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RES UMEN

Las fisuras laterales de labio superiar y las fisuras de paladar son uno de los defectos
congénitos mas prewvalentes de la edad pedidtrica, pudiéndose diagnosticar cada vez en
edades de gestacibn mas precoces. La falta de acuerdo sobre coémo se forma el paladar
secundario humano nos ha inducido a analizar la formacién y elevaciéon de las crestas palatinas
pero con un nuevo enfoque metodoldégico. Se han efectuado composiciones de
microfotografias obtenidas de secciones histobgicas seriadas de embricnes humanos de
estadios que comprende todo el proeso de elevacién de las crestas palatinas (estadios
Carnegie (EC) 17 a 23). A diferenda de otrosestudios previos sobre la palatogénesis en este
trabajo de tesis se han analizado los cambios de volumen de las crestas palatinas integradas
en el correspondiente proceso maxilar (zona de origen) y en concreto en un segmento de éste
(segmento maxilar seleccionado (SMS)). Asimismo se han solventado los posibles errores de
calculo volumétrico que las caracteristicas de cada ejemplar embrianario pudiera inducir
(tamafios diferentes, grados de retraccion tisular no homogéneos por el proeso de fijacion
histolégico, cambios postmortem, etc.), al utlizar como variable comparativa entre estadios el
porcentaje de ocupacién volumétria de cada una de las partes en que se dividié cada SMS.
Los volimenes se obtuvieron aplicando principios y técnicas estereolbbgicas. Al comparar los
porcentajes de ocupacion volumétrca entre estadios embrimarios, hemos podido definir la
dindmica volumétrica tisular de la zona que contiene mayoritiriamente la cormespondiente
cresta palatina en si misma (teritoro medial) y la de las zonas adyacentes del SMS, v, al
compararlas entre si, deducir posibles relaciones con los mecanismos implicados en el pro@so
de formacidny elevacion de las crestas palatinas. Los resultados de este estudio han mostrado
que la dinamica de crecimiento porcentual del volumen tisular del territoio medial del SMS
(prircipal zona que integra a la correspondiente cresta palatina) es distintaen cada terdo. En el
terdo posterbr, el territorb medial crece marcadamente tantoal pricipio (intervalo () EC17-18)
como en el medio (IEC19-20) del periodo de elevacién de las crestas palatinas, mientras que
en el tercio anterior s6lo lo hace al final del proeso (IEC22-23). El patrdn observado en el
terdo medio del teritoriomedial es intermedio respecto a los otrosdos. E ste hecho junto con el
de ser el terdo mas estable de este teritord, permiten interpretar que es una zona de
transicién y/o de transferencia tisular entre ambos extremos. La comparacion de los datos entre
los teritorbs del SMS sugieren que habria un predominio de remodelacién al principio GEC17-
18) del pro@so de elevacion de las crestas palatinas en los terdos posteriar y medio, y en este
ulimo terdo también en la parte central de este periodo (iEC 19-20). El resto de incrementos de
porcentajes de volumen parecen responder mas a prolferaciéon local del mesénquima que a
otrosmecanismos, excepto el brusco incremento final (iEC22-23) del terdo anterior que es muy
sugestivo que sea debido sobre todb a una elevacién de las crestas palatinas por una rotacion
axial real. La aplicaciéon de porcentajes de ocupacién volumétricos de diferentes teritorbs se
ha demostrado una buena herramienta de andlisis, ya que relativiza los resultados al desechar

el factor decrecimiento global.

Palabras clave: paladar, crestas palatinas, palatogenesis, desarrollo, embridogia, embritn

humano, esteredogia.



ABSTRACT

The lateral fissures upper lip and cleft palates are one of the most prevalent birth defects in
pediatric age and increasingly can be diagnosed at ages earliest gestation. The non-consensus
that exist about the development and elevation of human palatal shelves led us to study this
todc with a new methodological approach. We made microphotography compositions obtained
from serial histological sections of human embryonic stages (Carnegie stages (CS) 17 to 23)
comprisng the entire elevation proass of palatal shelves. In contrast with other previous
studes about palatogenesis, we focused in volume changes of palatal shelves integrated into
the coresponding maxillary proess (area of orign) and more specifically we analyzed one of
its segments (maxillary segment selected (MSS)). In addition, potential errors from volumetric
calculation due to the own characterstics from each embryonic specimen osuch as different
sizes, different grades of non homogeneous tissue retradion by histological fixing proess,
post-mortem changescewere resolved by using the percentage of volume occupation of each
part in which each MSS was divided as a comparative variable among stages. The volume was
obtained by applying stereological prirciples and techniques. Analysis of differences in
percentages of volumetric occupation between embryonic stages was useful to define thetissue
volume dynamics ofthe area that mostly contains the corresponding palatal shelve itself (medial
teritory) and adjacent areas of MSS. Furthercomparisons of each other zones allowed us to
deduce possible relations with the mechanisms involved in the formation and elevation of the
palatal shelves. The results of this study show that the dynamics of percentage growth of tissue
volume of the medial teriitory of MSS (main area which integrates the corresponding palatal
ridge) is different in each thid of the palate. In posterpr third, the medial teritory grows
remarkably at the beginning (range () CS17-18 and in the middle (rCS 1920) period of the
palatal elevation, while the anterpr third only does at the end of the pro@ss (rCS22-23). The
pattern observed in the middle third of the medial territoly is intermediate with respect to the
other two. Given that this zone is also the most stable thid of thi teritory we speculate that thi
is a transition zone and/a a tissue transfer between both extremes. The comparison of data
between MSS territolies suggests that there is a remodelling predominance at the beginning
(rCS 17-18 of the elevation pro@ss of the palatal shelves in posteror and middle thids and, in
that last thid, in the central part (rCS 1920 of ths period too. The remainder observed
increases in volume percentages seem to respond more to a local mesenchymal prolferaton
thanto other mechanisms, except for the sharp increase at the end (rCS 22-23) of the elevation
period in the posterbr third which may suggest that is mainly due to a rise of palatal shelves by
a real axial rotation. The application of percentages of volumetrc occupation of different
teritores between embryonic stages has shown good analysis tod and discards the factor of
global grawth.

Keywords: palate, palatal shelves, palatogenesis, development, embryology, human embryo,
stereobgy.
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ANT
CLP

CP

Inf
LCR
ME
Med
Mt

NoMed

PCH
pe
POST
RNV
Sd

SMS

inervalo acumulado (Fig. 27)

tercio anterior

fisuralateral de labio superior con o sin fisurade paladar anterior
fisurade paladar posterior aislach

edad en dias

un estadio Carnegie determinado

estadio anterior a un estadio Carnegie determinado

estadio Carnegie

inervalo del PCH (Fig. 27)

indice de proporcionalidad

territario inferior

longitud coronillarabadilla

tercio medo

territario medal

territario matiz

territarios no medial, es decir, los territarios matrize inferior
porcentaje

periodo de cierre de la hendidura buconasofaringea (Apartacb 7)
primer estadio Carnegie estudiado o estadio umbral

tercio posterior

recién nacidos vivos

sindrome

segmento maxilar selecciorado (Apartacb 5.3.)

tercio
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T territario

tSMS tercio del segmento maxilar selecciorado
tT tercio del territario

ue ultino estadio Carnegie estudiado

\Y volunmen

Observacion:

Cada dos paginas confrontadas, las equivalencias de las abreviaturas que
aparecen en el texto se muestran en el pie de la paginaimpa.
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1. DES ARROLLO FACIAL Y PALATINO

Los defectos congénitos craneofaciales son los mas prewalentes en la edad
pedidtrica, pudiendo formar parte o no de diferentes complejos malformativos o
entidades sindrémicas. El estudo embridégico de esta region aporta infornmacion
de un hecho biologico, al tiempo que clinicamene permite conocer de forma
precsa codmo es la -eambiante anatomia“ craneofacial en cada periodo del
desarrollo, facilitando a obstetras, radidlogos, dismorfélogos, neonatélogos y
pediatras la identficacion de la edad gestacional asi comoel diagnéstico de las
variaciones respecto el desarrollo normal (VermeijKeers et al., 1983; Radlanski,
2003; Stanier y Moore, 2004). Durante los ultimos afios la resolucion de las
ecografias prenataés ha mejorado mucho facilitando la mejor definicién de los
defectos congénitos y con unas semanas de gestacién cada vez mas precoces
(Gillham et al., 2009).

El hecho que estas anomalias sean tan prevalentes en la edad pediatrica
prowca que en la pradica clinica habitual encontemos con frecuencia recién
nacidos o nifos mayores con afectacién en este territorio (Bermejo y Martinez-
Frias, 2012). Y ademas que sean muchos los especialistas implicados en su
seguimiento clinico y/ tratamiento: cirugia plastica pediatia, cirugia
maxilofacial, otarinolaringologia, foniatria, logopedia, psicologia, genética,

odontologia y enfermeria (Mossey etal., 2009).

1.1. Embriologia
1.11. Embriologia descriptiva

La region facial deriva de la prominencia frontonasal y de los primeps arcos
faringeos (Cordero et al., 2011 Helms et al., 2005). Estos se subdividen a
amboslados en los procesos maxilares y mandibulares (Fig. 2). El desarrollo de
estos primordios faciales depende de la prolferacion de su mesénquima, que
provene esencialmente de células de la cresta neural Su superficie esta
formada por un epitelio de origen ectodémico (Lane y Kaartinen, 2014, Bushy
Jiang, 2012; Creuzetetal., 2005 Sadler, 2012 Moore et al., 2015).
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Los dos procesa mandibulares se fusionan directamente en la cuarta semana
de gestacion (Standrirg, 2005; Moore et al., 2015). La formacion del paladar
(palatogénesis) sucede entre la quinta y la doceava semana de gestacion y
determina la division de la cavidad buconasal en la cavidad bucal y las fosas
nasales, consiguiendo separar tambgn la boca de la nasofaringe (Moore et al.,
2015 Bushy Jiang, 2012, Moxham, 2003; Meng et al., 2009). En la formacién
del paladar intewviene el paladar primaio (el cual proede del proceso palatino
medio) y el paladar secundario (el cual procede de los procesos palatiros
laterales o crestas palatimas) (Sadler; 2012.

Durant la quinta semana de gestacion, en el ectoderno de la proninencia
frontonasal se forman las placodas nasales (derecha e izquierda). Estas se
invaginan para formar las fositas nasales, en los rebordes de las cuales se
forman los procesosnasales, en el lado intemo los mediales y en el lado externo
los laterales, por prolferacion del mesénquima local (Sadler, 2012). Los
procesos nasales laterales participan sobre todo en las alas nasales (Sadler,
2012.

Durante la sexta y séptima semana los procesos maxilares contintian creciendo
en sentido medial. De éstos se forman los parpados inferiores, los pémulos y
parte de las mejillas, encia superior y labio superior (partes laterales), asi como
el paladar secundario (Corderoet al., 2011; Helms et al., 2005). Los procesos
nasales mediales tambén se desplzan hacia el centro y tras contactar entre si
se fusionan en la linea media. De su zona superior se forma parte de la piramice
nasal mientras que de su extremo inferior crece hacia abajo, interponéndose
entre los pracesos maxilares de ambos lados (segmento intermaxilar) (Sadler,
2012 O'Rahilly y Miller, 1992). De éste se forma superficialmente la parte
central del labio superiar (surcosubnasal o filtrum y tubércub del labio superiar)
y mas prdundamente la porcion gingival que contienen los 4 incisivos superiaes
y el paladar primaio (Fig. 1) (Sadler, 2012 O‘Rahilly y Miiller, 1992; Cordero et
al., 2011; Helms et al., 2005). Durante la séptima semana de gestacion el labio
superior habra finalizado su formacién con la participacion del segmento
intemaxilar y de los procesos maxilares (Meng et al., 2009).

En concreto, los process nasales mediales entre si presentanun pro@so de

merging, es decir, un crecimiento subepitelial del mesénquima, sin presentarse

fusidn ni apoptosis epitelial, en el que no se observan agregados epiteliales
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separados por mesénquima en su rafe (Burdi y Faist, 1967, Danescu et al.,
2015). Este crecimiento y migracién del mesénquima hace que se rellenen los
surcos y facilita el cierre (Cox, 2004). A diferencia de lo que sucede entre el
procesonasal medial y el procesomaxilar en el que se produceun proceso de
fusién, es decir, se produce la unién de las dos estructuas revestidas por
epitelio, degradandose este epitelio y permitiendo que el mesénquima de unlado
se desphce al oto lado, formando puentes mesenquimales y dejando en la linea
media agregados epiteliales (Burdiy Faist, 1967; Danescu etal., 2015).

Entre finales de la quinta y el inicio de la sexta semana de gestacién aparecen
unas probngaciones de la regién medial de los procesosmaxilares: primordos
palatinos laterales o crestas palatims (Fig. 1) (ORahilly y Mdller, 1992,
Standring, 2005; Sadler, 2012 Moore et al., 2015). Inicialmente crecen de forma
inferomedal (verticalizada) a ambas lados de la lengua (Sadler, 2012 Carlso,
2014 Moore et al., 2015). Entre la séptma y la octava semana se alargan yen la
octava semana ascienden de forma brusca y alcanzan una posicién horizontal
supralingual (Moore et al., 2015; Standrirg, 2005). En la octava semana de
gestacion se inicia la fusién de las crestas palatinas izquierda y derecha
(ORabhilly y Miiller, 1992) y en la doceava semana se completa la fusion y
formacion del paladar (Moore et al., 2015; Bushy Jiang, 2012). En la zona que
dara lugar al paladar duro, las crestas palatinas inician su fusion entre si,
presentand también fusidn en su porcidon antetior con el paladar primaio
(proceso palatino medio) y en su superficie superior con el tabique nasal (que
proviene de la prolferacion en la linea media y hacia abajo del mesénquima de
la prominencia frontonasal) (O‘Rahilly y Miller, 1992, Moore et al., 2015
Fergusson, 1978. En la zona que dara lugar al paladar blando (regién no
osificada, localizada por detras del tabique nasal), que incluye la Gvula (parte
posteriar del paladar), presentaun procesode merging (O‘Rahilly y Miiller, 1992,
Burdiy Faist, 1967, Gorlin et al., 2001). El inicio de la fusién de las crestas
palatims para formar el paladar secundario se ha descrito que comienza en la
zona palatim media y posterioomente continua simultdneamente hacia delante y
hacia atrds, quedando durant este proceso zonas de no contactoinicial (Bushy
Jiang, 2012; Smith et al., 2013; Ferguson, 1988; Okano, Suzuki, Shiota, 2006;
Jiny Ding, 2006). El rafe palatino medial que se observa postnatalmente indica

la linea de fusidn de las crestas palatimas.
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Fig. 1 Esquema de la vision oral del paladar durante la palatogénesis. A la izquierda un estadio
embrionario en el que no se han fusionado todavia las crestas palatinas (color azul) entre si, ni
éstas con el paladar primario (color verde) ni con el tabique nasal (color naranja). El paladar
primario forma parte del segmento intermaxilar que comprende los cuatroincisivos superiores en
su porcién gingival. A la derecha vemos un estadio embrionario mds avanzado en el que se
observa el paladar formado.

Embrién humano Estadio Carnegie 17  Embrién humano Estadio Carnegie 23

Fig. 2 Esquema de la region facial de los embriones humanos de los estadios Carnegie 17 y 23 en
el que se puede observar el desarrdlo de los procesos faciales. Comparando ambas imagenes se
puede observar el proceso de acercamiento a la linea media de los procesos nasales (medial color
verde y lateral color naranja) y maxilares (color azul), asi como de las érbitas. Los procesos
mandibulares se dibujan en color rcsa.
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Superficialmente los limites de las praminencias faciales quedan bien
delimitados a partir de la sexta semanade gestacion, pero por debajo de la capa
ectodémica el mesénquima todavia esta indiferencado sin limites preckos
(Corlis, 1979. Cuando las crestas palatims se han fusionado completamente,
se inicia la osificacion del mesénquima del paladar en los dos tercios anteriores
de éste para formar el paladar duro (Meng et al., 2009). De esta osificacion
derivan los procesa palatinos de los maxilar y las lamiras horizontales de los
huesos palatinos (O‘Rabhilly y Miiller, 1992; Carlson, 2014. E| tercio posteriar no
se osifica y dara lugar al paladar blando (Meng et al., 2009). El proceso de la
miogénesis del paladar se caracteriza por la aparicién de centros de formacién a
cada lado repartidos en toda la extension del futuo velo del paladar, desde
donde al desarmllarse y expandirse van a ocupar la parte posterior del paladar
(Cohen et al., 1993). Los primeos centros premusculares del paladar blando se
orignan entre la semana 6 y 9, correspondientes los primeps a los musculos
tensores del velo del paladar y el segundo a los musculos azigos de la Gawula,
pero no se observan fibras musculares hasta la semana 13 de gestacion (Cohen
etal., 1993).

1.12. Embriologia comparada en la palatogénesis

La mayoria de trabajos publicados han estadorealizados en modelos animales,
prircipalmente embrines de ratas y ratones, algunos de los cuales hemos
comentdo anteriormente. Ya habian sugericdo que el estudd en otras especies
habia podido inducir errores a la hora de extrapolar estos datos a humanos
(Chou et al.,, 2004; Yu y Ornitz, 2011). Por ejempb, Yu y Omitz (2011) ya
comentron que a pesar del consenso general que la elevacién de las crestas
palatimas se inicia en la zona anteriar o a nivel de la segundaruga palatina en
roedores, no se deberia generalizar como un proceso comin en mamiferos,
pues estos resultados se obtuvieron de estudos realizados en ratas y ratones
prircipalmente y segun ellos no se corresponden con los observados en

humanos.

Y ademas, también una gran mayoria de estos trabajos han realizado sélo un
andlisis parcial del paladar, sobre todo en el tercio medio, extrapolando
posteriaomente los resultados obtenidos a todo el paladar secundario, pudiendo
llevar a errores (Chou et al.,, 2004). Este hecho ya habia sido apuntado
anterioomente por Ferguson (1978) el cual habia realizado su estudo en el
paladar entero de ratas para evitar errores de extrapolacién, pues habia
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observado muchas conclusiones contradictorias. Recientemente Yu y Ornitz
(2011) también destacan que proballemente una de las causas por las que se
observan conclusiones contradictorias en la bibliografia relacionada con la
palatogénesis sea por la extrapolacion de datos, tanto de una regién parcia al
total como de una especie animal diferente a la humana extrapolandolo a la

humana.

Diversos trabajos morfométicos del grupo de Virginia Diewert han sido
publicados, pero o bien los datos voluméticos habian sido parciales (Diewerty
Lozanoff 1993b) o bien aporiaban solamente distancias y/o areas (Diewert,
1983; Diewert y Shiota, 1990, Wang y Diewert, 1992, Diewert y Lozanoff
1993a,b; Diewert et al., 1993; Diewert, Wang y Tait, 1993; Young et al. 2007).
Burdiy Faist (1967) delimitaronen emhriones y fetos humanos la region anteriar
y posterior del paladar mediante el 6rgano vomemonasal de Jaco bson, por lo que
diferenciaban el paladar primario del secundario sin realizar una diisién de
regiones dentro de cada una. Ellos observaron como en los embrianes de la
séptima semana de gestacion (1824 mm longitud coronila+abadilla (LCR)) las
crestas palatimas dela region anterior eran gruesas y con forma triangulary en la
region posterior eran alargadas y con posicion vertical. En la octava semana
(26229 mm LCR) las crestas palatims en la regién anterior estaban orientadas
horizontalmente creciendo por encima de la lengua hacia la linea media y en la
regién posteriar permanecian delgadas y orientadas verticalmente a la lengua.
Comentn que a partir de la octava semana(mayor de 34 mm) se inicia la fusion
en la zona anteriar, no detallando la zona posteriar en que orden se elevan.
Observaron que en el paladar duro se praducia un proceso de -fusion®
(observando remanertes epiteliales) y en el paladar blando y Gvula se produwia
un procesode -merging“ (no observando en esta regién remanentes epiteliales)
(véase apartado 1.1). Mas tarde, VermeijKeers et al. (1983) realizaron un
estudo en embiiones de ratébny embiiones y fetos humanos, tanto normales
como con anomalas del desarrollo de cerebro,ojos y craneo, mediante cores
histologicos y observacion directa macroscopica y comparaon también varics
valores en craneos humanos, pero no delimitaron diferentes regiones ni puntos
de referencia a analizar. Estos autores realizaron una descripcion del desarrollo
de los diferentes primordios faciales, las placodas, los ojos, el mesodermo,
ectodemo y neuroecbdermo y analizaron la continuidad epitelial, sin
metodobgia reproducible ni una clara delimitacion de las zonas analizadas.
Burdiet al. (1988) estudaronel desarrllo facial precozen cortes histoldgicos de
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embiiones y fetos humanos, entre las 7 y las 26 semanas de gestacion, en ellas
analizaron la region mediofacial dividiendo los cores coronales en tres zonas a
cada lado de la linea media. Las zonas se dividian por tres puntosde referencia:
el puntomas interno de la 6rbta, el punto mas lateral del hueso frontal y el punto
superiar de la sutum zigomaticormaxilar. Estos puntos de referencia no son
reproducibles en embrimnes mas jovenes y ademas no delimita especificament
el paladar a lo largo del eje anteroposteriar de las crestas palatinas en
desarrollo. Radlanski (2003) realizd reconstucciones 3D de imagenes
histologicas de embriones y fetos humanos de las diferentes estructuras de la
regién ordfacial. Este trabajo pretendia valorarlas inteacciones de las diferentes
estructuras y tejidos durante el desarrollo, pues éstas muchas veces no son
valorabes en 2D. Mas tarde Radlanski et al. (2004) realizaron un estudio de
reconstruccion 3D de imagenes histoldgicas de embriaes y fetos humanos para
estudar la localizaciéon del canal incisivo y de los nervios y vasos nasopalatinos
en humanos. En este trabajo determinaron que los datos anteriarmente
publicados respecto a la localizacion del canal incisivo y del nervio y arteria
nasopalatim no se comespondian con los detallados anteriaromente. Yoon et al.
(2000 analizaron el desarrollo de los labio y del paladar en embiiones y fetos
humanos (de la 4 a la 12 semanade gestacion), analizando el desarrollo a nivel
superficial en la mayoria de ellos y en algunos de los embrimes y fetos
analizando sus cores histologicos. En este estudd no se describen limites
especificos dento delpaladar, sino que lo describen globalmente los cambios en
él. Observan comolas crestas palatimas aparecen en el estadb Carnegie (EC)
17, crecen en direccién vertical y se elevan quedando en posicién horiontal
durante el EC 23, iniciando la fusion a partir de la octava semana de gestacion;
pero sin diferenciar estos sucesos segun las diferentes regiones del paladar a lo
largo de su eje anteroposterior de las crestas palatims en desarrollo, si no como

un ente Unico.

1.13. El proceso de elevacion de las crestas palatinas

Los tratadcs de embridogia y varics estudds destacan una elevacion bruscade
las crestas palatims durante el Ultimo estadio embionario en humanos (EC23)
(Sadler, 2012 Carlson, 2014 O‘Rahilly y Miller, 1992; Moore et al., 2015;
Standrirg, 2005).

Lista de abreviaturas: EC, estadio Carnegie; LCR, longitud coronilla-rabadilla.

31



Intraduccion

1.13.1. HIPOTESIS DE MECANISMOS IMPLICADOS EN LA ELEVACION DE
LAS CRESTAS PALATINAS

Existen varias hipdtesis sobre el procesode elevacion de las crestas palatimas

entre las que destacan dos (remodehciény rotadén) (Fig. 3):

1y

2)

3)

La rotacion de las crestas palatims . Un ascenso de éstas respecto a un
eje imaginario que estaria localizado en la zona lateral. Dentro de esta
hipdtesis estan implicados factores intrinsecos a las crestas palatims en
desarrollo y extrinsecos a éstas (Yu y Ornitz, 2011, Ferguson, 1978;
Wragg et al., 1972; Diewert, 1985; Greene y Pratt, 1976; Walker y Fraser,
1956; Brinkley et al., 1978; Chou et al., 2004; Coleman, 1965).

La remodehcion de las crestas palatims. Un proceso que consiste en la
regresion de la porcién distal de éstas, acompanandose a la vez de un
crecimiento de la regién medial de éstas (Walker y Fraser, 1956,
Coleman, 1965; Ferguson, 1978; Yu y Ormitz, 2011; Yasuda y Fujimotq
1986; Chou et al., 2004).

La prolferacién tisular en la zona medial de las crestas palatiras (Walker
y Fraser, 1956, Coleman, 1965; Schupbach et al., (1983); Ferguson,
1979).

