y 

cols. 2008), aunque muchos de los trabajos en los que no se encuentra dicha relación 

mantienen que debe existir alguna, si bien no sea con ese enzima concretamente 

(Hartridge y cols., 1999; Itikala y cols., 2001; Jugessur y cols., 2003). De hecho, existen 

estudios que analizan variantes alélicas de otros genes implicados en el ciclo de los 

folatos y que sí han hallado una posible conexión entre la presencia de esas variantes 

alélicas y la aparición de FLP como es el caso de la transcobalamina-2, implicada en 

transporte de vitamina B (Martinelli y cols, 2006), o el RFC1, proteína implicada en el 

transporte del folato al interior celular (Vieira y cols., 2008).  

 

Además de los estudios epidemiológicos, existen otros en los que se emplean modelos 

animales con dietas controladas para intentar desentrañar la posible conexión entre los 

niveles de folato y la alteración del desarrollo palatino. Es el caso de Burgoon y 

colaboradores (2002), que emplearon hembras de ratón de la raza ICR a las que 

alimentaron durante 4 semanas con una dieta carente de AF. Pudieron concluir que 

existía un gran retraso en el desarrollo embrionario, y por tanto en el desarrollo del 

paladar, además de un aumento en el número de reabsorciones uterinas, posiblemente 

debido a un aumento de embriones con graves malformaciones incompatibles con la 

vida. También existen trabajos en los que se administran teratógenos causantes de FP y 

se observa el papel profiláctico del AF frente a sus efectos nocivos. Es el caso del 

trabajo de Bienengräber y colaboradores (2001), en el que determinaron que el aporte de 

AF era beneficioso frente a la FP generada por la procarbazina, y el trabajo de Reynolds 

y colaboradores (2003), en el que observaron el papel beneficioso del AF y de la Met 

frente a las FP y las malformaciones esqueléticas ocasionadas por el ácido retinoico. 

 

Existen otra serie de trabajos realizados con los ratones mutantes generados por 

Piedrahita y colaboradores (1999), que poseen silenciado el gen Folbp1, por lo que son 

incapaces de sintetizar el receptor de folato FOLBP1 (apartado 1.5). Los embriones 

Folbp1 -/-, al carecer de ese receptor, no son capaces de utilizar el folato materno, 

siendo esta situación equiparable a una dieta materna carente de AF. Estos ratones 
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Folbp1 -/- en ocasiones presentan FLP, además de otras malformaciones (Piedrahita y 

cols., 1999; Tang y Finnell, 2003; Spiegelstein y cols., 2004; Tang y cols., 2005), y las 

teorías para explicar la posible asociación entre la ausencia de expresión de FOLBP1 y 

la aparición de FLP son múltiples. Dicha asociación puede residir en la importancia que 

el folato tiene en el proceso de metilación del ADN (apartado 1.5.) y de cómo fallos en 

el patrón de metilación pueden desencadenar malformaciones como las FLP (Finnell y 

cols., 2002). Otras teorías plantean que, en estos mutantes, la no expresión de Folbp1 

puede provocar la alteración de genes implicados en el desarrollo craneofacial (Tang y 

Finnell, 2003) y/o alteraciones en la migración de las CCN (Spiegelstein y cols., 2004), 

fundamentales durante la formación del paladar (apartado 1.1). También ha sido 

planteado que los Folbp1 -/- presenten una muerte celular elevada y una proliferación 

celular disminuida en las células del tubo neural y en las CCN (Tang y cols., 2005), por 

lo que se explicarían los casos de DTN y de FLP. 

 

A pesar de todo lo mencionado, a día de hoy son muchas las incógnitas que siguen 

estando presentes respecto al papel del AF en el desarrollo del paladar y, por tanto, si su 

déficit provoca alguna alteración concreta, de qué manera puede provocarla y si su 

aporte constituye algún efecto profiláctico frente a todas las FLP o sólo frente algunas 

concretas, como la FP aislada. Por todo ello y por el escaso número de trabajos a nivel 

experimental que existen, creemos que el presente estudio, en el que hemos empleado 

un modelo experimental animal, puede aportar datos relevantes en este campo. 
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2. JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO 

 

Las FLP son la malformación congénita más habitual en los países desarrollados 

después de las cardíacas y su prevalencia es similar a la del Síndrome de Down y a la de 

los DTN (Bianchi y cols., 2000). Los niños fisurados sufren múltiples problemas a lo 

largo de su vida, entre los cuales están las diversas  operaciones quirúrgicas a las que se 

han de someter y las implicaciones sociales por su aspecto físico anómalo y por la 

dificultad para vocalizar correctamente. Todo esto desemboca en un elevado coste 

económico destinado al tratamiento. Por ejemplo, los tratamientos requeridos durante 

un año por los niños fisurados de California suponen 86 millones de dólares (Finnell y 

cols., 2004) y en el caso de Italia, como ejemplo europeo, existen unos 800 casos al año 

que suponen 80 millones de euros anuales (Bianchi y cols., 2000). Este elevado coste 

deriva de lo mucho que se alarga el tratamiento en el tiempo y de la cantidad de 

profesionales multidisciplinares que se requieren en él (cirujanos, odontólogos, 

logopedas, pediatras, psicólogos...). 

 

Dentro de las FLP, la FP es la malformación más frecuente, teniendo una etiología 

multifactorial: ambiental y congénita, soliendo aparecer en los estratos sociales en los 

que la alimentación y los cuidados periconcepcionales son escasos (revisado en Antony, 

2007). De entre las alteraciones genéticas causantes de la FP, una importante es la del 

gen Tgf-3 (Lidral y cols., 1997; Mitchell y cols., 2001). Durante los últimos años, el 

equipo de investigación del que forma parte la autora de este trabajo ha investigado las 

causas por las que la fusión de los procesos palatinos no se produce de forma 

satisfactoria en ratones mutantes negativos para este gen (Tgf-3 -/-), que presentan FP 

al nacimiento.   

 

Una de las causas que puede desencadenar la aparición de FLP es la alteración del 

desarrollo embrionario por un agente externo como puede ser la dieta materna. Desde la 

década de los años 50 es conocida la importancia del folato, dado que su déficit 

dietético provoca la aparición DTN en embriones en desarrollo. Lo que actualmente no 

ha quedado establecido es sobre qué mecanismos ejerce su efecto y si dicho déficit 

vitamínico también afecta al desarrollo craneofacial y, por tanto, si puede generar FLP. 

Por ello, determinar si un déficit de AF dietético perigestacional condiciona o no la 
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aparición de FP o la alteración de los mecanismos implicados en el desarrollo del 

paladar resulta crucial para recomendar la ingesta materna de esta vitamina, 

especialmente en los casos en los que concurren factores de riesgo de aparición de esta 

patología. 

 

De igual manera que se ha asociado el consumo de tabaco durante la gestación con un 

incremento del riesgo de padecer FP cuando se relaciona con determinadas variantes 

alélicas del gen Tgf-3 (Romitti y cols., 1999), se podría plantear que un déficit de ácido 

AF fuera desencadenante de FP en relación con una alteración en la expresión de TGF-

β3. El conocimiento adquirido por nuestro grupo de investigación en relación con el 

papel fundamental que desempeña el TGF-β3 durante el desarrollo del paladar del ratón 

permite analizar experimentalmente las implicaciones del déficit de ácido fólico en la 

expresión de este gen y, muy especialmente, determinar si una aportación exógena de 

TGF-β3 durante el periodo preciso de formación del paladar es capaz de paliar los 

efectos producidos en el mismo por la carencia de AF. Por otra parte, la posibilidad de 

enriquecer con ácido fólico la dieta de las madres de ratones mutantes negativos para el 

gen Tgf-3, que presentan FP congénita, es de alto interés en la investigación 

experimental del posible beneficio del aporte de ácido fólico dietético en la prevención 

de fisuras palatinas de origen genético. 
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3. HIPÓTESIS 

 

Basándonos en los datos presentados anteriormente, las hipótesis planteadas para este 

trabajo fueron: 

 

1. La carencia de ácido fólico en la dieta materna produce malformaciones en los fetos y 

altera los mecanismos de desarrollo del paladar de ratón y produce fisura palatina. 

 

2. El déficit de ácido fólico dietético altera la expresión de TGF-β3 en el paladar en 

desarrollo. 

 

3. Las modificaciones producidas en los mecanismos de formación del paladar por la 

carencia de ácido fólico dietético son revertidas in vitro por la administración exógena 

de TGF-β3. 

 

4. El suplemento de ácido fólico en la dieta materna previene la aparición de la fisura 

palatina que presenta el ratón homocigoto negativo para el gen Tgf-β3. 
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4. OBJETIVOS 

 

Basándonos en las hipótesis planteadas, proponemos los siguientes objetivos: 

 

1. Analizar las malformaciones macroscópicas que se producen en los fetos de ratón 

hijos de hembras silvestres alimentadas entre 2 y 16 semanas con una dieta carente de 

ácido fólico. 

 

2. Determinar si la falta de ácido fólico en la dieta materna de hembras de ratón silvestre 

altera los mecanismos de desarrollo del paladar embrionario y produce fisura palatina. 

 

3. Si es así, investigar si el déficit dietético de ácido fólico en el ratón silvestre altera la 

expresión de TGF-β3 en el paladar en desarrollo y, si éste es el caso, conocer si la 

adición de cantidades fisiológicas de TGF-β3 a cultivos de procesos palatinos 

deficitarios de ácido fólico normaliza los mecanismos de desarrollo del paladar dañados 

por tal déficit. 

 

4. Determinar si un aporte de ácido fólico en la dieta de hembras de ratón heterocigotas 

para el gen Tgf-β3 mejora el desarrollo del paladar de los ratones de su progenie 

homocigotos negativos para este gen, tanto in vivo como in vitro. 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

5.1. Animales utilizados. 

 

Todos los experimentos realizados con animales fueron aprobados por el Comité de 

Ética de la Universidad Complutense de Madrid.  

 

En este estudio se han utilizado dos tipos de ratones de la cepa C57/BL/6J: 

-Los silvestres (Harlan Laboratories Inc., Indianapolis, IN, EEUU), que son 

homocigotos para el gen Tgf-3. 

-Los heterocigotos para el gen Tgf-3 (Jackson Laboratories, Maryland, EEUU); 

son utilizados exclusivamente para el objetivo 4. 

 

Todos ellos fueron alojados en el Animalario de la Facultad de Medicina de la 

Universidad Complutense de Madrid a temperatura constante de 22±2ºC y en ciclos de 

12/12 horas de luz/oscuridad. La edad de las hembras cuando comenzaron los 

experimentos fue de 8 semanas. Durante todo el experimento, los animales tuvieron 

acceso libre al alimento y al agua. Según la dieta administrada diferenciamos cuatro 

grupos (tabla 3): 

 

 Grupo 1  Compuesto por 17 hembras silvestres alimentadas con dieta 

estándar para roedores (SAFE A04/A03, Harlan), la cuál contiene 2 mg AF por 

cada kg de dieta. 

 

 Grupo 2  Compuesto por 78 hembras silvestres alimentadas con una dieta 

carente de AF (CAF): 0 mg AF/kg dieta + 1% de succinil sulfatiazol (antibiótico 

que asegura la ausencia de producción endógena de AF; TD02490, Harlan). La 

dieta fue administrada de 2 a 16 semanas. 

 

 Grupo 3  Compuesto por 34 hembras heterocigotas para el gen Tgf-β3 

alimentadas con dieta estándar para roedores (SAFE A04/A03, Harlan), la cual 

contiene 2 mg AF/kg dieta. 
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 Grupo 4  Compuesto por 35 hembras heterocigotas para el gen Tgf-β3 

alimentadas con una dieta con suplemento de AF (SAF): 40mg AF/kg dieta (lo 

que supone un contenido de AF 20 veces superior a los niveles de la dieta control 

y que se puede considerar como dosis farmacológica; TD06692, Harlan). La dieta 

fue administrada entre 2 y 16 semanas. 

 

 

Los requerimientos dietarios de los grupos controles se establecieron según el Consejo 

Nacional de Investigación (National Research Council, 1995) y la dieta con SAF se 

planificó a partir de los estudios previos realizados por diversos autores (Alonso-Aperte 

y Varela-Moreiras, 1996; Achón y cols., 1999, 2000, 2002; Roncalés y cols., 2004; 

Achón y cols., 2007). 

 

 

 

Tabla 3. Resumen de los grupos experimentales empleados en este trabajo. 

 

Genotipo 
Contenido AF en 

dieta 

Nº de 

hembras 
Grupo 

Tgf-β3 +/+ 
2 mg/kg 17 1 

0 mg/kg 78 2 

Tgf-β3 +/- 
2 mg/kg 34 3 

40 mg/kg 35 4 

 

 

 

Los cruces se realizaron durante una noche cada dos semanas; para ello se introdujeron 

de 2 a 4 hembras en la jaula de un macho entre las 19:00 y las 20:00 de la tarde y a la 

mañana siguiente, tras 12 horas de cruce, eran separados. La mañana siguiente a la 

noche del cruce se considera día 0 de gestación. Pasados 13 días, se observaba si las 

hembras presentaban abultamientos abdominales laterales. En caso afirmativo, se 

consideraron preñadas y en día 13 de gestación. Las que fueron consideradas preñadas 

se sacrificaron por luxación cervical tras anestesia con cloroformo en el DG requerido 

por el experimento correspondiente (tabla 4). 
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Tabla 4.  Análisis realizados, edad de los individuos empleados, región empleada para el estudio y grupo 

experimental al que pertenecen las hembras progenitoras utilizadas. 

 

 

Análisis 

 

Edad  
Porción del feto 

empleada 

Grupo 

experimental 

Macroscópico 17 DG Cabeza y cuerpo Todos 

Secciones histológicas 17 DG Cabeza Todos 

Proliferación celular 14,5 DG Cabeza Todos 

Expresión de TGF-β3  14,5 DG Cabeza Grupos 1 y 2 

Cultivos 13,5 DG Procesos palatinos Todos 

 

 

 

5.2. Determinación de los niveles de folato en el hígado de hembras de ratón 

gestantes.  

 

Para la determinación de los niveles de folato se han seguido las indicaciones de Horne 

y colaboradores (1981) y de Hyun y Tamura (2005). 

 

Los hígados fueron rápidamente extraídos tras el sacrificio de la hembra, lavados en 

tampón fosfato salino (PBS) frío y guardados inmediatamente a -80ºC. Esta 

determinación se compone de tres pasos fundamentales: 

 A) Liofilización del tejido 

 B) Procesado trienzimático 

 C) Análisis microbiológico 

  

 A) Liofilización  Un fragmento de cada hígado, aproximadamente de  0,5 g, 

fue reducido a polvo con ayuda de un mortero. El tejido fue continuamente mantenido 

en nitrógeno líquido para conservar la consistencia adecuada y para evitar la 

degradación del folato. Este polvo de hígado fue introducido en un liofilizador Telstar 

(Telstar S.A., Barcelona, España), donde fue sometido al vacío a una temperatura de 

45ºC bajo cero durante toda la noche. 
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 B) Procesado trienzimático  La mayoría del folato en un organismo aparece en 

forma de poliglutamatos y para su análisis cromatográfico es necesario que éstos sean 

hidrolizados a formas de mono- o diglutamatos. Esta hidrólisis es la que llevan a cabo 

las tres enzimas con las que fue tratado el tejido liofilizado: amilasa (-amilase 

(EC3.2.1.1.) from Bacillus sp., A6814; Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, EEUU), 

proteasa (protease, type IV, from Streptomyces griseus, P5147; Sigma-Aldrich) y 

conjugasa (Charles River Laboratories, Wilmington, MA, EEUU).  

 

Para este procesado se mezcló 0,1 g de tejido liofiolizado con Trizma hidroclorhídrico 

(T3253, Sigma-Aldrich) 0,026M a pH 7,4 y 1% de ascorbato sódico (A4034, Sigma-

Aldrich). Todo ello, tras pasar por el vórtex, fue autoclavado durante 15 minutos a 

120ºC. La mezcla obtenida fue homogeneizada y mezclada con proteasa (2 mg/ml). 

Tras unos segundos en el vórtex, las muestras fueron introducidas en un baño a 37ºC 

donde permanecieron 2 horas en agitación. Posteriormente fueron sometidas a un baño 

de 5 minutos a 100ºC. Después fueron atemperadas y se añadió amilasa (20 mg/ml) y 

conjugasa (0,17%). 

 

Para finalizar, tras un baño de 2 horas a 37ºC con agitación, se ultracentrifugaron a 18 x 

10
8
 rpm a 4ºC durante 20 minutos. El sobrenadante fue filtrado usando filtros con poros 

de 0,8 m (Millipore Corp., Bedford, MA, UK) y este filtrado fue sometido a un 

análisis microbiológico. 

 

C) Análisis microbiológico  Esta parte de la técnica se basa en la necesidad de 

folato en el medio para el crecimiento de la bacteria Lactobacillus casei; de hecho, a 

esta vitamina también se la denomina factor de fermentación de L. casei. Es decir, 

cuanto más folato aparezca en el medio de cultivo de esta bacteria mayor será el número 

de microorganismos. 

 

Se mezcló un tampón fosfato potásico 0,1M, con un pH de 6,3, con el filtrado obtenido 

del procesado trienzimático. Además, a esta mezcla se añadió L. casei y se realizaron 

diluciones seriadas que fueron incubadas a 37ºC toda la noche. Después fueron 

introducidas en un lector de placas multipocillo de 96 pocillos, el cual proporcionó una 

medida de la concentración de folato. Lo que realmente se mide es la turbidez del 

medio, que se traduce en crecimiento microbiano y que puede transformarse en 
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concentración de folato tomando como referencia la medida de unas muestras en las que 

la concentración de folato es conocida. 

 

Este último paso fue repetido de 3 a 4 veces por cada hígado para asegurar la fiabilidad 

del valor obtenido, el cual es representado en microgramos de folato por gramo de 

tejido hepático (µg/g). 

 

 

5.3. Determinación del genotipo de los animales empleados.  

 

Los descendientes de los individuos heterocigotos para el gen Tgf-β3 pueden ser 

homocigotos negativos (-/-), homocigotos positivos (+/+) o heterocigotos (+/-). Los 

experimentos realizados implican conocer el genotipo de los individuos, puesto que, en 

el caso de los embriones sólo usaremos homocigotos y en el caso de los adultos serán 

usados los heterocigotos. 

 

Dichos genotipos fueron determinados mediante la técnica de Reacción en Cadena de la 

Polimerasa –PCR- (Saiki y cols., 1985; Mullis y Faloona, 1987). La PCR es un método 

de obtención in vitro de un número elevado de copias de un fragmento de ADN de 

interés, empleando una enzima ADN polimerasa termoestable. En nuestro caso, el tejido 

a partir del cual se extrae el ADN para el análisis del genotipo es un fragmento de la 

cola de los ratones adultos o bien cualquier fragmento de tejido del embrión, según el 

caso. El fragmento de cola de ratón adulto ha de tener como máximo 0,25 cm. de 

longitud para su correcta digestión. 

Esta técnica consta de 3 pasos principales:  

-Digestión del tejido 

-Aislamiento del ADN 

-PCR propiamente dicha 

 

5.3.1. Digestión del tejido. 

En este paso se requiere un tampón de digestión, compuesto por NaCl 3 M (3,3%), 

Trizma base (1%; T1503, Sigma-Aldrich) con pH 7,5, SDS (10%; 132363.1207, 

Panreac Química S.A.U., Barcelona, España) y EDTA (0,2%; E7889, Sigma-Aldrich), y 

un enzima para degradar el tejido y poder así separar posteriormente el ADN del resto 
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de componentes. El enzima empleado es la proteinasa K (P6556, Sigma-Aldrich) al 

2,5% y a una concentración de 20 mg/ml. Las muestras a digerir pasaron entre 5 y 7 

horas con esta mezcla digestiva a 55ºC. 

 

5.3.2. Aislamiento del ADN. 

Una vez digerido el tejido: 

1º Se añadieron 100 μl de NaCl 6M a cada muestra, se agitaron unos segundos y 

se centrifugaron 10 minutos a 13000 rpm. 

2º Se tomaron 300 μl del sobrenadante tras la centrifugación y se depositaron en 

otro microtubo. Se añadieron 300 μl de isopropanol absoluto, se agitó unos segundos y 

se centrifugó 11 minutos a 13000 rpm. 

3º Se retiró el sobrenadante y se lavó el pellet con etanol al 70%. Añadiendo 1 

ml de etanol, se agitó unos segundos y se centrifugó 8 minutos a 13000 rpm. 

4º Para finalizar, se retiró el sobrenadante y se dejó secar el ADN aislado. Una 

vez seco, se añadieron 400 μl de agua destilada y se resuspendió, obteniendo así el 

ADN stock. 

 

5.3.3. PCR. 

Para amplificar el ADN aislado se realizó una mezcla con todos los componentes 

necesarios, que son: nucleótidos (dNTP), cebadores, un enzima ADN polimerasa y un 

tampón de reacción para el enzima. 

 

En nuestro caso, fueron utilizados tres cebadores, 1 μM cada uno (Invitrogen 

Corporation, Life Technologies, California, EEUU), denominados sense, antisense1 y 

antisense2, y la “DreamTaq Green” (DreamTaq™ Green PCR Master Mix, K1082; 

Fermentas International  Inc., Canadá), mezcla comercial que contiene la polimerasa, el 

tampón y  los dNTP necesarios. 

 

La mezcla necesaria para la amplificación de cada muestra contenía un 42% de agua 

destilada, un 10% de cebador sense, un 10% de cebador antisense1 o antisense2, un 

28% de “DreamTaq Green” y un 10% de ADN stock. 

 

Las mezclas de ADN stock junto con los productos de la amplificación fueron  

introducidas en un termociclador LKB-Gene ATAC Controller (Amersham Pharmacia 
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Biotech, GE Healthcare, Connecticut, EE.UU.) donde fueron ampliadas al ser 

sometidas al siguiente proceso: 

 -1 ciclo de 3 min. a 95ºC, para activar la polimerasa. 

 -35 ciclos de  30 seg. a 95ºC, para desnaturalizar el ADN. 

                                  1 min. a 55ºC, para la hibridación del cebador. 

                                  3 min. a 72ºC, para la generación de las copias. 

 -1 ciclo de 5 min. a 72ºC, para la renaturalización. 

 

Tras finalizar los distintos ciclos en el termociclador, las muestras permanecieron como 

mínimo 30 min. a 4ºC y después fueron sometidas a la electroforesis en un gel de 

agarosa. 

