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RESUMEN

La via de sefalizacién Notch se caracteriza por mediar la comunicacién célula-célula, regulando diferentes procesos celulares como
proliferacién, apoptosis y definicién del destino celular. Esta via ha sido implicada en el desarrollo de estructuras craneofaciales
como paladar, diente y béveda craneal. El objetivo de esta investigacion fue identificar los patrones de expresién de los genes
componentes de la via Notch, Serratel y Notch1, durante el desarrollo del tercio medio facial. Se utilizaron embriones de pollo
(Gallus gallus) seleccionados de acuerdo a los criterios de Hamilton y Hamburger y sobre los cuales se realizé hibridacién in situ
con ribosondas marcadas con Digoxigenina (DIG), para luego ser detectadas con anticuerpos Anti-Dig. Los resultados mostraron
expresion de los genes evaluados, en las prominencias maxilares (pmx) y frontonasal (pfn) durante el desarrollo del tercio medio
facial. Estos resultados sugieren una probable participacién de la via Notch a través de estos genes, en los diferentes procesos
celulares que determinan la morfogénesis y el desarrollo del tercio medio facial.

Palabras clave: desarrollo facial, Notch1, prominencia frontonasal, prominencias maxilares, Serrate1, via de sefializacién Notch.

ABSTRACT

The Notch signaling pathway is characterized by mediate cell-cell communication, regulating different cellular processes as
proliferation, apoptosis and cell fate definition. This pathway has been implicated in craniofacial structures development as palate,
teeth and cranial vault. The objective of this research was to identify the genes expression patterns of some Notch signaling pathway
components, Serrate] and Notch1, during the midface development. It was used chicken embryos (Gallus gallus) selected according
to Hamilton and Hamburger criteria. We performed in situ hybridization with Digoxigenin (DIG)-labeled riboprobes and detected
with the antibody Anti-Dig. The results showed the expression of the evaluated genes in the maxillary (pmx) and frontonasal (pfn)
prominences during the midface development. These results suggest a probable involvement of the Notch pathway through these
genes in different cellular processes that determine midface morphogenesis and development.

Keywords: facial development, frontonasal prominence, maxillary prominences, Notch signaling pathway, Notch1, Serrate1.
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INTRODUCCION

La estructura craneofacial es de gran interés dada la
complejidad de su morfogénesis y de las malformaciones
que en esta regién se generan (Chai y Maxson, 2006).
La necesidad de entender los
y moleculares involucrados en el desarrollo normal y
patolégico de las estructuras craneofaciales, ha llevado al
uso de diferentes modelos animales como ratén, pezy pollo
(Szabo-Rogersetal., 2010). Los embriones de aves son dtiles
para estudios embriolégicos dado que son amniotos y por
eso mds relacionados con humanos y ratones, que con peces
y anfibios (Buchtova et al., 2010). En todos los amniotos,
un conjunto de huesos intramembranosos separados se
condensan para formar el maxilar superior (Lee et al., 2004).
Adicionalmente, la disposicién de las prominencias faciales
alrededor de la futura cavidad oral es caracteristica en
vertebrados complejos como mamiferos, reptiles y aves (Lee
et al., 2004), razén por la cual el embrién de pollo es un
modelo adecuado para estudiar la morfogénesis del tercio
medio facial y en alguna medida, extrapolar los resultados
al humano.

El desarrollo facial en humanos tiene lugar a partir de
la cuarta semana de vida intrauterina, correspondiente al
estadio HH19 en pollos, cuando la cavidad oral primitiva
estd limitada por cinco prominencias faciales (Will y Meller,
1981; Jiang et al., 2006; O’Rahilly y Muller, 2007). En la
regién mds rostral al estomodeo o cavidad oral primitiva,
se sitla una prominencia simétrica e impar, la prominencia
frontonasal (pfn), la cual estd en intima relacién con el
prosencéfalo. Lateralmente, el estomodeo esta limitado por
un par de prominencias maxilares (pmx) y, caudalmente por
otro par llamadas prominencias mandibulares (pmd) (Jiang
etal., 2006). Estas prominencias estdn constituidas por una
cubierta interna de endodermo, una externa de ectodermo y
un centro de mesénquima. La mayor parte del mesénquima
craneofacial es derivado de las células de la cresta neural
craneal (CCNC), con una contribucién mds pequefia de
células del mesodermo paraxial cefélico (Noden y Trainor,
2005; Noden y Schneider, 2006; O’Rahilly y Muller, 2007).
Las CCNCdardn lugarentonces a las estructuras esqueléticas
del viscerocrdneo y de la base de craneo anterior, neuronas
de los ganglios craneales, cartilago y tejido conectivo facial,
mientras el mesodermo paraxial, contribuird a la formacién
del endotelio vascular y la musculatura facial (Creuzet et al.,
2005).