TN

CP
CP

CP
CP L

(A L L B

Fig. 3 Esquemas de cortes frontales representativos de las hipdtesis de elevacién de las crestas
palatinas durante el periodo embrionario. A) Rotacién de las crestas palatinas respectoa un eje en
la zona lateral a éstas, quedando el vértice de la cresta (punto rojo) en el extremo medial; B)
Remodelacion de las crestas palatinas, la zona medial crece (flecha verde) y la zona distal
retracede (flecha rosa), quedando el vértce de la cresta inicial (punto rojo) en una zona
lateralizada (Figura basada en la publicacién de Walker y Fraser (1956) y Bush y Jiang (2012)).
Abreviaturas: L: lengua, TN: tabique nasal; CP: cresta palatina.
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1.13.2.LA CONTRADICCION DE LOS DATOS EN LA BIBLIOGRAFIA

En la literatura existen muchos estudios histomafolégicos en diferentes
especies animales sobre donde y cuando se inicia la elevacién de las crestas
palatinas a lo largo del eje anteroposteriar, presentandovarics conclusiones

contradictorias. Entre ellas desiacamos:

Zona dodnde se produce el inicio dela elevacidon de las crestas palatims

Walker y Fraser (1956) observaronen embriones de ratonesque la elevacién de
las crestas palatims se produca por un procesode remodehcion -protmusion
medial de las crestas palatimas a nivel del dorso de la lengua acomparnado por la
regresion de la superficie distal de éstas excepto en su regién posterior que
desde un inicio presentaba un crecimiento horizontal, y especificando esta
elevacion de la zona posterior después avanzada hacia la zona anterior con un
movimiento ondulante (-eomouna ola®). Coleman (1965) observd en embrimes
de ratas que la elevaciéon de las crestas palatinas ocurre en la zona anterior por
rotacibn mientras que la zona media y posteriar por remodelacién, similar a lo
observado por Walker y Fraser (1956); pero, a diferencia de ellos, comentaba
gue se iniciaba en la zona anterior y proseguia en direccién posteriar. Wragg et
al. (1972 observaronen ratas como desde un inicio la zona anterior presentaba
un crecimiento horizontal. Mas tarde, Ferguson (1978 describié en embiones
de ratas un crecimiento en direccion horizontal desde uninicio enel 1/5posterior
de las crestas palatinas (situado a nivel del futuro paladar blando), similar a lo
observado por Walker y Fraser (1956); presentando en el resto de crestas
palatims un inicio de esta elevacion en la regidon anterior con progresién
posteriar, similar al descrito anteriormente por Coleman (1965). Schipbach et al.
(1983) realizaron un estuddo en embiiones de ratas de los dias (E) 15.3
(equivalente en humanos al EC18-19 (Hill, 2016) a E213 (equivalente en
humanos periodo fetal (Hill, 2016)), analizando cortes de microscopia electrénica
de todo el paladar secundarioy dividié los cortes histologicos en tres regiones:
anterior, media y posteriar (la posterior acogeria al futuo paladar blando).
Observaron que en E15.3 (aproximadamente en humanos a EC18-19 (Hill,
2016)) las porciones anteriar y media presentabauna posicion vertical y la zona
posterior horizontal desde un inicio. Ente E16.2-16.5 (aproximadamente en

Abreviaturas del texto: E, edad en dias; EC, estadio Carnegie.
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humanos a EC20-21 (Hill, 2016)) en la zona media intepretaron que habia un
proceso de remodelacion cambando su posicién a horizontal. Posteriaomente
comentin que la zona anteriar preserta un proceso de elevacion. Yasuda y
Fujimoto(1986) realizan su estudio enembriones de ratones mediante la incisién
en el cuarto anterior de la zona distal de las crestas palatinas, analizando su
posicion una vez compétada la elevacion de estas, y observan como la zona
anterior presentabaun procesode remodelacién, discrepando con los estudos
anteriores. Chou y colaboradores(2004) implantaronmoléculas de carbanoen la
zona distal de las crestas palatims de embrianes de ratones y observaroncomo
la zona anteriar, al igual que Yasuday Fujimoto(1986), y posteriar, al igual que
Walker y Fraser (1956), presentabaun procesode remodehcion, mientras que
en la zona media habia rotacbn. No fue hasta el afio 2011 que Yu y Ormitz
(2011) publicaron un estudio en embrines de ratones en el que analizaban
cinco cortes histologicos coronaés (nombrandol el mas posteriary V el mas
anterior); dos de ellos se corresponden aproximadamene por localizacién con
los descritos anteriormente por Walker y Fraser (1956) (concretamente el Il y el
V). Analizando dichos cories se observaron que la elevacion de las crestas
palatims sucedia antes detras (zona Il) que delante (zona V), excepto en la
region mas posterior (I) la cual retrasaba su elevacién hasta que no se habia
compétado la elevacién de la zona mas anteior (V). Con estos datos
histomofolégicos sugirieron que la elevacion de las crestas palatirs mediante
el mecanismo de remocklacién, que se habia sido descrito con anteriaridad en
los estudbs previos de Walker y Fraser (1956), sucedia en los planos
intemedios (ll, lll y IV) pero no en los extremos (I y V); siendo los mecanismos
de elevacion de las crestas palatims dindmicos y diferentes segun las regiones
de las crestas a lo largo del eje anteroposteriar. Aunque estos autores comentan
gue las regiones posteriores (Il y Ill y en alguna ocasién el plano IV, que se
corresponderia a uno medio) presentdan remodelaciéon, pero no los planos mas

extremosly V.

Factores intinsecos

En cuantoa los factores intinsecos, Walker y Fraser (1956) comentaron que las
crestas palatims se movian mediante una -fuerza intema“ la cual es lo
suficientemente fuerte como para ayudar a elevar las crestas por encima de la

lengua y sugirieron que ésta podria corresponderse con una +ed de fibras
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elasticas del tejido conectivo” de las crestas palatimms. Mas tarde, Ferguson
(1978 comenté comoel gradud aumento de mucopolisacaridos, prircipalmente
acido hialurénco, sobre todo en la zona anterior de las crestas palatims de los
embiiones de rata entre E 14-16.3 (equivalentes a EC1621 aproximadamente
en humanos (Hill, 2016)), se cree que aumentan la fuerza intrinseca para que se
eleven las crestas palatims, por la turgencia asociada a las caracteristicas
hidrdfilicas que preserta. Presentando después una elevacion de forma muy
rapida en un precso estadio del desarrmllo, E16.52-16.79 (corespondencia con
humanos a EC21-22 (Hill, 2016)), a pesar de la resistencia que ofrece la lengua.
En relacién con las implicaciones que tendria la -red de fibras elasticas del tejido
conectiwo” (descrito por Walker y Fraser (1956)) en el ascenso de las crestas
palatims, Brinkley y Vickerman (1979) realizaron un estudo en embiiones de
ratones entre E13 (equivalente en humanos a EC17 (Hill, 2016) y E14
(equivalente en humanos a EC19 (Hill, 2016)) en el que a una cresta le
realizaban cores a diferentes alturas de la zona distal de la cresta palatinay la
cresta contralateral la dejaban intac, como control (sin tener en cuenta la
asimetria como un proceso fisioldgico). Compobaron que la elevacion de los
dos tercics anteriores (el futuro paladar duro) no dependia de la elevacién del
tercio distal (futuo paladar blando), observacion que iria en contra de la
elevaciéon por una fuerza intinseca -eomo una olk“ que habia definido
anteriomente Walker y Fraser (1956); pero sin embaigo el tercio posterior
dependia su elevacién de la establidad morfoldgica de los dostercios aneriares.
También se describe un aumento de la sustancia intericelular, inmedatamente
antes y durante el cierre del paladar, con incremento de sulfomuopolisacaridos
y proeoglicanos, comoel acido hialuronco, los cuales al hidratarse aumentan el
volumen de las crestas palatims (Brinkley et al., 1978 Chou et al., 2004). En
concreto Brinkley vy Morris-Wiman (1987) describen acumulacion de
glucosaminoglicanos, sobre todo acido hialurén€o, mas en la regién anterior del

paladar que en la posterior.

Factores extrinsecos

En cuanto a los factores extrinsecos también existen discrepancias. Unos
estudos otogaban un papel importante para el ascenso de las crestas palatiras
al crecimiento y descenso de la mandibula y de la lengua, los movimientos

musculares de la lengua y los cambbs en la morfologia de la lengua (Yu y

Abreviaturas del texto: E, edad en dias; EC, estadio Carnegie.
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Ornitz, 2011; Ferguson, 1978, Wragg et al., 1972 Diewert, 1985; Greene y Pratt,
1976 y otos, en cambio, decian haber demostado que no existia relacion
espacio-temporal entre el desarrollo de la lengua vy las crestas palatiras (Young
et al., 1991). Al estar realizados la mayoria de los estudbs en embiiones de
ratones y ratas, Wragg et al. (1970 realizaron un estudo mediante técnicas
cefalométricas en embriones humanos y de ratas para intertar explicar si varios
de los factores extrinsecos descritos anteriormente podian extrapolarse del
embidn de ratén al humano. Destacaron que varias de las conclusiones
extraidas en roedores no podrian atribuirse al desarrollo en humanos. Asi en
embiiones humanos no existia extension de la cabeza sobre el cuello, no existia
protusion de la lengua fuera de la cavidad oral pues presertaba un prognatismo
antes de cierre del paladar y la boca alojaba a la lengua. Mas tarde Ferguson
(1978 compaaba algunos hallazgos previamene descritos en la bibliografia
versus los datos objetivados tras su trabajo en embiiones de rata: comentaba
que Wragg et al. (1970) observaron la protusion de la lengua tras la elevacion
de las crestas palatimas al igual que él; Diewert (1974) en embriones de rata
observd que la prarusion lingual sucedia un dia antes de la elevacién de las
crestas palatims, pero Ferguson (1978 no lo observd en su serie de 217
embionesfetos de ratas analizados. Aunque posteriormente estudios
morfoméricos en embrones humanos de Diewert (1983; 1985) describidé un
rapido crecimiento de la regién facial inferiar, acompafalo por cambbs en la
posicion de la lengua y una extensién de la cabeza respecto al cuerpo, por este

mayor crecimiento de la porcién inferior facial.

En esta linea, variocs estudios en ratones, basados en la manipulacion de las
crestas palatims y/o en ausencia de la lengua y/o de otras regiones
craneofaciales, han demostiado que la elevacidon de las crestas palatimas es un
movimiento activo y que incluso se puede alcanzar en ausencia de la lengua
(Brinkley et al., 1978, Zimmerman et al., 1983; Shiota et al., 1990). Ferguson
(1978 comentd en su estudio en embrimes de ratas que los movimientos de la
lengua son pasivos, a pesar de que en los tratados embrianarios y algunos
estudos comoel de Green y Pratt(1976) se habia propueto que el movimiento
de la lengua era un factor muy importante. Y tamb#én hizo referencia a varics
estudos anteriores de Jacobs et al. (1970; 1971) en los que se intentd inducir
fisuras de paladar mediante dosis elevadas de inhibidores neuronusculares y no
consiguié objetivar fisuras de paladar en ellos, por lo que el autor comentd que
parecia bastante claro que la actividad neuronuscular no era un factor principal
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en el desarrollo delpaladar (Ferguson, 1978).

Las causas que prodicen estos cambios tan rapidos en las crestas palatinas en
cuanto a posiciéon y forma no quedan claros del todo y aunque existen varias
hipdtesis, ninguna de ellas ofrece una explicacion compéta (Bush y Jiang,
2012).

Divisién de las diferentes regiones delpaladar

También han habido diferenes metodologias a la hora de dividir en zoras el
paladar a lo largo del eje anteroposterior, ademas de haber sido en diferentes
especies. Por este motivo, la comparacdn entre estudds por estos aspectos
tambin se ha visto dificultada.

Algunos autores no especificaban dénde ponian la linea divisoriaentre la region
anterior y posteriar, por ejempb Yasuda y Fujimoto (1986) en embrianes de
raténrealizaronuna incision entre el prime y segundo cuarto delpaladar, pero al
hablar de la elevacion lo referian a la zona anteriar en la que se encuentra la
incision sin un limite precso. Otros describian los resultados en la zona anteriar
y posterior sin limites exactos entre ellas como el estudo en embriones de ratén
de Walkery Fraser (1956) y también el estudo deColeman (1965) en embrianes
de rata. Otros realizaron la division respecto todo el paladar: los dos tercios
anteriores (que posteriommente daran lugar al paladar duro) los dividian a su vez
en las regiones anterior, media y posterio; y el tercio posteriar (que
posteriomente dam lugar al paladar blando). Esta Gtima metodobgia de division
habia sido empkada por Diewert (1978 en embrimes de rata, por Brinkley y
Vickerman (1979 en embrianes de ratony por Okano et al. (2006) en la revision
de los estudo en embiiones de raténque habian publicados hasta el momeno.
Schipbach et al. (1983) realizaronun estudo en embiiones de rata en cortes de
microscopia electrénica y dividieron las secciones histoldgicas en tres regiones:
anteria, media y posteriar (la posterior acogia al futuo paladar blando). Mas
recientemente Yu y Omitz (2011) intentron realizar una nueva metodobgia
dividiendo seis planos coronales a lo largo del eje anteroposteriar (nombrando
los planos de | a V de mas posteriar al mas anterior y un corte adicional en el
extremo posterior final del paladar). Estos planos |-V respecto el eje
anteroposteriar se correlacionaban con la morfologia de la lengua a lo largo de
este eje. El limite anterior estaba delimitado por el 6rgano vomeronasal.



Intraduccion

1.2. Biologia celular y molecular en la palatogénesis

Durane los ulimos afios ha habido muchos avances relacionados con las
diferentes mecanismos morfogenéticas y moleculares (factores de transcripcion,
factores de crecimiento, sefiales moleculares, manipulacion de diferentes genes
en ratones y ratas (knock out), genes implicados en ratones y en humanos,
inteacciones  reciprocas mesénquima  versus epitelio, epigenética,
transcriptamas, proteomas, nheurotransmisores...) implicados en la
palatognesis, el conocimiento de los cuales permiten entender y relacionar en
la palatoggnesis diversos aspectos genéticas con la clinica (fisuras de labio con
o sin fisura de paladar, asi comoen las fisuras de paladar aisladas) (Dixon et al.,
2011;GritliLinde etal., 2007;Meng et al., 2009, Thyagarajan et al., 2003 Okano
etal,, 2006 Cox, 2004; Bushy Jiang, 2012, Lan et al., 2015; Kohli y Kohli, 2012;
Lane y Kaartinen, 2014; Seelan et al., 2012, Twigg y Wilkie, 2015.

Estos factores moleculares presentanun heterogeneidad genética a lo largo de
su eje anteroposterior (Bushy Jian, 2012;Hilliard et al., 2005; Li y Ding, 2007
Smith et al., 2013), asi comorespecto al eje mediolateral (Bush y Jiang 2012
Gao et al,, 2009, Lan et al., 2004;Lan et al., 2015; Smith et al., 2013. Aunque
todavia son muchas las incégnitas que quedan sobre la funcion que cada unode
ellos tiene durante la palatogénesis. Pero ademas de ser poco conocidos los
genes y factores moleculares implicados en la palatogénesis Lane y Kaartinen
(2014 apuntaron una observacidon amplamente extendida ya en los estudios
genéticos (revision extensa realizada por EmmertStreib y Glazko (2011)), se
trata de la creencia que no existe una via de intemaccién lineal entre los
diferentes genes y factores moleculares, si no una red (network) de intemcciones

no lineales, hecho que dificulta ain mas el conocimiento de todas estas vias.

Varics autores han realizaron una extensa revision de las novedades que en la
palatogénesis se habia producio a nivel molecular y morfogenético en ratones
durante los ultimos afios (Bushy Jiang, 2012; Lan et al., 2015; Lane y Kaartinen,
2014 Funato et al., 2015; Levi et al., 2011; Potter y Potter, 2015; Okano et al.,
2006. A lo largo del eje anteropogeriar de las crestas palatinas existe una
heterogeneidad muy marcada a nivel molecular desde estadbs muy precoces
del desarrollo (Gritli-Linde, 2007). Se han descrito muliples factores de

transcripcion y éstos se expresan de una forma diferenciada a lo largo del eje
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anteropogeriar de las crestas palatims, demostidndose su implicacion en
ratones knock out. Por ejempb: los genes Msx1 y Shox2 se expresanen la
regidbn anterior de las crestas palatims, mientras que Meox2 y Thbx22 se
expresanen la regién posteriar de éstas. Ademas de presenta estas diferencias
a los largo del eje anteroposterior, tambin se han evidenciado que existe una a
lo largo del eje vertical de la cresta palatim, es decir, entre la cara medial (que
posterioomente se corespondera con la que esté en contacto con la cavidad
nasal) y la lateral (que posteriarmente estard en contacto con la cavidad ora)
(Bushy Jiang, 2012; Hilliard et al., 2005; Lan et al., 2015).

1.2.1. Implicacién de las células de la cresta neural en las crestas palatinas
en desarrollo

Varics estudos recientes han demostrado las constantes y reciprocas
interacciones entre el epitelio del paladary las células mesenquimales derivadas
de las células de la cresta neural entre otras, siendo esta heterogeneidad
genética a lo largo del eje anteroposterior y mediolateral crucial para el
desarmollo nomal del paladar (Murry y S chutte, 2004; Chai y Maxson, 2006).

Las células de la cresta neural son una poblacién celular de precusores
pluriptencales con una elevada capacidad migratoria que se originan de la
zona de transicion entre el neuroeptelio y el ectodemo somatico (Gammill y
Bronner-Fraser, 2003; Corderoet al., 2011; Helms et al., 2005; Milet y Monsoro-
Burg, 2012), se separan del epitelio, adoptan un caractr mesenquimal y
empkzan el procesode migracion (Helms et al., 2005). Para la migracion de las
células de la cresta neural es necesaria la transicion epitelio-mesénquima
(Corderoet al.,, 2011, Noden y Trainor, 2005; Cox, 2004). Las células de la
cresta neural cefalica siguen unas vias bien definidas desde su oligen adyacente
al neuroecbdermo hasta su destino en la regién craneofacial (Cordep et al.,
2011, Noden y Trainor, 2005; Cox, 2004). Todos estos procesos estan regulados
por una red de genes, de los cuales hasta el momento sélo se conocen algunos
y tambin algunas de sus inteacciones (Betancur et al., 2010; Sauka-S penglery
BronnerFraser, 2008).

Una vez las células de la cresta neural llegan a los primodios faciales, éstas

prolferan y las estructuras faciales empezan a adquirir forma (Cordep et al.,

2011). Las células de la cresta neural rodean a las células mesodérmicas
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(nuUcleo central) de los primodios faciales y éstos estan cubiertos en la cara
externa por el ectoderno y por la cara intema por el endodermo (Cordep et al.,
2011; Graham, 2003; Cox, 2004). Por lo que células de diferentes origenes
forman una misma estructuray a su vez células que inicialmente prowenian de
un mismo origen finalmente se localizan en territoricc muy distantes entre ellos,
como resultado de un proceso de migracidn celular (campo de desarmllo)
(Helms et al., 2005).

Entre los factores que han descrito comoinductores de la cresta neuralen aves,
peces y anfibios estan las familias de reguladores como las proteinas de
sefalizacion WNT (WNTs), las protehas morfogénicas Oseas (bone
morphaenetics praein: BMPs) y el factor de crecimiento de fibrablastos
(fibrobhst growth factors: FGFs); esta evidencia no queda tan clara en
mamiferos, sin saber en éstos quienes son los precursores principales (Bhatt et
al.,, 2013). Los genes que se encuentran expresados en los precusores de la
cresta neural son entre otios: Msx1, Msx2, Sox10, Twist (Gammill y Bronner-
Fraser, 2003). En concreto Msx1 y Msx2 estan fuertemente expresada en las
células de la cresta neural migrabrias y su expresbn continua durante la
colonizacién de las proninencias faciales y los arcos faringeos (Doshi y Patil
2012; Bhatt et a., 2013). Tambén se han descritos genes como Shh en el
epitelio delos pimordbs faciales (Doshiy Patil 2012).

Durane el desarrollo del paladar en mamiferos existen inteacciones entre el
ectodemo faringeo (epitelio) y el mesénquima derivado de las células de la
cresta neural craneal (Li et al., 2011, Doshi y Patil 2012; Bush y Jiang, 2012,
Chai y Maxson, 2006). Dentro de estas interacciones estan incluidas moléculas
de senalizacién y factores de crecimiento como SHH, miembros de la
superfamilia de factor de crecimiento transformante beta (transforming growth
factor beta: TGFB): BMPs, FGFs, sus receptores y efectores (Doshi y Patil,
2012). Por ejemplo, TGFBR2 esta implicado en la prolferacion de las células
mesenquimales de las crestas palatims derivadas de la cresta neural (Ito et al.,
2003) y TGFB 3 esta implicado en la fusién de las crestas palatimas (Ito et al.,
2003; Martinez-E lvarez et al., 2000; Martnez-E Ivarezetal., 2004).
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1.21.1.EJE ANTEROPOSTERIOR

Las crestas palatimas en desarmllo estan formadas por mesénquima derivado de
la cresta neural (Ito et al., 2003) entre otros origenes. Durante la palatogénesis
muchos genes presertan heterogeneidad a nivel celular y molecular a lo largo
del eje anteroposteriar de las crestas palatims en desarrmollo (Li et al., 2011,
Hilliard et al., 2005; Okano et al., 2006; Gritli-Linde, 2007; Zhang et al., 2002,
Murrmy y Schutte, 2004; Bushy Jian, 2012; Hilliard et al., 2005; Li y Ding, 2007,
Zhou et al., 2013). En la prolferacion de las células de la cresta palatim las
protinas Sonic Hedgehog (SHH) y WNTs son uno de los factores importantes
implicados en este praceso (Cordeo et al., 2011). Muchos de los estudios
diferencian la zona anterior de la zona posteriar de las crestas palatims
mediante el limite que forma la primera ruga palatina en embriones de roedores
(Bushy Jiang, 2012; Hilliard et al., 2005; Yu et al., 2005). En el mesénquima de
las crestas palatimas de la zona anteriar se expresan preferentemente los genes
Shox2, Msxl y Fgfl0 y en la zona posterior de éste se expresan
preferentemente los genes Barxl, Mnl, Meox2 y Thx22 (Zhou et al., 2013,
Hilliard et al., 2005). Por lo que el mesénquima de las crestas palatimas en
desarrollo anteriar y posterior tendra una respuesta diferente a las sefiales que
provienen del epitelio (Zhou etal., 2013; Hilliard et al., 2005).

Por ejemplo, en la zona anterior del mesénquima de las crestas palatinas en
desarrollo se encuentra el gen Msx1 el cual estimula y es estimuado por el gen
Bmp4 situado en este mismo mesénquima anterior, no presertandose ni Msx1 ni
Bmp4 en la regién posterior de éstas (Li et al., 2011; Hilliard et al., 2005; Zhou et
al.,, 2013). A su vez Bmp4 estimula la expresion del gen Shh, situado en el
epitelio de las crestas palatimms en desarrollo. Shh desde el epitelio de éstas
estimud la expresbn del gen Bmp2 en el mesénquima produciendo la
prolferacion del mesénquima de la zona anterior de las crestas palatims en
desarrollo (Zhang et al., 2002; Hilliard et al., 2005) (Fig. 4). Los genes Shh,
Msx1, Bmp4 y Bmp2 se encuentran en fases iniciales del desarrollo del paladar

anteriar, sin diferencias en éstosentre la cara oral y nasal (S mith et al., 2013).
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Fig. 4 Esquema de la interaccién epitelio-mesénquima en la zona anterior de las crestas palatinas
en desarrdlo, respecto al eje antero-posterior. Los genes Shh, Msx1, Bmp4 y Bmp2 se encuentran
en fases iniciales del desarmllo del paladar anterior, sin diferencias en éstos entre la cara oral y
nasal. Basado en los esquemas de Zhang et al. (2012) y Smithetal. (2013).

Se ha investiqado sobre la prolferacion celular en las crestas palatinas en
desarmllo del embrion de ratéon observando que los ratics de prolferacion
celular son similares en las regiones anterior y posteriar de las crestas palatinas
en E13.5 (se corresponde en humanos con el EC18) (Hill, 2016)). Por ejemplo Li
y Ding (2007) realizaronun estudo en embiiones de raténen el que observaron
que la expresbn de los genes Shox2 y Meox2 era dinamica; pero ésta era
diferente a lo largo del eje anteroposterior durante el desarmllo de la cresta
palatim. En E12.5 (se corresponde en humanos con el EC16 (Hill, 2016)) la
expresibn del gen Shox2 estaba localizada en la regidon anterior de las crestas
palatims, cubriendo menos del 25% de toda la extension total de las crestas
palatims en desarrollo, expandiéndose progesivamene su expresidn en
direccién posteriar cubriendo mas del 6% de la cresta total en E14.5 (se
corresponde en humanos con EC20 (Hill, 2016)). Sin embamgo, en E12.5 la
expresdn de Meox2 tiene una expresibn de mas del 7% de la cresta palatim
total en region posterior y medial, presertando en E14.5 (se comesponde en
humanos con EC20 (Hill, 2016)) una regresion a la regién posterior, ocupando
solamene un 25% en este estadb, coincidiendo con el futuo paladar blando
(Fig. 5). Todos estos datos sugieren que el mesénquima de las crestas palatims

presentaun patron de migracion celular a lo largo del eje anteroposteriar (Bush
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y Jiang 2012; Li y Ding, 2007), aunque comentan que se deben realizar mas
estudos para profundizar al respecto.

E12.5 raton E14.5 raton
(=EC16 (=EC20
humanos) humanos)
= |
o = |
& e & |
g . '
VIeOXZ SI10XZ
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:
:
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Fig. 5 Esquema del mesénquima de las crestas palatinas en desarmllo de ratén, divididas en
cuaros a lo largo del eje anteroposterior. En la columna de la izquierda se observa el
correspondiente al dia 12.5 en ratén (equivalente en humanos EC16 (Hill, 2016), donde sélo se ve
expresado el gen Shox2 en menos del 25% de la zona mds anterior, mientras que el gen Meox2
ocupa el restante. En la columna de la derecha se observa el correspondiente al dia 14.5 en ratén
(equivalente en humanos EC20 (Hill, 2016), en el que se ha incrementado a expresidon del gen
Shox2 hacia zonas posteriores, ocupando mas del 60% de la regién anterior y media de las
crestas (linea azul), mientras el gen Meox2 regresa en este estadio a un 25% localizindose en la
zona posterior (linea verde). Sugiriendo estos datos que este mesénquima presenta un patrén de
migracion celular a lo largo del eje anteroposterior. Basado en los resultados del estudio de Liy
Ding (2007).

También en la zona anteior del mesénquima de las crestas palatims la
sefalizacién de BMP, en concreto Bmprla, es necesaria para la expresin del
gen Shox2, cuya inactivacion causa un tipo raro de fisura anterior del paladar
secundario en embrianes de ratén, pues el gen Shox2 soélo se expresa en el
mesénquima del paladar anteriar en desarrollo, tal y como hemos comentado
anteriaomente (Li etal., 2011; Yu etal., 2005).