 

Para la electroforesis no se requiere mezclar las muestras amplificadas con tampón de 

carga ya que la “DreamTaq Green” contiene un producto que concede a las muestras 

una densidad adecuada para poder prescindir de dicho tampón. La mezcla amplificada 

se deposita en un gel de agarosa compuesto por agarosa al 0,08% (20012; Biotools, 

Madrid, España), tampón tris-acetato (TAE) 1% y bromuro de etidio al 0,1% (E1510, 

Sigma-Aldrich). El gel fue sometido a una corriente de 90V durante 20 minutos y, 

posteriormente, las bandas obtenidas fueron visualizadas con luz ultravioleta en un 

transiluminador ETX Vilber Loumart (Vilber Loumart, Marne-la-Vallée Cedex, 

Francia). 

 

Las bandas que pueden ser visualizadas se deben a los cebadores utilizados. El primer 

conjunto utilizado, sense y antisense-1, reconocen el inicio del gen de Tgf-β3 en el 

intrón 5 (5’ TGGGA GTCAT GGCTG TAACT 3’) y el final, en el intrón 6 (5’ CACTC 

ACACT GGCAA GTAGT 3’), respectivamente (fig. 5). Si el alelo que amplifican es 

silvestre, las bandas resultantes en la electroforesis presentan un tamaño de 400 pares de 

bases (pb). Si el alelo amplificado es mutante presentan un tamaño de 1300 pb porque 

posee un gen insertado, denominado neo, que concede resistencia a la neomicina (fig. 5, 

tabla 5). Por lo tanto, si una muestra sólo genera una banda de 400 pb ha de ser un 

individuo sin la mutación (Tgf-β3 +/+). Por el contrario, la presencia de una única banda 

de 1300 pb significa que la muestra pertenece a un individuo homocigoto negativo (Tgf-

β3 -/-). Si se obtienen las dos bandas, la muestra pertenece a un individuo heterocigoto 

para la mutación (fig. 6, tabla 5). 
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Figura 5. Representación de  los genes amplificados.  A) alelo del gen de Tgf-β3 silvestre, el cual tiene  

un tamaño de 400 pb; en naranja y verde aparecen representados los cebadores, sense y antisense-1 

respectivamente, utilizados en la amplificación. B) alelo del gen de Tgf-β3 con el inserto (en azul) del gen 

de resistencia a la neomicina (neo), que bloquea su expresión; tiene un tamaño de 1300 pb. En este caso, 

al emplear los cebadores sense (naranja) y  antisense-1  (verde) se obtienen fragmentos de 1300 pb  y, al 

usar, sense y  antisense-2 (morados) los fragmentos son de 700 pb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Gel de electroforesis donde se muestran las bandas correspondientes a cada genotipo. La 

línea fragmentada (----) divide el gel en 2 zonas, la zona superior es donde se ha revelado el producto de 

la amplificación obtenida tras utilizar el conjunto de cebadores sense y antisense2 y la inferior donde se 

ha revelado el producto resultante de utilizar el otro conjunto de cebadores (sense y antisense-1). Las 

bandas que aparecen en la zona superior son las correspondientes a individuos homocigotos negativos (-/-

) o heterocigotos (+/-), cuyo tamaño es de 700 pb. Las bandas de la zona inferior corresponden a un 

individuo -/- si únicamente aparece una banda de 1300 pb, a uno +/-  si aparecen la banda de 400 pb y la 

de 1300 pb o a uno silvestre (+/+) si aparece sólo una de 400 pb. 
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El segundo conjunto de cebadores (sense y antisense-2) reconocen del gen de Tgf-β3 en 

el intrón 5 (5’ TGGGA GTCAT GGCTG TAACT 3’) y el final del gen insertado neo en 

pMC1neo (5’ GATGC GATGT TTCGC TTGGT 3’). Este segundo conjunto fue 

utilizado para confirmar la presencia del gen neo (fig. 5). Si el inserto está presente en el 

alelo se amplificará el fragmento que comprende desde el inicio del gen de Tgf-β3 hasta 

el final del inserto neo, cuyo tamaño es de 700 pb. Se utiliza por si la banda de 1300 pb 

no se sintetiza eficazmente con el primer conjunto de cebadores debido a su gran 

tamaño (fig. 6). 

 

Como no se pueden obtener adultos homocigotos negativos para el gen Tgf-β3, al 

tratarse de una mutación letal en homocigosis, los únicos resultados posibles al 

genotipar un animal adulto son: heterocigotos para la mutación (+/-) o animales 

homocigotos para el gen (silvestres o +/+).  En el embrión, además de los dos casos 

anteriores, pueden aparecer homocigotos para la mutación (-/-), (tabla 5).          

 

Tabla 5. Resumen de los posibles resultados y genotipos después de realizar la PCR. 

 

Cebadores 

usados 

Genotipos 

+/+ +/- -/- 

Conjunto sense-

antisense1 
Banda de 400 pb 

Bandas de 400 pb 

y 1300 pb 
Banda de 1300 pb 

Conjunto sense-

antisense2 
Ninguna banda Banda de 700 pb Banda de 700 pb 

 EMBRIONES 

 ADULTOS  

 

 

5.4. Análisis de fetos de 17 días de gestación. 

 

Los ratones C57 nacen tras 19 DG y, dado que en día 15 finaliza la palatogénesis, en día 

17 de gestación ya presentan el paladar totalmente desarrollado y fusionado. Por tanto, 

es de suponer que las malformaciones que muestren en esta etapa permanecerían tras el 

nacimiento si éste llegara a ocurrir. 
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El análisis se llevó a cabo en individuos descendientes de hembras de los 4 grupos 

experimentales establecidos para esta investigación (tabla 3). 

 

Dentro de cada grupo dietario se establecieron subgrupos según el número de semanas 

que las hembras permanecieron alimentándose con dichas dietas: 2, 4, 6, 8, 10,12, 14 y 

16 semanas.  

 

Tras el sacrificio de la hembra, se extrajeron los cuernos uterinos, la placenta fue 

retirada y los fetos lavados en PBS al 1%. Posteriormente, se decalcificaron en ácido 

nítrico al 5% diluido en formol tamponado al 10%, en el que permanecieron entre 24 

horas, fijándose luego en formol tamponado durante unas 48 horas. 

 

Tras la fijación, se analizaron y registraron todas las malformaciones macroscópicas 

visualizadas. Las fotografías se obtuvieron con una cámara  digital Nikon Coolpix 995 

(Nikon Corp., Tokio, Japón) acoplada a una lupa Nikon SMZ800 (Nikon corp.). 

 

Terminado el análisis macroscópico, las cabezas de los fetos se deshidrataron e 

incluyeron en parafina tras sucesivos baños en: 

   Etanol al 70% durante 1 hora 

   Etanol al 80% durante 1 hora 

   Etanol al 90% durante 1 hora 

Etanol absoluto, 2 pases, durante 4 horas  

   Butanol, 2 pases, durante 15 horas en total 

   Parafina, 2 pases, durante 10 horas 

 

Los bloques de parafina fueron seccionados coronalmente en un microtomo Leica 

RM2265 (Leica Geosystems AG., St. Gallen, Suiza), obteniéndose secciones de  7 μm 

de grosor, que fueron teñidas con hematoxilina-eosina. Para ello, primero se 

desparafinaron y rehidrataron: 

 Xilol durante 15 min. x 2 veces 

 Etanol al 96% durante 5 min. x 2 veces 

 Etanol al 70% durante 5 min. x 2 veces 

 Agua destilada durante 5 min. 
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Después se realizó la tinción y el montaje:  

 Hematoxilina durante 7 min.  

 Lavado en agua durante 10 min. 

 Eosina durante 30 seg. 

 Lavado en agua durante 10 min. 

 Etanol al 96% durante 5 min. x 2 veces 

 Etanol al 100% durante 5 min. x 2 veces 

 Xilol durante 5 min. X 2 veces 

 Montaje con medio Eukitt (Eukitt mounting médium; Electro 

Microscopy Sciences, Hatfield, Reino Unido). 

 

Tras el montaje de las secciones teñidas, éstas fueron analizadas microscópicamente tras 

ser fotografiadas con una cámara Leica DFC320 (Leica Geosystems AG) acoplada a un 

microscopio Leica DMR . 

 

 

5.5. Análisis de la proliferación celular en paladares embrionarios. 

 

Los embriones empleados, pertenecientes a los 4 grupos experimentales planteados 

(tabla 3), se extrajeron en 14,5 DG. Para el análisis de la proliferación celular utilizamos 

la 5-Bromo-2'-deoxy-uridina (BrdU), un nucleótido análogo de la timidina capaz de 

insertase en el ADN que se está duplicando en la fase S del ciclo celular. Este 

nucleótido puede ser marcado con un anticuerpo primario y éste, a su vez, detectarse 

con un anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina. Ésta puede ser revelada 

con 4-Nitro blue tetrazolium chloride (NBT) y 5-Bromo-4-clhoro-3-indolyl-phosphate 

(BCIP). 

 

Una hora antes del sacrficio se inyectaron intraperitonealmente en las hembras preñadas 

2 ml de BrdU por cada 100 g de peso, presente en el kit comercial “5-Bromo-2'-deoxy-

uridine Labeling and Detection Kit II” (11.299.964.001; Roche, F. Hoffmann–La 

Roche, Ltd., Basel, Suiza). 

 

Una vez sacrificadas las hembras gestantes, se extrajeron los embriones, como se ha 

descrito en el apartado 5.4. Los embriones fueron decapitados y sus cabezas fueron 
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fijadas en fijador de Carnoy, fijador compuesto por ácido acético glacial, cloroformo y 

etanol absoluto (en una proporción 1:3:6), durante 2 horas y media. Luego se realizaron 

diversos lavados y la inclusión en parafina, siguiendo la siguiente secuencia: 

   Etanol al 100% durante 30 min. x 2 veces 

   Butanol durante 45 min. x 2 veces 

   Parafina, 2 pases, durante 10 horas 

 

Las muestras en parafina fueron cortadas coronalmente en secciones de 5 µm de grosor, 

desparafinadas y procesadas inmunohistoquímicamente  según el protocolo incluido en 

el kit comercial, el cual incluye los anticuerpos, el NBT y el BCIP necesarios. Tras el 

revelado de las secciones podemos observar las células en fase S teñidas de morado (fig. 

7 A). 

 

Las secciones fueron fotografiadas y examinadas con el analizador de imágenes 

Metamorph (version 7.01, Universal Imaging Corp., Sunnyvale, CA, EE.UU.), cuyo 

programa realiza un recuento de las células teñidas presentes en cada área previamente 

delimitada (fig. 7 B). Para realizar la delimitación se trazó manualmente en la imagen 

captada por el analizador Metamorph una línea correspondiente a 300 µm de longitud 

en el eje coronal del proceso palatino, comenzando en la lámina basal del EBM (línea a-

b, fig.7 C), y después se situó otra línea perpendicular (línea c-d, fig. 7 C) a la anterior 

desde la región nasal del proceso palatino hasta la región oral. El área del mesénquima 

que quedaba delimitada lateralmente por esta línea (c-d) era la utilizada para la medida. 

Para determinar el área del EBM, se obtuvo la bisectriz de los 2 ángulos entre las líneas 

a-b y c-d (líneas b-e y b-f). El área del EBM entre las dos bisectrices fue la única 

considerada para la medición (fig.7 C). Una vez determinadas las áreas, el observador 

fijaba el umbral de intensidad de color de las células BrdU positivas y el analizador de 

imágenes contabilizaba el número de puntos que presentaban el rango de color 

seleccionado.  
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Figura 7. Medida de la proliferación celular en el paladar. Sección coronal de la región anterior del 

paladar de un embrión de 14,5 DG procesada mediante la técnica inmunohistoquímica en la que se 

emplea BrdU. A) Células proliferantes en fase S teñidas de morado. B) Imagen captada por el analizador 

de imágenes “Metamorph” y con las áreas que corresponden al EBM y al mesénquima que se medirán 

delimitadas en azul. C) Representación de la determinación de las áreas que se miden en un proceso 

palatino. Primero se traza una línea de 300µm desde la lámina basal del EBM en el eje coronal (a-b) y 

otra, perpendicular a ésta, desde la región nasal (N) del proceso palatino (c-d) hasta la región oral (O). 

Esta línea perpendicular (c-d) limita lateralmente el área de mesénquima que será medido (en verde). Para 

determinar el área del EBM, se obtuvo la bisectriz de los 2 ángulos que se forman entre las líneas a-b y c-

d (líneas b-e y b-f). El área del EBM entre las 2 bisectrices (en rojo) fue la considerada para la medición. 

EBM: epitelio del borde medial; Mes: mesénquima; PP: proceso palatino; TN: tabique nasal.  
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Las medidas para cada grupo fueron los valores medios del número de células BrdU 

positivas contabilizadas en todas las secciones del grupo. Se realizó distinción entre la 

zona anterior del paladar, la zona media y la posterior (fig. 8), analizando por separado 

la media de las células BrdU positivas contabilizadas en cada región. Las secciones 

control y las de cada condición experimental fueron medidas en la misma sesión para 

evitar diferencias en los parámetros basales. 

 

 

 

 

 
 

 
Figura 8. Visión intraoral de un embrión de 14,5 DG. Al haber retirado la mandíbula se observan 

ambos procesos palatinos (PP) cerca del momento de contacto de sus epitelios del borde medial.  Las 

líneas indican la altura anterior (a), media (m) y posterior (p) que fueron consideradas para determinar a 

qué zona del paladar correspondían las secciones analizadas.  
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5.6. Hibridación in situ para la detección de la expresión de Tgf-β3 en el paladar. 

 

El objetivo de esta técnica es detectar si en un determinado tejido se expresa un gen 

concreto.  Todo gen que se expresa lo hace en forma de ARNm y este ácido nucleico 

monocatenario será el que, tras sufrir el proceso de traducción, genere la proteína 

correspondiente. Si provocamos el contacto del tejido a estudiar con un ARN 

complementario al ARNm que nos interesa, ambos pueden unirse, es decir, pueden 

hibridar y formar una doble cadena de ARN. Éste ARN creado contiene digoxigenina 

unida a ciertos nucleótidos que lo forman. Al añadir un anticuerpo anti-digoxigenina 

conjugado con un marcador enzimático y llevar a cabo un revelado adecuado se obtiene 

una coloración del tejido marcado, lo que revela la presencia del ARNm que buscamos. 

El ARN que utilizamos en la técnica de hibridación in situ (HIS) se denomina “sonda”. 

 

5.6.1. Elaboración de la sonda de hibridación. 

Un plásmido es material genético no cromosómico que aparece en procariotas y algunos 

eucariotas como las levaduras. El plásmido que usamos fue “BlueScript”, el cual 

presenta un polilinker en el que se puede introducir un fragmento de ADN denominado 

ADN clonado (ADNc) obtenido a partir de ARN con una retrotranscriptasa (fig. 9). 

 

Este plásmido con el fragmento de ADNc insertado fue introducido en bacterias 

competentes, es decir, con la membrana alterada para que el plásmido pueda pasar. Para 

ello se sometió a las bacterias a cambios drásticos de temperatura (fig. 10).  

 

Una vez dentro, aunque el ADN plasmídico no se inserta en el ADN cromosómico de la 

bacteria, se replicará a la vez que ella. Así se obtienen múltiples copias del mismo 

plásmido y, por tanto, del ADNc a emplear. 

              

Por último, se han de extraer o aislar los plásmidos de las bacterias, cortar el ADN 

circular y transformarlo en un fragmento lineal que se convertirá en ARNm. 

 

Pasos necesarios para obtener la sonda: 

1º Transformación  Se sometieron las bacterias a ciclos de frío y calor: 4ºC durante 

30 minutos, 42ºC durante 1minuto y medio, a 4ºC durante 1 minuto y 1 hora a 37ºC. 

Esto sirve para desnaturalizar la membrana bacteriana lo suficiente como para que los 
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plásmidos penetren en el citoplasma pero sin destruir la bacteria. Las bacterias 

empleadas fueron Escherichia coli de la cepa DH5α (MAX Efficiency DH5α Competent 

Cells, 18258-012; Invitrogen). 

 

2º Crecimiento  Las bacterias transformadas fueron sembradas en medio Luria-

Bertoni: 0,5% de NaCl, 1% de extracto de levadura (212750; B&D, New Jersey, 

EE.UU.) y 1% de medio de cultivo “Bacto Tryptone” (211705; B&D). Después fueron 

sometidas a condiciones idóneas para su multiplicación (37ºC en agitación toda la 

noche). El plásmido empleado en estos experimentos fue creado por Yang Chai (Center 

for Craniofacial Molecular Biology, School of Dentistry, University of Southern 

California, Los Angeles, California, USA) y nos fue cedido por Barbara D. Abbott 

(Reproductive Toxicology Division, National Health and Environmental Effects 

Research Laboratory, Office of Research and Development, U.S. Environmental 

Protection Agency, North Carolina, USA.). El plásmido se compone de un fragmento de 

110 pb del gen Tgf-β3 subclonado en el plásmido “BlueScript”, además posee un inserto 

que le confiere resistencia a la ampicilina. 

 

3º Aislamiento  Se lisaron las bacterias para extraer los plásmidos replicados de ellas 

y aislarlos, es decir, separar el ADN cromosómico de la bacteria del plasmídico. Para 

ello se empleó el kit comercial “High Pure Plasmid Isolation Kit”  (1.754.777; Roche). 

 

4º Linealización  El ADN plasmídico aislado es circular y se requiere que sea lineal, 

para ello se utilizó un enzima de restricción capaz de cortar el plásmido en los puntos de 

inserción del fragmento del gen de Tgf-β3 (fig. 9). El enzima usado fue “EcoRI” 

(R0101S; Biolabs Inc., New England, EE.UU.). 

 

5º Transcripción  Del ADN plasmídico linealizado se obtuvo un ARN 

complementario al ARNm expresado por el gen de Tgf-β3 (sonda). Para la transcripción 

se empleó la ARN polimerasa “T7” (10.881.767.001; Roche), nucleótidos para generar 

la sonda (Ribonucleoside triphosphate set, 11.277.057.001; Roche) y digoxigenina 

(Digoxigenin-11-UTP, 11.209.256.910; Roche), que se une a los nucleótidos uracilo 

trifosfato (UTP), (fig. 11). 
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Figura 9. Inserción de ADN en el plásmido. Representación de la introducción de un fragmento de 

ADN, el ADN clonado (rosa), del gen del cual se obtendrá una sonda de ARN, en un ADN plasmídico 

(azul), para lo cual se requiere una enzima de restricción (verde) que permita la incorporación del ADNc 

empleado. 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Transformación bacteriana. El ADN plasmídico con el inserto de ADNc (azul y rosa) se 

introduce a través de la membrana bacteriana (turquesa) cuando ésta es permeabilizada mediante cambios 

de temperatura. Una vez en el interior de la bacteria, el ADN plasmídico no se inserta en el ADN 

bacteriano (verde ) pero se replican al mismo tiempo. 
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5.6.2. Preparación del tejido antes de la hibridación in situ. 

La HIS se llevó a cabo con sonda de Tgf-β3 en cabezas de embriones de ratón de 14,5 

DG, hijos de hembras del grupo 1 y del grupo 2 (tabla 3). Para este experimento, las 

hembras del grupo 2 habían permanecido 2 u 8 semanas sometidas a la dieta CAF. 

Elegimos esas semanas porque fue cuando encontramos la primera FP anterior y la 

primera fisura completa, respectivamente. 

 

Los embriones fueron extraídos, como ha sido descrito en el apartado 5.4., y lavados en 

PBS frío con dietilpirocarbonato -DEPC- (D5758; Sigma-Aldrich) al 0,03%. Las 

cabezas se separaron de los cuerpos y fueron fijadas en paraformaldehído (PFA) al 4% 

en PBS-DEPC frío toda la noche. La extracción y toda la manipulación se realizó en 

recipientes situados sobre hielo para evitar la acción de las ARNasas, enzimas capaces 

de degradar el ARN presente en el tejido manipulado, además, todo el material 

empleado fue tratado para liberarlo de ARNasas. Para ello, el instrumental de disección 

es lavado, aclarado con agua milliQ con DEPC al 0,03%,  rociado con etanol al 70%, 

envuelto en papel de aluminio y sometido a 220ºC durante 120 minutos.  

 

Tras la fijación de las cabezas, la mandíbula y la calota se retiraron para facilitar la 

penetración de la sonda en el tejido diana, el paladar. Después se inició la 

prehibridación, proceso que prepara el tejido para la recepción del ARNm que hemos 

generado (ver apartado 5.6.1): 

  PBT (PBS-DEPC con tritón al 0’1%), 2 lavados de 5 minutos 

  Metanol al 25% en PBT durante 15 minutos 

             Metanol al 50% en PBT durante 15 minutos 

                        Metanol al 75% en PBT durante 15 minutos 

                        Metanol absoluto, 2 lavados de 15 minutos 

                        Metanol al 75% en PBT durante 15 minutos 

                        Metanol al 50% en PBT durante 15 minutos 

  Metanol al 25% en PBT durante 15 minutos 

             PBT, 2 lavados de 5 minutos 

                        Peróxido de hidrógeno diluido al 3,33% en PBT durante 15 minutos 

               PBT, 3 lavados de 5 minutos 

             Proteinasa K (10 mg/ml) diluida en PBT al 0,1% durante 15 minutos 

             PBT, 2 lavados de 5 minutos 
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                        PFA al 4% en PBS-DEPC, mínimo 20 minutos 

             PBT, 2 lavados de 5 minutos 

 

Todos estos lavados se realizaron a 4ºC y en un agitador orbital. Las soluciones 

empleadas permanecieron continuamente a 4ºC.  

 

Por último, se realizaron dos lavados a 58ºC con solución de hibridación, el primero de 

7 minutos y el segundo toda la noche. Estos dos últimos lavados se realizaron en horno 

de hibridación (Shake`n’ Stack; Hybaid, Middlesex, UK) con agitación bascular. La 

solución de hibridación está compuesta por: 

 -50% de formamida (47671; Fluka, Sigma-Aldrich Inc.) 

