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EXPRESION DE PROTEINAS MODULADORAS DE MATRIZ EXTRACELULAR
EN EL DESARROLLO DEL PALADAR EN UN MODELO MURINO DE
OBESIDAD INDUCIDA POR DIETA

1. Resumen

Las fisuras labiopalatinas estan entre los defectos mas comunes al nacimiento.
Alrededor del 70% se consideran de origen no sindrémico y el resto est4 asociado
a sindromes mendelianos transmitidos genéticamente, lo que indica que los
cambios medioambientales tienen una gran influencia en la ocurrencia de
alteraciones en el cierre del labio-paladar. Estudios recientes evidencian la
relacion entre la obesidad durante el embarazo y la presencia de hendiduras
labiopalatinas en la descendencia. Por tal motivo, se vuelve necesario profundizar
en los procesos morfogénicos moleculares asociados al desarrollo palatino para
contribuir con el conocimiento de los factores ambientales que tienen impacto
negativo sobre la salud humana.

Las metaloproteinasas de matriz (MMPs), son enzimas proteoliticas extracelulares
vinculadas con multiples procesos de desarrollo y remodelacién tisular, juegan un
papel importante durante la morfogénesis del paladar, principalmente MMP-2,
MMP-9 y su inhibidor TIMP-2; cambios en la expresion de estos reguladores
podrian generar alteraciones en las estructuras orofaciales.

Con base en estos antecedentes, el objetivo principal de este estudio fue
determinar la expresion de MMP-2, MMP-9 y TIMP-2 en las crestas palatinas de
rata Wistar en estadio E16.5 en un modelo experimental de obesidad materna
adquirida por dieta. Para lo cual se plantearon los siguientes objetivos especificos;
para los fetos de rata normopeso y obesa en estadio E16.5: 1) Establecer medidas
lineales de puntos blandos de tercio medio e inferior facial, 2) Determinar cambios
en el estadio de la palatogénesis, 3) Caracterizar el patron de expresion proteica
de MMP-2, MMP-9 y TIMP-2 en el epitelio y mesénquima de las crestas palatinas.

Se utilizaron 8 ratas Wistar hembras adultas; 4 para el grupo control (ctrol) y 4
para el grupo obeso (Ob). EI grupo Ctrol fue alimentado con dieta estandar y el
grupo experimental con dieta de cafeteria. Posteriormente, las hembras fueron
apareadas con machos sanos y al dia 16.5 de prefiez los animales fueron
sacrificados: se obtuvieron 41 fetos para el grupo Ctrol y 27 para el grupo Ob, los
cuales fueron, fotografiados bajo estereomicroscopio. Las cabezas fetales fueron
procesadas en cortes coronales para el estudio histoquimico del paladar por
hematoxilina/eosina. El andlisis de las medidas de tejidos blandos se realizé en el
Software Image J. Para la deteccion de MMP-2, MMP-9 y TIMP-2 se realizé
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inmunohistoquimica (IHQ) de los paladares fetales Las imagenes de IHQ fueron
analizadas por densitometria Optica en el software Image Pro Plus version 7.0.

Se encontrd que las medidas lineales craneofaciales de tejidos blandos (sagitales,
frontales, coronales), son una técnica sencilla, facil, rapida y reproducible y
pueden ser implementadas para el estudio de biomodelos. Sin embargo, no hubo
diferencias significativas de las medidas evaluadas entre los grupos Ctrol y Ob.

Por otro lado, la dieta de cafeteria evidencié cambios en el patrén de expresiéon de
la MMP-9 en el mesénquima de las crestas palatinas, y MMP-2 y TIMP-2
aumentaron su expresion a nivel de la region epitelial y mesenquimal en el grupo
obeso comparado vs el control.

La obesidad materna genera cambios en la localizacion y niveles de expresion de
las proteinas de matriz analizadas, e induce cambios en el balance de
MMPs/TIMPs durante la formacion del paladar.

Palabras claves: Metaloproteasas (MMPSs), inhibidores enddgenos (TIMPS),
obesidad materna, palatogénesis.
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EXPRESSION OF PROTEINS REGULATORS OF EXTRACELLULAR MATRIX
IN PALATE DEVELOPMENT IN A BIOMODEL INDUCED BY CAFETERIA DIET

1.1 Abstract

Abstract Cleft lip and palate are among the most common birth defects. About
70% are considered of non-syndromic origin and the rest are associated with
Mendelian genetically transmitted syndromes, indicating that environmental
changes have a great influence on the occurrence of cleft and lip palate. Recent
studies show the relationship between obesity during pregnancy and the presence
of cleft lip and palate in the offspring. Therefore, the molecular processes
associated with palate development contribute to the understanding of the
environmental factors that have negative impacts on human health.

Matrix metalloproteinases (MMPSs), extracellular proteolytic enzymes that are linked
to multiple processes of development and tissue remodeling, play an important role
during morphogenesis of the palate, especially MMP-2, MMP-9 and TIMP-2
inhibitor; changes in expression of these regulators may generate disturbances in
the orofacial structures.

The main objective of this study was to determine the expression of MMP-2, MMP-
9 and TIMP-2 in the Wistar rat palatal E16.5 stage in an experimental model of
maternal obesity acquired by diet. And the specific objectives were; for normal
weight and obese fetal rat E16.5 stage: 1) To establish lower linear measurements
of facial facial soft tissues 2) to determine changes in the palatogenesis stages , 3)
To characterize the pattern of expression of MMP -2, MMP-9 and TIMP-2 in the
epithelium and mesenchyme of the palatal shelves.

Eight rats were used Wistar adult females; 4 for the control group (Ctrl) and 4 for
the obese group (Ob). The control group was fed a standard diet and the
experimental group was fed a cafeteria diet. Subsequently, females were mated
with healthy males and at day 16.5 of pregnancy the animals were sacrificed; 41
fetuses for Ctrol group and 27 for the Ob group, which were photographed under
stereomicroscope. Fetal heads were processed in coronal sections for
histochemical study of the palate by hematoxylin / eosin. The analysis of the
measurements of soft tissues was performed using software Image J. For
detection of MMP-2, MMP-9 and TIMP-2 were performed. Immunohistochemistry
(IHC) of fetal palates images IHC were analyzed by optical densitometry Image Pro
Plus on software version 7.0. It was found that craniofacial soft tissue (sagittal,
frontal, coronal) linear measurements are a simple, easy, fast, and reproducible
technique and can be implemented for the study of biomodels. However, there
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were no significant differences between the measures assessed in Ctrol and ob
groups. Cafeteria diet showed changes in the expression pattern of MMP-9 in the
mesenchyme of the palatal, and MMP-2 and TIMP-2 increased the expression
level of the epithelial region and mesenchymal the group obese compared vs
control. Maternal obesity causes changes in the localization and expression levels
of matrix proteins analyzed, and induces changes in the balance of MMPs / TIMPs
during palate formation. Keywords: matrix metalloproteinases (MMPS),
endogenous inhibitors (TIMPs), maternal obesity, palatogenesis.

Keywords: matrix metalloproteinases (MMPs), endogenous inhibitors (TIMPS),
maternal obesity, palatogenesis.
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2. INTRODUCCION

Los cambios en la conducta de alimentacién y actividad fisica se han transformado
drasticamente en los ultimos afos, llevando a la obesidad al estatus de pandemia,
condiciéon que afecta con mayor frecuencia a la mujer en edad reproductiva®. El
sobrepeso y la obesidad son definidos por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) como una acumulacion de grasa anormal o excesiva que puede deteriorar
la salud. El indice de masa corporal (IMC) es un indicador sencillo del peso para
la talla que se usa generalmente al clasificar el sobrepeso y la obesidad en las
poblaciones de individuos adultos. Se define como el peso en kilogramos dividido
por la altura al cuadrado en metros (kg/m?). EI IMC proporciona la medida mas (til
a nivel de poblacion de sobrepeso y obesidad ya que es la misma para ambos
sexos y para todas las edades de los adultos. La OMS define como sobrepeso a
un IMC 2 a 25 y obesidad como un IMC = 302.

A nivel mundial el sobrepeso y la obesidad presentan una alta incidencia en las
mujeres en edad reproductiva; en paises industrializados, como en Estados
Unidos el 35% de esta poblacion son obesas®*. En Inglaterra el 33% de las
mujeres embarazadas tienen sobrepeso u obesidad®. Por otro lado en paises
como la India el 26% de esta poblacién tiene sobrepeso y el 8% obesidad®. El
porcentaje de mujeres en edad reproductiva con sobrepeso u obesidad en la
China es del 16%, en Ghana es del 64.7% y Australia del 35%°.

En paises latinoamericanos la obesidad y el sobrepeso en las mujeres en edad
reproductiva es una preocupacion en salud publica: en México el 32% son
obesas'®!!, en Brasil, el 50% y en Argentina el 32% tienen sobrepeso u
obesidad'?14, En Chile la obesidad en la gestacion tiene una prevalencia del 13 al
32%?1°.

En Colombia se estima que cerca de la mitad de la poblacién sufre de sobrepeso u
obesidad. Segun las Encuestas Sobre la Situacion Nutricional en Colombia, entre
el 2005 y el 2010 el sobrepeso en la edad adulta pasé de un 45,9% a 51,2%. En el
afio 2010 el 16.5% de los adultos colombianos alcanzaron la obesidad!®. Gamboa
y Forero concluyeron que: “ser mujer, habitar en zonas urbanas y vivir fuera de
Bogota tiene una mayor probabilidad de tener un IMC mayor a los niveles de
normopeso™’.

Segun la OMS, aquellos individuos obesos tienen un mayor riesgo de sufrir
enfermedades cardiacas, hipertension arterial, diabetes mellitus, cancer de mama,
cancer de colon, litiasis vesicual y artritis. Para el afio 2005, cerca de 1000
millones de personas presentaban sobrepeso, y 805 millones eran poblacién

20



femenina y cerca de 300 millones eran personas obesas. Cada afio alrededor de
2,6 millones de personas mueren a causa del sobrepeso u obesidad a nivel
mundial'®.

El sobrepeso y la obesidad pregestacional estan asociados a un aumento en la
morbimortalidad tanto para la madre como para su hijo, ademas de presentar
defectos congénitos en su descendencial®. Entre los riesgos perinatales se
encuentran infertilidad, diabetes gestacional, desoérdenes hipertensivos y una
mayor tasa de parto por cesarea, tromboembolismo venoso e infecciones
postparto y complicaciones de cicatrizacion. Los efectos de la obesidad materna
pueden ser transferidos al feto en desarrollo, demostrando el riesgo de ocurrencia
de defectos del cierre del tubo neural, malformaciones cardiacas y fisuras
oropalatinas 228, Las anomalias fetales pueden conllevar a la mortalidad infantil, y
en Estados Unidos 1 de cada 5 muertes infantiles se atribuye a dichas
anomalias?®.

Hasta el momento, los estudios de las fisuras labiopalatinas se han centrado
principalmente en los eventos morfogénicos macroscopicos, en tanto que las vias
moleculares aun no se entienden completamente.

En el desarrollo normal del paladar las metaloproteinasas (MMPSs) y los inhibidores
tisulares de las metaloproteinasas (TIMPs), de manera particular MMP-2, MMP-9 y
TIMP-2, participan activamente en su formacion y cierre 2931,

Se propone que alteraciones de estos reguladores, producto de la obesidad
materna, podrian generar cambios en las estructuras labiopalatinas.

En el presente estudio, se establecié un biomodelo de obesidad materna inducida
por dieta de cafeteria, con el fin de caracterizar el desarrollo del paladar en el
estadio E16.5 en un modelo de rata Wistar. Se realizaron las medidas
craneofaciales de los fetos de rata normopeso y obesa. Posterior a esto, se realizé
el estudio histologico del paladar y los ensayos de inmunohistoquimica para
analizar la localizacion y nivel de expresion de las proteinas MMP-2, MMP-9 y
TIMP-2.

Al establecer los riesgos de malformaciones labiopalatinas fetales asociados a la
obesidad materna, se obtendran nuevas herramientas que fortalezcan no solo el
conocimiento cientifico a nivel nacional e internacional, sino ademas, la necesidad
de generar programas de salud publica que involucre diversos actores como
educadores, ginecoOlogos, obstetras, nutricionistas, en la responsabilidad de
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abogar por un cambio en el estilo de vida potenciando las dietas saludables y la
actividad fisica.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Los cambios en los patrones de alimentacion y actividad fisica han incrementado
el desarrollo de la obesidad a nivel

El estado nutricional actual de la poblacién colombiana presenta un periodo de
transicion; en la que persisten problemas de desnutricion y a su vez el problema
del sobrepeso y obesidad van en aumento. En el estudio realizado por el Banco
Interamericano de Desarrollo en el afilo 2010 se reporta que en Colombia, la
poblacién adulta presenté un aumento en la prevalencia de sobrepeso y obesidad,
siendo mayor del 60% en mayores de 45 afos, estos datos fueron confirmados en
la Encuesta Nacional de Salud Nutricional (ENSIN) realizada en el 2010, donde se
demostré que el 34.6% de la poblacion presenté sobrepeso y 16.5% obesidad.
Con relaciéon a la obesidad las mujeres presentaron casi el doble (16.6%) que los
hombres un (8.8%)6. En particular, la poblacién de mujeres gestantes present6 un
24,8 % de sobrepeso y un 9,8 % de obesidad, es decir que el 34,6 % presento
algun grado de exceso de peso para la edad gestacional®®.

Estos datos son importantes ya que demuestran que el sobrepeso y la obesidad
son factores a tener en cuenta en las mujeres en edad reproductiva, ya que estas
prevalencias aumentan con la edad de las mujeres.

La obesidad, en especial la abdominal, se asocia con riesgos aumentados para
diferentes enfermedades 2. En el embarazo la obesidad incrementa el riesgo
materno promoviendo la ocurrencia de trabajo de parto pretérmino, cesarea
primaria o parto instrumentado, morbilidad perioperatoria, estados o trastornos
hipertensivos del embarazo, pre-eclampsia, trombo embolismo venoso, diabetes
gestacional, ganancia de peso excesiva durante todas las etapas del embarazo,
infeccion puerperal, disminucién de las tasas de iniciacion o continuacion de la
lactancia materna y riesgos con la anestesia perioperatoria 1%33-3, También estan
descritos riesgos propios para el feto como son: mayor probabilidad de muerte
intrauterina, macrosomia, restriccion del crecimiento intrauterino, anomalias
congénitas y neonatales y mayor probabilidad de muerte neonatal 373949, Todos
estos riesgos incrementan en relacién directa con la severidad de la obesidad,

siendo incluso significativos en mujeres que presentan solamente exceso de peso
41

Las anomalias congénitas son la principal causa de muerte fetal y de mortalidad
infantil. En los Ultimos afios se ha demostrado que la obesidad materna esta
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asociada con el incremento de defectos en la formacion y cierre del tubo neural, el

corazdén y los grandes vasos, espina bifida, onfalocele, labio y paladar fisurado
25,42,43

En un estudio de tipo caso y controles realizado en 1.000.000 mujeres, con una
duracién de 10 afios, Cedergren et al., obtuvieron importantes resultados sobre la
asociacion entre la obesidad materna en el embarazo temprano y el incremento de
presencia de hendiduras orofaciales en su descendencia 33. Estos hallazgos
fueron confirmados por Stott-Miller y col. en el 2010, quienes evaluaron a 2153
ninos con fisuras labiopalatinas, reportando que el principal riesgo para la
presencia de hendidura de labio y/o paladar se asocia con la obesidad materna y
la diabetes preexistente o gestacional 4.

Ademas de otros autores como Moore et al*® concluyeron que los embarazos de
mujeres obesas y diabéticas tenian una prevalencia mayor de ciertos defectos
como las fisuras orofaciales, defectos cardiacos, hidrocefalia y defectos de la
pared abdominal. Vujkovic et al en el 2007, realizaron un estudio de casos y
controles, los casos fueron mujeres con hijos con labio y/o paladar fisurado, donde
se monitored la ingesta nutricional materna por 14 meses y se encontré que el
patrén de dieta occidental como por ejemplo pizza, papas y poco consumo de
frutas fueron asociadas a un riesgo mas alto de presentar una descendencia con
labio y/o paladar fisurado no sindrémico?6. Stothard et al en el 2009, realizaron un
metaanalisis donde evaluaron la evidencia actual de la asociacion de sobrepeso y
obesidad materna y anomalias congénitas; estos autores encontraron que las
madres obesas tuvieron un mayor riesgo de presentar hijos con paladar hendido
(OR 1:23; 95% CI 1.03-1.47) y labio y/o paladar fisurado (OR, 1.20;95% CI 1.03-
1.40)%. En Australia, Oddy et al en el 2009, realizaron un estudio con 418
controles y 111 casos de anomalias de desarrollo y encontraron que las mujeres
gue presentaron obesidad previa del embarazo tuvieron el doble de riesgo de
tener infantes con defectos del tubo neural, defectos cardiacos y fisuras
orofaciales?’. Blomberg y Kallen en el 2010, en un estudio realizado en Suecia
evaluaron un total de 1.049.582 infantes nacidos entre 1995-2007, encontrando
una prevalencia de 7.9% de malformaciones congénitas, concluyeron que la
obesidad morbida se asocié con defectos del tubo neural, defectos cardiacos y
fisuras orofaciales (OR 1.90; 95% CI 1.27-2.86)*¢. Estos resultados son
confirmados en el metaandlisis realizado por Izedonmwen et al en el 2014, donde
compararon el IMC con el riesgo de fisuras oropalatinas en la descendencia y
encontraron que las mujeres obesas tienen un riesgo aumentado de tener hijos
afectados con labio y paladar fisurado (OR=1.16; 95% CIl 1,1.34) y paladar
fisurado (OR=1.14: 95% CI 0.95, 1.37). “°.

24



En Colombia, segun el Informe final del evento de Anomalias Congénitas del afio
2012, se notificaron 2412 casos de anomalias congénitas por medio del Sistema
de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA) del Instituto Nacional de Salud (INS).
Entre las anomalias congénitas mas frecuentes se encontraron las cardiopatias
(19.07%), vy las fisuras orales (19,70%). Encontrandose el mayor nimero de casos
reportados en la ciudad de Bogota, seguido del Tolima, Narifio y el Valle del
Cauca en sexto lugar. Sin embargo, el protocolo del evento requiere trabajar en la
caracterizacion del tipo de agente teratogénico al cual se expone la madre en
gestacion y las caracteristicas del estado de salud.%°.

Duque y colaboradores en el afio 2002, realizaron un estudio descriptivo en
menores con labio y paladar fisurados atendidos en el Hospital Universitario del
Valle entre los afios de 1996-2001, la poblacion consté de 192 menores de 14
afnos, y se ahondd sobre predisposiciones hereditarias, ambientales y posibles
factores de riesgo durante el primer trimestre de embarazo (consumo de alcohol,
cigarrillo, medicamentos, exposicion a radiacion y enfermedades), sin embargo no
encontraron resultados estadisticamente significativos; el 13.5% de los nifios
presentd otros sindromes asociados. La falencia de este estudié se asocio a los
pocos registros y carencia de informacion en las historias clinicas®l. Otro estudio
realizado en la misma institucion prestadora de salud, entre los afios de 2004-
2008, evaluaron 32.995 nacimientos, de los cuales 735 presentaron un defecto
congeénito, la prevalencia encontrada fue de 2,22 por 10.000 nacimientos, y entre
los defectos mas frecuentes se encontrd el labio y/o paladar hendido con una
prevalencia de 10,9. En este estudio se tuvieron en cuenta caracteristicas
demograficas, maternas y paternas como la edad materna, escolaridad,
ocupacion, gravidez del embarazo, y las caracteristicas del recién nacido, el sexo
y el peso; sin embargo no se tuvo en cuenta el peso materno®2. Nuevamente en el
ano 2014, Duque y colaboradores realizaron un estudio descriptivo transversal
retrospectivo de las historias clinicas de los nifios con labio y paladar hendido
(LPH) entre los afios 2002-2011, de 170 historias (105 nifios y 65 nifias),
evaluaron algunos antecedentes medicos de la madre como: hipertension arterial
(9,41%), enfermedades de la placenta (4,12%), infeccién urinaria (2,94%),
demostrando la falta de informacién del IMC de la madre gestante®2.

En cuanto a las fisuras, estas pueden afectar solo el labio, paladar o pueden ser
labiopalatinas; afectando el paladar secundario (paladar duro y blando). A su vez
se pueden clasificar como unilaterales o bilaterales, completas o incompletas y
pueden afectar paladar duro y blando®%.
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La etiologia de las fisuras oropalatinas es multifactorial, asociadas a factores
medioambientales y genéticos. Como se menciond previamente, se estima que el
70% de los casos son de origen no sindréomico. Se ha reportado la asociacion de
genes como el TGFa, TGFB3 y el AP2 con labio y paladar hendido®>%,

La aparicion de labio y/o paladar hendido (LPH), se asocia con la exposicién a
agentes teratogénicos durante la gestacion como la cortisona, anticonvulsivantes
como la fenitoina, la carbamacepina, y el valproato de sodio, salicilatos, vitamina
A, solventes organicos y alcohol durante la gestacion, drogas antiepilépticas
(fenitoina y Aacido valproico), pesticidas, acido retinoico y radiacion®864 Ademas
también, la rubedla materna, la influenza y diabetes gestacional se han reportado
como factor de riesgo®®.

Adicionalmente, la dieta materna es de gran importancia, se ha evidenciado que el
suministro durante el primer trimestre de gestacion de la vitamina B6 y el acido
félico son factores protectores para la aparicion de anomalias 6.

La incidencia mas alta de fisuras oropalatinas estd en la poblacion nativa
americana con 3,74 en 1000 nacidos vivos (NV), siguen los japoneses con 3,36 en
1000 NV. En cambio, la poblacion afroamericana tiene la incidencia mas baja de
0,5 nifios por cada 1000 NV®7-%°, En Colombia, se ha reportado una prevalencia de
1 en 500 o de 1 en 1000, y varia de acuerdo a la zona geografica y el nivel
socioecondémico de la poblacion’®. La tasa global de prevalencia de LPH es de
10,49 por 10.000 NV, encontrando las tasas mas altas en Bolivia (23.7/10.000),
luego Ecuador (14.96/10.000), Paraguay (13.3/10.000), Venezuela (7.92/10.000),
Peru (8.94/10.000), Uruguay 9.37/10.000) y Brasil (10.12/10.000)"* .

Los niflos con LPH presentan diferentes alteraciones como incompetencia
velofaringea, trastornos de la succiéon y deglucién, fonacion, respiracion oral,
hipoplasias de esmalte, caries dental, anomalias dentales, retraso en la erupcion
dental, gingivitis, periodontitis, entre otros’>’3. Por tal motivo, es importante
determinar como la obesidad materna puede ser un factor de riesgo para la
incidencia de fisuras labiopalatinas, ya que la evidencia reportada demuestra la
asociacion directa entre el sobrepeso y obesidad en el embarazo y un mayor
riesgo de presentar alteraciones como el labio y/o paladar fisurado en la
descendencia®34445, A pesar que la etiologia es multifactorial, no se conocen los
patrones moleculares que relacionan la obesidad materna con alteraciones en la
palatogénesis.

La obesidad, se ha asociado a un aumento y crecimiento del tejido adiposo, con
un incremento en la lipogénesis y almacenamiento de lipidos en los adipocitos,
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llevando a la hipertrofia de estas células y una disminucion de la lipdlisis. Ademas,
existe una proliferacion de los preadipocitos que produce a la hiperplasia de
adipocitos. Estos eventos requieren de estimulacion angiogénica, permitiendo el
suministro nutricional y de oxigeno requeridos para el tejido adiposo’®. Por tal
motivo hay una modificacion de la matriz extracelular (MEC) durante el crecimiento
del tejido adiposo, y el establecimiento de la obesidad. Los adipocitos producen
muchos factores, entre estos factores de crecimiento y citoquinas (actualmente
conocidas como adipoquinas) que pueden cumplir una funcién paracrina en la
remodelacion del tejido adiposo. Entre los factores proangiogénicos se puede
mencionar el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)’®, el factor de
necrosis tumoral alfa’®, y la leptina /. Ademas de estos factores, las proteasas y
los componentes de la MEC juegan un papel importante en la remodelacion del
tejido adiposo, y la degradacion de esta MEC es importante para el
establecimiento vascular. Las metaloproteinasas de matriz (MMPs), son una
familia de proteinasas secretadas como proenzimas o zimdgenos inactivos’®. Su
actividad proteolitica es adquirida por la activacion del zimoégeno, y regulada por
los inhibidores del tejido de metaloproteinasas (TIMPs)7?80, Se ha encontrado que
el tejido adiposo de ratones obesos inducidos por dieta tiene altas concentraciones
de gelatinasa A (MMP-2) 8182 | a MMP-2 genera incremento en la hipertrofia de
los adipocitos permitiendo la formacion de tejido adiposo como respuesta a una
dieta alta en grasa 3. Por otro lado, la gelatinasa B (MMP-9) se encontré en altas
concentraciones en humanos obesos 848

Estudios recientes demuestran también la participacion de MMPs y TIMPs en el
desarrollo del paladar, en modelos murinos, se ha evidenciado la participacion de
MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13, MMP-25, ADAMTS9, ADAMTS20 y TIMPs. Sin
embargo los estudios reportados en humanos son escasos y Se asocian a
polimorfismos en MMP-3 y MMP-25 asociados a la presencia de labio y paladar
fisurado no sindrémico®®,

En la obesidad hay un estado metabdlico alterado, que ha evidenciado provocar
cambios en el desarrollo fetal; como son las fisuras oropalatinas, se ha
demostrado que en el plasma de individuos obesos hay un incremento de
gelatinasas como MMP-2 y MMP-9;MMPs gque patrticipan en el desarrollo palatino.
Por tal motivo de los antecedentes desarrollados se desprende la siguiente
pregunta de investigacion: ¢La obesidad materna puede modificar el patrén de
expresion de las metaloproteasas MMP-2, MMP-9 y su inhibidor endégeno TIMP-2
en el proceso de palatogénesis?
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4. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL CONOCIMIENTO
4.1 Generalidades del desarrollo craneofacial humano
4.1.1 Tercera semana de desarrollo

La tercera semana de desarrollo intrauterino es de vital importancia para el
desarrollo craneofacial. Se caracteriza por la aparicion de las tres capas
germinativas; ectodermo, mesodermo, endodermo, donde éstas tienen un
desarrollo acelerado. La aparicion del epiblasto en la zona dorsal y caudal induce
la formacién de la linea o estria primitiva, formada por la proliferacion de las
células del epiblasto e invaginacion de las mismas, junto con las células del
hipoblasto, dando como resultado la formacion del surco primitivo. En la porcion
rostral de esta linea hay un cimulo de células que formaran el nédulo primitivo,
que contiene una depresion conocida como nodulo primitivo. La estria primitiva
establece los ejes longitudinales, rostral/caudal, derecho/izquierdo y dorsal/ventral
del embrién®’.

Hacia el dia diecinueve hay una proliferacién de células mesodérmicas en la
porcidon dorsal del nddulo primitivo, las cuales se dirigen rostralmente hacia la
placa precordal formando el proceso notocordal hacia el dia vigésimo. El
mesodermo adyacente y la prolongacion notocordal inducen la formacion de la
placa neural, el primordio del sistema nervioso central, en el ectodermo
embrionario suprayacente. Una vez, la prolongacion notocordal aumenta de
longitud, la linea primitiva se acorta. Al finalizar la tercera semana, la prolongacion
notocordal se transforma en notocorda. El disco embrionario tiene inicialmente
forma ovoide, pero pronto adquiere forma de pera y después de zapatilla a medida
que la notocorda se desarrolla, ésta tiene un papel inductor en la formacion del
neuroectodermo y los cuerpos vertebrales 88.8°,
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Figura 1. Porcion dorsal del disco embrionario. Imagen tomada de: Moore y
Persaud, Embriologia clinica, 1996,

La notocorda produce diferentes moléculas como el noggin, folistatina y cordina
que junto con el nddulo primitivo inducen al ectodermo superficial el cual se
trasforma en placa neural. Al final de la tercera semana la placa presenta un
extremo cefélico y caudal, y los bordes laterales se elevan formando los pliegues
neurales y en la mitad se forma el surco neural. Posteriormente los pliegues se
juntan en la linea media y se fusionan, formando el tubo neural, excepto en la
porcion anterior o craneal y posterior o caudal que corresponden a los neuroporos,
los cuales se cierran al vigesimoquinto y vigesimoséptimo dia, respectivamente.
Este proceso se conoce como neurulacion primaria que termina en la cuarta
semana de desarrollo, dando como resultado la formacion del tubo neural, que
formara el sistema nervioso central®®.

En el momento de la neurulacion, algunas células de origen neuroectodérmico
ubicadas a lo largo de estas crestas neurales migran a diferentes lugares del
cuerpo, denominadas células de la cresta neural (CCN), que originan la mayor
parte del sistema nervioso periférico, ganglios y nervios craneales, raquideos y
auténomos, las glandulas suprarrenales y el sistema nervioso autbnomo, el cual
es el encargado de regular el misculo estriado cardiaco y misculo liso®.

Al lado de la notocorda se forma una condensacion cilindrica llamada mesodermo
paraxial que formard el esqueleto axial, la musculatura voluntaria y parte de la
dermis; lateral a él esta el mesodermo intermedio; que formara el sistema urinario
y parte del sistema genital. Por ultimo esta el mesodermo lateral, el cual al dia
decimoséptimo se divide en dos capas el ventral y la dorsal®.
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4.1.2 Cuarta semana de desarrollo

Esta semana se caracteriza por un desarrollo rapido del embrién, donde hay
varios cambios morfogenéticos; que produciran los 6rganos principales, aparatos y
sistemas, ademas el embrién sufre un plegamiento en sentido cefalocaudal®.

Con relacion al plegamiento cefalocaudal, es el resultado del crecimiento del
sistema nervioso central, la formacidén de los somitas ademas de la evolucion del
mesodermo. Se forman dos pliegues: el cefalico y el caudal.®®

La cavidad revestida por endodermo es incorporada al embrion y forma el intestino
anterior, que origina la faringe primitiva. Finalizando esta semana, las paredes
laterales y ventrales de la faringe forman los arcos faringeos o braquiales,
constituidos por las tres capas germinativas; en la parte externa, revestida por
ectodermo, con un centro mesequimal y una parte interna de endodermo®.

Una consecuencia del plegamiento del embrion en la porcion mas caudal, por
debajo de la eminencia cerebral anterior se forma el estomodeo o boca primitiva,
separada de la faringe por la membrana bucofaringea, y finalizando la cuarta
semana se rompe y comunica la porcion anterior del tubo digestivo con la cavidad
amniética®.

El desarrollo y formacion de la cabeza esta constituida por una porcion
neurocraneana (muy visible en periodo embrionario; calota craneal, sistema
nervioso cefalico, ojos, oidos, porcién nerviosa de los érganos olfatorios) y una
porcion visceral (visible en etapa fetal y postnatal; porcion inical de los aparatos
digestivo, cavidad oral, y aparato respiratorio; nariz y fosas nasales).

Alrededor de la tercera semana, el extremo cefalico del tubo neural presenta tres
vesiculas y dos curvaturas:

e Proscencéfalo (cerebro anterior)
e Mesencéfalo (cerebro medio
¢ Romboencéfalo (cerebro posterior y médula espinal)

En la quinta semana el proscencéfalo se divide en dos: telencéfalo y diencéfalo, y
el romboencéfalo se divide en: metencéfalo y mielencéfalo, separadas por la
curvatura del puente protuberancial®’.
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Figura 2. Plegamiento del embrién. Tomada de:
http://www.anatomiahumana.ucv.cl/estructura/neurodesarrollo.html

Es de esta manera que la cara cefalica embrionaria a las cuatro semanas se
compone de los arcos faringeos conformados por mesénquima derivado de la
cresta neural y en la parte externa revestidas por un ectodermo, y en la parte
interna por endodermo. Estas estructuras formaran el aparato faringeo que se
conforma por los arcos faringeos, bolsas faringeas, hendiduras faringeas y
membranas faringeas.

4.1.3 Arcos faringeos

Estas estructuras inician su formacion al inicio de la cuarta semana de desarrollo.
El primer par de arcos faringeos formaran la prominencia maxilar (maxilar
superior, hueso cigomatico y parte escamosa del hueso temporal) y la prominencia
mandibular que dara origen a la mandibula. Posteriormente, apareceran otros
arcos laterales a la faringe. Al finalizar esa semana, se ven cuatro pares de arcos.
Cada uno de los arcos separado por una hendidura faringea, las cuales se
enumeran en sentido craneocaudal®®.

Cada uno de los arcos faringeos esta conformado por un nucleo de mesénquima,
en la parte externa por ectodermo y en la parte interna por endodermo. Ademas
de un arco aortico, un cilindro cartilaginoso (formara el esqueleto del arco), el
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componente muscular (forma los musculos de la cara y el cuello), y el nervio que
permite la inervacion de los masculos y mucosas®’.

El patrén de los arcos braquiales es un complejo que requiere la sefializacion de la
cresta neural, sefiales reciprocas del arco de mesodermo, como contribuciones
del endodermo de la bolsa faringea y el ectodermo. Las células de la cresta nueral
pertenecientes a los arcos faringeos se mueven con la formacion del tubo tubo
neural. Algunos estudios sugieren que las células de la cresta neural tienen el pre-
patrén de la morfologia esquelética correcta y los tejidos adyacentes. Estudios en
guimeras en embriones de codorniz y pato, donde se transplantan células de la
cresta neural pre-migratorias resultan en una morfologia facial que se asemeja a
las especies de la cresta neural donante y no el huésped. Es la cresta neural
donante que determina la formacion de las estructuras craneofaciales y tejidos
adyacentes®190,

La identidad antero-posterior de los arcos braquiales parece estar determinada por
la expresion de genes Hox combinados!®l. Sin embargo, la cresta neural del
primer arco branquial, no expresa estos genes. La expresion regionalizada de
Distal-less (DIx) homologos, que actian en la via de sefalizacién que determina
la identidad mandibular versus la identidad maxilar®.

Arco Primer Segundo Tercero Cuarto y
(mandibular) (Hioideo) sexto
Nervio Trigémino (PCV) Facial (PC Glosofaringeo Rama
VII) (PC 1X) laringea
superior del
vago (PC X)
Musculos Musculos de la Musculos de  Estilofaringeo Cricotiroideo,
masticacion, la expresién elevador del
milohioideo vy facial, velo del
vientre anterior estribo, paladar,
del digastrico, estilohioideo, constrictores
tensor del vientre de la faringe,
timpano, tensor posterior del musculos
del velo del digastrico intrinsecos
paladar de la laringe,
musculos
estriados del
esofago
Estructuras Martillo y Yunque Estribo, Asta menor Cartilagos:
esqueléticas apofisis del hioides, tiroides,
estiloides, Parte inferior  cricoides,
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Ligamentos Ligamento
anterior del
martillo,

ligamento

esfenomandibular

asta menor del cuerpo del aritenoides,
del hioideas, hueso hioides corniculado,
parte cuneiforme
superior del

cuerpo del

hueso

hioides

Ligamento

estilohiodeo

Tabla 1. Derivados de los arcos faringeos. PC: par craneal.Adaptada de:
Moore Moore, Persaud y Shiota Embriologia Clinica, 1996%.

4.1.4 Bolsas faringeas

El endodermo es una de las capas germinativas, que cubre la faringe en las caras
internas de los arcos branquiales, estas estructuras se denominan bolsas
faringeas. A continuacién se esquematizan los derivados cada una de ellas!®.

Bolsa Faringea

Derivados

Primera bolsa faringea

Segunda bolsa faringea

Tercera Bolsa faringea

Cuarta bolsa faringea
Quinta bolsa faringea

Participa en la formacion de la
membrana timpanica (timpano)

Una parte permanece como seno o
fosa amigdalina

Epitelio superficial y el revestimiento
de las criptas amigdalinas

Glandula paratiroides inferior

Timo

Glandula paratiroides superior

No siempre se desarrolla. Participa en
la formacion del cuerpo ultimofaringeo

Tabla 2. Derivados de las bolsas faringeas. par craneal. Adaptada de: Moore
Moore, Persaud y Shiota Embriologia Clinica, 1996 °,
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4.1.5 Hendiduras faringeas

Son fisuras que separan cada uno de los arcos branquiales en la superficie
externa durante la cuarta y quinta semana. Sin embargo, s6lo un par de éstas
contribuye a la formacién de estructuras postnatales; el primer par formara el
meato acUstico externo y el resto se mantiene como seno cervicalt®,

4.1.6 Desarrollo craneofacial humano

En la cuarta semana de desarrollo se observan cinco primordios faciales alrededor
del estomodeo: la prominencia frontonasal, las prominencias maxilares laterales, y
las prominencias mandibulares®®.