A lo largo del eje anteroposterior también se ha observado que en la zona
anteriar de la crestas palatims, en las que Ferguson (1978 habia desciito conp
mecanismo prircipal la elevacion de las crestas palatims por acimulo e
hidratacién de glucosaminoglicanos, prircipalmente acido hialurénco, éste no
era el mecanismo principal, pues no se reducia Ila presenca de

Abreviaturas del texto: E, edad en dias; EC, estadio Carnegie.
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glucosaminoglicanos en embiiones de ratdn knock out para los genes Fgfr1°° y
Fgfr1/29*°, aunque en estos ratones quedaba abolida la elevacién de las crestas
palatims en su zona anteria. Este estudio sugeria que otros factores
reguladores del mesénquima, prircipalmente Fgfrl tienen un importante papel
en la elevacion de la zona anterior de las crestas palatims (Yu etal., 2015).

1.21.2.EJE MEDIOLATERAL

También se ha observado heterogeneidad molecular mediolateral, durante el
periodo de elevacién de las crestas palatims, siendo la cara lateral la que
finalmente estaria en contaco con la region oral y la cara medial con la region
nasal (Zhou et al., 2013; Bushy Jiang, 2012). Respecto a este eje la expresin
del gen Shh quedaria delimitada al epitelio de la region lateral en la zona media
y posterir de las crestas palatims en desarrollo (respecto al eje
anteroposteriar). Dentro del mesénquima derivado de la cresta neural del tercio
medio y posteriar de las crestas palatims en desarmllo, la expresibn del gen
Osrl esta localizado en la zona lateral solo y el gen Osr2 con un gradiente
mayor en la zona lateral que en la zona medial (Bushy Jiang 2012; Gao et al.,
2009, Lan, 2004; Gritli-Linde, 2007). Por lo que el gen Osr2 colabora con el
crecimiento y ascenso del tercio medio y posteriar de éstas (Zhou et al., 2013).
Diversos autores observaron en embrianes de raton knock out para el gen Osr2
una reduccion de la pmliferacién celular en la regidon medial de las crestas
palatims en desarrollo pero no en su region lateral (con expresibn normal de
Osrl), presentado dichos embiiones fisura de paladar. Al reponer la secuencia
codificante de Osr2 en estos ratones se rescataba la fisura de paladar (Bushy
Jiang 2012; Gao et al., 2009; Gritli-Linde, 2007, Lan et al., 2004; Chai y Maxson,
2006)(Fig. 6).
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Fig. 6 Esquema de la interaccion epitelio-mesénquima durante el periodo de elevacion de las
crestas palatinas en desarrdlo, respecto al eje mediolateral. En el epitelio de la regién lateral en la
zona media y posterior de las crestas palatinas en desarrdlo (respecto al eje anteroposterior) se
expresa el gen Shh. Dentro del mesénquima derivado de la cresta neural del tercio medio y
posterior de las crestas palatinas en desarrollo, la expresion del gen Osrl esta localizado en la
zona lateral sélo y el gen Osr2 con un gradiente mayor en la zona lateral que en la zona medial.
Basado en las graficas de los estudios de Bush yJiang (2012) y Lan etal. (2015).

1.3. Fisuras palatinas

La palatogénesis es un procesode miliples mecanismos entre los cuales se
encuentia la prolferacién celular, movimiento tisular, adhesion celular,

interacciéon epitelio-mesénquima y muerte celular programada (Ferguson, 1988,
Yu yOrnitz, 2011).

Defectos en cualquier estadio de la palatogénesis (crecimiento, elevacion y/o
fusiébn de las crestas palatimas) puede produai una fisura palatim y una
separacién incompleta de la cavidad oral y nasal (Vermeij-Keers et al., 1983;
Meng et al, 2009 Yu y Omitz, 2011). Se ha estimado que el 90%
aproximadamente de las fisuras de paladar aisladas sonproducilas por defectos
en la elevacién de las crestas palatinas (Yu y Omitz, 2011).
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1.3.1. Tipos

Se define como fisura de paladar posterior el defecto congénito que se produce
por falta de fusion de las crestas palatims, por definicion es central y Unica,
aunque en la pracica clinica en ocasiones pueda parecer lateralizada si una de
las crestas ha entrado en contacto con el tabique nasal y la otra no. De aqui que
la mayoria de tratados de embiiologia presente la fisura de paladar posterior
(paladar secundario) como unica y central (Sadler, 2012 Carlson, 2014, pero
Moore et al. (2015) describan la posibilidad de la fisura de paladar posteriar
(paladar secundario) como unilateral o bilateral. Pudiendo ser éstas compéktas
(cuando afectan a todo el paladar secundario) o incompletas (cuando sélo

afectan parcialmente).

La fisura lateral de labio superiar se producepor el fallo en la fusién de los
procesosmaxilares y la proninencia nasal medial, tal y como hemos comentado
anteriomente, y puede ser unilateral y/o bilateral y, a su vez, compektas o
incompletas. Las compektas afectan al surco nasofaringeo, labio superiar, encia
y paladar primaio (Sadler, 2012 Gorlin et al., 2001, Moore et al., 2015).

La fisura media de labio superiar se produce por un fallo en el merging de los
procesosnasales mediales (Burdiy Faist, 1967; Danescu et al., 2015). Siendo
esta completa, afectando ambién a la porcién gingival, o incompleta.

También existen fisuras palatims submucosas que se caracterizan por defectos
en las estructuras internas del paladar cubiertas por la mucosa ya fusionada. Se
debena defectos en la fusion en la linea media sobre todo entre los musculos
del paladar blando durante la palatogénesis (Reiter et al., 2011). Entre ellas se
diferencian tres tipos: la Uvula bifida, la didstasis del misculo elevador del velo
del paladar (visualizacion de una zona translicida en la zona media del paladar
blando) y la ausencia de la espina nasal posterior (dejando una pequefia fisura
en la zona poseriory media del paladar duro) (Reiter et al., 2011).

Una vez formado el paladar, los movimientos de la lengua y mandibula influiran
en su morfologia. En la pracica clinica es habitual observar comoen pacientes
que presentan desde periodo embiionario alteraciones del sistema nervioso
central grave, sobre todo con hipotonia y defectos de succion graves, presentan

con mas frecuencia un paladar ojival con unas crestas palatims engrosadas vy
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prominentes, a pesar de haber completadola fusiény la palatogénesis con éxito
(Jones etal., 2013; Gorln etal., 2001).

1.3.2. Etiologia

Las regiones de paladar primario y secundario se reconocen como entidades
embiiologicamente diferentes, con distintos factores genéticos implicados en su
desarrollo (Fraser, 1970; Diewerty Wang, 1992 Carinci, 2007%. Por lo que la
fisura lateral de labio superiar y fisura palatina anterior tiene una etidogia
genética y embiiologica diferente a la fisura de paladar posterior aislada. Aunque
en ocasiones pueden aparecer los dos fenotips en una misma familia (Fraser,
1970; Gorlh et al., 2001). Dentro de una misma famila pueden haber personas
con formas leves o mas dificiles de diagnosticar (como la Gwula bifida, ferma
frustre” de fisura lateral de labio superiar o fisura lateral de labio superior
—+feparada intmutero y la fisura de paladar submucosa), que pudieran pasar
desapercikidas si no se exploraran con detalle, pudiendo llevar a error, pues
personmas sintomaticas podrian ser clasificadas erroneamente como
asintomaticas. Estas observaciones quedan reforzadas cuando en una misma
famila con factores genéticos conocidos, existen personas con fisuras
objetivables a simple vista y otas con formas leves que pasan desapercibidas si
no se realiza una exploracibn exhaustiva, por lo que proballemente algunas
publicaciones anteriares podrian haber obtenido datos no del todo ajustados
(Jugessuretal., 2009.

Respectoa los factores genéticos relacionados, la fisura lateral de labio superiar
con o sin fisura palatina anterior es una caracteristica clinica descrita en mas de
200 sindromes genéticos especificos y la fisura de paladar posterior aislada en
mas de 400 sindromes genéticas especificos (Wong y Hagg, 2004, OMIM,
2016. La propacion de fisuras ordfaciales asociadas a sindromes genéticos
especificos se sitia entre un 5y un 7%. Se estima que el 70% de las fisuras
laterales de labio superior con o sin fisura palatimm anterior y el 50% de las
fisuras de paladar posterior aisladas son casos aislados y no relacionados con
otras anomalias congénitas ni discapacidad intekctual (no sindrémica) (Dixon et
al.,, 2011, Marazta, 2012; Cobourne, 2004, Wong y Hagg, 2004; Tolarova y
Cervenka, 1998). Al resto se las considera sindromicas, al estar asociadas a
otras anomalas congénitas y/o discapacidad inelectual
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El elevado porcentaje de fisuras laterales de labio superiar con o sin fisura de
paladar anterior no sindromicas refleja que su etidogia es compleja y que
proballement existan varics factores ambentales y genéticas que influyen
(herencia multifactorid) (Fig. 7) (Fraser, 1980; Fraser, 1970, Gorlh et al., 2001
Murry, 2002). También se cree que estas estructuras son mas sensibles a
estos factores debido a la rapida prolferacion y la numerosa coordinacion de
diferentes sucesos que ocurren durante la formacién de la region mediofacial
(Cox, 2004). La evidencia que existen factores genéticos que influyen en ellas
se describié hace afos al existir una prevalencia 30 veces superior en gemelos
respecto al resto de poblcién (a pesar de haber descartado formas
sindromicas); siendo en gemelos monozgotos del 25-60% y en gemelos
dizigotos del 3-6%. La alta concordartia en gemelos monozgotos sin llegar a
ser competa, demuestra que los factores ambkntales tienen importancia en su
etidogia (Cobourne, 2004; Gorlin et al., 2001; Jegessur et al., 2009; Fraser,
197Q Dixon et al 2011, Wong y Hagg, 2004). Recientemente tambgén han
habido estudos de revisién que han analizado los diferentes factores (genéticos
sindrédmica y no sindrémicos, ambientales y loci de predsposicién) respecto las
fisuras laterales de labio superior con o sin fisura de paladar anteriar (Kohli y
Kohli, 2012; Murry, 2002) y sobre las fisuras de paladar posterior aisladas
(Murny y S chutte, 2004).
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Fig. 7 Espectrode las posibles causas de los defectos congénitos craneofaciales. En un extremo
(lila) estan los genes con penetrancia completa (donde existe una gran carga genética y minima
ambiental) y en el extremo contrario (naranja) estan los teratégenos (donde la carga ambiental es
muy imporante y la genética es minima). Pero se debe tener en cuenta que no existen
enfermedades completamente libres de la influencia ambiental y genética, lo Unico que en
diferente medida. Figura basada en la publicacién de Bomprezzi et al. (2003).

1.3.3. Epidemiologia

Los defectos congénitos craneofaciales son aquellos que afectan a la cabeza, la
caray/o el cuello (Martinez-Frias, 2010). Dentro de éstos, las fisuras ordfaciales
sonuno de los defectos congénitos mas frecuentes en todas las poblaciones del
mundo, estimandose ente un caso por cada 500-550 recién nacidos vivos
(RNV) (Tolarova y Cervenka, 198 y 1/700RNV (Mossey et al., 2009). Dentro
de este grupo una de las que con mas frecuencia observamos en la pracica
clinica y que mayores consecuencias tiene, tanto a nivel de alimentacion,
lenguaje y habla, desarrollo dentario, infecciones 6ticas y psicoldgicas (tanto
paternas como del progo paciente), son las fisuras laterales de labio superiar
con o sin fisura de paladar anterior y las fisuras de paladar posterior aisladas
(Chaiy Maxson, 2006; Dixon et al., 2011; Jugessuretal., 2009). Se caracterizan
por una separacién incompleta de las cavidades bucal y nasal desde el periodo
embiionario (Mossey, 2007; Mossey et al., 2009, Marazia, 2012). De éstas las
fisuras laterales de labio superio cono sinfisura de paladar anterior son las mas
frecuentes en humanos, con una prewalencia de 1 en 700 RNV (Dixon et al.,

Abreviaturas del texto: RNV, recién nacidos vivos.

48



Intraduccion

2011, Danescu et al., 2015; Diewerty Wang, 1992). La prevalencia de la fisura
submucosa de paladar se estimade 1 en 1200y las fisuras de Gwula total (Uvula
bifida) es mucho mas comun,de 1 en 100 a 1 en 300, en la mayoria de casos
sin defectos funcionales (Danescu et al., 2015; Gorlh et al.,, 2001). Existe una
gran variabilidad segun las diferentes regiones geogrdficas, raciales y étnias,
asi comocon diferente afectacidn por factores ambientales y diferente evolucién
postnatal seguin el nivel socioecondmico(Dixon et al., 2011; Marazta, 2012).

Si analizamos estas prewalencias a nivel mundial pero diferencadas por
regiones geograficas, las fisuras laterales de labio superiar con o sin fisura de
paladar anteriar tienen la mayor prevalencia en poblacién asiatica e indios
americanos 1 en 500 RNV, una prewalencia intermedia en poblacién europea a
1-1.7 en 1.000RNV y la menor prevalencia en poblacién africana 1 en 2500
RNV; sugiriendo que existe diferentes genes de susceptihlidad segln el pais de
origen (Diewerty Wang, 1992; Dixon et al., 2011; Mossey et al., 2009, Mossey y
Castila, 2003; Bermejo y Martinez-Frias, 2001; Ricks et al., 2002; Gorln et al.,
2001). Respectolas fisuras de paladar posterior aisladas en poblacion caucasica
la prewvalencia es de 1 en 1000 (Cobourne, 2004). La fisura total de la Uvula es
aproximadamente de 1 en 100 a 1 en 300, aunque en algunas regiones es mas
elevada esta prewalencia: en indios americanos de 1/9a 1/14 en asiaticos de
1/10a 1/25y en caucasicos 1/80(Gorlin et al., 2001, Danescu et al., 2015).
Respectola fisurasubmucosa de paladar, en la que existe un defecto sobre todo
en la fusién de la capa muscular pero no de la superficie mucosa, la incidencia
se estimaaproximadamente de 1 en 1200a 1 en 2000 recién nacidos (Gorlh et
al., 2001 Stewartetal., 1971).

La prewvalencia en la actualdad de alguna de estas anomalas en Espaia, segun
los datos del boletin del Estudio Colaboratvo Espafiol de Malformaciones
Congénitas (ECEMC) publicados en 2012, son: la fisura lateral de labio superior
con o sin fisura de paladar anterior 3,11/10.000 RNV y la fisura de paladar
posterior aislada 369/10.000 RNV (Bermejo y Martinez-Frias, 2012).

También se ha descrito diferente predsposicién segiin el sexo. El cierre de las
crestas palatims sucede siete dias antes en los embiiones masculinos que en
los embiiones femeninos (Burdiy Silvey, 1969; Yoon et al., 2000; Standring,
2005, por este motivo se cree que las fisuras de paladar posterior aisladas en

mujeres son mas frecuentes. Las fisuras laterales de labio superiar con o sin
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fisura de paladar anterior son mas frecuente en hombres (Dixon et al., 2011,
Fraser, 1970) y con defectos mas grawes (Mossey et al., 2009; Gorlin et al.,
200D. Un 80-85% de las fisuras laterales de labio superiar son unilaterales,
siendo la fisura lateral de labio superiar izquierda (7%) mas prevalente que la
derecha (Gorlh et al., 2001; Fraser, 1970), manteniéndose esta predsposicion
en los diferentes grupos étnicos estudiados (Gorlin et al, 2001).
Aproxmadamene un 85-86% de los casos de fisura lateral de labio superiar
bilateral y un 6870 de los casos de fisura de labio superiar unilateral estan
asociadas con fisura de paladar anterior (Fraser, 1970; Gorlh et al., 2001). Las
fisuras laterales de labio superior pueden ser completas o incompletas (Gorln et
al.,, 2001). La fisura de paladar posterior aislada es mas frecuente en mujeres
(Mossey et al., 2009; Dixon et al., 2011), pero esta predsposicion sucede en las
que afectan al paladar duro y blando (compéta) (ratio 2:1 mujer:hombre), a
diferencia de las que so6lo afectan al paladar blando en las que no hay
pracicamente preferenda de género (ratio 1,21 mujer:hombre) (Gorlin et al.,
2001). Sin embargo, la predsposicion en hombres o mujeres disminuye cuando
existen asociadas otmas malformaciones en otros aparatos y sistemas (formas
sindrémicas) (Mossey et al., 2009; Mossey y Castila, 2003; Gorlh et al., 2001).

Se ha descrito en las fisuras faciales una asociacion con otios defectos
congénitos entre un 44y un 64%. Si se analiza esta asociacion respecto los
diferentes tipos de fisuras: la fisura de paladar posterior aislada (entre las que se
encuentm la fisura de paladar blando) se asocia en un 13-50%, la fisura lateral
de labio superior en un 7-13% vy la fisura lateral de labio superior con o sin fisura
de paladar anteriar en un 2-11% (Shprintzn et al., 1985; Gorlin et al., 2001;
Fraser, 1970). También se han asociado mas defectos congénitos en los
pacientes con fisura lateral de labio superiar bilateral con o sin fisura de paladar
anterior que en la fisura de labio superiar unilateral (Shprintzn et al., 1985;
Gorlh et al.,, 2001; Fraser, 1970. Tambin se han descrito mas anomalias
asociadas en los pacientes sin historia familiar previa que en los pacientes con
antecedentes familares (Shprintzn et al., 1985; Gorlin et al.,, 2001; Fraser,
1970). En este sentido se ha realizado alguna revisién extensa sobre las fisuras
laterales de labio superiar con o sinfisurade paladar anteriory la asociacién con
otros defectos congénitos (S etdé-Salvia y Stainer, 2014).

Abreviaturas del texto: RNV, recién nacidos vivos.
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Hasta mayo de 2016, al realizar una busqueda en Online Mendelian Inheritance
in Man (OMIM, 2016), con los términos -eleft palate”y -€left lip“ existian unas
1110 entradas (las dos intoducidas por separado) y por —-left lip palate“ unas
363 En esta base de datos se describen las enfermedades conocidas con un
componete genético (OMIM, 2016). Pero se debe tener en cuentaque se cree
que las fisuras laterales de labio superiar con o sin fisura de paladar anterior y
las fisuras de paladar posteiior aisladas tienen una herencia mulifactoral, es
decir, ademas de factores genétices, también existen factores ambientales,
teratdgenos, loci de predsposicion, etc. como factores etiolégicos (Fraser, 1980;
Kohli y Kohli, 2012; Wong y Hagg, 2004; O‘Rabhilly y Miiller, 1992; Romittet al.,
1999;Shiota, 2009).

Algunos ejemplos de la intermccién entre los factores genéticas y ambentales
son:

- El factor de crecimiento alfa (TGFA), en concreto su variante Tagl C2, y
el tabaquismo maternoincrenentaban elriesgo de:

o fisura de paladar posterioraislada en 6-8 veces y
o fisura lateral de labio superiar con o sin fisura de paladar el doble.

- el factor de crecimiento alfa (TGFA), en concreto su variante Tagl C2, sin
ingesta multivitaminica materna durante el priner trimestre de gestacién,
incrementaban el riesgo de presentar la fisura lateral de labio superiar
cono sinfisurade paladar anterior en 3-8 veces.

- Ciertas variantes alélicas en los genes TGFB3 y MSX1 y el tabaquismo
materno elevaban el riesgo de presenar fisura de paladar posteriar
aislada en su descendencia. (Kohli y Kohli, 2012; Gorlh et al., 2001,
Romittetal., 1999).

- También ciertas variantes alélicas en el gen MSX1 y la ingesta materna
de alcohol elevaban el riesgo de presentar fisura lateral de labio superior
con o sin fisura palatim anterior (Kohli y Kohli, 2012; Gorlh et al., 2001,
Romittetal., 1999).

1.34. Genes implicados en las fisuras orofaciales
Se ha observado que sélo en un tercio de las mutacbnes que en ratones se
asocian a defectos craneofaciales se pueden asociar con genes homdlogos en

humanos que poduzca unadismorfogénesis similar (Wilkie y Morriss-Hay, 201 1)
(Tablas 1y 2). Estos genes han sido de gran utildad a la hora de entender
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diferentes aspectos clinicos y genétices relacionados con la clinica que
presentanlos pacientes con alteraciones en estas regiones (Dixon et al., 2011,
Cox, 2004; Bushy Jiang, 2012, Thyagarajan et al. 2003; Levi et al., 2011). Los
otios dos tercics de estas mutacones producea letalidad embiionaria precoz
(Wilkie y Moriiss-Hay, 2011). Pero no son genes exclusivos del desarmllo
craniofacial, por ejemplo el gen Shh esta relacionado con el desarrollo
craniofacial y el de las extremichdes (Chai y Maxson 2006).

Han sido descritos genes en sindromes que presentan fisura lateral de labio
superior con o sin fisurade paladar anterior (Dixon et al., 2011; Wilkie y Morriss—
Kay, 2001; Marazia, 2012), genes relacionados con fisura de paladar posterior
aislada (Murrmy y Schutte, 2004; Marazta, 2012) y genes relacionados con
fisuras ordfaciales (Je gessur et al., 2009, Wong y Hagg, 2004; Marazta, 2012),

entre otros.

Tabla 1 Genes asociados a fisuras oroficiales no sindrdmicas en humanos

Genes Fisuras orofaciales no sindrémicas
BMP4 CLP
FGF8 CLP
FGFR2 CLP
FOXE1 CLP, CP
IRF6 CLP, CP
MSX1 CLP, CP
PDGFC CLP
SATB2 CP
SUMO1 CLP
TBX22 cP
TGFR3 CLP, CP

Abreviaturas: CLP, fisura lateral de labio superior con o sin fisura de paladar anterior; CP,
fisura de paladar posterior aislada. Basada en los estudios de Dixon et al. (2011), Cox
(2009 y Bush y Ornitz(2012).
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Tabla 2 Genes asociados a fisuras oroficiales sindrémicas en humanos

Genes Fisuras orofaciales sindromicas Tipo fisura
BCOR Sd Oculo-facio-cardio-dental cp
CDH1 Cancer gastricoy CLP CLP
CHD7 Asociacion CHARGE CP
CHRNG Sd pterigium mdltiple letal tipo Es cobar CP
COL2A1 Sd Stickler tpo 1 CP
COL11A1 Sd Stickler tipo 2 CpP
COL11A2 Sd Stickler tpo 3 CP
DHCR7 Sd Smith-Lemli-Opitz CP
DHCR24 Sd dermosterolosis cp
DHODH Sd Miller CP
EFNB1 Sd cranio-fronto-nasal CLP, CP
FGFR1 Sd Kallman CP
FGFR2 Sd Crouzon, Sd Apert CP
FLNA Sd oto-palato-digital tipos 1y 2 CpP
FLNB Sd Larsen; Atelosteogénesis CP
FOXC2 Sd linfedema hereditario cedistiquiasis CP
FOXE1 Sd Bamforthlazarus CP
GLI2 Holoprosencefalia CLP
GLI3 Sd oro-facio-digital , Sd Greig CLP, CP
IRF6 Sd Van der Woude, Sd pterigium politeo CLP, CP
KCNJ2 Sd Andersen CP
MID1 Sd Opitz g/BBB ML
MLL2 Sd Kabuki CP
NIPBL Sd Cornelia de Lange CP
OFD1 Sd Oro-facio-digital tipo 1 ML
PHF8 Retraso mental ligado al X y CLP CLP
POBP1 Retraso mental ligado al X CP
P63 (TP63) Sd displasia ectodérmica-ectrodactilia CLP, CP
SATB2 Hendidura de paladar aislada CP
SLC26A2 Displasia diastrofica CP
SOX9 Displasia campomélica, Sd PierreRobin CP
TBX1 Sd de microdelecién 22q11.2 (en el que se | CP
engloba: Sd DiGeorge, Sd velo-cardio-facial
y Sd defecto conotruncal y de la cara)

TBX22 Sd anquiloglosia con fisura del paladar | CP
ligado al X
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TCOF1 Sd Treacher Collins CP
TGFBR1 Sd Loeys-Dietz CP
TGFBR2 Sd Loeys-Dietz CpP
TWIST1 Sd Saethre-Chotzen cp

Abreviaturas: CLP, fisura lateral de labio superior con o sin fisura de paladar anterior; CP,
fisura de paladar posterior aislada; ML: fisura de labio media; Sd: Sindrome. Basada en los
estudios de Dixon etal. (2011), Cox (2004) y Bush y Orntz (2012).

2. CONDICIONANTES DE LOS ESTUDIOS EN
EMBRIOLOGIA

Yuy Omitz (201D puntualizan que al valorarlos embiiones antes de su estudo
y poder clasificarlos como sanos o con anomalias, se deberia tener en cuenta
que una variante de la normalidad es la variabilidad que puede observarse entre
las diferentes regiones del embiién, pudiendo observarse diferentes morfologias,
siendo todas ellas normales. Ademas se debe tener en cuenta que dentro del
desarmllo nomal emhbrionarioexiste una asimetra fisiolégica entre los diferentes
embiiones. Se habia descrito que la elevacidon de las crestas palatimas sucedia
de una forma desincronizada, es decir, una de las crestas palatims podria
ascender antes o después de la otra, no necesariamente a la vez (Walker y
Fraser, 1956, Yu y Ornitz, 2011). Si no se tiene en cuenta podrian rechazarse

algunos embriones nomales (Yu y Omnitz, 2011).

La variabilidad entre embricnes de una misma especie es un hecho conocido
(Dickey y Gasser, 1993). Los embriacnes humanos son los que presentan una
mayor variabilidad (Dickey y Gasser, 1993). Varias hipdtesis al respecto han
sido descritas: el periodo de gestacidon es mas largo en primaés que en otms
especies de animales de laborabrioestudiadas, por lo que el desarrollo prenatal
es mas lento; la mayor heterogeneidad genética de los humanos respecto otras
especies de animales de laborabrig la dificultad en determinar exactamente la
fecha de concepcién en humanos (pues se calcula respecto la fecha de la Gltima
menstruacién) entre otros (Shioa, 2009. Un estudd realizado mediante
ecografia transvaginal en embarans humanos con fecha de concepcion
conocida (al ser mediante técnicas de reproduccion asistida) mostrdé una ampla
variabilidad tanto en las LCRs de los embiiones como en el diametro del saco

amnbtico(Dickey y Gasser, 1993).