 -25% de SSC 20x (17,53% de cloruro sódico y 8,82% de citrato sódico) 

 -0, 1% de tritón (T8787; Sigma-Aldrich) 

 -0,1% de heparina (H3149; Sigma-Aldrich) 

 -10% de tRNA (Ribonucleic acid from torula yeast, type VI, R6625; Sigma-

Aldrich) 

 -1% de EDTA (E7889; Sigma-Aldrich) 

 -1% de CHAPS (C3023; Sigma-Aldrich) 

 -0,5% de agente bloqueador (1.096.176; Roche) 

 

Tras este procesado, el material queda prehibridado y es conservado a -20ºC hasta el 

momento de la hibridación. 

 

5.6.3. Hibridación de la sonda con el ARNm tisular. 

Tras la prehibridación, al tejido le fue añadida la sonda junto con solución de 

hibridación y fue incubado a 58ºC en agitación bascular durante 24 horas.  

 

Tras la incubación, se eliminó la sonda sobrante. Los lavados se realizaron a 58ºC con 

el tampón SSC diluido y mezclado con un 0,1% de CHAPS: 

  SSC 2x, 2 lavados de 5 minutos 

  SSC 2x, 6 lavados de 20 minutos 

  SSC 0’2x, 3 lavados de 30 minutos 
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Después se practicaron 3 lavados a temperatura ambiente con tampón KTBT: Trizma 

hidroclorhídrico (T3253; Sigma-Aldrich) 1M y pH 7,5 al 5%, Cloruro sódico al 5%, 

Cloruro potásico al 1% y tritón al 0,1%. 

 

Tras esos lavados se mantuvieron las muestras 2 horas con solución de bloqueo: KTBT 

y FBS (Foetal Bovine Serum, 10106-151; Invitrogen) en una proporción 8:2 y un 0,7% 

de agente bloqueador (1.096.176; Roche). Por último, se añadió un anticuerpo anti-

digoxigenina conjugado con el marcador enzimático fosfatasa alcalina (Anti-

Digoxigenin-AP, 11.093.274.910; Roche) mezclado con la solución de bloqueo en una 

proporción 1:1000 (fig. 11). El tejido permaneció toda la noche a 4ºC y en agitación 

orbital para la incubación. 

 

5.6.4. Revelado de la sonda hibridada. 

Se realizó el revelado de las muestras hibridadas con NBT (4-Nitro blue tetrazolium 

chloride, 11 087.479.001; Roche) y BCIP (5-Bromo-4-clhoro-3-indolyl-phosphate, 

10.760.994.001; Roche), compuestos que reaccionan con la fosfatasa alcalina dando 

lugar a una señal cromática morada que indica la presencia del ARNm buscado (fig. 

12). 

 

Tras lavar el exceso de NBT/BCIP, las muestras fueron fotografiadas con una cámara 

digital Nikon Coolpix 995 incorporada a una lupa Nikon SMZ800; estas fotografías 

reflejaron de forma macroscópica la señal cromática obtenida en la hibridación.  

 

Las cabezas hibridadas fueron incluidas en gelatina: Gelatina (142060; Panreac) al 

0,49% en PBS con BSA (Bovine Serum Albumin, A8022; Sigma-Aldrich) al 30%, 

Sucrosa al 20% y  glutaraldehído al 6,98%. Los bloques de gelatina fueron cortados 

coronalmente en un vibratomo Leica VT1000M  en secciones de 50 μm de grosor y 

almacenados en PBS y glicerol al 50% junto con  0,02% de azida sódica. 

 

Las secciones obtenidas fueron fotografiadas con una cámara Leica DFC320 acoplada a 

un microscopio  Leica DMR, que posee un prisma Nomarski.  
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Figura 11. Anti-digoxigenina. Sonda representada por una serie de nucleótidos cuyos nucleótidos 

uracilo (U) presentan digoxigenina ligada (dig), y el  anticuerpo anti-digoxigenina (anti-dig) unido a la 

fosfatasa alcalina (FA) que ante la presencia de NBT y BCIP expreseará una señal cromática. 

 

 

 

 

Figura 12. HIS. Visión intraoral del paladar de un embrión de 14,5 DG de un ratón C57 en la que se 

observa que los procesos palatinos se han adherido en casi toda su longitud. La coloración oscura 

señalada por la flecha es la expresión de TGF-β3 en la zona del EBM tras la HIS. 
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5.7. Cultivos organotípicos de procesos palatinos.  

 

           5.7.1. Realización de los cultivos. 

Las ratonas preñadas fueron sacrificadas en 13,5 DG.  El instrumental con el que se 

realizó la laparotomía y posterior extracción de los procesos palatinos fue rociado con 

etanol al 70%, envuelto en papel de aluminio y mantenido a 120ºC durante dos horas.  

 

El sacrificio del animal tuvo lugar siempre lejos de la cabina de flujo laminar. Esta 

cabina (NU-425-300; Nuaire Inc., Plymouth, MN, EE.UU.), así como el resto de los 

instrumentos que introdujimos en ella (lupa microscópica, epiiluminador, guantes, etc.) 

se limpiaron con etanol de 70º. Todo aquel material, desechable o no, que permita el 

autoclave se sometió a este método de esterilización; el resto es esterilizado por la casa 

comercial que lo distribuye. 

 

Para realizar este tipo de cultivos, los embriones tras ser extraídos del útero y separados 

de la placenta, fueron lavados en medio de cultivo. Se separó la cabeza del cuerpo (fig. 

13 A) y se retiraron la mandíbula y lengua, quedando los procesos palatinos a la vista 

(fig. 13 B). En este momento del desarrollo se encuentran aún separados entre sí en el 

techo de la cavidad bucal. Colocada la cabeza bien sujeta, se realizaron dos incisiones 

oblicuas con tijeras microquirúrgicas en la parte anterior de la cara que permitían liberar 

el extremo anterior de los procesos palatinos. Inmediatamente, se efectuaron dos 

incisiones longitudinales en sentido anteroposterior que eliminaban los restos de región 

geniana que persistían después de la extracción de la mandíbula y la lengua. De esta 

manera, los procesos palatinos quedan en primer plano. A continuación, se efectúa una 

incisión que rodea cada proceso palatino tendente a su separación del resto de la cabeza 

(fig. 13 B). Una vez aislados los procesos palatinos, izquierdo y derecho (fig. 13 C), se 

mantuvieron durante el periodo de extracción del resto de los procesos en pocillos que 

contenían medio de cultivo DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium, D2429; 

Sigma-Aldrich) + 1% de ácido ascórbico (A4034; Sigma-Aldrich) + 2% de antibiótico 

(Penicillin-Streptomycin solution stabilised, P4333; Sigma-Aldrich). El medio de 

cultivo empleado carece de AF. 
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Una vez extraídos todos los procesos, se situaron sobre papel de filtro (AABP02500; 

Millipore), previamente esterilizado, de 2x2 mm. En cada papel se colocó un proceso 

palatino (fig. 13 D), si posteriormente iban a utilizarse para medir la proliferación 

celular. Si eran destinados a la medida de la muerte celular o la adhesión y fusión de los 

procesos palatinos, se colocó el proceso derecho y el izquierdo de cada embrión 

enfrentados, de manera que sus epitelios del borde medial entren en contacto (fig. 13 E). 

Se trata de un proceso minucioso ya que los paladares han de quedar justamente uno 

enfrentado a otro, sin superponerse y con la orientación adecuada; para ello, se colocó la 

pareja de procesos palatinos dentro de una placa con medio estéril y se situaban sobre el 

filtro inclinados, de manera que estuvieran apoyados sobre el EBM del contrario y por 

otra parte, sobre el epitelio nasal periférico. Esto permite que, al sacarlos del medio 

líquido, debido al cambio en la  tensión superficial (pasan de medio líquido a medio 

gaseoso), queden perfectamente enfrentados, tal y como quedarían para formar la 

costura epitelial  tras el contacto de los procesos in vivo.  

 

Una vez que todos los procesos habían sido situados sobre los papeles de filtro se 

colocaron sobre una rejilla triangular de metal. Ésta fue colocada en una placa de 

cultivo de 60x15mm (353037; Falcon, BD Biosciences, California, EE.UU.), con medio 

de cultivo en su cavidad interna y un disco de papel de filtro esterilizado y humedecido 

con agua destilada esterilizada situado en la cavidad externa (fig. 13 F).  

 

En el caso de los cultivos destinados a observar la posible reversión con TGF-β3 (243-

B3, R&D Systems, Minneapolis, MN, EEUU), se añadió al medio de cultivo esta 

proteína en una concentración fisiológica (10 ng/ml). Y en el caso de los cultivos 

destinados a observar los efectos del aporte de AF, se añadió AF (Folinic acid calcium, 

F8259; Sigma-Aldrich) al medio en una concentración fisiológica (0,004 g/l). 

 

La placa con los cultivos y el medio correspondiente eran introducidos en el incubador, 

permaneciendo a 37ºC y con un 5% de CO2 en el ambiente durante 12, 18 ó 36 horas, 

según la finalidad del experimento correspondiente (tabla 6).  
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Figura 13. Elaboración de los cultivos. Visión intraoral de la cabeza de un embrión de 13,5 DG con la 

mandíbula (A) y una vez ha sido retirada ésta (B). En (B) líneas naranjas indican las incisiones que se 

efectúan alrededor de cada proceso palatino para realizar su extracción. C) Procesos palatinos extraídos. 

Los procesos se cultivan de forma individual para la medida de la proliferación celular (D) y de forma 

enfrentada (E), recreando el estado in vivo, para la medida de la adhesión, fusión y muerte celular. F) 

Placa de cultivo con papel de filtro humedecido con agua destilada estéril y rejilla central con los cultivos 

situados sobre ella y medio de cultivo debajo. Mn: mandíbula; PC: papel de cultivo; PD: proceso palatino 

derecho; PI: proceso palatino izquierdo.  
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Tabla 6. Resumen de los diferentes cultivos realizados.  

 

HEMBRAS 

(dieta y 

genotipo) 

GENOTIPO 

EMBRIONES 

MEDIO DE 

CULTIVO 

HORAS 

DE 

CULTIVO 

MEDIDA 

Dieta control 

+/+ 
+/+ DMEM 

36 h Adhesión/Fusión 

18h Muerte celular 

12h Proliferación 

Dieta  CAF 

durante 2 

semanas 

+/+ 

+/+ 

DMEM 

36 h Adhesión/Fusión 

18h Muerte celular 

12h Proliferación 

 

DMEM + TGF-β3 

 

36 h Adhesión/Fusión 

18h Muerte celular 

12h Proliferación 

Dieta control 

+/- 
-/- 

DMEM + AF 1x 36 h Adhesión/Fusión 

DMEM + AF 20x 36 h Adhesión/Fusión 

Dieta con 

SAF  +/- 
-/- DMEM + AF1x 36 h Adhesión/Fusión 

 

            

          5.7.2. Experimentos para los que se realizaron cultivos. 

A) Con procesos palatinos de embriones cuyas madres pertenecían al grupo 1 y al 

grupo 2 que habían sido sometidas 2 semanas a la dieta CAF, se realizaron cultivos 

para analizar la adhesión, la fusión, la muerte y la proliferación celular. El medio de 

cultivo empleado fue DMEM. Estos cultivos sirvieron para observar si la dieta CAF 

había afectado a la palatogénesis (tabla 6). 

En otros cultivos de procesos palatinos de embriones del grupo 2, cuyas hembras 

permanecieron 2 semanas con la dieta CAF, se añadió TGF-β3 al medio de cultivo, a fin 

de ver si esta proteína lograba revertir los efectos causados por el déficit de AF (tabla 

6). 

 

B) Con procesos de embriones homocigotos negativos hijos de las hembras del grupo 

3 y del grupo 4 (tabla 3) se realizaron cultivos en medio de cultivo al que se añadió una 

cantidad fisiológica de AF (0,004 g/l) para medir la adhesión y la fusión (tabla 6). 
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Además se usaron embriones homocigotos negativos del grupo 3 (tabla 3) para realizar 

cultivos en un medio con SAF (Folinic acid calcium, F8259; Sigma-Aldrich). El 

suplemento fue de 0,08 g/l, 20 veces superior a los niveles fisiológicos. Con este 

experimento pretendíamos recrear in vitro la situación del grupo sometido al 

suplemento dietético de AF (tabla 6). 

 

 

               5.7.3. Procesamiento de los cultivos. 

A) Los cultivos destinados a medir la adhesión y la fusión de los procesos palatinos 

fueron cultivados 36 horas (tabla 6) y posteriormente fijados en PFA al 4% en PBS 

durante 1hora y 30 minutos. 

Tras ser fijados, se deshidrataron e incluyeron en parafina: 

 Etanol al 50% durante 20 minutos 

   Etanol al 70% durante 20 minutos 

 Etanol al 80% durante 20 minutos 

 Etanol al 90% durante 20 minutos min. 

 Etanol absoluto, 2 pases de 30 minutos  

 Butanol, 2 pases de 45 minutos 

 Parafina, 2 pases de 2 horas  

 

Los bloques de parafina fueron cortados coronalmente a 7μm y se aplicó la técnica de 

tinción con Hematoxilina-Eosina (apartado 5.4). Para medir la longitud de la zona 

adherida y fusionada de los EBM opuestos en los paladares cultivados se fotografiaron 

una de cada diez secciones tomadas de las cien secciones centrales de cada cultivo, 

observadas a 20 aumentos.  

 

Hablamos de “adhesión” de los procesos palatinos cuando el EBM de ambos procesos 

palatinos ha contactado y formado la CEM (fig. 14). Utilizamos el término “fusión” 

cuando la CEM ha desaparecido y sólo se observa tejido mesenquimático en la región 

donde se encontraba la CEM (fig. 14). A la hora de contabilizar la zona adherida 

tenemos en cuenta la fusionada, pues para que haya fusión antes ha debido ocurrir la 

adhesión (fig. 14). 
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Las mediciones de longitud de zona adherida y fusionada fueron realizadas con el 

programa IM50 que procesa las imágenes obtenidas con una cámara Leica DFC320 

acoplada a un microscopio Leica DMR. Foto a foto, se midieron, por un lado, las zonas 

adheridas y, por otro, las zonas fusionadas. Por cada cultivo se calculó la longitud media 

de EBM adherido -sumando las medidas de todas las zonas adheridas y fusionadas y 

dividiendo por el número de secciones fotografiadas consideradas- y la longitud media 

de EBM fusionado -de la misma forma, pero sumando sólo las medidas de todas las 

zonas fusionadas de cada cultivo y dividiendo por el mismo número de secciones 

escogidas-. Finalmente, se halló la media aritmética (± el error estándar) con las 

longitudes obtenidas en micras para todos los cultivos de cada grupo experimental. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
Figura 14. Adhesión y fusión. Sección de 7μm de grosor de un cultivo de procesos palatinos teñida con 

hematoxilina-eosina. Se observa la diferencia entre los términos “fusión”, cuando el tejido epitelial que 

formaba la CEM ha desaparecido completamente quedando sólo células mesenquimáticas, y “adhesión”, 

cuando los  epitelios de ambos procesos han contactado formando la CEM. La zona de “fusión” se 

incluye dentro de la de “adhesión” porque la CEM se ha de formar primero para luego desaparecer 

quedando el lugar que ocupaba poblado de células mesenquimáticas. CEM: costura epitelial medial; PC: 

papel de cultivo; PP: proceso palatino. 
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Figura 15. Muerte celular. Sección de 5μm de grosor de un cultivo de procesos palatinos en el que se ha 

realizado la técnica TUNEL. Las células con el marcaje más intenso son las consideradas células 

apoptóticas. En (A) la zona señalada por las líneas rojas corresponde a la CEM y a los triángulos 

epiteliales de los extremos de la CEM. En (B) el recuadro azul indica la zona de la CEM utilizada para 

medir la muerte celular. CEM: costura epitelial medial; PC: papel de cultivo; PP: Proceso palatino.  

 

 

 

 

 

 

B) Cuando los cultivos fueron destinados a medir la muerte celular, los paladares 

embrionarios fueron cultivados 18 horas (tabla 6) y posteriormente fijados en PFA al 

4% en PBS durante 1hora y 30 minutos. Tras la fijación, fueron deshidratados e 

incluidos en parafina de igual manera que el grupo de los cultivados durante 36 horas 

(apartado 5.7.3.A). 

 

En este caso, las secciones obtenidas fueron de 5 μm de grosor  y sobre ellas se efectuó 

la técnica TUNEL (nombre que proviene de “Tdt-mediated dUTP Nick End Labelling”) 

para detección de muerte celular. Esta técnica está basada en el marcaje de extremos de 

hebras de ADN mediante la acción de la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal, 

que incorpora dNTP conjugados con biotina. Se utilizó el kit comercial “In situ cell 

death detection Kit-POD” (11.684.817.910; Roche), de acuerdo con las instrucciones 

que en él se especifican. Los controles positivos se consiguieron tratando secciones con 

el enzima DNAasa-I.  
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El método de TUNEL se basa en la característica degradación del ADN durante la etapa 

inicial de la muerte celular. Este proceso bioquímico es llevado a cabo por 

endonucleasas y es irreversible. La rotura del ADN se produce en las dos hebras (dando 

lugar a fragmentos mono- u oligonucleosomales) o bien puede ocurrir que tan solo se 

rompa una de ellas. Así se forman los denominados nicks. Las hebras de ADN rotas se 

pueden detectar marcando el extremo terminal 3´-OH libre, por reacción enzimática 

utilizando nucleótidos modificados. En el kit utilizado en este trabajo, los nucleótidos 

estaban marcados con fluoresceína y la enzima encargada de incorporarlos a los 

extremos 3´-OH era la deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). 

 

Para detectar los fragmentos incorporados se incubó con anticuerpo anti-fluoresceína 

conjugado con peroxidasa (POD horse-radish peroxidase) y posteriormente se aplicó el 

sustrato de este enzima (diaminobencidina o DAB). Donde tenía lugar la reacción 

apareció un precipitado marrón (fig. 15 A). 

 

Reactivos utilizados: 

-Proteinasa K (20 g /ml) en TRIS 50 mM pH 7,5-8,0 

-Contenidos del kit: Enzima TdT 

   Nucleótidos conjugados con fluoresceína 

   Anticuerpo anti- fluoresceína conjugado con peroxidasa 

-Triton X-100 al 0,1 % en Citrato Sódico al 0,1 % 

-PBS 

-DAB (K3468; Dako Diagnósticos S.A., Barcelona, España) 

 

El estudio tras el marcaje se realizó mediante microscopía óptica. Las imágenes fueron 

fotografiadas y procesadas mediante el analizador de imágen Metamorph (versión 7.01, 

Universal Imaging Corp.). Se delimitó el área a medir, que se circunscribió a la CEM 

excluyendo los triángulos epiteliales (fig.15 A, B). El área correspondiente a las células 

TUNEL positivas fue seleccionada mediante un balance de color y comparada con el 

área total delimitada de la CEM. Las medidas de cada grupo corresponden al valor 

medio del porcentaje del área correspondiente a las células TUNEL positivas con 

respecto al área total delimitada de la CEM de todas las secciones del grupo. Las 

secciones de los controles y de cada grupo experimental fueron medidas en la misma 

sesión, para evitar diferencias en los parámetros basales. 
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C) Si los cultivos fueron empleados para analizar la proliferación, los procesos 

palatinos aislados se cultivaron durante 12 horas (tabla 6). Posteriormente se les retiró 

el medio de cultivo y se les añadió BrdU, incubándose durante 30 minutos. 

Posteriormente se fijaron en fijador de Carnoy (apartado 5.5) durante 1 hora. Tras la 

fijación se realizaron diversos lavados: 

   Etanol al 70% durante 30 min. x 2 veces 

   Butanol durante 45 min. x 2 veces 

   Parafina, 2 pases, durante 4 horas. 

 

El contaje de células BrdU positivas en los cultivos se realizó siguiendo el mismo 

criterio descrito en el apartado 5.5. 

 

 

 

5.8. Análisis estadístico. 

 

Cuando los datos obtenidos fueron paramétricos se aplicó el test de la t de Student y/o la 

prueba ANOVA. Si no lo eran se aplicaba el test de Mann-Whitney y/o el de 

Kolmogorov-Smirnov.  

 

El criterio para la significancia estadística fue considerar una p<0,05 ó p<0,01. 

 

Los datos fueron analizados usando el programa para Windows SPSS versión 17 (SPSS 

Inc., Chicago, IL, EEUU). 
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6. RESULTADOS  
 

6.1. Nivel de folato hepático en las hembras gestantes. 

 

Para comprobar que las dietas administradas a los grupos 2 y 4 provocaban variaciones 

en los niveles de folato de las hembras que pertenecían a dichos grupos se analizaron los 

niveles de esta vitamina en el hígado de las hembras de los cuatro grupos empleados en 

este trabajo (tabla 3). 

   

Los niveles de folato se midieron en los hígados de 9 hembras de cada grupo control, 

los grupos 1 y 3, en 46 hígados del grupo 2 y en 22 hígados del grupo 4 (tabla 7). 

Comprobamos que los datos obtenidos con los hígados del grupo 1 (33,9 µg/g) y los 

obtenidos en los del grupo 3 (39,4 µg/g) no presentaban diferencias estadísticamente 

significativas al ser comparados (fig. 16 A).  

 

Tabla 7. Niveles de folato hepático: Número, genotipo y dieta de las hembras empleadas en la 

recolección de hígados en los que se midieron los niveles de folato. 

 

Grupo 
Genotipo y dieta de 

las hembras 

Número de 

hembras 

1 +/+ control 9 

2 +/+ CAF 46 

3 +/- control 9 

4 +/- SAF 22 

 

 

  Los hígados del grupo 2 pertenecían a hembras que fueron alimentadas durante un 

número diferente de semanas con dieta CAF. Las hembras que pasaron de 2 a 4 semanas 

con la dieta CAF presentaron niveles similares y sin diferencias estadísticamente 

significativas entre sí, por lo que asumimos un valor medio de 15 µg/g en estos grupos. 

Dicho valor fue inferior al del grupo 1 de manera estadísticamente significativa (fig. 16 

B). Las hembras que habían pasado entre 6 y 16 semanas con dieta CAF presentaron 

unos niveles comparables entre sí y sin diferencias estadísticamente significativas, por 

lo que se obtuvo una media de todos los valores que fue 5,2 µg/g. 
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Figura 16. Niveles hepáticos de folato. A) Niveles obtenidos en el grupo 1, compuesto por hembras 

silvestres (+/+), y en el grupo 3, compuesto por hembras heterocigotas para el gen Tgf-β3 (+/-). Ambos 

grupos alimentados con dieta control. Estadísticamente no existen diferencias entre las medidas de ambos 

grupos. B) Niveles obtenidos en los grupos 1 y 2. Los niveles en las hembras +/+ alimentadas con dieta 

CAF, grupo 2, durante 2 y 4 semanas presentan unos niveles estadísticamente iguales entre sí (15 µg/g de 

media) e inferiores al valor del grupo 1 (33,9 µg/g). Los niveles obtenidos en las hembras alimentadas 

con dieta CAF de 6 a 16 semanas son estadísticamente iguales entre sí, con un valor medio de 5,2 µg/g, 

inferior significativamente al de los de 2-4 semanas e inferior significativamente al valor medio control. 