A medida que avanza el desarrollo embrionario, las
prominenciasfacialesvandiferencidndose morfolégicamente
y creciendo, hasta que contactan y se fusionan dando como
resultado una morfologia facial definida. Al finalizar la sexta
semana en humanos y el estadio HH29 en pollos, las pmx y
la pfn se han contactado y fusionado para posteriormente
dar lugar al desarrollo de la regién intermaxilar, cartilago
prenasal y hueso nasal en pollos y, a estructuras homdlogas

mecanismos celulares
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en humanos, el paladar primario, huesos nasales y labio
superior (Will y Meller, 1981; Jiang et al., 2006).

El desarrollo de las prominencias faciales al igual que
el resto de estructuras craneofaciales, es resultado de la
interaccién epitelio-mesenquimal orquestada por diferentes
vias de sefializacién como FGF, BMP, SHH, WNT y Notch
(Wedden, 1987; Valsecchietal., 1997; Lan et al., 2006; Paiva
etal., 2010; Wangetal., 2011).

La via de sefalizacién Notch estd implicada en el
desarrollo de varias estructuras del sistema cardiaco,
auditivo y nervioso, entre otros (MacGrogan et al., 2010).
Esta via, a través de un mecanismo de comunicacién
célula-célula, regula procesos celulares como apoptosis,
proliferacién, diferenciacién y definicién de destino celular
(Fiuza y Arias, 2007). Este mecanismo de sefializacién es
conservado evolutivamente en vertebrados e invertebrados,
funcionando de forma similar en todos los metazoarios
(Perdigoto y Bardin, 2013). Ejemplo de esto es que los
receptores Notch han sido encontrados en Drosophila
(Notch), en Caenorhabditis elegans (lin-12 y glp-1) y en
vertebrados (Notch1-4). De la misma forma, los genes que
codifican para los ligandos Delta/Serrate se han aislado
en Drosophila (Delta y Serrate), C. Elegans (lag2 y apx-1) y
en vertebrados (Delta like 1, 3 y 4, Jagged/Serrate 1 y 2)
(Mitsiadis et al., 1997; Perdigot y Bardin, 2013).

Estudios que han analizado la secuencia de los ligandos
Serrate en pez cebra (Danio rerio), han determinado que
su estructura dominante es similar al ligando Serrate de
Drosophilay alos)agged/Serrate de los tetrapodos (Lissemore
y Starmer, 1999).