Abreviaturas del texto: LCR, longitud coronilla-rabadilla.
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La heterogeneidad propia de la embiiologia humana y las dificultades para
obtener datos objetivos de ejemphres procesados histolégicamente, ha inducido
en nuestro grupo de investiqacion a aplicar criterics de comparacion de
ejemphres que no fueran dependientes de las caracteristicas singulares de cada
uno (Macarulla-Sanz et al., 1996; Nebot-Cegarra et al., 1999, Nebot-Cegarra et
al., 2001; Nebot-Cegarra etal., 2005.
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J ustificacion

Las discrepancias sobre cémo se forma el paladar secundario humano a partir del
crecimiento y elevacion de las crestas palatims, nos ha inducido a estudiar estos
procesos a partir de un nuevo enfoque metodolégico basado en cuatro objetivos
prircipales:

1. Analizar cada cresta palatimm integada dento del proceso maxilar al que
pertenece. Utilizando como pardmetro el volumen de las diferentes zonas en
las que se pueck dividir la region (una de las cuales incluye mayoritaimmente a
las crestas pahtinas).

2. Aplicar estas medidas a secciones histoldégicas seriadas de embriones
humanos pertenecientes al periodo que discurie entre el inicio de la formacion
de las crestas palatims y su elevacion compéta (iEC17-23).

3. Solventar los posibles errores en el calculo del volumen de cada ejemphr
embiionario inducidos por una serie de factores propos (tamano del
espécimen, grado de retraccion tisular por el proceso de fijacion histologico,
cambbs postmortem, etc.) calculando en cada zom analizada qué porcentaje
del total representa su volumen, relativizando los datos y haciendo que éstos
sean comparables entre si.

4. Definir las dinamicas de ocupacién volumérica tisular de las zonas de la regién
y sus pates durante el periodo estudiado.

Abreviaturas del texto: EC, estadio Carnegie; i, intervalo del PCH.
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Hipotesis

El crecimiento y elevacion delas crestas palatimms depende de dinamicas tisulares de
la parte medial de cada procesomaxilar, las cuales nosontotalmente independientes
de los cambios producidos en zonas adyacentesde este proceso.
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OBJE TIVO GENERAL

Conocer la participacion de las crestas palatimas, integradas en el correspondiente
procesomaxilar del que derivan, durante su pro@so de elevacion en humanos.

OBJE TIVOS ESPECIFICOS

a) Obtener por estereologia los volimenesque ocupan, en el correspondiente proceo
maxilar, la zona que incluye mayoritaimment a las crestas palatimas, asi comoot@as
zonas adyacentes.

b) Obtener por estereologia los volimenesque ocupan, en el correspondiente proceso
maxilar, las partes de cada zona que incluye mayoritaiament a las crestas palatiras,
asi comolas de otras zonas adyacentes.

c) Conocer en cada estadio embrionario qué valor porcentual del total analizado
representa cada volumen de las zonas o de sus partes, definido en los objetivos
anteriares.

d) Compara entre estadios embiionarics los cambbs de los valores porcentuales
definidos en el objetivo antriar.

e) Analizar a partir de los datos derivados del objetivo anteriar la dindmica volumética
tisular de la zona que contiene mayoritaiament la correspondiente cresta palatim en
si misma y en relacién a los cambios de las zonas adyacentes del proceso maxilar.

f) Deducir posibles relaciones de las dinamicas definidas en el objetivo anteriar con
mecanismos implicados en el proceso de formacién y elevaciéon de las crestas
palatimas.
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3. SELEC CION DEL MATER IAL

Este estudod se ha centrado en el periodo embionario humano, concretamente en el
periodo compendido entre el inicio del desarmllo de las crestas palatinas (procesos

palatiros khterales) hasta que se prodice laelevacion de las mismas.
3.1. Seleccion de embriones

Los embiiones humanos seleccionados pertenecen a la Coleccién Bellaterra (Profesor
DoménechMateu) de la Unitat d’Anatomia i dE mbridogia Humana, Departament de
Ciencies Morflogiques, Facultat de Medicina de la Universitat Autonona de
Barcelona. Dichos embiiones estan clasificados en EC segun los criterics de O‘Rabhilly
y Miller (1987), descartandose que alguno estuviera afectado de alguno defecto
congénito.

Los embiiones fueron fijados en formol tamporado al 10%, incluidos en parafina y
seccionados transversalmente, siendo montados en los portaobjetos de forna seriada
(Fig. 8). En la Tabla 3 se muestran los datos de los embiiones humanos, asi comola

informacion de los cortes histologicos.

Tabla 3 Datos de desarrdlo de los embriones humanos estudiados en el presente estudio e
informacién de los cortes histddgicos estudiados

Datos de los embriones estudiados Datos de los cortes histolégicos

Nombre! | ec' | O | (R | mediartum | THEiOn | SEtbenem
RE1 17 41 15 8 H-E lde?2
FU20 18 45 16 9,5 H-E lde 4
DU8 19 49 18 7,8 H ceE lde 4
VAL1 20 52 20 8,9 H-E lde 4
PLA 3 21 52 21 10 H ceE lde 4
GI3 22 55 26 9,6 H ceE lde 4
SAM 23 58 30 10,2 B lde 8

! Datos del catalogo de la Col lecié Bellaterra (P rof. Doménech-Mateu). 2 Promedio del grosor de los cortes
histolégcos medidocon el micrometro DMX-1 (Mitutoyo®, Tokio,] apan). Abreviaturas: EC: estadio Carnegie;
EPO: edad postovulatoria; H-E: tindon hematoxilina-eosing; B: tincion Bielschosky; LCR: longitud coronilla-
rabadilla.

Abreviaturas del texto: EC, estadio Carnegie.
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Fig. 8 Esquema de un embrién y de las secciones
histolégicas seleccionadas que contienen el SMS. Los
cortes marcados en violeta serian los estudiados con una
seleccién secuencial 1:2 a partir de una seccién escogida
al azar

3.2. Seleccidon de cortes embrionarios

De cada embiién, prinero se determinaron qué secciones histoldgicas incluian el
macizo facial. De éstas, se seleccionaron (seleccién secuencial) solo aquellas que se
encontraban separadas entre si por un ndmero constante de secciones para cada
ejemphr, en funcion de su estadb de desarrollo (Tabla 3, seleccién secuencial),

contadas a partir de una seccion escogida al azar (Fig. 8).

4. MICROFOTOGRAFIAS

4.1. Obtencion de microfotografias

De los cortes histolégicos seleccionados se capturaron imagenes digitales mediante la
camana fotagrédfica Infinity X® (DeltaPix®, Denmark), dotada de una lente 0%63x,
utilzando el objetivo 32x del microscopio Jenaluma® (Carlss Zeis Jena®, Jena,
Germany). Esta cdmara estabaconectada a un ordenaor que disponia del programa
adecuado. Posteriamente se almacenaron digitalmente las imagenes (formato .tif) en

archivos separadospara cada corte y agrupados segun los dferentes embrimes.
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4.2. Superposicién de microfotografias

De cada seccion histoldgica embrionaria se obtuvieron distintas imagenes
(microfotagrafias parceladas) que contenian fragmentos comunes, que permitieron
una ajustadasuperposicion de las mismas, mediante el progranma Hugin D.7-beta 3®
(Canada). De la superposicion de éstas se obtuvo una imagen que contenia la
totaldad de las estructums a estudar, pero sin pérdida de resolucion, microfotografia

de la seccién histoldgica (Fig. 9).

Fig. 9 Microfotografias (objetivo 32x) de un corte frmtal de la
cabeza del embrion EC18 (seccién histologica FU20-29). Estas
microfotografias estan superpuestas entre si con perfecta
alineacién de los fragmentos comunes; obteniendo de este modo
una imagen final sin pérdida de resolucién. Abreviatura: EC,
estadio Caregie.

4.3. Archivo de imagenes

Las microfotografias se archiaron agrupadas bajo el nombre de los embriones
estudados yel numerode seccion histologica del embiion.
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5. TRATAMIENTO ASISTIDO POR ORDENADOR DE LAS
MICROFOTOGR AFIAS

5.1. Orientacién de las microfotografias y divisiéon derechajfizquierda

Con la ayuda de Adobe® Photoshop® versién CS4 (San José, Califomia, USA) se
procedo inicialmente a orientarlas microfotografias respecto a un plano vertical que
correspondia con el plano mediosagital entre estructuras simétricas. Este plano se
reflejaba sobre la microfotografias mediante una linea que marcaba la division

derechaodzquierda (plano mediosagital) (Fig. 12).

5.2. Reconstruccion de todas las microfotografias de la cabeza de cada
embrion estudiado

Una vez orientadas las microfotografias respecto el plano mediosagital se realizé una
reconstruccidn de todas las corespondientes a la cabeza para cada embiién (Fig. 10).
Esta reconstruccibn se realizd superponéndo ordenadamente las secciones
histolégicas, de este modo se facilitaba la intempretacion de éstas, permitiendo tener
una vision global de la cabeza de cada embrié (Fig. 28). Se obtuvieron con la ayuda
de Adobe® Photoshop® versién CS4 (San José, Californa, USA), creando archivos en
los que se mantuvieronlas capas que contenian las distintas microfotografias de cada
embiidn. Estos archivos se guardaron con el nombe del embridn (.tif). La operativa
para poder ocultar a demanda algunas capas favorecid enormemente el procesode

intempretacion embriddgica.
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Fig. 10 Reconstrucciéon con todas las microfotografias (objetivo 32x) de la cabeza del
embrion EC22 (GI3). Abreviaturas: EC, estadio Carnegie.

5.3. Segmento maxilar seleccionado (SMS)

De las microfotografias de las secciones refericas en el apartado 3.2. se utilzaron
para el estudd cuantitaivo aquellas que contenian fragmentos del SMS (Tablk 4). El
SMS se correspondia, en cada lado (derecho e izquierdo), con la zona del proceso
maxilar relacionada con la cresta palatim (proceso palatiro lateral) -una vez iniciada

su formacion-o su presuntolugar de origen.
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Tabla 4 Datos de la seccién histolégica inicial y final (derecha e/oizquierda) seleccionada, que incluye el
segmento maxilar seleccionado

EMBRIONES EC

SMS DERECHO SMS IZQUIERDO |

SECCION INICIAL | SECCION FINAL SIEN?S%Z'_\I SE?,S;?N
RE1 EC17 19 36 19 36
FU20 EC18 20 35 19 32
DUS8 EC19 8 27 8 27
VAL1 EC20 22 42 23 45
PLA3 EC21 20 39 19 37
GI3 EC22 17 33 18 35
SAM EC23 17 44 17 44

Abreviaturas: EC, estadio Carnegie; SMS, segmento maxilar seleccionado

Siguiendo a Yu y Omitz (2011) localizamos el limite entre el paladar primaio y el
paladar secundarioa la altura de los 6rganos vomeronasdes de Jacobson, que estan
situados en el tabique nasal a nivel del canal incisivo (Radlanski et al., 2004
Standrirg, 2005). El limite posterior era el ukimo core en el que se observaban las

crestas palatimas (EC1823) o su presunto origen (EC17).

Los contorna del contornos del SMS se dibujaron con la ayuda de Adobe®
Photoshop® version CS4 (San José, California, USA) independientemene su lado
derecho e izquierdo(Fig.13).

La divisidn en secciones histoldgicas hace que en cada una se observe un fragmeno
(derecho e/oizquierdo) del SMS. Por tanto un SMS compende la suma de los
fragmenos del SMS de cada lado que en cada seccidn histologica estudada queda

entre la linea maxilary las lineas superioy lateral (Fig. 12y 13):

a) La linea maxilar era la linea que separaba, dependiendo del estadb
embiionario, el fragmernto del SMS de un lado de las cavidades de la boca,
fosas nasales o faringe. Su extremo superiar correspondia al punto de unién
con la cara lateral de la fosa nasal o de la faringe y su extremo inferiar al punto
donde se continuaba con el procesomandibular. Para obtener imagenes de las
lineas maxilares derecha e izquierda de cada embiién, se han marcado sobre
ella una serie de puntos, con la ayuda de Adobe® Photoshop® versién CS4
(San José, Californa, USA), cuyas coordenadas han permitido crear graficos
mediante Excel (Microsoft® Excel® 2008 (Redmond, Washington, USA) (Fig.
11).
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b) La linea superiar era la linea perpendicular al plano mediosagital que pasaba

por el extremo superior de la linea maxilar.

¢) La linea lateral era la linea paralela al plano mediosagital que pasaba por el

extremoinferior de la linea maxilar.

Fig. 11 Lineas maxilares superpuestas del embriéon PLA3 (EC21).
Permite apreciar la hendidura buconasofaringea y, en parte, las
crestas palatinas. El plano mediosagital se ha representado en el
centro de cada imagen. Abreviatura: EC, estadio Carnegie.

DERECHA IZQUIERDA

Fig. 12 Microfotografia (objetivo 32x) de un corte frontal de la cabeza del embrién
EC20 (seccion histddgica VAL1-37) en la que se ha dibujado el plano mediosagital
(linea de color violeta). Abreviatura: EC, estadio Carnegie.

Abreviaturas del texto: EC, estadio Carnegie; SMS, segmento maxilar seleccionado.
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Fig. 13 Microfotografia (objetivo 32x) de un corte frontal de la cabeza del embrién EC20 (seccion
histolégica VAL1-37). En ella esta dibujado el SMS (terrtorio relleno de color negro), la linea maxilar (inea
de color morado), el extremo superior de la linea maxilar (punto de color naranja), el extremo inferior de la
linea maxilar (punto de color verde) y los limites superior y lateral del SMS (lineas de color rgjo).
Abreviatura: EC, estadio Camegie; SMS, segmento maxilar seleccionado.

5.4. Delimitacién de la gradilla del SMS

Cada fragmenb del SMS ha sido dibujado sobre cada lado de la microfotografia
corespondiente y se ha parcelado mediante un sistema de celdas homogéneas que
hemos denaminado gradilla del SMS.

Para dibujar la gradilla en cada fragmento del SMS, definiamos un cuadrante cuyas

cuatro caras estaban delimitadas por (Fig. 14):

a) Un limite superior. Era la linea perpendicular al plano mediosagital que pasaba
por el extremo superior de lalinea maxilar.

b) Un limite inferior. Era la linea perpendicular al plano mediosagital que pasaba
por el extremo inferiar de la linea maxilar.

¢) Un limite lateral. Era la linea paralela al plano mediosagital que pasaba por el
extremoinferiar de la linea maxilar.

d) Un limite medial. Era la linea paralela al plano mediosagital que pasaba por el

extremosuperiar de la linea maxilar.

78



Material y métodos

Una vez habiamos delimitado el cuadrante, anterioomente detallado, lo dividiamos en
celdas con las mismas medidas (homogéneas). El método utilzado consistia en
subdividir en tres partes iguales el espacio horizontal compendido entre el punto
superior de la linea maxilar y el puntode interseccion entre las lineas superiary lateral
delimitadoras del fragmento del SMS. Asimismo se procedia con la distancia vertical
entre el citado puntode intesecciény el puntoinferiar de la linea maxiar, dividiéndola,
en este caso, en dos partes iguales. Por cada uno de los puntosde division horizontal
se trazaron lineas paralelas al plano mediosagital y por los puntos de division vertical
lineas perpendiculares a ese plno. De la interseccidn de las citadas lineas se
delimitaron seis celdas homagéneas de la gradilla del SMS, todas conla misma area.
En el caso que hubiera parte del fragmernto del SMS, derecho e izquierdo, que se
encontrara fuera de estas seis celdas, la gradilla del SMS se amplaba, preservando
las mismas dimensiones de la celda para cada fragmento del SMS, derecho e
izquierdoindependientement, hasta incluir la totalidad de dicho fragmento (Figs. 14y
15). Se debe remarcar que cada gradilla era exclusiva de cada fragmento del SMS
(derecho ep imyuierdo). Todas estas divisiones se dibujaronconla ayuda de Adobe®
Photoshop® versiédn CS4 (SanJos é, California, US A).

Fig. 14 Microfotografia (objetivo 32x) de un corte frontal de la cabeza del embrién EC20 (seccion
histolégica VAL1-37). En ella esta dibujado el SMS en color negro, el extremo superior de la linea maxilar
(punto de color naranja) y el extremo inferior de la linea maxilar (punto de color verde). También se puede
observar a la derecha el cuadrante (color naranja) que servia de base para crear la gradilla del SMS. La
gradilla del SMS (a la izquierda, cuadrante color naranja con lineas en color azul en su interior).
Abreviatura: EC, estadio Camegie; SMS, segmento maxilar seleccionado.

Abreviaturas del texto: SMS, segmento maxilar seleccionado.
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Fig. 15 Microfotografia (objetivo 32x) de un corte frontal de la cabeza del embrién EC20 (seccion
histolégica VAL1-37). En ella se observa la gradilla del SMS derecha e izquierda, que delimita celdas
homogéneas e incluye totalmente cada fragmento del SMS. Abreviatura: EC, estadio Carnegie; SMS,
segmento maxilar seleccionado.

5.5. Numeracion de las celdas de la gradilla del SMS

Las columnasde la gradilla del SMS se nombrarmn por letras en mayusculas (A, B, C,
etc) empezando por el cuadrane superiar externo y las filas se nombraron con
numeros (1, 2, 3, etc.) empezando tambin por el cuadrane superior externo.De este
modo, cada celda tenia un nombre compuesto por la letra de la columnay el nimero

de la fila (por ejemplo: la celda superiorexternaes Al) (Fig. 16).
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Plano mediosagital

A B C D D € B A

1 1
2 2
3 3
4

Fig. 16 Microfotografia (objetivo 32x) de un corte frontal de la cabeza del embrién EC20 (seccion
histolégica VAL1-37). En ella se observa la rotulacion de las celdas de la gradilla del SMS de cada
fragmento del SMS, derecho e izquierdo. En las columnas mediante letras en mayusculas (A, B, etc.)
empezando por el cuadrante superior externo y las filas con niumeros (1, 2, etc.) empezando por el mismo
cuadrante. La linea mediosagital de la seccién histoégica es la que estd representada en color rgjo.
Abreviatura: EC, estadio Camegie; SMS, segmento maxilar seleccionado.

5.6. Contraste y agrupacion de las celdas de la gradilla del SMS

Una vez delimitadas las diferentes celdas sobre cada fragmenb del SMS, se
acoplaronlas imagnes de los dferentes fragmentosdel SMS con las de la gradilla del
SMS, mediante Adobe® Photoshop® version CS4 (San José, Californa, USA).
Después se cred un documenb nuevo (.tif), con el mismo pragrama, el cual se archivé
con el nombre del embridn estudado (por ejemplo: VAL1). Dentro de éste se crearon
tantas capas como celdas tenia la gradlla del SMS. Cada capa se nombrabacon el
lado analizado (-d“ para las celdas del lado derecho y -e“ para las celdas del lado
izquierdo (del cataldin -esquerre®)) y la celda estudada (por ejempb: d-Al). En cada
capa se copiaban las partes de las celdas ocupadas por tejido (grupo celular (por
celda)) que daban nambre a la capa (porejempb: d-Al), ordenandose estas imdagenes
dento de cada capa de arriba abajo y de izquierda a derecha, por orcen, desde la
primea hasta la Ultima seccién histoldgica analizada. Después estos grupos celulares
se contrastaron en blanco sobre un fondo negro, también con la ayuda de Adobe®
Photoshop® version CS4 (San José, Californa, USA) (Fig. 17). Finalmente, sin
destruir el archivo orignal, cada capa se acoplaba y guardaba en un nuevo archivo
(.tif), dentio de una nueva carpeta, con el nombre del embiidn analizado, el lado del
fragmenb del SMS vy la celda de la gradilla del SMS analizada en dicha capa (por

Abreviaturas del texto: SMS, segmento maxilar seleccionado.
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ejempb: VAL1-d-Al). Creando un nuevo archivo para cada capa. Como no todas las
secciones histoldgicas de un mismo emhridn presentaban todas las celdas,
realizabamos un registro para cada capa de los grupos celulares incluidos en ella por
orden,anotand el lado y nombre del fragmerto del SMS incluido (teniendo un registro
exacto de cada grupo celular preserte en una capa determinada a qué seccién
histolégica y lado delfragment del SMS se comrespondia).

Fig. 17 Imagen del archivo ¥AL1-d-D2“ que se corresponde con los
grupos de las celdas D2 del lado derecho del embriéon EC20 (VAL1),
realizada mediante Adobe® Photoshop® version CS4 (San José,
California, USA). En ella la imagen ha sido acoplada, estando el tejido
presente en las celdas con color blanco sobre un fondo negro.
Abreviatura: EC, estadio Camegie.

5.7. Obtencion de imagenes binarias

Cada archivo acoplado y contrastado con los grupos celulares de una misma celda
para cada lado y embridn, se export6 al analizador de imagenes Visilog® 5.1.Noesis®
(Les Ulis ;eCourtaboeuf, Paris, France). Como primer paso se realizo la binarizacién
de todos los segmertos (Fig. 18A).

5.8. Identificacién individual de los grupos de celdas y mediciéon de éstos

El siguiente paso fue identficar, con el mismo analizador de imagenes, los diferentes
grupos celulares mediante un cédigo de colores diferente (Fig. 18B). Después, en
todas ellas, se calcularon las areas y el baricentro. Los resultados de los calculos
detallados anteriaomente eran mostrados en una tabla dentro del pragrama Visilog®
5.1.Noesis® (Les Ulis ceCourtaboeuf, Paris, France) (Fig. 18C).
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5.9. Edicién de los resultados y exportacidon a un programa de calculo

Los valores calculados por el analizador de imagenes Visilog® 5.1. Noesis® (Les Ulis
ce Courtaboeuf, Paris, France) eran exportados al programa de calculo de datos
Microsoft® E xcel® 2008 (Redmond, Washington, USA). Estos archivos se guardaban
en un archivo de Excel® con el nombre del embrith y del corie histoldgico (.xIsx).
Dentro de este archivo se crearon diferentes pestafias, las cuales se correspondian
con un grupo de celdas determinado (diferenciando los lados derecho e izquierdo)
(Fig. 18D).

£3 Fiibog 5.1.9 by Mawsn {1} 1 998
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Fig. 18 Cuatroimagenes del proceso de analisis del grupo de celdas del lado izquierdo C2 del embrion
EC21 (PLA3-e-C2), las imagenes de la A a la C se corresponden a las realizadas con el analizador de
imagenes Visilog® 5.1. Noesis® (Les Ulis ceCourtaboeuf, Paris, France) y la imagen D con el programa
de calculo Microsoft® Excel® 2008 (Redmond, Washington, USA). A) Binarizacién de la imagen. B)
Identificacion individual de los grupos de celdas (mediante un cédigo de colores diferente). C) Res ultados
de los calculos realizados. D) E xportacion de los datos al programa de calculo. Abreviatura: EC, estadio
Carnegie.

Abreviaturas del texto: SMS, segmento maxilar seleccionado.
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6. ANELISIS DE LOS DATOS

6.1. Volumen del SMS

A partir de las areas calculadas, se ha determinado el volumen del total y de las
diferentes partes del SMS tal y como se describe a continuacién.

6.1.1 Division en tercios del SMS

Las microfotagrafias de cada embridn se agruparon en tres grupos,segin su posicién
a lo largo del eje anteroposteriar. De este modo se definieron los tercios anteriar,
medio y posterior de cada SMS (Figs. 19y 20). Si el ndmero total de microfotografias
a repartir en los tercios era multiplo de 3, cada uno contenia idénticonimero que los
otios tercios; si no lo era, los tercics se incrementaban con mas microfotagrafias de
forma equivalente entre ellos, hasta haber conseguido distribuirlos todos (se repartian
por ordendel tercio anteriar al posterior hasta repartir todas). En este ultimo caso el
tercioanterior tenia asegurado el increnento, el terciomedio sélo después del anteriar
y el tercio posteriar Unicamen® cuando el reparto repercutia antes sobre los otros dos

(Tabla 5y Fig. 20).

Fig. 19 Representacién esquematica de las secciones histoldgicas que formarian el volumen total del
SMS (en la izquierda de color naranja). Su division en los tercios anterior (color rosa), medio (color verde)
y posterior (color amarillo) se muestran en el lado derecho.
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Fig. 20 Representaciéon esquematica de la divisién en tercios de las secciones histoldgicas que incluyen al
SMS. El nimero de secciones en este ejemplo no es multiplo de tres (véase detalles del reparo en el
texto anterior).

Tabla 5 Identificacién de la seccién histolbgica inicial y final (derecha e /o izquierda) para cada

terdo del SMS
EC17 EC18 EC19 EC20 EC21 EC22 EC23
DER 12Q DER 12Q DER 12Q DER 12Q DER 12Q DER 12Q DER 12Q
8 19-24 19-24 20-25 19-23 27-21 27-21 22-28 23-30 20-26 19-25 17-22 18-24 44-35 44-35
25-30 25-30 26-30 24-28 20-15 20-15 29-35 31-38 27-33 26-31 23-28 25-30 34-26 34-26
E 31-36 31-36 31-35 29-32 14-8 14-8 36-42 39-45 34-39 32-37 29-33 31-35 25-17 25-17

Abreviaturas: EC, estadio Carnegie; DER, lado derecho del fragmento del SMS; 1ZQ, lado izquierdo del
fragmento del SMS.

6.1.2 Division del SMS en territorios

En el SMS se diferenciaron tres territorics (Figs. 21 y22):

a) Elterritoriomatriz era el compendidoen las celdas A1 yB1.

b) Elterritoriomedial era el compendido en las celdas incluidas en la columna C
y, si era el caso, en las siguientes (D, E, etc.).

¢) El territorioinferior era el compendido en las celdas de las columnasA y B,
exceptuando las celdas A1 yB1.