C) Niveles de AF de los grupos 3 y 4. Las medidas obtenidas en las hembras +/- alimentadas con SAF, 

grupo 4, no presentan diferencias significativas entre sí. El valor de media fue de 54,2 µg/g, superior al 

valor del grupo 3 (39,4 µg/g) de forma estadísticamente significativa. Asterisco: p<0,01.  
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El valor medio obtenido de las cantidades de folato hepático medido en los hígados de 

las hembras que permanecieron de 6 a 16 semanas con la dieta CAF fue 

estadísticamente inferior al de aquellas que permanecieron 2-4 semanas e inferior al 

valor obtenido en el grupo 1 (fig. 16 B).  

 

  Los hígados del grupo 4 pertenecían a hembras sometidas a dieta con SAF durante 

diferentes semanas, de 2 a 16. Estos datos no presentaron diferencias estadísticamente 

significativas y la media de todos los valores fue de 54,2 µg/g. Este valor era superior al 

del grupo 3 (39,4 µg/g) de forma estadísticamente significativa (fig. 16 C). En todos los 

casos, la significación fue de p<0,01. 

 

 

6.2. Efectos de la ausencia de ácido fólico en el desarrollo embrionario. 

 

 6.2.1. Malformaciones registradas en fetos descendientes de hembras 

sometidas a dieta carente de ácido fólico. 

Fueron extraídos 35 fetos de 17 DG de 7 hembras control del grupo 1 y 257 fetos de 45 

hembras del grupo 2 sometidas a dieta CAF durante 2 a 16 semanas (tablas 3 y 8). Los 

fetos fueron analizados macroscópicamente, antes de ser incluidos en parafina, y 

posteriormente se realizó el análisis microscópico de las secciones de parafina. No se 

registraron malformaciones en los controles pero sí en 116 de los individuos sometidos 

a déficit de AF, lo que supuso un 45,14% de afectados (tabla 8). 

 

Las malformaciones detectadas resultaron de diversa índole y fueron catalogadas como 

“malformaciones craneofaciales” por un lado, cuando afectaban al paladar, a la lengua 

y/o a la mandíbula, y como “otro tipo de malformaciones” cuando afectaban al sistema 

nervioso o a la región abdominal (tabla 9).   

 

Las malformaciones comenzaron a aparecer en los fetos cuyas madres fueron sometidas 

a 2 semanas de dieta CAF, afectando estas primeras malformaciones al paladar y a los 

ojos. Los afectados fueron 2 fetos de un total de 51, lo que supuso el 3,92% (tabla 8).  
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Tabla 8. Incidencia y tipo de malformaciones en fetos que han sufrido el déficit de AF durante 

diferentes semanas.  

 

 

Tabla 9. Tipos de malformaciones encontradas en los fetos extraídos en 17 DG y número de fetos 

afectados por cada una de ellas. 

Semanas 

en dieta 

CAF 

Nº 

hembras 

Nº  

fetos 

Nº fetos 

malformados 
% Tipo de malformaciones encontradas 

0 

(control) 
7 35 0 0 Ninguna 

2 6 51 2 3,92 Palatinas / Oculares 

4 7 53 2 3,77 
Oculares / DTN /  Región abdominal 

afectada 

6 4 19 6 31,58 
Craneofaciales / Sistema nervioso 

afectado / Región abdominal afectada 

8 6 29 22 75,86 
Craneofaciales / Sistema nervioso 

afectado / Región abdominal afectada 

10 9 58 43 74,14 
Craneofaciales / Sistema nervioso 

afectado / Región abdominal afectada 

12 8 31 28 74,19 
Craneofaciales / Oculares/ Región 

abdominal afectada 

14 2 8 6 75,00 
Craneofaciales / Sistema nervioso 

afectado / Región abdominal afectada 

16 3 8 7 87,50 
Craneofaciales /  Sistema nervioso 

afectado 

Totales 45 257 116 45,14  

Zona afectada por la 

malformación 

Tipo de 

malformación 

Nº de 

fetos 

afectados 

Nº 

total 

Nº de fetos 

con 

malformación 

craneofacial 

M
a
lf

o
rm

a
ci

o
n

es
 

cr
a
n

eo
fa

ci
a
le

s 

Paladar 

Fisura anterior 2 

17 

33 

Fisura completa 8 

Paladar comprimido 7 

Lengua y/o 

mandíbula 

Microglosias, 

aglosias, 

micrognatias, agnatias 

16 16 

O
tr

a
s 

m
a
lf

o
rm

a
ci

o
n

es
 

Sistema 

nervioso 

Oculares 112 112  

 

 

 

Anencefalias/ 

Exencefalias (DTN) 
15 

24 
Espinas Bífidas 

(DTN) 
9 

Región 

abdominal 

Evisceraciones 12 
16 

Hernias umbilicales 4 
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Las malformaciones oculares, englobadas dentro de las del sistema nervioso (tabla 9), 

eran apreciables a nivel macroscópico. Se registraron microftalmias, donde el ojo 

aparecía más pequeño y menos pigmentado que en los individuos control (fig. 17 A, B), 

y anoftalmias, en las que no se apreciaba pigmentación ni estructuras oculares (fig. 17 

C).  Los individuos con este tipo de malformaciones han supuesto el 43,58% del total de 

los fetos analizados y el 96,55% de los individuos malformados (tabla 10).  

 

Los primeros fetos con DTN y malformaciones de la región abdominal se observaron en 

aquéllos cuyas madres fueron sometidas a 4 semanas de dieta CAF. De 53 fetos 

sometidos a 4 semanas de déficit de AF fueron 2 los que sufrieron alguna 

malformación, lo que supuso un 3,77% de afectados (tabla 8). Dentro del grupo de 

alteraciones asociadas al sistema nervioso incluimos los casos de DTN visibles 

macroscópicamente, como los casos de anencefalia (tabla 9), donde el encéfalo no ha 

llegado a desarrollarse o lo ha hecho muy poco (fig. 17 C) y los de exencefalia (fig. 17 

D), en los que el encéfalo queda completa o parcialmente en contacto con el exterior. En 

el grupo de las malformaciones que afectaban al sistema nervioso también se incluyeron 

los casos de espina bífida (tabla 9). Los casos registrados fueron aquéllos que 

presentaron un fallo en el cierre de la zona sacra, y que apareció asociado a una posición 

anómala del apéndice caudal respecto de los individuos control (fig. 17 E, F). Estas 

malformaciones aparecieron en el 9,34% del total de los fetos analizados, lo que supuso 

el 20,69% del total de fetos malformados (tabla 10). 

 

Respecto a la región abdominal, los fetos control de 17 DG presentan totalmente 

formada la pared abdominal (fig. 17 G). En 4 de los fetos deficitarios analizados se 

registraron hernias umbilicales (tabla 9, fig. 17 H), en las que la pared muscular 

abdominal no se ha cerrado correctamente y una porción del intestino se eviscera, 

quedando revestida únicamente por la piel del abdomen. También se observaron 12 

casos de evisceración (tabla 9, fig. 17  I), en los que la pared abdominal no se ha 

formado y los órganos como el hígado y/o el intestino se exteriorizan. Estos casos, 

presentados por el 6,22% de los fetos, representaban el 13,79% de los malformados 

(tabla 10). 
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Figura 17. Malformaciones macroscópicas encontradas. (A, E, G, J) pertenecen a fetos de 17 DG 

control y (B-D, F), (H,I) y (K,L), a fetos cuyas madres han pasado de 8 a 16 semanas bajo una dieta CAF. 

(A-D), son cabezas de fetos de 17 DG fotografiadas lateralmente. (B) presenta una microftalmia. La 

flecha indica el ojo, que es más pequeño y menos pigmentado que el control (A). (C) corresponde a un 

individuo anencéfalo y anoftálmico y (D) a uno exencéfalo. La flecha señala el encéfalo fuera de la 

cavidad craneal. (E, F) son visiones posteriores de la región sacra de un feto control (E) y de otro que 

presenta espina bífida caudal (F), defecto que aparece señalado por la flecha. (G,H) son visiones laterales 

del abdomen de un feto control (G) y de otro con hernia umbilical (H), señalada por la flecha. (I) visión 

frontal del abdomen de un feto eviscerado, la flecha indica el intestino. (J-L) son visiones inferiores de 

cabezas de un feto control (J) y de dos fetos cuyas madres fueron alimentadas con dieta CAF, uno de los 

que presentó micrognatia (K) y otro agnatia (L). Las flechas indican la mandíbula normal (J),  la 

disminuida (K) y la ausencia de ella (L).  
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Tabla 10. Relación entre el número de fetos con las diferentes malformaciones registradas y el número 

total de fetos analizados, el número total de malformados y el número total de los que presentaron 

malformaciones craneofaciales. 

 

 

 

En los fetos extraídos de hembras que habían sido alimentadas entre 6 y 16 semanas con 

dieta CAF encontramos todos los tipos de malformaciones clasificadas (tablas 8 y 9). Se 

observa que el porcentaje de fetos con malformaciones, que supone un 3,92%  y un 

3,77% en los casos de 2 y 4 semanas respectivamente, aumenta hasta un 31,58% en el 

grupo de 6 semanas de déficit de AF (tabla 8). El aumento del porcentaje de fetos 

maformados era mucho mayor a partir de las 8 semanas de dieta, donde se registró un 

75,86%. Un porcentaje similar al encontrado en el grupo de 8 semanas apareció en los 

grupos de 10, 12 y 14 semanas de dieta CAF (74,14%, 74,19% y 75% respectivamente). 

El mayor porcentaje de fetos malformados, 87,50%, se encontró en el grupo cuyas 

madres fueron sometidas a 16 semanas de dieta CAF (tabla 8). 

 

En el caso de las malformaciones craneofaciales hicimos una división entre aquéllas que 

no afectaban al paladar y las que sí lo hacían (tabla 9). Las denominadas no palatinas 

englobaban los casos en los que la mandíbula apareció afectada. Los fetos que 

comparados con los control (fig. 17 J) presentaban micrognatia, una mandíbula de 

tamaño muy reducido (fig. 17 K), o agnatia, cuando ésta estaba ausente (fig. 17 L). Las 

malformaciones craneofaciales no palatinas también engloban los casos de microglosia, 

en los que  la lengua aparece muy poco desarrollada (fig. 18 A, B),  y los de aglosia, en 

los que la lengua sólo era un mínimo esbozo (fig. 18 C). Todos estos tipos de 

Tipos de malformaciones 

Nº de 

fetos 

malfor-

mados 

 

% 

respecto 

al nº de 

fetos 

totales 

(n=257) 

% 

respecto 

al nº de 

fetos 

malfor-

mados 

(n=166) 

% respecto al 

nº de fetos con 

malformación 

craneofacial 

(n=33) 

Malformaciones 

craneofaciales 

Palatinas 17 6,61 14,65 51,51 

No palatinas  16 6,22 13,79 48,48 

Otras 

malformaciones 

Asociadas 

al sistema 

nervioso 

Oculares 112 43,58 96,55 
 

 DTN 24 9,34 20,69 

Abdominales 16 6,22 13,79 
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malformaciones aparecieron en el 6,22% de los individuos, lo que supuso el 13,79% de 

los malformados y el 48,48% de los que sufrieron alguna malformación craneofacial 

(tabla 10). 

 

 

 

Figura 18. Malformaciones relacionadas con la lengua. Secciones coronales de individuos de 17 DG 

realizadas a la altura del primer molar. (A) Individuo control. (B,C) Individuos que han sufrido el déficit 

de AF y presentan alteraciones en la lengua. (B) presenta microglosia, una lengua de menor tamaño que el 

caso control (A). (C) presenta aglosia, donde debería aparecer la lengua sólo existe un esbozo de ésta. Et: 

etmoides; L: lengua; M: molar; P: paladar.  
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Por tanto, los fetos malformados de hembras que habían pasado de 2 a 4 semanas con 

dieta CAF suponían un porcentaje inferior al 4%, en la 6ª semana de dieta el porcentaje 

alcanzaba el 30% y a partir de la 8ª semana de dieta CAF los porcentajes de los fetos 

nacidos que mostraron alguna malformación superaban el 70% (tabla 8). Además, 

registramos que la mitad de los individuos (51,51%) con alguna malformación 

craneofacial presentaban el paladar afectado, mientras que el 48,48% restante 

correspondía a otras alteraciones (microglosias, micrognatias, agnatias). El porcentaje 

de individuos con alguna alteración palatina respecto al número total de malformados 

supuso un 14,65% (tabla 10). 

 

En resumen, respecto al número total de individuos estudiados, hemos hallado que el 

tipo de alteraciones más frecuentes son las oculares, las cuales suponen un 43,58% del 

total de fetos analizados. En segundo lugar se encuentran los DTN (9,34%) seguidos de 

las malformaciones palatinas (6,61%) y, por último, las malformaciones craneofaciales 

no palatinas y las abdominales con un 6,22% en ambos casos (tabla 10). 

 

 6.2.2. Malformaciones del paladar de fetos descendientes de hembras 

sometidas a dieta carente de ácido fólico. 

Las malformaciones craneofaciales palatinas detectadas en los fetos hijos de hembras 

sometidas a dieta CAF, que son el eje central de este estudio, se clasificaron en 3 tipos 

(tabla 9): 

  

a) Fisuras palatinas anteriores: son aquellas que a nivel macroscópico se 

asemejan a los controles (fig. 19 A, B) salvo por el hecho de que la parte 

anterior de los procesos palatinos no está adherida (fig. 19 C, D); en las 

secciones analizadas de la región anterior aparece un defecto de adhesión 

(fig. 19 D) que no presentan los controles (fig. 19 B). Estos casos se 

encontraron en fetos cuyas madres habían sido sometidas a 2 y 16 semanas 

de dieta CAF y supusieron el 0,78% del total de individuos analizados (tabla 

11). 
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Figura 19. Malformaciones del paladar I. Las imágenes (A, C, E) corresponden a la visión 

intraoral de fetos de 17 DG a los que se les ha retirado la mandíbula y las (B, D, F) a secciones 

coronales de la región anterior de fetos de 17 DG teñidas con hematoxilina-eosina. (A-B) 

pertenecen a un caso control; en la sección se observa la fusión de los procesos palatinos con el 

paladar primario y el tabique nasal. (C-D) son de un feto cuya madre fue alimentada 2 semanas 

con dieta CAF y presentó una fisura anterior (flecha); obsérvese que los procesos palatinos no se 

han fusionado entre sí ni con el tabique nasal. (E-F) son imágenes de un feto cuya madre fue 

sometida a 8 semanas de dieta CAF y presentó una fisura completa (flecha) perfectamente visible 

a nivel macroscópico y microscópico.  P: paladar; PP: proceso palatino; TN: tabique nasal. 
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Tabla 11. Incidencia de las malformaciones palatinas en los fetos extraídos en 17 DG hijos de hembras 

sometidas a dieta CAF durante 2 a 16 semanas. 

 

Semanas 

de dieta 

CAF 

Nº total 

de 

individuos 

 

Fisuras 

anteriores 

 

Fisuras 

completas 

Paladares 

plegados 

Nº total de 

afectados 

Nº (%) Nº (%) Nº (%) Nº (%) 

2 51 1 1,96% 0 0 0 0 1 1,96% 

4 53 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 19 0 0 0 0 1 5,26% 1 5,26% 

8 29 0 0 3 10,34% 2 6,89% 5 17,24% 

10 58 0 0 4 6,90% 2 3,45% 6 10,34% 

12 31 0 0 1 3,22% 0 0 1 3,22% 

14 8 0 0 0 0 1 12,50% 1 12,50% 

16 8 1 12,50% 0 0 1 12,50% 2 25,00% 

Totales 257 2 0,78% 8 3,11% 7 2,72% 17 6,61% 

 

 

b) Fisuras palatinas completas: son las que a nivel macroscópico muestran 

claramente que los procesos palatinos no han llegado a adherirse, presentando una 

hendidura evidente macroscópica (fig. 19 E) y microscópicamente (fig. 19 F). Estos 

casos aparecieron en aquellos cuyas madres estuvieron 8 semanas o más alimentándose 

con dieta CAF. El grupo que presentó un porcentaje mayor de FP completa fue el de las 

hembras que pasaron 8 semanas alimentándose con la dieta CAF (tabla 11). 

 

           c) Paladar plegado: son aquellos casos que, comparados con los controles (fig. 20 

A, B), macroscópicamente aparentaban presentar una FP completa, estando los procesos 

palatinos muy próximos (fig. 20 C). Sin embargo, al realizar el análisis microscópico 

observamos que la fusión era correcta pero, comparado con los individuos control (fig. 

20 B),  el paladar aparecía plegado contra la base del cráneo y algo hipoplásico, de 

forma que en su región posterior dejaba obliterado el pasaje nasal común (fig. 20 D). 

Paralelamente, los bordes alveolares del maxilar aparecían aproximados el uno al otro y 

cercanos a la línea media, dando sensación de presencia de una FP en realidad 

inexistente. Este tipo de alteración apareció en fetos cuyas madres habían pasado 6 

semanas o más bajo dieta CAF y supuso un 2,72% del número total de fetos analizados 

(tabla 11). 
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Además de las alteraciones palatinas comentadas, al analizar el paladar en las secciones 

teñidas de fetos sin malformación palatina encontramos un aparente retraso en la 

osificación del paladar con respecto a los individuos control (fig. 21 A). Observamos 

que los núcleos de osificación del paladar están más alejados cuanto mayor es el número 

de semanas que las madres de esos fetos han pasado sometidas a la dieta CAF. Tras 2 

semanas de dieta este efecto no es evidente (figs. 21 A, B), es a partir de las 4 semanas 

cuando empieza a ser apreciable este defecto (figs. 21 C-H). 

 

 

 

Figura 20. Malformaciones del paladar II. (A, C) visión intraoral del paladar de fetos de 17 DG a los 

que se les ha retirado la mandíbula. (B, D) secciones coronales correspondientes a la altura del primer 

molar de los fetos mostrados en (A, C) respectivamente. (A, B) pertenecen a un caso control; en la 

sección (B) se observa la fusión propia de los procesos palatinos de los individuos silvestres. (C, D) 

pertenecen a un feto de 17 DG cuya madre fue sometida a dieta CAF y presentó un “paladar plegado”, el 

cual aparenta macroscópicamente ser una fisura con los procesos palatinos muy cercanos (C), pero al 

analizar la sección microscópicamente muestra una perfecta fusión de los procesos palatinos pero un 

plegamiento del paladar (D). Obsérvese en la imagen la cercanía entre los esbozos de los molares y la 

obliteración del pasaje nasal común (*). Et: etmoides; M: esbozo del molar; P: paladar; PCN: pasaje nasal 

común. 
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Figura 21. Alteración de la osificación palatina en fetos sometidos a déficit de AF sin FP ni paladar 

plegado. Secciones de cabezas de fetos de 17 DG teñidas con hematoxilina-eosina, cortadas a la altura del 

esbozo del molar. En ellas se observa, respecto a lo observado en el control (A) y en los individuos de 2 

semanas de dieta CAF (B), cómo aumenta la distancia entre los núcleos de osificación (líneas 

discontinuas rojas) a partir de las 4 semanas de dieta materna CAF (C-H). ET: Etmoides. 
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    6.2.3. Alteración de los mecanismos básicos de la palatogénesis por la 

carencia de ácido fólico. 

Tras realizar el análisis de los fetos de 17 DG cuyas madres habían sido sometidas a una 

dieta CAF y observar la aparición de FP en algunos de ellos (apartado 6.2.2, tabla 11), 

decidimos estudiar cómo podía afectar el déficit de AF a los mecanismos básicos 

implicados en la palatogénesis. 

 

Como se ha comentado en la introducción (apartado 1.1), una vez los procesos palatinos 

se han horizontalizado, es esencial en la palatogénesis la proliferación celular en el 

mesénquima que los constituye y el descenso de la misma en el EBM, cuyo destino 

final es desaparecer. Cuando los epitelios del borde medial opuestos contactan, una 

fuerte adhesión asegura su unión en la línea media, que es seguida de la desaparición del 

EBM por medio de muerte celular programada, principalmente, y también por 

transformación epitelio-mesenquimatosa y emigración celular. Con este paso se 

consigue la fusión de los procesos palatinos. 

 

Decidimos analizar si los mecanismos más importantes de este proceso se veían 

afectados en los embriones cuyas progenitoras fueron alimentadas con dieta CAF. 

Debido a que ya a las 2 semanas de dieta CAF observamos FP anterior (tabla 11), 

analizamos en especímenes de este grupo experimental si se alteraban la proliferación 

celular del mesénquima y del EBM, la adhesión de los procesos palatinos, la muerte de 

las células del EBM y la fusión de los procesos palatinos. 

 

6.2.3.1. Alteración de la proliferación celular en el paladar de embriones 

descendientes de hembras sometidas durante 2 semanas a dieta carente de ácido 

fólico. 

La proliferación fue analizada en el mesénquima y en el EBM de los procesos palatinos 

de 4 embriones control (tabla 12, fig. 22 A) y de 5 embriones cuyas madres fueron 

sometidas a dieta CAF durante 2 semanas (tabla 12, fig. 22 B). Consideramos el paladar 

dividido en 3 regiones: anterior, media y posterior (fig. 8). La proliferación se midió por 

separado en cada una de ellas, empleando unas 100 secciones de cada región en el caso 

de los controles y alrededor de 30 en el caso de los del grupo deficitario (tabla 12). La 

diferencia en el número de secciones medidas es debida a que los individuos sometidos 

al déficit de AF presentan un tamaño menor al de los individuos control. 
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En el EBM de los individuos control, la proliferación era mayor cuanto más posterior la 

región analizada, apareciendo una media de 1,32 células en la región anterior, 2,25 en la 

región media y 3,57 en la posterior. Este ascenso en la media se mantenía en el caso de 

los embriones sometidos a CAF; 0,11 en la anterior, 0,86 en la media y 1,54 en la 

posterior (fig. 22 C), observándose que los embriones cuyas madres fueron sometidas a 

dieta CAF presentaron una proliferación significativamente (p<0,05) menor que la de 

los embriones control, aunque manteniendo el patrón de distribución que aparecía a lo 

largo del paladar en los individuos control.  