Varios genes componentes de la via Notch han sido
implicados en el desarrollo de estructuras craneofaciales.
Por ejemplo, Notch1, el gen que codifica para el receptor
Notch1, ha sido involucrado en el desarrollo del paladar
secundario y de la mandibula (Casey et al., 2006; Loomes
etal., 2007). Otro de los genes involucrados en el desarrollo
de estructuras craneofaciales es el gen Jagged1 (Serratel en
pollo). Este gen codifica para un ligando de esta via, regula
la diferenciacién de las células osteogénicas de las suturas
craneales en desarrollo y su mutacién se ha visto relacionada
con craneosinostosis (Yen et al., 2010). Adicionalmente, en
pacientes con sindrome de Alagille se ha identificado una
haploinsuficiencia del gen Jagged (Krantz et al., 1998). Los
pacientes con este sindrome se caracterizan por presentar
alteraciones craneofaciales como: frente amplia, barbilla
puntiaguda, nariz bulbosa e hipoplasia del tercio medio
facial (Kamath et al., 2002). Este fenotipo facial indica que
Jagged1 podria tener alguna funcién durante el desarrollo
del tercio medio facial. Experimentos de perdida de funcién
de Jagged1 en CCNC en un modelo de ratén, evidenciaron
alteraciones en los niveles de proliferacién de las CCNC en el
tercio medio facial, en la vasculogénesis y en la produccién
de matriz extracelular en los procesos palatinos, asociados
con un crecimiento anormal de la regién facial (Humphreys
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et al., 2012). Adicionalmente, otras investigaciones han
detectado la expresién de Jagged1 en los primordios de las
prominencias maxilaresy mandibulares del embrién de ratén
(Mitsiadis et al., 1997), asi como un papel trascendental en
el desarrollo del cartilago facial y los arcos branquiales en el
pez cebra (Zecchin etal., 2005; Zuniga et al., 2010).
Mientras algunos de estos estudios evidencian la
implicacién de Jagged y Notch1 durante el desarrollo de
algunas estructuras craneofaciales, alin no se cuenta con
un mapa de expresién génica que muestre las estructuras
y los momentos en los cuales estos dos genes podrian
regular varios de los procesos celulares que toman lugar
durante el desarrollo del tercio medio facial. A continuacién
se muestra, a través de hidridacién in situ en el modelo de
embrién de pollo, los patrones de expresién de los genes
Notch1 y Serratel durante los estadios de desarrollo HH235,
HH27 y HH29, fases tardias de la formacién del tercio
medio facial caracterizadas por la aproximacién y fusién
completa de las pmx y pfn (Buchtové et al., 2010).

MATERIALES Y METODOS

Obtencioén y fijacion de embriones de pollo

Huevos de gallina fertilizados de la especie Gallus gallus
fueron incubados entre 37,5 °Cy 38 °C por 5, 5,5y 6,5 dias
para obtener embriones en estadios HH25, HH27 y HH29,
respectivamente. Estos estadios fueron seleccionados dado
que representan los periodos mds criticos del desarrollo
del tercio medio facial donde toma lugar el contacto entre
las pmx y pfn (Will y Meller, 1981). Los embriones fueron
clasificados en los estadios mencionados de acuerdo con los
criterios definidos en Hamburger y Hamilton (1992).

Los embriones fueron extraidos de los huevos vy
colocados en PBS/DEPC (solucién buffer fosfato/
dietilpirocarbonato) y fijados en paraformaldehido
(PFA) al 4 % por 12 horas, previa perfusién con PFA en el
sistema circulatorio. Posteriormente, los embriones fueron
deshidratados en metanol/PBST (tampon fosfato salino
con Twin 20) a concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y 100
% por cinco minutos y almacenados a -20 °C en metanol
al 100 %. Los procedimientos para obtencién de embriones
fueron avalados por el Comité de Etica de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Nacional de Colombia
mediante acta 08-13 de 06 de Mayo del 2013.

Construccioén de ribosondas

Pldsmidos que contenian la secuencia de DNA codificante
para los genes Notch1 y Serratel, obtenidos por cortesia de
los profesores, Fernando Girdldez del grupo de Biologia
del Desarrollo de la Universitat Pompeu Fabra-Parc de
Recerca Biomédica de Barcelona, y Domingos Henrique
del Instituto de Medicina Molecular de la Universidad de
Lisboa, Portugal, fueron utilizados para la construccién de
la ribosonda (Myat et al., 1996).

Para la amplificacién del DNA se utiliz6 la cepa de
bacterias Escherichia Coli TOP10®. La competencia de estas
bacterias se llevé a cabo por el método de cloruro de
calcio y su transformacién con los plasmidos se dio por
choque térmico (Sambrook et al., 1989). Se promovié el
crecimiento de las bacterias transformadas en medio LB
(Luria Bertani)/ampicilina liquido. Una vez amplificados
los pldsmidos, se purificaron extrayendo el DNA plasmidico
con el Kit QlAprep Miniprep (Qiagen®). Posteriormente, se
realiz6 linearizacién de los plasmidos que contenian los
segmentos de DNA codificante para Notch1 con la enzima
de restriccién BamH1 (Fermentas®) y por transcripcién in
vitro se construyd ribosonda antisentido utilizando la enzima
T3 RNA polimerasa (Roche®) y ribonucleotidos marcados
con digoxigenina-UTP (Uridine TriPhosphate) (Roche®).
Para la construccién de la ribosonda antisentido de Serrate1
se utilizé la enzima de restriccién EcoRI (Fermentas®) y
la transcripcién in vitro se realizé con T7 RNA polimerasa
(Roche®).