Los territoricc medial e inferior incluian, segun el estadb, la totaidad o gran parte de
las crestas palatims en desarmollo. El territoriomatriz correspondia a las celdas que en
todos los ejemplares estaban 100% ocupadas por tejido del SMS, tanto en el lado

Abreviaturas del texto: SMS, segmento maxilar seleccionado.
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derecho como izquierdo. Recibia el nombre de matriz por ser, presumidement,
desde donde excéntricament se produciria el crecimiento de los otros territorios (Fig.
22).

También estos territorios fueron divididos en tercics, con los mismos criterios de
divisiéon que habiamos utilizado pam dividir el SMS (Fig. 23).

/Ln-iz (;lit:) Plano mediosagital

Territorio

> Medial (Med)

Territorio
Inferior (Inf)

Fig. 21 Microfotografia (objetivo 32x) de un corte frontal de la cabeza del embrién EC20 (seccién
histolégica VAL1-37). En ella se observa la gradilla del SMS del fragmento del SMS derecho y sobre ella
delimitados los diferentes terriorios estudiados: matri (color violeta), medial (color verde) e inferior (color
azul). Abreviatura: EC, estadio Carnegie.

Fig. 22 Esquema de la division del SMS por terrtorios: terriorio medial (color verde), territorio matriz (rgjo)
y terrtorio inferior (azul). En la izquierda de la imagen se observa el SMS total dividido por terrtorios y en
la imagen de la derecha separados sus tres territorios.
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Fig. 23 Esquema de la divisién del SMS por territorios: terrtorio medial
(color verde), terrtorio matriz (rojo) y terrtorio inferior (azul) y tercios:
anterior, medio y posterior.

6.1.3Subdivisidon del territorio medial

Se hadiidido el territorio medial en dos zonas (Fig. 24):

a) La zona medial externa es la comprendida en las celdas de la columnaC. Se
corresponde con la zona mas lateral del territorio medial y por tanto mas
préxma al territorio matriz.

b) La zona medial intema es la comprendda en las celdas a partir de la columna
D (incluida) en adelante. Se corresponde con la zona del territoriomedial mas
cercana alplano mediosagital.

Medial )
Externo Internc Plano mediosagital
c|o /
1
2
3
4

Fig. 24 Microfotografia (objetivo 32x) de un corte frontal de la cabeza del embrién EC20
(seccién histolégica VAL1-37). En ella se observa la gradilla del SMS del fragmento del
SMS derecho y sobre ella delimitada la divisién del terrtorio medial: la zona medial externa
(verde oscuro) y la zona medial interna (verde claro). Abreviatura: EC, estadio Carnegie;
SMS, segmento maxilar seleccionado.

Abreviaturas del texto: SMS, segmento maxilar seleccionado.
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Esta delimitacion por cuadranes y territoricc permite poder realizar un analisis
espacial de los cambbs que suceden en el SMS a lo largo del periodo embiionario

estudado.

6.2. Calculo volumétrico

A partir de las areas de la parte ocupada por tejido de cada celda (grupo celular) de
cada fragmento del SMS, se ha calculado el volumen de las diferentes variables de
cada lado por separado. Para el célculo del volumen (1an®) se ha aplicado el principio

de Cavalieri.

El principio de Cavalieri es una ley geométrica que permite el calculo eficaz de objetos
irregulares y no simétricos cotados mediante secciones pamlelas y de igual grosor

Segun este principio matematico -si dos cuerpos tienen la misma altura y bases de
igual area, y al cortarlos por cualquier plano paralelo a las bases el area de las
secciones es la misma, ambostienen igual volumen“(W ikipedia, 2016) (Fig. 25).

o) o

Fig. 25 Esquema ilustrativo del principio de Cavalieri. Basado en
la imagen https://e.wikipedia.org/wiki/Pincipio_de_Cavalieri

El volumencalculado mediante el principio de Cavalieri seria:

V=dx2. areasx IC
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dondeV seria el volumenen micras ctbicas (tor), d el grosor medio de las secciones
histologicas (tom), n areas el sumabrio de las areas de las secciones histologicas
analizadas (tonf) e IC el intevalo entre las secciones histologicas (seleccidon
secuencial).

El grosor de los cortes histologicos se obtuvo mediante la medida de la distancia
interfocal desde el nivel focal mas supefficial hasta el mas prdundo. Esta medicion fue
posible por la incorporacion al microscopio del microcontrolador (micrémetro) de
desplazamiento en el eje z DMX-1 (Mitutoyo®, Tokio, Japan). Una vez obtenida una
ampla muestra en distintos cortes histologicos se calculo el valor promedio de un
mismo embrid, que fue utilzado posteriaomente como grosormedio de ese embrion

para los calculos delvolumen(Tabla 3).

Un ejemplo podra serel representadoen la Figura 26.

Abreviaturas del texto: SMS, segmento maxilar seleccionado.
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/"\ Cortes Co.rtes
analizados

o9

Fig. 26 Esquema de un embrion en el que se representan todas las secciones histoldgicas
realizadas. Las secciones son consecutivas (1-16) con un grosor uniforme (d) (véase texto).
Las secciones histodgicas sombreadas en gris serian las que se habrian analizado en el
estudio. Segun el tamafio del embrién se determind una secuencia de andlisis de las secciones
histoldgicas (seleccion secuencial), constante en un mismo embrién (en este caso uno cada 4).
A parti de un corte histolégico escogido aleatoriamente (entre los primeros 4 cortes en este
ejemplo) se habrian ido seleccionando las secciones histoldgicas a analizar (en este caso
como habiamos dicho uno de cada 4). En este ejemplo la distancia entre los cortes histoldgicos
seriad x 4. Se analizaba solamente una de las caras de las secciones histolégicas. (Basado
en el gréafico del articulo de Maythew y Olsen (1991).

6.3. Calculo de promedios

6.3.1 Calculo de los promedios de los valores estudiados

Una vez todos los volimenes (tonf) estaban calculados para cada celda, se calculd el
valor pronedio de los de ambos lados (derecho e izquierdo), siendo éste el utilzado
para los andlisis de todas las variables. De este modo se evita las diferencias de

valores debidos a la asimetria de algunas secciones histolégicas.
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/7. PERIODO  DE CIERRE  DE LA HENDIDURA
BUCONASOF ARINGEA Y SU DIVISION EN INTER VALOS

En elpreserte trabajo se definen lcs siguientes conceptos:

- La hendidura buconasofaringea es el espacio limitado por los puntcs de cada
fragmenb del SMS que estan mas préximos al plano mediosagital
(comesponden ala linea maxilar de cada lado) (Fig. 11).

- El periodo de cierre de la hendidura buconasofaringea (PCH) es el conjuntode
estadbs embrionarics que comprende el desarrollo de las crestas palatims
(procesos palatinos laterales) derecha e izquierda hasta que éstas se elevan
compétamente. En nuestro estudio se corresponde con el periodo entre el
EC17yel EC23.

- El intevalo es cada una de las partes del PCH compendidas entre dos
estadbs embrianarios consecutivos (Fig. 27).

- Elintevalo acumulado es el conjunto de intervalos del PCH discurridos desde

el EC17 hasta undeterminado estadb embrimario (Fig. 27).

Intervalo acumulado 5
Intervalo acumulado 5
Intervalo acumulado 4
Intervalo acumulado 3

Intervalo acumulado 2

| acumulado 1

o 0 E

Fig. 27 Esquema de la division del periodo de la hendidura buconasofaringea en el que se representan
los diferentes embriones estudiados (color verde), los intervalos (I) (color naranja) y los intervalos

acumulados (color rosado). Abreviatura: EC, estadio Carnegie.

Abreviaturas del texto: EC, estadio Carnegie; SMS, segmento maxilar seleccionado.
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8. CELCULO DE LAS DIFERENTES VARIABLES

8.1. Nomenclatura de las formuls

Enlas fdrmulas utilizadas para el calculo de las diferentes variables de nuestro estudo
se ha estabkcido una sistematica para aportar una informacién completa de sus

caracteristicas (Tabla 6).

Tabla 6 Nomenclatura de las férmulas para el cdlculo de las diferentes variables

INDICE SUBINDICE -DEFINICION VARIABLE
Simbglp No_mbre Zona analizada Cronologia
matematico | variables Especifica | [General]
b P t [T] e
X Vv T [SMS] e-1
K bP tT [tT] pe
IP SMS [tSMS] ue
tSMS i
Med a
NoMed PCH
MedE xterno
Medinterno

Abreviaturas: a, intervalo acumulado del PCH; e, estadio de Carnegie concreto; e-1, estadio
anterior a e; i, intervalo de PCH; IP, indice de proporcionalidad; Med, terrtorio medial;
MedE xterno, terrtorio medial externo; Medlnterno, terrtorio medial interno; NoMed, terriorios no
medial (matriz e inferior); P, porcentaje de ocupacion volumétrica; PCH, periodo de cierre de la
hendidura buconasofaringea; pe, primer e; SMS, segmento maxilar seleccionado; t, tercio; T,

terriorio; tSMS: tercio del SMS; tT, tercio del terriorio; ue, Ultimo e; V, volumen; X, promedio; b,
incremento del porcentaje de ocupacion volumétrca; bP, incremento de porcentaje; K,
desviacion estandar.

8.2. Volumen del SMS O

Se ha calculado el volumen del SMS vy el volumen de sus tercios, en toni (véase

apartado 6.2.).

Asi mismo se ha analizado el volumende cada territorio del SMS y de sus tercios.
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8.3. Distribucién porcentual del volumen del SMS entre sus territorios

Se ha calculado el porcentaje de ocupacidon del volumen de cada territorio (matriz,
inferior y medial) respecto al volumendel SMS para cada estadio del PCH (Prisuse), @

partir de la siguiente formula:

v, x100
PT[SMS]e = TV—
SMSe

dondeV+. es el volumende un determinado territorio(T) y Vsuse el volumen del SMS
en un determinado esta@io (e).

También se ha calculado la distribucion de porcentajes del volumen de ocupacion de
los territorics en los diferentes tercics (anteriar, medio y posterior) del SMS para cada
estadb del PCH (Psmsie), @ partir de la siguiente férmula:

V., x100

tTe

T[SMSle — %
SMSe

donde V. es el volumen que ocupa en un tercio concreto un determinado territorio

(tT) y Visuse €l volumende este tercio del SMS en un determinado estadio (e).

8.3.1 Diferencias de la distribucion porcentual del volumen del SMS en los
intervalos del PCH

Mediante las siguientes formulas se ha calculado el crecimiento (incremento (4)
positivo) o disminucion (incremento negativo) que se ha produdilo en el porcentaje de
ocupacion (tota) del volumende cada territorio (T) respectoa la variacion del volumen
(total) del SMS en cada intewalo (i) del PCH (bPisumsy). Estos cambbs porcentuales
tamb#én se han calculado considerando la ocupacién del volumende cada territorio en
cada tercio () delSMS en los diferentes intevalos (bP rsmsi)-

Abreviaturas del texto: e, un estadio Carnegie determinado; i, intervalo del PCH; P, porcentaje de ocupacién
volumétrica; PCH, periodo de cierre de la hendidura buconasofaringea; SMS, segmento maxilar seleccionado; t,
tercio; T, territorio; tSMS, tercio del segmento maxilar seleccionado; tT, tercio del territorio; V, volumen.
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APT[SMS]I' = PT[SMS]e— PT[SMS]e—I
A]DtT[tSMS]i = RT[tSMS]e - IDtT[tSMS]e—l

dondePrisusie Y Prismsjes SON los valores de los porcentjes de ocupacion del volumen
de un territorio (1? en un estadb (e) y en el estadio previo (e-1) del intervalo (i) del
PCH, respectivament, y dondePismsje Y Prmismsjea SON los valores de los porcentajes
de ocupacién del volumen de un determinado territorio en un tercio concreto (tT) del

SMS en unestadio (e) y en el estadb (e-1) delintervalo (i) del PCH, respectivament.

8.3.2. Indice de proporcionalidad entre las diferencias del porcentaje de
ocupacién del volumen del territorio medial y el equivalente de los otros
territorios del SMS en los intervalos del PCH

Se ha calculado el indice de proporainalidad (IP) entre el valor absoluto del
incremento, en cada intervalo (i) del PCH, del porcentaje de ocupacién del volumen
del territorio medial (Med) y el correspondiente incremento de cada uno de los otios
territoros (NoMed: inferior o matriz), respecto al volumen del SMS (IPbP (ed-
NoMedsms1)- Tambin se ha calculado este indice de proporainalidad entre el valor
absoluto del incremento, en cada intervalo (i) del PCH, del porcentaje de ocupaciéon
del volumen del territorio medial (Med) en un determinado tercio (t) y el
correspondiente increnento de cada uno de los otios territorios (NoMed: inferiar o
matriz), respecto al volumen del total de dicho tercio del SMS (IPbP wednNomedisms]),

mediante las siguientes formulas:

IPAP _ |APMed[SA/S]i|
(Med —NoMed Y SMS 1i — AP
| NoMed[SMS‘]i|
U
IPAP _ |APtMed[tSM]i|

t(Med —NoMed Y tSMS i — | AP |
(NoMed [1SMS 1i

dondelAP yeqsms)il €s el incremento, durante un intewalo (i) del PCH, del porcentaje de
ocupacion de El totaidad del volumen del territorio medial (Med), mientras que
IAP Nomedisms1l €S 1a variacion equivalente en alguno de los otros territorios (inferior o
matriz); y donde IAP weqrsms)l €S el incremento, durante un intewvalo (i) del PCH, del

porcentaje de ocupacion del volumendel territorio medial en un determinado terciodel
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SMS vy IAP wovedrsmsil corresponde al cambb porcentual de alguno de los otos
terntorics (inferior o matriz) en el mismo tercia todas estas variables calculadas en
valores absolutos.

8.3.3. Media y desviacién estandar de los porcentajes de ocupaciéon del volumen
de los tercios de los territorios del SMS

A partir de los porcentajes de ocupacion del volumen por tercics de los diferentes
territorics respecto al volumendel SMS en cada estadb del PCH, se ha calculado la

media y la desviacidon estanda.

8.3.4. Diferencias de la distribucién porcentual por tercios del volumen del SMS
durante el PCH

Mediante las siguientes fdrmulas se ha calculado el incremento (positivo o negativo)
del porcentaje de distribucién del volumen de cada territorio respecto al volumen del
SMS que ha ocurrido durante todo el PCH (APtismsippch), asi como este mismo
incremento respectoal volumende los tercios delSMS (AP ¢rismsipcH):

AP,

T[SMS|PCH

=P,

T[SMS Jue

-P

T[SMS]pe

APtT[tSMS]FCH = Pzr[zsm]ue - PzT[zsm]pe

donde Prismsjue Y Prismsie  SON los valores de los porcentajes de ocupacién de un
territorio(T) en el Gltimo (ue) y prime estadio (pe) del PCH, respectivamente;y donde
Perismsive Y Peismsipe SON l0S valores de los porcentajes de ocupacion de un determinado
territorioen un tercioconcreb (tT) del SMS en el Gltimo (ue) y prime estadio (pe) del
PCH, respectivament.

Abreviaturas del texto: e, un estadio Carnegie determinado; e-1, estadio anterior a un estadio Carnegie
determinado; EC, estadio Carnegie; i, intervalo del PCH; IP, indice de proporcionalidad; P, porcentaje de
ocupacién volumétrica; PCH, periodo de cierre de la hendidura buconasofaringea; pe, primer estadio Carnegie
estudiado o estadio umbral; SMS, segmento maxilar seleccionado; t, tercio; T, territorio; tSMS, tercio del
segmento maxilar seleccionado; tT, tercio del territorio; ue, ultimo estadio Carnegie estudiado; V, volumen.
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8.3.5. Porcentajes de ocupacion del volumen en las partes del territorio medial

Se ha determinado el porcentaje de ocupacion del volumende las partes del territorio
medial respecto al volumen del SMS durante el PCH. Esta variable relativa al territorio
medial externo (P viede xtemorsmsie) Y medial intemo (P vedinternoismsze) S€ ha calculado a partir

de las siguientes formulas:

P _ VMedE\fterno e X 1 OO
MedExterno[SMS le —
VSM@
]
_ VA/[ed]nterno e X 1 00
PM’edbﬂerno [SMS e —
VY/VSe

dondeVyedexteno « €5 €l volumen del territorio medial externo, Vuedinemo €S €l volumen
del territorio meél_ihl intemo y Vsuse €l volumendel SMS, en un determinado estado

embiionaride).

También se ha calculado la distribucion del porcentaje de ocupacion del volumen de
las partes del territorio medial respecto a los diferentes tercios del SMS durante el
PCH. Esta variante relativa al territorio medial externo (Pimedexermoismsie) Y medial
intemo (P ivedintemors ms1e) S€ ha calculado a partir de las siguientes formulas:

I/t]\&dErternoe X 100

P, tMedEcterno[1SMS Je %
tSMSe
[]
P _ VMd]nterno e X 1 00
tMedInterno [tSMS Jle — V
tSMSe

donde Vivede xerno « €S €l volumen del tercio (t) del territorio medial externo, Vivedintero e
es el vqumenthercio(t) del territorio medial internoy Visuse €l volumendelterciodel

SMS, en undeterminado estadb embrionaridle).
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8.3.6. Media y desviacién estandar de los porcentajes de ocupacion del volumen
de las partes del territorio medial respecto al SMS

A partir de los porcentajes de ocupacion del volumentotal y por tercios de las partes
del territorio medial respecto al volumendel SMS durante el PCH, se ha calculado la

media y la desviacion estanda, relativa al territorio medial externoy medial intemo.

8.4. Distribucion porcentual del volumen de los territorios del SMS entre
sus tercios

Se ha calculado la distribucion, en cada estadio del PCH, del porcentaje de ocupacion
del volumen del tercio de un territoriodel SMS respecto el volumen de ese territorio

(Pme), a partir de la siguiente férmula:

p Vg, x100

r[Tle — %
Te

dondeVr. es el volumendel tercio(t) de un determinado territorio(T) y Vte el volumen

(total) de un determinaé% territoriodel SMS, en un determinado estadb embiionario

(e).

8.4.1 Diferencias de la distribucion porcentual del volumen de cada territorio del
SMS entre sus tercios en los intervalos del PCH

Se ha calculado el crecimiento (incremento (&) positivo) o disminucion (incremento (4)
negativo) que se ha producido del porcentaje de ocupacion del volumen de cada
territorio(T) dividido portercics (t) respecto al volumende cada territoriodel SMS en
cada intewvalo (i) del PCH (b P 1), mediante las siguientes formulas:

APtT[T]i = RfT[T]e - Pzr[r]e—l

Abreviaturas del texto: e, un estadio Carnegie determinado; e-1, estadio anterior a un estadio Carnegie
determinado; EC, estadio Carnegie; i, intervalo del PCH; IP, indice de proporcionalidad; Inf, territorio inferior;
Med, territorio medial; MedExterno, territorio medial externo; MedInterno, territorio medial interno; NoMed,
territorios no medial, es decir, los territorios matriz e inferior; P, porcentaje de ocupacién volumétrica; PCH,
periodo de cierre de la hendidura buconasofaringea; SMS, segmento maxilar seleccionado; t, tercio; T,
territorio; tSMS, tercio del segmento maxilar seleccionado; tT, tercio del territorio; V, volumen.
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dondeP e es el valor del porcentaje de ocupacién delvolumendel terciodel territorio
respectoal volumentotaldel mismo en un estadb delintevalo (e) y Pifes €s el valor
delvolumendeltercio del territorioen el estadio previo (e-1) del PCH.

8.4.2. Indice de proporcionalidad entre las diferencias del porcentaje de
ocupacién del volumen del territorio medial y el equivalente de los otros
territorios en los intervalos del PCH

Se ha calculado el indice de proporainalidad (IP) entre el valor absoluto del
incremento, en cada intevalo del PCH, del porcentaje de ocupacion del volumendel
tercio de cada territorio (tT) respecto al volumen del territorio medial (Med) y el
correspondiente increnento de cada uno de los otios territorios (NoMed: inferiar o
matriz) respecto al volumen totaldel territorio en cada intewvalo (i) del PCH (IPbP yeq-

NoMed[T1), Mediante las siguientes férmulas:

IPAP, =

t(Med —NoMed Y T1i — ‘AP ‘
NoMed [T1i

dondelAP gl €s el increnento, durante un intervalo (i) del PCH, del porcengje de
ocupacion del tercio del volumen del territorio medial (Med) respecto el volumentotal
del territoriomedial; mientras que IAP waveqmil €S 1a variacion equivalente en alguno de
los otros territorics (inferior o matriz). Ambos calculados en valores absolutos.

8.4.3. Media y desviacién estandar de los porcentajes de ocupacién del volumen
por tercios respecto el volumen delos diferentes territorios del SMS

A partir de los porcentajes de ocupacion del volumen por tercics de los diferentes
territorics respecto al volumendel territoriocomrespondiente en cada estadio del PCH,
se ha calculado la media y la desviacién estandar.

8.4.4. Diferencias de la distribucion porcentual por tercios del volumen de los
diferentes territorios del SMS durante el PCH

Se ha calculado el increnmento (positivo 0o negativo) del porcentaje de distribucion
volumética de cada tercio respeto al volumen total del territorio que ha ocurrido

durant todo el PCH (AP mpcH), mediante las siguientes formulas:

AP,

[TIPCH —

P

(T[Tlue PtT[T]pe
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dondeP e Y Pampe SON los valores de los porcentajes de ocupacioén de un terciode
un territorio (tT) respecto el volumen de ese territorio (T), en el ultimo (ue) y primer
estadb (pe) del PCH, respectivament.

Abreviaturas del texto: e, un estadio Carnegie determinado; e EC, estadio Carnegie; i, intervalo del PCH; IP,
indice de proporcionalidad; Med, territorio medial; Mt, territorio matriz; NoMed, territorios no medial, es
decir, los territorios matriz e inferior; P, porcentaje de ocupacién volumétrica; PCH, periodo de cierre de la
hendidura buconasofaringea; pe, primer estadio Carnegie estudiado o estadio umbral; SMS, segmento maxilar
seleccionado; t, tercio; T, territorio; tSMS, tercio del segmento maxilar seleccionado; tT, tercio del territorio;
ue, ultimo estadio Carnegie estudiado; V, volumen.
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9. EMBRIOLOGIA DESC RIPTIVA

Parailustiar los cambios morfolégicos acontecidos durante el PCH se muestman...

a) las microfotografias de las secciones histoldgicas representativas de cada
tercio del SMS, asi como de las reconstrucciones faciales de los distintos

embiiones (Fig. 28).

b) las imagenes de las lineas maxilares de cada embrién superpuestas (Fig. 29),
las cuales permiten tener una vision objetiva en cada embiién estudado de la
hendidura buconasofaringea que es el espacio limitado por los por los puntos
de cada fraccion del SMS (izquierda y derecha) mas proxmos al plano

mediosagital, asi comoparte de las crestas palatimas.

¢) las imagenes de las zonas de tejido que se han valorado cuantitaivamente ce
SMS -junto conlas gradllas del SMS (Anexo 2).

Abreviaturas del texto: SMS, segmento maxilar seleccionado.
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Embrion Re1 (EC 17)

Embrién Fu20 (EC 18)

Embrién Du8 (EC 19)

Embrién Val 1 (EC 20)

Embrion Pla3 (EC 21)

Embrién Gi3 (EC 22)

Embrion Sam (EC 23)

Fig. 29 Lineas maxilares de ambos lados superpuestas. Permite apreciar la hendidura
buconasofaringea y, en part, las crestas palatinas. El plano mediosagital se ha
representado en el centro de cada imagen. Cada imagen tiene una escala propia (se
incrementa con el estadio de cada embrién). Vista anterior. Abreviatura: EC, estadio
Carnegie.
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10. VOLUMEN DEL SMS

Los resultados de este apartado se corresponden con las Figuras 30a 33y los valores
se puedenconsultar en el Anexo 1.

Al analizar el volumen (tota) del segmento maxilar seleccionado (SMS) en los
diferentes emhriones, destaca un aumento progresivo del volumen con un ascenso
mas marcado enel Gltimo estadio (EC23) (Fig. 30A).

Al analizar el volumen (tota) de los distintos territorics del SMS, destaca un aumento
progresivo en los tres territorios con un crecimiento mas marcado en el Ukimo estadio

(EC23), siendo en éste el territoriomedial el que mayor volumenpresenta (Fig.30B).
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Fig. 30 Volumen total del SMS. A) Volumen total del SMS. B) Volumen del SMS (total) dividido en
terrtorios. Abreviaturas: EC, estadio Carnegie; Inf, terrtorio inferior; Med, terrtorio medial; Mt, terrtorio
matri.

Al analizar el volumendel tercioanterior del SMS durante el PCH, destaca:

1. Unos valores claramente mayores en el cuarto (EC20), quinto(EC21) y sexto
estadb embrionario (EC22) que en el resto, tanto al analizar el volumen total
del tercio del SMS comoal hacerlodividido por territorios (Figs. 31Ay 31B).

2. Un mayor volumen constante en el territorio medial que en el territorio inferior
(Fig. 31B).

3. En amboscasos el menor valor se observa en el ultimo estad (EC23) (Figs.
31Ay 31B).
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Fig. 31 Volumen en el tercio anterior del SMS. A) Volumen del tercio anterior del SMS. B) Volumen del
tercio anterior del SMS dividido en terriorios. Abreviaturas: ANT, tercio anterior; EC, estadio Carnegie;
Inf, territorio inferior; Med, terrtorio medial; Mt, terrkorio matriz

Al analizar el volumendel terciomedio delSMS durante el PCH, destaca:
1. un aumento del volumen con un ascenso mas marcado en el ulimo estadio
(EC23), al analizarloen su totalidad (Fig. 32A).
2. unvolumendel territorio medial muy superior a los otros territorics a partir del

cuarto estadio (EC20) y con mayor ascenso en el ultimo estadb (EC23) (Fig.
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‘ Inf (um3)
200000000 [\1 80000000 (um3)
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50000000 20000000 A0 Med (um3)
0 . 0+ 5 — = =
= e 8 § 5 g & =2 2 8 5 § g
A R R T R A g & &8 &8 8 8 8 B

Fig. 32 Volumen en el tercio medio del SMS. A) Volumen del tercio medio del SMS. B) Volumen del
tercio medio del SMS dividido en terriorios. Abreviaturas: EC, estadio Carnegie; Inf, territorio inferior;
ME, tercio medio; Med, terrtorio medial; Mt, terrtorio matriz.