 

En el caso del mesénquima, los datos recogidos en los embriones control mostraron una 

proliferación similar en las regiones anterior y media del paladar, una media de 51,62 y 

55,19 células proliferantes respectivamente y mayor en la posterior (88,28 células de 

media). Esta distribución varía en los deficitarios, ya que éstos presentaron datos 

similares en las tres regiones; 31,22 en la anterior, 32,97 en la media y 39,77 en la 

posterior (fig. 22 D) significativamente (p<0,05) menor que en los controles.   

 

Por tanto, la proliferación celular del paladar en desarrollo de los individuos sometidos 

al déficit de AF fue menor de forma estadísticamente significativa, p<0,05, en el EBM y 

en el mesénquima en las tres regiones analizadas. 

 

Tabla 12. Proliferación celular: Número de embriones y número de secciones de cada uno de ellos que 

fueron empleados para la medida de la proliferación celular en el paladar de embriones de 14,5 DG de los 

grupos 1 (control) y 2 (dieta CAF durante 2 semanas). 

 

PROLIFERACIÓN CELULAR (CAF) 

Dieta Nº embriones Región Nº secciones 

Control 4 

Anterior 117 

Media 124 

Posterior 136 

CAF 5 

Anterior 27 

Media 35 

Posterior 26 
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Figura 22. Proliferación celular en el paladar de embriones de 14,5 DG. Medida en embriones del 

grupo 1 (A) y del grupo 2 cuyas madres fueron sometidas a 2 semanas de dieta CAF (B). La proliferación 

fue medida en secciones de la región anterior, media y posterior del paladar, tanto en el EBM (C) como 

en el mesénquima (D). En todos los casos, la proliferación fue menor de forma estadísticamente 

significativa en el paladar de los embriones del grupo deficitario que en el de los del grupo control. 

Asterisco: EBM; m: mesénquima; doble asterisco: p<0,05. 
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6.2.3.2. Alteración de la adhesión y fusión de los procesos palatinos de embriones 

descendientes de hembras sometidas 2 semanas a dieta carente de ácido fólico. 

Para analizar la adhesión de los procesos palatinos y su fusión se mide la longitud de los 

epitelios del borde medial que están en contacto y ha desaparecido en cultivos de 

procesos palatinos enfrentados. Consideramos “adhesión” cuando se ha formado la 

CEM y “fusión” cuando la CEM desaparece y, en su lugar, aparece tejido 

mesenquimático (apartados 1.1. y 5.7.3.A).  

 

Para llevar a cabo este estudio se realizaron cultivos con paladares de 8 individuos de 

13’5 DG del grupo control (tabla 13, fig. 23 A) y 8 embriones hijos de hembras 

sometidas 2 semanas a dieta CAF (tabla 13, fig. 23 B). Analizamos la adhesión y la 

fusión ocurridas entre los procesos palatinos en 160 secciones de los individuos control 

y 288 secciones de los deficitarios de AF (tabla 13). 

 

La longitud se midió en micras y la media obtenida de epitelios del borde medial 

enfrentados adheridos en los embriones deficitarios fue 170 frente a las 196 de los 

controles (fig. 23 D); es decir, los embriones sometidos al déficit de AF presentan una 

adhesión inferior a los controles y la diferencia fue estadísticamente significativa con 

una p<0,01. 

 

La fusión medida mostró valores de 71 micras de media en las secciones de individuos 

del grupo deficitario frente a las 101 de los controles (fig. 23 E), lo que indica una 

fusión menor en los deficitarios. Esta diferencia también fue significativa de forma 

estadística (p<0,01). 

 

Por tanto, se detectó un descenso en los niveles de adhesión y de fusión en los paladares 

de embriones que sufrieron 2 semanas el déficit de AF y, en ambos casos, de forma 

estadísticamente significativa. 
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Tabla 13. Adhesión y fusión: Número de embriones y número de secciones de cada uno de ellos que 

fueron empleados para la medida de la adhesión y fusión de los procesos palatinos cultivados del grupo 1 

(control) y del grupo 2 (dieta CAF durante 2 semanas). Los del grupo 2 fueron cultivados con y sin TGF-

β3 en el medio de cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Adhesión y fusión en cultivos de procesos palatinos embrionarios. Medida de la adhesión 

y de la fusión en paladar de embriones del grupo control 1 (A), del grupo 2 cuyas madres fueron 

sometidas a 2 semanas de dieta CAF (B) y de este mismo grupo pero con TGF-β3 añadido en el medio de 

cultivo (C). Tanto la adhesión (D) como la fusión (E) fueron inferiores en los individuos sometidos al 

déficit de AF a las medias registradas en los controles y se restablecieron cuando se añadió TGF-β3 al 

medio de cultivo. Datos estadísticamente significativos. Asterisco: p<0,01 

ADHESIÓN Y FUSIÓN (CAF) 

 Nº embriones Nº secciones 

Control 8 160 

CAF 8 288 

CAF + TGF-β3 8 145 
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6.2.3.3. Alteración de la muerte celular en la costura epitelial medial de embriones 

descendientes de hembras sometidas 2 semanas a dieta carente de ácido fólico.  

Analizamos la muerte celular en la CEM de los procesos palatinos cultivados de 13 

embriones control (tabla 14, fig. 24 A) y de 19 embriones hijos de hembras del grupo 2 

que pasaron 2 semanas con dieta CAF (tabla 14, fig. 24 B). Se registró una media de 

1,86% de muerte celular en la CEM formada por los procesos palatinos de los 

embriones obtenidos de las hembras del grupo 2 y una media de muerte celular de 

1,49% en el caso de los embriones control (fig. 24 D).  

 

Por tanto, estos datos revelan la existencia de un aumento estadísticamente significativo 

(p<0,01) de la muerte celular en la CEM del paladar de los embriones descendientes de 

las hembras del grupo sometido al déficit de AF respecto a los embriones control.  

 

 

 

 

Tabla 14. Muerte celular: Número de embriones y número de secciones de cada uno de ellos que fueron 

empleados para la medida de la muerte de las células de la CEM de procesos palatinos cultivados del 

grupo 1 (control) y 2 (dieta CAF durante 2 semanas). Los del grupo 2 fueron cultivados con y sin TGF-β3 

en el medio de cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

MUERTE CELULAR (CAF) 

 Nº embriones Nº secciones 

Control 13 177 

CAF 19 110 

CAF + TGF-β3 14 83 
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Figura 24. Muerte celular en cultivos de procesos palatinos.  Medida en cultivos de procesos palatinos 

de embriones control (A), de embriones que han sufrido déficit de AF durante 2 semanas (B) y embriones 

sometidos el mismo tiempo al déficit de AF pero con TGF-β3 añadido en el medio de cultivo (C). Las 

flechas indican las células apoptóticas marcadas. (D) La muerte celular medida en los embriones 

sometidos a la dieta materna CAF fue superior a la de los individuos control, datos estadísticamente 

significativos. Al añadir TGF-β3 en el medio de cultivo la muerte disminuyó hasta unos valores similares 

a los detectados en los controles. Asterisco en A-C: CEM; asterisco en D: p<0,01. 
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6.2.4. Expresión de TGF- β3 en el paladar de embriones descendientes de 

hembras sometidas durante 2 y 8 semanas a dieta carente de ácido fólico. 

Dado que en los embriones cuyas madres sufrieron un déficit de AF en la dieta se 

observaron alteraciones en los mecanismos básicos implicados en la palatogénesis 

(apartado 6.2.3.) y partiendo de dos premisas fundamentales: primera, la importancia de 

TGF-β3 en la formación del paladar (apartados 1.2. y 1.3.) y, segunda, que los mismos 

mecanismos aparecen alterados en los mutantes que no expresan TGF-β3, que poseen 

FP completa (apartado 1.4.), decidimos analizar la expresión de TGF-β3 en los 

embriones hijos de las hembras del grupo 2 (tabla 3) por medio de la técnica de la HIS a 

fin de ver si la carencia de AF altera su expresión. 

 

Se realizó HIS en cabezas de embriones de 14,5 DG hijos de las hembras del grupo 1 y 

del grupo 2 (tabla 3), que habían permanecido 2 y 8 semanas bajo dieta CAF. 

Decidimos analizar los fetos de esas semanas concretamente porque en los de 2 semanas 

ya aparecía una FP anterior y los mecanismos de fusión de los procesos palatinos 

estaban alterados, y en los de 8 semanas habíamos observado el mayor porcentaje de 

fisuras palatinas completas (tabla 11).  

 

Se utilizaron 9 embriones control (fig. 25 A) y 7 embriones hijos de hembras que fueron 

alimentadas 2 semanas con dieta CAF (fig. 25 B). Se observó una ligera disminución de 

la expresión de TGF-β3 en los del grupo sometido a la dieta CAF frente a los del grupo 

control, principalmente apreciable en la región media del paladar (fig. 25 A, B, E, H).  

 

Para la HIS de cabezas de individuos del grupo 2 cuyas madres habían pasado 8 

semanas bajo dieta CAF se emplearon 7 embriones y otros 9 embriones del grupo 

control. Se observó que la expresión de TGF-β3 sufría una disminución mucho más 

evidente que en el caso de los que procedían de 2 semanas de dieta materna CAF, al 

comparar individuos control (fig. 25 C) con individuos cuyas madres se alimentaron de 

dieta CAF durante 8 semanas (fig. 25 D). Esta diferencia de expresión era evidente a 

cualquier nivel del paladar (fig. 25 F, I), pero principalmente en las regiones donde se 

había formado la CEM (fig. 25 G, J). 
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Figura 25. Expresión de TGF-β3 en el paladar de embriones de 14,5 DG. (A-D) Visiones intraorales 

de cabezas de embriones a las que se les retiró la mandíbula y se hibridaron para observar la expresión de 

TGF-β3. (E-J) Secciones de 50 µm de grosor correspondientes a las cabezas (A-D). (A, C) Embriones 

control, (B) embrión cuya madre fue sometida 2 semanas a dieta CAF y (D) embrión cuya madre fue 

alimentada durante 8 semanas con dieta CAF. Las flechas indican la zona a la que pertenecen las 

secciones a las que corresponden las imágenes (E-J). En todos los casos los individuos del grupo CAF (B, 

D, H, I, J) presentan menor expresión de TGF-β3 que los  individuos control (A, C, E, F, G), siendo la 

diferencia  más evidente en la CEM (G-J) que en las zonas no adheridas (E, F, H, I).  
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Por tanto, el déficit de AF en la dieta materna generó que la expresión de TGF-β3 en el 

paladar fuera inferior a la del grupo control. Dicha reducción fue mayor en los 

embriones cuyas madres pasaron 8 semanas alimentándose con dieta CAF que en 

aquéllos cuyas madres pasaron 2 semanas con la misma dieta. 

 

 

                6.2.5. Papel de TGF-β3 en el rescate de los mecanismos implicados en la 

palatogénesis alterados por el déficit de ácido fólico. 

Tras haber registrado alteraciones en los mecanismos implicados en el desarrollo del 

paladar de los embriones del grupo 2 (apartado 6.2.3.2.) y observar en embriones del 

mismo grupo un descenso de la expresión de TGF-β3 en su EBM (aparatado 6.2.4.), 

decidimos analizar si un aporte exógeno de TGF-β3 podía recuperar dichos mecanismos 

a los niveles detectados en los embriones del grupo 1.  

 

Para determinar los efectos del TGF-β3 exógeno sobre la adhesión y la fusión se 

emplearon 8 embriones hijos de hembras alimentadas 2 semanas con dieta CAF (tabla 

13), que fueron cultivados con una dosis fisiológica de TGF-β3 añadida al medio de 

cultivo (fig. 23 C). Se analizaron 145 secciones, obteniéndose una media de 209 micras 

de EBM adherido y de 102 micras de EBM desaparecido (fig. 23 D, E). Los datos 

fueron comparados con las medias obtenidas en los cultivos de embriones control y en 

los sometidos a 2 semanas de dieta CAF (apartado 6.2.3.2). Se observó que tanto la 

adhesión como la fusión presentaban unos datos estadísticamente iguales a los medidos 

en los paladares de embriones control, que fueron de 196 micras para la adhesión y de 

101 para la fusión (fig. 23 D, E). 

 

Para analizar los efectos del TGF-β3 exógeno sobre la muerte celular de las células de la  

CEM de cultivos sometidos a carencia de AF se obtuvieron 83 secciones de cultivos de 

paladares de 14 embriones del grupo 2 (tabla 14) a los que se añadió una dosis 

fisiológica de TGF-β3 al medio de cultivo (fig. 24 C). Los datos obtenidos se 

compararon con los registrados en los grupos 1 y 2 sin TGF-β3 añadido al medio (fig. 24 

D). Se observó una media de la muerte celular de 1,36%, la cual no presentaba 

diferencias estadísticamente significativas con la media de 1,49% del grupo control 

(apartado 6.2.3.3. y fig. 24 D). 
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Para medir los efectos del TGF-β3 exógeno sobre la proliferación del EBM y del 

mesénquima de los procesos palatinos sometidos al déficit de AF se utilizaron 14 

embriones del grupo control y 11 embriones hijos de hembras sometidas a 2 semanas de 

dieta CAF (tabla 15, fig. 26 A-C). En este caso los procesos palatinos fueron cultivados 

de forma aislada (apartado 5.7.1.), por lo que los procesos derechos de los embriones 

afectados por la carencia de AF fueron cultivados en medio de cultivo DMEM y los 

izquierdos en DMEM con TGF-β3 añadido. El número de células proliferantes de media 

en el EBM fue obtenido al contabilizarlas en 67 secciones del grupo control, 75 

secciones del grupo sometido a la carencia de AF y de 133 secciones de los cultivos con 

el TGF-β3 añadido al DMEM (tabla 15).  En el caso del mesénquima, las medias se 

obtuvieron tras haber medido 99 secciones de cultivos control, 118 secciones de los 

cultivos de embriones afectados por la dieta CAF y 132 secciones de los tratados con 

una adición de TGF-β3  (tabal 15).   

 

 

 

 

 

 

Tabla 15. Proliferación celular en cultivos: Número de embriones y número de secciones de cada uno 

de ellos que fueron empleados para la medida de la proliferación celular de cultivos del grupo 1 (control) 

y 2 (dieta CAF durante 2 semanas). Los del grupo 2 fueron cultivados con y sin TGF-β3 en el medio de 

cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PROLIFERACIÓN CELULAR (cultivos CAF) 

 Nº embriones 
Nº secciones 

EBM Mesénquima 

Control 14 67 99 

CAF 11 75 118 

CAF + TGF-β3 11 133 132 
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Figura 26. Proliferación en cultivos CAF. Medida de proliferación celular en cultivos de procesos 

palatinos aislados de embriones control (A), de embriones cuyas madres pasaron 2 semanas con dieta 

CAF (B) y de embriones  de éste mismo grupo con TGF-β3 añadido al medio de cultivo (C). Se observa la 

disminución de la proliferación en los cultivos del grupo sometido a la carencia de AF y la reversión a los 

niveles controles al añadir TGF-β3 en el medio de cultivo, tanto en el EBM (D) como en el mesénquima 

(E). Datos estadísticamente significativos. Asterisco en A-C: EBM; m: mesénquima; asterisco en D-E: 

p<0,01;  doble asterisco en D-E: p<0,05.  
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Detectamos un descenso del número de células proliferantes en los cultivos de procesos 

palatinos sometidos a la carencia de AF respecto a los cultivos del grupo control (fig. 26 

D, E). En el EBM obtuvimos 0,43 células proliferantes de media en el grupo afectado 

por la carencia de AF respecto a las 1,07 células de media del grupo control y 1,21 

células medidas en los tratados con  TGF-β3  en el medio de cultivo (fig. 26 D). En el 

mesénquima se contabilizó una media de 11,44 células en los controles, 6,9 células en 

los afectados por la carencia de AF y 10,40 células proliferantes en los cultivos 

influenciados por el déficit de AF y tratados con TGF-β3 (fig. 26 E). Los datos fueron 

estadísticamente significativos tanto en el EBM (p<0,01) como en el mesénquima 

(p<0,05). 

 

Por tanto, observamos que, tanto en el EBM como en el mesénquima, el número de 

células proliferantes de media en los procesos palatinos afectados por el déficit de AF 

descendía de forma estadísticamente significativa respecto a la media obtenida en los 

procesos palatinos control, pero que, al añadir TGF-β3 al medio de cultivo de los 

afectados por el déficit de AF, los niveles no presentaban diferencias con los procesos 

del grupo control. Es decir, ante el déficit de AF, la proliferación en el paladar sufre una 

disminución y aumenta hasta niveles fisiológicos si TGF-β3 es añadido al medio de 

cultivo (fig. 26 D, E). 

 

Resumiendo, los embriones cuyas madres han sido alimentadas con dieta CAF 

presentan alteraciones en la adhesión, fusión, muerte y proliferación celular que actúan 

en sus procesos palatinos, pero todas esas alteraciones son revertidas in vitro al añadir 

TGF-β3 al medio de cultivo. 
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6.3. Efecto del suplemento de ácido fólico en el desarrollo del paladar de ratones 

homocigotos negativos para el gen Tgf-β3. 

  

6.3.1. Fisuras presentadas por los fetos mutantes negativos para Tgf-β3. 

Para investigar el papel que un aporte dietético de AF puede tener en la prevención de la 

FP presentada por la alteración del gen Tgf-β3 extrajimos 29 fetos homocigotos 

negativos de 17 DG de 20 hembras del grupo 3 y otros 29 fetos procedentes de 23 

hembras del grupo de 4 (tabla 16), las cuales fueron alimentadas con dieta con SAF de 2 

a 16 semanas. Debido a que no encontramos diferencias entre los niveles de AF 

medidos en sus hígados (fig. 16 C) ni diferencias morfológicas entre sus fetos, 

decidimos no tener en cuenta en esta parte del estudio el número de semanas que las 

hembras habían permanecido con la dieta. Los fetos extraídos fueron analizados 

macroscópicamente y posteriormente incluidos en parafina y procesados para ser 

estudiados microscópicamente. 

 

 

Tabla 16. Efecto del SAF en la aparición de fisura palatina de ratones Tgf-β3 -/- 

 

 

Los ratones mutantes negativos para Tgf-β3 de la raza C57 BL/6J siempre presentan FP 

al nacimiento y, en esta raza, la fisura que aparece es completa en un alto porcentaje de 

individuos (apartado 1.4.). En nuestra casuística, de 29 embriones Tgf-β3 -/- del grupo 

control extraídos (tabla 16), hemos obtenido 28 fisuras palatinas completas, en las que 

hay separación amplia y completa tanto de los procesos palatinos entre sí como de estos 

con del paladar primario (figs. 27 A-D). En este grupo sólo obtuvimos una fisura 

Grupo y dieta 

Nº de 

hembras 

preñadas 

Nº de 

fetos    

Tgf-

β3 -/- 

Nº fisuras 

completas 

Nº fisuras 

suavizadas 

% de fisuras 

suavizadas respecto 

del total de fisuras 

Grupo 3 (2 mg 

de AF/kg) 
20 29 28 1 3´40% 

Grupo 4 (40 

mg de AF/kg) 
23 29 24 5 17´24% 
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incompleta, en la que hay fisura anterior y posterior en el paladar, pero en la zona 

central del paladar los procesos palatinos aparecen adheridos o incluso parcialmente 

fusionados. En el grupo control, las fisuras palatinas parciales suponen un 3,4% del total 

de fisuras (tabla 16).  

 

Al proporcionar una dieta con SAF a hembras de ratón heterocigotas para el gen Tgf-β3, 

los resultados obtenidos revelan que la FP no desaparece en sus fetos mutantes 

negativos (tabla 16). Sin embargo, observamos que en un 17,24% de los fetos de este 

grupo, los procesos palatinos o bien se aproximaron en el tercio anterior del paladar 

hasta casi contactar (fig. 27 E-H) o aparecían adheridos en su tercio medio (figs. 27 I-

L). En la zona adherida del paladar de estos últimos, la histología reveló que la mayor 

parte de la CEM había desaparecido y sólo permanecían algunos islotes epiteliales en 

algunas secciones (inserto fig. 27 K). Estas formas de FP que acabamos de describir son 

las que denominamos “formas suavizadas”. 
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6.3.2. Análisis del estado de la proliferación de las células palatinas de los fetos 

mutantes negativos descendientes de hembras sometidas a dieta con suplemento de 

ácido fólico. 

Tras observar un aumento en el número de fisuras suavizadas en los embriones -/- para 

Tgf-β3 (apartado 6.3.1.) nos planteamos que una posible causa de esta mejora podría ser 

un aumento en la proliferación de las células del paladar. Esta hipótesis parte del 

conocimiento de que un cambio en la proliferación celular en el paladar en desarrollo 

puede desembocar en la aparición de FP (apartados 1.1. y 1.4.) y, de hecho, los ratones 

C57 mutantes negativos para  Tgf-β3 presentan una alteración de la proliferación, tanto 

en el EBM como en el mesénquima (apartado 1.4.). Además, existe una estrecha 

relación del folato con la generación de bases púricas y pirimidínicas esenciales en la 

replicación del ADN (apartado 1.5.), por lo que el AF está relacionado con la 

proliferación celular. 

 

Para analizar si el suplemento dietético de AF de las hembras heterocigotas para  Tgf-β3 

podía afectar a la proliferación de las células del paladar embrionario, comparamos la 

medida de las células proliferantes del EBM y del mesénquima entre embriones 

homocigotos negativos: 8 del grupo control (tabla 17, fig. 28 A) y otros 8 del grupo con 

SAF en la dieta materna (tabla 17, fig. 28 B). Las medidas se realizaron en la región 

anterior del paladar, empleando 53 secciones de los embriones control y 43 de los de 

SAF; en la región media, usando 59 secciones de los controles y 44 de los tratados; y en 

la región posterior del paladar, empleando 40 secciones de los control y 42 de los de 

SAF (tabla 17). 