La prominencia frontonasal (PFN) esta en la parte ventral lateral del proscencéfalo
y formard las vesiculas épticas que posteriormente seran los ojos del embrion. En
la porcién frontal de la PFN se forma la frente, y la porcion mas caudal y lateral
formard las placodas nasales. El desarrollo craneofacial se da principalmente
entre la cuarta y octava semana de desarrollo, y a finales del periodo embrionario,
ya tiene una apariencia humana.

A finales de la cuarta semana, se forman las placodas nasales, que corresponden
a unos engrosamientos en forma oval del endodermo superficial. Alrededor de
estas placodas hay una proliferacion de mesénquima, y produce unas elevaciones
(prominencias nasales mediales y laterales)?”.

Las prominencias maxilares también sufren una proliferacion mesequimal
permitiendo un aumento de tamafio y un acercamiento medial con las
prominencias nasales. La union de las prominencias maxilares con las
prominencias nasales laterales se conoce como surco nasolacrimal. En la séptima
y décima semana de desarrollo las prominencias nasales mediales se fusionan
entre si junto con las prominencias maxilares y nasales laterales.

Las células que contribuyen con la formacion del esqueleto facial tienen sus
origenes en la cresta neural. Algunos de los derivados de estas células incluyen:
melanocitos, células de Schwann y nervios sensitivos. Las células derivadas del
proscencéfalo son las que tienen capacidad de formar tejidos esqueléticos.
Aquellas células ubicadas en la parte anterior del proscencéfalo migra a la
rombdmera dos (r2) y las ubicadas en un dominio posterior migraran la diferentes
rombdémeras (r4, r6, r8). Las células de la cresta neural (CCN) anteriores son
diferentes de las posteriores dado que las primeras no expresan los genes
Homeobox (HOX)1%3,
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El mesodermo formara la musculatura mandibular y la base craneal, mientras que
el mesénquima derivado de la cresta neural formara el cartilago, huesos
intramembranosos y tejidos conectivos de la caral®.

Una familia de miembros de DIx (Distal less) son de gran importancia para la
formacion de las prominencias maxilares y mandibulares. Muchos miembros de la
familia DIx son expresados para la determinacion del primer arco faringeo; entre
estos se encuentran: DIx1, DIx2, DIx3, DIx7, DIx 5 y DIx6. Los unicos genes
expresados en la prominencia maxilar son DIx1 y DIx2, mientras que en la
prominencia mandibular se expresan DIx1, DIx2, DIx3, DIx7, DIx5 y DI6. Otros
genes que participan a nivel epitelial son el factor de crecimiento fibroblastico 8
(FGF8) y la proteina morfogenética 4 (BMP4), Sonic Hedgehog (Shh) en el epitelio
maxilar 19,

4.2 Palatogénesis

El desarrollo del paladar en humanos comienza alrededor de la quinta semana y
termina en la duodécima semana de desarrollo intrauterino. Embriol6gicamente,
inicia con la formacién de dos primordios: el paladar primario y el secundario.
Alrededor del dia embrionario 10,5 en el embridén de ratén; 11,5 en rata (E10.5;
E11.5 corresponde a la sexta semana de desarrollo en humanos), el paladar
primario se origina por la union de las prominencias nasales mediales en
superficie y profundidad, que conformaran la porcién premaxilar del maxilar
superior, también llamada segmento intermaxilari®. Esta porcion tiene tres
componentes en el humano: el labial, que formara el filtrum del labio superior; el
maxilar, que correspondera a la zona anterior del maxilar y formara los cuatro
incisivos superiores y su mucosa bucal; y el componente palatino, que tiene forma
triangular con el vértice dirigido hacia la parte posterior y dara origen al paladar
primario %’.

A la sexta semana se establece la comunicacion entre las cavidades nasal y oral,
debido a la perforacion de la membrana buconasal, y se formara la coana primitiva
ubicada detras del paladar primario. El paladar secundario comienza su formacién
alrededor de la séptima semana de desarrollo intrauterino en humanos (dia
embrionario E11 en ratdon) con dos estructuras mesenquimatosas que se
extienden desde las caras internas de las prominencias o0 maxilares. Estas
prolongaciones reciben el nombre de procesos o crestas palatinas laterales y
estan conformadas en su interior por tejido mesenquimal y exteriormente estan
rodeadas de epitelio estratificado plano, cuya capa mas superficial estd formada
por células peridérmicas 197,
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Existen grandes grupos de genes involucrados en el desarrollo del paladar. Entre
ellos estan los genes HOXA-2 que tienen como funcidn principal especifica el
destino de las células de la cresta neural del rombomero cuatro que consituiran el
mesénquima del pimer arco branquial. MSX1, PAX9, LHXO y DLX2 se han
asociado a la regulacion de la proliferacion mesenquimal en el paladar. MSX 1 vy
PAX9 poseen una funcion en la regulacion de la expresion de algunos miembros
de la familia del Factor de crecimiento transformante beta (TGF)!06.108,

Algunos factores de crecimiento estan involucrados con el desarrollo del paladar y
muchos de ellos pueden regular la expresién de genes Homeobox., entre los mas
estudiados son las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs), y otros miembros de
la superfamilia de factores de crecimiento transformantes B (TGF B), activina B y
su receptor, receptores a y y del acido retinoico y componentes de la via de las
endotelinas??®.

La morfogénesis del paladar secundario conlleva dos procesos. En primer lugar,
se reorientan los procesos palatinos laterales verticales en una posicién horizontal
por encima de la lengua. Después se fusionan los procesos palatinos en la linea
media 1%°. La formacién del paladar es de critica importancia para la separacion de
la nasofaringe de la orofaringe. Cualquier alteracion en los reguladores del
desarrollo de este proceso puede producir paladar fisurado '1°. Algunos de los
genes relacionados con el LPH sindrémico estdn aquellos que codifican
proteinas morfogenéticas 6sea 4 (Bmp4), endotelina 1 (Edn 1), factor de
crecimiento a (TGFa), Msx1, receptor relacionado con el polivirus 1 (Pvrl1), p63
(Tcpl) y el interferén 6 (Irf6)1L.

Los modelos animales, especialmente los murinos han sido empleados para el
estudio del paladar, dado que su morfologia, y desarrollo son muy similares al
desarrollo palatino en humanos*2.

La formacion del paladar podemos dividirla morfolégicamente en cinco etapas:

1. Iniciacion: las crestas palatinas estan en formacion (tejido epitelial y
ectomesénquima).

2. Crecimiento vertical: las crestas aumentan de tamafo y crecen en sentido
vertical, lateral a la lengua.

3. Elevacion y crecimiento horizontal: las crestas palatinas laterales se elevan
y se ubican en posicién horizontal arriba de la lengua. Puede que éstas se
eleven al mismo tiempo; o por el contrario se puede encontrar una cresta
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elevada y otra en posicion vertical. Una vez se elevan, crecen en sentido

transversal hasta encontrarse.
4. Adhesion: El epitelio de cada cresta estd en contacto, este epitelio se

denomina epitelio del borde medial (EBM)
5. Fusién: el EBM se desintegra.

A Initiation Vertical outgrowth Elevation Horizontal growth Adhesion Fusion

C S — R —— ]
E115 E12.0 E125 E13.0 E13.5 E14.0 E14.5 E15.0 E15.5
{ E11.5 I E135 I E14.5 | E15.0 I E15.5
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»
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Figura 3. Palatogénesis en el ratén. Imagen tomada de:Bush, J. O.; Jiang, R.
Palatogenesis: morphogenetic and molecular mechanisms of secondary palate
development 2, En la figura se observan las etapas de desarrollo del paladar
desde el estadio (E) 11.5 a 15.5, en la primera fila se muestran por microscopia
electrénica de barrido las crestas palatinas laterales (PS), la prominencia
frontonasal (MNP), prominencias maxilares (MxP) en sentido antero-posterior. De
la segunda a la cuarta fila se muestran los cortes histologicos tefiidos con
hematoxilina-eosina, en sentido coronal del paladar, se observan cada una de las
etapas anteriormente descritas: iniciacién, crecimiento vertical, elevacion,
crecimiento horizontal, adhesion y fusion. Ademas se observan los cortes anterior,
medio y posterior del paladar.

4.2.1 Morfologia del paladar

Para la comprensién de las diferentes etapas de la palatogénesis es necesario
conocer la morfologia del paladar primario y secundario embrionarios.
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El paladar primario, esta conformado por el segmento intermaxilar. En el humano
formara los cuatro incisivos anteriores, y en los murinos estaran los gérmenes
dentales de los incisivos, rodeados por tejido mesequimal y tejido epitelial
bordeando las crestaspalatinas (Figura 4y 5).

El paladar secundario, anatémico, formara el paladar duro y el paladar blando. El
paladar duro se observa histolégicamente en cortes a la altura del paladar medio,
y el paladar blando corresponde a cortes de paladar posterior. A nivel histoldgico
el paladar duro, en la octava semana de desarrollo en humanos y el dia E12 en
murinos, esta conformado por un tejido mesenquimal rodeado por tejido epitelial.
Este tejido mesenquimal tiene a su vez células de la cresta neural que permitiran
la diferenciacion de los tejidos dentales y el componente esquelético del paladar.

El tejido epitelial es un epitelio plano estratificado (Figura 6 y 7), sin embargo, son
pocas las capas celulares que este presenta. La capa mas superficial del paladar
tiene unas células, denominadas células peridérmicas, las cuales son de vital
importancia para guiar el proceso de apoptosis necesario en el cierre de la
estructura palatina, ademas se ha evidenciado que estas células migran a la
cavidad oral y nasal 7.

Figura 4. Morfologia palatina, paladar anterior, medio y posterior. A. Vista
lateral de cabeza de rata y direccion de los cortes coronales presentados en las
imagenes B, C y D (imagen tomada de Gkantidis N, Blumer S, Katsaros C, Graf D,
Chiquet M. 3 Imagenes B-D obtenidas en el laboratorio de histologia de la
Universidad del Valle. (a) anterior, (m) medio y (p) posterior. B-D Cortes coronales
con hematoxilina eosina de paladar de rata Wistar en estadio E 16.5, aumento 4X.
B. Paladar primario (PP) se observan las crestas palatinas laterales (CP), y el
tabique nasal (TN). C. Paladar medio, se observa el paladar secundario (CP), los
gérmenes dentales (GD), lengua (L) cartilago de Meckel (CM). D. Paladar
posterior.
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Figura 5. Morfologia de las crestas palatinas de rata Wistar. Aumento 10x. 1.
Imagenes obtenidas en el laboratorio de Histologia de la Universidad del Valle.
Etapa de iniciacion, cresta palatina lateral a la lengua. Se observa el epitelio plano
estratificado que rodea a la cresta en toda su extension; epitelio nasal (n), epitelio
medial (m), epitelio oral (O), germen dental (GD). 2. Etapa de elevacion. Barra 150
pm.

Figura 6. Epitelio del paladar fetal de rata Wistar, etapa de crecimiento
vertical. Aumento 100x. Imagenes obtenidas en el laboratorio de Histologia de la
Universidad del Valle. 1. Epitelio germen dental (GD); se observa un epitelio plano
estratificado, formado por 5-6 capas de células. 2. Epitelio oral (O), (3) Nasal (N),
(4) Medial (M): formado por 2- estratos celulares, la células basales presentan un
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a morfologia cuboidal, con ndcleo redondeado y una capa superficial de células
peridermicas ,. Barra: 20 um

Figura 7. Epitelio del paladar fetal de rata Wistar, etapa de elevacion.
Aumento 100x. Imagenes obtenidas en el laboratorio de Histologia de la
Universidad del Valle. En todas las zonas de epiteliales que rodean la cresta
palatina se observaron células epiteliales planas superficiales, conocidas como
células peridermicas. 1. Epitelio germen dental (GD); se observa un epitelio
estratificado plano, 4-5 estratos aproximadamente. 2. Epitelio oral (O),aumentan
los estratos celulares comparado con el estadio de elevacion, de 4-5 capas
celulares, 3. Epitelio medial (M), Continuan los dos estratos celulares de células
epiteliales cubicas en el estrato basal y células peridermicas superficiales.s 4.
Epitelio nasal (N). Aumenta el nimero de estratos celulares, se observan de 3-4
aproximandamente.Barra: 20 pm

La correcta fusion de paladar implica, que cada una de las etapas involucradas
ocurran en el periodo establecido; en ratén el inicio de la formacion del paladar
(iniciacién) se da en el dia 11 y finaliza en el dia 15.5 2, En rata, se estima que
los procesos ocurren un dia después que en raton, por lo cual la fusién completa
del paladar se debe de dar en el dia 16 aproximadamente. 114115,
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Varias teorias se han propuesto sobre la elevacion y fusion del paladar. Algunas
de las teorias relacionadas con el mecanismo de elevacion de las crestas
palatinas establecen la participacion de factores extrinsecos e intrisecos; entre los
factores extrisecos se cuenta por ejemplo el descenso de la lengua 16118 el
levantamiento de la cabeza del pecho permitiéndole a la lengua caer como
resultado de la contraccion de los musculos del cuello y crecimiento en longitud de
las vértebras cervicales 11°120; y entre los factores intrinsecos se relacionan los
que ocurren por la interaccion de los componentes basicos de células
mesenquimales, matriz extracelular y el epitelio del borde medial; entre estos
factores se encuentra el acortamiento de las fibras elasticas 1121, la contraccion

del colageno sintetizado *?? e hidratacion y la expansion funcional de las matrices.
123

El empleo de biomodelos para la investigacion sobre el desarrollo del paladar han
permitido un mayor conocimiento de los genes que participan en el desarrollo
palatino, ademas de la identificacion de las células y matriz extracelular
involucradas en cada una de las etapas.?%:30:113,124,125

4.3 Metaloproteinasas de matriz y sus inhibidores enddgenos en el
desarrollo del paladar

Las metaloproteinasas (MMPSs) son un grupo de endopeptidasas dependientes de
zinc, encargadas de regular la composicibn de la matriz extracelular, la
proliferacion, diferenciacion y muerte celular. Participan en condiciones normales
(como implantacion del blastocisto, desarrollo embrionario, palatogénesis, ciclo
endometrial, cicatrizacién, angiogénesis, etc) y en condiciones patolégicas
(destruccion tisular: artritis reumatoidea, osteoartritis, cancer, metastasis,
enfermedades fibréticas, etc.). Son secretadas como zimdgenos inactivos e
inhibidas por los inhibidores endogenos TIMPs. Un correcto balance entre
MMPs/TIMPs es responsable deregular la actividad de las mismas; asi las
condiciones patoldgicas se pueden entender cuando hay una desregulacion de las
mismas en diferentes condiciones!?6.1%7,

4.3.1 Estructura y funcion

La estructura quimica fundamental de las MMPs se describe en la tabla 3y en la
figura 8.

Domino Funcién

Péptido seal Conformado por 17 a 20 residuos de aminoacidos
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Dominio propétido

Dominio catalitico

Repeticiones tipo
fibronectina
Dominio tipo
hemopexina

Extensiones de
insercion a membrana

hidrofébicos, sirve como sefal para el paso del
reticulo endoplasmatico a la exportacion de la
célula.

De 80 a 90 residuos de aminoacidos, con
residuos de cisteina, interactua con el atomo de
zinc catalitico. La remocion de este dominio
resulta en la activacion del zimégeno.

Alrededor de 170 aminoacidos. Presenta dos
iones de zinc al menos un ion de calcio. El ion de
zinc catalitico es esencial para la actividad de las
MMPs.

Estas estructuras especializadas se unen la
enzima a la gelatina y sustratos de colageno.
Alrededor de 210 aminoécidos. Juega un papel
importante en la uniébn al sustrato y/o las
interacciones con los TIMPs.

Las MT-MMPs tienen un dominio c-terminal
conformado por 80 a 110 residuos de
aminoacidos, permitendo la union a la membrana
celular

Tabla 3. Estructura de los dominios y la funcién de las MMPs?'26,

MMP|
7.25‘ @ Pro I Cat‘ZrD )
1,3,8,10
12.13.}8 BE cat @) J=( )
19,20,27
| Gl o)
2‘9‘ Pro I -Catr“/‘Zn\ ):L J
6 a0 eI o= )
11,28 @ Pro \l Cat ‘/Zn) \J:( )
1;;2 @ Pro I Cat erb JL( ):o@
1725 (I Po X caem) ) 0
23] GEEDC G )

Figura 8. Dominios de las MMPs. Tomada de: Visse R, Nagase H, Matrix
metalloproteinases and tissue inhibitors of metalloproteinases, Structure, Function
and Biochemestry, 2003 1%, S: Péptido sefial. Pro: propéptido; Cat: dominio
catalitico; Zn: sitio de zinc activo; Hpx: dominio de hemopexina; Fn: dominio de
fibronectina; inserto de vitronectina; I: dominio tranasmembrana tipo |; dominio
transmembrana tipo Il; GPI: ancho GPI; Cp: dominio citoplasmatico; Ca: region de
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cisteina e IgG. Sitiode unién es esquematizado como una banda negra entre el
propéptido y el dominio catalitico!?8,

En la actualidad se han identificado alrededor de 24 tipos de MMPs en los
vertebrados, y 23 son encontradas en los humanos. Se clasifican en varios
grupos, dependiendo de la organizacion de su secuencia y dominios, y la afinidad
especifica a los sustratos de la MEC'28,

Las colagenasas (MMP-1, -8, -13 y -18) tienen como caracteristica la afinidad para
degradar colagenos intersticiales tipo I, 1l y lll. Las gelatinasas, representadas por
la gelatinasa A (MMP-2) y B (MMP-9), cuyo sustrato principal en el colageno
desnaturalizado, o gelatina. Las matrilisinas, se caracterizan por la ausencia del
dominio de hemopexina, entre estas estan la MMP-7 (matrilisina 1), y MMP-26
(matrilisina 2). Las MMPs tipo membrana, cuya caracteristica principal es que
permanecen acladas a la membrana de la célula que las produce y digieren
diferentes moléculas de la MEC, como el colageno tipo I, Il o lll. Este grupo esta
conformado por 6 tipos de MT-MMPs; 4 son proteinas tipo | transmembrana
(MMP-14,-15,-16 y -24) y dos son proteinas glicosilfosfatidilinositol (GPI) (MMP-17
y -25). En el grupo de las estromelisinas estan la MMP-3 (estromelisina 1) y
estromelisina 2 (MMP-10). La MMP-3 activa una variedad de pro-MMPs. Por
altimo, existen otro tipo de MMPs que no pueden ser clasificadas en los grupos
anteriores, ya que su estructura y afinidad a los sustratos es muy especifica; como
es el caso de las MMP-20 o enamelisina que digiere la amelogenina, localizada
principalmente en el esmalte dental.

4.3.2 Grupo de las gelatinasas
4.3.2.1 Gelatinasa A (MMP-2, Colagenasa tipo V)

La MMP-2 ha sido purificada de diferentes fuentes como las células tumorales?®,
hueso de conejo®°, piel humana'3! y encias humanas'??. Collier et al, reporté la
secuencia completa de la enzima humana excepto por el péptido sefal. La
estructura quimica de la enzima tiene dominios de fibronectina tipo Il insertados en
el dominio catalitico, que permiten la unién a los sustratos de gelatina'3. La MMP-
2, también llamada colagenasa IV, se une a los colagenos (tipo I, II, III, IV, V, VII,
Xy Xl), gelatina, elastina, fibronectina, vitronectina, laminina, entactina, tenascina,
SPARC, agrecano, versicano, decorina, y la proteina basica de mielinal28134,

4.3.2.2 Gelatinasa B (MMP-9, colagenasatipo V)
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En 1972, Harris and Krane descubrieron que el fluido sinovial reumatoideo
presentaba actividad gelatinasa, que en retrospectiva se trataba de MMP-9.
Sopata et al encontraron actividad gelatinasa en los leucocitos polimorfonucleares
humanos'3®. Los macréfagos de los conejos también presentaban una enzima que
degradaba el colageno tipo V136, En 1983 se realiz6 la purificacion®’ y en 1989 la
secuenciacion del cDNA38, La unién del TIMP-1 con la pro-MMP-9 forman un
complejo que regula la activaciéon y la forma activa de la MMP-93°, La MMP-9
tiene afinidad por el colageno (tipo IV, V, Xl, y XIV), gelatina, elastina, vitronectina,

laminina, SPARC, agrecano, vesicano, decorina y proteina basica de mielina!?®
134

4.3.3 Regulacion de la activacion de las MMPs

La actividad de las MMPs se regula en diferentes etapas: transcripcional, post-
transcripcional, y controlado a nivel de sus activadores, inhibidores y/o localizacién
de la superficie celular. En condiciones normales en los tejidos adultos estan en
niveles bajos, y en algunas excepciones, su actividad se mantienen en niveles
indetectables. La actividad de las MMPs es regulada rigurosamente, ya que
necesitan estar presentes en los tipos celulares especificos, en localizaciéon
pericelular en el tiempo justo y en la cantidad adecuada. Un desbalance entre el
control de su actividad conllevara a diferentes enfermedades.

Las MMPs también son reguladas por la activacion de los precursores zimégenos
y la inhibicion de sus inhibidores enddgenos (TIMPs). La mayoria de las MMPs
tiene una activacion a nivel extracelular regulada por una cascada proteolitica que
puede ser iniciada por otras MMPs ya activadas o por serin-proteasas. Es por esta
razon que cualquier desbalance entre MMPs y TIMPs contribuye a alteraciones
patolégicas como enfermedades inflamatorias cronicas, enfermedades
autoinmunes y metastasis!26.134.140

La actividad de las MMPs puede a su vez, ser inhibida por inhibidores sintéticos
gue contienen generalmente un grupo guelante que se une al atomo catalitico de
zinc. Entre los grupos quelantes se incluyen los hidroxamatos, carboxilatos y
tioles. La regulacién a nivel transcripcional es clave, ya que muchos genes de
MMPs son expresados solo cuando la remodelacion tisular activa fisiolégica o
patolégica toma lugar*4L.
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4.3.4 Inhibidor tisular de las metaloproteinasas 2 (TIMP-2)

La inhibicién de las MMPs se da por la interaccion del sitio de zinc activo o por la
union de la enzima activa o la unién a un complejo no activo. Los TIMPs son
proteinas secretadas, pero se pueden encontrar en la superficie celular asociadas
a proteinas de union a la superficie celular.

Cuatro clases de inhibidores de las MMPs estan presenten en los espacios
extracelulares y en los fluidos corporales, los mas relevantes son los inhibidores
tisulares de las metaloproteinasas (TIMPs), proteinas de 20 a 30 kDa que
interaccionan de manera directa con las MMPs uniéndose al sitio activo por medio
de un pequefio niumero de aminodcidos. Actualmente estdn descritos cuatro
TIMPs: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4, los mismos poseen la capacidad de
inhibir todas las MMPs, siendo TIMP-1 preferente inhibidor de MMP-9 y TIMP-2 de
MMP-2 142143 Se encuentran expresados en todos los tejidos y mayoritariamente
son regulados de manera conjunta con las MMPs. Los TIMPs pueden encontrarse
secretados, o estar unidos a la membrana celular asociadas con proteinas de
union a membrana.

El TIMP-2 fue detectado en los queratinocitos migrando en las cicatrices humanas
y se creyd parcialmente que era producido por estas células'44. Tiene actividad
potencializadora eritroide y estimula el crecimiento de las células de linfoma®3+145,
El TIMP-2 tiene doble efecto sobre la MMP-2; por un lado la MT-MMP media la
activacion de la pro-MMP-2 requiere una relacion estequimétrica de 1:1 de TIMP-2
para permitir su activacion; y a altas concentraciones la inhibe. Se conoce que el
TIMP-2 inhibe todas los miembros de las MMPs?26,

La matriz extracelular juega un papel fundamental en el desarrollo normal del
paladar. En los ultimos quince afios, las investigaciones realizadas sobre la
reorientacién de las crestas palatinas establecen que la expansién de las crestas
es modulada por diferentes componentes de la matriz extracelular como el
colageno tipo I, Il y Ill, el &cido hialurénico y la fibronectina, los cuales van a variar
en relacion a su composicion durante el proceso y se relacionaran con cambios en
su morfologia. El colageno Ill y la fibronectina desaparecen en porciones de
regiones del mesénquima medial y central y el acido hialurénico se convierte en el
componente principal de la matriz extracelular (MEC) en estas regiones. Estos
cambios se pueden relacionar con una disminucién de la sintesis o un aumento de
la degradacion de la matriz 146147 El mantenimiento y la degradacién de esta MEC
son mediados en parte por MMPs y TIMPs. 148,
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Los modelos murinos han sido ampliamente empleados para el estudio de la
palatogénesis, y se ha encontrado la participacion de diferentes MMPs como la
MMP-2,-3, -9-13,-25 ADAMTS9 y ADAMTS20 y TIMPs en diferentes estadios del
desarrollo del paladar.29-30:86.113,124,146,147,149,

Los estudios en humanos son escasos y se ha encontrado asociacion de
polimorfismos en el gen de MMP-3, TIMP-2 y el labio y paladar hendido no
sindromico '°°Estudios recientes muestran la participacion de las MMPs en el
estadio embrionario 14,5 de ratdn alrededor de los pliegues epiteliales laterales de
la cavidad nasofaringea, generados como consecuencia de la elevacion del
paladar, cambios que daran origen a la reorientacion de los procesos palatinos por
encima de la lengua. La expresion de las MMPs también fue detectada en la
membrana basal (especializacion de la MEC) adyacente al epitelio del borde
medial, permitiendo la transdiferenciacion del epitelio en mesénquima 13, proceso
necesario para que ocurra la fusion completa del paladar secundario.

Estudios realizados en embriones de ratén muestran que los TIMPs se expresan
de manera diferencial durante la formacion del paladar secundario. TIMP-1 se
expresa en tejidos en osteogénesis, como la mandibula y la maxila,
encontrandose ausente en el epitelio y el mesénquima. Mientras que TIMP-2 se
expresa en el mesénquima del paladar.

Estos antecedentes indican que la organogénesis y morfogénesis del paladar
implican la participacion de MMPs y sus inhibidores, principalmente TIMP-2. Asi,
cambios en la expresion de estos regulares podrian generar alteraciones en las
estructuras labiopalatinas.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Determinar la expresion de MMP-2, MMP-9 y TIMP-2 en las crestas palatinas de
rata Wistar en estadio E16.5 en un modelo experimental de obesidad materna
adquirida por dieta.

5.2 Objetivos especificos

En fetos estadio 16.5 procedentes de rata normopeso y obesa:

1. Establecer medidas lineales de puntos blandos tercio medio e inferior facial

2. Determinar cambios en el estadio de la palatogénesis

3. Caracterizar el patron de expresion proteica de MMP-2, MMP-9 y TIMP-2
en el epitelio de las crestas palatinas

4. Caracterizar el patron de expresion proteica de MMP-2, MMP-9 y TIMP-2
en el mesénquima de las crestas palatinas

6. Planteamiento de la hipotesis

a. Las diferencias morfologicas e inmunohistoquimicas presentes en el paladar
de rata Wistar en fetos de rata nomopeso y obesa en el estadio E16.5 son
significativas

b. Las diferencias morfologicas e inmunohistoquimicas presentes en el paladar
de rata Wistar en fetos de rata nomopeso y obesa en el estadio E16.5, no son
significativas
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7. DISENO METODOLOGICO
7.1. Tipo de estudio

Estudio experimental, realizado mediante el establecimiento de una dieta de
cafeteria para determinar la influencia de la obesidad matena adquirida por dieta
sobre los cambios morfolégicos e inmunolocalizacion de MMP-2, MMP-9 y TIMP-2
en el paladar fetal de rata Wistar en estadio E16.5.

7.2 Unidad de anélisis

La investigacion realizada se establecido con el biomodelo de la especie rattus
novergicus, cepa Wistar. La vida media estimada para el biomodelo es dos a tres
anos.

Reino Phylum Clase Orden Familia Especie

Animal Chordata Mammalia Rodentia Muridae Rattus

Tabla 4. Especie rata Wistar, creada a partir del género rattus, para la
investigacion biomédica (Adaptado de tesis de grado, Evaluacién de Muasculos
sometidos a periodos de isquemia inducida y reperfusion: andlisis histoquimico y
morfométrico, Doris Haydee Rosero Salazar, 2014151,

Este trabajo de investigacion conto con el aval del Comité de Etica con Animales
de Experimentacion Biomedica de la Universidad del Valle. Los animales fueron
suministrados por el Bioterio de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle el
cual cumple con los requerimientos establecidos en las normas nacionales e
internacionales recogidas en el Manual del Bioterio de la Facultad de Salud. Ley
84 de 1989; Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Institute
of Laboratory Animal Resources, Commission on Life Sciences, National Research
Council y reglamento del Bioterio (Resolucion No. 171 de Noviembre 10 de 2004
del Consejo de la Facultad de Salud).

Se utilizaron 8 ratas Wistar albinas hembras de 11 semanas de edad. Las
hembras se dividieron al azar en dos grupos: 4 biomodelos grupo control (Ctrol) y
4 biomodelos grupo obeso (Ob). Los biomodelos fueron alimentados de manera
diferencial durante dos meses, el grupo Ctrol recibio dieta estandar y el grupo Ob
dieta de cafeteria. Luego de este tiempo los biomodelos fueron puestos en apareo
con 4 machos adultos sanos, luego de determinar su prefiez fueron sacrificados al
dia 16.5 de gestacion. Durante toda la fase experimental los biomodelos fueron
mantenidos en el Bioterio de la Universidad del Valle, bajo condiciones de luz-
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oscuridad (12-12 horas), temperatura (20°-23°C) y humedad 45%, controlada, en
cubiculos separados para cada uno de los grupos.

El grupo control fue alimentado con dieta estandar Pellet Labdiet 5001 y agua ad
libitum. El grupo obeso fue alimentado con dieta de cafeteria, esta dieta consistio
en un total de 19 alimentos (Tabla 5), donde se ofrecieron tres alimentos diarios,
junto con la dieta estandar y agua ad libitum. La ingesta de los alimentos se
monitore6 diariamente. Los parametros murinométricos se evaluaron
semanalmente, estos consistieron en peso del animal, longitud hocico-punta de
cola y hocico-rabadilla.

En la figura 9 se muestra la distribucion de los fetos en cada una de las fases: 1.
Toma de medidas morfométricas, 2. Determinacion de la morfologia palatina, y
deteccién de MMPs y TIMPs en el paladar por inmunohistoquimica.
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Figura 9. Proceso de asignacion de fetos para cada fase de investigacion.
Cada numero indica los procedimientos realizados en la cabeza fetal para cada
grupo (Ctrol/Ob); indicando por el numero 1; la toma de las medidas
morfométricas, 2; la histologia por H-E , 3 la deteccion de MMPs y TIMPs en el
paladar por inmunohistoquimica y 4 el analisis de imagenes por densitometria
Optica, analisis estadistico y escritura final .
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7.3. Criterios de inclusiéon

v" Fueron incluidos en el grupo control los biomodelos hembras que
presentaron parametros bioquimicos y mediciones morfométricas dentro del
rango de normalidad.

v" Fueron incluidos en el grupo experimental los biomodelos de obesidad que
presentaron un peso mayor al 20 % comparado con la media de los
animales controles.

7.4. Criterios de exclusién

e Animales que en el momento de la diseccibn no presentaran
implantaciones.

e Fetos que durante los procedimientos de fijacion y corte presentaran dafos
en las estructuras maxilares.

7.5. Consideraciones éticas

El presente proyecto fue sometido al comité de ética animal de la facultad de
Salud de la Universidad del Valle codigo interno 02-013, con fecha de aprobacién
05/03/2013 (Anexo 17.13).

Todos los biomodelos fueron manejados de acuerdo a las normas éticas
Nacionales e Internacionales reunidas en el Manual del Bioterio de la Facultad de
Salud.

Los procedimientos que se emplearon durante el presente estudio no causaron
sufrimiento a los animales de experimentacion, ya que durante las etapas
experimentales estuvieron bajo sedacion profunda. Durante la permanencia en el
Bioterio, el bienestar de los biomodelos fue continuamente supervisado por el
grupo de trabajo con la ayuda del veterinario asignado.

Todos los procedimientos fueron llevados a cabo teniendo presentes las normas
de bioseguridad.

7.6 Disefio experimental

El desarrollo experimental se inici6 el mes de enero de 2013 hasta el mes de
diciembre de 2014 en el laboratorio de Histologia y en el bioterio de la Universidad
del Valle.

El trabajo experimental se llevd a cabo en cuatro fases; la primera fase consistid
en el establecimiento de la dieta de cafeteria, la prefiez de los biomodelos hasta el
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dia 16.5, eutanasia, diseccion de los fetos y fotografia de los mismos bajo
esteremicroscopio (Figura 10).

En la fase 2 se llevo a cabo el procesamiento histoquimico, se realizé la diseccion,
fijacion, inclusién, corte y coloraciéon de la cabeza fetal para el estudio histol6gico
(Figura 11).

En la fase 3 se realizd la estandarizacion de los protocolos de
inmunohmistoquimica para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2 para la cabeza fetal en
estadio E16.5 (Figura 12).

En la fase 4 se realizé el andlisis de imagenes, se realizo la toma de imagenes en
el microscopio, toma de medidas lineales de tercio inferior facial, densitometria
Optica de las crestas palatinas, analisis estadistico y escritura final (Figura 13).

. Eutanasia de los
L2 Apareamiento y -
ali%%ﬁfgéogeﬁg IdoiZta prefiez de los t?slgtn;g%ellzols(aeg o
d ; biomodelos hasta el stadio £16.5 y
e cafeteria estadio E 16.5 diseccion de las
: implantaciones

Figura 10. Fase |- Establecimiento de la dieta de cafeteria

Fijacion de los Toma de imégenes Diseccién de la InCItliJr?(I:(i)gﬁ %%I:e y
fetos en estadio bajo C
E16.5 estereomlcroscpo cabeza fetal Hegg;?élillna

Figura 11. Fase II- Procesamiento histoquimico

Protocolos de
Inclusion y corte inmunohistoquimica MMP-2,
MMP-9 'y TIMP-2

Figura 12. Fase llI- Procesamiento Inmunohistoquimico
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Toma de . . Analisis
. Jomade medidas lineales Denstiometria estadistico y
Imagenes en e de tercio inferior optica de las escritura del
microscopio facial crestas palatinas manuscrito final

Figura 13. Fase IV- Andlisis de imagenes, andlisis estadistico y escritura final.

7.6.1 Fase I- Estandarizaciéon de la dieta de cafeteria

El grupo control (n=4) recibi6 la dieta estandar cuya composicion fue: 11,4% de
grasas, 71,4% de carbohidratos, 17,2% de proteinas, con un valor energético de
18,4 kJ/g. El grupo de experimental (n=4) fue sometido a dieta de cafeteria,
compuesta por pasteles de chocolate, rosquillas, chocolate, pan, pasabocas de
maiz. Esta dieta tuvo un valor energético de 19,5kJ/g, y fue compuesta por: 59,8%
de grasas, 21,8% de carbohidratos y 18,4% de proteinas 39% (Tabla 5). Al inicio
del modelo se realiz6 la toma de una muestra de sangre de las venas radiales de
la cola de los biomodelos para obtener los valores iniciales de glucemia, colesterol
y triglicéridos. Esta toma se repiti6 a los dos meses de cria con alimentacion
(Ctrol) y (Ob). Finalmente, al momento del sacrificio, se colecté sangre de la vena
cava abdominal para realizar la determinacion del estado metabolico materno

(glicemia, colesterol y triglicéridos), los resultados fueron previamente publicados
152

7.6.1.1 Organizacion de los cubiculos y espacio fisico

Los animales fueron organizados en cubiculos diferentes, uno para el grupo
control y otro para el grupo obeso. Cada cubiculo conté con un temporizador para
mantener las condiciones de luz-oscuridad 12/12 horas. Cada biomodelo se le
asigno un caodigo especifico y fue mantenido en una jaula individual. A ambos
grupos se les administré el Pellet Lab Diet 5001, junto con agua ad libitum. Al
grupo obeso se adiciond tres alimentos de cafeteria correspondiente a la lista de
alimentos seleccionados (Tabla 5).

Figura 14. Organizacion
del cubiculo para el grupo
control, cada biomodelo
ubicado en una jaula
indivdual, con Pellety
agua ad libitum
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Figura 15. Organizacién del cubiculo para el grupo experimental al
gue se le administré la dieta de cafeteria. Cada biomodelo ubicado
en una jaula individual. Con pellet y agua ad libitum. Adicional se
administraban los alimentos correspondientes a la dieta de cafeteria.