Hibridacién in situ en embriones completos

Se realizé hibridacién in situ sobre embriones completos por
triplicado para cada estadio evaluado. Se utilizaron sondas
de RNA antisentido marcadas con Digoxigenina-UTP para
los genes Notchl y Serratel, previamente utilizadas (Myat
et al., 1996). Durante el primer dia los embriones fueron
rehidratados en una serie de lavados con concentraciones
decrecientes de metanol en PBST (100, 75, 50y 25 %) y luego
tres veces con PBST. Con el fin de facilitar la penetracién de
la sonda a evaluar, los embriones fueron pretratados con
proteinasa K 10 pg/ml a temperatura ambiente por 25 min.
Posteriormente fueron lavados en PBST, posfijados en PFA 4
% fresco, lavados nuevamente en PBST, luego preincubados
en solucién de hibridacién por 10 min a 60 °C e incubados
toda la noche con las ribosondas antisentido a 60 °C. En el
segundo dia, se realizaron tres lavados poshibridacién con
solucién | (Formamida 50 %, SSC 5Xy SDS (Dodecilsulfato
sédico) 1 %) y solucién Il (Formamida 50 % y SSC (saline-
sodium citrate 2X) por 30 minutos cada uno, seguido
de lavados con TBST. Finalmente, se realizé bloqueo de
inespecificidad con solucién de bloqueo al 20 % (suero de
oveja + Albumina sérica en TBST (Tris Buffered Saline) por tres
horas a temperatura ambiente e incubacién con anticuerpo
Anti-Dig (1:5000 en solucién de bloqueo), toda la noche a
4 °C. Con el objetivo de eliminar los excesos de anticuerpo,
en el tercer dfa, se realizaron 6 lavados con TBST por 30 min
y se dejaron los embriones toda la noche con agitacién en
TBST. Finalmente, al cuarto dia se realizaron tres lavados
con NTMT (Alkaline phosphatase buffer) por 15 min
cada uno y posteriormente |a visualizacién de los sitios de
hibridacién fue realizada a través de un sistema de deteccién
NBT (nitro-blue tetrazolium chloride) y BCIP (5-bromo-4-
chloro-3’-indolyphosphate p-toluidine salt).
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RESULTADOS

Expresion de los genes Notch1y Serratel en el estadio HH25
El desarrollo del tercio medio facial toma lugar durante
la cuarta semana de vida intrauterina en humanos y en el
estadio HH25 en el embrién de pollo cuando las pmx y pfn
crecen y definen la morfologia facial. El estadio HH25 se
caracteriza porque la pfn ha experimentado un crecimiento
caudal que la sitdia un poco superior a las pmx, muy cercana
en distancia, pero sin contactar atin con estas. Mediante
hibridacién in situ se evaluaron los patrones de expresién
de los genes Notch1 y Serratel en este estadio. En embriones
completos se puede observar que el gen Notchl se expresa
tanto en las dos pmx, como en los procesos globulares (pg)

de la adyacente pfn (Fig. 1A). Con respecto al gen Serrate],
su expresion se identificé en la regién mas caudal de la pfn,
tal y como se observé con Notch en esta misma estructura;
no se detectd expresidn para Serratel en las pmx (Fig. 1B).