Al analizar el volumendel tercioposteriordel SMS durante el PCH, destaca:
1. un aumento del volumen con un ascenso muy marcado en el ultimo estadio
(EC23), tanto al analizar el volumen total del tercio del SMS como al hacerlo
dividido por territorios (Figs. 33Ay 33B).

Abreviaturas del texto: EC, estadio Carnegie; PCH, periodo de cierre de la hendidura buconasofaringea; SMS,
segmento maxilar seleccionado.
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Fig. 33 Volumen en el tercio posterior del SMS. A) Volumen del tercio posterior del SMS. B) Volumen
del tercio posterior del SMS dividido en terriorios. Abreviaturas, EC, estadio Carnegie; Inf, terrtorio
inferior; Med, territorio medial; Mt, terrtorio matriz; POST, tercio posterior.

11. DISTRIBUCION PORCENTUAL DEL VOLUMEN DEL SMS
ENTRE SUS TER RITORIOS

Los resultados de este apartado se comesponden con las Figuras 34B, 35B, 36B y
37B.

De los valores de los porcentajes de ocupacién del volumende cada territoriorespecto
al volumendel SMS, destaca que a partir del segundo estadb delPCH (EC18):
1. el mayor porcentaje comesponde al territorio medial, mientras que el menor al
territorio inferior -porcentajes respecto al volumen de la totaidad del SMS-
(Fig. 34B).
2. el porcentaje portercics del territorio medial es superiar al del territorioinferiar,
aungue no siempre es el mayor valor oporcentaje respecto al volumen del
terciodelSMS correspondiente- (Figs. 35B, 36By 37B).

11.1. Diferencias de la distribucion porcentual del volumen del SMS en los
intervalos del PCH

Los resultados de este apartado se comesponden con las Figuras 34A, 35A, 36Ay
37A).

De las diferencias del porcentaje de ocupacién del volumende los diferentes territorics
respectoal volumen(total) delSMS en cada intervalo del PCH, destaca:
1. un increnento marcado del territorio medial en el primer(iEC 17-18), tercer
(iIEC1920) y ukimo intervalo del PCH (iEC22-23), que se comresponde con una
disminucién de los territorios inferiar y matriz (Fig. 34A).
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2. uncrecimiento del territorio medial inverso al del territorioinferior en todos los
intevalos (si aumenta medial disminuye inferior y viceversa), excepto en el
quintointervalo (iEC21-22) dondeel signo del cambb es coincidente entre los
territoricc medial e inferior (Fig. 34A).
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‘iECl?-lB IEC18-19 | iIEC19-20 | iEC20-21 | iEC21-22 |EC22-2_37;
BAPInf[SMS]i | -7,70% | 1,60% | -4,06% | 592% | -150% | -1,05% | 7 | wir | w5 | e0 | i | iz | 65
AP Med [SMSJi| 11,52% | -147% | 571% | -413% | -158% | 585% | [mpint(smsle | 3a00% | 26305 | 27,90% | 23,88% | 29.80% | 28.30% | 27,25% |
| AP Mt [SMS]} -3,82% [ -012% | -1,65% 1,79% | 3,08% -4,30%7“ |WPML[SMSle | 39,99% | 36,17% | 36,04% | 34,39% | 32,60% | 35,68% | 30,88% |
P Med [SMS]e | 2597% | 37,49% | 36,02% | 41,73% | 37,60% | 36,02% | 41,88% |

Fig. 34 Distrbucién porcentual total del volumen del SMS. A) Diferencias de la distrbucién porcentual de
los diferentes territorios respecto el volumen del SMS en los intervalos del PCH (bP tismsj). B) Distrbucion
en cada estadio del porcentaje de ocupacion de los diferentes territorios respecto al total del SMS
(Prismsje).  Abreviaturas, EC, estadio Carnegie; Inf, terrtorio inferior; Med, territorio medial; Mt, terriorio
matriz; PCH, periodo de cierre de la hendidura bucofaringea; SMS, segmento maxilar seleccionado; T,
terrkorio.

Abreviaturas del texto: EC, estadio Carnegie; i, intervalo del PCH; PCH, periodo de cierrede la hendidura
buconasofaringea; SMS, segmento maxilar seleccionado.
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Al compararlas diferencias del porcentaje de ocupacion del volumende los diferentes
territorics en cada tercig respecto al volumendel corespondiente tercio del SMS en
cada intewvalo del PCH, destaca:

1. eneltercio anteriar:

1.1un marcado incremento del territorio medial en el Ultimo intewalo
(iEC22-23), mientras que los territorios matriz e inferiar presertan
undecremento (Fig. 35A).

1.2 un segundo increnento del territorio medial respecto al territorio
inferior en el prime intevalo (iEC17-18), pero que representa
aproximadamente una séptima parte del incremento obtenido en el
altimo intervalo (Fig. 35A).
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Fig. 35 Distrbucion porcentual en el tercio anterior del volumen del SMS. A) Diferencias de la distribucién
porcentual de los diferentes terrtorios respecto el volumen del tercio anterior del SMS en los intervalos del
PCH (bP antrianTsmsg). B) Distrbucion en cada estadio del porcentaje de ocupacion de los diferentes
terrtorios respecto al tercio anterior del SMS (PanTriantsmsle).  Abreviaturas, ANT, tercio anterior; EC,
estadio Carnegie; Inf, terrtorio inferior; Med, terrtorio medial; Mt, terrtorio matriz; PCH, periodo de cierre
de la hendidura buconasofaringea; SMS, segmento maxilar seleccionado; t, tercio; T, terrtorio; tSMS,
tercio del SMS.
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2. en el tercio medio:

2.1un marcado crecimiento del territorio medial en el prime (i(EC17-18),
tercer iIEC19-20) y ultimo intervalo del PCH (iEC22-23), mientras que
disminuyen los territorics inferior y matriz (Fig. 36A).

2.2Un porcentaje de ocupacion del territorioinferior inverso al medial, en el

restode intervalos (Fig. 36A).
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Fig. 36 Distrbucion porcentual en el tercio medio del volumen del SMS. A) Diferencias de la distribucion
porcentual de los diferentes terrtorios respecto el volumen del tercio anterior del SMS en los intervalos del
PCH (bP metimesmsy). B) Distribucion en cada estadio del porcentaje de ocupacion de los diferentes
terrtorios respecto al tercio medio del SMS (Pmetimesmsie).  Abreviaturas: EC: estadio Carnegie; Inf:
terrtorio inferior; ME: tercio medio; Med: terrtorio medial; Mt: terrtorio matriz; PCH : periodo de cierrede la
hendidura buconasofaringea; SMS, segmento maxilar seleccionado; t, tercio; T, terrtorio; tSMS, tercio del

SMS.

Abreviaturas del texto: EC, estadio Carnegie; i, intervalo del PCH; PCH, periodo de cierre de la hendidura

buconasofaringea; SMS, segmento maxilar seleccionado.
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3. en el tercio posteriar:

3.1un mayor increnento del territorio medial en el primer intervalo iEC17-

18), acompafiado por un decremento de los territorics inferior y matriz

(Fig.

3.2un segundo incremento del territorio medial en el tercer intewvalo

(iEC1920 de PCH, pero en esta ocasion con una disminucién del

37A.

porcentaje de ocupacién marcada para el territorio matriz y sélo conun

minimo incremento del territorio inferior, menoral 1%. El incremento del

territorio medial es aproximadament 1,4 partes menor respecto el

increnmento del primer intervalo (Fig. 37A).
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Fig. 37 Distribucién porcentual en el tercio posterior del volumen del SMS. A) Diferencias de la distrbucion
porcentual de los diferentes terrtorios respecto el volumen del tercio posterior del SMS en los intervalos
del PCH (bP posTriposTsms)- B) Distrbucion en cada estadio del porcentaje de ocupacion de los diferentes
terrtorios respecto al tercio posterior del SMS (PpostrirosTtsmsie). Abreviaturas, EC, estadio Carnegie; Inf,
terrtorio inferior; Med, terrtorio medial; Mt, terrtorio matriz; PCH, periodo de cierre de la hendidura
buconasofaringea; SMS, segmento maxilar seleccionado; t, tercio; T, terrtorio; tSMS, tercio del SMS.

11.2. indice de proporcionalidad entre las diferencias del porcentaje de
ocupacion del volumen del territorio medial y el equivalente de los otros
territorios del SMS en los intervalos del PCH

Los resultados de este apartado se corresponden conlas Figuras 38y 39.
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Para podervalorar el grado de proporabnalidad existente entre el crecimiento y/o
disminucién de los porcentajes de ocupacion volumética del territoriomedial y los de
los otros territorics, se ha analizado el indice de proporadnalidad (IP) entre los valores
absolutosde sus porcentajes de ocupacion.

Del indice de proporanalidad entre los valores absolutos de los porcentajes de
ocupacion, destaca que el territoriomedial...

1. mutliplica por5,56 el valor del territorioinferior en el Ultimo intervalo (iEC22-23)
de PCH aporcentajes respecto al volumendelSMS total(Fig. 38A.

2. multiplica por7,55 el valor del territorioinferior en el Gltimo intervalo (iEC22-23)
—“porcentajes respectoal volumendel tercioanterior (Fig. 38B).

3. muliplica por17,02y 16,53, respectivament, el valor del territorioinferior en el
segundo (IEC18-19) y quinto intevalo (IEC2122) oporcentajes respecto al
volumendelterciomedio (Fig. 380).

4. muliplica por41,26 el valor del territorioinferiar en el tercer intewvalo (iEC19-

20) oporcentajes respecto al volumendel tercio posterior (Fig. 38D).

En resto de intevalos la proporabn se aproxima a 1.
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Fig. 38 indice de proporcionalidad (IP) entre los valores absolutos de las diferencias de distribucién
porcentual del terrtorio medial y el terrtorio inferior. A) IP respecto el volumen total del SMS en los
intervalos del PCH (IPbP (ved;nfismst); B) IP respecto el volumen del tercio anterior del SMS en los
intervalos del PCH (IPbP antved/nfianT smst); C) B) IP respecto el volumen del tercio medio del SMS en los
intervalos del PCH (IPbP meved/niive smsi); B) IP respecto el volumen del tercio posterior del SMS en los
intervalos del PCH (IPbP postMed/nfiposT smst). Abreviaturas: ANT: tercio anterior; EC: estadio Carnegie; i,
intervalo; Inf: territorio inferior; ME: tercio medio; Med: terrtorio medial; Mt: terrtorio matriz; PCH : periodo
de cierre de la hendidura buconasofaringea; POST; tercio posterior; SMS: segmento maxilar
seleccionado.

Abreviaturas del texto: EC, estadio Carnegie; i, intervalo del PCH; PCH, periodo de cierre de la hendidura
buconasofaringea; SMS, segmento maxilar seleccionado.
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Del indice de proporcimalidad entre los valores absolutos de los porcentajes de
ocupacion, destaca que el territoriomedial...
1. multplica por11,91 el valor del territorio matriz en el segundo intervalo iIEC19-
20) delPCH aporcentajes respecto al volumendel SMS total(Fig. 39A.
2. mutkiplica por3,19el valor del territoriomatriz en el primerintervalo (iEC18-19)
—“porcentajes respectoal volumendel tercioanterior (Fig. 39B).
3. multiplica por2.17,2.57y 2.07,respectivament, el valor del territoriomatriz en
el prime (IEC17-18), el tercer iIEC19-20) y en el cuarto intervalo ((IEC20-21) o
porcentajes respecto al volumendelterciomedio (Fig. 390.
4. mulkiplica por1,82el valor del territoriomatriz en el primerintervalo (iEC17-18)

oporcentajes respecto al volumendel tercio posterior (Fig. 39D).

En resto de intevalos la proporabn se aproxima a 1.
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Fig. 39 indice de proporcionalidad (IP) entre los valores absolutos de las diferencias de distribucion
porcentual del terrtorio medial y el terrtorio matriz. A) IP respecto el volumen total del SMS en los
intervalos del PCH (IPbP (ved;mysms); B) IP respecto el volumen del tercio anterior del SMS en los
intervalos del PCH (IPbP antved/myanT smst); C) B) IP respecto el volumen del tercio medio del SMS en los
intervalos del PCH (IPbP meved/mimve smsi); B) IP respecto el volumen del tercio posterior del SMS en los
intervalos del PCH (IPbP postMed/myposT sms]). Abreviaturas: ANT: tercio anterior; EC: estadio Carnegie; i,
intervalo; Inf: territorio inferior; ME: tercio medio; Med: terrtorio medial; Mt: terrtorio matriz; PCH : periodo
de cierre de la hendidura buconasofaringea; POST; tercio posterior; SMS: segmento maxilar
seleccionado.
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11.3. Media y desviacién estandar de los porcentajes de ocupacion del
volumen de los tercios de los territorios del SMS

Los resultados de este apartado se corresponden con las Figuras 40A, 40B y 40C.

De los valores de la media del porcentaje de ocupacion por tercics de los diferentes
territoricc respecto al volumen del SMS, destaca una media de porcentaje de
ocupacion mayor para el territorio medial que para el territorio inferior en todos los

tercics.

De los valores de la desviacion estanda del porcentaje de ocupacion por tercics de
los dferentes territorics respectoal volumendel SMS, destaca:
1. la mayordesviacion estandar en el territorio medial en los tres tercios.

2. la menordesviacidon estandar en el territorio irferior en los tres tercios.

11.4. Diferencias de la distribucion porcentual por tercios del volumen del
SMS durante el PCH

Los resultados de este apartado se corresponden con las Figuras 40D, 40E y 40F.

De los valores correspondientes al incremento (positivo o negativo) del porcentaje de
distribucion volumética portercics de los diferentes territorios respecto al volumendel
SMS que ha ocurrido durante todo el PCH, destaca:
1. un aumento marcado del porcentaje de ocupacion del territorio medial en los
tres tercios.
2. los territorios inferior y matriz presentanuna disminucion de crecimiento en los

tres tercios.

Abreviaturas del texto: PCH, periodo de cierre de la hendidura buconasofaringea; SMS, segmento maxilar
seleccionado.
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Fig. 40 Porcentajes de ocupacién del volumen del SMS. A) Media y desviaciéon estandar de los
porcentajes de ocupacién del volumen del SMS en el tercio anterior. B) Media y desviacion estandar de
los porcentajes de ocupacién del volumen del SMS en el tercio medio. C) Media y desviacion estandar de
los porcentajes de ocupacion del volumen del SMS en el tercio posterior. D) Diferencias de la distribucion
porcentual del volumen del SMS durante el PCH en el tercio anterior (APantmech); E) Diferencias de la
distribucion porcentual del volumen del SMS durante el PCH en el tercio medio (APwmempecnl); F)
Diferencias de la distibucién porcentual del volumen del SMS durante el PCH en el tercio posterior
(APpostrmpcH). Abreviaturas: ANT, tercio anterior; EC, estadio Carnegie; Inf, terrtorio inferior; ME, tercio
medio; Med, teriitorio medial; Mt, terrtorio matriz; PCH, periodo de cierre de la hendidura

buconasofaringea; POST, tercio posterior; SMS, segmento maxilar seleccionado; T, terrtorio; X ,
promedio; K, desviacion estandar.

11.5. Porcentajes de ocupacién del volumen del SMS en las partes del
territorio medial

Los resultados de este apartado se comesponden con las Figuras 41A, 42A, 43Ay
44A.

De los valores del porcentajg de ocupacion de las partes del territorio medial (medial
externoy medial interno) respecto el volumendelSMS durante el PCH, destaca:

1. un aumento pragresivo del porcentaje de ocupacién del territorio medial
externoa partir del tercer estadb (EC19) y hasta el sexto estadb (EC22) en el
que disminuye (Fig. 41A.

2. un aumento mas marcado del porcentaje de ocupacién del territorio medial
intemo en el ultimo estadio (EC23) (Fig. 41A).
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Cuando comparamos estos porcentajes de ocupacion entre ambas partes del territorio
medial en cada unode sus tercios, destaca:

1. en el tercio anterior y en el tercio medio, un aumenb marcado y bruso del
porcentaje de ocupacién del territorio medial intemo en el ultimo estadio
(EC23), siendo éste el Unico estadb dondeel territorio medial interno supera
en porcentaje de ocupacion al de medial externo(Figs. 42Ay 43A.

2. en el tercio posterior, un mayor porcentaje de ocupacién del territorio medial

externoen todos los estadios (Fig. 44A).

11.6. Media y desviacién estandar de los porcentajes de ocupacion del
volumen de las partes del territorio medial respecto al SMS

Los resultados de este apartado se comesponden con las Figuras 41B, 42B, 43B y
448B.

De los valores de la media del porcentaje de ocupacién del volumende las partes del
territorio medial respecto al volumen del SMS en su totalidad y por tercios, destaca
una media de porcentaje de ocupacion mayor para el territorio medial externo (Figs.
41B, 42B, 43By 44B).

De los valores de la desviacion estanda del porcentaje de ocupacion del volumende
las partes del territoriomedial respectoal SMS total y por tercios, destaca:
1. la menor desviacién estanda en el territoriomedial externo, al analizar
el total el tercioanteriory el terciomedio (Figs. 41B, 42By 43B).
2. la menor desviacion estanda en el territorio medial intemo, al analizar

el totaldeltercio posteriar (Fig. 44B)

Abreviaturas del texto: EC, estadio Carnegie; PCH, periodo de cierre de la hendidura buconasofaringea; SMS,
segmento maxilar seleccionado.
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Fig. 41 Distrbucién porcentual del SMS en las partes del terrtorio medial. A) Distribucion porcentual en
cada estadio del terrtorio medial respecto al volumen total del SMS analizando porseparado el terriorio
medial externo (P medextemoismsipcH) Y €l terrtorio medial interno (P wmedintemoismsipch); B) Media y desviacion
estandar de los porcentajes de ocupacion del volumen del terrtorio medial dividido. Abreviaturas: EC:
estadio Carnegie; K: desviacion estandar; PCH; periodo de cierre de la hendidura buconasofaringea;
SMS, segmento maxilar seleccionado.
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Fig. 42 Distrbucion porcentual del volumen del territorio medial dividido en el tercio anterior. A)
Distrbucion porcentual en cada estadio del territorio medial respecto al volumen del tercio anterior del
SMS analizando por separado el terrtorio medial externo (P antMedextemolantsmsipcr) Y €l terrtorio medial
interno (P anTMedintemolaNTsMsIpcH); B) Media y desviacion estandar de los porcentajes de ocupacion del
volumen del territorio medial dividido en el tercio anterior. Abreviaturas: ANT: tercio anterior; EC: estadio
Carnegie; K: desviacion estandar; PCH; periodo de cierre de la hendidura buconasofaringea; SMS,
segmento maxilar seleccionado.
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Fig.43 Distrbucién porcentual del volumen del territorio medial dividido en el tercio medio. A) Distrbucion
porcentual en cada estadio del terrtorio medial respecto al volumen del tercio medio del SMS analizando
por separado el terrtorio medial externo (PmemedextemoMesmsipch) Y €l territorio medial interno
(P MEMedintemoiMesmsIpcH); B) Media y desviacién estandar de los porcentajes de ocupaciéon del volumen del
terrkorio medial dividido en el tercio medio. Abreviaturas: EC: estadio Carnegie; ME: tercio medio; K:
desviacion estandar; PCH; periodo de cierre de la hendidura buconasofaringea; SMS, segmento maxilar
seleccionado.
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Fig. 44 Distribucion porcentual del volumen del terriorio medial dividido en el tercio posterior. A)
Distrbucion porcentual en cada estadio del territorio medial respecto al volumen del tercio posterior del
SMS analizando porseparado el terrtorio medial externo (P posTMede xtemoiPosTsmsipcH) Y €l terrtorio medial
interno (P posTMedintemoiposTsmsipch); B) Media y desviacion estandar de los porcentajes de ocupacién del
volumen del territorio medial dividido en el tercio posterior. Abreviaturas: EC: estadio Carnegie; POST:
tercio posterior; K: desviacién estandar; PCH; periodo de cierre de la hendidura buconasofaringea; SMS,
segmento maxilar seleccionado.
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12. DISTRIBUCION PORCENTUAL DEL VOLUMEN DE LOS
TERRITORIOS DEL SMS ENTRE SUS TER CIOS

Los resultados de este apartado se corresponden con las Figuras 45B, 46B y 47B.

Al analizar la distribucién porcentual del volumen (total) de un territorio entre sus

tercics en cada estadio, destaca:

1. unporcentaje de ocupacion mas estabk en el tercio medio
2. unos porcentajes de ocupacion inversos entre los tercios anterior y posteriar
(en el estadb donde el valor es mas elevado el tercio anterior en el tercio

posteriar es menor y viceversa).

12.1. Diferencias de la distribucion porcentual del volumen de cada
territorio del SMS entre sus tercios en los intervalos del PCH

Los resultados de este apartado se corresponden conlas Figuras 45A, 46Ay 47A

Al compararla diferencia del porcentaje de ocupacién del volumen de los tercics de
cada territoriorespecto a los cambbs de volumende cada territorio del SMS en cada
intevalo del PCH, destaca un crecimiento del tercio anteriar inverso al del tercio
posteriar en todos los territorios, excepto en el territorio matriz en el quinto intewvalo
(IEC2122) (Fig. 45A), en el terrtorio inferior en el quinto intevalo (IEC21-22) (Fig.
46A) y en el territorio medial en el primer(iEC17-18)y quintointervalo (iEC21-22) (Fig.

47A), en el que presertan el mismo sentido de crecimiento.
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Fig. 45 Distrbucién porcentual del volumen del terrtorio matriz del SMS analizado por tercios. A)
Diferencias de la distrbucion porcentual del volumen del terrkorio matiiz del SMS en los intervalos del
PCH por tercios (bP wmqm); B) Distribucion en cada estadio del porcentaje de ocupacién del territorio
matrz del SMS por tercios (Puwmie). Abreviaturas: ANT: tercio anterior, e, un estadio Carnegie
determinado; EC: estadio Carnegie, i, intervalo; ME: tercio medio, Mt: terrtorio matriz; PCH: periodode
cierre de la hendidura buconasofaringea; POST: tercio posterior, SMS: segmento maxilar seleccionado; t,
tercio.

60,00
40,00
20,00
0,00
20,00
-40,00
60,00
| iEC17-18 | iEC18-19 | iEC19-20 | iEC20-21 | (EC21-22 | (EC22-23 EC17 | EC18 | EC19 | EC20 | EC21 | EC22 | EC23
i W S b M5 el sttt 2l Ml B =
W AP ANTInf [InflPCH | 9,56 20,45 16,62 557 5,20 34,00 PANTInf [Infle | 34,34 | 43,90 | 23,45 | 40,07 | 45,65 | 4044 | 643
»
mopwenionpcn | ess | oo | on0 | or | mss | azs | | (FPNCCCI | 2884 | 358 L S8 386 I8N L 473 | 3808
¥ AP POSTIN [InflPCH | -16,54 20,46 16,42 5,10 3,38 3876 “PPOSTInf [Infle| 36,82 | 20,27 | 40,74 | 24,31 | 1921 | 1582 | 54,58

Fig. 46 Distrbucion porcentual del volumen del territorio inferior del SMS analizado por tercios. A)
Diferencias de la distrbucion porcentual del volumen del terrtorio inferior del SMS en los intervalos del
PCH por tercios (bP uninf); B) Distrbucion en cada estadio del porcentaje de ocupacién del terriorio
inferior del SMS por tercios (Punfinfle). Abreviaturas: ANT: tercio anterior, e, un estadio Carnegie
determinado; EC: estadio Carnegie, i, intervalo; Inf, terrtorio inferior; ME: tercio medio, PCH: periodo de
cierre de la hendidura buconasofaringea; POST: tercio posterior, SMS: segmento maxilar seleccionado; t,
tercio.
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Fig. 47 Distribucién porcentual del volumen del territorio medial del SMS analizado por tercios. A)
Diferencias de la distrbucién porcentual del volumen del terrtorio medial del SMS en los intervalos del
PCH portercios (bP tvedimedr); B) Distiibucion en cada estadio del porcentaje de ocupacion del territorio
medial del SMS por tercios (Pivedimedie). Abreviaturas: ANT: tercio anterior, e, un estadio Carnegie
determinado; EC: estadio Camegie; i, intervalo; ME: tercio medio; Med, territorio medial; PCH : periodo de
cierre de la hendidura buconasofaringea; POST: tercio posterior, SMS: segmento maxilar seleccionado; t,
tercio.

12.2. indice de proporcionalidad entre las diferencias del porcentaje de
ocupacion del volumen del territorio medial y el equivalente de los otros
territorios en los intervalos del PCH

Los resultados de este apartado se corresponden con las Figuras 48y 49.

Para poder ver la relacién entre el crecimiento y/o disminucién de los diferentes
territorics se analizé el indice de proporabnalidad (IP) entre los valores absolutos de
las diferencias de los porcentajes de ocupacion del volumendel territoriomedial (Med)
y el correspondiente incremen de cada unode los otros territorics (NoMed: inferior o
matriz) respecto al volumen totalde los territoricc delSMS, en cada intevalo del PCH.
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Del indice de proporadnalidad entre los valores absolutos de los porcentajes de
ocupacion del tercio respecto al territorio total, destaca que el territoriomedial. ..

1. tiene unos valores cercanos a 1 respecto al terrtorio inferiar en los tercics
anteriory posterior (Fig. 48A).
2. multiplica por611 el valor del territorioinferiar en el terciomedio (Fig. 48B).
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Fig. 48 indice de proporcionalidad (IP) entre los valores absolutos de
APtercio de los terrtorios medial e inferior IPbP tved/nfmi- A) €n el tercio
anterior, B) en el tercio medio, C) en el tercio posterior. Abreviaturas:
ANT: tercio anterior, EC: estadio Carnegie, Inf: terriorio inferior, ME:
tercio medio, Med: terrtorio medial, POST: tercio posterior, SMS:
segmento maxilar seleccionado; t, tercio; T, terriorio.