7.6.1.2 Toma de medidas morfométricas de los biomodelos del grupo control
y grupo experimental

Las medidas morfométricas de lo biomodelos fueron registradas una regla
milimetrada, la circunferencia abdominal fue evaluada con un metro neonatal y el
peso corporal fue registrado con una pesa electronica RADGAW. Estas medidas
fueron realizadas por dos investigadores de manera independiente. Las medidas
se registraron al inicio de la dieta y se continué con su registro semanalmente
hasta el final de la dieta. Las medidas de interés fueron: circunferencia abdominal
(cm), longitud punta del hocico-rabadilla (cm), punta del hocico-punta de cola (cm),
toma del peso (g). (Ver figura 16).
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Figura 16. A. Toma de medidas morfométricas punta de nariz-rabadilla, punta de
nariz-punta de cola. B. Toma del peso en balanza digital. C. Toma de
circunferencia abdominal

7.6.1.3 Administraciéon de la dieta de cafeteria

El peso inicial del alimento suministrado y el alimento no consumido fue registrado
con el fin de determinar el alimento consumido. La dieta se establecio por ocho
(8) semanas y se determind el aumento de peso del grupo experimental para
proceder con los apareamientos.

Peso Semanal
95% IC para la media

280 Dieta
—e— DC
270 —e— DE

260 |
250
240
230
220

Pesog

210
200
190

//079'8‘ /10‘69. /oﬁ /o'odh //0@ //Qlép\ /0‘0@ //os& /0@
& < & & Q & & 4 &
2° 1 eofd” 0 A S g 0 R
«* «¥ & <& <@ <% & & &

Las desviaciones estandar individuales se utilizaron para calcular los intervalos.
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Peso Inicial Pesc Final
Dieta Promedio DE Minimo Maximo v Dieta Promedio DE  Minimo Maximo cv

DC 208,1 10,8 1934 232,7 0,05 DC 2709 13,8 248,7 296,1 0,05
DE 203,3 8,2 195,7 215,7 0,04 DE 235,5 3,5 2319 240,8 0,01

Figura 17. Aumento de peso para el grupo de la dieta de cafeteria (DC) y dieta
estandar (DE). Para un peso inicial de 208.1 gramos y final de 270.9 gramos para
los biomodelos del grupo Ob, comparado con un peso inicial de 203.3 gramos y
235.5 gramos final para el grupo Ctrol.
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Tabla 5. Lista de alimentos suministrados incluido pellet y dieta de

cafeteria
Caodi Alimento Nombre Porcién Caloria Grasa Grasa Colester Carbohidr AzGca Protei Sod
go comerci s Total satura ol atos res nas io
al da

1 Pasabocas  Chontic 229 120cal 89 39 omg 10g 39 29 170
maiz 0s mg

3 Queso Colanta 100g 300cal - - - - - - -
crema

5 Galletas Galletas 33,649 150 cal 59 29 Omg 249 13¢g 29 60
concrema  festival (610 mg
KJ

7 Pasabocas  Cheese 20g 100cal 59 Og omg 139 0g 19 120
de queso tris mg

9 Jamoén

11 Galletas de  Galletas 29g 120 cal 2.5g 1g Oomg 23g 0g 29 370
soda saltin mg
Noel

13 Galletas de  Galletas 249 100cal 4q 1,59 Oomg 15g Og 2g 240
mai Saltin mg
z Noel
Trigoy

Maiz

15 Pasabocas Yupis 10g
de Maiz mg
salado

17 Papas fritas  Rizadas 30g 170 cal 11g 5g Oomg 159 15¢g 29 190

19 Pan Panique 269 92cal 2.29 Og Omg 34.5¢9 Og 2.79 141
S m

N




7.6.2 Apareamiento, prefiez y eutanasia de los biomodelos hasta el estadio
E16.5

Los murinos son animales poliéstricos, sus ciclos duran entre 3-5 dias
aproximadamente. Dicho ciclo esta conformado por cuatro fases: estro, metaestro,
diestro y proestro (Tabla 6). Dichas fase pueden ser identificadas mediante
citologia vaginal.En la noche del proestro, pevia a que la hembra entre en celo, se
puso en apareo con el macho. (Anexo 17.2). A la mafana siguiente se realizo
nuevamente una citologia vaginal para la confirmacion de la prefiez por medio de
la observacion de espermatozoides en el extendido vaginal. A este dia se lo
denominoé dia 0,5 de prefiez. (Figura 18).

Tabla 6. Caracteristicas del ciclo estral de la Rata Wistar

Estro Labios Gran cantidad de Calor sexual 12 h
engrosados células o celo
Vagina seca epiteliales (Aceptacion
queratinizadas 'del macho)
(placas o
escamas
cornificadas sin
nucleo
visible) y
unas
pocas células
nucleadas
Metaestro Labios Buena cantidad de 5 o%e, Ovulacion 21h
Ligeramente leucocitos y pocas 2 o o°f
hinchados células epiteliales 50 ° a". © 5 No hay calor
Masa queratinizadas y,z. Ps ,f.":exual (no hay
Caseinosa f Qo aceptacion
en la vagina % del macho)
Diestro  Labios Gran cantidad de '_0‘(,‘{3'96; No hay calor 65 h
normales leucocitos, muy 23S [z % sexual (no hay
(no pocas células 2 'o.°. ;.‘.0.' aceptacion
hinchados ni queratinizadas y '°°-0°.o¢ :?.0 del macho)
engrosados) a veces algunas 'S o - 5.‘2-‘
Mucosa vaginal células nucleadas nelor 0.‘?‘
Jeze o
Proestro Labios Gran cantidad de ) » /\ (.3 >uede ocurrir 12 h
amente hinchados células epiteliales o - \Cealor sexual
nucleadas y unos > ) '.';\ puede haber
Vagina Uy pocos leucocitos o) O8N Aceptacion
seca

./ _* ~ (del macho)
-4

(€

57



.
/*.
\ L) - s -/
D A\ /
) . ~ VNG
L / } SR ?"I'J
\ - TS
F- % 6 =2 o R A 1
(
&Ny %] & 1 2
Z 7/ N
( N < \
Ve S 8 )\ | {
3 | Z X 2 y ) 5 >
"’ P D
) Ly [ > A \
': ¥ .,\ \
3 A VU g N | A -
/ t S '\\‘ §%) 3 ;’:’;(
2] 2 i > D
. | > 7 XN A IS
\f/ = = Sy ) 2t N Ay
= GRS o
Ny / . (0% \ 7
) PR ) (& =4 @ (Y (]
N /t : I
\
\ K ' [ > 2 | 1N D )
\ LNy o\ e 0 23
(’:;‘ ],’f\ SN B ) b
v'j 73 W/ =y ’ A & 5 >
0 e A &GN o
e ~ S [
N ’ Pl B KR A

Figura

18. Extendido vaginal en fresco, se observa presencia de espermatozoides. Dia
0,5 de prefiez.

7.6.2.1 Sacrificio de los biomodelos y diseccion del atero

Todos los procedimientos se realizaron en las horas de la mafiana (7-9 am), antes
del inicio de la sedacion las medidas morfométricas fueron registradas.
Posteriormente cada biomodelo fue posicionado en una caja acrilica y se le
administré anestesia inhalatoria con Isofluorano al 100% (Isofluorano USP-Baxter),
por 15 minutos aproximadamente. Luego, el sacrificio del biomodelo fue
confirmado por la ausencia de signos vitales, cese de la respiracion, ausencia de
latidos cardiacos, ausencia de reflejo podal corneas opacas Yy relajacion de
esfinteres. Se procedio a la diseccion del Utero y de cada uno de los fetos. (Figura
19 y anexo 17.3). Una vez finalizado los procedimientos de toma de muestras, se
dispuso el animal en una bolsa plastica roja debidamente rotulada en congelador y
luego fue entregado a la ruta hospitalaria de acuerdo a la normatividad de la OMS
y el programa de Salud ocupacional de la Universidad del Valle, de acuerdo al
manejo de desechos bioldgicos y recoleccién de desechos patologicos.
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Figura 19. Diseccion de biomodelo en estadio E16.5 y extraccion del utero
con implantaciones. A. Para realizar la diseccion abdominal el biomodelo fue
ubicado en posicién cubito dorsal. B. Cavidad abdominal, exposicion de las
implantaciones marcadas con asterisco (*). C. Utero bicorneo con once (11)
implantaciones.

7.6.3 Fase ll- Procesamiento histoquimico

Una vez realizada la diseccién del Gtero, se posicion6 en una placa de Petri con
solucién salina y procedio a contabilizar el nUumero de implantaciones y se asigné
un codigo a cada uno. Se retiraron los ovarios y posteriormente se realizd la
diseccion de cada uno de los fetos retirando la placenta y membranas fetales.
Cada uno de los fetos y placenta fueron pesados respectivamente en balanza
digital RADWAG, y posterior los fetos fueron fotografiados bajo esteromicroscopio
MEIJI Techno con camara Infinity 1, colocando un papel milimetrado debajo de la
placa de Petri, en cuarto oscuro (Figura 20).

Figura 20. Diseccion de los fetos de rata Wistar en estadio E16.5.

A.Utero bicorneo con quince (15) implantaciones. B. Feto marcado con asterisco
(*) color negro dentro del saco amnidtico, y placenta marca con asterisco blanco
(*). C. Feto vista lateral izquierda.
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Los fetos fueron colocados individualmente en placas de Petri con solucion
fisiologica idenficadas con el cédigo correspondiente y papel milimetrado de
fondo. Las imagenes fueron tomadas en aumento de 10X, con el programa
INFINITY ANALIZE (Anexo 17.4). Un total de 122 imagenes sagitales
derechas e izquierda fueron obtenidas de todos los fetos, se almacenaron en
carpetas individuales indicando el codigo del biomodelo madre, el grupo
(CTRL/OB) y el estadio E16.5. La Tabla 7 describe los parametros utilizados
para la toma de imégenes fetales.

Tabla 7. Pardmetros de la toma de imagenes

Parametro Valor
Exposicion 16.97 ms
Intensidad Promedio 102
Ganancia 1.46875
Gamma 1

Luz Halogena
Saturacion 0,67
Matiz 75

Brillo -29
Contraste -36

7.6.3.1 Diseccion, fijacion e inclusion en parafina de la cabeza fetal de
rata Wistar estadio E16.5

Los fetos fueron posicionados en una placa de Petri, en solucién fisiolégica, y
con cuchilla de micr6tomo se realizaron las disecciones de las cabezas
(Figura 21), las cuales se fijaron en paraformaldehido (PLP) por 24 horas a
temperatura de 4°C. Posterior a la solucion de PLP, las cabezas fetales
fueron divididas en dos grupos:

1. Cabezas fetales para estudio histoquimico con hematoxilina -
eosina. Se fijaron en solucién de Bouin por 12 horas y se realiz6 5-8 lavados
en alcohol al 70%, y se refrigeraron a 4°C en nevera SANYO Labcool (Anexo
17.6).

2. Cabezas fetales para estudio por inmunohistoquimica de las
proteinas MMP-2, MMP-9 y TIMP-2, se fijaron en alcohol al 70% y se
refrigeraron en a 4°C en nevera SANYO Labcool.
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Figura 21. Diseccién de la cabeza fetal de rata Wistar en estadio E16.5.

Vista lateral derecha del feto completo. B. Vista lateral derecha de la cabeza
fetal. C. Vista lateral izquierda de la cabeza fetal. D. Vista coronal de la cabeza
fetal.

Se procesaron un total de 32 cabezas fetales en el estadio E16.5; 16 para el
grupo Ctrol, y 16 para el grupo Ob, en el procesador de tejidos (marca
Leica®), se emplearon 30 minutos para cada lavado en un total de 6 horas y
30 minutos. Luego se incluyeron en parafina (marca Histoplast®) en sentido
coronal en la estacion de inclusion (marca Shandon Histocentre 3 ®) y
plancha fria (marca Thermolyne®)( anexo 18.6).

7.6.3.2 Corte de las cabezas fetales en micrétomo de rotacién

Una vez obtenidos los bloques, se perfilaron para realizar los cortes en el
micrétomo (marca Leica RM® 2135). Se hicieron cortes seriados coronales de
5 um de espesor (cuchillas marca Shandon® 80 mm). Se hizo la recoleccién
de las muestras con pinceles y se colocaron en bafio maria 2 g gelatina tipo A
de piel de cerdo, marca SIGMA® en 500 ml de agua destilada. Las muestras
para la tinciébn de hematoxilina-eosina se recogieron en un portaobjetos (25.4 x
76.2/ 1 mm-1.2 mm de grosor).Todas muestras fueron codificadas con el
namero del feto, codigo del biomodelo madre y el grupo (Ctrol/Ob) (Anexo
17.7).

Figura 22. Procesamiento histoquimico de la cabeza fetal de rata Wistar E
16.5
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A. Diseccion de la cabeza fetal, bajo esteromicroscopio con una pinza de
diseccion se retird la piel y calota craneal. B. Procesador de tejidos. C.
Inclusion de la cabeza fetal en parafina empleando la central de inclusion. D.
Las muestras fueron cortadas a 5 um empleando un micrétomo de rotacion.

7.6.3.3 Procedimiento de coloracion por hematoxilina - eosina

La remocion de la parafina se realiz6 con 2 cambios en xilol de 3 minutos cada
uno, deshidratacion con alcohol etilico en lavados de concentraciones
decrecientes de 100%, 95% y 70%. Posterior a esto se realizd un lavado con
agua correiente por tres minutos y coloracion de hematoxilina de 7-15 minutos.
Se realizaron lavados con agua y carbonato de litio al 1% por 30 segundos. La
tincion con la eosina de 1-3 minutos, deshidratacibn en alcohol al 95% vy
aclaramiento con xilol por 3 minutos. Finalmente las placas se cubrieron con
resina sintética consult Mount y cubreobjetos. Se obtuvo un total de 91 placas
histologicas. Para mas detalles ver (Anexo 17.8).

7.6.4 Fase lllI- Procesamiento Inmunohistoquimico

Esta fase contempl6 la fijacion, inclusion, y corte de la cabeza fetal, y los
procedimientos de inmunohistoquimica del paladar embrionario. Se procesaron
un total de diez (10) cabezas fetales en estadio E16.5; cinco (5) para el grupo
Ctrol y 5 para el grupo Ob.

7.6.4.1 Fijacion, inclusién, y corte de la cabeza embrionaria de rata Wistar
en estadio E 16.5

Los procedimientos de fijacion e inclusion en parafina de la cabeza fetal son los
contemplado en el numeral 7.6.3.1. Las muestras fueron procesadas en el
procesador de tejidos marca Leica®, fueron incluidas en parafina en sentido
coronal (Anexo 17.6). Posteriormente, se realizaron cortes de 5 micras del
paladar medio y posterior en el micrétomo de rotacion marca Leica® Los cortes
se colocaron en placas ionizadas marca Superfrost Plus®. Cada placa fue
codificada con el cédigo del biomodelo madre, seguido con el niumero del feto y
el grupo al que pertenecian (CTRL/OB) y fueron almacenadas en estufa
THERMO Scientific® hasta realizarse la inmunohistoquimica.

Como control positivo para MMP-2 y MMP-9 se empled biopsias de placenta
humana y como control negativo el corte de la cabeza fetal sin anticuerpo
primario.
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7.6.4.2 Procedimientos de inmunohistoquimica para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2

La parafina de la muestra fue removida con lavados seriados de xilol (3 lavados de
30 segundos cada uno), alcohol al 100% (3 lavados de 30 segundos cada uno),
alcohol al 95% (3 lavados de 30 segundos cada uno). Posteriormente, se realizo la
recuperacion antigénica con buffer citrato (pH 6 a 30°C) en vaporera Oster® por
45 minutos, seguido de lavados en PBS. Luego la peroxidasa endbégena se
bloqued con peroxido de hidrogeno 0,3% por 5 minutos. La muestra se icubd con
los anticuerpos primarios de interés (MMP-9 policlonal de conejo (Santa Cruz);
MMP-2 monoclonal de ratéon (Santa Cruz), TIMP-2 policlonal de cabra (Dako) a
4°C toda la noche. Luego de lavados sucesivos con PBS, las muestras se
incubaron con los respectivo anticuerpos secundarios y fueron reveldos usando el
kit ABC complex vector laboratorios Elite Vectastain por 30 minutos y DAB, 3-
3’diaminobencidina (SIGMA). Las secciones fueron contratefiidas con
hematoxilina diluida de Harris. Todos los lavados se realizaron en PBS tres veces.
Los controles negativos se realizaron reemplazando el anticuerpo primario con
solucién de 0,1% BSA (Anexo 17.9).

7.6.5Fase IV
7.6.5.1 Analisis de imagenes

Esta fase comprendi6 seis etapas: 1. Toma y almacenamiento de imagenes, 2.
Establecimiento del estadio de Theiler, 3. Medicion de la longitud craneo
rabadilla, 4.Mediciones lineales de la cabeza fetal, 5. Densitometria Optica de
proteinas inmunomarcadas y 6. Analisis estadistico. (Anexos 17.10y 17.12).

7.6.5.2 Tomay almacenamiento de las imagenes

Las placas histologicas tefiidas con HE e inmunohistoquimica para MMP-2,
MMP-9 y TIMP-2 fueron observadas al microscopio Optico de luz marca Leica
DM750 con camara digital DFC295 (referencia CH9435), ambos adaptados al
computador DELL, ubicados en el Salon de Microscopia del Departamento de
Morfologia de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle. Las imagenes
fueron adquiridas en los siguientes aumentos 4x, 10x, 40x, 100x en el software
LASV3.8. Los parametros para las imagenes de HE se referencian en la Tabla
8.
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Tabla 8. Parametros adquisicion de las imagenes de hematoxilina eosina

Parametros 4x, 10x, 40x
Exposicion Automética
Gamma 60-75%
Intensidad de luz manual Media
Formato PNG

Se obtuvo un total de 627 imagenes histoldgicas con HE en los aumentos (4X,
10X y 40X), las cuales fueron almacenadas en formato PNG, en carpetas
codificadas con el codigo del biomodelo madre, cédigo del feto, estadio E16.5y
al grupo experimental (CTRL/OB).

Para las muestras inmunomarcadas se estandarizaron los parametros de la
toma de imagenes, de cada uno de los marcadores, en el aumento de 10X,
(Tabla 9). En el aumento de 10X se realizo el andlisis de las imagenes por el
Software Image Pro Plus version 7.0 (Media Cybernetics). Las zonas
fotografiadas para el analisis, fueron las crestas palatinas izquierda y derecha
(Anexo 17.12).

Tabla 9. Parametros de la adquisicion de las imagenes de
inmunohistoquimica

MMP-2 MMP-9 TIMP-2

-Exposicién 46,8 ms
-Ganancia 2,3 x
-Saturacién 2,40

-Gamma 1,40

Formato capturado:
2048 x 1536

-Histograma: 0-255

-Exposicién 46,8 ms
-Ganancia 2,3 x
-Saturacion 2,15

-Gamma 1,40

Formato capturado:
2048 x 1536

-Histograma: 0-255

-Exposicion 46,8 ms
-Ganancia 2, 3x
-Saturacion 2,15

-Gamma 1,40

Formato capturado:
2048 x 1536

Tono: 145
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-Tono: 157 -Tono: 145 -Saturacion 16

-Saturacion: 19 -Saturacion 16

Las imagenes fueron almacenadas en tres formatos: JPG, TIFF y PNG, en
carpetas que indicaban el cédigo del biomodelo madre, el cédigo del feto y el
grupo experimental (Ctrl/Ob). El software Image Pro Plus solo permite el
formato JPG o TIFF para el andlisis. Se obtuvo un total de 7067 imagenes para
inmunohistoquimica para todos los aumentos (4X, 10X, 40X y 100X), de las
cuales se seleccionaronsesenta (60) imagenes en el aumento de 10X para el
analisis; 20 imagenes por cada marcador (MMP-2, MMP-9 y TIMP-2); de éstas,
10 pertenecian al grupo Ctrol y 10 para el grupo Ob.

7.6.5.3 Morfometria lineal del feto

El protocolo de toma de imagenes de los fetos fue previamente explicado en la

fase Il en el numeral 7.6.5.2 (Anexo 17.4). El andlisis de las imagenes se

realizo en el software Image J. Se realizaron 3 mediciones de cada variable, en

dias diferentes. Las imagenes del feto entero, en vista sagital derecha fueron

empleadas para la toma de las siguientes medidas de puntos blandos (figura

23):

e Longitud craneo-rabadilla (Desde el vértice cefalico- angulo de la rabadilla)
e Longitud bregma-borde inferior de la mandibula (Desde punto bregma- gonion o

borde inferior de la rama mandibular)

7.6.5.3.1 Medidas correspondientes al tercio medio y tercio inferior facial:

e Longitud del cartilago nasal al &ngulo interno del ojo (Desde el cartilago
nasal- al canto interno del 0jo)

e Longitud nasion-protuberancia occipital (Desde Nasion de tejidos blandos-
punto mas prominente de la protuberacia occipital)

e Longitud del hocico (Apex del cartilago nasal- nasion)
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7.6.5.3.2 Medidas frontales de la cabeza fetal:

e Vertical verdadera, VV(Porcion méas convexa del borde coronal- borde
inferior de la mandibula)

o Distancia del canto interno del ojo derecho a la vertical (A)

e Distancia del canto interno del ojo izquierdo a la vertical (A’)

e Diferencia entre A-A’

¢ Distancia intertemporal (porcion mas céncava del hueso temporal)

e Distancia intercantal (medicidn entre el canto interno del ojo derecho hasta
el canto interno del ojo izquierdo).

7.6.5.3.3 Medidas coronales:

o Distancia antero-posterior (desde la parte mas anterior del hueso frontal-
parte mas posterior del hueso occipital)

o Distancia interparietal ( ancho de la cabeza de pterion-pterion)

o Perimetro cefalico (medicion de la circunferencia de la cabeza)
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» Figura 23. Medidas lineales craneofaciales de tejidos blandos de rata
Wistar E16.5. A. Medias sagitales: longitud bregma-borde inferior de la
mandibula (BM), longitud nasion-protuberancia occipital (NPO), longitud
cartilago nasal al angulo interno del ojo (LC-AO), longitud del hocico (LH), B.
Medias frontales: vertical verdadera (VV), distancia del canto interno del ojo
derecho e izquierdo a la VV (*), diferencia entre A-A"(AA), distancia
intertemporal (DIT), distancia intercantal (DIC). C. Medidas coronales: Distancia
antero-posterior (DAP), distancia interparietal (DIP), perimetro cefalico (PC).

7.6.5.4 Determinacion del estadio de Theiler

El estadio de Theiler son diferentes criterios generados que son definidos por
Theiler en “The House Mouse: Atlas of Mouse Development” %3, y permiten
distinguir fases importantes del desarrollo temprano y por lo tanto identificar el
estadio de desarrollo embrionario o fetal, como por ejemplo el nimero de
células y el nUmero de somitas.

El primer estadio corresponde al estadio de Theiler 1 dia postconcepcion entre
0-0.9 (dpc; por sus siglas en inglés days post conception). El estadio de theiler
26 corresponde al dia 18 post concepcion, y el estadio de theiler 27
corresponde a un recién nacido. Por ultimo esta el estadio Theiler 28, el cual es
un postnatal de 7 dias de nacido.

Los fetos seleccionados para este estudio corresponden al estadio E16.5 y de
acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas se clasificaron en tres estadios
segun las tablas de referencia de Theiler como 22, 22-23 y 23.

La edad fetal fue asignada por medio de dos métodos: 1) Célculo de la edad
postcoito, donde se designé dia 0,5 de prefiez al momento de la observacion de
espermatozoides en el frotis vaginal y 2) Evaluacion de las caracteristicas
macroscopicas fetales siguiendo la tabla de Theiler al dia 16,5

7.6.5.5 Densitometria 6ptica

La densitometria optica se realiz0 en las muestras de paladar secundario
inmunomarcadas para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2, con los pardmetros de toma
de imagenes previamente explicados en el numeral 7.6.5.2; en un aumento de
10X, a un total 60 imagenes; 20 para cada marcador. La densitometria dptica se
realizd empleando el software de imagenes Image Pro Plus version 7.0. Para

67



realizar las mediciones de area el programa se calibré con una regleta de 1 mm
dividida en 100 divisiones. Luego, se analiz6 por separado la region
mesenquimal y la region epitelial de cada cresta, delimitando el area epitelial en
todas las zonas que corresponden al epitelio nasal, medial, oral hasta el germen
dental, segln lo descrito por Morris et al'#’. El &rea mesenquimal se delimité a
partir de la lamina basal del epitelio trazando una linea de unién desde el limite
de la lamina basal del epitelio nasal hasta la lamina basal del epitelio del
germen dental, como se muestra en la figura 24. Para la descripcion de la
inmunohistoquimica en la regién mesequimal y epitelial se clasificd por regiones
segun lo descrito por Morris et al (Figura 25).

Posteriormente, se realizé una seleccion de los pixeles en un rango de colores
que permitié la identificacion de la inmunomarcacién. Los pixeles seleccionados
estuvieron en la escala de verdes, café y amarilla intensos, en un umbral de
RGB de rojo (23-251), verde (53-248), azul (2-80). La densitometria 6ptica se
obtuvo al dividir el area seleccionada sobre la densidad total de pixeles
seleccionados, tal como lo muestra la figura 27 (Anexo 18.12). Se realizaron
tres mediciones, de cada imagen en tiempos diferentes definidos por el
investigador y el experto.

Q== 4 ' \
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O R \mO —— ,I 2 }ﬂo
C D

Figura 24. Representaciéon esquematica de las regiones epiteliales y
mesenquimales seleccionadas para el analisis de las iméagenes. Adaptada de:
Morris et al, Temporospatial distribution of matrix metalloproteinase and tissue
inhibitors of matrix metalloproteinases during murine secondary palate
morphogenesis, Anat Embryol (2000)4’ En gris se observa la region epitelial y en
blanco la region mesenquimal. Los esquemas representan el paladar secundario:
A. 30 horas antes de la reorientacion, estadio (1) inicial B. 18 horas antes de la
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reorientacion, estadio (2) crecimiento vertical C. Estadio (3) de elevacion palatina.
D. Estadio (4) o (5) adhesion y/o fusion. El epitelio es dividido en nasal (N), medial
(M) y oral (O) (Tg) gérmen dental, (mo) medio oral.

‘ 4 m)(\\‘\ b // ~_
m 9\\’-——\’ Tg/\f& { m “‘ ( I
7 S A, \s R
L - |~ \ A ~——
M \jo m5~ M = o mo

Figura 25. Diagrama de las regiones epitelial y mesenquimal de la cresta
palatina. Imagen original, tomada de: Morris et al, Temporospatial distribution of
matrix metalloproteinase and tissue inhibitors of matrix metalloproteinases
during murine secondary palate morphogenesis, Anat Embryol (2000) 202; 129-
141 A. y B. paladaren crecimiento vertical, C. paladar en elevacion, D. paladar
en fusion. El epitelio es dividido en nasal (N), medial (M) y oral (O). El
mesénquima es dividido en nasal (n), medial (m), maxilar (mx), central (c ),
medio-oral (mo), lateral (I), gérmen dental (tg)
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Figura 26. Programa Image Pro Plus. A. Cresta palatina izquierda en un
aumento de 10X. B. Zoom 100% de la imagen para la seleccion de los pixeles.

El area mesenquimal inmunomarcada del paladar fetal se analiz6 realizando zoom
de 80-100% de la imagen original de 10X, que permitié seleccionar los pixeles
representativos a la proteina marcada.

7.6.5.6 Andlisis estadistico

El andlisis descriptivo de los datos consistio en la obtencion de gréaficos, medidas
de tendencia central, medidas de dispersion, tanto para las variables cuantitativas
como cualitativas, con el fin de llevar a cabo la identificacion de datos atipicos y
verificar supuestos para analisis posteriores. Ademas, se aplicaron las pruebas
correspondientes para determinar los supuestos de la normalidad y homogeneidad
de la varianza.

Las pruebas utilizadas fueron:

1. Shapiro-Wilk para la normalidad
2. Homocedasticidad o igualdad de varianzas de Levene

Para este estudio se realizaron pruebas paramétricas y no paramétricas, segun el
cumplimiento de la normalidad de los datos, en los casos donde no se cumplio la
normalidad se empled la prueba U mann Whitney y en aquellos casos donde se
cumplia el supuesto de normalidad se empleé la prueba de T de Student, con el fin
de hacer la comparacién entre los grupos control y obeso. Los resultados se
consideraron significativos con un p<0.05.

El programa estadistico utilizado fue SPSS version 22 y minitab version 17.

Las referencias bibliogréaficas fueron editadas con el programa EndNote™ basic.
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7.6.5.7 Plan de Analisis

Para el analisis de los datos se clasificaron las variables de estudio de acuerdo al
tipo de variable (cualitativa o cuantitativa), la unidad de medida y la escala de las
variables, segun lo referenciado en la tabla 10.

Tabla 10. Clasificacion de las variables de estudio

Variable Siglas Tipo de Unidad de medida Escala
variable

Estadio de la EP Cualitativa 1-Iniciacién Ordinal
palatogénesis 2-Crecimiento

vertical

2.5:-Intermedio

3- Elevacién

4-Adhesion

5-Fusién
Longitud craneo- LCR Cuantitativa Milimetros Razon
rabadilla
Nasion- NPO Cuantitativa Milimetros Razoén
protuberancia
occipital
Bregma-cuello GB Cuantitativa Milimetros Razon
Cartilago nasal- CON Cuantitativa Milimetros Razon
angulo interno
del ojo
Longitud del LH Cuantitativa Milimetros Razon
hocico
Longitud del LCIO Cuantitativa Milimetros Razén
canto interno del
0jo
Longitud inter- LIT Cuantitativa Milimetros Razon
temporal
Vertical VvV Independiente  Milimetros Razon
verdadera
Distancia VV- DCI_OD Independiente  Milimetros Razon
canto interno del
ojo derecho
Distancia VV- DCI_OI Independiente  Milimetros Razon

canto interno del
0jo izquierdo

Diferencia A-A’ DIF_A A Independiente  Milimetros Razon
Perimetro PC Independiente  Milimetros Razon
cefalico

Distancia DI

interparietal
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Distancia antero- DA_P Independiente  Milimetros Razon
posterior
Peso del fetal PF Independiente  Gramos Razon
Peso de la PP Independiente  Gramos Razon
placenta
Densitometriade E_MMP2_C  Cuantitativas Unidades arbitrarias Razén
epitelio cresta D (UA)
derechay cresta E_MMP2_CI
izquierda E—MMPQ—C
MMPOIMMP2y =\ oo )
TIMP2 E_TIMP2_C

D

E_TIMP2_CI
Densitometriade M_MMP2_C  Cuantitativa Razén
mesénquima D
cresta derechay ~M_MMP2_CI
cresta izquierda '\D"—MMPQ—C
%mgg’ MMPIY i mmpPo_ci

M_TIMP2_C

D

M_TIMP2_CI

Para el célculo de las correlaciones se utilizé el coeficiente de Pearson (Figura 27)
para determinar la correlacion entre dos variables numéricas evaluadas. Cuando
la correlacion fue positiva ambas variables aumentaron o disminuyeron, cuando la
correlacion fue negativa, las variables se comportaron de manera independiente.

Correlacion

Ninguna

Correlacion

negativa . correlacién positiva
perfecta currela_clun Correlacion perfecta
negativa c lacic
Correlacién ~ Moderada  gqprejagion Correlacion :r;:igzl:n
negativa negativa positiva fuerte
Fuerte déhil déhil
-1.00 -0.50 0 0.50 1.00

Figura 27. Interpretacién del coeficiente de correlacion de Pearson. El
coeficiente de correlacion de Person es maximo cuando su valor equivale a 1y
minimo, cuando es -1. Una correlacion de 1; indica que hay una correlacion
positiva perfecta entre dos variables estudiadas, cuando es de 0, indica que no
hay relacion entre las variables y cuando su valor se acerca a -1 indica una
correlacion negativa perfecta indicando que las variables son independientes una
de la otra.
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7.6.5.8 Pruebas de concordancia intraobservador e intraobservador

La validez de las medidas que se toman hace parte fundamental de la calidad de
los resultados que se obtienen en una investigacion, dado a que dan la confianza
necesaria para creer en la veracidad de dichos resultados, adicional los datos que
se recolectan deben ser totalmente validos y confiables porque ellos seran los que
nos permitirdn sacar conclusiones y tomar decisiones respecto al fenbmeno en
estudio.

Por tanto, se realizaron las respectivas pruebas con el fin de medir la existencia de
una concordancia entre los datos recolectados por la estudiante y la experta.

Las pruebas de concordancia interobservador para determinar el grado de
concordancia entre dos observadores fueron realizadas por un experto y el
investigador (estudiante de maestria) de este proyecto. Estas pruebas fueron
realizadas para la estandarizacion de las medidas lineales fetales, determinacién
del estadio de Theiler y densitometria 6ptica de MMP-2, MMP-9 y TIMP-2 en el
paladar fetal.

Para las pruebas de concordancia de las medidas lineales, tanto la investigadora
como el experto realizaron mediciones de un total de 6 fetos, tres veces cada
embrion, en orientacion sagital, frontal y coronal.

Se hizo una comparacion de medias utilizando la t de Student y la U de Mann
Whitney segun el caso, ademas se hizo una comparacion de varianzas por medio
de la prueba de Levenne, con el fin de determinar si existen diferencias
significativas en las medidas tomadas entre el investigador y el experto.

Antes de aplicar esta prueba se establecieron las hipotesis nula y alterna:

Ho: No existen diferencias significativas en las mediciones intra e
interobservador

Ha: Si existen diferencias entre las mediciones intra e interobservador

Obteniendo a nivel general que ambos presentan medidas estadisticamente
equivalentes.

Para las pruebas se realiz6 el respectivo andlisis de concordancia a 20 variables
estudiadas, segun la complejidad de las medida de cada una se obtuvo de 6 o 2
datos para realizar el respectivo analisis.
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En la siguiente tabla se muestra el analisis de normalidad y la respectiva
comparacién entre experto y estudiante para cada una de las variables.

Tabla 11. Analisis de normalidad y la respectiva comparacién entre experto y
estudiante para cada una de las variables

Variable Namer P-Valor P-Valor Prueba  Comparaci Exper Estudian  P-valor Concordante
ode Normalid ~ Normalid on to te Concor
Datos ad ad dancia

Experto Estudiant

‘

NPO 6 0,497 0,187 t Media 8,1 7,65 0,067 Si
parea

Q.
’

CON 6 0,154 0,404 t Media 2,78 2,53 0,018 No
parea

Qo
i

LCIO 6 0,456 0,505 t Media 3,6 3,46 0,121 Si
parea

Qo
}

DCI_OD 6 0,212 0,415 t Media 1,78 1,63 0,045 No
parea

Q
}

DIF A A 6 0,091 0,007 Wilcox Mediana 0,04 0,03 0,705 Si
on

=

@

6 0,075 0,212 t Media 4.4 4,23 0,08
parea

Q.
’

M_TIMP2 2 - - Wilcox Mediana 17,5 16,69 0,18 Si
on 8

|
0O
W)
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E_TIMP2 2 - - Wilcox Mediana 15,4 15,85 0,655 Si

_CD on 2
E_TIMP2 2 - - Wilcox Mediana 23,1 24,17 0,18 Si
_ClI on 6
M_MMP2 2 - - Wilcox Mediana 25,3 25,46 0,317 Si
_CD on 2
M_MMP2 2 - - Wilcox Mediana 26,4 24,37 0,18 Si
_ClI on 5
E_MMP2 2 - - Wilcox Mediana 51,4 52,37 0,655 Si
_CD on 8
E_MMP2 2 - - Wilcox Mediana 41,3 41,67 0,18 Si
_ClI on 8
M_MMP9 2 - - Wilcox Mediana 20,9 20,29 0,655 Si
_CD on 0
M_MMP9 2 - - Wilcox Mediana 21,5 22,45 0,317 Si
_ClI on 4
E_MMP9 2 - - Wilcox Mediana 14,3 13,94 0,655 Si
_CD on 4
E_MMP9 2 - - Wilcox Mediana 16,1 15,26 0,18 Si
_ClI on 2

Se observa en la anterior tabla que solo 4 variables presentaron diferencias
significativas entre las medidas realizadas por el experto y la estudiante las cuales
fueron: CON, DCI_OD, PC, DA_P lo que indica que podemos considerar una alta
concordancia entre las medidas debido a que 16 de las variables presentaron no
presentaron diferencias significativas. Aquellas variables obtuvieron diferencias, se
realizaron nuevamente para lograr estandarizar las mediciones entre la
investigadora y la experta.
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8. RESULTADOS

8.1 Caracterizacion de los fetos procedentes de madres normopeso y
obesas

Cuatro biomodelos fueron empleados para cada grupo. En el grupo obeso se
descarté un biomodelo por no presentar implantaciones en el momento de la
diseccién. Se obtuvo un total de 68 fetos, 41 en el grupo control y 27 fetos para el
grupo obeso (n=27) (ver Figura 28).