Expresion de los genes Notch1y Serrate1 en el estadio HH27
El desarrollo del tercio medio facial en el estadio HH27
en pollos y correspondiente a la quinta semana de vida
intrauterina en humanos, se caracteriza porque la pfn se
ha desplazado mds caudalmente y estd en contacto con las
dos pmx a lado y lado, aunque todavia no hay un proceso
de fusién. En este estadio se puede observar una menor
intensidad del marcaje obtenido para Notch1 tanto en la

Notchl

Serratel/

Figura 1. Vista frontal. Patrones de expresién de los genes Notch1 y Serrate1 durante el desarrollo del tercio medio facial en embriones de pollo.
A, Cy E expresién de Notch1y B, D y E, expresion de Serratel en los estadios HH25, HH27 y HH29, respectivamente. En A, las flechas sefialan la
expresion de Notch1 en regién caudal de la pfny pmx en HH25. En C, se observan las mismas regiones marcadas para Notch, con un patrén mds
difuso y una sefial menos intensa (flechas). En E, se evidencia en el estadio HH29 expresién de Notch1en la regién mas caudal de la pfn (flecha) y
regiones mediales de las pmx. B, la flecha indica la expresién de Serratel en los procesos globulares (pg) de la pfn. D, se puede evidenciar expresion
de Serrate] fuerte y delimitada en dos regiones mediales y caudales de la pfn ademds en las pmx y pmd (flechas a lado y lado de la pfny pmx, el
asterisco indica la expresién en pmd). F, se observa claramente expresién de Serrate en el proceso frontonasal con el mismo patrén de expresién
que en HH27 pmd (flechas a lado y lado de la pfn; el asterisco indica la expresién en pmd). pfn, prominencia frontonasal; pg, procesos globulares;

pmx, prominencia maxilar; pmd, prominencia mandibular.
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regién mds caudal de la pfn como en las pmx que contactan
con los proceso globulares (pg) (Fig. 1C). Serratel por su
parte presenta una expresidn circunscrita a la regién mds
caudal y medial de la pfn. Esta expresidn se evidencia en dos
regiones puntuales del proceso frontonasal y da la impresién
de dos grupos de células, que aunque estan expresando un
mismo gen, se encuentran separadas por una regién libre de
expresién del gen Serrate1 (Fig. 1D). En este estadio también
se observa expresién en la regiéon mas caudal de la pmx y de
manera muy intensa en la prominencia mandibular (pmd)
(Fig. 1D). El patrén de expresién para Serrate1 y Notch1 en
la pfn permanece sobrelapado como en el estadio HH25.

Expresion de los genes Notch1y Serrate1 en el estadio
HH29

En este momento del desarrollo, el aspecto mas relevante
del tercio medio facial hace referencia al proceso de
fusién entre la pfn y las pmx a lado y lado del estomodeo.
Ademads, es importante destacar un aumento considerable
en el crecimiento caudal del proceso frontonasal. Se puede
evidenciar que la intensidad del marcaje para NotchT en la
regién mas caudal (punta) de la pfn, se observa més leve,
al igual que en la regién medial de las pmx (Fig. 1E). La
expresién de Serratel en este estadio del desarrollo sigue
siendo bastante intensa y con el mismo patrén observado
en el estadio anteriormente evaluado (Fig. 1F). En este
estadio del desarrollo facial se observa como la expresién
de Serrate1 y Notch1 se localizan en la regién mas caudal
y medial de la pfn, mostrando un patrén de expresién
sobrelapado, aunque la expresién de Notch1 es mas dispersa
y menos intensa. No se detectd expresién de Serratel en las
pmx, sin embargo, se observé expresién en la regién medial

de la pmd (Fig. 1F).

DISCUSION

La morfogénesis facial en vertebrados se caracteriza
por el desarrollo de cinco prominencias faciales que
rodean la cavidad oral primitiva (Jiang et al., 2006). Estas
prominencias estan constituidas por una regién central de
mesénquima derivado de las CCNC y mesodermo paraxial,
cubiertas por epitelio derivado del endodermo faringeo en
la regién mads interna y externamente por epitelio derivado
del ectodermo oral. La formacién de la cara es el resultado
de la interaccién epitelio-mesenquimal, que regula varios
procesos celulares como proliferacién y apoptosis. Es asf
como los altos niveles de proliferacién celular generan el
crecimiento de las prominencias faciales promoviendo su
contacto y fusién (McGonnell et al., 1998).