 

Se midió la proliferación de las células del EBM, obteniendo: en la región anterior, 3,1 

células proliferantes de media en el caso de los controles y 2,7 en el de los de SAF; en 

la región media se obtuvieron 4,9 y 4,5 células proliferantes de media respectivamente; 

y en la región posterior, fueron 6,3 en los controles y 7,7 células en los tratados. En 

ningún caso las diferencias fueron estadísticamente significativas (fig. 28 C). 
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También fue medida la proliferación celular en el mesénquima en las regiones anterior, 

media y posterior del paladar. En la región anterior se obtuvieron 66 células 

proliferantes de media en el caso del grupo control y 83 en el del grupo de SAF; esta 

diferencia fue estadísticamente significativa (p<0,01). En la región media el número 

medio de células contabilizadas fue de 78 en los embriones control y 92 en los de SAF, 

siendo también una diferencia estadísticamente significativa (p<0,01). Finalmente, en la 

región posterior del paladar se obtuvieron unas medias de 83 células en los control y 96 

en los del suplemento, siendo, una vez más, una diferencia estadísticamente 

significativa (p<0,05) (fig. 28 D). 

 

Por tanto, la proliferación de las células del EBM no es significativamente diferente 

entre los embriones cuyas madres fueron alimentadas con un SAF y los individuos 

control, pero el mesénquima palatino de los embriones tratados con SAF sí presentan 

una proliferación celular superior a los embriones control de manera estadísticamente 

significativa.  

 

 

 

Tabla 17. Proliferación celular en embriones Tgf-β3 -/-: Número de embriones y número de secciones 

de cada uno de ellos que fueron empleados para la medida de la proliferación celular en el paladar de 

embriones de 14,5 DG de los grupos 3 (control) y 4 (dieta SAF). 

 

 

PROLIFERACIÓN CELULAR (SAF) 

Dieta Nº embriones Región Nº secciones 

Control 8 

Anterior 53 

Media 59 

Posterior 40 

SAF 8 

Anterior 43 

Media 44 

Posterior 42 
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Figura 28. Proliferación celular en el paladar de embriones con SAF. La proliferación celular medida 

en embriones mutantes negativos para TGF-β3 del grupo control (A) y del grupo cuyas madres fueron 

alimentadas con una dieta con SAF (B). No se observan diferencias estadísticamente  significativas entre 

las medidas registradas en el EBM (C), pero en el mesénquima de los sometidos al SAF existe una 

proliferación celular superior a la aparecida en los embriones control de forma estadísticamente 

significativa (D). Asterisco en A,B: EBM; m: mesénquima; asterisco en D: p<0,05; doble asterisco: 

p<0,01. 
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6.3.3. Análisis de la adhesión y fusión de los procesos palatinos cultivados en 

presencia o ausencia de un suplemento de ácido fólico. 

La presencia de adhesión y fusión en la zona media de los procesos palatinos de dos 

casos de los 29 fetos mutantes negativos con SAF frente a un sólo caso de los 29 fetos 

control dejaba duda respecto a un posible papel del AF en los mecanismos de adhesión 

y fusión de los procesos palatinos durante el desarrollo del paladar. Para analizarlo, se 

llevaron a cabo dos aproximaciones in vitro. En la primera se añadió AF al medio de 

cultivo de procesos palatinos de embriones Tgf-β3 homocigotos negativos procedentes 

de hembras alimentadas con dieta control (grupo 3). En la segunda, se cultivaron 

procesos palatinos de embriones Tgf-β3 -/- cuyas madres habían sido alimentadas con 

dieta con SAF (grupo 4). 

 

Se realizaron cultivos con los paladares de 6 embriones homocigotos negativos del 

grupo 3 (tabla 18, figs. 29 A, B) y de 9 embriones homocigotos negativos del mismo 

grupo pero en cuyo medio de cultivo añadimos AF en una concentración 80 mg/l (tabla 

18, fig. 29 C). Esa cantidad de AF es 20 veces superior a la de un medio de cultivo 

control, que posee los niveles fisiológicos de AF (4 mg/l). Este SAF añadido al medio 

de cultivo equivale al que contiene la dieta administrada a las hembras del grupo 4. 

 

 

 

Tabla 18. Adhesión y fusión de los procesos palatinos con SAF: Número de embriones y número de 

secciones de cada uno de ellos que fueron empleados para la medida de la adhesión y fusión de los 

procesos palatinos cultivados de embriones homocigotos negativos para Tgf-β3 del grupo control 3, con y 

sin SAF en el medio de cultivo, y del grupo 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ADHESIÓN Y FUSIÓN (SAF) 

 
Nº 

embriones 

Nº 

secciones 

Control 6 114 

SAF en medio (80 mg/ml) 9 135 

SAF en dieta (40 mg/kg) 6 105 
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Figura 29. Adhesión y fusión en cultivos con SAF. Cultivos de procesos palatinos de embriones Tgf-3 

-/- del grupo control (A, B) y de los grupos sometidos a SAF: SAF (80 mg/ml) añadido al medio de 

cultivo (C) y SAF (40 mg/kg) en la dieta materna (D). (E) Medias de la adhesión en los tres casos. No 

existen diferencias  estadísticamente significativas entre el grupo control y el grupo que ha recibido el 

SAF en el medio de cultivo. Los que han recibido el SAF a través de la dieta materna sí muestran un 

aumento estadísticamente significativo de la adhesión. (F) La fusión media del grupo que ha recibido el 

SAF en el medio de cultivo es mayor que la media del grupo control, pero los datos no son 

estadísticamente significativos. (G) Los datos obtenidos al medir la fusión del grupo que ha recibido el 

SAF a través de la dieta materna se presentan como medianas por no seguir una distribución normal. No 

presentan diferencias respecto a los datos del grupo control. Asterisco: p<0,01. 
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La medida de la adhesión y de la fusión producida entre los procesos palatinos se 

calculó en 114 secciones de los del grupo control y 135 de los sometidos al SAF (tabla 

18). La adhesión media resultante en los controles fue de 151,15 micras y de 148,77 en 

los del SAF, no mostrando diferencias significativas (fig. 29 E). En cuanto a la fusión, 

los datos obtenidos fueron de 4,94 micras de media en los controles y 13,54 micras en 

los del suplemento (fig. 29 F), en este caso tampoco se observaron diferencias 

estadísticamente significativas. 

 

También fueron analizadas la adhesión y la fusión de los procesos palatinos en 105 

secciones de cultivos de 6 embriones hijos de hembras del grupo 4 y comparadas con 

114 secciones de 6 embriones del grupo control 3 (tabla 18). En este caso se observó un 

aumento estadísticamente significativo (p<0’01) de la adhesión, 183,41 micras de media 

frente a las 151,15 micras obtenidas en los control (fig. 29 E).  Sin embargo, no se 

observaron diferencias significativas respecto a la fusión. En este caso no pudimos 

obtener una media porque los datos no presentaban estadísticamente una distribución 

normal así que se empleó la mediana, que fue de 7,74 micras en los del SAF y 4,43 

micras en los del grupo control (fig. 29 G). 

 

En conclusión, la fusión no sufrió alteraciones por el SAF ni cuando fue administrado 

en el medio de cultivo ni cuando se administró a través de la dieta materna. Lo mismo 

ocurrió con la adhesión cuando el SAF fue adicionado al medio de cultivo. Sin 

embargo, cuando el SAF se proporcionó a través de la dieta materna la adhesión sufrió 

un aumento estadísticamente significativo. 
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7. DISCUSIÓN 

 

7.1. Efectos de la dieta carente de ácido fólico en fetos de ratón C57. 

 

Es bien conocido el hecho de que un déficit de AF provoca alteraciones durante el 

desarrollo embrionario, dando lugar a DTN (Feinleib y cols., 2001; Antony, 2007; 

Dunlevy y cols., 2007) y FLP (Hayes y cols., 1996; Burgoon y cols., 2002; Prescott y 

Malcom., 2002; Schubert y cols., 2002; Finnell y cols., 2004; Martinelli y cols., 2006). 

Aunque su relación con la aparición de DTN es aceptada sin reparos, no ocurre lo 

mismo respecto a las FLP, pues existen estudios epidemiológicos que no pudieron 

reflejar un descenso en la incidencia de las FLP tras el enriquecimiento alimenticio con 

AF (Elmazar y cols., 1992; Shaw y cols., 1995; Hayes y cols., 1996). Muchos autores 

creen que esto se debe a su estrecha relación con la carga genética, por lo que piensan 

que según la población estudiada el déficit de AF incide en la frecuencia de las FLP o 

no.  

 

Además, son escasos los estudios en los que se valoran los efectos de una dieta CAF de 

forma experimental (Burgoon y cols., 2002; Craciunescu y cols., 2004; Li y Rozen, 

2006) y los existentes no hacen referencia a la posibilidad de que los individuos 

experimentales que hayan sido sometidos al déficit de AF dietético sufran diferentes 

efectos según el tiempo que haya transcurrido desde el inicio de la dieta deficitaria. 

 

Todo ello nos indujo a iniciar un estudio para determinar si el déficit de AF alteraba el 

desarrollo palatino de ratones C57, manejados habitualmente por este grupo de 

investigación, en función del tiempo que las hembras progenitoras pasaran sometidas a 

la dieta CAF. 

 

Lo primero que decidimos fue investigar si la dieta CAF administrada tenía alguna 

repercusión sobre los niveles de folato hepático materno con respecto al grupo control, 

basándonos en las mediciones realizadas por otros autores en trabajos anteriores (Horne 

y cols., 1981; Hyun y Tamura, 2005). En nuestro estudio observamos que los niveles de 

folato medidos en las hembras del grupo experimental 2 sometidas a 2 y 4 semanas de 

dieta CAF eran similares entre sí e inferiores a los que presentaba el grupo 1, formado 
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por hembras alimentadas con dieta control. Los niveles de folato que presentaron los 

hígados de las hembras que habían pasado de 6 a 16 semanas con dieta CAF también 

eran similares entre sí, siendo inferiores a los registrados en los hígados de las de 2 y 4 

semanas. Esta similitud de datos entre los grupos de 2-4 semanas y los de 6-16 semanas 

de dieta CAF también apareció reflejada al analizar las malformaciones presentadas por 

los fetos, que supusieron un porcentaje de fetos malformados inferior al 10% en los 

hijos de las de 2-4 semanas y superior al 30% en los de 6 semanas, llegando a ser de 

más del 70% a partir de las 8 semanas. Esto parece indicar que los fetos de hembras que 

han pasado un corto período de tiempo, de 2 a 4 semanas, bajo dieta CAF ya muestran 

alteraciones, pero estas se agravan mucho cuando el tiempo pasado con esa dieta supera 

las 4 semanas. Es posible que esto sea debido a que el AF es almacenado en el 

citoplasma celular (Foo y cols., 1982; Green y cols., 1988), siendo los hepatocitos las 

células que más folato almacenan (Horne y cols., 1978; Pita, 1998; Varela-Moreiras y 

Alonso-Aperte; 1999), y esa acumulación permitiría que las 4 primeras semanas sin 

ingerir AF no tuvieran gran repercusión porque el AF acumulado en el hígado sea 

suficiente para que los efectos de la deficiencia no afecten gravemente al desarrollo 

embrionario, pero tras cuatro semanas las reservas de folato se agotarían y al continuar 

sin recibir ningún aporte de esta vitamina los efectos serían de mayor gravedad. 

 

Las malformaciones encontradas en los embriones sometidos al déficit de AF en el 

presente estudio son del mismo tipo que las halladas en los ratones mutantes con el gen 

Folbp1 silenciado (Spiegelstein y cols., 2004): fallos en el cierre de la pared abdominal, 

agnatias, micrognatias, microftalmias, anoftalmias, diversos DTN (anecefalias, 

exencefalias, espinas bífidas) y FLP. El gen Folbp1 expresa el principal receptor del 

folato, el FBP1 en ratón,  y es esencial para que la vitamina llegue al interior celular y 

cumpla su función (apartado 1.5). Esto indica que las malformaciones surgidas en 

nuestros embriones son resultado del déficit de AF sufrido por las hembras 

progenitoras. De forma interesante, Oyama y colaboradores (2009) observaron que los 

fetos hijos de ratonas diabéticas presentaban malformaciones similares a los fetos hijos 

de hembras del grupo 2 de nuestro estudio (DTN, anomalías craneales y evisceraciones, 

entre otras) y que las malformaciones disminuían al proporcionar AF a las madres 

diabéticas. 
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Es interesante destacar que el porcentaje de fetos malformados no alcanzó el 4% en los 

individuos sometidos a 2 y 4 semanas de dieta CAF (3,92% y 3,77% respectivamente) 

pero llegó al 31,58% en el grupo de 6 semanas de dieta. El porcentaje siguió 

incrementándose con el aumento del número de semanas con carencia de AF en la dieta 

materna, manteniéndose alrededor de un 75% en los que sufrieron el déficit de 8 a 14 

semanas. En el grupo de 16 semanas de dieta CAF el porcentaje de fetos malformaados 

fue el más elevado, siendo de 87,50%. 

 

También es interesante el hecho de que las hembras de los grupos de 14 y 16 semanas 

produjeron un bajo número de fetos. Una posible explicación de este hecho puede ser 

por las reabsorciones de los embriones muertos. Es decir, puede ocurrir que algunos 

embriones hayan tenido malformaciones letales y hayan sido reabsorbidos en estados 

muy iniciales del desarrollo embrionario, efecto conocido como teratanasia (Cipollone y 

cols., 2008). También puede haber ocurrido un aumento de los abortos espontáneos, los 

cuales han sido asociados a un déficit de AF en el trabajo de George y colaboradores 

(2002) y que se creen debidos a fallos graves a nivel del ADN. Un dato que puede 

confirmar esto es el hecho de que las hembras de nuestras colonias que llevaban más de 

8 semanas con dieta CAF tenían más dificultades para quedarse preñadas. Lo mismo 

pudieron comprobar Santoso y Rhoman (2006) en su estudio, en el que administraban 

bajas dosis de AF a ratas, observando que cuando las dosis eran muy bajas era difícil 

que las hembras engendraran. 

 

 7.1.1. Efectos en la génesis de malformaciones congénitas. 

Las malformaciones encontradas en nuestro estudio fueron de diversa índole, siendo las 

de menor incidencia las relacionadas con la región abdominal ya que sólo un 6,22% de 

los fetos analizados presentan hernia umbilical o evisceración. Estas malformaciones se 

han asociado anteriormente a déficits de AF: en algunos estudios se destaca que suelen 

aparecer asociadas a DTN como la anencefalia y/o la espina bífida (Chen, 2008a, b), 

mientras que otros autores proponen una posible relación entre una variante del gen de 

la 5-MTHF reductasa, cuya alteración equivaldría a un déficit de AF, pues es una 

enzima básica en el ciclo de los folatos (apartado 1.5), y la predisposición a sufrir 

onfalocele (Mills y cols., 2005), defecto de la pared abdominal que se sigue de 

herniación de las vísceras abdominales. Ciertos estudios epidemiológicos, asocian una 

reducción en la incidencia de esta anomalía con la toma de complejos  multivitamínicos, 
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siendo el AF una de las vitaminas que los componen (Botto y cols., 2002; Simmons y 

cols., 2004), pero son muy escasos y no explican el origen de dicha relación.  

 

Al igual que las malformaciones abdominales, se observaron en un 6,22% de los fetos 

malformaciones craneofaciales no palatinas, es decir, aquéllas en las que se veía 

afectada la lengua (aglosias, microglosias) o la mandíbula (agnatias, micrognatias). 

También son escasos los trabajos que se centran en la posible relación entre un déficit 

de AF y este tipo de anomalías, sobre todo en lo que a la lengua se refiere. Del Campo y 

colaboradores (1999) asociaron la administración de metotrexato, un inhibidor del ciclo 

del folato, con fallos en la formación de la mandíbula y en la osificación craneal, 

aunque no determinaron qué tipo de conexión puede existir entre el bloqueo del ciclo de 

los folatos y la aparición de dichas malformaciones. Otros autores han observado cómo 

el cartílago de Meckel, que es un inductor de la formación de la mandíbula, se ve 

afectado por el déficit de AF, lo que sugieren que ocurre porque este cartílago se origina 

a partir de CCN y el déficit de AF afecta a la dinámica de este tipo celular (Reynolds y 

cols., 2003; Firat y cols., 2005). Uno de los pocos estudios en que se hace referencia a la 

aparición de microglosia asociada al estado del folato es el de Xiao y colaboradores 

(2005), los cuales observaron que esta alteración era consecuencia de bloquear los 

receptores del folato y proponían que al inhibir el efecto del AF disminuía la 

proliferación de algunas células como las de la lengua.  

 

Un 9,34% de los fetos analizados presentaron DTN (anencefalias, exencefalias, espinas 

bífidas), sin embargo cabe la posibilidad de que su incidencia sea mayor, dado que 

muchos DTN son incompatibles con la vida y quizás bastantes casos hayan terminado 

como abortos o como reabsorciones tempranas sin que hayamos podido registrarlos. 

Esta sugerencia está basada en que los DTN son las malformaciones congénitas más 

frecuentes después de las cardiacas (Pitkin, 2007). Resultan de un fallo en el cierre del 

tubo neural durante la embriogénesis, pudiendo ocurrir en la región caudal o en la 

craneal del tubo neural. La anomalía más común cuando el fallo ocurre en la región 

craneal es la anencefalia, en la que el cortex cerebral no se desarrolla, y cuando es en la 

caudal, la más habitual es la espina bífida (Pitkin, 2007). La relación del déficit de AF y 

la aparición de DTN es ampliamente aceptada desde la década de los años 50 (Laurence 

y cols., 1968; Shojania, 1984; Heid y cols., 1992; Wald y cols., 2001; Rothenberg y 

cols., 2004; Weingaertner y cols., 2005; Antony, 2007), aunque 50 años después se 
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siguen investigando las causas que relacionan directamente al AF y las células del tubo 

neural, pues aunque se trata de una relación ampliamente aceptada los mecanismos 

implicados en ella aún permanecen siendo desconocidos. 

 

Las malformaciones más numerosas de nuestro estudio fueron las oculares, apareciendo 

en el 43,58% de los individuos analizados, lo que representaba el 96,55% del total de 

fetos malformados. Junto con la FP anterior, fueron las primeras anomalías en aparecer, 

concretamente en fetos cuyas madres sólo habían sido sometidas 2 semanas a dieta 

CAF. Aunque existe algún estudio epidemiológico que no ha encontrado una relación 

estadísticamente significativa entre el descenso de anoftalmias y microftalmias con la 

ingesta de AF (Shaw y cols., 2007), en la mayoría se ha observado lo contrario. En estos 

estudios, lo que realmente se asocia a la alteración ocular es la hiperhomocisteinemia, 

pero un déficit de AF provoca un aumento en los niveles de Hcy, siendo ambos 

fenómenos normalmente equiparables (apartado 1.5.). Dado que el aumento de Hcy 

genera un descenso de la angiogénesis (Khandanpour y cols., 2009) a través de la 

alteración del factor de crecimiento del endotelio vascular –VEGF- (Latacha y 

Rosenquist, 2005) y enfermedades vasculares (Lee y cols., 2007) se puede pensar que la 

alteración de los niveles de Hcy por el descenso de los niveles de folato puede ocasionar 

una reducción de la luz de la arteria central de la retina, capaz de desembocar en 

microftalmias y anoftalmias (Wright y cols., 2008).  

 

Estos datos, en los que las alteraciones oculares aparecieron casi en el 100% de los 

afectados, nos resultaron especialmente llamativos debido a los pocos trabajos de 

investigación que existen al respecto. Es posible que su incidencia sea mayor que la de 

los DTN pero sus efectos no sean tan graves, ya que no son incompatibles con la vida, y 

por ello hayan sido analizados por menor número de investigadores. En nuestro caso 

hemos decidido estudiarlos con mayor detenimiento en otro trabajo (Maestro y cols., en 

preparación). 

 

 7.1.2. Efectos sobre el desarrollo morfológico del paladar. 

El 51,51% de los individuos con malformaciones craneofaciales presentaron aquellas 

malformaciones que representan el objetivo inicial de nuestro estudio: las 

malformaciones palatinas. Observamos 3 tipos diferentes de estas alteraciones: FP 

anterior, FP completa y lo que denominamos “paladar plegado”.  
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Detectamos una FP anterior, la cual sólo pudo apreciarse a nivel histológico, en un 

individuo de los 51 analizados cuyas madres fueron alimentadas durante 2 semanas con 

dieta CAF. De hecho, fue la única malformación detectada, junto con un caso de 

alteración ocular, en los fetos cuyas madres pasaron 2 semanas con dieta CAF. En los 8 

fetos obtenidos de hembras alimentadas durante 16 semanas con dieta CAF apareció 

otra fisura del mismo tipo. En total, de los 257 fetos analizados del grupo 2, fueron 2 

individuos los que presentaron FP anterior. Esto supuso que un 0,78% de los fetos 

analizados de 17 DG presentaban ese tipo de FP. Aunque fuera un porcentaje poco 

elevado creemos importante el hecho de que tras 2 semanas de dieta CAF el desarrollo 

embrionario del paladar ya puede aparecer alterado, ya que ninguno de los 35 fetos 

control presentó FP anterior ni se ha encontrado ningún otro que la presente en 

experimentos previos a este trabajo en nuestro laboratorio.  

 

En los fetos de 17 DG hijos de hembras del grupo 2 que analizamos fueron más 

numerosas las fisuras palatinas completas. En concreto, 8 individuos de los 257 totales 

presentaron esta patología, lo que supone un 3,11%. Curiosamente sólo a partir de las 8 

semanas de dieta CAF empezó a aparecer este tipo de fisura. En total obtuvimos 3 

individuos de los 29 (10,34%) afectados por las 8 semanas de déficit de AF, 4 de 58 

(6,90%) de 10 semanas y 1 de 31 (3,22%) de 12 semanas de dieta. Una vez más, como 

ocurría al observar el número total de fetos malformados, la primera FP completa 

apareció cuando las madres habían pasado más de 4 semanas con dieta CAF, 

concretamente a partir de las 8 semanas, lo que se corresponde con la diferencia en los 

niveles de folato hepático medidos. Estos niveles fueron inferiores a los del grupo 

control (33,9 µg/g) pero en las hembras de 2 y 4 semanas de dieta CAF la reducción era 

de la mitad (15 µg/g) y en las de más de 6 semanas la reducción era aún mayor 

(5,2µg/g). El hecho de que a las 6 semanas de déficit de AF no halláramos individuos 

con FP, aunque los niveles de folato hepático fueran similares a los de 8 semanas, puede 

deberse al bajo número de fetos obtenidos en este grupo (n=19). En un principio se 

podría esperar que a mayor número de semanas con dieta CAF mayor sería el número 

de individuos con FP; sin embargo no encontramos ningún caso ni cuando las hembras 

pasaron 14 semanas con dieta CAF ni cuando pasaron 16 semanas. Curiosamente estos 

fueron los grupos con mayor porcentaje de fetos malformados (75,00% y 87,50% 

respectivamente), lo que hace pensar que esto es debido a la escasa casuística de estos 

grupos (n=8 cada uno). 
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Nuestros resultados en cuanto a la aparición de FP en fetos cuyas madres fueron 

sometidas a dieta CAF concuerdan con el estudio realizado por Burgoon y 

colaboradores (2002), que administraron la misma dieta empleada por nosotros durante 

4 semanas, lo que encontraron fue un retraso en el desarrollo del paladar en día 15 de 

gestación, que se recuperaba en día 18. Es probable que si estos autores hubieran 

prolongado las semanas de dieta hubieran obtenidos resultados similares a los 

apreciados por nosotros. 