OBESAS
CONTROLES ?

E 16.5 E 6.5
N=4 Total de fetos Total de fetos | N=3

—— control (n=41) | obesos (n=27)

n=68

Figura 28. Distribucién de los fetos por grupo experimental

8.2 Peso placentario y fetal

Los pesos placentarios no presentaron diferencias significativas cuando se
compararon las placentas procedentes del grupo obeso con el grupo control
(Figura 29). Similares resultados fueron obtenidos cuando se evaluaron los pesos
de los fetos de los animales obesos y los controles (Figura 30)
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Figura 29. Diagrama de cajas del peso placentario, grupos Ctrol vs Ob, p=
0,708, NS: No significativo. N= 31 control, n= 26 obeso.
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Figura 30. Diagrama de cajas del peso fetal en los grupos Ctrol Vs Ob P=
0,780, NS: No significativo. N= 31 ctrol, n=26 Ob. T de Student.

8.3 Estadio fetal y longitud craneo rabadilla
8.3.1Distribucién del estadio de Theiler

Los fetos se distribuyeron entre los estadios de Theiler 21,5 a 23,5. El estadio de
Theiler 22 fue predominante para ambos grupos, seguido del estadio 22.5 (Figura
31). Siendo caracteristico para el estadio de Theiler 22 la separacion de los dedos
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del antepié, retropié sin separaciéon de los dedos, foliculos pilosos abundantes en
el cuerpo, excepto en la cabeza, los somitas en la parte distal de la cola, presencia
de crecimiento de pabellon auricular hacia adelante y cubriendo una parte del
conducto auditivo externo. La hernia umbilical fue caracteristica de este estadio.

Por otro lado, el estadio de Theiler 23, presentd como caracteristica sobresaliente
la separacion de los dedos del antepie y el retropié. El pabellon auricular cubria
mas de la mitad del meato auditivo externo. En fresco, las venas superficiales
fueron visibles. Los foliculos pilosos eran visibles en todo el cuerpo. Los parpados
todavia se encontraban abiertos. Y aquellos especimenes clasificados en estadio
intermedio de Theiler 22-23, presentaron caracteristicas intermedias entre ambas
etapas (Anexo 17.11).

ESTADIO DE THEILER
28

19

21,5 22 22,5 23 23,5

CONTROL OBESO

Figura 31. Diagrama de frecuencias distribucién del estadio de Theiler en rata
Wistar E16.5.

Se evaluaron 41 fetos procedentes del grupo control y 26 fetos procedentes del
grupo obeso. Cada barra reprenta el estadio de Theiler evaluado y sobre ella se
muestra el nimero de fetos cuyas caracteristicas externas corresponden a dicho
estadio.
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8.3.2 Distribucion de la longitud craneo rabadilla

La longitud craneo —rabadilla es un pardmetro usado comumente para evaluar el
crecimiento fetal normal. En este estudio observamos que este parametro no
presento diferencias cuando se comparan los fetos procedentes del grupo control
con el grupo obeso (Figura 32).

LONGITUD CRANEO RABADILLA

B
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‘E‘ ¥
E & — =
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Y
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B #
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14
CONTROL OBESO

Prueba t de Student P=0,906

Figura 32. Diagrama de cajas de la longitud craneo rabadilla, grupos Ctrol vs Ob,
p= 0,906, prueba T Student, NS: No significativo. N= 41 control, N= 27 obeso.

8.4 Morfometria lineal de la cabeza fetal
8.4.1 Longitud bregma-Borde inferior de la mandibula

La medida bregma-borde inferior de la mandibula, mide la altura de la cabeza fetal
en una vista sagital. Las diferencias no fueron significativas para los grupos
estudiados. Esta medida presentd un promedio de 6,57 mm para ambos grupos
(figura 33).
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o
=]

-~
%]

o
=)

=1
[

B-BIM {mm)
5 |
@

&
o

|
5,5 ‘

5.0

CONTROL 0BESO
Prueba t de Student P=0,072

Figura 33. Diagrama de cajas de la longitud bregma-borde inferior de la
mandibula grupos Ctrol vs Ob, p= 0,072, prueba T Student, NS: No significativo.
N= 41 control, N= 27 obeso

8.5. Evaluacién del tercio medio y tercio inferior facial

Los parametros relativos al desarrollo facial evaluados fueron longitud del
cartilago nasal al angulo interno del ojo, longitud nasion-protuberancia occipital
y la longitud del hocico. Estas medidas no presentaron diferencias significativas
entre los fetos del grupo obeso y del grupo control, el nivel de significancia fue
de 0,05. (Figuras 34, 35,36).
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CARTILAGO NASAL AI OJO

22

20

18 *
CONTROL OBESO

Figura 34. Diagrama de cajas de medida de cartilago nasal-angulo interno del ojo
grupos Ctrol vs Ob, p= 0,053 prueba T Student, NS: No significativo. (*) Dato
atipico. N= 41 control, N= 27 obeso.

NASION-PROTUBERANCIA OCCIPITAL

*

CONTROL 0BESQ

Figura 35. Diagrama de cajas de medida nasion-protuberancia occipital ojo grupos
Ctrol vs Ob, p= 0,111 prueba T Student, NS: No significativo. (*) Dato atipico. N=
41 control, N= 27 obeso.
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Figura 36. Diagrama de cajas de longitud del hocico grupos Ctrol vs Ob, p= 0,181
prueba T Student, NS: No significativo. (*) Dato atipico. N= 41 control, N= 27
obeso.

8.6 Evaluacién frontal de la cabeza fetal

Las medidas frontales fetales craneales evaluadas no tuvieron diferencias
significativas entre los grupos.

Distancia intercantal p= 0,08 (figura 37), vertical verdadera p=0,076 (figura 38),
distancia entre el canto interno del ojo derecho (A) e izquierdo (A’) a la vertical
verdadera p=0,4830 y p= 0,1016 respectivamente (figura 39 y 40), distancia de A-
A’ p=0,4830 (figura 41), y por ultimo la distancia intertemporal p=0,152 (figura
42).
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DISTANCIA INTERCANTAL
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Prueba U de Mann-Whithey P=0,0884

Figura 37. Diagrama de cajas de la distancia intercantal grupos Ctrol vs Ob, p=

0, 0884 prueba U de Mann Whitney, NS: No significativo. (*) Dato atipico. N= 16
control, N= 7 obeso.

VERTICAL VERDADERA

7.5
7.0 ‘

6,5

vy  (mm)

5,51

5,0/
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Figura 38.Diagrama de cajas de vertical verdadera grupos Ctrol vs Ob, p=

0,076 prueba T Student, NS: No significativo. (*) Datos atipicos. N= 16 control,
N= 7 obeso.
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DISTANCIA DEL CANTO INTERNO DE OJO DERECHO
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Figura 39. Diagrama de cajas de distancia del canto interno del ojo derecho-VV
grupos Ctrol vs Ob, p= 0,4830 prueba T Student, NS: No significativo. (*) Datos
atipicos. N= 16 control, N= 7 obeso.
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Figura 40. Diagrama de cajas de distancia del canto interno del ojo izquierdo-VV
grupos Ctrol vs Ob, p=0,1016 prueba T Student, NS: No significativo. (*) Datos
atipicos. N= 16 control, N= 7 obeso.
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Figura 41. Diagrama de cajas de diferencia entre Ay A" grupos Ctrol vs Ob, p=
0,4830 prueba T Student, NS: No significativo. (*) Datos atipicos. N= 16 control,
N= 7 obeso.

DISTANCIA INTER-TEMPORAL

CONTROL 0BESO

Figura 42. Diagrama de cajas de distancia inter-temporal grupos Ctrol vs Ob,
p= 0,152 prueba T Student, NS: No significativo. N= 16 control, N= 7 obeso.
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8.7 Evaluacion coronal de la cabeza fetal

e Las medidas evaluadas fueron: Perimetro cefalico
¢ Distancia interparietal
e Distancia antero-posterior

En ninguna de las medidas se encontraron diferencias significativas entre los
grupos; perimetro cefélico p=0,978 (figura 44), distancia interparietal p= 0,1016
(Figura 45) y distancia anteroposterior p= 0,602 (Figura 46).

PERIMETRO CEFALICO

21

PC [mm)
-]

CONTROL OBESO

Figura 43. Diagrama de cajas de perimetro cefalico grupos Ctrol vs Ob, p=
0,978 prueba T Student, NS: No significativo. N= 16 control, N= 7 obeso.
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DISTANCIA INTERPARIETAL

*

pip (mm)

CONTROL

Figura 44. Diagrama de cajas de distancia interparietal grupos Ctrol vs Ob, p=
0,1016 prueba U de Mann Whitney. NS: No significativo. (*) Datos atipicos. N= 16
control, N= 7 obeso.
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Figura 45. Diagrama de cajas de distancia antero-posterior grupos Ctrol vs Ob,
p= 0,602 prueba T Student, NS: No significativo. (*) Datos atipicos. N= 16
control, N= 7 obeso.
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9. Morfologia palatina de rata Wistar en el estadio E16.5

Con relacion a la morfologia del paladar para el estadio E16.5 se encontré que las
crestas palatinas laterales se distribuyeron en cinco estadios; crecimiento vertical,
estadio intermedio (una cresta en posicion vertical y la otra horizontal), elevacion
horizontal, y adhesion (Figura 46). Ninguno de los biomodelos presentd fusion
palatina.

Obeso Control Obeso

S

Control

1

Paladar
primario

Paladar
secundario
Anterior

secundario

Paladar

Figura 46. Vista coronal del paladar de rata Wistar E16.5 en biomodelos del
grupo control y obeso.

Secciones coronales del paladar primario y secundario E16.5. Tincién
hematoxilina - eosina. A-C: Biomodelo obeso, se observa un estadio intermedio
con la cresta derecha elevada y la cresta izquierda vertical. Presencia de
alteracion en la lengua D-F: Biomodelo control, se observa el paladar en
crecimiento vertical; ambas crestas se encuentran en posicién lateral a la lengua.
G-I: Biomodelo obeso, se observan las crestas palatinas en posicion lateral a la
lengua. J-L: Biomodelo control, crestas palatinas en estadio de elevacion. TN,
Tabique nasal; PP, paladar primario; C, cresta palatina; L, lengua.
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10. Distribucion del estadio de la palatogénesis

Para determinar el estadio de la patologénesis caracteristico del dia 16.5 fetal se
evaluaron 32 fetos, 16 procedentes del grupo control y 16 del grupo obeso. Para
ambos grupos el estadio predominante fue el crecimiento vertical de las crestas
palatinas. (Figura 48).

ESTADIO DE LA PALATOGENESIS

OBESO CONTROL

12

10

1 1 1 1 1
0
Crecimiento Intermedio (CVy Elevacion Intermedio (EH y Adhesion
Vertical EH) Horizontal A)

Figura 47. Diagrama de frecuencias del estadio de la palatogénesis en el dia
16.5.

11. Evaluacion de las proteinas de matriz extracelular MMP2, MMP9 y TIMP2

11.1  Inmunomarcacién en la regibn mesenquimatica de las crestas
palatinas derecha e izquierda para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2 de fetos
procedentes del grupo control.

Las siguientes figuras (Figuras 48-51) presentan cortes de paladar de rata Wistar
en estadio de elevacion; se muestra una cresta palatina en crecimiento vertical y la
otra en elevacion horizontal, para MMP2, MMP9, TIMP2 y el control negativo.
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11.1.1 MMP2 en laregién mesenquimal del paladar grupo control

En el estadio de crecimiento horizontal la MMP2 estuvo presente en regiones
adyacentes del mesenquima nasal, maxilar, medial y oral. En el estadio de
elevacion horizontal una inmunomarcacion en la region mesequimal mayor en la
region medial.
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Figura 48. Inmunohistoquimica para MMP-2 cresta derecha y cresta izquierda
de rata Wistar E16.5 Grupo Ctrol. (A-B) Aumento 10X barra, 200um, (C-D)
aumento 40X Barra 100um. Secciones coronales fueron marcadas para MMP-2
(A-B), El color marrén indica la presencia de la MMP2. Hay una mayor distribucion
en el mesénquima palatino para la MMP-2, Se encontr6 el marcaje de MM-P2 a
nivel extracelular con gran distribucion en toda la regién de la MEC del mesénquima
palatino. Para la cresta derecha (CD) se observé inmunomarcacién postiva para la
zona del mesénquima nasal, medial y maxilar en mayor proporcién (C), y para la
cresta izquierda (Cl) se observé mayor marcaje en la regiéon medial mesenquimal.

11.1.2 MMP9 en laregién mesenquimal del paladar del grupo control

En el estadio de crecimiento vertical hubo una expresion aumentada en las
porciones del mesenquima nasal, medial, y central y el mesenquima lateral.
También imcremento la expresion en la membrana basal, en particular en la regién
del gérmen dental. En la elevacion del paladar aument6 la expresién en todas las
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regiones del mesénquima del paladar incluyendo las regiones centrales y
maxilares de las crestas.
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Figura 49. Inmunohistoquimica para MMP-9 cresta derecha y cresta izquierda
de rata Wistar E16.5 Grupo Ctrol. (A-B) Aumento 10X barra, 200um, (C-D)
aumento 40X Barra 100um. Secciones coronales fueron marcadas para MMP-9
(A-B), El color marrén indica la presencia de la MMP9. Se observa una menor
inmunomarcacion de MMP9 a comparaciéon de MMP2 en el mesénquima del
paladar. Se observa una inmunomarcacién extracelular de células diferenciadas
tipo condroblastos y/o osteoclastos (C-D).

11.1.3 TIMP2 en laregion mesenquimal del paladar del grupo control

En el estadio de crecimiento vertical TIMP-2 se expreso en el mesénquima de las
regiones maxilares y centrales, y en la membrana basal epitelial. En la elevacion
del paladar la expresion de TIMP-2 aumentd en la region mesequimal maxilar
asociado a sitios osteogénicos y en la region medial de las crestas. Se observo
una marcacion citoplasmatica en las células diferenciadas tipo condroblastos y/o
osteoblastos.
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Figura 50. Inmunohistoquimica para TIMP2 cresta derecha y cresta izquierda
de rata Wistar E16.5 Grupo Ctrol. (A-B) Aumento 10X barra, 200um, (C-D)
aumento 40X Barra 100um. Secciones coronales fueron marcadas para TIMP2
(A-B), En la cresta derecha se observo inmunomarcacion positiva en las zonas del
mesenquima maxilar, central, pero no en la regién nasal. También se observé en la
membrana basal epitelial. En la cresta izquierda, se observdO una mayor
inmunomarcacion en el mesenquima nasal, maxilar y medial asociado en los sitios
osteogénicos (C-D).
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Figura 51. Control negativo de cresta derecha y cresta izquierda de rata
Wistar E16.5 Grupo Ctrol. (A-B) Aumento 10X barra, 200um, (C-D) aumento
40X Barra 100um.

11.2 Region mesenquimal: correlacion entre las crestas palatinas derecha e
izquierda para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2 de fetos procedentes del grupo
control.

Las figuras 52 y 57, muestran las correlaciones para cada uno de los marcadores
MMP-2, MMP-9 y TIMP-2, y su expresion entre la cresta derecha y cresta
izquierda, en la region mesequimal, para cada uno de los grupos (control y obeso).

11.2.1 Grupo control

La figura 52 se muestra las correlaciones entre la cresta derecha y cresta
izquierda en la region mesequimal para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2, en el grupo
control. Se encontré una correlacion positiva fuerte entre la cresta derecha y
cresta izquierda para los tres marcadores: MMP-2= 0,87, MMP-9=0,95 y TIMP-2=
0,69; tal como se observa en los graficos de dispersion (A,B,C) y matrices de
correlacion (D,E,F), para cada marcador respectivamente.

93



€_Derecha_MMP2
©_Derecha_MMF3
©

T r T v T T T T T T T T T T y T T
0,00 000 0m 5000 E0,00 o &m0 8,00 15,00 200 26,00 5o 1000 16,00 am 2500 000
©_tzquierda_MMP2 A C_tzquierda_MMP9 ©_lzquierda_TIMP2 C

Cresta Cresta

Cresta Cresta
Cresta Cresta Derecha lzquierda

Derecha lzquierda Derecha lzquierda
MMP2 MMP2 MMPO MMPO L TMP2
Cresta Derecha MMP2 1,00 Cresta Derecha MMP9 1,00 Cresta Derecha TIMP2 1,00
Cresta lzquierda MMP2 0,87 1.00 Cresta lzquierda MMP9 0,95 1,00 Cresta lzquierda TIMP2 0,69 1,00
D E F

Figura 52. Correlacion entre CD y Cl para MMP2, MMP9 y TIMP2 en la regién
mesequimal palatina, en el grupo control. (A, B, C) Gréficos de dispersion para
MMP2, MMP9 y TIMP2, respectivamente. (D,E,F) Matrices de correlacién para
MMP2, MMP9 y TIMP2.

11. 3 Inmunomarcacién en la region mesenquimatica de las crestas palatinas
derecha e izquierda para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2 de fetos procedentes del
grupo obeso

11.3.1 MMP2 en laregiéon mesenquimal del grupo obeso

En el estadio de crecimiento horizontal la MMP2 estuvo presente en regiones
adyacentes del mesenquima nasal, maxilar, medial y oral. En el estadio de
elevacion horizontal una inmunomarcacion en la region mesequimal mayor en la
region medial y nasal.
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Figura 53. Inmunohistoquimica para MMP-2 cresta derecha y cresta izquierda
de rata Wistar E16.5 Grupo Ob. (A-B) Aumento 10X barra, 200um, (C-D)
aumento 40X Barra 100um. Secciones coronales fueron marcadas para MMP-2
(A-B), El color marrén indica la presencia de la MMP2. Hay una mayor distribucion
en el mesénquima palatino para la MMP-2, Se encontr6 el marcaje de MM-P2 a
nivel extracelular con gran distribucion en toda la region de la MEC del mesénquima
palatino. Para la cresta derecha (CD) se observé inmunomarcacion postiva para la
zona del mesénquima nasal, medial y maxilar en mayor proporcion (-C), y para la
cresta izquierda (CI) se observdé mayor marcaje en la region medial mesenquimal.

11.3.2 MMP9 en la regién mesenquimal del grupo obeso

En el estadio de crecimiento vertical hubo una expresion disminuida, demarcada
en las regiones del mesenquima nasal, medial, y central y el mesenquima lateral.
También imcremento la expresion en la membrana basal, en particular en la region
del gérmen dental. En la elevacion del paladar aumenté la expresion en todas las
regiones del mesénquima del paladar incluyendo las regiones centrales y
maxilares de las crestas.
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Figura 54. Inmunohistoquimica para MMP-9 cresta derecha y cresta izquierda
de rata Wistar E16.5 Grupo Ob. (A-B) Aumento 10X barra, 200pum, (C-D)
aumento 40X Barra 100um. Secciones coronales fueron marcadas para MMP-9
(A-B), El color marrén indica la presencia de la MMP9. Se observa una menor
inmunomarcacion de MMP9 a comparacion de MMP2 en el mesénquima del
paladar. Se observa marcaje citoplasmatico en células en camino de diferenciacién
tipo condroblastos y/o osteoblastos (C-D).

11.3.3 TIMP2 en laregion mesenquimatica del grupo obeso

En el estadio de crecimiento vertical TIMP-2 se expresé en el mesénquima de las
regiones maxilares y centrales, y en la membrana basal epitelial. En la elevacién
del paladar la expresion de TIMP-2 aumenté en la region mesequimal maxilar
asociado a sitios osteogénicos y en la region medial de las crestas.

Se observé una marcacion citoplasmatica en las células diferenciadas tipo
condroblastos y/o osteoblastos.
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Figura 55. Inmunohistoquimica para TIMP2 cresta derecha y cresta izquierda
de rata Wistar E16.5 Grupo Ob. (A-B) Aumento 10X barra, 200um, (C-D)
aumento 40X Barra 100pum. Secciones coronales fueron marcadas para TIMP2
(A-B), ambas crestas en crecimiento vertical con una inmunomarcaciéon mayor en la
region del mesénquima maxilar y nasal. El marcaje fue a nivel del citoplasma de
células en camino a diferenciarse tipo condroblastos y/o osteoblastos (C-D).
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Figura 56. Control negativo de cresta derecha y cresta izquierda de rata
Wistar E16.5 Grupo Ob.(A-B) Aumento 10X barra, 200um, (C-D) aumento 40X
Barra 100pm.

11.4 Regidbn mesenquimatica: correlaciéon entre las crestas palatinas
derecha e izquierda para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2 de fetos procedentes del
grupo obeso.

La figura 57 muestra las correlaciones entre la cresta derecha y cresta izquierda
en la region mesequimal para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2, en el grupo obeso. Se
encontré una correlacion positiva fuerte entre la cresta derecha y cresta izquierda
para: MMP-2 =0,79 y TIMP-2=0,97; esto quiere decir que si una de los
marcadores aumenta en una cresta, en la otra hay una gran probabilidad de que
también aumente. Por otro lado, hay una correlacion negativa débil entre las
crestas para MMP-9= -0,08.
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Figura 57. Correlacion entre cresta derechay cresta izquierda para MMP2,
MMP9 y TIMP2 en la region mesequimal palatina, en el grupo obeso. (A, B, C)
Gréficos de dispersion para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2, respectivamente. (D, E, F)
Matrices de correlacion para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2.
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11.5 Correlacion entre crestas para cada uno de los marcadores MMP-2, MMP-
9y TIMP-2 en la region epitelial

Las figuras 58 y 60 muestran las correlaciones para cada uno de los marcadores
MMP-2, MMP-9 y TIMP-2, y su expresion entre CD y Cl, en la region epitelial, para
cada uno de los grupos (ctrol/Ob).

11.5.1 Grupo control

La figura 58 muestra las correlaciones entre la cresta derecha y cresta izquierda
en la region epitelial para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2, en el grupo control. Para
MMP-2 y MMP-9 (A/D, B/E) se encontré una correlacion alta, MMP-2=0,84, MMP-
9=0,96; Para el TIMP-2 (C, F) se hall6 una correlacion negativa débil entre la
cresta derecha e izquierda (-0,09).
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Figura 58. Correlacion entre CD y Cl para MMP2, MMP9 y TIMP2 en la regién
epitelial en el grupo control. (A,B,C) Gréfico de dispersiéon para MMP2, MMP9 y
TIMP2, respectivamente. (D, E, F) Matriz de correlacion para MMP2, MMP9 y TIMP2,
respectivamente.
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11.5.2 Inmunomarcacién de MMP2, MMP9 y TIMP2 en la region epitelial del
paladar en estadio de crecimiento vertical para el grupo control

La figura 59 muestra los sitios de inmunomarcacion para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2
en el epitelio palatino en tres sitios diferentes: epitelio adyacente al gérmen dental,
epitelio medial y epitelio nasal, para el grupo control, se observa una marcacion
mucho mayor para la MMP2 en el citoplasma de las células epiteliales en toda la
region de la cresta. Mientras que para MMP9 la marcacion fue menor limitada a la
membrana basal epitelial y citoplasma de células epiteliales. Para TIMP2, la
marcacion fue mayor en la region epitelial adyacente al gérmen dental, y epitelio
nasal, y algunas células epiteliales pertenecientes a la region oral y medial,
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Figura 59. Inmunohistoquimica region epitelial para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2
de una cresta palatina perteneciente al grupo control. Aumento 100x. Tg
(germen dental), O (epitelio oral), M, (epitelio medial), N (epitelio nasal) MMP-
2 es la proteina con mayor expresion a nivel epitelial, sequido de TIMP-2 y por
altimo MMP-9. Hay una expresion de MMP-2 (A, B, C, D) a nivel del citoplasma de
las células epiteliales, en todas las regiones (Tg, O, M, N). MMP-9 (E, F, G, H) se
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expresa levemente en el citoplasma de las células epiteliales, con una expresion
mas marcada a nivel de la lamina basal del epitelio que rodea el germen dental.
Se observan células mesenquimales inmunomarcadas con MMP-9 alrededor del
epitelio palatino. TIMP-2 (I, J, K, L) se expresa en las células peridermicas del
epitelio palatino, con algunos citoplasmas de las células epitelilales
inmunomarcadas a nivel del epitelio O y M. Hay un aumento de la expresion de
TIMP-2 a nivel de las células peridermicas del epitelio de Tg. Barra en A; 20 pum.

11.5.3 Grupo obeso

En la figura 60 se muestra las correlaciones entre la cresta derecha y cresta
izquierda en la region epitelial para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2, en el grupo obeso.
Se encontré6 una correlacion positiva fuerte entre la cresta derecha y cresta
izquierda para los tres marcadores: MMP-2=0,99, MMP-9=0,54 y TIMP-2=0,77.
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Figura 60. Correlacion entre cresta derecha y cresta izquierda para MMP2,
MMP9 y TIMP2 en la regién epitelial en el grupo obeso. (A, B, C) Gréfico de
dispersién para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2, respectivamente. (D, E, F) Matriz de
correlacion para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2, respectivamente.
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11.5.4 Inmunomarcacién de MMP2, MMP9 y TIMP2 en la region epitelial del
paladar en estadio de crecimiento vertical para el grupo obeso

La figura 61, muestra el patron de expresiéon de MMP-2, MMP-9 y TIMP-2 en las
regiones epiteliales de una cresta palatina de un biomodelo perteneciente al grupo
obeso. El marcaje para MMP2 se observa en todas las regiones del epitelio
palatino. La marcacion de MMP9 se observa en el citoplasma de las células
epiteliales y membrana basal. De manera interesante, la marcacion para TIMP2
aumentd considerablemente en toda la zona epitelial de las crestas (gérmen
dental, oral, medial y nasal) en comparacion al grupo control.

: ¢ : 7

18 -8 %" ~ELV o L1 2 o AT

N % ”’."%31}“ ”a,of’ :ﬁﬁ'?!.'&
' ety 4 (L R

7

q ,(v'
o

N

..‘

Figura 61. Inmunohistoquimica region epitelial para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2
de una cresta palatina perteneciente al grupo Ob. Aumento 100x. Tg (germen
dental), O (epitelio oral), M, (epitelio medial), N (epitelio nasal) Hay una
expresion de MMP-2 (A, B, C, D) a nivel del citoplasma de las células epiteliales,
en todas las regiones (Tg, O, M, N). MMP-9 (E, F, G, H) se expresa levemente en
el citoplasma de las células epiteliales, con una expresion mas marcada a nivel de
la lamina basal del epitelio que rodea el germen dental. Se observan células
mesenquimales inmunomarcadas con MMP-9 alrededor del epitelio palatino.
TIMP-2 (1, J, K, L) se expresa en las células peridermicas del epitelio palatino, con
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algunos citoplasmas de las células epitelilales inmunomarcadas a nivel del epitelio
O y M. Hay un aumento de la expresion de TIMP-2 a nivel de las células
peridermicas del epitelio de Tg. Barra; 20 pm.

11.6 Correlacion entre regiones mesenquimal y epitelial palatina segun
marcador MMP2, MMP9 y TIMP2

En las figuras 62 y 63 se muestran las correlaciones existentes para cada uno de
los marcadores MMP2, MMP9 y TIMP2 en las regiones (epitelial y mesenquimal),
considerando el grupo al que pertenecen (Ctrol/Ob).

11.6.1 Grupo control

En la figura 62, se encontr6 una correlacion positiva fuerte entre la region
mesenquimal y epitelial para MMP9=0,91. Por otro lado, hay una correlacion
negativa débil entre la region mesequimal y epitelial de MMP-2=-0,13 y TIMP-2= -
0,11.
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Figura 62. Correlacion entre region mesequimal y epitelial para MMP2, MMP9
y TIMP2 en el grupo control. (A, B, C) Gréfico de dispersién para MMP-2, MMP-9
y TIMP-2, respectivamente. (D, E, F) Matriz de correlacion para MMP-, MMP-9 y
TIM-2, respectivamente
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11.6.2 Grupo obeso

En la figura 63, se evidencia una correlacion positiva fuerte entre las regiones
mesenquimal y palatina para los tres marcadores MMP-2, MMP-9 y TIMP-2.
Siendo MMP2=0,81, MMP9=0,83 y TIMP2=0,61.
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Figura 63. Correlacion entre region mesequimal y epitelial para MMP2, MMP9
y TIMP2 en el grupo obeso. (A, B,C) Gréfico de dispersion para MMP2, MMP9 y
TIMP2, respectivamente. (D, E, F) Matriz de correlacion para MMP2, MMP9 y
TIMP2, respectivamente

11.7 Correlacion entre crestas y estadio de la palatogénesis segun el
marcador MMP-2, MMP-9 y TIMP-2

La tabla 12, muestra la correlacion encontrada entre las crestas (derecha e
izquierda) y el estadio de la palatogénesis (iniciacion, crecimiento vertical,
elevacion, adhesion y fusion) para cada uno de los marcadores (TIMP-2, MMP-2 y
MMP-9), sin tener en cuenta el grupo. Hay una correlacién negativa débil para la
cresta derecha para TIMP2= -0,11 y MMP2= -0,44 y para la cresta izquierda una
correlacion positiva débil para TIMP-2= 0,28 y negativa fuerte para MMP-2= -0,68.
(Figuras 64-67). Por otro lado, la cresta derecha e izquierda para MMP-9 tienen
una correlacion positiva fuerte de 0,81 y 0,84, respectivamente (Figuras 68 y 69).
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Cresta Cresta Cresta

derecha izquierda derecha

TIMP2  TIMP2 MMP?2

Cresta Cresta Cresta

izquierda derecha izquierda

MMP2 MMP9 MMP9

Estadio -0,11 0,28 -0,44

0,68 0,81 0,84

Tabla 12. Matriz de correlacion entre las crestas y el estadio de palatogénesis

segun marcador TIMP-2, MMP-2 y MMP-
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Figura 64. Diagrama de dispersién para
TIMP2 en la cresta derecha, con el estadio
de la palatogénesis.
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Figura 65. Diagrama de dispersion para
TIMP2 en la cresta izquierda, con el estadio
de la palatogénesis.
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Figura 66. Diagrama de dispersién para
MMP2 en la cresta derecha, con el estadio
de la palatogénesis.
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Figura 69. Diagrama de dispersion para
MMP9 en la cresta izquierda, con el estadio
de la palatogénesis.

Figura 68. Diagrama de dispersion para
MMP9 en la cresta derecha, con el estadio
de la palatogénesis.

En las figuras 70 y 71 se representa el patron de expresiéon de cada uno de los
marcadores MMP-2, MMP-9 y TIMP-2 en el estadio de crecimiento vertical y
elevacion, sin considerar el grupo.
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Figura 70. Expresion de MMP-2, MMP-9 y TIMP-2 en el estadio de
crecimiento vertical y elevacion del paladar en rata Wistar E16.5. Aumento
10X. Estadio de crecimiento vertical se observa expresion de MMP-2 (A) en
toda la region mesequimal y epitelial de la cresta, siendo mayor la distribucion
en el mesénquima de la regiébn maxilar, medial y nasal. En la elevacion (D)
disminuye la expresion de MMP-2, y se encuentra mayor inmunomarcacion en
la region del mesénquima maxilar y medial. Para MMP-9 en el crecimiento
vertical (B) hay una leve inmunomarcacion, siendo mayor en la region
mesequimal nasal, y en el periodo de elevacion (E), aumenta la expresion a
nivel de mesénquima maxilar y medial. Para TIMP-2, en el periodo de
crecimiento vertical (C) hay una expresién en la region mesequimal nasal y
maxilar, siendo mayor la inmunomarcacion a nivel epitelial en la zona que rodea
el germen (Tg). La inmunomarcacion aumenta en la elevacion (F), siendo mayor
en la region mesequimal maxilar, y a nivel del EBM. Barra: 150 um.
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Figura 71. Comparacion de la expresion celular de MMP-2, MMP-9 y TIMP-2
en el EBM en el estadio de elevacion de las crestas palatinas de rata
Wistar E16.5. Aumento de 100x. Para MMP-2 (A) Se observa inmunomarcacion
positiva para las células epiteliales del EBM y las células mesenquimales
adyacentes. Para MMP-9 (B) se obseva inmunomarcacion en el citoplasma de
las células del EBM, y algunas células mesenquimales inmunomarcadas
(indicadas en flechas). ElI TIMP-2 (C) presenta inmunomarcacion positiva
algunas células del EBM y células peridermicas. No se evidencian células
mesenquimales inmunomarcadas. Barra: 20 um.

108



12.DISCUSION

El desarrollo del paladar es un proceso complejo, donde estan involucrados tanto
factores extrinsecos como intrinsecos, entre ellos se destaca el medio ambiente,
los habitos de la madre, consumo de cigarrillo, de farmacos y la dieta; ademas de
las vias de sefializacion que permitirdn la fusibn completa de las crestas
palatinas!!?%4, Cualquier alteracion en este proceso llevara a la formaciéon de
diferentes defectos, entre los mas comunes el labio y/o paladar fisurado.

Se han investigado diversos genes implicados en el cierre normal del paladar en
modelos animales!®®, sin embargo el 70% de los casos de labio y/o paladar
fisurado son de tipo no sindromico, lo que quiere decir que las influencias
medioambientales juegan un papel critico para la presencia de estas alteraciones.

La nutricion y la dieta materna son uno de los factores reguladores del desarrollo
craneofacial puesto que pueden modular el riesgo de defectos craneales, fisuras
oropalatinas y del cierre del tubo neural'*-1%°, Asi, la discusién se orientara a los
resultados encontrados en este trabajo en el biomodelo de obesidad materna
asociados a las medidas lineales fetales, la expresion y localizacion de las
proteinas MMP-2, MMP-9 y TIMP-2 en las crestas palatinas.

12.1 Modelo de obesidad inducida por dieta

Para el estudio de la obesidad, los modelos animales han sido de gran importancia
para la comprension de los procesos fisioldgicos que regulan el equilibrio
energético y la genética de la obesidad. Entre los biomodelos empleados se
encuentran: aquellos que realizan mutaciones monogenéticas de forma
espontanea en colonias de ratones, otros, con mutaciones aleatorias, producto de
agentes mutagénicos; modelos donde un gen especifico ha sido alterado o
sobreexpresado, y por ultimo modelos animales que emplean otras especies como
primates no humanos y perros'®®. Sin embargo este tipo de modelos no simulan la
realidad que se ve en la sociedad humana. Una de las hipétesis manejadas en la
actualidad para explicar la pandemia de la obesidad en humanos, es la
disponibilidad de alimentos elevados en grasa y carbohidratos.

Diferentes tipos de dieta han sido implementadas para el establecimiento de la
obesidad en biomodelos, permitiendo el estudio de cambios comportamentales, el
incremento de peso y las alteraciones que lleva consigo esta patologia, como el
sindrome metabdlico, ateroesclerosis y diabetes mellitus. Entre los tipos de dieta
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reportados en la literatura, se encuentran las dietas altas en grasa, las dietas altas
en carbohidratos y la dieta de cafeteria (dieta de CAF)61.162,

La dieta de CAF se fundamenta en el principio de que, es el animal el que
selecciona entre alimentos ofertados que incluye galletas, dulces, queso y carnes
procesadas ademas de la dieta estandar. Estos alimentos son ricos en sal, azUcar,
grasa y tratan de simular la dieta humana del mundo Occidental*®®, Algunos
autores reportan como desventajas de este tipo de dieta, la dificultad de replicarla
y la adquisicion de los datos de los alimentos consumidos 3. Sin embargo,
publicaciones recientes demuestran que este es un modelo que ha sido
estandarizado y permite la reproducibilidad y el amplio estudio de la obesidad®*
166 Ademas, en este estudio se monitored el alimento consumido, y se calculd la
ingesta total de los biomodelos, produciendo animales obesos a las seis semanas
de alimentacion'®2. Otros autores han reportado que esta dieta es un modelo
adecuado para el estudio de la obesidad y el sindrome metabélico humano66.167,

Entre algunas de las investigaciones realizadas en biomodelos de obesidad
materna, se encuentran las de Bayol y colaboradores en el 2005 68, Estos autores
emplearon ratas Wistar donde investigaron el efecto de la dieta de CAF durante la
gestacion y lactancia. El efecto de la dieta fue evaluado sobre el musculo
esquelético y la celularidad del tejido adiposo, asi como también los genes
involucrados con el crecimiento muscular y metabolismo en la descendencia,
encontrando que las ratas nacidas de madres alimentadas con dieta de cafeteria
exhibieron un 25% de reduccibn en el area seccional de musculo con
aproximadamente 20% menos fibras compradas con los animales control. Bayol y
colaboradores en el 2007 % con el mismo modelo, encontraron que la dieta de
CAF durante la gestacion y la lactancia es un factor contribuyente para el
desarrollo de la obesidad en la descendencia. Sin embargo, los estudios
relacionados con dieta de cafeteria y alteraciones craneofaciales y/o palatogénesis
no han sido reportados previamente.