Abreviaturas del texto: IP, indice de proporcionalidad; Med, territorio medial; NoMed, territorios no medial,
es decir, los territorios matriz e inferior; PCH, periodo de cierre de la hendidura buconasofaringea.
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Del indice de proporainalidad entre los valores absolutos de los porcentajes de
ocupacion del tercio respecto al territorio total, destaca que el territoriomedial...
1. tiene unosvalores cercanosa 1 respecto al territoriomatriz en el tercioanterior
unovalores cercancs a 1 (Fig. 49A).
multiplica por117,50el valor del territoriomatriz en el tercio medio (Fig. 49B).

3. mutkiplica por2,88 el valor delterritoriomatriz en el tercioposterior (Fig. 49C).
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‘
£ 8 IEC £ 3
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C 5 PP POSTMed] Med]/POSTMIM1)

Fig. 49 indice de proporcionalidad (IP) entre los valores absolutos de
APtercio de los terrtorios medial e matriz IPbP meq/mrmi. A) en el tercio
anterior, B) en el tercio medio, C) en el tercio posterior. Abreviaturas: ANT:
tercio anterior, EC: estadio Carnegie, Inf: terrtorio inferior, ME: tercio
medio, Med: terrtorio medial, POST: tercio posterior, SMS: segmento
maxilar seleccionado; t, tercio; T, terrtorio.

12.3. Media y desviacién estandar de los porcentajes de ocupacion del
volumen por tercios respecto el volumen de los diferentes territorios del
SMS

Los resultados de este apartado se corresponden con las Figuras 50A, 508 y 50C.

De los valores de la media de los porcentajes de ocupacién de los tercios respecto al
volumentotalde cada territorios, destaca:
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1. unvalor mayor en el terciomedio de los territorics inferiory matriz (Figs. 50A y
50B).

2. unvalor mayoren el tercio anterior del territoriomedial (Fig. 500).
el menor valor en el tercio posterior al analizar los tres territorics (Figs. 504,
50B y 500).

De los valores de la desviacion estanda de los porcentajes de ocupacion de los
tercics respecto al volumentotal de cada territorics, destaca:
1. que en los tres territorios el tercio mas homogéneo a lo largo del PCH es el
terciomedio.
2. unos valores similares en los tercics anterior y posteriar en cada territoriq
excepto en el territorio medial en el que la desviacién estanda del tercio
posteriar es intermedia a la del tercio medio (la de menor valor) y la del antetior

(de mayor valor).

12.4. Diferencias de la distribucion porcentual por tercios del volumen de
los diferentes territorios del SMS durante el PCH

Los resultados de este apartado se corresponden conlas Figuras 50D, 50E y 50F.

De los valores de los cambios del porcentaje de distribucidon volumética de cada tercio
respectoal volumen(total) de cada territoriodurante todo el PCH, destaca:

1. unaumento del porcentaje de ocupacién de los tercios medio y posteriar de los
tres territoricc (siendo muy pequefno el incremento en el tercio medio del
territoriomatriz).

2. una disminucién en el tercio anteriar de los tres territoric (siendo ésta mas
marcadaen el territorio medial).

3. el aumento del tercio postetior es superior al resto en los territoricc matriz e
inferior, a diferencia del territorio medial en el mayor aumento sucede en el
terciomedio.

Abreviaturas del texto: PCH, periodo de cierre de la hendidura buconasofaringea; SMS, segmento maxilar
seleccionado.
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Fig. 50 Porcentajes de ocupacién del volumen respecto el volumen total de los diferentes terrtorios. A)
Media y desviacién estandar de los porcentajes de ocupacion en el terriorio matriz. B) Media y desviacion
estandar de los porcentajes de ocupacion en el territorio inferior. C) Media y desviacién estandar de los
porcentajes de ocupacién en el terrtorio medial. D) Diferencias de la distrbucién porcentual del volumen
del terrtorio matriz durante el periodo de cierre de la hendidura bucofaringea (PCH) (bPmipch) en los
diferentes tercios; E) Diferencias de la distrbucion porcentual del volumen del terriorio inferior durante el
PCH (bP uynfpch) en los diferentes tercios; F) Diferencias de la distrbucién porcentual del volumen del
terrtorio medial durante el PCH (bP yvedpcn) en los diferentes tercios. Abreviaturas: ANT: tercio anterior,
EC: estadio Carnegie, Inf: territorio inferior, ME: tercio medio, Med: terrtorio medial, Mt: terriorio matri,
PCH: periodo de cierre de la hendidura buconasofaringea, POST: tercio posterior; SMS: segmento

maxilar seleccionado; t, tercio; X : promedio; K: desviacion estandar.
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Discusion

La embiiologia descriptia humana ha permitido conocer como se forman las
estructuras del cuerpo humano a partir de sus primadios, cudl es su desarrollo
(crecimiento y morfogénesis) y la embriologia experimental y molecular siguen
aportando razones sobe las interacciones, origenes y regulaciones que se encuentman
detrds de los mecanismos que permiten a unas células muliplicarse y/o morir,
desplzarse y diferenciarse. La posibilidad de poder objetivar el desarrmollo embiionario
y fetal humano mediante técnicas de medida, ha permitido conocer no solamene
datos morfométricos y/o estereoldgicos, sino tamb#én conocer como cada estructua
crece, decrece o se sitla espacialmente durante el desarrollo, saber si estos cambbs
son homogéneos o no en sus distintas partes y determinar si hay relaciéon entre los
cambbs de posicidon con el crecimiento de los 6rganos vecinos (Cromi et al., 2005;
Durandet al., 2006; Macarulla-Sanz et al., 1996, Macarulla-Sanz et al., 1999, Nebot-
Cegarra et al.,, 2001, NebotCegarra et al. 2005; Radlanski, 2003; Diewert, 1983,
Diewerty S hiota, 1990; Wang y Diewert, 1992; Diewerty Lozanoff 1993a,b; Diewertet
al., 1993; Diewertetal., 1993; Young et al. 2007). Al mismo tiempoaporta informaciéon
de un hecho bioldgico y clinicament permite conocer de forma precisa cdmoes la
-eambante anatomia“ craneofacial en cada periodo del desarrollo, facilitando a
obstetras, radiélogos, dismorfélogos, neonatdébgos y pediatras la identifcacion de la
edad gestacional asi como el diagnostico de las variaciones respecto el desarmllo
normal (VermeijKeers et al., 1983; Radlanski, 2003; Stanier y Moore, 2004). Durane
los ultimos afios la resolucién de las ecografias prenataés ha mejoradomucho, por lo
se pueden objetivar variaciones a edades gestacionales mas precocesy con mayor
definicion (Gillham et al,, 2009). Por este motiv, un claro conocimiento de las
variantes de la normalidad y aquellas patolégicas puede facilitar a los diferentes
especialistas clinicos un diagnéstico precoz Y ademas permite ayudar a definir
similitudes y diferencias respecto a lo que sucede en otros modelos animales, en los
gue se suelen realizar estudios de investicacion, y no extrapolar datos directamente
que en ocasiones ha podido crear discrepancias anterioomente.

El desarmllo craneofacial es compkjo e intervienen en su formacion tejidos
procedeates de diversos primodios, entre los que existen muliples interelaciones e
inteacciones. Alteraciones en el desarmllo de cualquiera de los procesos que
participan en el -puzle” craneofacial puede desembocaren alguno de los muttiples

tipos de defectos congénitos de esta zona. Estos hechos justifican la gran variabilidad
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clinica, en cuantoa defectos congénitos craneofaciales, que se observa en la pracica

pediatrica (Bermejo y Martinez-Frias, 2001; Gorlin etal., 2001; Jones etal., 2013.

La formacién del paladar (palatogénesis) es el resultado de la fusion de varics
primodios, sucede entre la quintay la doceava semana de gestaciony determina la
divisién de la cavidad buconasal en la cavidad bucal y las fosas nasales, consiguiendo
separar tambén la boca de la nasofaringe (Moore et al., 2015; Bush y Jiang, 2012
Moxham, 2003; Meng et al., 2009. En concreto las crestas palatinas (primordbs
palatinos laterales) se desarrollan en cada lado por la prolferacién de la parte medial
de cada procesomaxilar, entre finales de la quintay el inicio de la sexta semana de
gestacion (O‘Rahilly y Miller, 1992; Standrirg, 2005; Sadler, 2012 Moore et al., 2015)
(Fig. 1). Entre la séptima y la octava semana se alargan y en la octava semana
ascienden de forma brusca y alcanzan una posicién horizontal supralingual (Moore et
al., 2015; Standrirg, 2005). En laoctava semana de gestacidon se inicia la fusion de las
crestas palatimas izquierda y derecha (ORahilly y Miller, 1992) vy en la doceava
semana se compeéta la fusion y formacién del paladar (Moore et al., 2015; Bushy
Jiang, 2012). En la zona que dara lugar al paladar duro, las crestas pahtinas inician su
fusion entre si, presenando también fusion en su porcidn anterior con el paladar
primaio (procesopalatiro medio) y en su superficie superior con el tabique nasal (que
provene de la prolferacion en la linea media y hacia abajo del mesénquima de la
prominencia frontonasal) (O‘Rahilly y Miiller, 1992; Moore et al., 2015; Fergusson,
1978) La zona que dara lugar al paladar blando, que incluye la Gwula (parte posterior
del paladar), presentaun proceso de merging (véase apartado 1.1.1) (O‘Rahilly y
Miller, 1992; Burdiy Faist, 1967, Gorlh et al.,, 2001). El inicio de la fusion de las
crestas palatimas para formar el paladar secundariose inicia en la zona palatira media
y posteriomente continua simultineamente hacia delante y hacia atrds, quedando
durante este proceso zonas de no contacto inicial (Bushy Jiang, 2012; Smith et al.,
2013 Ferguson, 1988; Okano et al., 2006; Liy Ding, 2007).

En relacién con el proceso de elevacién de las crestas palatinas existen estudios
controvertidos tanto en lo que se refiere a la secuencia de participacion de sus partes,

comopor los mecanismos implicados.

Los tratados de embridogia han considerado este proceso de elevacién como un
fendmenobrusco y generalizado de toda la cresta palatima que tiene lugar durante el
ukimo estadio embrianario en humanos (EC23) (Sadler, 2012 Carlson, 2014; O‘Rabhilly
y Miiller, 1992; Moore et al., 2015; Standrirg, 2005). No obstante, esta explicacién se
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contrapone con otros estudios que describen uninicio de ascensoen la zona poseria
de las crestas palatims (Walker y Fraser, 1956; Ferguson, 1978, Schipbach et al,,
1983 Yu y Omitz, 2011) o en la zona anteriar de éstas (Ferguson, 1978; Coleman,
1965; Wraggetal., 1972).

Tal y como se detalla en la intoduccion (véase apartado 1.13.1. y Figura 3) en el
proceso de elevacion de las crestas palatims se han implicado tres mecanismos,
entre los cuaks sobre todo dos estan contrapuestos (rotaciény remodelacién):

1) Rotacbn de las crestas palatims: consiste en un ascenso de éstas respecto a
un eje imaginario que estara localizado en la zona lateral. Dentro de esta
hipdtesis estan implicados los factores intrinsecos a las crestas palatinas y
extrinsecos a éstas (Yu y Ornitz, 2011, Ferguson, 1978 Wragg et al., 1972
Diewert, 1985; Greene y Pratt, 1976, Walker y Fraser, 1956; Brinkley et al.,
1978; Chou et al., 2004; Coleman, 1965).

2) Remoddacionde las crestas pahtiras: consiste en un procesoen el que existe
regresion de la porcion distal de éstas, acompafiandose a la vez de un
crecimiento de las mismas hacia la linea media (Walker y Fraser, 1956,
Coleman, 1965; Ferguson, 1978 Yu y Ornitz, 2011; Yasuda y Fujimoto, 1986;
Chou etal., 2004).

3) La prolferacion tisular en la zona medial de las crestas palatims (Walker y
Fraser, 1956; Coleman, 1965; Schipbach, etal., 1983; Ferguson, 1978).

13. NUEST RO ESTUDIO: UNA ALTERNATIVA A DIVERSOS
CONDICIONANTES

Nuestro estudo esta centrado en analizar la participacion de las crestas palatimas en
la palatogénesis, desde su formacion hasta su elevacion, valorandocuando (estadbs
embiionarics), cdmo (mecanismos implicados) y dénde (zonas palatimas) sucede el
proceso de crecimiento y elevacion de las crestas palatimas, para poder compara
nuestros datos objetivos (estereolégicos) con la bibliografia existente, que aporta

informaciones claramente contapuestas entre varics autores.

De acuerdocon el cronograma de la formacion de las crestas pahtimas, los eemplares
embiionarics estudados compendian el periodo desde la sexta hasta la octawa

semana postowvulatoria, un embrion por cada uno de los siete EC estudiados (EC 17-

Abreviaturas del texto: EC, estadio Carnegie.

131



Discusion

23). Justifica la validez de utilzar un reducido nimero de emhriones, la escasez de
ejemphres humanos con calidad histolégica suficiente (Radlanski et al.,, 2004), la
garantia de no presentardefectos congénitos y de cumpir con los requisitos que
permiten su clasificacién en el estadb concreto del desarrollo (O‘Rahilly y Miiller,
1987). Es de destacar que si bien todos los embriones han sido seccionados
transversalmente respecto al eje del tronco, la realidad respecto a la orientacion de
éstos en la region cefalica ha dependido del grado de flexion de la cabeza: por lo
general podemos decir que el plano resultante se acercaba al frontal.

En nuestro estudo hemos calculado por estereologia los volumenesde los territorics
compendidos en cada segmento (derecho e izquierdo) seleccionado de los process
maxilares (SMS) que incluia las crestas palatimas (territorio medial) y otros adyacentes
(inferior y matriz). En el disefio del trabajo hemos tenido también en cuenta que
superficialmente los limites de los procesosfaciales quedan bien delimitados a partir
de la sexta semana de gestacion, pero por debajo de la capa ectodérmica el

mesénquima todavia esta indiferenciado sinlimites precisos (Corliss, 1979).

El prircipio de Cavalieri se ha aplicado en la pracica médica sobre todo en el area de
la histologia aunque también se ha utilzado en radiologia, sobre todo con imagenes
capturadas mediante Resonancia Nuclar Magnética (RNM) y tomagrafia
compuerizada (TC) (Coronado et al., 2010). Varios estudbs han analizado la validez
de este principio tanto para el calculo de volimenes mediante areas (Maythew y
Olsen, 191; Rosen y Harry, 1990). Maythew y Olsen (1991) demostraron que es una
metodobgia muy adecuada para el calculo de volimenes a través de areas (en su
caso imagenes de RNM cerebra) si se calculaban de una forma sistemdtica y
describieron que el coeficiente de error a partir de unos 8-10 cortes disminuia de una
forma muy evidente, pudiéndose demostrar la precision del estudo. También Rosen y
Harry (1990 estimaron el volumen cerebral mediante diferentes prircipios
matematices de valores de areas extraidos de imagenes de RNM cerebral y
demostraron que ante un gran numero de cortes analizados no existian diferencias
entre los diferentes calculos matematiccs realizados, pero que si se utilzaba un menor

numero de cortes el principio de Cavalieri el el mas preciso detodos ellos.

Toda la metodobgia empleada en este estudd esta disenada para poder dar
respuesta con cual de las tres hipdtesis sobre la elevacion de las crestas palatimas
(rotacion, remodehcidon y prolferaciéon tisular) se comelacionan mas los datos
encontrados en los diferentes tercics del paladar asi comoen los diferentes territorics
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del SMS. Nuestro disefio ademas puede dar una vision -espacial“ de los cambbs que

suceden enlas diferentes regiones.

Comoel calculo estereolégico de vollimenesse efectiaa partir de areas medidas en
secciones histolégicas (seriadas, paralelas y equidistantes), no permite extrapolar con
toda certeza los datos obtenidos con los que presuntanente tendrian los embiones
vivos analizados intauterimmene mediante ecografias, pero si que permiten ser
comparade entre los distintos estadios al haber sido procesados de fornma similar.
Estas diferencas pueden ser explicadas por diferentes motivos: retraccion por el
proceso de fijacion, cambios postmortem, distorsicn por ecografia o estimacén
incorrecta del estadb de desarmllo de los embrimes fijados (para revision ver
Macarulla-Sanz et al.,1996).

Aungue la mayoria de ejemphres utilzados han sido idénticamente procesads,
hemos querido eliminar factores particulares de cada uno por ejemplo sutamano, por
lo que nuestra medida de compaacién entre los estadbs no ha sido el valor absoluto
del volumen, sino el porcentaje que cada parte analizada representaba del
correspondiente total De este modo cualquier comparacdn de las variables entre
estadbs desechaba el factor crecimiento global, relativizando los resultados: asi spor
ejempb-si en el intervalo (Fig. 27) entre un embridh mas joven y el siguiente mas
avanzado un territorio hubiese multiplicado su volumen por el mismo factor que lo
hiciese todo el SMS del que es una parte, concluiiamos que el porcentaje de
ocupacion volumética de dicho territorio no habria variado, a pesar que el embiién
hubiera crecido.

13.1. Caracteristicas novedosas

El presentetrabajo es una aportacion novedosa al conocimiento de la palatogénesis

humana por sumar las tres razones siguientes:

1. La metodobgia para estudar dinamicas de desarrollo del paladar humano es
orignal. Es el Unico trabajo sobre palatogénesis donde se analiza el desarrollo
totalde las crestas palatimas de forma integrada con el del conjunto del SMS de
donde procede, lo cual ha permitido realizar un analisis comparaivo de las

dindmicas de desarrollo tisular de los territorios incluidos en ese segmento

Abreviaturas del texto: EC, estadio Carnegie; SMS, segmento maxilar seleccionado.
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maxilar (SMS) asi como determinar las similitudes o diferencias entre sus
tercics anterior, medio y posteriar.

2. Al analizar todas las partes del SMS y no aisladamen®e las crestas palatinas,
ha permitido evitar que los datos de una parte se extrapolen al total (prablema
apuntado anteriormente por Ferguson, 1978, Yu y Ornitz, 2011). En otros
articulos publicados los datos voluméticos habian sido parciales (Diewert y
Lozanoff 1993b) o bien aportaban solamente distancias y/o areas (Diewert,
1983; Diewert y Shiota, 1990, Wang y Diewert, 1992; Diewert y Lozanoff,
1993a,b; Diewertetal., 1993; Diewertetal., 1993; Youngetal. 2007).

3. Alseruna de las pocas aporiaciones a la palatogénesis que se han hecho con
ejemphres humanos (Burdiy Faist, 1967, Yoon et al., 2000; Diewert, 1983,
Diewert y Shiota, 1990; Diewert y Lozanoff 1993a,b; Young et al. 2007,
VermeijKeers et al., 1983; Burdiet al.,, 1988), evita el peligro constatado de
intempretaciones errdneas que representa extrapolar resultados entre especies
(Chou etal., 2004; Yuy Ornitz, 2011).

13.2. Distribucion porcentual del volumen del SMS

Comparandolos datos entre el comienzo y el final del PCH, el territorio que aumenta
en todos los tercics es el territorio medial (el cual incluye mayoritafamente a las
crestas palatimas), mientras que el territorio matriz e inferior disminuye (Figs. 40D, 40E
y 40F).

Cuando realizamos un analisis detallado de todos los intewalos, de nuestros datos se

deduce que cada terciopresentaun compatamiento diferente (resumen Fig. 51):
13.2.1. En el tercio posterior

En el tercio posteriar hemos observado que el porcentaje de ocupacién del territorio
medial (el cual incluye mayoritaiament las crestas palatims) presena su increnento
mas marcado en el primer intervalo del PCH (iEC17-18) y otio menor en el tercer
intevalo (iIEC19-20). Este mayor crecimiento inicial del tercioposteriar de la zona que
incluye mayoritaimamene las crestas palatims (territorio medial), se correlacionaria
con lo observado en embrianes de raton (Walkery Fraser, 1956; Yu y Omitz, 2011) y
de rata (Ferguson, 1978; Schipbach et al.,, 1983), donde en la zona posterior del
paladar hay un crecimientohorizontal desde uninicio hacia la linea media.
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Asimismo, este increnmento del porcentaje de ocupacion del territorio medial en el
tercio posteriar durante el primerintervalo (IEC17-18) sugiere que pueda deberse
parcialmente a la existencia de una remodehcion tisular (Fig. 3) desde los otios
territorics del SMS, ya que su crecimiento coincide con la disminucién del porcentaje
de ocupacion del territorioinferiar y matriz. Comoademas el descenso porcentual del
territorioinferior tiene un aceptabé gradode proporcionalidad (IP yeqinf =221) respecto
al incremento que se produce en el territorio medial, hace mas creible que haya una
transferenca de mesénquima entre ambos (remodelacién) que determine el
crecimiento de la zona donde mayoritaiamente se desarrollan las crestas palatims
(territorio medial). Esta proporainalidad no se mantiene en el tercer intewvalo (iEC19-
20) (IPyednf =4126) en el que el increnmento del territorio medial es muy superiar al del
territorioinferiar, por lo que en ese momerto es mas proballe que el crecimiento del
porcentaje de ocupacién del territorio medial responda mas a un mecanismo de
prolferacion tisular local, que afecta tambén a las crestas palatiras, que a una
remodehcién entre territorics, aunque no podemos descartar que también exista en

ciera medida.
13.2.2 En el tercio medio

En el tercio medio el territorio medial muestra tres increnentos de su porcentaje de
ocupacion: dos mas marcados en el prime (iIEC17-18) y ultimo intevalo (iEC22-23)
del PCH y unomenor en el tercerintenvalo (iEC19-20) (la mitad que en el primep). En
todos ellos simultaneamente los porcentajes de ocupacion de los territorios matriz e
inferior disminuyen. Estas observaciones apuntan a un posible mecanismo de
remodehcién en el primer y tercer intevalo, pues el descenso observado en el
territorio inferior es similar al incremento del territorio medial (que incluye
mayoritaiamente a las crestas palatims) (IPyedif = 1,85y 1,64 respectivament). Sin
embago, en el ultimo intewvalo el incremento del territorio medial es superiar al
descenso del territorioinferior (IPyeqms =4,31)pudiendo sugerirestos datos mas una
prolferacion tisular local que una remodehcién, aunque no se pueda descartar su

implicacion.

Esta dinamica observada coincide con matices con lo explicado anteriormente por
algunos autores como Walker y Fraser (1956) que describieronla zona media de las

crestas palatims como una zona de transicion. Estos autores observaron, en

Abreviaturas del texto: EC, estadio Carnegie; i, intervalo del PCH; IP, indice de proporcionalidad; Inf,
territorio inferior; Med, territorio medial; PCH, periodo de cierre de la hendidura buconasofaringea; SMS,
segmento maxilar seleccionado.
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embiiones de raton que la elevacién de las crestas palatims se iniciaban en la zona
posterior y proseguia hacia la zona anterior con un movimiento ondulante -similar a
una ola“ (Walker BE and Fraser FC, 1956). Segun nuestros datos pensamos que el
terciomedio no sdlo se ve influenciado porel ascenso que se ha iniciado inicialmente
en el tercio posteriar, si no que el mismo tercio anterior preserta al final del PCH un
proceso-activo” de elevacion porsi misma que tamb#én influye sobre el tercio medio.
Porlo que pensamos que el terciomedio esta influenciado porlos diferentes process
que suceden en los extremos de la cresta palatina a lo largo del PCH.

13.2.3. En el tercio anterior

En el tercioanterior hemos observado que es Unicamene en el Ultimo intevalo del
PCH (iEC22-23) cuando el porcentaje de ocupacion del territorio medial (que incluye
mayoritaimmente a las crestas palatims) aumenta marcadamente, al tiempo que
disminuye en los territorios inferior y matriz. Ademas hemos compobado que este
crecimiento del territorio medial se hace sobre todo a expensas del territorio medial
intemo (Unico intervalo en el que el territorio medial intemo supera en porcentaje al del
medial externo).E ste inportante crecimiento medial del tercioanteriar del territorio que
incluye a las crestas palatims (ocupan totalmente el territorio medial interno) junto con
su disposicion elevada por encima de la lengua en el EC23 de las crestas palatims
(Anexo 2), y el hecho que en los intevalos anteriares habia una oscilacién de
crecimientos en los diferentes territorics sin presentar ninguna tendencia determinada,
sugieren un ascenso prabablemente por rotacibn bruscade éstas mas que un proceso
de remodehcion, ya que los cambbs entre el territorio medial y el terrtorio inferiar
distan mucho de ser proporcianales (IPyedms = 7,55) Aunque no podemos descartar
gue también exista en cierta medida remodelaciény prolferacion tisular.