 

Un resultado interesante de nuestra investigación es el que se refiere a la aparición de lo 

que hemos denominado “paladar plegado”. En estos casos, aunque macroscópicamente 

el paladar aparentaba estar fisurado, la observación microscópica revelaba que los 

procesos palatinos se habían fusionado en la línea media, pero el paladar se había 

plegado como las hojas de un libro siguiendo un eje sagital y medio, lo que hacía que 

pareciera una hendidura. El primero de los casos surgió en los individuos cuyas madres 

permanecieron 6 semanas con dieta CAF y siguieron apareciendo casos en los grupos de 

mayor número de semanas, excepto en los fetos de hembras que pasaron 12 semanas 

con dieta CAF.  

 

No hemos analizado en profundidad las razones que han podido causar la aparición de 

esta malformación, pero una posible explicación es que una hipoplasia del paladar en la 

línea media o del tabique nasal, con un crecimiento adecuado aunque en una posición 

anómala del resto del maxilar, haya causado un movimiento en bisagra de toda la región 

lateral del macizo facial por un crecimiento diferencial, mayor en la porción lateral y 

menor en la medial. Otra posibilidad es que la disminución en la osificación del paladar, 

que hemos registrado ya en los individuos cuyas madres permanecieron 4 semanas con 

dieta CAF y que se va incrementando con el aumento de las semanas de dieta, haga que 

éste presente menor resistencia y permita la posibilidad de plegamiento. Este tipo de 

malformación también podría ser derivada de la existencia de aglosia, pues todos los 

fetos que presentaron paladar plegado también carecían de estructura lingual. Ya que la 

presencia física de la lengua en el interior de la boca es un factor determinante del 

crecimiento en anchura del paladar, quizás la existencia de la lengua hubiera impedido 

que el paladar se plegara simplemente por ocupación física. Por otra parte, tanto el 

posible déficit de osificación como la aparente hipoplasia del paladar están 

probablemente relacionados con la alteración de la proliferación celular que hemos 



118 

 

observado en el mesénquima palatino ya en los individuos procedentes de hembras 

sometidas 2 semanas a dieta CAF (apartado 7.1.3.). 

 

Nuestro estudio es el primero en demostrar experimentalmente que, aunque el paladar 

pueda verse ligeramente afectado por la dieta materna CAF tras poco tiempo de 

actuación (2 semanas), después de un período mayor (8 semanas) aparece FP completa. 

Estos datos reafirmaban que el déficit de AF debía afectar a la palatogénesis de alguna 

manera y nos permitió considerar que los embriones cuyas madres habían sido 

alimentadas durante 2 y 8 semanas con dieta CAF podían ser los más interesantes para 

profundizar en el estudio de la alteración de los mecanismos básicos implicados en el 

desarrollo embrionario del paladar, dado que la primera FP anterior apareció tras 2 

semanas de dieta CAF y la primera FP completa lo hizo tras 8 semanas de dieta. 

 

7.1.3. Efecto sobre los mecanismos implicados en la palatogénesis. 

Uno de los mecanismos esenciales en la palatogénesis es la proliferación celular del 

mesénquima palatino (apartado 1.1.), ya que inicialmente los procesos palatinos deben 

crecer lo suficiente para llegar a contactar y ese crecimiento es debido, en parte, a la 

proliferación de las células que los componen. De hecho, se sabe que una alteración de 

la proliferación celular puede desencadenar FP (Rice y cols., 2004; Yu y cols., 2005; Lu 

y cols., 2008). Existen cepas mutantes de ratón que presentan FP completa debido a las 

mutaciones que poseen, como los Wnt5a -/- (He y cols., 2008) y los Tgf-β3 -/- (Xu y 

cols., 2006; Del río y cols., 2011), y  que muestran alterada la proliferación de las 

células que componen los procesos palatinos.  

 

Ya ha sido comentado cómo la proliferación celular se ve afectada por el déficit de AF, 

al existir una estrecha relación entre esta vitamina y las bases purínicas y pirimidínicas 

(apartado 1.5). Dado que el AF es esencial en la síntesis de dichas bases nitrogenadas, 

su déficit provocará una disminución de éstas y ello afectará al ADN, que no podrá 

replicarse adecuadamente, lo que se traduce en un descenso de la proliferación celular 

(Craciunescu y cols., 2004; Courtemanche y cols., 2004; Li y Rozen, 2006; Xiao y cols., 

2006). Comprobamos que los embriones hijos de hembras sometidas 2 semanas a dieta 

CAF presentaban un descenso estadísticamente significativo en la proliferación celular 

tanto en el EBM como en el mesénquima palatino respecto a los embriones control. 

Además de observarlo en procesos palatinos de embriones de 14,5 DG, cultivos de 
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procesos palatinos de embriones de 13,5 DG del mismo grupo mostraron nuevamente 

un descenso similar del número de células proliferantes. 

 

Cabe la posibilidad de que el déficit de AF afecte a determinados factores de 

crecimiento implicados en la proliferación celular del paladar en desarrollo. Por 

ejemplo, Crott y colaboradores (2004) observaron un descenso en los niveles del factor 

de crecimiento IGF-BP3 (insuline-like growth factor binding protein 3) en células del 

colon de rata sometidas a una dieta CAF. Este descenso provoca el aumento de IGF-1 

(insuline-like growth factor-1) que desencadena una inhibición de la proliferación 

celular (Buckbinder y cols., 1995). En el paladar podría ocurrir algo similar con el EGF 

(epidermal growth factor), ya que es un factor fundamental durante la palatogénesis 

(Ferguson, 1988), concretamente, por su estrecha relación con el proceso de 

proliferación celular (Tyler y Pratt, 1980). De hecho, Del Río y colaboradores (2011) 

observaron cómo en los procesos palatinos de los embriones de ratón Tgf-β3 -/- los 

niveles de EGF son más elevados que en los procesos palatinos de individuos silvestres 

y cómo la proliferación celular palatina también es mayor en dichos mutantes. 

Experimentos recientes llevados a cabo en nuestro laboratorio han revelado cómo en el 

mesénquima palatino de los embriones descendientes de hembras sometidas a 2 

semanas de dieta CAF la expresión de EGF aparece disminuida (datos no publicados), 

lo que concuerda con la reducción de la proliferación celular de las células palatinas de 

los embriones del mismo grupo mencionados anteriormente. Además, existen estudios 

como el de Jaszewski y colaboradores (1999) en los que se detecta una relación entre la 

administración de AF y los niveles del receptor de EGF, lo cual repercute en la 

proliferación de las células cancerígenas estudiadas. Por todo ello, podemos plantear 

que en nuestro sistema el déficit de AF puede afectar a los niveles de EGF y esto 

repercutir en la proliferación celular del paladar. 

 

Otro posible factor causante de la aparición de los casos de FP que hemos obtenido 

podría residir en una alteración de los fenómenos de adhesión y fusión de los procesos 

palatinos. Si los procesos son capaces de llegar a poner en contacto sus epitelios del 

borde medial se desencadena la adhesión y, si esto ocurre, aparece la CEM. Esta costura 

es tejido epitelial y debe desaparecer hasta que únicamente quede tejido 

mesenquimático en la línea media. Cuando esto ocurre, la fusión de los procesos 

palatinos se ha producido correctamente y el paladar estará formado (apartado  1.1.).  
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Para analizar el efecto que podía tener la deficiencia de AF en la adhesión y fusión del 

paladar se realizaron cultivos organotípicos con los paladares de embriones hijos de las 

hembras de los grupos 1 y 2. Se observó que en los cultivos con los procesos palatinos 

de los embriones correspondientes al grupo 2 tanto la adhesión como la fusión 

registradas fueron inferiores, de forma estadísticamente significativa, a las registradas 

en los cultivos control. Esto significa que los procesos palatinos de los embriones 

deficitarios no sólo no contactan bien, por el defecto en la proliferación de su 

mesénquima, sino que las células de sus epiteleios del borde medial no se adhieren 

convenientemente. 

 

El por qué puede verse reducido el fenómeno de adhesión celular frente al déficit de AF 

podría explicarse porque dicho déficit estuviera ocasionando alguna perturbación 

relacionada con la MEC (apartado 1.1). La importancia de las moléculas de adhesión en 

la palatogénesis, tanto las que forman parte de la MEC como las presentes en las 

membranas celulares, ha sido demostrada con anterioridad por nuestro grupo de 

investigación, y moléculas como E-cadherina (y las que componen su sistema –α y β-

catenina), integrinas α y β,  fibronectina, laminina, los colágenos IV y IX, nectin-1 y el 

proteoglicano condroitin sulfato se han revelado cruciales en el proceso de adhesión de 

los procesos palatinos (Martínez-Álvarez y cols., 2000; Tudela y cols., 2002; Gato y 

cols., 2002; Martínez-Sanz y cols., 2008). 

 

No hay conocimiento sobre el efecto del déficit de folato en las moléculas implicadas en 

la adhesión de las células del paladar embrionario pero sí en otros sistemas, lo que nos 

hace pensar la posibilidad de que el déficit de AF ejerza una acción similar en él.  Por 

ejemplo, Jhaveri y colaboradores (2001) observaron, en células de carcinoma 

nasofaríngeo, cómo el descenso de adhesión celular podía deberse al descenso de H-

cadherina provocado por el déficit de AF. Una situación similar fue descrita por Crott y 

colaboradores (2008) en células del colon de ratas sometidas a un déficit de AF, donde 

observaron un descenso de la H-cadherina y de la proto-cadherina. A su vez, Zhu y 

colaboradores (2007) analizaron la expresión de diferentes genes en ratones Folr1 -/-, 

cuyo gen bloqueado les impide expresar el receptor de folato, lo que equivale a un 

déficit de la vitamina. Observaron que en estos mutantes la expresión de los genes Nkd 

estaba aumentada, lo que genera un bloqueo de la expresión de genes Wnt, los cuales 

están implicados en la adhesión celular a través de las cadherinas. 
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Por otra parte, el déficit de folato puede afectar también a la dinámica de las MMP: 

moléculas proteolíticas que se activan en determinados momentos del desarrollo 

embrionario y que llevan a cabo la remodelación de la MEC (apartado 1.1), lo que las 

hace esenciales durante fenómenos como la palatogénesis (Brown y cols., 2002; Blavier 

y cols., 2001). De hecho, se conoce la existencia de casos en los que la aparición de 

fisuras palatinas está asociada a alteraciones en la dinámica de las MMP (Brown y cols., 

2002; Letra y cols., 2007; Meng y cols., 2009). Cuando la actividad de las MMP es 

anómala se produce un desequilibrio en la composición de la MEC, como un acumulo 

excesivo de colágeno en hueso, debilitando los huesos afectados (Tyagi y cols., 2011), o 

un desequilibrio de los diferentes colágenos que forman la oreja, alterando su correcto 

desarrollo (Kundu y cols., 2009). La alteración más estudiada provocada por la 

hiperhomocisteinemia, efecto relacionado con un déficit de AF (apartado 1.5),  es la que 

provoca la activación de la MMP-9. Ésta permanece inactiva por la acción del óxido 

nitroso pero unos elevados niveles de Hcy generan un estrés oxidativo que lo convierte 

en peroxinitrito y éste desencadena la activación de la MMP-9 (Holven y cols., 2003; 

Brassard y cols., 2005; Moshal y cols., 2006; Liu y cols., 2008; Tyagi y cols., 2011; 

Munjal y cols., 2011). Sin embargo, no es la única MMP que se ha visto alterada 

cuando los niveles de Hcy son anómalos, pues también se ha detectado alteración de 

MMP-2 en células musculares (Guo y cols., 2006) y de MMP-2 y MMP-14 en tejido 

cloquear (Kundu y cols., 2009).  Aunque ninguno de los trabajos mencionados se ha 

realizado en paladar embrionario, podríamos pensar que dichas alteraciones debidas al 

déficit de folato son perfectamente posibles también en él y por ello creemos que será 

un interesante estudio que desearíamos realizar en un futuro cercano. 

 

En los cultivos de procesos palatinos de embriones cuyas madres fueron alimentadas 

con dieta CAF se detectó, además de un descenso de la adhesión de los epitelios del 

borde medial, un descenso de la fusión de los procesos palatinos (desaparición de la 

CEM en las zonas en las que ésta se formó). Si no existe una correcta adhesión de 

epitelios del borde medial no existirá una fusión adecuada, ya que es un fenómeno 

posterior, pero también puede existir una afectación directa de la propia fusión. Este 

proceso se debe a tres mecanismos: la TEM, la migración celular y la muerte celular 

programada o apoptosis (apartado 1.1); si existen alteraciones en alguno de ellos se 

traducirá en una incorrecta fusión.  

 



122 

 

De esos tres mecanismos, es el de la muerte celular el más relevante (Martínez-Álvarez 

y cols., 2000a; Cuervo y cols., 2002; Cuervo y Covarrubias, 2004; Vaziri Sani y cols., 

2005) y es por ello que decidimos analizar si un déficit de AF causaba algún efecto 

sobre la muerte celular de la CEM. Para ello se realizaron cultivos de procesos palatinos 

de embriones de los grupos 1 y 2. Nuestros resultados ponen de manifiesto que un 

déficit de AF se traduce en un aumento de la muerte celular en la CEM de los procesos 

palatinos adheridos.  

 

La relación entre el déficit de AF y el aumento de la apoptosis o muerte celular 

programada ha sido ampliamente estudiada en diversos tipos celulares, principalmente 

del sistema nervioso (Kruman y cols., 2002; Craciunescu y cols., 2004; Tang y cols., 

2005; Li y Rozen, 2006; Ramírez y cols., 2007; Zhang y cols., 2009), pero también en 

células hepáticas (Huang y cols., 1999; Chern y cols., 2001), endoteliales (Alam y cols., 

2009), en cardiomiocitos (Levrand y cols., 2007) y, más escasamente, del mesénquima 

palatino (Knott y cols., 2003). Todos estos trabajos coinciden en que el déficit de folato 

desencadena un aumento en los niveles de Hcy (hiperhomocisteinemia), ya que un 

déficit de la vitamina genera que el aminoácido no se transforme en Met y, por tanto, se 

acumule incrementando su cantidad (apartado 1.5.). Es este acúmulo de Hcy el principal 

responsable de desencadenar la muerte celular por diferentes vías: la que genera el 

estrés oxidativo (Chern y cols., 2001; Knott y cols., 2003; Levrand y cols., 2007), a 

través de la activación de caspasas (Levrand y cols., 2007; Alam y cols., 2009; Zhang y 

cols., 2009) y, en el menor de los casos, vía activación de la proteína p53 (Kruman y 

cols., 2002).  

 

El único estudio realizado sobre la implicación del déficit de AF en la muerte de las 

células del paladar embrionario es el que realizaron Knott y colaboradores (2003) en 

células del mesénquima palatino humano y llegaron a la conclusión de que el aumento 

de la muerte registrado se debía al estrés oxidativo que generan los altos niveles de Hcy 

provocados por el déficit vitamínico. Recientemente, Yao y colaboradores (2011) 

observaron cómo altas dosis de ácido transretinoico, causantes de FP, generan un 

aumento de células apoptóticas en el mesénquima de procesos palatinos cultivados de 

embriones de ratón y cuando añadían AF junto con el ácido transretinoico los niveles de 

muerte celular se asemejaban a los del grupo control. Concluyen que el ácido 

transretinoico activa la caspasa-9 y el AF actúa como antagonista inhibiéndola, por lo 
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que no deberíamos descartar la posibilidad de que el déficit de AF provoque la 

activación de ciertas caspasas. Aunque estos estudios se centren en las células 

mesenquimáticas y en nuestro caso medimos la muerte en células epiteliales de la CEM, 

podemos suponer que el mecanismo por el que aumenta el porcentaje de mortalidad 

celular será muy similar al encontrado en las células del mesénquima. 

 

Otra posible explicación a tener en cuenta es que cuando el ciclo de los folatos se altera 

por un déficit de AF se produce un descenso en la producción de bases púricas y 

pirimidínicas (apartado 1.5), lo que afecta al conjunto de nucleótidos. Debido a esto, el 

ADN en replicación sufrirá fallos graves que desencadenará la muerte de las células 

(James y cols., 1997; Huang y cols., 1999; Levrand y cols., 2007; Ramírez y cols., 

2007). 

 

El hecho de que la muerte celular de la CEM de cultivos de procesos palatinos de 

embriones deficitarios en AF se haya incrementado y a la vez se observe una reducción 

de la desaparición de la CEM (fusión) puede parecer contradictorio. Sin embargo, este 

hecho está sugiriendo que los otros mecanismos por los que desaparecen las células de 

la CEM (EMT y migración celular a epitelios adyacentes) deben estar alterados, 

impidiéndose que, aún habiendo mayor número de células que mueren, la CEM 

desaparezca adecuadamente. En los procesos de TEM y migración celular la 

implicación de las moléculas de MEC es crucial (Hay, 1995) y estudios realizados en 

nuestro laboratorio en paladares de embriones deficitarios en AF demuestran que parte 

de estas moléculas están alteradas (datos no publicados). 

 

7.1.4. Efecto sobre la expresión de Tgf-β3 en el paladar embrionario. 

Como ha sido comentado en el apartado anterior, hemos observado que el déficit de AF 

en la dieta materna altera los mecanismos básicos implicados en la palatogénesis y se 

han expuesto diversas teorías por las que puede llevar a cabo dichas alteraciones. Otra 

posible explicación de cómo afecta el déficit vitamínico al desarrollo embrionario del 

paladar puede ser la existencia de una relación con factores de crecimiento 

fundamentales en dicho proceso como los TGF-β en general y, particularmente, con 

TGF-β3, que es el más relevante durante la formación del paladar (apartados 1.2. y 1.4.). 
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Partiendo del hecho de que existen estudios que han relacionado un déficit de AF con la 

alteración de la expresión de ciertos factores de crecimiento (EGFR - Jaszewski y cols., 

1999; EGF - Hise y cols., 2001; Tgf- - Jugessur y cols., 2003; Tgf-1 e IGF-1 - Santoso 

y Rohman, 2006) y de la importancia de los TGF-β en este sistema, decidimos 

investigar si la expresión de Tgf-3 también estaba alterada por dicho déficit vitamínico.  

 

Los embriones del grupo 2 cuyas madres estuvieron 2 semanas bajo dieta CAF 

presentaron una ligera disminución de la expresión de Tgf-β3 en los epitelios del borde 

medial respecto a los embriones del grupo control. Pero en embriones hijos de hembras 

sometidas 8 semanas a dieta CAF, que fue en los que aparecieron las primeras fisuras 

palatinas completas, la expresión de Tgf-β3 aparece claramente disminuida respecto a la 

encontrada en los embriones control y es evidente a lo largo de todo el EBM de todos 

los individuos analizados. 

 

Según los datos obtenidos sobre los niveles de AF en hígado, el descenso de estos 

niveles en las hembras que habían pasado de 2 a 4 semanas con dieta CAF no era tan 

elevado como en las que llevaban entre 6 y 16 semanas, situación que volvía a 

apreciarse al analizar las malformaciones encontradas, que eran más abundantes a partir 

de las 6 semanas de dieta. Una vez más, podemos pensar que cabe la posibilidad de que 

tras 2 semanas de dieta el AF acumulado en el hígado de las hembras sea suficiente para 

no provocar graves alteraciones pero a partir de las 4-6 semanas ya no quedaría nada 

acumulado y seguirían sin recibir ningún aporte dietético, lo que explicaría por qué en 

los individuos de 2 semanas de dieta CAF parece existir una disminución menor de la 

expresión de Tgf-β3 que la que presentaron los hijos de las hembras que pasaron 8 

semanas con dieta CAF. 

 

Posiblemente la forma en que el AF actúa sobre el gen de Tgf- β3 sea a través de la 

metilación del ADN, dado que el folato es esencial para obtener grupos metilo que serán 

los que se unan a zonas concretas del ADN como las islas CpG, determinando así el 

patrón de expresión genético (apartado 1.5). Son múltiples los trabajos en los que se 

asocian diferentes patologías con los niveles de folato y/o los de Hcy y con la alteración 

de la metilación genética, como distintos tipos de cánceres (Jaszewski y cols., 1999; 

Arasaradnam y cols., 2008), DTN (Björklund y Gordon, 2006) o aterosclerosis (Zaina y 

cols., 2005). También son diversos los trabajos en los que se deduce que la actuación 
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del AF seguramente sea a través de los cambios en los patrones de metilación 

(Jaszewski y cols., 1999; Crott y cols., 2008; Zhang y cols., 2008). Por todo ello, muy 

posiblemente la relación AF y expresión de Tgf-β3 se encuentre en la necesidad de unos 

determinados niveles de grupos metilos para una correcta metilación que desencadene 

una expresión génica adecuada. 

 

Por otra parte, el hecho de que el déficit de AF afecte a la expresión de Tgf-β3 en el 

paladar y, por ende, de otras estructuras embrionarias, también podría guardar relación 

con la dinámica de las CCN. Las CCN surgen del tubo neural y emigran en un estado 

muy temprano del desarrollo embrionario (8-9 DG en ratón) a sus múltiples destinos 

donde darán lugar a diferentes estructuras, entre otras, los huesos faciales y los 

craneales, excepto la región occipital y la ótica (revisado por Chai y cols., 2000). Para 

que una CCN se transforme en un tipo celular u otro son esenciales las señales que va a 

recibir cuando comience su migración y/o allí donde llegue. Entre las señales más 

importantes a la hora de decidir su destino se encuentran las que generan los miembros 

de la familia de los TGF-β, TGF-β3 entre ellos (Shah y cols., 1996; Dorsky y cols., 

2000; Chai y cols., 2003; Ito y cols., 2003). De hecho, los TGF-β pueden provocar la 

muerte o la diferenciación de las CCN según la concentración, momento y lugar de la 

expresión (Hagedorn y cols., 2000; Chai y Maxson, 2006). 