Trabajos previos reportados por nuestro grupo muestran que el biomodelo de
obesidad generado presenta una disminucion en su perfil reproductivo, que se ve
reflejado en una reduccion de la tasa de viabilidad embrionaria, acompafado por
un incremento en la grasa retroperitoneal y gonadal'’®. Esto se asocia con los
hallazgos reprotados por Bazzano y colaboradores en un modelo de obesidad
inducida por dieta de cafeteria. En este estudio las hembras presentan una
reduccion de la reserva ovarica y un aumento de quistes foliculares, lo que altera
el proceso ovulatorio’?,
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12.2 Importancia de la nutricion materna en el desarrollo fetal

En el embarazo las demandas metabdlicas incrementan, dado los cambios
fisiolégicos de la madre gestante y las exigencias del feto. En esta etapa se
evidencia la importancia de un adecuado balance nutricional, dado que el
consumo excesivo de macronutrientes, o la deficiencia en el consumo de
proteinas , y/o vitaminas y deficiencia de minerales o el consumo de sustancias
inapropiadas (alcoholismo) impactan de manera directa sobre el desarrollo
embriofetal®?.

Las dietas occidentales, estan representadas por una dieta alta en energia y poca
densidad nutricional, caracteristica de la comida chatarra. Esta dieta que se asocia
con la ausencia de la ingesta del desayuno y el alto consumo de bebidas
azucaradas, provocan un desbalance nutricional, ya que la ingesta de
micronutrientes es menor a los valores recomendados diariamente!’?17>, Por tal
motivo, los micronutrientes constituyen uno de los temas mas estudiados en salud
publica, y la evidencia ha demostrado que un consumo inadecuado de
micronutrientes tendra repercusiones a nivel preconcepcional, fertilidad,
concepcién e implantacion, placentacion y embriogénesis®® .

Con lo que respecta a la embriogénesis, se ha enfocado gran interés en el rol del
folato y &cido retinoico; un desbalance en el consumo y concentracién de dichos
nutrientes puede afectar procesos biol6gicos como: la proliferacion, diferenciacion
celular alterada y un aumento en la apoptosisi’®t’®, Diferencias en la
concentracion celular de los nutrientes y sus intermediarios resultan en cambios
hormonales relacionados con los nutrientes o alteraciones en las vias de
sefalizacion intracelulares. Ya se ha reportado previamente el rol que tienen el
folato y la vitamina A o acido retinoico en la expresion genética. El acido félico, o
acido pteroil L-glutamico, es conocido también como vitamina B9, es una vitamina
hidrosoluble del complejo de vitaminas B, indispensable para la formacion de
proteinas estructurales como la hemoglobina. El Gen MTHFR est& implicado en la
metabolizacion del folato, polimorfismos en este gen se han asociado al aumento
de riesgos de fisuras orofaciales /. Ademas los bajos niveles de folato en el
embarazo debido a la malnutricion y polimorfismos en el gen MTHFR C677T
resulta en un aumento del riesgo de fisuras oropalatinas!’®18, Ademas el acido
félico tiene un rol critico en el cierre del tubo neural, por tal motivo se recomienda
que las mujeres en gestacion consuman suplementos 0,4 mg/ diarios en el
embarazo y 4.0 mg diarios en caso de tener historia de alteraciones en el cierre
del tubo neural 181,182,
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Por otro lado, la vitamina A es una molécula liposoluble de gran interés en la
palatogénesis debido a que se une a receptores especificos de membrana o
receptores intracelulares. El acido retinoico participa en el desarrollo del sistema
nervioso central, migraciéon de la cresta neural'®. Un exceso de acido retinoico
puede saturar o inactivar sus receptores resultando en dafio y reduccion de la
sefalizacion. Se ha encontrado que las mujeres que consumen vitamina A
temprano en el embarazo dan a luz nifios con malformaciones en las estructuras
derivadas de la cresta neural’’®. Se recomienda que la ingesta de vitamina A sea
por debajo de 300ug (10.000 IU)/ diarios, ya que niveles por encima de 9000
1g(30.000 IU)/ diarios pueden ser teratogénicos!,

La deficiencia de zinc en etapas tempranas en el embarazo resulta en fallas de la
implantacion, abortos y malformaciones fetales, incluyendo labio y paladar
hendido, malformaciones en el cerebro y 0jo, anomalias cardiacas, y sistemas
respiratorio y urogenital, lo cual ha sido demostrado en modelos animales!®®. Esta
deficiencia de zinc puede influenciar el desarrollo embrio-fetal debido a una
disminucion en la proliferacion celular, o reduccion en la sintesis de proteinas,
aumento en el dafio celular oxidativo o aumento de la apoptosis y reduccion en la
unién de hormonas y factores de transcripcién de regiones de dedos de zinc*e®.

Estudios en biomodelos demuestran que deficiencias nutricionales in utero pueden
ocacionar un aumento significativo en el porcentaje de tejido graso visceral,
diminucion del tejido magro y aumento de marcadores de estrés oxidativo en el
plasma 18, Ademéas de resistencia a la insulina y perfil de adipoquinas
proaterogénicas durante la etapa adulta como hiperleptinemia o
hipoadiponectinemia 188,

En una revisiéon de la literatura publicada por Echeverry et al en el 2009'%°, estos
autores evidenciaron el efecto de los micronutrientes durante la gestacion;
encontraron que el zinc, magnesio, vitamina A y niacina previenen la disfuncion
endotelial, el estrés oxidativo y la alteracion en los niveles de adipoquinas. La
disminucién de los niveles de zinc en humanos se ha asociado a alteraciones con
disminucion de leptina plasmatica. Ademas de estados de estrés oxidativo, que se
demuestra por el dafio en el ADN, lipidos y proteinas. La deficiencia de magnesio
en la gestacidon en biomodelos, muestra que las crias presentan mayor tejido
adiposo visceral, resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa y diminucion
de leptina. En cuanto al calcio, este inhibe la lipdlisis y diminuye la adipogénesis, y
en modelos en ratdén la ingesta de este micronutriente reduce la produccion de
radicales libres estimulado por dietas hipercaloricas. Esto es debido a un aumento
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de factores antiinflamatorios como adiponectina e IL-5 y disminucién de citoquinas
proinflamatorias como TNF-a e IL-6 en el tejido adiposo visceral.

Dados estos antecedentes, un desbalance en el consumo de carbohidratos,
lipidos y una pobre dieta en micronutrientes puede afectar directamente la
formacion craneofacial, y se debe de dar vital importancia al papel del acido félico
y la vitamina A ya que éstos ultimos son criticos en la formacién de las diferentes
estructuras craneo-maxilares.

12.3 Peso placentario y peso fetal

El peso de placenta y el peso fetal fueron equivalentes para ambos grupos
experimentales. Ambos valores son indicadores del crecimiento fetal apropiado® ;
siendo el peso fetal un indicador de la nutricibn fetal, y de las funciones
placentarias de transporte, metabolismo y endocrinas. Una razén del peso de la
placenta/ peso fetal anormalmente baja puede indicar una placenta anormal con
compromiso funcional, y un compromiso del medio intrauterino. Una razén
aumentada presume disminucion de las reservas placentarias: los fetos tienden a
mostrar restriccion del crecimiento intrauterino asimétrico, sugiriendo que
pequefias placentas limitan el 6ptimo crecimiento fetal'®-1%3, Estos resultados
sugieren que el modelo de obesidad inducida por dieta de cafeteria no provocé
efectos en el tamafio de los biomodelos, ni restriccién del crecimiento fetal. Sin
embargo, se necesitan mas estudios tendientes a comprobar la funciéon de la
placenta en el paso adecuado de los nutrientes al feto.

12.4 Medidas de edad fetal: Longitud craneo rabadillay estadio de Theiler

Las medidas de la longitud craneo-rabadilla no mostraron diferencias significativas
entre los grupos. Estas mediciones son importantes para determinar el estadio de
desarrollo fetal. En un modelo experimental de diabetes inducida por
streptozotocina Kappen et al**® evaluaron los efectos del pellet Lab diet 5001 y
5015, comparado con un grupo control,en ratones de la cepa FVB en diferentes
estadios de desarrollo: E8.5, 9.5, 10.5, 12.5, 15.5 y 18.5. Encontraron una alta
correlacion de la longitud craneo-rabadilla en el estadio 10.5 tanto en el grupo
control como aquellos del grupo diabético, indicando que la longitud craneo-caudal
es adecuada para evaluar el tamafo total del embrion sin importar su estado
metabdlico. Sin embargo para estadios posteriores las diferencias se tornaron
significativas. Esto sugiere que para el modelo de obesidad materna tanto la
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longitud craneo rabadilla y el estadio de Theiler es adecuada en ambos grupos en
el estadio E16.5.

12.5 Medidas lineales fetales

Las medidas lineales fetales propuestas en este estudio, corresponden a medidas
de tejidos blandos craneofaciales fetales tomadas desde las vistas, lateral, coronal
y frontal, las cuales son de gran utilidad porque permiten describir y cuantificar de
manera rapida y sencilla, asimetrias poco evidentes a simple vista, sin embargo en
este estudio no se encontraron diferencias significativas en ninguna de las
medidas evaluadas para ambos grupos experimentales.

Los estudios reportados en la literatura sobre este tipo de medidas son escasos,
ya que muchos se limitan a hacer una descripcién visual de las asimetrias y/o
alteraciones. A continuacién se mencionan algunos estudios que resaltan la
importancia de la morfometria lineal para la toma de medidas craneofaciales en
biomodelos.

Gonzales y colaboradores 1% evaluaron los efectos de la exposicion temprana al
acido retinoico en fetos de rata Sprague Dawley en el estadio 22, tomando
medidas lineales de referencia sagitales y frontales, como por ejemplo: la longitud
maxilar, distancia entre los globos oculares, longitud antero-posterior de la cara,
longitud del maxilar, y longitud mandibular; encontraron que ninguno de los fetos
controles presentd malformaciones, y el 100% de los embriones tratados con
acido retinoico presentaron defectos craneofaciales, como fisuras faciales,
exoftalmos, malformaciones e insercion baja de los pabellones auriculares. El
analisis morfométrico revel6 un aumento de la distancia entre los poros nasales,
globos oculares y también una reducciéon de la distancia lateral del maxilar, y
mandibula.

Garcia y colaboradores 19, también evaluaron los cambios morfoldgicos, en fetos
de rata Wistar en estadio 21 expuestos a una mezcla de etilenglicol celosolve. En
este trabajo los autores determinaron el peso, longitud crdneo-rabadilla y tomaron
las medidas craneofaciales en el plano frontal: el diametro biparietal, distancia
intercantal. En el plano sagital midieron la longitud occipital-nasal y la longitud
mandibular. La distancia intercantal equivale a los puntos de referencia tomados
en este trabajo. Sin embargo, la longitud occipital-nasal, tomaron como punto de
referencia el cartilago nasal a diferencia de este estudio donde se tomoé el punto
nasion. De igual forma la distancia interparietal se tomd en el plano frontal,
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mientras que en el estudio se tomd en la vista coronal. Estos autores encontraron
anomalias atipicas en la morfologia craneofacial, lengua protruida, edema, signos
de retardo en el crecimiento, extremidades cortas, y la frecuencia y severidad
aumento en relacion directa con el aumento de concentraciones en la mezcla.

Las medidas lineales morfométricas craneofaciales en rata Wistar han sido
ampliamente estudiadas en desnutricion.®6-202 Oyhenart et al, Miller et al, Cesani
et al, Gonzales et al 19619719 han evidenciado el efecto de la desnutriciébn materna
y el desarrollo craneofacial en ratas Wistar, por medio de la implementacion de
radiografias laterales y dorsoventrales, y toma de medidas lineales del
neurocraneo y esplacnocraneo, demostrando su utilidad para evidenciar cambios
en las estructuras craneofaciales. Si bien en este estudio no se encontraron
diferencias entre las medidas evaluadas en los grupos experimentales, esto en
particular puede deberse al empleo de diferentes técnicas, ya que los los autores
citados evallan tejidos duros y este estudio se evalué tejidos blandos’’-83,

La morfometria geométrica es otra técnica que ha sido empleada para realizar
medidas craneofaciales en modelos experimentales. Esta técnica permite el
analisis de la forma y el tamafio, usando datos de mediciones que son
transformadas a datos resultantes que contienen informacion de la forma sola, y
pueden ser analizados usando analisis multivariable y la visualizaciéon de
herramientas que pueden localizar diferencias en la forma entre grupos2°3204,
Autores como Young et al 2%, Parsons et al 2%, Olasdottir et al 2°” han empleado
esta técnica con diferentes cepas de ratones para el estudio de la palatogénesis y
sindromes craneofaciales, demostrando que es una manera mas exacta de
evidenciar cambios en la morfometria facial, sin embargo su complejidad radica en
la dificultad para el establecimiento de puntos de referencia y la gran capacitacion
en la técnica que debe tener el evaluador.

La morfometria geométrica y lineal son técnicas complementarias que actualmente
son utilizadas en el campo de las ciencias biomédicas y de diagndstico
craneofacial.

12.6 Estadio de la palatogénesis

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que el estadio de la
palatogénesis mas frecuente en la rata Wistar E16.5 fue el de crecimiento vertical
para ambos grupos experimentales, seguido de elevacion horizontal, estadio
intermedio y por ultimo adhesion. Ninguno de los biomodelos evaluados presento
fusibn completa del paladar. Estos resultados difieren con los reportados por
Ferguson''4115  Este autor estudi®6 de manera detallada y descriptiva la
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palatogénesis en la rata Wistar, a nivel macroscépico, microscépico Yy
ultraestructural de E13 a E19, tomando el tapon vaginal como dia 0, en el presente
estudio equivale aldia 0,5. Segun este autor, la elevacion del paladar ocurre entre
el dia 16.5 y 16.9; estas edades serian equivalentes al dia 16 y 16.4 para nuestro
estudio. Es importante considerar la “edad de desarrollo”; para esta estimacion se
tienen en cuenta las caracteristicas morfologicas fetales externas, que fueron
determinados por el estadio de Theiler. En este estudio la mayoria de los fetos
estuvieron en estadio de Theiler 22. En el estudio de Zeiler et al 7, se tuvieron en
cuenta los criterios morfolégicos y el desarrollo del paladar y compararon su valor
en predecir las fases de desarrollo palatino con la edad cronolégica en la rata
Sprague-Dawley en los dias E15 a E17 %. La edad cronologica se determind
considerando el dia de apareo como “dia cero”. Estos autores emplearon el
método de medicion de la longitud de los dedos de las patas y la medicion
mandibular y maxilar, determinando que la edad cronolégica no es un buen
predictor del desarrollo del paladar, sélo la medida de las patas es util para la
prediccion cronologica de la palatogénesis, confirmado en el presente estudio
donde el estadio de Theiler 22 fue el mas frecuente y corresponde con un estadio
de crecimiento vertical en las crestas palatinas, tanto para el grupo control y
obeso, indicando que el estadio de la palatogénesis no se afectdé en el modelo de
obesidad materna inducida por dieta de cafeteria.

12.7 Obesidad materna y metaloproteinasas de matriz en la palatogénesis

La palatogénesis es un proceso complejo que involucra la remodelacion de la
matriz extracelular. Muchos estudios en modelos murinos han determinado la
expresion de estas proteasas en diferentes estadios de la palatogénesis.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran la expresion de MMP-2,
MMP-9 y TIMP-2 en las crestas palatinas de rata Wistar E16.5, por primera vez en
un modelo de obesidad inducida por dieta de cafeteria.

La participacion de MMPs y TIMPs en la palatogénesis de murinos ha sido
previamente reportada 2°:30.113.124,146-149208 ~ (\yer Anexo 17.14), sélo Morris et al,
Brown et al*’, de Oliveira®®, y Gkantidis et al''3, emplearon técnicas de
inmunohistoquimica y/o inmunofluorescencia para evaluar la expresion de MMPs y
TIMPs en la palatogénesis de murinos. Estos autores describieron las zonas de
expresion de MMPs y TIMPs de manera cualitativa sin emplear la técnica de
densitometria Optica.
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12.7.1 Expresion de MMP-2 en el paladar de rata Wistar E16.5 para el grupo
ctrol/Ob

Los resultados encontrados de la expresion de MMP-2 tanto en el grupo control
como en el obeso en el crecimiento vertical; demuestran que esta presente en la
region mesequimal nasal, maxilar y oral. En la region epitelial se encontr6 en el
citoplasma de células epiteliales y peridermicas. Estos resultados son similares a
los de Oliveira et al**® y Morris et al**’. Sin embargo, en el estudio de Morris et
al**” no se encontré expresion de MMP-2 en la regién epitelial.

En la elevacidon horizontal la inmunomarcacion mesenquimal aumento, siendo
mayor en la region maxilar, central, medial. Estos resultados son similares a los
reportados por Morris et al'*’ y de Oliveira et al'*°. Esto se asocia con la
diferenciacion celular del linaje osteoblastico.

Las MMPs pueden degradar o modificar las proteinas de membrana basal y otros
componentes de la MEC. Blavier et al*® , empleando la técnica de hibridacién in
situ observaron que la expresion del mensajero de la proteina MMP-2 se
encuentra restringida a las células mesenquimales.

Pratt et al en 1973, propusieron que en la palatogénesis en rata, hay una
acumulacion de glucosaminoglicanos (GAGS), principalmente el &cido hialurénico,
el cual consiste en moléculas cargadas electrostaticamente, capaces de unirse
mas de diez veces a su propio peso en agua y pocos cambios en su concentracion
resulta en cambios grandes de presion osmdética. El aumento de acido hialurénico
resulta en un aumento de contenido de agua de la matriz extracelular (MEC) y en
la turgencia de las crestas palatinas y en la produccion de una fuerza de
elevacion?09.210,

Singh et al en 1994, investigaron la composicion de GAG en las crestas palatinas
en rata en diferentes estadios de la palatogénesis %! y encontraron &cido
hialurénico, heparan sulfato, y condroitin 4-sulfato. También hubo un aumento
significativo en el porcentaje de acido hialuronico en la reorientacion y fusion
palatina.

La MMP2 es una enzima clave en el metabolismo de la MEC que, es
originalmente conocida por degradar gelatina, ademas hidrolisa el coladgeno tipo IV
(presente en las membranas basales), elastina, entactina, fibronectina, ademas de
moléculas de fibrilina, que son componentes principales de la matriz extracelular
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elastica de microfibrillas 22, Ademas, la MMP2 es capaz de unirse al colageno tipo
| nativo en los fragmentos N-terminal % y los fragmentos ¥ C-terminal, una
funcion tipica de las colagenasas. Se ha descrito que los colagenos mas
abundantes en los paladares de murinos son el tipo |, Ill, y V 223,

La MMP2 también regula el metabolismo de MEC mediante la interaccion con
moléculas de superficie celular como la integrina receptora de vitronectina avb3.
Una amplia distribucién de MMP2 y su interaccion con integrinas, la especificidad
al sustrato y los mecanismos peculiares de expresion y activacién, como su
habilidad de adherirse a las macromoléculas de matriz (via del dominio de
fibronectina tipo Il), sugiere que este proceso de activacion de MMP-2 latente
depende de la interaccion cooperativa entre un nimero de moléculas diferentes en
el ambiente pericelular. La interaccion permite que MMP-2 tenga un rol en la
regulacion de las interacciones célula-célula, célula-matriz, que probablemente
ocurren durante los cambios posicionales en las crestas palatinas durante la
palatogénesis?4

12.7.2 Correlaciones de MMP2 para los grupos Ctrol/Ob

En el presente estudio, se analizo la localizacion de MMP-2 en los paladares del
grupo control y obeso en el estadio E16.5. Los resultados muestran que las
correlaciones entre el grupo control vs obeso en la region mesequimal y epitelial
para la cresta derecha y cresta izquierda fueron altas para cada grupo; esto
sugiere que las concentraciones aumentan de manera proporcional en ambas
crestas.

Sin embargo las correlaciones entre la regibn mesequimal vs epitelial fueron
negativas para el grupo control y positivas para el grupo obeso; lo que quiere decir
qgue en el grupo control, la MMP-2 se comporta de forma independiente tanto en el
mesénquima y en el epitelio, mientras que en el grupo obeso se encontré que si
ésta enzima aumenta su expresion en el mesénquima, también lo hard en el
epitelio.

La expresion elevada de MMP/TIMP ha sido asociada con muchas enfermedades
del sistema nervioso central (SNC), enfermedad de Alzheimer, injuria cerebral
isquémica, infecciones del SNC y esclerosis multiple. Los niveles elevados de
proteinas de MMP/TIMP han sido usualmente interpredas con respecto a un
aumento en la actividad proteolitica de MMPs y asociado a patologias?!®. En
condiciones de obesidad se ha demostrado que los adipocitos humanos producen
y secretan MMP-2 y MMP-9, siendo estas enzimas reguladores clave de la
diferenciacién de adipocitos??®.
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Gkantidis y Col''® demostraron la actividad gelatinolitica en la elevaciéon del
paladar, especificamente en la membrana basal y el mesénquima adyacente en el
sitio exacto de la invaginacion epitelial. Evidenciaron que después de que se forma
la cavidad nasofaringea encima del paladar secundario, la actividad gelatinolica se
mantiene asociada con el margen lateral del pliegue epitelial y aumenta en la
elevacion. El aumento de la actividad gelatinolitica se asocia a una formacion de
invaginaciones epitelales. Ademas, la funcion de MMPs se ha asociado con una
motilidad celular epitelial o incluso apoptosis. Ademas la contribucién de la MMP2
en el epitelio indica una mayor degradacion de colageno tipo IV, un componente
principal de la membrana basal?’. Bulleit y Zommerman?'® reportaron inhibicion
de la reorientacion de las crestas palatinas por la remocion del epitelio oral en la
reorientacion del paladar secundario.

La correlacion entre la expresion de MMP-2 en las crestas palatinas y el estadio
de la palatogénesis, fue negativa, lo que quiere decir que el estadio de la
palatogénesis no es determinante para la expresion de esta MMP, esto es
corroborado por diferentes autores, donde demuestran la participacion de MMP-2
en toda la formacioén del paladar??3146.147,

12.7.3 Expresion de MMP-9 en el paladar de rata Wistar E16.5 para el grupo
ctrol/Ob

En el estadio de crecimiento vertical, la inmunomarcaciéon de MMP-9 fue leve en
todas las regiones del mesénquima en crecimiento vertical para el grupo control y
obeso, con una mayor expresion en la regién del mesénquima nasal, y maxilar,
aumentado en la membrana basal. También hubo una inmunomarcacion positiva
para todo el epitelio, a nivel citoplasmatico y en las células peridermicas.

En la elevacion de las crestas hubo una inmunomarcacion positiva mayor a nivel
del mesénquima central y maxilar. Estos resultados son similares a los
encontrados por Morris et al'*’, a diferencia que éstos, no encontraron
inmunomarcacion positiva de MMP-9 en la region epitelial. Por otro lado estudios
recientes con Zimografia in situ, Gkatidis et al''®, evaluaron la actividad
gelatinolitica de MMP-2, MMP-9, encontrando que ésta actividad aumenta en la
region epitelial previo a la fusion del paladar, ademas de otras regiones epiteliales,
como los pliegues nasofaringeos (estructuras evidentes cuando las crestas estan
elevadas), corroborando la presencia de las gelatinasas a nivel epitelial. Nuestros
resultados difieren con los hallados por de Oliveira et al'*°, ya que éstos no
encontraron expresion de MMP-9 en el estadio de crecimiento vertical, sin
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embargo en la elevacion los resultados son similares a los hallados en este
trabajo.

La poca expresion de MMP-9 en las crestas palatinas al inicio de la formacion del
paladar y la posterior expresion en estadios superiores, sugiere que células de la
membrana basal y células diferenciadas, como osteoblastos y osteoclastos en
sitios osteogénicos, son los responsables de la producciéon de esta MMP.149:219

12.7.4 Correlaciones de MMP9 para los grupos Ctrol/Ob

En la region mesenquimal la inmunomarcacion de MMP-9 para las crestas,
presentd una correlacion positiva para el grupo control; mientras que para el grupo
obeso la correlacion fue negativa; esto indica que para el grupo control cuando la
MMP-9 aumenta en una cresta, en la otra también; sin embargo para el grupo
obeso hay una expresion diferencial en cada una de las crestas. En la regién
epitelial hubo una correlacién positiva alta para ambas crestas en los dos grupos.

La correlacion negativa para las crestas palatinas en la region mesenquimal, en el
grupo obeso, sugiere que la dieta es un factor que influencia la reorganizacién del
mesénquima, esto puede estar relacionado con un retardo o diferencia en la
sincronia en la elevacion de las crestas, dado que segun lo reportado por los
diferentes autores, €stos no encontraron una expresion diferencial de MMP-9 entre
las crestas palatinas. Presentando esta metaloproteinasa una mayor participacion
una vez las crestas estan en posicion horizontal, lo que sugiere su importancia en
el remodelacién de la MEC y permitiendo el crecimiento de las crestas palatinas;
ya que es producida por células diferenciadas.

Finalmente se encontré una correlacion alta entre MMP-9 y el estadio de la
palatogénesis. Lo que indica que el estadio de la palatogénesis es determinante
para la expresion de esta proteina. Esto es confirmado por Oliveira y
colaboradores'#®, los cuales establecen que la MMP-9 se expresa en mayor
proporcién en el momento de la elevacion palatina, y esto se asocia a una mayor
diferenciacion de las células osteoblasticas productoras de matriz.

12.7.5 Expresion de TIMP-2 en el paladar de rata Wistar E16.5 para los
grupos Ctrol/Ob

En el estadio de crecimiento vertical, para ambos grupos Ctrol/Ob, el TIMP-2 se
expresdé en el mesénquima de las regiones maxilares y centrales, y en la
membrana basal epitelial igual a lo reportado previamente por Morris et al'#’. Sin
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embargo, estos autores no encontraron expresion de TIMP-2 en la region epitelial,
a diferencia de este estudio donde hubo expresion de TIMP-2 a nivel de las
células peridermicas y una mayor expresion en las células epiteliales planas
adyacentes al germen dental.

En la elevacién del paladar la expresion de TIMP-2 aumentd en la region
mesequimal maxilar asociado a sitios osteogénicos y en la region medial de las
crestas.

De manera interesante, en el grupo control la inmunomarcacién de TIMP-2 en la
region epitelial fue mas restringida para ciertas células epiteliales, en diferentes
regiones del gérmen dental, epitelio oral, medial y nasal. Sin embargo para el
grupo obeso la inmunomarcacion fue mas intensa en toda la region epitelial,
demarcada en el citoplasma de las células epiteliales.

12.7.6 Correlaciones de TIMP2 para los grupos Ctrol/Ob

Las correlaciones para la expresiéon de TIMP-2 en la regibn mesequimal fueron
positivas altas para ambos grupos, lo que indica que si en una cresta aumenta en
la otra también lo hara.

Sin embargo, en la regién epitelial la correlaciéon fue negativa para el grupo control,
lo que indica que la expresion de TIMP-2 en el epitelio es independiente en cada
cresta, y para el grupo obeso la correlacion fue positiva alta lo que indica que si en
la cresta derecha aumenta en la izquierda también lo hara.

Los resultados de las correlaciones entre las regiones mesenquimal vs epitelial
para TIMP-2 son negativas para el grupo control, lo que indica que el marcador se
comporta de manera independiente en cada zona. Sin embargo, para el grupo
obeso la correlacion fue positiva alta, lo que indica que este marcador aumenta en
ambas regiones (epitelial y mesenquimal).

Mecanismos normales de equilibrio biolégico generan la produccién de TIMPs,
que buscan regular la actividad proteolitica de las MMPs. Posiblemente el
aumento en la expresiéon de TIMP-2 en el epitelio del grupo obeso sugiere el
probable rol protector desarrollado por los TIMPs que permite controlar la
degeneracion de la membrana basal epitelial?%°.

El TIMP-2 en el dominio C-terminal puede interactuar independiente de MMP, y el
dominio N-terminal es involucrado directamente con MMP y es responsable de la
inhibicion de la actividad catalitica de las MMPs. Estudios recientes han mostrado
que el TIMP-2 se une con la a3B1 integrina por medio del dominio C-terminal®?! ,

121



pero esta interaccién se ha encontrado que detiene el crecimiento celular.???. La
a3Blse es un receptor que intectua con ligandos como el colageno, fibronectina y
laminina 1 y 5. Esta integrina a3B1 es expresada en una variedad de células tipo
epitelial y su expresion es estimulada o correlacionada con la progresion en
muchos tipos de cancer, incluyendo el carcinoma escamocelular??®. Algunas de las
funciones de a3B1 en células transformadas o inmortalizadas son atribuibles a la
habilidad de a3B1l de regular genes que estimulan la expresion de MMP-9 y
ciclooxigenasa??®. Esto sugiere que sobre-expresion de TIMP-2 en el epitelio del
grupo obeso, podria inhibir la degradacion epitelial.

Feldman et al encontraron que una sobreexpresion de TIMP-2 en las células
cancerigenas de colon inhiben el crecimiento tumoral y la angiogénesis in vivo-
Ademas, TIMP-2 mejora la expresion de RECK (the reversion inducing cysteine
rich protein with Kazal motif), una proteina de membrana con actividad inhibitoria
para MMP-2, 9y 14 2?4, El aumento de RECK puede diminuir la expresién de MMP
y llevar a una diminucion de la migracion celular.

Nieuwesteeg y colaboradores investigaron el papel de los dominios C- y N-
terminal para TIMP-2 en embriones de Xenopus laevis, encontrando que una
sobreexpresion de TIMP-2 con dominios N-C terminal resultan en severos
defectos del desarrollo y muerte, y cambios en la expresion de MMP-2 y -9
indicando que los dominos individuales pueden regular MMPs mediante diferentes
mecanismos. 22°

En cuanto a la expresion de TIMP-2 y el estadio de la palatogénesis, las
correlaciones fueron negativas para ambas crestas, lo que indica que el estadio de
la palatogénesis no es determinante para la expresion de TIMP-2, esto es
corroborado por diferentes autores, donde se evidencia la participacién de este
inhibidor en estadios diferentes!4’.

12.8 Regulacion de micronutrientes en la expresion de MMPs/TIMPs

Este trabajo evidencié que una dieta rica en carbohidratos y lipidos y pobre en
micronutrientes tiene una repercusion directa en la descendencia; provocando un
desbalance en la expresion de MMPs/TIMPs en el paladar; demostrando una
expresion diferencial de MMP-9 en el mesénquima palatino en el grupo obeso,
ademas una correlacion positiva de MMP-2 y TIMP-2 en la region epitelial y
mesequimal para el grupo obeso. Estos resultados pueden ser explicados por
variaciones epigenéticas producto de la dieta de cafeteria; ya que los
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componentes dietéticos (como los aminoacidos, dieta alta en grasa o alta en
glucosa, vitaminas, factores bioactivos) pueden afectar la funcion del genomay la
expresion genética in utero y durante la vida temprana??®. La epigenética se define
como la herencia de la informacioén basada a nivel de la expresion de genes mas
que en la secuencia misma del gen. Este cddigo epigenético incluye: el cédigo de
metilacién del ADN; el cédigo histénico (metilacion, acetilacion y fosforilacién de
histonas) y el cédigo corregulador. La evidencia soporta como los nutrientes
modifican el patron de metilacion del ADN, a gran escala o en locus
especificos??7228,

En los mamiferos, la embriogénesis temprana es el periodo mas critico para el
establecimiento del epigenoma. Alguna alteracion en estos programas en el
tiempo puede ser irreversibles y pueden conllevar a una desregulacion de la
expresion genética??®2%°, Las alteraciones medioambientales como la nutricion
pueden conllevar a marcas epigenéticas, que unas vez establecidas, se mantienen
estables en el tiempo?3L. Algunos autores han reportado que la dieta materna alta
en grasas puede alterar la metilacion del ADN y la expresion genética en la
descendencia; como es el caso de los cambios de metilacion y expresion de los
opioides y la dopamina de genes relacionados en el cerebro de la descendencia,
metilaciébn reducida y aumento de la expresion del inhibidor de quinasa
dependiente de ciclina-12 (Cdknla) durante el desarrollo neonatal del higado?32,
Ademas, estudios recientes han evidenciado que la dieta alta en grasa en el
embarazo y la lactancia induce a una hipermetilacion del ADN, incluyendo genes
implicados en el metabolismo de acidos grasos y colesterol?32.

Por tal motivo, es de gran importancia para futuros estudios investigar los cambios
epigenéticos inducidos por dieta de cafeteria en genes implicados en el desarrollo
palatino, ya que hay suficiente evidencia que soporta que el estado nutricional en
el embarazo puede inducir alteraciones permanentes en la expresién genética,
mediante modificaciones epigenéticas.

Esta investigacion, permitié un mayor entendimiento de la influencia de los habitos
nutricionales de la madre en el desarrollo palatino, evidenciando un desbalance en
la expresion de MMPs/TIMPs en el epitelio y mesénquima, demostrando que la
dieta de cafeteria es un modelo apropiado para el estudio de la obesidad y sus
efectos en el desarrollo embriofetal. La continuidad de este estudio se encuentra
encaminada a seguir evaluando los cambios en MMPs/TIMPs en humanos; dado
éstos son escasos Yy se han relacionado con polimorfismos en diversas
metaloproteinasas asociados a la presencia de labio y paladar fisurado no
sindrémico.
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13. CONCLUSIONES

e EIl acido fdlico, zinc y acido retinoico son micronutrientes, los cuales a
diferentes concentraciones van a ser criticos para la formacion del paladar y
el cierre del tubo neural. La dieta de cafeteria, es alta en macronutrientes;
lipidos y carbohidratos y pobre en micronutrientes. Se estima que estas
alteraciones en la dieta generen cambios epigenéticos en la regulacion de
las MMPs y TIMPs los cuales juegan un papel fundamental en la
remodelacion de la matriz extracelular y la formacion completa del paladar.

e Las medidas lineales craneofaciales de tejidos blandos son una técnica
sencilla, rapida y reproducible que pueden ser implementadas para el
estudio de biomodelos en diferentes estadios de desarrollo, y se
correlacionan ampliamente con las que se utilizan en las areas clinicas para
el diagnéstico de alteraciones craneofaciales. La obesidad materna no
produjo cambios en las estructuras craneofaciales evaluadas, sin embargo,
se encontraron alteraciones bioquimicas en los tejidos impliados en la
formacion del paladar.

e La dieta de cafeteria produjo cambios en el patron de expresion de MMP-9
en el mesénquima de las crestas palatinas del grupo obeso, lo cual se
puede asociar a una alteracion en la sincronia de elevacion de las crestas
palatinas.

e El estadio de la palatogénesis es un factor determinante para la mayor
expresion de MMP-9, lo que indica que esta MMP aumenta con la
diferenciacion celular.

e La MMP-2 y TIMP-2 aumentaron su expresion en la regidén epitelial y

mesenquimal del paladar en el grupo obeso, lo que sugiere un desbalance
en el equilibrio MMP/TIMP en la palatogénesis.
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14. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda para futuras investigaciones, la incorporacién de estadios
fetales posteriores para el estudio de MMP-2, MMP-9 y TIMP- 2 en los
procesos de elevacién, adhesion y cierre del paladar.

2. Complementar el estudio con técnicas de biologia molecular que permitan
evaluar la expresion del ARN mensajero de las proteinas evaluadas, asi
como también la evaluacion de la actividad genatinolitica en el desarrollo
palatino.

3. Proyectar futuras investigaciones que permitan abordar los cambios
epigenéticos en la descendencia provocados por la dieta de cafeteria.
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17.ANEXOS
Procedimientos operacionales estandar (POESs)

17.1 POE para preparacion de soluciones

Preparacion de soluciones fijadoras
para conservaciéon de las cabezas de

Universidad

del Valle rata Wistar E16.5

Departamento
de Morfologia

Unidad de
Histologia

SELLO SECO

REVISADO POR:
Maria Carolina Pustovrh, PhD
Liliana Salazar. Msc.

Fecha de creacion

dd mm aa

APROBADO POR;
Maria Carolina Pustovrh, PhD
Liliana Salazar. Msc.