Uno de los principales objetivos de la biologia del
desarrollo craneofacial es estudiar los diferentes genes
implicados en el desarrollo de la regién facial. Por esta
razén, en este trabajo se planted identificar los patrones de
expresién de los genes Notch1 y Serrate1 durante el desarrollo
del tercio medio facial, en el modelo de embrién de pollo.

Determinar los patrones de expresién génica es prerrequisito
para aclarar el papel que pueden tener estos genes en el
desarrollo de las pmx y la pfn, teniendo en cuenta que han
sido implicados previamente en el desarrollo de estructuras
craneofaciales como el paladary en sindromes con fenotipos
que involucran alteraciones en el complejo facial (Odaetal.,
1997; Krantz et al., 1998; Piccoli y Spinner, 2001).
Nuestros resultados muestran como Notch1 y Serratel se
expresan en las pmxy en la pfn, durante etapas tardias del
desarrollo del tercio medio facial, estadios HH25 a HH29,
cuando estas se aproximan y fusionan. La expresién de
estos genes coincidié en la pfn durante todos los estadios
analizados y, en las pmx en el estadio HH27 (Figs. 2A-
2C). Esta coincidencia podria sugerir una relacién ligando
receptor, Notch1-Serratel. No obstante, deben ser
realizados ensayos de funcién para confirmar esta hipdtesis.
A pesar de que el marcaje de los dos genes coincide durante
los estadios HH27 y HH29, la intensidad de |a sefial se hace
diferente, siendo mds concentrada y fuerte para Serratel y
mds dispersa en el caso de Notch1. Estudios previos en un
modelo murino han evidenciado patrones de expresién de
Notch1 durante el desarrollo de estructuras craneofaciales
como el paladar secundario, el cual se desarrolla en estadios

Notchl | .
Serratel | -

Figura 2. Esquema de los patrones de expresién de los genes
Notch1 y Serratel durante el desarrollo del tercio medio facial. (A)
Estadio HH25, (B) HH27 y (C) HH29. El esquema muestra como el
patrén de expresion de NotchT a medida que avanza el desarrollo tiende
a ser menos evidente (sombreado azul), mientras el patrén de Serrate?
especificamente en la prominencia frontonasal (circulos rojos), tiende
a concentrarse en dos regiones muy delimitadas en drea mas caudal
de esta prominencia tal y como se observa en By C. pfn, prominencia
frontonasal; pmx, prominencia maxilar; pmd, prominencia mandibular.
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mas tardios que los analizados en esta investigacion,
demostrando que la activacién del receptor Notch1 estaba
mediada, especificamente por Jagged2 (homélogo de
Serrate2). Sin embargo, este estudio no analizé la expresién
de Jagged1 (Casey et al., 2006).

Por otro lado, otras investigaciones en el modelo de
pez cebra (Danio rerio) han encontrado la expresién de
Jagged1b (homdlogo de Jagged1/Serrate1) durante etapas
tempranas del desarrollo facial, en la regién dorsal de los
arcos branquiales (Zuniga et al., 2010). Adicionalmente,
demostraron que la activacién de la via Notch en este
momento del desarrollo, estaba mediada por la interaccién
Jagged1b-Notch2, asegurando la identidad dorsal dentro del
proceso mandibular al reprimir la expresién génica ventral
(Zuniga etal., 2010). Este estudio y las mutaciones halladas
en el Sindrome de Alagille, muestran que tanto en etapas
tempranas como tardias del desarrollo facial, Jagged 1 parece
estar interactuando con Notch2. Dado que hasta la fecha
no existian reportes que mostraran una correlacién de
patrones de expresién durante el desarrollo del tercio medio
facial para Serrate1 y Notch1, los hallazgos de nuestro trabajo
resultan de gran interés.