 

Basándonos en lo anteriormente expuesto podríamos plantear que si un déficit severo de 

AF puede generar un descenso en la expresión de Tgf-β3, además de afectar a la 

palatogénesis directamente, también lo hará a la diferenciación y/o emigración de las 

CCN requeridas para la formación del paladar. Boot y colaboradores (2003) mostraron 

cómo un exceso de Hcy (directamente relacionado con el déficit de AF) afecta a la 

diferenciación de las CCN in vitro y Rosenquist y colaboradores (2007), cómo 

aumentos en los niveles de Hcy alteran la migración de las CCN y esto desemboca en 

DTN.  

 

Ello también podría explicar por qué algunas de las malformaciones encontradas en 

nuestros fetos son similares a las que registraron Sanford y colaboradores (1997) al 

trabajar con ratones mutantes que presentaban el gen Tgf-β2 bloqueado, los cuales 

presentan FP y/o micrognatia  (aunque no en el 100% de los casos).  Según el estudio de 

Dorsky y colaboradores (2000), durante la emigración de las CCN hay una fuerte 
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expresión de Tgf-β2 y Tgf-β3 en el ectodermo y otra más débil en el tubo neural y los 

somitos. Según nuestros datos, podemos plantear que si se reduce la expresión de Tgf-β3 

cabe la posibilidad de que aquella que es más débil se llegue incluso a ver suprimida. 

 

A este posible efecto hay que sumarle la ya expuesta alteración de la proliferación 

celular debida al déficit de AF dietético. Las CCN, al igual que todas las células del 

tubo neural,  tienen una elevada capacidad proliferativa y requieren altas dosis de AF 

para multiplicarse de forma adecuada (Spiegelstein y cols., 2004); por lo que al 

disminuir el AF se puede ver mermada la proliferación y alterado su patrón de actuación 

por los mismos motivos explicados en el apartado anterior (7.1.3.), en el que 

analizábamos los resultados obtenidos en las células proliferantes de los procesos 

palatinos empleados en nuestros experimentos. 

 

7.1.5. Papel de TGF-β3 exógeno en la reversión de los efectos adversos del 

déficit de ácido fólico en el desarrollo del paladar. 

Al observar que el descenso de los niveles de AF provocaba una disminución en los de 

TGF-β3 y sabiendo lo importante que es este factor en los mecanismos básicos de la 

palatogénesis (apartados 1.3. y 1.4.), decidimos investigar si TGF-β3 administrado 

exógenamente es capaz de revertir los efectos adversos causados por el déficit de AF en 

la dieta materna. Resultados positivos en este sentido supondrían un beneficio científico 

doble. Por un lado, demostrarían que el déficit de TGF-β3 está en las causas de la 

alteración de los mecanismos de la palatogénesis producida por el déficit de AF. Por 

otro lado, apuntarían hacia una posibilidad futura de prevenir la aparición de FP en 

niños cuyas madres tienen alterado el metabolismo del AF, bien por déficit de ingesta o 

de origen metabólico o iatrogénico (medicamentos que interfieren con su metabolismo). 

 

Para llevar a cabo este objetivo, planteamos analizar la proliferación, adhesión, fusión y 

muerte celular en cultivos de procesos palatinos de embriones hijos de hembras 

sometidas 2 semanas a dieta CAF añadiendo dosis fisiológicas de TGF-β3 al medio de 

cultivo. El resultado fue que, en todos los casos, se recuperaron los niveles presentados 

por los procesos palatinos de embriones control. Es decir, si el déficit de AF generaba 

una menor adhesión, fusión y proliferación celular en los procesos palatinos cultivados, 

en presencia de TGF-β3 en el medio de cultivo, los niveles aumentaban hasta alcanzar 

valores estadísticamente iguales a los presentados por los cultivos realizados con 
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procesos palatinos de embriones control. De forma interesante, el aumento de muerte 

celular generado por el déficit de AF en la CEM de los cultivos era reducido hasta los 

valores de los casos control ante la presencia de TGF-β3 en el medio de cultivo. 

 

Todo ello nos lleva a confirmar la existencia de una estrecha relación entre AF y TGF-

β3 en el paladar, y que ésta sea una explicación de peso para relacionar la deficiencia de 

AF y la aparición de FP. Pero además, nos muestra a TGF-β3 como un regulador de 

actividades como la apoptosis. Esto supone una visión novedosa de este factor, ya que 

generalmente se acepta que es un inductor de apoptosis en células epiteliales del paladar 

(Martínez-Álvarez y cols., 2000a; Massagué y cols., 2000;  Nakamura y cols., 2009) 

pero nuestros resultados muestran cómo en este caso lo que hace es disminuirla y 

restablecer los niveles fisiológicos. Por ello, TGF-β3 en el paladar, al igual que ante las 

CCN, seguramente no tenga unas funciones definidas, sino que estas dependerán de su 

concentración y de las señales del ambiente circundante en cada momento. 

 

 

7.2. Efectos de la dieta con suplemento de ácido fólico sobre el paladar de los 

mutantes homocigotos negativos para Tgf-β3.   

 

Es ampliamente aceptado el hecho de que un suplemento dietético de AF es beneficioso 

para prevenir DTN (Laurence y cols., 1968; Shojania, 1984; Heid y cols., 1992; Wald y 

cols., 2001; Rothenberg y cols., 2004; Weingaertner y cols., 2005; Antony, 2007), pero 

no ocurre lo mismo frente a su posible beneficio frente a las FLP (Fraser y Warburton, 

1964; Hayes y cols., 1996; Czeizel y cols., 1999). Existe una gran controversia en 

aceptar que un SAF sea beneficioso para prevenir FLP, pero además no existe 

unanimidad en si es mejor administrado solo o formando parte de un suplemento 

multivitamínico (Heid y cols., 1992; Shaw y cols., 1995; Czeizel y cols., 1999; Ray y 

cols., 2003; Yazdy y cols., 2007). 

 

Por el reducido número de estudios experimentales existentes sobre el efecto del SAF 

en el desarrollo del paladar y dado el conocimiento de este grupo de investigación en los 

procesos implicados en la palatogénesis del ratón C57 mutante negativo para Tgf-β3, el 

último objetivo del presente estudio pretende determinar si un SAF 20 veces superior a 

los niveles fisiológicos puede mejorar la FP completa que presentan los embriones de 
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ratón C57 con el gen de Tgf-β3 bloqueado. El modelo de ratón mutante negativo para 

Tgf-β3 se tomó como modelo de FP de origen genético teniendo en cuenta que estos 

ratones no presentan ninguna otra malformación craneofacial y que, por tanto, la FP es 

causada únicamente por la mutación del gen. 

 

Aunque actualmente el suplemento recomendado a las mujeres embarazadas es de 4 

veces superior a los niveles fisiológicos, en nuestro estudio decidimos utilizar una 

cantidad mucho mayor pensando en la posibilidad de potenciar el posible efecto 

beneficioso de la elevada dosis y sabiendo que los posibles efectos tóxicos de tan 

elevada cantidad habían sido descartados anteriormente en los trabajos de otros 

investigadores (Varela-Moreiras y cols., 1991; Moreiras y cols., 1998; Achón y cols., 

1999).  

 

 7.2.1. Análisis de las fisuras palatinas de fetos homocigotos negativos para 

Tgf-β3 sometidos a un suplemento de ácido fólico en la dieta materna. 

En primer lugar se analizaron los niveles de folato en el hígado de las hembras del 

grupo 4, para saber si la dieta con el SAF administrada estaba siendo efectiva. Los 

niveles aparecieron aumentados significativamente respecto a las hembras control, pero 

no se observaron diferencias estadísticamente significativas entre las hembras que 

habían permanecido diferentes semanas alimentadas con dieta con SAF. Por este motivo 

no realizamos distinción del número de semanas durante el que las hembras se 

alimentaron de la dieta con SAF entre los datos obtenidos posteriormente. Este hecho 

puede deberse a que la capacidad del hígado para la acumulación de folato tenga un 

límite y, una vez alcanzado, por mayor que sea la ingesta de AF, éste no seguirá siendo 

almacenado. 

 

Los fetos de ratón C57 Tgf-β3 -/- presentan una FP completa excepto en el 3,4% de los 

casos, en el que pudimos observar una fisura parcial: las porciones anterior y posterior 

de los procesos palatinos estaban separados, existiendo una zona central de adhesión 

entre ellos. Al analizar los fetos de 17,5 DG cuyas madres fueron sometidas a dieta con 

SAF observamos que todos presentaron fisura, pero el 17,24% eran fisuras palatinas 

completas con los procesos palatinos muy cercanos o fisuras palatinas parciales como 

las antedichas. Esto indica que la dieta con SAF habría generado un aumento de la 

incidencia de una FP más leve. Es más, los que presentaron fisura parcial incluso 
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presentaban zonas de contacto donde además de adhesión había tenido lugar fusión, es 

decir, había desaparecido el tejido epitelial, algo que no se  observa en el paladar de los 

embriones Tgf-β3 -/- control (Proetzel y cols., 1995). No esperábamos la aparición de 

individuos Tgf-β3 -/- sin FP, dado que en este caso la fisura surge por la ausencia de 

expresión de Tgf-β3, y el AF no podía forzar a los genes silenciados a generar dicho 

factor de crecimiento. Por ello pensamos que el SAF podía estar potenciando los 

mecanismos básicos implicados en la palatogénesis como la proliferación celular, la 

adhesión y la fusión de los procesos palatinos. 

 

 7.2.2 Efecto del suplemento dietético de ácido fólico sobre la proliferación 

celular del paladar de embriones Tgf-β3 -/-  . 

Como se ha comentado anteriormente, los procesos palatinos de los mutantes Tgf-β3 -/-  

no se fusionan correctamente y esto se debe, en parte, al descenso de la proliferación 

celular registrado en el mesénquima palatino (Xu y cols., 2006; Del Río y cols., 2011). 

Se puede deducir que al no haber suficiente crecimiento de los procesos estos contactan 

pobremente y no llegan a adherirse correctamente, generando FP (apartado 1.4.). Es 

más, se sabe que se desarrollan fisuras palatinas cuando la proliferación celular en el 

mesénquima es reducida (Rice y cols., 2004; Alappat y cols., 2005; Yu y cols., 2005).  

Todo ello nos lleva a pensar que un estímulo que aumentara los niveles de proliferación 

celular podría mejorar en parte la situación de estos procesos. 

 

Un SAF es capaz de generar un aumento de la proliferación en distintos tipos celulares: 

células tumorales del colon (Khosraviani y cols., 2002; Pellis y cols., 2008), en células 

madre nerviosas (Zhang y cols., 2008 y 2009; Liu y cols., 2010) y en células 

neuroepiteliales (Boot y cols., 2003). También existen estudios en los que una 

sobreexpresión del receptor α del folato (apartado 1.5), lo que equivaldría a un SAF, 

aumenta los niveles de proliferación celular allí donde tiene lugar (Yao y cols., 2009). 

Otros autores han realizado estudios con cultivos de células del paladar embrionario de 

ratón con el gen de la MTHFR silenciado, lo que equivaldría a un déficit de AF ya que 

es un enzima esencial en el ciclo de los folatos (apartado 1.5), y han observado una 

proliferación inferior a la de células control y cómo al añadir AF al medio de cultivo los 

niveles de proliferación aumentan de forma dosis-dependiente (Xiao y cols., 2006; Xiao 

y cols., 2009). En este mismo trabajo nosotros hemos detectado un descenso de 

proliferación celular en los individuos deficitarios en AF (apartado 6.2.3.1). 
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Basándonos en todo lo expuesto, decidimos analizar la proliferación de las células del 

EBM y del mesénquima de embriones de 14,5 DG Tgf-β3 -/- que habían sido sometidos 

a un SAF a través de la dieta materna y comparar los resultados con los obtenidos de 

aquellos cuyas madres fueron alimentadas con una dieta control. En nuestro estudio no 

se detectaron diferencias estadísticamente significativas en los niveles de proliferación 

de las células del EBM. Sin embargo, sí fue detectado un aumento estadísticamente 

significativo de la proliferación de las células mesenquimáticas en los procesos 

palatinos de los embriones sometidos al SAF.  

 

El hecho de que la proliferación celular se comporte de forma diferente en las células 

del EBM y en las del mesénquima palatal ha sido descrito anteriormente, ya que los 

individuos Tgf-β3 -/- presentan mayor proliferación en el EBM y menor en el 

mesénquima respecto a los embriones silvestres (Del Río y cols., 2011). Es posible que 

la proliferación celular en el EBM del paladar esté relacionada principalmente con la 

expresión de Tgf-β3 (Cui y cols., 2003; Fitzpatrick y cols., 1990; Pelton y cols., 1990a), 

que es nulo en los embriones mutantes empleados para nuestra investigación, por lo que 

el AF no puede generar ningún efecto sobre él al no estar presente. Pero en el 

mesénquima, la proliferación puede estar regulada por otros factores, ya que TGF-β3 en 

él no se expresa durante la palatogénesis (Fitzpatrick y cols., 1990; Pelton y cols., 

1990b). Esos otros factores pueden ser el producto de los genes Wnt (He et al, 2008), el 

EGF (Del Río y cols., 2011) o SHH y/o BMP2 (Rice y cols., 2004). Otro candidato sería 

TGF-β1, cuya expresión es detectada en el mesénquima durante la palatogénesis 

(Fitzpatrick y cols., 1990; Pelton y cols., 1990b). Además sabemos que existe una 

estrecha relación de TGF-β1 con TGF-β3, y que cuando éste no aparece o lo hace en 

niveles diferentes a los fisiológicos pueden verse alterados los niveles de TGF-β1 

(Murillo y cols., 2009) y, por tanto, sus funciones. 

 

Además, ha sido descrito que el AF no siempre se comporta igual en el mismo tipo 

celular. De hecho, existen estudios con células cancerígenas en las que se ha observado 

que el SAF puede revertir un tumor si éste se encuentra en una fase temprana o 

acelerarlo si está en una más avanzada (Jaszewski y cols., 1999; Khosraviani y cols., 

2002; Lindzon y cols., 2009; Bistulfi y cols., 2010). Esto seguramente sea debido a que 

los mecanismos celulares se desencadenan por diversas señales y éstas no tienen por 

qué ser iguales en todos los sistemas. Por ello en determinadas células y bajo ciertas 
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condiciones, el AF puede ser el responsable de un aumento de la proliferación y en otros 

casos no. 

  

Es muy posible que el AF afecte a la proliferación a través de la metilación de 

determinados genes cuya expresión está involucrada en dicho mecanismo, al igual que 

ocurre en las células de gliomas humanos. En ellas, es la metilación del factor de 

crecimiento PDGF-B (platelet-derived growth factor-B) lo que modula la proliferación 

desencadenada por los TGF-β (Bruna y cols., 2007; Hervouet y cols., 2009). La 

metilación es un proceso en el que grupos metilo se unen a moléculas como el ADN y 

las zonas que han sido metiladas no son reconocidas por los factores de transcripción y, 

por tanto, no son expresadas (Jones, 1986; Ulrey y cols., 2005). Si un SAF genera un 

aumento en los niveles de Met puede ocurrir que se produzca la metilación de genes que 

no deberían estarlo, y si los genes metilados quedan silenciados su función no se 

cumplirá. Si estos genes silenciados fueran los implicados en inhibir la proliferación 

celular se desencadenaría un aumento del número de células proliferantes. Este 

fenómeno también explicaría por qué no se aprecia variación en la proliferación del 

EBM: en él, el represor de la proliferación parece ser el TGF-β3, que no está presente en 

los mutantes, y por ello se observa más proliferación en el EBM de los mutantes que en 

los silvestres y esos niveles se mantienen en los mutantes sometidos a la dieta con SAF. 

 

 7.2.3 Efecto del suplemento de ácido fólico sobre la adhesión y fusión de los 

procesos palatinos de embriones Tgf- β3 -/-  . 

Además del aumento en la proliferación de las células del paladar, decidimos 

plantearnos que el aumento del porcentaje de fisuras suavizadas obtenido en los 

mutantes bajo efecto de la dieta con SAF podría también relacionarse con una mejora en 

la adhesión y/o en la fusión de los procesos palatinos.  

 

Por ello, se realizaron en primer lugar cultivos con paladares de embriones del grupo 3 a 

los que se añadió AF en una concentración que superaba 20 veces los valores 

fisiológicos en el medio de cultivo, lo que recreaba in vitro el suplemento recibido a 

través de la dieta materna por los individuos del grupo 4. No se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas entre los cultivos sometidos al SAF y los cultivos control 

respecto a la adhesión y fusión de epitelios del borde medial. Una posible explicación 
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de estos resultados es que el tiempo de cultivo (36 horas) no fuera suficiente para que el 

SAF fuera efectivo. 

 

Sin embargo, al analizar la adhesión en cultivos de embriones del grupo 4, cuyo SAF 

provenía de la dieta materna y no del medio de cultivo, observamos un aumento 

estadísticamente significativo de los niveles de adhesión de las células del EBM, aunque 

no de la fusión, respecto a los cultivos control. 

 

Una posible explicación para la mejora de la adhesión de los epitelios del borde medial 

podría ser la existencia de una modificación en la composición de la MEC (apartado 

1.1.). El SAF puede estar alterando la dinámica de las MMP, que son esenciales en la 

composición de la MEC, y se ha descrito en distintos tipos celulares que una alteración 

de los niveles de Hcy desemboca en alteración de la activación o inhibición de algunas 

de ellas (Holven y cols., 2003; Brassard y cols., 2005; Guo y cols., 2006; Moshal y 

cols., 2006; Liu y cols., 2008; Kundu y cols., 2009; Tyagi y cols., 2011; Munjal y cols., 

2011). Al igual que un déficit de AF supone un aumento de los niveles de Hcy y esto 

afecta a las MMP, un suplemento podría disminuirlos y generar otro tipo de efecto sobre 

estas moléculas. De hecho, Williams y colaboradores (2011), han descrito 

recientemente cómo en células de la placenta sometidas en cultivo a metotrexato, un 

anti-folato, presentaban una alteración en la producción de MMP-2, MMP-3 y MMP-9, 

que era restituida al añadir AF al medio de cultivo. 

 

Pero puede que el SAF esté afectando a otros elementos esenciales en la correcta 

adhesión de los procesos palatinos, como las propias moléculas de adhesión. Esta 

hipótesis se fundamenta en el trabajo de Martínez-Sanz y colaboradores (2008), en el 

cual se analizaron diferentes moléculas de adhesión en el paladar de ratones mutantes 

negativos para Tgf-β3 de dos razas diferentes, C57 y MF1. Mientras que los C57 

presentan una FP completa, los MF1 presentan una FP parcial, similar a la encontrada 

en este trabajo en algunos de los mutantes del grupo 4. En dicho estudio, se detectaron 

alteraciones en ciertas moléculas de adhesión en ambas razas, pero las alteraciones 

siempre fueron más evidentes en los C57 que en los MF1 (colágenos IV y IX, laminina, 

fibronectina, integrina-α5) mientras que ciertas moléculas (integrina-β1 y Nectin-1) sólo 

aparecían alteradas en los C57 y no en los MF1 (apartado 1.4.).  
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Por lo tanto, es posible que el SAF provoque cambios en moléculas de adhesión 

alteradas en el paladar de los mutantes homocigotos negativos para Tgf-β3 

desembocando en una mejora de la FP. Dada la experiencia anterior de este grupo de 

investigación en este campo actualmente se están realizando experimentos enfocados a 

determinar la veracidad de esta hipótesis. 
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Tras el estudio realizado las conclusiones finales son: 

 

1. La administración de una dieta CAF a hembras de ratón entre 2 y 16 semanas causa 

un descenso en los niveles hepáticos de folato con respecto a lo observado en hembras 

alimentadas con dieta control. El descenso es de la mitad en los grupos sometidos al 

déficit de AF por 2 y 4 semanas y de 6 veces menos en los grupos de 6 a 16 semanas. 

 

2. La administración a hembras de ratón C57 de una dieta CAF causa malformaciones 

congénitas en sus descendientes tanto más frecuentes cuanto más largo es el período de 

administración de la dieta. Las malformaciones observadas más frecuentemente fueron 

las oculares, seguida de las craneofaciales (FP, paladar plegado, microglosia, aglosia, 

micrognatia y agnatia), DTN (anencefalia, exencefalia y espina bífida) y de la región 

abdominal (evisceración y hernia umbilical). 

 

3. Una dieta CAF causa FP completa en la progenie de 17,5 DG si es administrada por 8 

o más semanas. La administración de la dieta durante 8 semanas causó el mayor número 

de fisuras palatinas. 

 

4. Tras 2 semanas de ingesta de dieta CAF se alteran los mecanismos por los que se 

desarrolla el paladar: proliferación celular del mesénquima y del EBM, adhesión de 

epitelios del borde medial opuestos, desaparición (fusión) y apoptosis de las células de 

la CEM. 

 

5. El déficit de AF producido por la administración de dieta CAF por 2 semanas 

produce un descenso en la expresión de TGF-β3 en el paladar de ratones de 14,5 DG y 

este descenso fue mayor cuando la ingesta tuvo lugar durante 8 semanas. 

 

6. El tratamiento con TGF-β3 exógeno de cultivos de procesos palatinos de embriones 

deficitarios en AF recupera a la normalidad los mecanismos implicados en la 

palatogénesis alterados por tal déficit. 
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7. Un SAF 20 veces superior al que contiene  la dieta normal en la dieta de hembras de 

ratón C57/BL/6J heterocigotos para el gen Tgf-β3 mejora las fisuras palatinas 

presentadas por los fetos mutantes negativos para este gen. La mejora se evidencia por 

el incremento de fisuras palatinas parciales o procesos palatinos muy próximos en los 

individuos suplementados frente a FP completa con procesos separados en los 

individuos control. 

 

8. El número de semanas que las hembras son alimentadas con el SAF no es relevante 

en cuanto al efecto que produce el aporte extraordinario sobre el paladar embrionario. 

 

9. El SAF dietético causa aumento de la proliferación de las células mesenquimáticas y 

de la adhesión de los procesos palatinos embrionarios, lo que puede ser causa de la 

mejora de la FP que presentan los individuos suplementados con respecto a los 

controles. 
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