Fecha de
Aprobacién

dd mm aa

REALIZADO POR:
Estefania Cuéllar Rivas

Fecha de
Realizacién

dd mm aa

Materiales Elementos de proteccién
e Pinza con garra e Guantes desechables
¢ Vasija de vidrio e Tapaboca
e Bandeja metalica e Gorro
e Tarros para el almacenamiento de e Bata

la muestra debidamente rotulados
e Cinta de enmascarar
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Reactivos Equipos

1. PLP paraformaldehido 1. Camara extractora (FEX
2. Alcohol al 70% 120)
3. Soluciéon A
4. Solucién B 2. Rotador
5. ETDA+PB 0.1MPh 7.0 3. Balanza Analitica
6. NaOH(Calibrar pH)
7. Acido clorhidrico (Calibrar 4. Plancha
pH)
8. Sucrosa al 30% mas PB pH S pH-metro
7.4

El proceso de fijacion es un método que se refiere al tratamiento del tejido con
varias finalidades:

1. Conservar los tejidos de forma que muestren el mayor parecido posible a su
estado in vivo.

2. Aumentar la dureza del tejido para facilitar la preparacion de finas peliculas
de éste.

3. Destruir bacterias y gérmenes que pudieran encontrarse en ellos.

4. Interrumpir los procesos celulares dinamicos que ocurren a la muerte de la
célula.

Existen diferentes forma de fijar los tejidos, dependiendo del tipo de fijador, de la
estructura a fijar y lo que se quiere observar. Uno de los métodos mas eficientes
para fijar es por medio de fijjadores quimicos, se utilizan soluciones acuosas
compuestas por moléculas fijadoras que establecen puentes entre las moléculas
celulares, manteniéndolas en sus lugares originales e impidiendo su degradacion.
Existen dos métodos de fijacién quimica:

Inmersién: Las piezas de tejido se sumergen en solucion fijadora, dependiendo
dela velocidad de penetracion del fijador, el volumen recomendado debe ser
20veces superior al de la pieza.
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Perfusion: es el método de mayor utilizacion en animales de experimentacion, ya
que el liquido filador como el PLP (Periodato-Lisina-Paraformaldehido), es
inyectado en el sistema circulatorio del espécimen, por lo tanto, fija los 6rganosde
adentro hacia fuera,lo que da excelentes resultados cuando la técnica es realizada
con éxito.

1. Procedimiento

1.1Preparacion de los reactivos

El PLP se prepara con antelacién al procedimiento y se realiza con los reactivos
mostrados en la tabla 1.

Tabla 1. Composicion de la solucién fijadora PLP

Reactivo Para470 Para235c.c. Para 117,5 Para 94
c.c. c.c. c.c.
Agua destilada 235 c.c. 117,5c.c. 58,75 c.c. 47 c.c.
Paraformaldehido 10g 5¢ 2549 29
Buffer fosfato 0,2 M 235 c.c. 117,5c.c. 58,75 c.c. 47 c.c.
Peryodato 1,079 0,535¢g 0,2675¢g 0,214 g
Lysina 6,850 3,425 ¢ 1,7125¢g 1,379
NaOH 1Normal G O T A A G O T A

Calentar agua destilada a 58°C.

Agregar lentamente el paraformaldehido (realizar en cabina, libera vapores
peligrosos). La sustancia obtenida es de apariencia lechosa.

3. Realizando agitacién y a 58 °C, aclarar gota a gota con NaOH (1 normal,
preferiblemente menos de 6 gotas) hasta que la solucion obtenga apariencia
cristalina.

Tapar recipiente contenedor con aluminio y dejar enfriar en nevera verificando
gue alcance la temperatura ambiente.

Una vez frio, se agrega el buffer fosfato 0,2 molar.

Posteriormente agregar el peryodato y finalmente la lisina.

Filtrar la solucion

Medir que el pH final se encuentre entre 7.2y 7.4.

Guardar en Nevera a 4°C preferiblemente enfraccionesde 350 ml a 400 ml,
cantidad estimada para realizar la perfusion en ratas (250ml — 300ml para
ratones o cualquier otro tejido de interés)

N =

e

©oo~No O
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NOTA:

e Muy importante es definir el pH de la solucion de fijaciondependiendo del
pH 6ptimo del anticuerpo. Tener preparadas soluciones de NaOH y HCI al
0,IMy 1M.

¢ Al momento deperfundir o a sumergir el tejido, la solucion fijadora PLP debe
estar a temperatura ambiente.

1.2 Preparacion del lugar de trabajo
Se trabaja en campana extractora para evitar inhalar vapores de los diferentes

reactivos a utilizar. Se deben tener listos los materiales que se necesitaran para
todo el procedimiento.

Alcohol etilico al 70%

Es un liquido transparente inflamable, muy volatil y de olor agradable. En el
comercio se puede encontrar puro (llamado absoluto o de 100°), o desnaturalizado
diluido al 90 o 70%.

Preparacion: Como fijador unico tomar 70-90 ml de alcohol y llevar hasta 100 ml
de agua destilada.

Preserva el glucogeno y la actividad de ciertas enzimas tisulares, fija los
pigmentos y se emplea en las extensiones citoldgicas. Por alterar escasamente la
estructura antigénica de los tejidos, es un buen fijador para inmunohistoquimica.

Preparacion de alcohol 70%

Existe una tabla de diluciones de alcohol en la que se detalla que para obtener
alcohol al 70° partiendo del 96° se debe agregar 40,85 cc (cc=ml) de agua
destilada a 100 cc de alcohol 96°.
e Para preparar alcohol al 70° a partir de alcohol 96° se utiliza la férmula:
e El alcohol de 96° es de 96% de concentracién por volumen
e A 70 ml del alcohol al 96% se le afiaden 26 ml de agua destilada
e Con esto el volumen final serd 96 ml en los cuales estan diluidos 0.96X70
ml=67.2 ml de alcohol puro en un volumen final de 96 ml, esto corresponde
a 67.3/96X100 = 70% de concentracion.

2. Técnica

Una vez obtenida las muestras de cabezas rata Wistar en estadio E16 y P2, seran
fijadas en PLP en 24 y 48 horas respectivamente. Se realizara la diseccion
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adecuada de esta cabeza y se fijaranen alcohol al 70%. A las muestras de P2 se
les realizara decalcificacion con ETDA.

Preparacion de Buffer fosfato (PB)

-Solucion A

Fosfato de sodio monobasico (NaH2P04)13.8 gr /500 ml de agua destilada
-Solucion B

Fosfato de sodio dibasico anhidro se diluyen 14,2 gr/500 ml de agua destilada
-Solucién A 100 ml solucion B 400 ml. Para un total de 500 ml de PB al 0.2 M.
-Para que quede al 0.1 M se agregan 500 ml de agua destilada

A B pH A B PH
93.5 6.5 5.7 45.0 55.0 6.9
92.0 8.0 5.8 39.0 61.0 7.0
90.0 10.0 5.9 33.0 67.0 7.1
87.7 12.3 6.0 28.0 72.0 7.2
85.0 15.0 6.1 23.0 77.0 7.3
81.5 18.5 6.2 19.0 81.0 7.4
77.5 22.5 6.3 16.0 84.0 7.5
73.5 26.5 6.4 13.0 87.0 7.6
68.5 31.5 6.5 10.5 90.5 7.7
62.5 37.5 6.6 8.5 91.5 7.8
56.5 43.5 6.7 7.0 93.0 7.9
51.0 49.0 6.8 5.3 94.7 8.0

Preparacion de Buffer Fosfato Salino (PBS)

Por cada 100ml de PB se le agrega 0,89 de Cloruro de Sodio
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Preparacion de Buffer de Bloqueo

Preparacion de Buffer Fosfato Salino (PBS) mas Tween 20.
Por cada 200 ml se le agrega 0.1% de Tween

199,9 ml mas 0,1ml de Tween

Preparacion NaOH al 10%

4 gr de Na OH para preparar 10cc de solucion 10N.
4 gr de Na OH en 10 ml de H20 destilada, no tapar mientras disuelve las lentejas,
Se usa para adicionar al PLP para corregir el PH y agregar el PBS 0.2 M.

Preparacion acido clorhidrico

Un 1 N, o 1 normal de solucion de HCI es, por lo tanto, lo mismo que un 1 M, 01
molar de solucion. Esto significa que la solucion contiene 1 mol de HCI por litro de
solucion, o aproximadamente 35 gramos de HCI por litro.

Bibliografia
1. Montalvo C. Técnica histologica. Unam 2010. Disponible en:
http://www.facmed.unam.mx/deptos/biocetis/PDF/Portal%20de%20Recurso
s%20en%20Linea/Apuntes/3_tecnica_histologica.pdf

2. Winkler. Ficha de seguridad quimica: Formaldehido al 37%. Disponible en:
www. WinklerLtda.com

3. Laboratorio de Anatomia Patolégica. Raimundo Garcia del Moral.
Interamericana — McGraw-Hill

4. Garcia, P., Pombal, D., Megias M. 2010. Atlas de Histologia Vegetal
y Animal. Facultad de Biologia. Departamento de Biologia Funcional y
Ciencias de la Salud. Universidad de Vigo. Pp. 9
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17.2 POE para determinacion del ciclo estral
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1. Introduccidén

La determinacion del ciclo estral es util para la seleccion de la hembra que esta
lista para aparearse. El ciclo estral en murinos se puede dividir en 4 fases
(proestro, estro, metaestro y diestro) y se repite cada 4 a 5 dias, a menos de que
se interrumpa por un embarazo o pseudoembarazo.

Los cambios que ocurren en el ciclo estral son evidentes en la fisiologia y
anatomia del animal. Estos cambios se pueden determinar mediante la citologia
vaginal, la medida de impedancia eléctrica, y andlisis bioguimicos de orina, y
observacién visual de los genitales externos.

155




La evaluacion de las células vaginales mediante citologia, es aceptado como el
método mas acertado para identificar los cuatro estadios del ciclo estral.

Con el método de evaluacion visual no hay riesgo de pseudoprefiez o dafio al
epitelio vaginal, pero requiere practica para adquirir la experticia necesaria..

Las hembras murinos que se identifican en proestro o estro son mas receptivas a
los machos, facilitando el acoplamiento y la prefiez del animal.

La evaluacién por citologia se basa en determinar los grupos celulares presentes y
a partir de la comparacion con un estandar ( figura 1), llegar a establecer un
diagnostico de la fase del ciclo en que se encuentra el animal.

a

SNy1s30%

Leukocytes
Nucleated Epithelial Cells
Cornified Epithelial Cells

Figura 1. Identificacion de la fase del ciclo estral como herramienta. Se evidencia
la representacion de los tipos celulares y la proporcion relativa de cada tipo celular
presente

Fuente: Byers SL, Wiles MV, Dunn SL, Taft RA (2012) Mouse Estrous Cycle
Identification Tool and Images. PLoS ONE 7(4): e35538. do0i:10.1371/
journal.pone.0035538

2. DETERMINACION DEL CICLO ESTRAL
2.1 Método visual

Para evaluar la fase del ciclo estral por observacién visual cada ratén se debe
sostener por la cola con sus extremidades descansando en la jaula. La abertura
vaginal de cada hembra se evalta con los criterios descritos por Champlin, et al.
Se toma una imagen digital de cada animal. Es necesario evaluar a los animales
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en la misma area con respecto a la luz del cuarto, la mesa de trabajo debe de
tener disponible suficiente luz. La fuente de luz es importante de considerar
porque puede cambiar la percepcion del color vaginal de los tejidos y puede
dificultar la evaluacion. Se pueden usar luces portatiles. Se deben evitar luces
LED porque tienen una tonalidad purpura que hace dificil la deteccion visual.

La evaluacion de los tejidos permitira determinar la etapa del ciclo estral presente (
Figura 2).

La abertura vaginal en proestro se caracteriza por tejido inflamado, humedo, y
téjido rosa. La abertura es amplia y hay arrugas o estriaciones en los bordes
dorsales y ventrales.

Estro la entrada vaginal se vuelve menos rosada, menos humeda e inflamada

Metaestro se caracteriza por una abertura vaginal que no esta totalmente amplia ,
no inflamada y pueden verse escombros celulares blancos

Diestro la abertura vaginal es pequefa y cerrada sin hinchazon

B &
3 ,
y
e

Figura 2. Se observan los cuatro estadios del ciclo estral en raton. Proestro (A),
Estro(B), Metaestro (C), diestro (D). Fuente: Byers SL, Wiles MV, Dunn SL, Taft
RA (2012) Mouse Estrous Cycle Identification Tool and Images. PLoS ONE 7(4):
€35538. do0i:10.1371/ journal.pone.0035538
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2.2 Método de citologia vaginal
2.2.1 Con Hisopo

Se utiliza un hisopo con punta de algodén para recoger las células. EI hisopo se
inserta en la vagina del ratbn y se mueve suavemente contra la pared vaginal,
luego se remueve, y se transfieren las células a un portaobjeto, se seca y se tifie
con aproximadamente 400uL de colorante por 45 segundos.

La fase del ciclo estral se determina basado en la presencia o ausencia de
leucocitos, células epiteliales cornificadas, y células epiteliales nucleadas. (Figura
3)

1. Proestro: Dura aproximadamente 12 horas, en esta etapa en la vagina se
produce un engrosamiento epitelial. Cuando la hembra esta en esta fase, la
mayoria de las células son nucleadas y algunas células cornificadas estan
presentes. Algunos leucocitos pueden estar presentes si la hembra estq en
proestro temprano. Los ovarios estan en plena produccion folicular. El dimetro de
la luz uterina es de 5 mm.

2. Estro: Dura de 9-15 horas, en el epitelio vaginal la mayoria de células
cornificadas estan presentes y muy pocas células epiteliales. Los estrogenos
circulantes provocan cambios en el Utero y aparece el deseo de apareamiento,
aumenta la produccion de FSH y LH en los dos dias siguientes. El estro se
caracteriza por cambios conductuales en el animal, se ve que la rata corre mas
gue de costumbre, sacude las orejas y en presencia de otra rata presenta lordosis.
La ovulacion ocurre 8-11 horas después de la aparicion del estro.

3. Metaestro: Si no hay interrupcion por embarazo o pseudoembarazo el
metaestro empezara. Se divide en 2 etapas. El metaestro | que dura 15 horas, se
produce el pico del LH y la consecuente ovulacion multiple y espontanea, este pico
esta relacionado con las horas de luz que recibe el animal, si recibe 12 horas de
luz al dia y una temperatura ambiente de 20 a 22 °C se vera favorecida la funcion
reproductiva. El poco de LH determina el final de la produccion de estrogenos y
comienzo de la producciébn de progesterona por los cuerpos luteos, la
progesterona determinard el comportamiento materno de la rata. EI metaestro Il
dura 6 horas, en esta etapa la vagina se ve hiumeda y los Ovulos liberados se
encuentran en el oviducto. En esta fase se inicia la regresion del epitelio vaginal,
las células cornificadas se degeneran. El cuerpo luteo se forma pero falla para
luteinizarse completamente debido a la ausencia de progesterona. El
revestimiento uterino empezara a mudar y evidencia de esto es la presencia de
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células cornificadas y de leucocitos presentes. Algunas células epiteliales
nucleadas pueden estar presentes en el metaestro tardio.

4. Diestro: es el estadio mas largo durando mas de dos dias. El diametro de la luz
uterina es de 2.5 mm, los cuerpos lateos producen abundante progesterona que
desbloquea la produccion de FSH y LH, esto inicia nuevamente el ciclo con el
desarrollo de nuevos foliculos. Hay presencia de leucocitos polimorfonucleares, y
algunas células epiteliales durante el diestro tardio. Los leucocitos pueden
permanecer como el tipo celular predominante.

2,2.2 Mediante lavado

En este método se introduce una micropipeta y se depositan suavemente 100
microlitros ( aproximadamente 3 gotas) de suero fisiolégico en la vagina, luego se
recuperan y depositan sobre un porta objeto, las células pueden ser estudiadas en
fresco 0 mediante tincion de Papanicolaou para realizar la caracterizacion
respectiva.

Para llegar al diagnostico de la fase del ciclo estral presente se recurre a la
tipificacién celular del ciclo estral descritas en el punto anterior, ( Figura 3).
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Figura 3: Citologia vaginal representando las fases del ciclo estral. Los tres tipos
celulares identificados: Leucocitos (circulos), células cornificadas (flechas negras),
células epiteliales nucleadas (flecha blanca). Fases del ciclo estral: Proestro (A),
estro (B), metaestro (C), diestro (D). Fuente: Byers SL, Wiles MV, Dunn SL, Taft
RA (2012) Mouse Estrous Cycle Identification Tool and Images. PLoS ONE 7(4):
€35538. doi:10.1371/ journal.pone.0035538

3. Aplicacion

Una vez identificado la fase del ciclo estral en el que se encuentra la hembra, si
esta se encuentra en proestro, es un animal viable para aparearse con el macho,
ya que en esta fase del ciclo la hembra es receptiva, puesto que esta ovulando. Al
dia siguiente por medio del método visual se verifica la presencia de tapon vaginal.
De igual forma se puede confirmar con la citologia vaginal la presencia de
espermatozoides en el extendido.

Referencias bibliograficas

1. Byers SL, Wiles MV, Dunn SL, Taft RA (2012) Mouse Estrous Cycle
Identification Tool and Images. PLoS ONE 7(4): e35538. doi:10.1371/
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2. MARCONDES, F, et al, Determination of the estrous cycle phases of rats: some
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17.3 POE eutanasiay diseccién de fetos de rata Wistar E16.5

R Protocolo de eutanasia y dis_eccic')n
del Valle de fetos de rata Wistar estadio E16.5

Departamento
de Morfologia

Unidad de
Histologia

SELLO SECO

REVISADO POR:
Maria Carolina Pustovrh, PhD
Liliana Salazar. Msc.

Fecha de creacion

dd mm aa

APROBADO POR:
Maria Carolina Pustovrh, PhD
Liliana Salazar. Msc.

Fecha de
Aprobacion

dd mm aa

REALIZADO POR;
Estefania Cuéllar Rivas

Fecha de
Realizacion

dd mm aa

Elementos de proteccion

Bata de laboratorio manga larga, antifluidos
Gorro
Guantes
e Tapabocas
Farmacos/Reactivos

Isofluorano

Alcohol al 70%
Fijador PLP
Solucion fisiologica
Nitrégeno liquido
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Isopentano

Materiales e instrumental

Pinzas con garra (2)

Pinzas sin garra (2)

Pinzas de kelly (2)

Tijeras (2)

Cuchillas (2)

Instrumental de microcirugia
Recipientes metélicos

Papel para forrar

Cinta

Frascos para almacenar los embriones (15)
Placa de Petri (2)

Marcador indeleble

Regla

Papel milimetrado (4 hojas)
Cartulina negra (2)

Pipetas (2)

Servilletas

Superficie de corcho
Alfileres

Equipos

Cémara digital
Estereomicroscopio
Lampara de luz
Caliper digital
Balanza digital
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1. Los biomodelos de 16.5 dias de prefiez fueron colocados en una caja acrilica
realiz6 la eutanasia con isofluorano al 100% (ISOFLUORANO USP®-BAXTER)
impregnado en una mota de algodon, y se esperé alrededor de 15 minutos hasta
observar que el biomodelo tuviera alterada su motricidad, cambio de color de sus
pupilas (de rojas a rojas a negras) y haya quedado completamente inmovil sin
signos vitales (Fig. 1-3).

2. Posteriormente se realizd la diseccion y obtencion de los embriones. Se
situaron los biomodelos en una superficie limpia, se desinfecto la zona abdominal
con alcohol al 70%. Se verifica nuevamente que el animal no tenga signos vitales,
tocando sus extremidades y cerciorarse que no haya reflejos ante los estimulos.
Se puede realizar una ligera puncion con tijeras o cuchilla en el abdomen.
Posteriormente, con una pinza con garra se estira la piel del abdomen como se
muestra en la figura 5. Se realiza una incision en la linea del diafragma con una
tijera y se cortan los musculos abdominales para tener acceso a esta region (Fig
8)

Facultad de Salud

BIOTERIO
RIESGO BIOLOGICO
AREA RESTRINGIDA

L] Fig. No 1
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3. En el abdomen los ovarios se localizan cerca a los rifiones laterales al misculo
psoas, embebidos en grasa. En el animal adulto los ovarios aparecen como
masas de foliculos a continuacion del Utero bicérneo. Una vez localizado el utero,
se procede a realizar la diseccion de éste junto con los embriones para su
posterior remocion y fijacion individual.(Fig. 9 y 10).

Figura 8 (ke ;_:",f'-:_: - Figura9

Figura 10/

4. Una vez se empiecen a tomar los embriones, se les asigna un cédigo (No 1, 2,
3, 4...) seguido del codigo de la madre.

5. Se continda con la toma de imagenes fotograficas con la camara digital. En este
paso se coloca el feto en una placa de petri y debajo se coloca un papel
milimetrado como referencia. Una vez se tome la medida se toman imagenes en
posicién frontal, lateral derecha e izquierda y vista superior de la cabeza.

6. Cada embrién se colocaran en sus respectivos frascos roturados debidamente:
fecha, codigo del biomodelo, agente fijador, especie.
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17.4 POE toma de imagenes estereomicroscopio

Universidad
del Valle

Protocolo toma de imagenes en el
Departamento | estereomicroscopio de fetos de rata
de Morfologia | wistar en estadio E16.5

Unidad de
Histologia

SELLO SECO
REVISADO POR: Fecha de creacion
Maria Carolina Pustovrh, PhD
Liliana Salazar. Msc. dd mm aa
APROBADO POR: Fecha de
Maria Carolina Pustovrh, PhD Aprobacién

Liliana Salazar. Msc.
dd mm aa

REALIZADO POR: Fecha de
Estefania Cuéllar Rivas Realizacion

dd mm aa

Materiales e instrumental requerido

- Esteromicroscopio MEIJI Techno con cadmara Infinity 1

- Computador portatil con el Software INFINITY ANALIZE LUMENERA
CORPORATION

- Placa de Petri

- Chupa de plastico

- Cartulina negra

- Solucion fisiolégica

- Papel milimetrado

- CD/ROM
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Procedimiento:

1. Para la toma de imagenes es necesario que todos los embriones estén en
solucion fisiologica y estén almacenados en caja de icopor con hielo en su interior,

cada uno identificado en su Petri con su respectivo numero.

2. Acto seguido se prenden

los equipos

respectivos: estereomicroscopio,

computador portatil con el programa INFINITY ANALIZE instalado.

3. La toma de imagenes debe realizarse en cuarto oscuro, luz apagada

4. La luz se proyecta desde arriba, con una cartulina negra como fondo. Es
necesario ubicar al embrion en posicion de decubito lateral (derecho e izquierdo) y

tener como referencia al lado derecho del embrion papel milimetrado.

5. Los parametros generales para la toma de imagenes son los siguientes

(algunos se pueden modificar para efectos practicos p.ej exposicion de luz)

Camera Control

* Capture Options Light Source
Bxposure (ms) Averaging 1=
= A1 B2 ©4 @8 © Fuorescent
U \,,S - \)I' ) Q) ® Daylight
T ubsampling =
0 16.97 500 21 02 ©3 @4 L:) Incandescent
- = © Xenon
Average Intensity [0..255] To N i @ Halogen
O T Fle @) FeldGroup ) Both © Other
Darker 102 Brighter L:\Software\aNALYZE - SI¢ E] Camera Control Extended
[C] Continuous Auto Exposure Capture full field of view Saturation .
: Preview captured image J
Gain [ Verify file name on capture 0 e 5
’—‘O‘— [[] Auto incremert file name: -
arooe [T Capture 16-bit file format Hue
1 1.46875 3875 [] Use atemate exposure O
G
ammao g o | m9 2000 180 75 180
Brightness
0.01 1 5 Time Lapse U
["] Enable camera cooling Interval (3] 1 100 -29 100
Duration (s] 10 Abort Contrast
I
V)
100 -36 100

6. El almacenamiento de las imagenes se realiza creando una carpeta con el
cédigo del biomodelo, el estadio, el grupo al que pertenece
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7. El almacenamiento de los archivos se realiza en formato JPG, si es de
preferencia PNG

8. El nombre de los archivos corresponde con los siguientes:

EMBRION RW (Rata Grupo (O/C) Estadio Cadigo Aumento  Posicion
Wistar) Obeso/control del 10x, 20x,  del
embrion  25x etc embrion
(lateral
derechao
lateral
izquierda

Recomendacidon: una vez se toman las respectivas fotos de un biomodelo se
entrega al encargado de la diseccidn; tanto de corazén como de cabezay el
biomodelo debe permanecer en solucidn fisioldgica.

9. Una vez se termine la toma de imagenes se guardan las imagenes en memoria
USB, preferiblemente CD/RW.

10. Los equipos deben ser apagados. El sitio debe quedar limpio, y se diligencia el
formato de uso de equipos indicando el nombre de la persona que utiliz6 el
esteromicroscopio, el tiempo de uso y la firma.
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17.5 POE Diseccién de cabeza fetal

Universidad
del Valle
Morfologia

Unidad de
Histologia

Protocolo de disecciéon de la cabeza
Departamento de | fetal de rata Wistar estadio E16.5

SELLO SECO

REVISADO POR:
Maria Carolina Pustovrh, PhD
Liliana Salazar. Msc.

Fecha de creaciéon

dd mm aa

APROBADO POR;
Maria Carolina Pustovrh, PhD
Liliana Salazar. Msc.

Fecha de
Aprobacién

dd mm aa

REALIZADO POR:
Estefania Cuéllar Rivas

Fecha de Realizacion

dd mm aa

Materiales

Elementos de protecciéon

Toallas de papel
Cuchilla

Pinzas sin garra (2)

Petri
Gotero

Bandeja para el instrumental

Instrumental de microcirugia:

Tijeras para microcirugia (2)

Guantes desechables
Tapaboca

Gorro

Bata
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Equipos e Esteroscopio
e Lampara de mesa

En primer lugar se coloca el espécimen en una placa de Petri, bajo el
estereoscopio se posiciona el embridn en decubito supino, con ayuda manual se
separa la cabeza del cuerpo y con una cuchilla se realiza el corte de la cabeza
entera. En un recipiente debidamente rotulado con los siguientes datos: Feto,
estadio E16.5, numero de muestra, fijador y fecha, se fija en paraformaldehido
por 24 horas, y luego se almacena en alcohol al 70% a 4°C. Para las muestras
destinadas a histologia con HE se postfijan en solucién de Bouin por 12 horas y se
realizan de 5-8 lavados con alcohol al 70% y se colocan en rotador para que se
limpie mas rapido. Aquellas muestras destinadas a inmunohistoquimica no se
realiza postfijacion en solucion de bouin; se dejan almacenadas en alcohol al
70%.

Luego procedemos a retirar la piel de la cabeza con una pinza sin garra bajo
estereomicroscopio. Cuando la cabeza esté completamente libre de piel se retira
la calota craneal y meninges con una tijera y pinza sin garra, esto para los fetos
en estadios E16.5, se aumentara la velocidad de penetracion del fijador y evitara
procedimientos de decalcificacion.

Figura 1. Cabeza embrionaria de Rata Wistar en estadio E 16.5. Vista lateral
izquierda, se retira piel y calota craneal
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17.6 POE Procesamiento histologico de las cabezas de rata Wistar

en estadio E 16.5

Universidad

_del Valle Protocolo de deshidrataciéon e inclusiéon
de tejidos en parafina muestras de
cabezas de rata Wistar en estadio E16.5

Departamento de
Morfologia

Unidad de
Histologia

SELLO SECO

REVISADO POR:
Maria Carolina Pustovrh, PhD
Liliana Salazar. Msc.

Fecha de creacion

dd mm aa

APROBADO POR:
Maria Carolina Pustovrh, PhD
Liliana Salazar. Msc.

Fecha de
Aprobacién

dd mm aa

REALIZADO POR:
Estefania Cuéllar Rivas

Fecha de Realizacién

dd mm aa

Introduccion:

La inclusion es el proceso que tiene por objetivo

“rellenar o infiltrar”

completamente la muestra histopatolégica con el medio que se va a utilizar para la
imbibicion del tejido. El fundamento del proceso radica en la ocupacion completa
con este medio de los espacios intra y extracelulares, inicialmente rellenos por el
agua intratisular. La finalidad ultima del proceso es proporcionar a la pieza
anatdbmica homogeneidad y dureza suficiente para que se puedan obtener
secciones finas de calidad. EI método de eleccién es la inclusion en parafina.
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En la actualidad se utilizan parafinas las cuales estan conformadas por diversas
mezclas con polimeros plasticos de peso molecular controlado y otros aditivos que
mejoran sus caracteristicas como agente de inclusion. Estas mejoras pueden
resumirse en: cortes mas finos y uniformes, aumento de la dureza y
homogeneidad del bloque, incremento de la viscosidad del medio y menor
fragilidad de los bloques.

1. Objetivo.
> Realizar la deshidratacion e inclusion en parafina de la cabeza de
embriones de ratbn Mus musculus en estadios E15, E18 y P1

Materiales Elementos de proteccion

e Pinzacon garra e Guantes desechables
e Pinza Kelly e Tapaboca
e Pinzas lisas e Gorro
e Cuchilla “Minora” e Bata
e Tablade pasta
e Toallas absorbentes
e Cassettes de inclusion
e Moldes metélicos
e Lapiz

Reactivos Equipos

1. Camara extractora (FEX

1. Alcohol de 70% 120)
2. Alcohol de 95% 2. Procesador de tejidos
3. Alcohol 80% (Leica TP 1020)
4. Alcohol 100% 3. Estacién de inclusion
5. Xilol (Histocentre 3)
6. Parafina (Paraplast) 4. Plancha (Thermolyne)
7. Hipoclorito de sodio 0.5%
8. Detergente
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2. Preparacioén del lugar de trabajo

a. Procesador de tejidos
El procesador de tejidos es un equipo que permite la deshidratacion y la
parafinizacion de los tejidos. Este equipo consta de 12 vasos:

Reactivos Cantidad de vasos Tiempos tejidos
fetales
Alcohol 70% 1 25 minutos
Alcohol 80% 1 25 minutos
Alcohol 95% 2 25 minutos
Alcohol 100% 4 25 minutos
Xilol 2 25 minutos
Parafina 2 30 minutos

Se puede programar el equipo a diferentes tiempos para permitir una mejor
deshidratacion y parafinizacion de cada tipo de tejido.

El tejido puede permanecer detenido en el primer paso de deshidratacion
(alcohol al 70 %) sin que ocurran dafios en éste.

4. Inclusion final en parafina

Después de que salen los cassettes del procesador de tejidos, se pasan a la
estacion de inclusion; la cual debe de estar funcionando minimo dos horas antes
para que la parafina esté totalmente derretida (temperatura 60 °C); la placa fria y
zona fria pueden estar funcionan media hora antes.

1. Los cassettes después de que salen del procesador de tejidos se depositan en
un zona caliente dentro de la estacion junto con los moldes metalicos.

2. Verificar que la llave reguladora de parafina este abierta lo suficiente y se
procede a llenar los moldes metélicos de parafina liquida.

3. Tomar la muestra de los cassettes con un pinza lisa y colocarla en el molde
metalico ubicandola en la forma que se requiera.
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4. Desplazar el molde hacia la zona fria haciendo presion negativa sobre el tejido;
sostener el molde en la zona fria hasta que el fondo se solidifique

5. Rapidamente colocar la base del cassette sobre el molde metalico (la tapa se
descarta) y se le agrega mas parafina liquida; sin dejar que se rebose.

6. Pasar a la placa fria para que la parafina se solidifique.

Después de que la parafina esté solidificada, se retira el molde metélico y queda
lista la muestra para el proceso de corte.

Nota: El tanque de parafina se puede dejar a 56 °C cuando no se utilice; pues si
se deja a 60 °C la parafina se puede quemar; ya si ho se va a utilizar por un
periodo prolongado, la estacién se debe apagar por completo.

5. Desinfeccién y eliminacién de residuos

Residuos de formol buffer, acido picrico y alcohol 70%: Estos residuos deben
descartarse en los recipientes asignados 6 marcados como desechos de formol,
alcohol mas acido picrico.

Material usado debe ser desinfectado con hipoclorito de sodio y bien lavado con
jabon neutro. Dejar secar y organizar en su sitio respectivo.

El recipiente metalico del procesador de tejidos y los moldes metalicos deben
lavarse con agua-jabon caliente para que le salga la parafina.

Los elementos de proteccion usados: Debe descartarse en bolsa roja.
Nota: El sitio de trabajo debe quedar limpio y listo para usar.

Referencias

e Chacin, B. Curso Basico de Técnicas histologicas. Sesion lll. Universidad
de los  Andes, Facultad de Medicina, Colombia. p.42
Kuhlmann, W. 2007. Dehydration and paraffin embedding of tissues for
histology. Deutsches Krebsforschungszentrum DKFZ. p. 2

e Montalvo, C. 2010. Técnica Histologica. En linea:
http://www.facmed.unam.mx/deptos/biocetis/Doc/Repaso_I/Apuntes%20blo
que%?201/3_tecnica_histologica.pdf

e Torres Fernando. Manual de técnicas en histologia y anatomia
patologicas.Barcelona: Editorial Ariel .S.A; 2002. pag 45-52.

e Molist, P. Pombal, M. & Megias, M. 2011. Atlas de histologia vegetal y
animal, técnicas histolégicas. Universidad de Vigo.
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17.7 POE Corte en el microtomo de rotacion

Universidad
del Valle

Departamento
de Morfologia

Unidad de
Histologia

Protocolo de corte en micr6tomo de
rotacion de muestras de cabezas de
rata Wistar en estadio E16.5

SELLO SECO

REVISADO POR:

Maria Carolina Pustovrh, PhD
Liliana Salazar. Msc.

Fecha de creacion

dd mm aa

APROBADO POR:

Maria Carolina Pustovrh, PhD
Liliana Salazar. Msc.

Fecha de
Aprobacion

dd mm aa

REALIZADO POR:

Estefania Cuéllar Rivas

Fecha de
Realizacion

dd mm aa

Introduccioén

Las caracteristicas tisulares y celulares microscopicas internas se observan con
microscopios Opticos o electronicos de transmision. Con estos aparatos solo se
pueden observar grosores muy pequefios de tejido por problemas de difusion y
penetracién de la luz en el caso de los microscopios Opticos y de penetracion de
los electrones en el caso del microscopio electrénico de transmision. Por tanto hay
que hacer secciones de los tejidos a estudiar, que pueden ir desde un grosor de
unos cuantos nandmetros hasta centenares de micras. Cuanto mas delgada se

174




quiera hacer una seccién de tejido mas endurecido ha de estar dicho tejido. La
dureza de los tejidos depende de sus caracteristicas, de la fijacion que se le haya
realizado y sobre todo del material en que se ha incluido dicho tejido. Una manera
mas directa de endurecer el tejido es mediante congelacion (Molist et al, 2011).

Los aparatos mecénicos para hacer secciones de un grosor de micrometros se
denominan micrétomos y existen diferentes tipos segun el grosor que se quiera
conseguir en las secciones, el medio de inclusién en el que se encuentre el tejido
0 si se ha endurecido por congelacion o por inclusion. Los micrétomos mas
usados son:

e Micrétomo para parafina: Se utiliza principalmente para material incluido en
parafina y se obtienen secciones de 5 a 20 um de grosor, para observar con
el microscopio Optico.

e Vibrdtomo: Corta material no incluido, aunque si fijado o duro, en secciones
de 30 a centenares de um de grosor, para observar con el microscopio
optico.

e Micrétomo de congelacion: Con él se consiguen secciones de 30 a unas
100 um de material congelado para su observaciéon con el microscopio
optico.

e Criostato: Consigue secciones a partir de material congelado y se obtienen
grosores de 10 a 40 um, para observar con el microscopio optico.

e Ultramicrétomo: Con él se corta material incluido en resinas y se obtienen
secciones del orden de nanometros de grosor, para observar con el
microscopio electronico de transmision.

e Ultracriétomo: Su uso no esta muy extendido pero se suele emplear cuando
se necesitan secciones del orden de nanometro de material que no se debe
incluir, para observar con el microscopio electrénico de transmision.

Mas usados tradicionalmente para estudiar las caracteristicas generales de los
tejidos y de las células son el micrétomo para material incluido en parafina para
observaciones con el microscopio Optico y el ultramicrotomo para observaciones
con el microscopio electronico de transmision. El criostato se usa también
frecuentemente en microscopia éptica por el ahorro de tiempo que supone ya que
no necesita incluir el tejido, incluso se puede cortar material no fijado (Molist et al,
2011).