Estos datos se correlacionarian con los de Ferguson (1978 y Coleman (1969 en
embiiones de rata que observaban en la zona anteriar de las crestas palatims una
elevacién bruscaen dias equivalentes al ultimo EC en humanos (EC23). A diferenca
de los tratados de embriologia (Sadler, 2012 Carlson, 2014 O‘Rabhilly y Miiller, 1992;
Moore et al., 2015; Standrirg S, 2005) que describian tamb#&n una elevaciéon brusca
en el ultimo estadb embrimario, pero de toda la cresta palatim. Algunos de estos
estudos explican que este ascenso brusco sucede como un movimiento de rotaciéon
respectoa un eje imaginariosituado en la zona lateral de la cresta palatim (Coleman,
1965.
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Se ha propueto el descenso de la lengua como un factor favorececor para que la
rotacibn ascendente de las crestas palatims se pueda produdi, ya que la interpostion
lingual inicial entre ambas crestas la impediria. El crecimiento de la mandibula (sobre
todo en altura) implica pasivamente un descenso de la lengua por su unién a este
hueso. La contraccion de los musculos de la lengua y los movimientos de apertura y
cierre de la boca, se han considerado factores activos que favoreceran el ascenso
palatino (Yu y Ornitz, 2011; Ferguson, 1978 Wragg et al,, 1972 Diewert, 1985;
Greene y Pratt, 1976). Otros factores comola extension de la cabeza y la protusion
de la lengua, implicados en la palatognesis en embiiones de ratdny rata, han sido
considerados tamb#én en humano (Diewert, 1983; Diewert, 1985), pero no de forma
unanime (Wragg et al., 1970). No obstante existen datos para pensar que las crestas
palatims poseen mecanismos intinsecos que las harian elevar: son capaces de
ascender activamene contra la fuerza de la gravedad (Brinkley et al., 1978
Zimmerman et al., 1983, Shiota et al., 1990), pueden elevarse a pesar de administrar
inhibidores neuronusculares en embriones de raton (Jacobs, 1970y 1971) y no existe
relacién espacio-temporal entre el desarrollo de la lengua y las crestas palatims
(Young et al., 199). En este sentido se han implicado también como factores
intinsecos alas crestas palatims el aumento dela matriz extracelular inmedatamente
antes y durante el cierre del paladar, con incremenb de sulfomucopolisacaridos y
protoglicanos como el acido hialurénco, moléculas que al hidratarse aumentan el
volumen de las crestas palatims producéndo un movimiento de ascenso palatino
(Walkery Fraser, 1956; Standrirg, 2005; Brinkley et al., 1978 Chou etal., 2004).

Abreviaturas del texto: EC, estadio Carnegie; i, intervalo del PCH; IP, indice de proporcionalidad; Inf, territorio
inferior; Med, territorio medial; PCH, periodo de cierre de la hendidura buconasofaringea.
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Fig. 51 Esquema de la distrbucion de los porcentajes de ocupacién del volumen por tercios de los
diferentes terriorios respecto al volumen de cada tercio del SMS, en los intervalos del PCH. Se destacan
los resultados mas relevantes de nuestro estudio. Abreviaturas: EC: estadio Carnegie; IPmed/nf: indice de
proporcionalidad entre los valores absolutos de los porcentajes de ocupacion del territorio medial respecto
al inferior; Inf: territorio inferior; Med: terrtorio medial; MT: terrtorio matriz; PCH: periodo de cierre de la
hendidura buconasofaringea; SMS: segmento maxilar seleccionado. (Basado en las Figs. 35a 38

13.2.4. Resumen de los resultados observados en nuestro estudio (Figs. 51y 52)

Resumiendo los cambbs que hemos observado en los tres tercics del SMS, y si
partimos de la base que en el territorio medial es donde mayoriaairiamente se
desarrollan las crestas palatims, podemos decir que las dinamicas de crecimiento de
los porcentajes de ocupacion voluméticos en este territorioindican que la elevacion
de las crestas palatims empieza en los tercios posterior y medio durante el priner
intevalo (IEC17-18) del PCH, a través de mecanismos diversos entre los que
destacaria la remodehcién, que haria desplazar mesénquima desde los territorics
vecinos (sobre todo del territorio inferior) hacia el territorio medial. Mas tarde, en el

tercer intevalo (iEC19-20), hay un repunte de crecimiento del porcentaje de ocupacién
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del territorio medial (que incluye mayoritaiamene a las crestas palatimas) en los
tercios posterior y medio. En este periodo los datos apuntan como mecanismos
preporderantes en el tercio posteriar la proliferacion tisular local y en el terciomedio la
remodehcién. En el ultimo intewvalo (iIEC22-23) del PCH el porcentaje de ocupacion
del territorio que incluye mayoritaimmente a las crestas palatims (territorio medial)
crece de forma bruscaen el tercio anterior. Antes de llegar al intervalo final en este
tercio sélo se habia observado una oscilacién de crecimientos en los diferentes
territorics sin una tendencia determinada, por lo que sugiriere que en este Ultimo
intevalo sucede un ascenso probabemente por rotacion brusca de las crestas
palatims, mas que un proceso de remodelacién. En este mismo intéwalo pero en el
tercio medio, tambgn se cree que sucede un proceso de rotacién de las crestas

palatiras.

Asi cabe concluir que cada terciode las crestas palatimas tiene tiemposy mecanismos
priaitarics de desarrollo claramente distintos en los extremos (tercios anterior y
posteriar), mientras el tercio medio representa un terreno de transicion, influenciado
por los dos extremos, al ser la cresta palatim una superficie continua. Las crestas
palatiras presentan inicialmente un proceso de remodehcion en el tercio posterior y
medio para acabar el PCH con un procesode rotacibn bruscaen el tercio anteriar. El
tercio medio representa un -terreno de transiciéon® influenciado por los diferentes
procesosque suceden en les extremos dela cresta paktim a lo largo del PCH.

Abreviaturas del texto: EC, estadio Carnegie; i, intervalo del PCH; PCH, periodo de cierre de la hendidura
buconasofaringea; SMS, segmento maxilar seleccionado.
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Fig. 52 (pagina anterior) Esquemas de vistas inferiores de la formacion del paladar. Se observa el paladar
primario (color verde), el paladar secundario o crestas palatinas (color azul) y el tabique nasal (color
naranja). El tercio posterior presenta desde un inicio un crecimiento horizontal, el tercio anterior presenta
unaelevacioén brusca hacia el final del periodo de formacién del paladar y el tercio medio esta influenciado
porsus extremos. Abreviaturas: EC: estadio Carnegie; SMS: segmento maxilar seleccionado.

De acuerdoconBushy Jiang (2012), pensamos que probabbemente ninguna de las
hipdtesis publicadas hasta el momento explican por si solas el proceso de elevacion
de las crestas palatims en humanos y que tanto la remodelacion tisular, la
prolferacion local y la rotacibn de las crestas palatims en desarrollo pueden darse
simultaneamente en los diversos tercios, pero en diferentes grados, permitiéndonos

hablar en cada zona y periodo de mecanismos preponderantes.

13.3. Distribucion porcentual del volumen de los territorios del SMS

La distribucién por tercios de los porcentajes de ocupacién voluméticos que hemos
observado en cada territorio del SMS nos permite pensar que hay, ni que sea
parcialmente, un proceso de remodehcién tisular anteropogerior en cada territorio.

Teniendo en cuenta que la separacidn por tercios responde a criterics de reparto
equitativo de las secciones histoldgicas y no a limites organicos reales, el hecho
generalizado que el aumento de porcentaje de ocupacidon de un tercio extremo
(anterior o posteriar) vaya sincroncamene asociado a un descenso en el otro
extremo, nos sugiere que se produceun desplizamientode tejido entre ellos (Figs. 45,
46y 47).

No obstante, si eso fuese asi, el tejido desplazado deberia acumularse en el tercio
intempuesto (terciomedio), pero nuestros datos muestran a éste como el mas estable a
lo largo del PCH (menor variabilidad en la desviacion estanda de los porcentjes de
ocupacion), es decir que su papel seria de zona de transicion (Fig. 53). Asi el tercio
medio de cada territorioacumularia por un extremo tejido desplazado desde el tercio
-donante" y transferira porel otio extremo su propio tejido al otro tercio que actuaria
como "recepta final". Este papelde zona de transferenca tisular del tercio medio se
observa en la mayoria de intevalos del PCH en los tres territorios del SMS (Figs. 45,

46y 47). Cuando se analiza el conjunto del PCH comoun Unico intewalo, el territorio

Abreviaturas del texto: PCH, periodo de cierre de la hendidura buconasofaringea; SMS, segmento maxilar
seleccionado.
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que hace de "donante" es en todos los territoric el tercio anterior y de "receptor" el
tercioposterior, mientras que el terciomedio actia claramente como zona de paso en
los territorics inferior y matriz (su porcentaje de ocupacién crece escasamente),
excepto en el territorio medial en que se acumularia mesénquima incluso algo mas
que en el extremo posterior (Figs. 50D, 50E y 50F).

Al analizar las desviaciones estanda de los diferentes territorios a lo largo del PCH,
observamos que en el tercio posteriar el territorio que menor variabilidad presentaes
el territorio medial (que incluye mayoritailamente a las crestas palatimas) (Fig. 53).
Esta menor variabilidad podria estar relacionada con el crecimiento en direccion
horizontal hacia la linea media de la parte posterior de este territorio desde un inicio.
Esta dinamica es claramente opuesta a la sufrida poreste mismo territoriomedial en el
tercio anterior, donde el crecimiento brusco del porcentaje de ocupacion de éste
ocurre en el ultimo intervalo (iIEC22-23) del PCH, coinicidiendo con una elevacion

bruscaen este terciode las crestas palatinas.

Desviacion Estandar durante el PCH

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Tercios ANTERIOR MEDIO POSTERIOR

Fig. 53 Esquema de la distribucién de las desviaciones estandar de los porcentajes de ocupacion del
volumen por tercios de los diferentes territorios respecto al volumen total del terrtorio, durante el PCH
(Basado en las Figs. 50A, 50B y 500). En rojo se esquematizan las correspondientes al terrkorio matriz,
en color azul las del terrtorio inferior y en color verde las del terrtorio medial. Abreviaturas: PCH: periodo
de cierrede la hendidura buconasofaringea.
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13.4. Relaciones con la biologia celular y molecular

Es conocido que durante la palatogénesis en mamiferos existen intemcciones entre el
ectodemo faringeo (epitelio) y el mesénquima derivado de las células de la cresta
neuralcraneal (Li etal.,, 2011;Doshiy Patil 2012; Bushy Jiang, 2012; Chai y Maxson,
2006). Las crestas palatinas en desarmwllo estan formadas por mesénquima derivado
de la cresta neural (Ito et al., 2003), entre otios origenes, cuyas células tienen una
elevada capacidad migratoria (Gammill y BronnerFraser, 2003; Cordeo et al., 2011,
Helms etal., 2005;Milety MonsoroBurg, 2012. E stos factores moleculares presentan
un heterogeneidad genética a lo largo de su eje anteroposterior (Bushy Jian, 2012;
Hilliard et al., 2005; Li y Ding, 2007 Smith et al., 2013), asi como respecto al eje
medialHateral (Bushy Jiang 2012, Gao et al., 2009; Lan et al., 2004;Lan et al., 2015;
Smith et al., 2013). (véase apartado 1.2.).

Esta heterogeneidad molecular iria a favor de un desarrollo distinto en los diferentes
tercics durante la palatogénesis (Okano et al., 2006; Hilliard et al., 2005; Bushy Jiang,
2012;Lane y Kaartinen, 2014;Li y Ding, 2007 Gao et al., 2009;Lan et al., 2004;Lan
etal., 2015.

Muchos estudos realizados en embiiones de ratén han diferenciado la zona anterior
de la zona posterior de las crestas palatimas en desarrollo mediante el limite que forma
la primea ruga palatimm (Bushy Jiang, 2012;Hilliard et al., 2005;Yu et al., 2005). En
el mesénquima de las crestas palatims de la zona anterior se expresan
preferentemente los genes Shox2, Msx1 y Fgfl0 y en la zona posteriar de éste se
expresan preferentemente los genes Barx1l, Mn1, Meox2 y Thx22 (Zhou et al., 2013;
Hilliard et al., 2005). Porlo que se cree que el mesénquima de las crestas palatims
en desarrollo anterior y posteriar tiene una respuesta diferente a las senales que
provenen del epitelio (Zhou et al., 2013;Hilliard et al., 2005).

Creemos que existe cormrelacion entre algunos de nuestros datos y la bibliografia
publicada relacionada con la biologia celular y molecular durante el periodo de la
palatogénesis:

Abreviaturas del texto: EC, estadio Carnegie; i, intervalo; PCH, periodo de cierre de la hendidura
buconasofaringea.
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a)

b)
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Nuestros datos que apuntan a una heterogeneidad de mecanismo
morfogenétices en los distintos tercios del eje anteroposteriar de las crestas
palatims durante el PCH, se corelacionarian con los estudbs en embiiones de
ratén que observaron como sélo se expresan en la regidon anterior de las
crestas palatims unos genes que no se expresan en la region posterior de
éstas. Este hecho implicaria una prolferacién celular localizada en una
determinada zona si se estimudran ciertos genes, sin ser ésta generalizada.
Por ejemplo, en la zona anterior del mesénquima de las crestas palatinas en
desarrollo se encuenta el gen Msx1 el cual estimula y es estimuado porel gen
Bmp4 situado en este mismo mesénquima anterior, no presentandose ni Msx1
ni Bmp4 en la regién posterior de éstas (Li et al., 2011;Hilliard et al., 2005;
Zhouet al., 2013). A su vez Bmp4 estimua la expresibn del gen Shh, situado
en el epitelio de las crestas palatiras en desarrollo. Shh desde el epitelio de
éstas estimua la expresin del gen Bmp2 en el mesénquima producéndo la
prolferacion de éste en la zona anterior de las crestas palatiras en desarrollo
(Zhang et al., 2002, Hilliard et al., 2005) (Fig. 4). Los genes Shh, Msx1, Bmp4
y Bmp2 se encuentran en fases iniciales del desarrollo del paladar anterior, sin

diferencias en éstos entre la cara oraly nasal (Smith et al., 2013).

Nuestros datos que apuntana un procesode remodelacion tisular a lo largo del
eje anteroposterior de las crestas palatimas durante el PCH diferente en los tres
territoricc analizados, sin poder descartar un patron de migracion celular
asociado, se corelacionarian, por ejempb, con los estudos en embiiones de
ratbn que observaron que la expresidn de los genes Shox2 y Meox2 era
dinamica; pero ésta era diferente a lo largo del eje anteroposterior durante el
desarmllo de la cresta palatim. Vieron como en un estadio precoz, E12.5 en
ratones (equivalente a EC16 en humanos (Hill, 2016), la expresin del gen
Shox2 estaba localizada en la regidon anteriar de las crestas palatims en
desarmllo, cubriendo menos del 25% de toda la extension total expandiéndose
progresivamente su expresion en direccion posteriar cubriendo mas del 6% de
la cresta totalen un estadio posteriar, E14.5 en ratones(equivalente a EC20en
humanos (Hill, 2016). Sin embarg, en E12.5 la expresidn del gen Meox2
tenia una expresbn de mas del 70% de la cresta palatima total en la region
posteriar y medial; presentando mas tarde en E14.5 una regresion a la region
posteriar, ocupando sélamene un 25% en este estadb, coincidiendo con el
futuro paladar blando (Li y Ding, 2007)(Fig. 5). Todos estos datos sugieren que
el mesénquima de las crestas palatims presenta un patron de migracidn
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celular a lo largo del eje anteroposterior (Bushy Jiang 2012; Li y Ding, 2007,
aungue comentan que se deben realizar mas estudos para profundizar al

respecto.

Nuestros datos que apuntan a una heterogeneidad de mecanismos
morfogenéticcs en los distintostercios de las crestas palatiras durante el PCH
respecto el eje mediolateral, mas relacionado quizas con la prolferacion tisular
localizada que con la remodehcion; se corrlacionarian con los estudos en
embiones de ratdn que observaron una heterogeneidad molecular
mediolateral, respecto al eje vertical de las crestas palatiras en desarrollo,
siendo la cara lateral la que finalmente estara en contacto con la regién oraly
la cara medial con la region nasal (Zhou et al., 2013;Bushy Jiang, 2012). Por
ejempb, respecto a este eje la expresbdn del gen Shh queda delimitada al
epitelio de la regién lateral en la zona media y posterior (respecto al eje
anteroposteria) de las crestas palatinas en desarrollo. Dentro del mesénquima
derivado de la cresta neural del tercio medio y posteriar de éstas, la expresidn
del gen Osrl estaba localizado en la zona lateral sélo y el gen Osr2 con un
gradiente mayor en la zoma lateral que en la zona medial (Bushy Jiang 2012;
Gao etal.,, 2009;Lan, 2004; Gritli-Linde, 2007). Diversos autores observaron en
embiones de ratdon knock out para el gen Osr2 una reduccién de la
prolferacion celular en la region medial de las crestas palatiras en desarrollo
pero no en su region lateral (con expresbn normal de Osrl), presenando
dichos embiiones fisurade paladar. Al reponer la secuencia codificante del gen
Osr2 en estos ratones se rescataba la fisura de paladar (Bushy Jiang 2012;
Gao etal., 2009; Gritli-Linde, 2007;Lan et al., 2004; Chai y Maxson, 2006)(Fig.
6). Por lo que se demostraban que el gen Osr2 colaborabacon el crecimiento y
ascenso del tercio medio y posteriar de las crestas palatims en desarrollo
(Zhou et al., 2013).

Abreviaturas del texto: E, edad en dias; EC, estadio Carnegie; PCH, periodo de cierre de la hendidura
buconasofaringea.
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14. SUGER ENCIAS DE NUEVAS LINEAS DE TRABAJ O

Nuestro trabajo podria compkmentarse con posteriores estudios centrados en los

siguientes aspectos:

a) Estudio de la fusion de las crestas palatims en desarrollo. Nuestro trabajo lo
hemos finalizado en el periado en el que las crestas palatinas se han elevado,
pero se podria amplar éste hasta la doceava semana de gestacidon ya que
existen discrepancias y poca exactituden la bibliografia respecto la fusion de
éstas. Se podria analizar...

a. el segmento en el que se produceel inicio de la fusién de dichas
crestas palatimas en desarmllo. En este momento en la bibliografia se
ha descrito el inicio de la fusidn:

i. i.enlaregion media de las crestas palatiras (Okano et al., 2006
Sanietal., 2005
ii. ii.en laregién anteriar de las crestas palatims (Chai y Maxson,
2006)
iii. iii.en la region anteriar de la zona media de las crestas palatims
(Smith etal., 2003; Ferguson, 1988

b. el mecanismo implicado en la fusién de las crestas palatims en
desarmllo. En este momento en la bibliografia se ha descrito como
mecanismos implicados:

i. i. en el paladar duro mediante fusion y en el paladar blando
mediante merging (Burd y Faist, 1967;Danescu et al.,, 2015
O‘Rabhilly y Miiller, 1992

ii. ii. en todo el paladar por fusidon (Okano et al., 2006; Moxham,
2003; Martinez-Elvarez et al., 200Q Cuervo y Covarrubias,
2009

b) Estudio de la elevacion de las crestas palatinas en desarmllo mas detallado a
lolargo de su eje anteroposteriar. En nuestro estudio hemos dividido en tercics
nuestra regiéon estudada (SMS), pero éste se podra detallar mas si lo
dividiéramos en sextos. De esta forma, se podria intentir correlacionar
nuestros datos con los de Yu y Ornitz (2011) que describieron que la quinta
parte mas posteriar del paladar en desarrmollo se elevaria en una ultima fase,
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una vez el resto de paladar se habia elevado (y en concreto la zona mas

anterior).

¢) Valoracibn mas precka de los posibles mecanismos implicados en el desarrllo
de las crestas palatims determinando el indice mitéticodel mesénquima de los
territoricc del SMS de acuerdo con la estrategia aplicada sobre secciones
histolégicas archivadas sin marcadores especificos por Nebot-Cegarra et al.
(2005).

Abreviaturas del texto: EC, estadio Carnegie; SMS, segmento maxilar seleccionado.
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1) El crecimiento del porcentaje de ocupacién volumética en el tercio posteriar del
territorioen el que mayoritaimmente se forman las crestas palatimas (territorio medial)
es mas intenso en el primer (IEC 17-18) y tercer intevalo (iEC 19-20) del PCH, siendo
sugestivo que el incemenb en el primero se deba prigitariamene a un
desphzamiento de mesénquima desde la parte inferior del SMS (mecanismo de
remodehcién tisular), mientras que el aumento en eltercero se deba sobre todo a una

prolferacion tisular local.

2) El increnmento del porcentaje de ocupacion volumética en el tercio anteriar del
territoriodonde mayoritaiamene se forman las crestas palatinas (territorio medial), es
practicamente nulo durante el PCH excepto en el Gltimo intewvalo (iEC22-23) en el que
se produceun intensocrecimiento de éste ligado al ascenso de las crestas palatimas,
por lo que cabe deducir que su elevacién sea debida a un procesode rotacidn brusca
de dichas crestas.

3) Los crecimientos del porcentije de ocupacion volumética que en el tercio medio del
territoriodonde mayoritaiamente se forman las crestas palatinas (territorio medial) que
se producedurante el primer(iIEC17-18 y tercer intewvalo (iEC19-20) del PCH, es
sugestivo que se prodizcan priaitariamente por un mecanismo de remodelacién
tisular (sobre todo por desplizamiento mesénquimatico desde la parte inferiar del
SMS), mientras que el repunte del porcentaje de ocupacion observado en el ultimo
intevalo (iIEC22-23) parece deberse sobre todo a una prolferacion mesenquimatica

local.

4) El tercio medio reuine los patrones prircipales observados en el tercio anterior y
posteriar.

5) El tercio medio, tanto del territorio donde mayoritaiamene se forman las crestas
palatims (territorio medial) como de los territorios adyacentes del SMS, es el mas
estabk en cuanto a los valores de los porcentajes de ocupacién volumérica,
mostrandose como una zona de transicién o de trasferencia tisular entre los extremos

anteriary posterior de cada territorio.

Abreviaturas del texto: EC, estadio Carnegie; i, intervalo del PCH; PCH, periodo de cierre de la hendidura
buconasofaringea; SMS, segmento maxilar seleccionado.
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6) Los cambbs en el porcentaje de ocupacion volumética del territorio donde
mayoritaiamente se forman las crestas palatimas (territorio medial) durante el PCH,
sugieren que tanto la remodelacion tisular, la proliferacion local y la rotacion de las
crestas palatims en desarmollo puedendarse simultaneamente en los diversos tercios,
pero en diferentes grados, permitiéndonos hablar en cada zona y periodo de
mecanismos preponderantes

7) El hecho que el crecimiento del porcentaje de ocupacion volumética sea mas
estabk durante el PCH en el tercio posteriar del territoriodonde mayoriariamente se
forman las crestas palatinas (territorio medial) que en los otros tercios, parece estar
relacionado con una disposicién horizontal desde el inicio de esta parte del paladar

secundario.

8) Se ha demostrado una buena estrategia de analisis compara entre estadbs de
desarmllo los valores relativizados de una variable cuantitaiva: asi utilzar el
porcentaje que cada parte representa del volumen del todo al que pertenece (SMS,
terciodel SMS, territoriodel SMS) ha solventado la comparacon directa de volimenes
gue podian estar condicionados por el tamano del ejemphr y distorsimmados por la
retraccion del procesado histoldgico olos cambios postnortem.
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Anexo 1

TABLAS DE LOS VALORES DEL VOLUMEN DEL SMS






VOLUMEN DEL SMS

[ TOTAL |
Figura 30A Embrién Volumen SMS (lom?)
EC17 830295020
EC18 1507607591
EC19 18991162@6
EC20 323297067,2
EC21 3454890720
EC22 31540669421
EC23 5175786988
TERCIO ANTERIOR
Figura 31A Embridn Volimen ANT SMS (tam3)
EC17 3340499%8
EC 18 719941535
EC19 348364724
EC20 13074962107
EC21 1698554920
EC22 1432661064
EC23 415706860
TERCIO MEDIO
Figura 32A Embrién Volimen ME SMS (1om3)
EC17 233219288
EC18 520612621
EC19 6994610%,9
EC20 1196433728
EC21 1246016530
EC22 1334455733
EC23 2124593592
TERCIO POSTERIOR
Figura 33A Embridn Volimen POST SMS (tam3)
EC17 2630258%4
EC18 26705340,5
EC19 851290423
EC20 729040737
EC21 5103192&%0
EC22 38695021K3
EC23 2635486556
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VOLUMEN DE LOS TERRITORIOS DEL SMS

| TOTAL |
Figura 30B | Embrion Volumen Inf (ton?) Volumen Mt (tont) Volamen Med (ont)
EC17 28263586,16 33203244,00 21562675,04
EC18 39713613,61 54525183,12 56521962,28
EC19 53058703,93 68449951,75 68402965,18
EC20 77198105,87 111184598,88 134914362,37
EC21 102951680,80 112621631,80 129915762,60
EC22 89252602,18 112535638,85 113618453,18
EC23 141014963,69 159825487,49 216738244,70
TERCIO ANTERIOR
Figura 31B | Embrién | VolGmen ANT Inf (lonf) | Vollimen ANT Mt (onf) | Voltiimen ANT Med (ton?)
EC17 9705986,56 11617786,40 12081220,72
EC18 17435315,80 25870476,00 28688361,25
EC19 12440001,29 9464223,91 12932247,74
EC20 30934082,44 52343189,08 47472349,55
EC21 46994236,00 62941512,00 59919745,20
EC22 36097587,84 56598113,28 50570399,42
EC23 9073352,47 7247628,16 25249705,67
TERCIO MEDIO
Figura 32B | Embrion| Volimen ME Inf (lom3 Volumen ME Mt (om3 Volimen ME Med (tom3
EC17 8150318,40 10830865,60 4340737,68
EC18 14226818,10 20785960,10 17048487,01
EC19 19002083,88 26130511,68 24813510,23
EC20 27496113,90 41504923,94 50642334,64
EC21 36183319,40 40768794,00 47649540,00
EC22 39032417,47 48025056,00 46388098,56
EC23 54968767,78 52736191,57 104754396,58
TERCIO POSTERIOR
Figura 33B | Embrion | Voliumen POST Inf (om3 | Volimen POST Mt (tom3 | Volimen POST Med (tom3
EC17 10407281,20 33203244,00 21562675,04
EC18 8051479,71 54525183,12 56521962,28
EC19 21616618,76 68449951,75 68402965,18
EC20 18767909,53 111184598,88 134914362,4
EC21 19774125,40 112621631,80 129915762,60
EC22 14122596,86 112535638,85 113618453,18
EC23 76972843,44 159825487,49 216738244,70
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Anexo 2

MICROFOTOGRAFIAS DE LOS FRAGMENTOS DE
CADA SMS JU NTO CON LAS GRADILLAS DEL SMS DE
CADA EMBRI ON
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