Nuestros resultados muestran un patrén de expresion
de Serratel bastante contundente en la regién caudal de la
pfn (Fig. 1B, 1D y 1F), la cual es considerada como una de
las dreas de mayor proliferacién celular y que contribuye al
crecimiento de esta prominencia y a su posterior contacto
y fusién con las pmx (McGonnell et al., 1998; Szabo-Rogers
et al., 2008). Estudios previos en ratones con una mutacion
condicional de JaggedT en las CCNC, muestran un fenotipo
craneofacial similar al sindrome de Alagille, el cual se
caracteriza por una hipoplasia marcada del tercio medio
facial. La causa de este fenotipo se debié principalmente a
la disminucién en la proliferacién del mesénquima (Casey
et al., 2006). Estos resultados fueron obtenidos de tejidos
provenientes de las pmxy los procesos palatinos, sin evaluar
lo que ocurre en la prominencia frontonasal; obviando el
aporte que realiza al desarrollo del tercio medio facial. Por lo
tanto, teniendo en cuenta el patrén de expresién observado
para Serratel en nuestro estudio y la participacién reportada
de la via Notch en la regulacién del ciclo celular, surge el
planteamiento de una probable participacién de Serratel
en los procesos proliferativos del mesénquima frontonasal
(Humphreys et al., 2012).

Por otro lado, ademds de la probable participacién de
Serratel en eventos de proliferacién celular, este ligando
también puede estar mediando procesos de diferenciacién
del mesénquima frontonasal hacia un linaje condrobléstico u
osteoblastico. Durante el desarrollo del maxilar superior se ha
evidenciado que Jagged1 participa en el proceso de osificacién
intramembranosa regulando la diferenciacién de células
mesenquimales hacia un linaje osteobldstico y la consecuente
mineralizacién de la matriz (Hill et al., 2014). Otros estudios
han mostrado que la via Notch a través de Jagged? y Notch2
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regulan los procesos de osificacién intramembranosa y
endocondral en células mesenquimales procedentes de
calvaria murina (Dishowitz et al., 2012). Por lo tanto,
teniendo en cuenta que en los estadios evaluados, ademds
de eventos de proliferacién del mesénquima frontonasal
también toma lugar el proceso de osificacién, cabe sugerir
que Serrate] también podria estar regulando la osificacién de
las estructuras dseas derivadas del proceso frontonasal.

Finalmente, los patrones de expresién observados en este
estudio pueden ser comparados con la expresién de genes
componentes de otras vias de sefializacién que han sido
previamente implicadas en el desarrollo del tercio medio
facial como WNT y BMP (Gong y Guo, 2003; Brugmann
et al., 2007). Los patrones de expresiéon observados para
Notch1 y Serrate1 en el estadio HH25 y HH27 son similares
a los observados para Wnt9B, Wnt5A y Wnt5B (Geetha-
Loganathan et al., 2009). De estos patrones, cabe resaltar
la expresién de Wnt5A quien, al igual que Serratel en la
pfn, muestran un patrén de expresién en la regién caudal
y a lo largo del eje medial-lateral durante el estadio HH25.
Posteriormente, en el estadio HH27 esta expresién se reduce
a dos poblaciones distintivas en la regién mds caudal y
medial del proceso frontonasal (Geetha-Loganathan et dal.,
2009). Como se expresé anteriormente, se ha demostrado
que esta regién es considerada la de mds altos niveles de
proliferacién mesenquimal. Por otro lado, Bmp-4 y Bmp-
2 también muestran un patrén de expresién similar a los
observados para Serrate y Notch1 tanto en la pfn como en
los procesos maxilares antes y durante el proceso de fusién
de las prominencias faciales (Gong y Guo, 2003). Estos
datos comparativos generan nuevas inquietudes sobre las
probables funciones de la via Notch durante el desarrollo
del tercio medio facial y su potencial interaccién con otras
vias de sefializacién. Inquietudes que deben ser resueltas
con estudios mds profundos de proliferacién, muerte y
diferenciacién celular, asi como estudios de ganancia y
pérdida de funcién génica.

CONCLUSIONES

Los genes analizados en este estudio, se expresan con
un patrén caracteristico en las pmx y la pfn durante la
aproximacién y fusién de las mismas, en el embrién de pollo.
Detectar esta expresién sugiere una posible funcién de la
via de sefializacién celular Notch a través de este ligando
y este receptor, posiblemente mediando procesos celulares
como proliferacién y diferenciacién. No obstante, estudios
adicionales deben ser llevados a cabo para profundizar
sobre estos hallazgos.
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