1. Objetivo.

Realizar la practica de corte para la estandarizacién del protocolo
aplicado a muestras de cabezas embrionarias de raton embebidas en
parafina
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Materiales

Elementos de proteccién

1. Pinceles

2.Cuchillas para micrétomo
3. Portaobjetos
4.canastillas
portaobjetos
5.Lapiz punta diamante
6. Toallas absorbentes

Reactivos

metalicas para

1. Agua destilada

2. Gelatina (Gelatin from procine skin
Type A) Sigma-Aldrich

3. Alcohol

4 Hielo

Bata de laboratorio manga
larga

Equipos

1. Micrétomo de rotacion Leica RM
2135

2. Bafio de maria (Boekel)

3. Estufa

4. Procedimiento

Antes de iniciar el procedimiento se debe realizar limpieza del sitio de trabajo, se
debe tener listo el material que se va a utilizar. Ademas deben prepararse los

reactivos necesarios antes de iniciar el corte.

4.1

estiramiento
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4.1 Preparacion del lugar de trabajo:

Reactivos (ver fichas de Riesgos
seguridad)

Gelatina: Inhalacion: No efectos
v Combustiéon leve Contacto piel: No efectos

Contacto con los ojos: Irritacion mecanica
Ingestion: Grandes dosis pueden provocar trastornos
gastrointestinales.

Alcohol Altas concentraciones pueden provocar irritacion de

los ojos y del tracto respiratorio, nauseas, voOmitos,
excitacibn o depresion, adormecimiento y otros
efectos narcoticos, coma, hasta la muerte.

El lugar para realizar el procedimiento debe de estar limpio, con buena iluminacién
y en él se deben tener listos los materiales que se necesitaran para todo el
procedimiento, tales como:

Cuchillas para desbastar

Cuchillas para el microtomo

Pinceles

Portaobjetos

Baflo de Maria con gelatina: la temperatura de trabajo es de
40°C; la gelatina se debe agregar y esperar hasta que se
solubilice.

O O O O O

4.2 Técnicade corte
Hay que llevar a cabo una serie de procesos sobre el bloque de parafina antes de

hacer el primer corte util a la muestra.

1.

w N

ok

Considerar cuél de las caras serd la que primero se ponga en contacto con
la cuchilla. Esta cara debera ser mas ancha que la opuesta, y ambas han
de ser paralelas.

Retallar el blogue hasta hacer una pirdmide truncada.

Con todo ello se consigue una buena orientacion de la muestra en las
secciones, que cada nuevo corte arrastre sin problemas al previamente
cortado y que se puedan obtener tiras rectas de cortes.

Los bloques retallados se colocan en una cubeta de hielo

Preparacion del microtomo para el corte:

-Colocar la cuchilla: la cuchilla se saca de su contendor y se limpia con

alcohol para eliminar la sustancia grasosa con la que viene.
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-Orientacion de la cuchilla respeto a la superficie de corte de la piramide:
cuchillada orientada en un angulo de uno 10° respecto a la superficie de
corte.

-Grosor de corte de los tejidos para microscopia de luz: Grosor de 5 micras.
-Colocar la muestra en el porta muestras y llevar éste soporte hacia atras
(para evitar llevarse el tejido por un corte accidental)

-Al manipular la muestra la manivela del micrétomo debe de estar
asegurada para evitar accidentes.

6. La muestra retallada no esta en contacto directo con la cara superior o de
corte, por lo que es necesario un proceso de desbastado, utilizando el
micrétomo.

7. Una vez comenzado el corte de la muestra se obtienen tiras de secciones
unidas por las caras paralelas a la cuchilla. Estas tiras se manipulan con
pinceles y, antes de su fijacion definitiva en la superficie de un portaobjetos,
han de estirarse para que el tejido quede perfectamente extendido.

8. Aprovechando la hidrofobicidad de la parafina, las secciones se colocan
sobre agua calentada a unos 35 °C a 40 °C y el calor las hace extenderse
sin llegar a su punto de fusion, que esta en torno a los 60 °C. El
estiramiento se realiza en el bafio de agua con regulacion térmica.

Nota: antes de extender la muestra en el portaobjetos, éste debe de estar
debidamente marcado con un codigo, que logre su identificacion, para esto
se utiliza el lapiz de punta diamante.

9. Al bafio de maria se le agrega gelatina para que el tejido quede adherido al
portaobjetos para un proceso posterior.

10.Una vez que el agua se ha escurrido y estan extendidas las tiras de cortes
de parafina sobre el portaobjetos, se procede a un secado exhaustivo en
una estufa a una temperatura de entre 35 °C y 40 °C durante toda la
noche.

11.Una vez secos, los portaobjetos con las secciones estan listos para el
procesamiento posterior.

Después de terminar de trabajar en el micrétomo se debe dejar todo limpio y en
su lugar; ademas de llenar los formatos de los equipos utilizados.

Referencias bibliograficas

* Molist, P. Pombal, M & Megias, M. 2011. Atlas de histologia vegetal y animal,
técnicas histologicas. Universidad de Vigo. 16 p.

* Winkler. Ficha de seguridad quimica: Gelatina. Disponible en: www.
WinklerLtda.com

* UNAM. Etanol. Disponible en: http://www.quimica.unam.mx/IMG/pdf/12etanol.pd
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17.8 POE tincién de hematoxilina eosina

Universidad
del Valle

Departamento de
Morfologia

Unidad de
Histologia

Protocolo de coloracién de hematoxilina
eosina de cortes de cabezas de rata
Wistar estadio E 16.5

SELLO SECO

REVISADO POR:

Maria Carolina Pustovrh, PhD

Liliana Salazar. Msc.

Fecha de creacion

dd mm aa

APROBADO POR:

Maria Carolina Pustovrh, PhD

Liliana Salazar. Msc.

Fecha de
Aprobacion

dd mm aa

REALIZADO POR:

Estefania Cuéllar Rivas

Fecha de Realizacion

dd mm aa

Introduccion

Es la técnica de coloracibn mas empleada en histologia. El colorante basico, la
hematoxilina, (previamente oxidada y transformada en hemateina a la que se le

aflade una sustancia mordiente para formar una laca, los cuales

son sales

metalicas de aluminio, plomo o hierro) colorea las estructuras &cidas de un color
azul purpureo; el nucleo los ribosomas y el reticulo endoplasmatico rugoso tienen
gran apetencia por este colorante debido a su alto contenido en ADN y ARN,
respectivamente. La eosina, por el contrario tifie estructuras basicas al ser acida;
estas estructuras aparecen de una tonalidad rosa. La mayoria de las proteinas
citoplasmaticas son basicas y por ello el citoplasma aparece con una tonalidad

rosa.
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Fundamento: en una coloracion topografica que sirve para el estudio de la
estructura general de los tejidos

1. Objetivo.
Describir el patron de distribucion del epitelio del borde medial de los procesos

palatinos en embriones de ratbn mus musculus en los estadios E15, E18 y P1 por
medio de la técnica de coloracion de hematoxilina y eosina

Materiales Elementos de proteccién
1. Vasos coplin 1. Guantes desechables
2. Cron6émetro 2. Tapaboca
3. Contenedores de la bateria de 3. Gorro
tincion 4. Bata
4. Papel filtro
5. Soporte metalico para filtrar
6. Sharpie (marcador
permanente)
7. Cinta de enmascarar
Reactivos Equipos
1. Eosina 1. Camara extractora (FEX
Agua destilada 120)

Alcohol 95%
Alcohol 80%
Cristales de hematoxilina
Alcohol absoluto
Aluminio de Potasio
Oxido de mercurio

. Acido acético glacial
10. Acido clorhidrico

11. Carbonato de litio
12. Xilol

13. Cénsul Mount

©CoNo,rwWN

2. Hematoxilina de Harris

Es la laca de hematoxilina mas utilizada en coloracion rutinaria de los nucleos
celulares, debido fundamentalmente a su estabilidad (se conserva entre 6 y 12
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meses) y su facilidad de manejo. Por tratarse de una coloracién regresiva requiere
diferenciacion acida meticulosa para obtener la intensidad deseada de coloracion.
La adicion de cierta cantidad de acido acético glacial a la solucion final de
hematoxilina incrementa la especificidad de la coloracién nuclear y hace necesaria
una diferenciacion ulterior.

3. Procedimiento

Antes de iniciar el procedimiento se debe realizar limpieza del sitio de trabajo, se
debe tener listo el material que se va a utilizar. Ademas deben prepararse los
reactivos necesarios antes de iniciar la coloracion:

Hematoxilina Harris

v' Hematoxilina en cristales 5 g
Alcohol absoluto 5 ml

Alumbre de amonio o potasio 100 g
Agua destilada 1,000 ml

Oxido de mercurio (rojo) 2.5 g

AN NI NI

Eosina

V' E0SIN@-----mmmmmmmmm e 20 g
v Agua destilada---------------=-=--m-m-mmeemmo- 500 ml
v Acido Clorhidrico concentrado------------- 10 ml

Alcohol acido 1%

+ Acido clorhidrico ---------=======smmmmmmemmmmmnen 1mL
» Alcohol Etilico 96%-----------=-=-====mmmmmnn 100 mL

Carbonato de litio

« Carbonato de litio----------=-=-===-=-m=mmmmemo-- 29
* Agua destilada ---------=-=-=-=-m-m-momomemememee- 100 mL

Se disuelve la eosina en 250 ml, de agua; se agregan los 250 ml, de agua
restantes y se agrega el acido clorhidrico. Otra forma de prepararla es con alcohol
absoluto en lugar del acido clorhidrico concentrado.
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NOTA: Si la hematoxilina sera utilizada inmediatamente, agregar 2 a 4 ml, de
acido acético glacial por cada 100 ml, de solucién para oxidar el colorante.

8.1Preparacion:

1. Disolver la hematoxilina en alcohol absoluto y el alumbre en el agua calentando
levemente;

2. Mezclar las dos soluciones y calentar hasta el punto de ebullicion lo mas rapido
posible;

3. Retirar del fuego, se agrega el 6xido de mercurio poco a poco, cuidando que no
haga mucha espuma y se tire, después se saca rapidamente y se sumerge en
agua fria; una vez que esta totalmente fria queda lista para usarse cuando se
oxide.

3.2 Procedimiento de Coloracién

1. Desparafinar
Dos cambios de xilol por 3 minutos c/u
2. Hidratar: con alcohol etilico o isopropilico en bafios decrecientes
Dos lavados con alcohol al 100% por 3 minutos
.Dos lavados con alcohol al 95% por 3 minutos c/u
Un lavado con alcohol al 70% por 3 minutos

3. Lavar en agua corriente por tres minutos para permitir la hidratacion de la
muestra

4. Coloracion con la solucién de hematoxilina: se recomienda respetar el
tiempo de coloracion que recomienda cada tipo de solucién de
hematoxilina. Puede variar de 7-15 minutos.

5. Lavar en agua corriente por 3 minutos .

6. Diferenciar en alcohol acido, dar bafios no mas de 3 segundos.

7. Lavar en agua corriente por 3 minutos .

8. Dar bafios en carbonato de litio al 1% por 30 segundos.

9. . Lavar en agua corriente por 3 minutos .

10.. Teiiir citoplasma con eosina por 1-3 minutos

11. Deshidratar en alcohol de 95% y alcohol absoluto 3 min en cada uno.
12.. Tres lavados con alcohol al 100% 3 minutos c/u

13. Aclarar en 2 pasos de xilol durante 3 minutos en cada uno.
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14. Cubrir con resina sintética cénsul mount.
3.4 Montaje:

Al terminar el proceso de coloracién se procede a montar las placas usando
una gota de Consul Mount (soluble en xilol) en un cubreobjeto y se coloca
sobre el tejido en el portaobjeto cuidando de no dejar burbujas.

3.5 Resultados:

- Hematoxilina: Tifie azul a los nucleos celulares
- Eosina: Tifie de color rosa las estructuras citoplasmaticas

3.6 Eliminacién de residuos

Residuos: los residuos de los diferentes reactivos deben eliminarse en el
recipiente etiquetado para tal fin.

Material usado debe ser bien lavado con jabdn neutro. Dejar secar y organizar en
su sitio respectivo.

Los elementos de proteccion usados: Debe descartarse en bolsa roja.

Nota: El sitio de trabajo debe quedar limpio y listo para usar.

Nota: Revisar las precauciones presentes en los rotulos de los reactivos para
saber sus peligros y lo que se debe realizar en caso de accidente.

Reactivos (ver fichas de Riesgos

seguridad)
Eosina -Por inhalacién de vapores, irritaciones en vias respiratorias.
v" Nocivo, Combustible e - en contacto con la piel, riesgo de absorcién cutanea
Irritante leves - por contacto ocular, irritaciones
- por absorcién, nauseas, vomitos, dolores de cabeza,
Vértigo,
embriaguez, trastornos de visién, ceguera (lesion irreversible

del

nervio 6ptico).

- efectos sistémicos, acidosis, hipotension, ansiedad,
espasmos,

narcosis, coma.
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Aluminio potéasico- potasio vy
aluminio sulfato 12-hidrato

Carbonato de litio
v" Nocivo

Oxido de mercurio
v" Venenoso
v Irritante-o

Acido acético glaci
v Corrosivo
v Nocivo,
reactivo

xidante leve

al

combustible y

Inhalacion: Irritaciones en las membranas mucosas, nariz y
tracto respiratorio. Tos.

Contacto piel: Irritaciones. Posible enrojecimiento

Contacto ojos: Irritaciones. Posible enrojecimiento.
Ingestion: Nocivo leve. Efectos sélo para grandes dosis de
ingestion. Dolor abdominal Molestias. Irritacién
gastrointestinal.

Otros: Deficiencia de Fosfatos por Aluminio.

Osteomalasia.

Inhalacién: Irritaciones en el tracto respiratorio superior. Tos,
dolor al pecho y dificultad respiratoria. Afecta al sistema
nervioso central. Si se absorbe pueden producirse efectos
similares a los de via ingestion.

Contacto piel: Irritaciones. Enrojecimiento y dolor

Contacto ojos: Irritaciones. Enrojecimiento y dolor
Ingestion: Afecta al sistema nervioso central.

Irritacion gastrointestinal. Nauseas, vértigos, dolor abdominal,
vomitos y diarrea. Apatia, somnolencia, letargo e
incoordinacion. Debilidad.

Movimientos irregulares del ojo - Vision velada.

Sonidos a los oidos. Efectos nocivos sobre corazén, cerebro
y tiroides. Coma, edema pulmonar y falla renal.

Otros. Afecta al sistema nervioso central. Dafio a los rifiones.
Disturbios de la tiroides. Posible cancerigeno a nivel de
tiroides.

Inhalacion: Afecta al sistema nervioso central. Irritaciones en
el tracto respiratorio. Tos, dolor, molestias al pecho y
dificultad respiratoria. Dolor de cabeza, nauseas, vomitos y
dolor abdominal - Anemia. Neumonitis. Temblores, colapso y
posibilidad de muerte por falla renal.

Contacto piel: Irritaciones y posibles quemaduras.
Enrojecimiento y dolor - Sensibilizacion de la piel. Puede ser
absorbido a través de la piel.

Contacto ojos: Irritaciones y posibles quemaduras. Vision
borrosa - Posible dafio permanente.

Ingestion: Afecta al sistema nervioso central. Irritaciones y
posibles quemaduras y ulceraciones. Dolor abdominal,
nauseas, vomitos y diarrea - Anemia. Temblores, colapso y
posibilidad de muerte por falla renal.

Otros: Afecta al sistema nervioso central. Pérdida de la
memoria - Desorden digestivo - Dafio a los rifiones. Alergia
en piel expuesta. Posible teratégeno.

Inhalacién: Destructivo de las membranas mucosas y tracto
respiratorio. Irritaciones y quemaduras. Tos Yy dificultad
respiratoria. Dolor de cabeza, nauseas y vomitos. Laringitis.
Neumonitis quimica y edema pulmonar. Falla respiratoria y
posibilidad de muerte.

Contacto piel: Efecto corrosivo, con severas irritaciones y
quemaduras

Contacto con los ojos: Efecto corrosivo, con severas
irritaciones y quemaduras. Posible dafio permanente a los
0jos, incluyendo ceguera.

Ingestion: Severo dafo corrosivo gastrointestinal y en el
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Hematoxilina cristalizada

Xilol :
v inflamable
v' nocivo e irritante

Alcohol

Clorhidrico
e Corrosivo
e Nocivo y reactivo

estdbmago. Edema pulmonar. Nauseas, vémitos y diarrea.
Falla respiratoria, paro respiratorio y posibilidad de muerte.
Otros: Sensibilizacién de la piel. Asma.

Inhalacion: Irritante

Contacto piel: ligeramente peligroso (irritante)

Contacto con los ojos: irritante

Ingestion: irritante

Inhalacién: afecta el sistema nervioso central. Dolores de
cabeza y vértigos. Nauseas y vomitos. Dificultad respiratoria.
Edema pulmonar. A altas concentraciones se puede producir
perdida de la conciencia, falla respiratoria y posibilidad de
muerte.

Contacto piel: Irritacion, enrojecimiento, puede ser
absorbido por la piel (nocivo).

Contacto con los ojos: irritaciones, posibles quemaduras.
Ingestién: Nocivo. Afecta el sistema nervioso central, dolor
de cabeza, vOmitos, nauseas, mareo, dolor abdominal,
diarrea, salivacion y vértigos. Dafio del higado. Edema
pulmonar, coma y posibilidad de muerte.

Altas concentraciones pueden provocar irritacion de los ojos y
del tracto respiratorio, nauseas, vOmitos, excitacion o
depresién, adormecimiento y otros efectos narcéticos, coma,
hasta la muerte.

Inhalacién: Irritaciones severas, quemaduras y ulceraciones
en nariz, garganta y laringe. Dolor de cabeza, vértigo,
mareos, nauseas y vomitos. Tos y dificultad respiratoria.
Bronquitis y neumonia. Edema pulmonar.

Contacto piel: Enrojecimiento y quemaduras severas.
Contacto ojos: Enrojecimiento y quemaduras. Destruccion
de la cornea y posible ceguera.

Ingestidn: Irritaciones y quemaduras severas de boca,
esofago y estomago. Nauseas, vomitos y diarrea. Shock y
colapso.

Otros: Dermatitis en piel expuesta. Decoloracion y erosion
dental. Bronquitis crénica. Gastritis.

Referencias

e Garcia del Moral, Raimundo. Laboratorio de anatomia patoldgica,
editorial interamericana MacGraw-Hill, 1993.

e Cortez SS y col, Manual de técnicas histologicas para el apoyo en
ciencias biolégicas y de la salud , Universidad Auténoma
Metropolitana.2005; pag 33-34

e Sciencelab. Material Safety Data Sheet: Hematoxilina. Disponible en:
http://www.sciencelab.com/msds.php?msdsld=9927184
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Winkler. Ficha de seguridad quimica: &cido acético glacial. Disponible
en: www. WinklerLtda.com

UNAM. Etanol. Disponible en:
http://www.quimica.unam.mx/IMG/pdf/12etanol.pdf

Winkler. Ficha de seguridad quimica: Xilol. Disponible en: www.
WinklerLtda.com

Winkler. Ficha de seguridad quimica: Eosina Y. Disponible en: www.
WinklerLtda.com

Winkler. Ficha de seguridad quimica: potasio y aluminio sulfato 12-
hidrato. Disponible en: www. WinklerLtda.com

Winkler. Ficha de seguridad quimica: carbonato de litio. Disponible en:
www. WinklerLtda.com

Winkler. Ficha de seguridad quimica: Mercurio Il oxido rojo. Disponible
en: www. WinklerLtda.co
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17.9 POE de inmunohistoquimica para MMP-2, MMP-9 y TIMP-2

Universidad Protocolo de inmunohistoquimica

—delalle para MMP-2, MMP9 y TIMP2 ABC
Departamento complex en cortes parafinados de
de Morfologia cabezas fetales de rata Wistar en

estadio E16.5
Unidad de
Histologia
SELLO SECO

REVISADO POR: Fecha de creacion
Maria Carolina Pustovrh, PhD
Oscar Tamayo. Msc. dd mm aa
APROBADO POR: Fechade
Maria Carolina Pustovrh, PhD Aprobacion

Oscar Tamayo. Msc.
dd mm aa

REALIZADO POR: Fecha de
Estefania Cuéllar Rivas Realizacion

dd mm aa

Las técnicas de inmunohistoquimica emplean el uso de anticuerpos, los cuales
pueden ser monoclonales o policlonales y la clave va a ser la reaccion antigeno-
anticuerpo. La base principal de todos los protocolos de inmunohistoquimica es la
reaccion antigeno-anticuerpo. La unién del anticuerpo primario a su antigeno es el
paso fundamental y responsable de una buena calidad de la tincion
inmunohistoquimica. Una vez se detecta la union de los anticuerpos primarios a su
espécimen usando un anticuerpo secundario marcado. Por lo tanto, hay dos
métodos inmunohistoquimicos empleados; el método directo y el indirecto. El
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primero es un solo paso el que crea la reaccidén directa entre el antigeno y el
anticuerpo marcado. Y el método indirecto, requiere el uso de un anticuerpo
primario y uno secundario 234, Los protocolos que se emplearon para la deteccion
de MMP2, MMP9 y TIMP2, se estandarizaron teniendo en cuenta las fichas
técnicas de los anticuerpos y algunos articulos publicados sobre la expresion de
MMPs y TIMPs en el paladar de ratén 29149

Soluciones Buffer

1. PBS 0.05M Ph 7.4 (1 litro)

-NaC|-=---memmmmememe e eeeee 10.00 gramos

-KCl -mmmmmmmmmem oo 0,25 gramos

-Na2HPO4 sodium hydrogen phosphate anhydrous --------- 1,8 gramos
-KH2PO4 fosfato de potasio----------=-======mmmmmmmmmmmm oo 0,3 gramos

Mezclar en beacker con magneto
2. BSA en PBS 0.05M pH 7.4 (0.1 litros)
-BSA -----meeee- 5 gramos

-PBS 0.05 M------- 10 ml

-Azida sddica 10% ------- 2 gotas (aproximadamente 10 pl
Mezclar lentamente en beacker con magneto

3. Tris HCI Stock

-Tris HCl-------==mmem e 39,4 gramos

-Agua destilada-------------- 250 ml

-Agitar y medir pH agregando Tris base hasta llegar a pH 7.6

Solucion de trabajo: de esta solucion sacar 50 ml diluirla en 950 ml de agua 'y 9
gramos de NaCl

4. Buffer citrato
Solucién A: acido citrico ----------- 10,5 gramos / 500 cc de agua destilada

Solucién B: CsHsNasO7 (Citrato de sodio) 2H20
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14, 7 gramos /500 cc de agua destilada
Solucién de trabajo:

A:18 ml

B. 82 ml

C agua destilada a 1000 cc

Almacenar a temperatura ambiente

Protocolo de inmunohistoquimica MMP-2, MMP-9 y TIMP-2
Dia 1
1. Se desparafinan las secciones y se deshidratan
-Xilol (1) 30 segundos
-Xilol (2) 30 segundos
-Xilol (3) 30 segundos
-Alcohol 100% (1) 30 segundos
- Alcohol 100% (2) 30 segundos
- Alcohol 100% (3) 30 segundos
- Alcohol 95% (1) 30 segundos
- Alcohol 95% (2) 30 segundos
- Alcohol 95% (3) 30 segundos

2. Se realiza recuperacion antigénica en vaporera, se precalienta 20 minutos con
coplin y buffer citrato y se dejan las placas por 45 minutos

Solucion A: acido citrico 10,5 gramos /500 cc de agua destilada

Solucion B: 0.1 M citrato de sodio CeHsNa3sO7 2H20 14,7 gramos/500 cc de agua
destilada

Solucién de trabajo: A=18 ml

189



B=82 ml
C= agua destilada hasta llegar a 1000cc

3. Al terminar la recuperacion antigénica se hacen dos lavados de PBS 2 minutos
cada uno

4. Con papel higiénico secar los bordes de la placa, y aplicar el lapiz. Se cubren
las placas en peroxido 0.3 % y se colocan en camara humeda por 5 minutos

5. Se realizan 2 lavados en PBS 2 minutos cada uno

MMP9 MMP2 TIMP2

Rabbit polyclonal 1:500 Rabbit monoclonal 1:50 Goat biotin Dako E0466
sc 1359 1:50

Se adicionan a la mezcla de BSA+PBS+Azida sédica el suero de caballo 10
DIA 2
7. No se recupera el anticuerpo primario, se lavan las placas en PBS 5 minutos

8. Se incuba el anticuerpo secundario 50 minutos

MMP9 MMP2 TIMP2
Anti-rabbit 1:200 Valve primary antibody Anti-goat biotin Dako
) enhancer 45 minutos E0466 1:400
45 minutos
45 minutos

Mientras se incuba el secundario, se prepara el terciario 1 gota aproximadamente
ABC complex vector laboratorios Elite Vectastain: 1 gota A, 1 gota B

En solucion de trabajo Tris HCI, nunca en la solucion del anticuerpo primario que
tiene azida sodica einhibe la reaccion.
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* Formula para solucion de trabajo Tris HCI 25 ml de solucion Stock Tris HCI
completar con agua destilada y agregar 4,5 gramos de NaCl

9. Se incuba el complejo terciario

MMP9 MMP2 TIMP2
Se incuba complejo Valve HRP polymer Se incuba complejo ABC
ABC . 30 minutos
30 minutos en cuarto
30 minutos 0oSscuro

10. Lavar en PBS 5 minutos

11. Revelado: 0.02 gramos DAB (diaminobencidina) en polvo. (Usar todos los
elementos de proteccidn pertinentes, tapabocas, gorro y doble guantes, ya que
este reactivo es carcinogénico).

10 pL de H202
100 ml de tris HCI solucion de trabajo
Aproximadamente de 10 a 20 minutos
12. Contratincion con hematoxilina de Harris diluida por 20 segundos

13. Montaje y observacion en el microscopio
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17.10 POE De medidas morfométricas fetales de rata Wistar

E16.5

Protocolo de toma de medidas
Universidad morfomeétricas de tercio inferior
del Valle . .
- facial de fetos de rata Wistar en
Departamento de | estadio E16.5y determinacién de

Estefania Cuéllar Rivas

Morfologia estadio de Theiler
Unidad de
Histologia SELLO SECO
REVISADO POR: Fecha de
Maria Carolina Pustovrh, PhD creacion
Liliana Salazar M. Msc.
Mario Alejandro Ortiz Msc. dd mm aa
APROBADO POR; Fechade

. . Aprobacién
Maria Carolina Pustovrh, PhD
Liliana Salazar M. Msc. dd mm aa
Mario Alejandro Ortiz Msc.
REALIZADO POR: Fecha de

Realizacion

dd mm aa

Introduccioén

En términos generales se emplea el término morfometria para englobar todos los
procesos de extraccion cuantitativa de datos a partir de imagenes. En su estricto
sentido, es el analisis cuantitativo de las formas, término que engloba al tamafio y
al aspecto o figura. El principal objetivo de la morfometria es probar,
estadisticamente, las hipotesis sobre los factores que afectan las formas.
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Objetivos

1. Establecer un protocolo de mediciones morfométricas de fetos de rata Wistar en
estadio E16.5 de madres normopeso y obesas

3. Estimar el estadio de Theiler de fetos de rata Wistar en estadio E16.5 de
madres normopeso y obesas

2. Establecer el concordancia intra e interobservador en las mediciones
morfométricas fetales, en 15 imagenes de embriones de rata Wistar E16.5
provenientes de madres normopeso y obesas.

Procedimiento

Materiales

e Image J 1.46r Version libre
e Imagenes de embriones en aumentos 15x y 20x
e Tabla de Excel para almacenar los datos

Muestra

Los embriones corresponden a madres provenientes del grupo control y obeso en
estadio E16.5. Para un total de grupo control de 39 embriones y un grupo obeso
de 27. La toma de imagenes se realiza bajo estereomicroscopio, computador
portatil con el programa INFINITY ANALIZE.

Del total de imagenes de 537 se seleccionaron 15 imagenes, pertenecientes al
grupo de embriones del grupo control y obeso.

Parametros de medicion

Se cuenta con la medicién de tres expertos y la medicion del investigador. Las
cuatro personas emplearan las mismas imagenes. De tal forma, cada observador,
debera realizar dos mediciones en diferentes momentos.

Parametros estadisticos

Con base en las mediciones del total de imagenes seleccionadas, se procede a
calcula, Variabilidad interobservador, variabilidad intraobservador y variabilidad
dada por el instrumento de medida
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Medidas frontales Descripcion
1. Longitud canto interno del ojo Distancia del canto interno del ojo izquierdo
y derecho

2. Longitud inter-temporal

3. Vertical verdadera

*A: Distancia del canto interno del ojo
derecho

*A': Distancia del canto interno del ojo

Porcién més concava del temportal-porcion
mas concava del temporal

Porcion mas convexa del borde coronal-
borde inferior de la mandibula

Interseccion de la vertical verdadera con la
perpendicular que va al canto del ojo
derecho

Interseccion de la vertical verdadera con la

Medidas sagitales Derechas

Descripcion

1. Longitud Craneo rabadilla

2. Longitud nasion-Protuberancia
occipital

3. Longitud bregma-borde inferior de la
mandibula

4. Longitud del cartilago nasal-angulo
interno del ojo

5. Longitud del Hocico

Desde el vértice cefalico- angulo de la
rabadilla
Nasion- protuberancia occipital

Desde el punto bregma —gonion o borde
inferior de la rama mandibular

Desde el cartilago nasal al canto interno del
0jo

Apex del cartilago nasal- nasion
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izquierdo perpendicular que va al canto del ojo

izquierdo
Diferencia entre las dos medidas
Medidas coronales Descripcion
1. Perimetro cefélico Medicién de la circunferencia de la cabeza
2. Distancia interparietal Medicion del ancho de la cabeza (pterion-
pterion)
3. Distancia anteroposterior Medicion desde la parte mas anterior del

hueso frontal-parte més posterior del hueso
occipital

Técnica de medicién

1. Calibracién

Antes de realizar las mediciones, el observador debe de realizar la
calibracion de la imagen. Para ello abrir la imagen a analizar; en la barra de
menud: click en File, Open (Se selecciona la carpeta donde estan
almacenadas las imagenes) (figura 1).

Una vez seleccionada la imagen a medir, se selecciona un recuadro del
papel milimetrado que equivale a 1 milimetro seleccionando la opcién de la
barra de “Straight”: Analize: Set scale (Figura 2)

La distancia estipulada equivale a los recuadros seleccionados, cada
cuadro equivale a 1 mm, por lo tanto; Known distance (1) : Unit of length
(mm; milimetros) (Figura 3)

Es necesario que cada observador apunte la distancia en pixeles realizada
en la primera medicién que realice, ya que en la segunda medicion la
calibracion debe coincidir con el numero de pixeles que utilizé en la primera.
Ver recuadro verde en la figura 3.
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_é Image) C=HES X
Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
New 'llﬁ"’?ll S“‘.l/l&l | I |»|

Open... SO < (right click to switch)

Open Next Ctrl+Maydsculas+O

Dev

Open Samples 4
Open Recent 4
Import 4

Close Cirl+w
Close All

Save Ctri+S
Save As »
Revert Ctri+R

Page Setup...
Print... Ctrl+P

Quit

Figura 1. Ruta de acceso para la seleccion de la imagen a analizar

N
& CRW E16:5 15-308 SAGITAL DERECH.. = | & | | 4 Image)

640x848 pixels; RGB; 2.1MB File Edit Image Process mm Plugins Window Help
I:Ll o)z | OA.| +.|1 Measure Ctri+M gﬂﬂ_’J_‘i}

Wand (tracing) tool Analyze Particles...

Summarize

Distribution...

Label

Clear Results

Set Measurements...

Set Scale...

Calibrate...

Histogram Ctri+H
Plot Profile Ctrl+K
Surface Plot...

Gels »
Tools »

Figura 2. Ruta de acceso para realizar la calibracion
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Figura 3.
Debe de

¢ SetScale &

Distance in pixels
Known distance:

Pixel aspectratio. 1.0

Unit of length: | mm

Click to Remove Scale ]
I~ Global

Scale: 56.036 pixels/mm

OK I Cancell Helpl

Cuadro de dialogo para seleccion de la calibracion y unidad de medidas.
realizarse para cada imagen por separado. Tener en cuenta que la
distancia en pixeles sea la misma en cada calibracion de la imagen a medir por
separado.

2. Mediciones morfométricas sagitales derechas

e Se selecciona la el icono “Straight” (seleccionado en rojo) de la barra de
herramientas. Se realiza la medida deseada; en este caso la longitud
craneo rabadilla. Posteriormente se da click en: Analyze: Measure

e Se realizan las cinco mediciones, en el siguiente orden: 1. Longitud craneo-
rabadilla, 2. Longitud nasion-protuberancia occipital, 3. Longitud gonion-
bregma, 4. Longitud cartilago nasal-angulo interno del ojo, 5. Longitud del

hocico (Figura 4)

e Una vez se toman las mediciones se da click en: Analyze: Measure y
aparecera el siguiente cuadro de dialogo (Figura 5).
e Una vez realizada la medicién, se copia a un cuadro de Excel con la

informacién de la medicién.
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4 CRW E16.5 15-30B SAGITAL DERECH.. = | & | 5% | 4 Image)

11.42x15.173 mm (640x648); RGB; 2.TMB File Edit Image Process Plugins Window Help
EL|O,|G|OBA_|+[ Measure Ctri+M ik J_IJJ_I:J
*Straight*, segmented or freehand Analyze Particles... h)
Summarize
Distribution...
Label

Clear Results
Set Measurements...

Set Scale...

Calibrate...

Histogram Ctrl+H

Plot Profile Clri+K

Surface Plot...

Gels >

Tools »

Figura 4. Ruta de acceso para la toma de medidas morfométricas sagitales

derechas
r_lé Results E@gj

File Edit Font Results

|Area |F'erim. |Ang|e Length b
1 0.241 13817 -81955 Q§13.917
2 0135 7.83% 184.163 |7.535
3 0.089 5535 -125022 §5.535
4 0.047 2603 -64841 J2.603
g 0.028 1535 -91.332 1.535
4 [ il »

Figura 5. Cuadro de dialogo con las cinco medidas sagitales derechas en el orden
correspondiente: 1. Longitud craneo-rabadilla, 2. Longitud nasion-protuberancia
occipital, 3. Longitud gonion-bregma, 4. Longitud cartilago nasal-angulo interno del
0jo, 5. Longitud del hocico. Sélo las medidas indicadas con rojo son las
mediciones correspondientes en mm y son las que se copiaran en la tabla de
Excel.
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3. Mediciones frontales

e Para las medidas frontales se siguen los mismos pasos de calibracion
descritos en las Figuras 1-3

e Se toman las siguientes medidas de forma convencional siguiendo la
misma ruta de acceso para la toma de medidas descrito en la figura 4
-Longitud canto interno del ojo
- Didametro biparietal

e Para la toma de la referencia Illamada “Vertical verdadera” se sigue la
siguiente ruta: Edit: Draw (Figura 6). Esto con el fin que la medida quede
fija para realizar las ultimas tres mediciones que corresponden a:

-*A". Distancia del canto interno del ojo izquierdo

- *A: Distancia del canto interno del ojo derecho

- Diferencia entre las dos medidas

Cada una de estas medidas debe de ser medida, y posteriormente dibujada
segun lo estipulado en la figura 6. Una vez realizadas todas las medidas
frontales se procede a: Analize: Measure y se seleccionan solo las medidas
indicadas en rojo para copiar en la hoja de Excel (Figura 7).

& CRW E165 2-5C FRONTAL 20X jpg (75%) (=l = | “L
9.35x7.06 mm (848x640); RGB. 2.1WB
T oo P =)
File Image Process Analyze Plugins Window Help
¢ undo cinz ||O|@]| foufsfg]o] | | =]
Mgla{ Cut Ctri+X
Copy Ctrl+C
Copy to System
Paste Ctri+V
Paste Control...
Clear
Clear Outside
Fill Ctri+F
Invert Ctri+Mayusculas+
Selection >
Options »

Figura 6. Ruta de acceso para dibujar la Vertical verdadera
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d CRW E165 2-5C FRONTAL 20Xjpg (75%) =8| ®

9.3557.06 mm (848x640), RGB, 2.1M8 4 Image) (=lE =T -
& File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
& | clolalfal+Ix[Alalem] misls] | | =]

4 Results =16
File Edit Font Results
Jarea_[Perim. [Angle  [JLength
1 0017 1485 0 1.485
2 0020 1.779 180 1.779
3 0005 0486 -91.302 0486

IW\'

Figura 7. Ruta de acceso para la toma de medidas morfométricas frontales

3. Mediciones coronales

e Para las medidas coronales se siguen los mismos pasos de calibracion
descritos en las Figuras 1-3

e En la barra de herramientas se selecciona el icono llamado “Polygon
selection” (resaltado en rojo) se procede a la medida del perimetro cefalico
Figura 8.

e Analyze: Measure y se toma el dato denominado perimetro (resaltado en
rojo). Figura 8.

4 CRW E165 4-190B CORONAL 20Xjpg (75%) l=lE| =
8.83x6.67 mm (848x640); RGB; 2.1MB 4 Image) = 8, J

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
oBElel s+ Alx[o@| |mlssg]a] | | |=]
Magnifying glass (or use "+ and ™" keys)

4 Results i

File Edit Font Results
[area JPerm:

1 24.996 |18.29EI I

Figura 8. Ruta de acceso para la toma del perimetro cefalico

e Latoma de la distancia interparietal y anteroposterior se realiza
seleccionando el icono “Straight” de la barra de herramientas
e Se seleccionan los puntos de referencia y click en Analize: Measure
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4 CRW E16.5 4-190B CORONAL 20Xjpg (75%) =8 % |
I & tmages (== =

B.83:6 67 mm (846x640); RGB. 2.TNB
Flle Edt Image Process Analyze Plugins Window Help
mifelfad{e] P4 AN PN Kl ] I S PR
4 Results oo )

Flle Edit Font Resulls

[area” [Perim. |Angle [Length |
1 2499 18290 0 0

2 0071 6806 O 6.806

Figura 9. Ruta de acceso para la toma de medidas coronales
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17.11 POE Estimacion del estadio de Theiler

Universidad Protocolo estimacion del estadio de
—del Valle Theiler en rata Wistar E16.5

Departamento de
Morfologia

Unidad de
Histologia

SELLO SECO

REVISADO POR:

Maria Carolina Pustovrh, PhD
Liliana Salazar M. Msc.

Mario Alejandro Ortiz Msc.

Fecha de creacion

dd mm aa

APROBADO POR:

Maria Carolina Pustovrh, PhD
Liliana Salazar M. Msc.
Mario Alejandro Ortiz Msc.

Fechade
Aprobacién

dd mm aa

REALIZADO POR:

Estefania Cuéllar Rivas

Fecha de
Realizacién

dd mm aa

Tabla 2.Estimacién del estadio de Theiler en embriones de rata Wistar

E16.5

Nombre Dependiente/independiente Tipo de variable
dela
variable

Estadio Independiente Cualitativa/ordinal
de Theiler
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Unidad operacional

1-Estadio de Theiler 22

2- Estadio intermedio (22-
23)

3-Estadio 23



Definicion 1-Estadio Theiler 22: con
magnificacién, se pueden ver que los
dedos individuales estan separados en
el antepié. En contraste, en el retropié
hay interdigitaciones entre los dedos
de los pies, pero no estan separados.
Numerosos foliculos pilosos pueden
estar organizados en la piel, excepto
en la region de la cabeza. Los somitas
son discernibles sélo en la parte distal
de la cola. El pabellén de la oreja en
crecimiento esté hacia adelante y cubre
sélo una parte del meato auditivo
externo. La hernia umbilical es muy
conspicua en este estadio

Estadio 22---Dia 14 11-12 mm

2- Estadio
intermedio  entre
Theiler 22 y 23:
con caracteristicas
de ambos.

3-Estadio 23: La
caracteristica mas
prominente que define
este grupo es la
separacion de los dedos
de los pies y los dedos de
las  manos. Estan
claramente divergentes y
no se volveran paralelos
hasta mucho después.
El pabellon auricular
cubre més de la mitad del
meato auditivo externo.
En fresco, las venas
superficiales estan
usualmente visibles. En
los especimenes fijados,
las elevaciones discretas
de los foliculos pilosos
pueden ser vistos en todo
el cuerpo. Los parpados
todavia estan abiertos.
Los 65 somitas no
pueden ser detectados
por la inspeccion externa.

Externamente: con magnificacion, se pueden ver que los dedos individuales
estan separados en el antepié. En contraste, en el retropié hay interdigitaciones
entre los dedos de los pies, pero no estan separados. Numerosos foliculos pilosos
pueden estar organizados en la piel, excepto en la regién de la cabeza. Los
somitas son discernibles sélo en la parte distal de la cola. El pabellon de la oreja
en crecimiento esta hacia adelante y cubre sélo una parte del meato auditivo
externo. La hernia umbilical es muy conspicua en este estadio

e El antepié se compone de los cinco metatarsianos que forman el metarso y
las falanges del pie. Al igual que los dedos de la mano, el dedo gordo tiene
dos falanges (proximal y distal), mientras que el resto de los dedos tienen
tres falanges. Las articulaciones entre las falanges se llaman interfalangicas
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y las que existen entre el metatarso y las falanges se denominan
metatarsofalangicas.Su funcion es dinamica.

El retropié esta compuesto por el astragalo y el calcaneo o talon. Los dos
huesos largos que componen la pierna, la tibia y el peroné, se conectan con
la parte superior del astragalo para formar el tobillo. Tiene funcion
estabilizadora.

/mm FI1G. 226. Transverse section of nasal
cavities (for plane of section sce Fig.

25, arrows).

\—nasal capsule

——seplum nasé

upper denta/
lamina
__| lower denta/
lamina with
ety P molar
‘fongue
. " ——| Meckel's

cartilage
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Estadio 23---- Dia 15
12 -14 mm
Caracteristicas externas

La caracteristica mas prominente que define este grupo es la separacion de los
dedos de los pies y los dedos de las manos . Estan claramente divergentes y no
se volveran paralelos hasta mucho después. El pabellon auricular cubre mas de
la mitad del meato auditivo externo. En fresco, las venas superficiales estan
usualmente visibles. En los especimenes fijados, las elevaciones discretas de los
foliculos pilosos pueden ser vistos en todo el cuerpo. Los parpados todavia estan
abiertos. Los 65 somitas no pueden ser detectados por la inspeccion externa.

La longitud varia de 11.5 a 14 mm. En las secciones sagitales no hay diferencias
importantes del estadio anterior y el siguiente.

Species | Stage | 16 17 18 19 20 (21 22 (23

Human | Days |40 |42 |44 |48 |52 |54 [55 |58

Mouse | Days | 12.5| 13 13.5 | 14 145 | 15 155 16

Rat Days | 14 145 | 15 15.5 | 16 165 | 17 17.5

Bibliografia

e http://www.emouseatlas.org/emap/home.htm
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17.12

POE Densitometria 6ptica de las crestas palatinas

Universidad
del Valle

Departamento de
Morfologia

Unidad de
Histologia

Protocolo de densitometria crestas
palatinas de rata Wistar E16.5

programa Image pro plus

SELLO SECO

REVISADO POR:

Maria Carolina Pustovrh, PhD

Fecha de creacion

dd mm aa

APROBADO POR:

Maria Carolina Pustovrh, PhD

Fecha de
Aprobacion

dd mm aa

REALIZADO POR:

Estefania Cuéllar Rivas

Fecha de
Realizacion

dd mm aa

Introduccioén

El siguiente protocolo se realiza con el objetivo de cuantificar la cantidad de
marcadores de MMP2, MMP9 y TIMP2 presentes en las crestas palatinas laterales

de rata Wistar en estadio E16.5.

La medicion se realizara por medio de la

densitometria dptica, la cual es una herramienta Util para cuantificar la marcacion
en técnicas de inmunohistoquimica. El programa de Image Pro Plus nos permitira
determinar la densitometria en el mesénquima y epitelio de la region palatina de
cada una de las crestas, derecha e izquierda.
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Es necesario conocer la anatomia de las crestas palatinas para determinar el area
a cuantificar, el siguiente esquema representa el area de una cresta palatina en
varios estadios de formacion del paladar (Ver figura No 1). La zona marcada en
gris, representa el epitelio de la cresta, el cual a su vez esta dividido por las zonas
que éste delimita (N: nasal, M: Medial, O: oral, tg: Germen dental).

Para la cuantificacion del epitelio y del mesénquima, se realizara la medicién de
cada uno de ellos por separado, a su vez se tomaran tres medidas en diferentes
tiempos decididos por los investigadores.

Medicidn del epitelio de la cresta palatina

Para la toma de medidas, el epitelio en particular sera analizado en su totalidad,
seleccionado el epitelio nasal, medial, oral y adyacente al germen dental (si este
altimo esta presente). Tomando como referencia la membrana basal del epitelio y
el limite apical del mismo.

Medicién del mesénquima palatino

Para la toma del mesénquima palatino se delimitara la zona representada en la
grafica partiendo como referencia la membrana basal del epitelio (nasal, medial,
oral y germen dental) y trazando una linea perpendicular oblicua (no
necesariamente recta) como lo muestra la figura 1.

3 N
N )
19
g
x \ :
A B
N \ N
M [0
" —
& — o
C D
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Figura 1; Adaptada de Morris y col 2000; A: iniciacion, B: Crecimiento vertical,
C: Elevacion, D: Adhesion. Las siglas demarcan las zonas limites a demarcar: N:
nasal, M: medial, O: oral, TG: germen dental

Figura 2. Area seleccionada del epitelio de la cresta palatina derecha. Las
regiones seleccionadas; N: nasal, M: medial, O: oral, TG: germen dental, y en
asterisco (*) corresponde al borde de la cresta hasta donde se selecciona la zona
epitelial a analizar
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Figura 3. Area seleccionada del mesénquima de la cresta palatina derecha.

Las regiones seleccionadas; N: nasal, M: medial, O: oral, y en asterisco

PROCEDIMIENTO

1. El primer paso para el analisis de densitometria es cumplir con los parametros
de la toma de imagenes que estas sean las mismas para las imagenes a
analizar para la misma proteina

2. Las iméagenes para analizar estdn en un aumento de 10 X

Los parametros de las imagenes para cada uno de los marcadores a analizar

son los siguientes:
Aumento 10x:

MMP-2

MMP-9

TIMP-2

-Exposicion 46,8 ms
-Ganancia 2,3 x
-Saturacion 2,40

-Gamma 1,40

Formato capturado:
2048 x 1536

-Histograma: 0-255
-Tono: 157

-Saturacion: 19

-Exposicién 46,8 ms
-Ganancia 2,3 x
-Saturacion 2,15

-Gamma 1,40

Formato capturado:
2048 x 1536

-Histograma: 0-255
-Tono: 145

-Saturacion 16

-Exposicién 46,8 ms
-Ganancia 2, 3x
-Saturacion 2,15

-Gamma 1,40

Formato capturado:
2048 x 1536

Tono: 145

-Saturacion 16

Tabla 1. Parametros de latoma de imagenes en microscopio optico

3. Se debe realizar la calibracion de las imagenes con la regleta de calibracién,
seleccionando el aumento de 10 x
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4. Se selecciona en la siguiente ruta del programa: File-open-Carpeta de
aumentos-Aumento de 10x-Abrir

& Image-Pro Plus - AUMENTO 10X jpg 50%

Fle Edt Acquie Advanced Sequence Enhance Process Messure Maco Window Help
SHEwCSBR 2000 VAc A @ AL finHalEnllecBllaLeea BB
% AUMENTO 10Xjpg 0% eioes

Magnficaion: 10 NA: 022 AL 1

S AUMENTO 10T <] /| o

PinelSizeX: 1.02401 PielSizeY: 1.02401 Unitsc ym

Figura 4. Calibraciéon Aumento 10X con rejilla de calibracion

5. Se selecciona la opcion: Measure-calibration-Spatial calibration Wizard-
Calibrate the active image-Next

File Edt Acqure Advanced Sequence Enhance Process |Messure | Macro  Window Help
SHEDCSER2/M OO0 gl Cbmen oo o B 5 45 e 1 BN I SIE S O E 0 B
. i Spatial...
Sot Objects.. P
All Measurements... tensitye
10 Messure Distonces... Step Toblet...
Manual Tag... Open...
Save Active...
Caliper. s
Co-Localization... Likesiseiriége

PueizeX 102401 Pefizet: 1 02401 Uk m

lun(lmll|n[un‘uulmn‘nu}lm[mlmlm!:rlmEEZ&E“:,,._ | e

Figura 4.1 Calibracién Aumento 10X

6. Se da el nombre de “AUMENTO DE 10”, y se selecciona la unidad de medicion
en micras (Ums)
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S Image-Pro Plus - AUMENTO 10Xjpg 50% lelE)is]
File Edt Acquire Advenced Sequence Enhance Process Messure Mscro Window  Help

SHEDCSAR2AR00CAZAIAIRB E AW inHsMEnl «tENIGLEGH B0 8
3 AUMENTO 10Xjpg 0% _SEE

‘ INH’HH!HH’IHIlllll!lﬂll!mIHIIHH’HH!II!IIJIH)IHIIH!!HIH!i((!! |

Magnilication: 10 NA: 022 R 1

Sysem cabeation
S AUMENTO 1041 0 )
PhelSizeX. 1,02401 PelSizeY. 102401 Unis

based on the actve mage name.

[FuENTO 10
‘Select the spobal selerence unis:
um

Ifyou are calbraling an cbjective you can
‘salectthe obrcive’s lens fle o sel the.
calibeation name.

Select Otjective...
e coftraion ey bescidtocobule

‘othes mages. you can choose lo additto the:
it of reference calbrations. A

s apphed o arty mages that you c

<Back Foish | _Concel

Figura 4.2 Calibracion Aumento 10X

7. Se dala opcion de: create a reference calibration, set as a system
calibration-next

S Image-Pro Plus - AUMENTO 10Xjpg 50% [=lEiis]
File Edt Acquie Advenced Sequence Enhance Process Messure Mscro Window  Help

SHEwCSRAR 2000 AVAOAIBB I AL HnHsHEnl cBNIaLueA BB
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h“lll‘ll lllllﬂﬂtlmtllll lll’llﬂlﬂlllllll mqtm IIIl’llHIHH’HIIIMII’HII[ |

Magitication: 10 NA: 02 Rl 1

e — P

PixelSizeX: 1,02401 PixelSizeY: 1,02401 Unds: um

The accuracy o the caltwation wil be
improved by drawng longer ines, and by
drawing several Ines.

Draw Reference Line

\M:'

<Back Fosh | Corcel |

Figura 4.3 Calibracion Aumento 10X

8. Se da la opcion de optimizar color, se da zoom a la imagen y se selecciona las
unidades, cada linea de la regleta son 10 micras, se seleccionan 50 desde el
borde de cada linea, y se da la escala equivalente de 50 micras y aceptar.
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Figura 4.4 Calibracion Aumento 10X

9. Se verifica que haya quedado correctamente calibrada midiendo la distancia en

la misma regleta en unidades de micras, en el icono de mediciones y medir
distancia.

S ImagePro Plus - AUMENTO 10X jpg 200%. le)@li=]
File Edit Acquire Advenced Sequence Enhance Process Messure Mscro  Window  Help

SHEDCEARR2(BD0CAHAVAIARNB @B HrHsMEnl | tBN Il B A
3 AUMENTO 10X jpg 200% SE=]

Messuredistorce @
= [ <]
System settings
Active dye.
s 3 /=

Em WL: 550 Ex. WL 550 Tink 265, 25, 255

N

o Magniication: 10 NA: 022 Rl 1

: ll l ] ’ e —
y g PinelSizeX 1,12 PinelSizeY: 1,12 Unis: pm

Figura 4.5 Calibracién Aumento 10X

D1: SB571 pm

Una vez se ha realizado la correcta calibracion se procede a medir la imagen

10. Se selecciona la imagen a medir y se procede a dar en la opcion medir-
calibracion- set system y se da la opcion de “AUMENTO DE 10X” y aplicar.
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Figura 5. Apertura de la imagen a analizar. Se calibra con el aumento de 10X

jpg 0% =R bl

3
Fle Edt Acqure Advanced Sequence Enhance Process Messre Macro Window Help
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S AUMENTO 10¢1 =] /] oo

Petize. 102401 PrelSizeY. 1.02201 Unds: pn

Figura 5.1 Apertura de la imagen a analizar. Se calibra con el aumento de 10X

11.Se selecciona el &rea a medir con la opcion de compas, sefialada en rojo en la
barra de herramientas, posterior a esto saldra el recuadro de mediciones, y se
da click en el recuadro sefalado en rojo.
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7 Image: Py
File Edt Acquire Advanced Sequence Enhance Process Measure Maco  Window Help

SHEPCSRR 2 E00caV A2 ARW & AL finHSEBnl @
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Figura 6. Seleccion del mesénquima para estimar el area de la cresta

12.Se selecciona la zona del mesénquima de la cresta, bordeando la ldmina basal
del epitelio, desde la zona que esta adyacente al tabique nasal, trazando una
linea oblicua hasta el limite del epitelio oral, una vez sefialada el area se da
click con el botén secundario del mouse, se toma el dato del area y se escribe
en el formato de Excel.

3 Trege e Pius - 16571908 WMPS CHIOC 0163 S0 SEE 2 es

Fie dit Acquire Advanced Sequence Enhance Process Messure Macre  Window  Help

Festures | Mosausements | Irput/Output | Optors | Advanced Opt. |

| Feahres T Certer XP| Cerler Y Pol Area
1161 651 84
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Figura 6.1 Seleccion del mesénquima para estimar el area de la cresta, se
obtiene la medida en micras y se anota en el formato de Excel

13. Se cierra la ventana de medidas, y se selecciona el icono marcado en rojo en
la barra de herramientas, se selecciona el area previamente demarcada y con
el botén secundario termina de delimitar el area la cual quedara de color
verde.

b imag
ile  Edt

SHiEDCESER 2200 clevasaRw d @M finHsEEETnl oA N

3 E1657-1908-MMP9-CI-10X. [=1@=]
=503 I v TN -

Figura 6.2 Seleccion del area del mesénquima demarcada para realizar la
densitometria

14.Se procede a realizar la medicion del marcador: en medicion, Contar y medir,
seleccionar colores, y se da nombre al marcador en el recuadro que dice
“Class 1” se reemplaza por el nombre de la proteina a medir ya sea “MMP-2,
MMP-9, TIMP-2"
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Figura 6.3 Seleccion del area del mesénquima demarcada para realizar la
densitometria
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Figura 6.4 Seleccion del &rea del mesénquima demarcada para realizar la
densitometria
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13. En el recuadro que dice 3x3 se cambia al de 1x1, lo cual significa que la
medicion se hara pixel por pixel. Se da click en el icono del gotero resaltado en
rojo para empezar a realizar el conteo del marcador.

S Tmegebra s _'m' "r{m&«"‘h‘m" ==

File Edt  Acquir Advanced Sequence Enhance Process Measure  Mac Window  Help
anm-csna & ﬁno\e@w Qe anh aapd =M nl cEN oL B R

3 16,5 7-1908-MMPS-Cl- 1-10X-04.jpg 50%
5

Drop cokes represanted by fowe than

Z_IJZ! -] 1.1
[CmertCass =] __ Cieate Previenimage

[Cos CooronTanspmes — +]

NewMaek | fopyMask | [ OK ]

Figura 7. Seleccion de pixeles marcados con las proteinas de interés

Se da zoom a la imagen con el mouse, y se seleccionan los pixeles de en la
escala de verdes, café y amarillos mas intensos, en un umbral de RGB de rojo
(23-251), verde (53-248), azul (2-80). Si se selecciona un pixel incorrecto se da la
opcién del icono de borrar y nuevamente el gotero para seleccionar. Una vez se
han seleccionado los pixeles se da la opcion ok.
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Figura 7. 1 Seleccion de pixeles marcados con las proteinas de interés

14.Se da la opcién de medir, Seleccionar medidas, y se da la opcion de
densidad/sumatoria y aceptar

S Tage-P70 Pius - E165 7-1008-MMPI-CH0X 01 jpg 0% ETeT

Fie Edt  Acqui anced Sequence Enhance Process Measure Macre  Window  Help
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Figura 7.2 Seleccion de la opcién sumatoria de densidades
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15. Se da la opcién de contar (en verde) y visualizar, estadisticas (en rojo)

Fle Edt Acquire Advanced Sequence Enhance Process Measwe Macro Window Help

Figura 7.3 Seleccién de la opcion estadisticas

16. Aparecera un cuadro con las informacion requerida, solo se toma el dato
de la sumatoria del recuadro de densidad intensidad, y se anota el dato en
la tabla de Excel

S g P B3 T TO08 WP CLIOX D53 0% Sl

Fle Edt Acuire Abioced Sequence fnhance Process Messure Mecro Window Help
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Figura 8. Toma del dato de la medicion en la opcién marcada en rojo
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17.13 Aval de comité de ética animal de la Facultad de Salud de
la Universidad del Valle

Comité Institucional de Revision de Etica con Animales en Experimentacién

Universidad
Facultad de Salud _delvalle

ACTA DE AVAL A PROYECTO DEL AREA BIOMEDICA N° 001-013

Proyecto: m

QDJQME*EN?AL"RT’UGENESIS‘EN.uuzelomoaewmaosesmAmMAa_TERNA

(s e o, INDUCIDA POR DIETA DE CAFETERIA”

biomédica: %

Sometido por: Judy Wllavicgncio, Carolina Pustovrh, Estefania Cuéllar, Liliana Salazar, Mario
Alejandro Ortiz, Asesor: Veterinario Mauricio Villalobos

Codigo Intemno: 5 Fecha en que fue sometido 01 [:Ozl 2013
Fecha Certificacién CEAS: 03 ] [[2013

El Consejo de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle, ha establecido el Comité Institucional de
Revision de Etica con animales de experimentacion biomédica (CEAS) mediante Resolucion No. 27-A de
Marzo 10 de 1997, el cual esta regido por la Ley 84, de 1989 y la Resolucion No. 8430 de 1993 del Ministerio
de Salud, sobre proteccion de Animales en experimentacién y con esa garantia de cumplimiento, se da el
AVAL en los aspectos Eticos para la experimentacion, establece las recomendaciones y exigencias que
aparecen consignadas adelante.

Este Comité certifica que:

1. Sus miembros revisaron los siguientes documentos del presente proyecto.

¢ 7] Resumen del proyecto $R-) Result de eval otros comités (si aplica)
[I] Formato solicitud de evaluacion CEAS || Cartas de las instituciones participantes
Certificacién Medico Veterinario . Otro:

2. El presente proyecto fue evaluado y certificado por el Comité:

Segun las categorias de riesgo establecidas en el manual de experimentacion con animales de la
Facultad de Salud, el presente estudio tiene la siguiente Clasificacion de Riesgo:

G Animales que seran sometidos
Procedimientos que : a una manipulacion
Procedimientos que no pueden causarmolestia significativa como cirugia,
momentaneas y que se rfusion de 6rganos y que
A | ocasionan malestar al B byiarcor la C | perfus : g !
animal o que lo minimizan. pt.!e.den.o A i seran sacrificados al terminar
uullzaclén_ de analgésicos el procedimiento o durante la
o anestesia ejecucion del mismo.
7 Animales que seran Otro no contemplado antes:
sacrificados sin ningin

tratamiento o
manipulacién de ensayo.

ias o p i (si aplican), presentados por los participantes en el 0

b7

)

A\

SR
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17.14 Anexo

Estudios publicados en biomodelos murinos sobre la expresion de MMP-2,-
9y TIMP-2 en la palatogénesis y los métodos empleados para su deteccion.
Adaptada de: Cuéllar et al, Expresion de MMPs en el proceso de la palatogénesis,
Revision de la literatura, 2014

Autores y afio de Especie MMP vy/o TIMP Métodos

publicacién estudiada

lamaroon y Ratones CD1 estadios MMP-2 Zimografia en gelatina

colaboradores®® E10y E11 e inmunofluorescencia
indirecta y directa con

1996 microscopia
convencional

Morris y Ratones CD1 estadios MMP-2,3,7,9 Zimografia en gel, con

colaboradores! E12, E13, E14 y 13 o sin inhibidores,
Western Blot

1999 TIMPly 2

Morris y Ratones CD1, MMP2,3,9y13 Inmunofluorescencia

colaboradores** estadios E12, E13 Y

E14 TIMP-1, 2, 3

2000

Mansell y Rata Wistar en MMP-2,3 Cuantificacion de

colaboradores!*® estadios E15, E16 y colageno por andlisis

2000 E17 y postnatales de TIMP-1y 2 de flujo continuo,

Blavier y
colaboradores®

5 dias

Ratones silvestres y
mutantes para TGFB3
en estadio E14.5

MMP-2, 13, MT1-
MMP

cromatografia liquida
de alta presion,
cultivos in vitro de
paladar, zimografia en
gel, zimografia
reversa y ensayo de
sustrato fluogénico

Histologia por H-E,
hibridacion in  situ,
cultivo de dérganos,

2001 TIMP-2 ensayos de Northern y
Western Blot

Browny Ratones CD1 en MMP-2,-3 Cultivos de paladares

colaboradores® estadios E13-15 con un inhibidor de la
palatogénesis

2002 (BB3103), histologia,
zimografia en gel e
inmunohistoquimica.

De Oliveiray Ratones suizos (Mus MMP-2, 3,9 Hibridacién in situ,

colaboradores*® musculus) en estadios PCR en tiempo real,

E13, E14, E145 vy inmunohistoquimica,
2010 E15. zmografia en gel.
Gkantidis y Ratones cepa MMP-2,9,13 14 Zimografia in  situ,

colaboradores?®'®

2012

C57BL/6 y embriones
Bmp7 con alelo nulo
en estadios E13.5,
E14.5,E15.5

inmunofluorescencia e
hibridacién in situ
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17.15 Anexos Ponencias y publicaciones

1. Reconocimiento Primer puesto modalidad Péster y publicacion del abstract.

v Estefania Cuéllar Rivas, Maria Carolina Pustovrh, Liliana Salazar, Estudio
de la palatogénesis en un biomodelo animal de obesidad materna inducida
por dieta de cafeteria, Revista Médica de Risaralda 2013; 19 (Suppl 2): i —
XX

« ESTUDIO DE LA PALATOGENESIS EN UN BIOMODELO ANIMAL DE
OBESIDAD MATERNA INDUCIDA POR DIETA DE CAFETERIA

Autor(es): Estefania Cuéllar Rivas’, Liliana Salazar?, Carolina Pustovrh?®

'Odontdloga, Universidad del Valle, Estudiante maestria en Ciencias Biomédicas,
Universidad del Valle.

2 Magister en Morfologia, Universidad del Valle, Profesor asociado, Departamento
de Morfologia Universidad del Valle.

3PhD En Ciencias Biologicas, Universidad de Buenos Aires, Profesor asistente,
Departamento de Morfologia, Universidad del Valle.

Revista Médica de Risaralda 2013; 19 (Suppl 2): i - boc

ISSN 01220667

REVISTA MEDICA

de Risaralda

X CONGRESO COLOMBIANO DE MORFOLOGIA

Libro de
Resumenes

DX CONGRESO COLOMBIANO DE MORFOLOGIA
Pereira, Colombia,
Octubre 31, Noviembre 01y 02 de 2013

Revista Médica de Risaralda
Vol 19 Suppl 2, noviembre de 2013
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2. Presentacion oral en el encuentro Nacional de Investigacion Odontoldgica -
ACFO. Tipo de evento: Otro Ambito: Nacional Realizado del 2-4 de
octubre de 2014 y publicacién en el libro de memorias del congreso

ASOCIACION COLOMBIANA DE FACULTADES DE
ODONTOLOGIA ACFO

MEMORIAS

ESTADO ACTUALDELA lNVEST]GACI()N EN COLOMBIA FACULTADES DE
ODONTOLOGIA ACFO VERSION 2014

XXV ENCUENTRO NACIONAL DE
INVESTIGACION ODONTOLOGICA

CARACTERIZACION DEL DESARROLLO CRANEOFACIAL EN EL ESTADIO
E16.5 EN UN MODELO MURINO DE OBESIDAD (céd. CB08).

Cuellar Rivas Estefania, Pustovrh Ramos Maria C, Villavicencio Flérez Judy E, Ortiz
Salazar Mario A, Salazar Monsalve Liliana. Universidad del Valle.
estefania.cuellar@correounivalle.edu.co

ANTECEDENTES. Los cambios en la conducta alimenticia y actividad fisica han
incrementado la obesidad a nivel mundial, condicién que afecta con mayor frecuencia
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3. Publicacion de articulos en revista especializadas

Expresion de metaloproteinasas en el proceso
de palatogénesis: revisidn sistematica de la
literatura

Expression of Metalloproteinases in Palate Development: Systematic
Literature Review

Estefania Cuéllar Rivas  RESUMEN

Cdontéloga, estudiante de la
Maestria en Ciencias Biomédicas,
Departamento de Morfologl'a, Escuela
de Ciencias Bésicas, Universidad del
Valle, Cali, Colombia.

Mario Alejandro Ortiz Salazar
COdontdlogo, especialista en
Ortodencia, magister en Ciencias
Biomédicas, profesor, Departamento
de Morfologia, Escuela de Ciencias
Basicas, Universidad del Valle, Cali,
Colombia.

Judy Villavicencio Florez
Odontéloga, especialista en Docencia
Universitaria, profesora, Escuela

de Odontologla, Universidad del

Valle, Cali, Colombia. Especialista en
Odontopediatria, Pontificia Universidad
Javeriana, Bogotd, Colombia.

Antecedentes: el desarrollo del paladar es un evento complsjo que requiere la sintesis yla
degradacidn de diferentes componentes de la matriz extracelular, come coligeno tipos 1, 1l
¥ lll, fibronectina y cido hialurdnico. Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son una familia
de proteasas encargadas de la remodelacidn tisular y su actividad estd regulada por sus in-
hibidores enddgenos (TIMP). Diferentes estudios demuestran la participacién de MMPy TIMP
en la palatogénesis y su relacidn con la presencia de fisuras oropalatinas. Objetive: clasificar
los diferentes estudios en modelos experimentales ¥ en humanos que evidencien la parti=
cipacién de metaloproteinasas y sus inhibidores en el desarrollo palatino y su relacién con
patologias coma el labio y paladar fisurado. Métodos: se realizé una revisidn sistemética
de la literatura en las bases bibliogréficas PubMed, EMBASE, Web of Science y Cochrane
con los términos bacleanos palate, development, palatogenesis, matrix metalloproteingses
{MMPs), tissue inhibitors of metalloproteinoses (TIMPs), extracetiular matrix, ¥ cleft and lip
palate, para clasificar los diferentes estudios relacionados con la presencia de MMP y TIMP
en el paladar y los métodos utilizados para detectar su expresidn en el paladar entre 1997
¥ 2014. Resultedos y conclusiones: los estudios en modelos experimentales evidencian la
participacién de MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13, MMP-25, ADAMTSS, y ADAMTS20 y TIMP
en diferentes estadios del desarrollo palatino en murines. Por el contrario, los reportados
en humanos son escasos ¥ se han relacionado con polimorfismos en MMP-3 y MMP-25
asociados a presencia de labio y paladar fisurade no sindrémice.

PALABRAS CLAVE

Univ Odontal 2014 Jul-Dic; 33(71) 19-28. 155N 0120-4319

desarrollo; inhibidores de metaloproteinasas (TIMPY, labio y paladar fisurado; matriz extra-
celular; metaloproteinasas (MMP), paladar; palatogénesis
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ABSTRACT

Background: Palate development is a complex event that requires the synthesis and degra-
dation of various components of the extracellular matrix, such as collagen type |, Il and 1ll,
fibronectin, and hyaluronic acid. Matrix metalloproteinases (MMPS) are a family of proteases
responsible for tissue remodeling and its activity is regulated by their endogenous inhibitors
(TIMPs). Several studies demaonstrate the role of MMPs and TIMPs in palatogenesis and their
relationship with cleft and lip palate. Purpose: To classify existing studies with experimental
and human models that show the role of metalloproteinases and their inhibitors in palatal
development and its relationship to diseases such as cleft lip and palate. Methods: This
systematic literature was carried out in the PubMed, EMBASE, Web of Science, and Cochrane
databases. The search included Boelean descriptors like palate, development, palatoge-
nesis, matrix metalloproteingses (MMPs), tissue of metalloproteinases (TIMPs), extracellutar
matrix, and cleft tip and palate, in order to classify the studies related to the presence of
MKIPs and TIMPs in palate and the methods used to detect their expression between the
years of 1997 and 2014. Results and Conclusion: Studies in animal models demonstrate the
expression of MMP-2, MMP-3, MMP-3, MMP-13, MMP-25, ADAMTSS, ADAMTS20, and TIMPs in
different stages of development in murine palate. By contrast, studies reported in humans
are scarce and have been associated with polymorphisms of MMP-3 and MMP -25 associated
with the presence of non-syndromic lip and cleft palate.

COMO CITAR ESTE ARTICULD

Cuéllar E, Ortiz MA, Willavicencio J. Expresién da
netaloproteinasas en el proceso de palatogéne-
sis: revisién da la iteratura. Univ Odontol 2014

Jul-Dic; 33(71): . httpr//dx doi.org/ 1011144/

Javerianaue33-TLampp

KEYWORDS
cleft and lip palate; development; extracellular matrix; matrix metalloproteinases (MMPs);
palate; palatogenesis; tissue inhibitors of matrix metalloproteinases (TIMPs)
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Aceptade para publicacién: 12,/09,/2014
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EL PAPEL DE LA ENAMELISINA (MMP-20) EN EL DESARROLLO DENTARIO:
REVISION SISTEMATICA

THE ROLE OF ENAMELYSIN (MMP-20) IN TOOTH DEVELOPMENT:
SYSTEMATIC REVIEW

Estefanfa Cuéllar Rivas', Maria Carolina Pustovrh Ramos®

RESUMEN. Anfecedentes: el ameloblasto es la célula encargada de la produccién y mineralizacién de la matriz orgdnica del esmalte. Atraviesa
varias etapas: la fase pre-secretora, secretora, de transicion y maduracion. En la fase secretora se producen los componentes de ia matriz orgdnica.
En la fase de maduracién se elimina el componente orgdnico y se inicia el proceso de mineralizacién. Este proceso requiere de la participacién

de la metaloproteinasa de matriz 20 (MMP-20) o bién llamad, lisina. Diversos estudios demuestran la presencia de MMP-20 en el
desarrollo dentario y su relacién con alteraciones en la formacion del esmalte. El objeto fue clasificar los diferentes estudios y técnicas de
laboratorio empleadas que d tren la participacién de lisina en el desarrollo dentario y su relacién con patologias en la formacién del

esmalte. Método: se realizé una revision sistemdtica de la literatura con las siguientes bases bibliogrdficas: PubMed, Science-Direct, Hinari y
SciELO, con el fin de clasificar los diferentes estudios relacionados con la participacion de MMP-21) en el desarvollo dentaly los métodos utilizados
para detectar su expresion, entre los afios de 2009 a 2014. Resultados y concinsiones: los modelos in vitro evidencian que MMP-20 tiene sitios
especificos de escision para las proteinas de matriz de esmaite. Este proceso se ve alterado por la composicién quimica, iones, ¥ la presencia de
hidroxiapatita. En los modelos inockout la morfologia del esmalte estd alterada. En los dios en , se ha relacionado la MMP-20 con
una mayor susceptibilidad de caries dental, el grosor completo de esmalte y agenesias dentales.

Palabras clave: Desarrollo del esmaite, desarrollo dentai, enamelisina, MMP-20, amelogenesis, amelogenesis imperfecra.

Abstract. Background: Ameloblasts are cells responsible for the production and mineralization of the organic matrix of enamel through several
stages: pre-secrefory, secretory, transition, and maturation. The organic matrix compenents are produced in the secretary phase. In the maturation
phase, the organic component is removed and the mineralization process starts. This process requives the imvolvement of matrix metalloproteinase
20 (AMP-20), also ealled enamelysin. Several siudies have shown the presence of MMP-20 in tooth development and its velationship to alterations
in enamel formation. Qbjective: to classify the different studies and laboratory techniques wsed fo demonsirate the imvolvement of enamelysin
in tooth development and its relation to pathologies during enamel formation. Methed: A systematic veview was conducted with the following
bibliographic databases: PubMed, Science-Direct, Hinari, and SciELQ, in order to classify the different studies related to the involvement of MMP-
20 in tooth development and the methods to detect ifs expression, between the years of 2000 and 2014, Results and conchisions: in vitro models
Show that MMP-20 has specific cleavage sites for enamel matrix proteins. This process is alteved by chemical composition, fons, and the presence of
hydroxyapatite. Enamel marphelogy is altered in the kmockout models. In human studies, MMP-20 has been associgted with increased suscepiibility
to dental caries, enamel thickness, and dental agenesis.

Key words: enamel development. tooth development, enamelysin, MMP-2{), amelogenesis, amelogenesis imperfecta.
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