Madera Anaya MV, Moneriz Pretell CE, Sudrez Causado A.
Implicaciones moleculares del Factor de crecimiento Transformante Beta (TGF-f3) en el desarrollo de las fisuras labiopalatinas

Implicaciones moleculares del Factor de
crecimiento Transformante Beta (TGF-f3) en
el desarrollo de las fisuras labiopalatinas

Molecular implications of transforming growth factor beta (TGF-f3)
signaling pathway in the development of cleft lip and palate

Madera Anaya MV*, Moneriz Pretell CE**, Suarez Causado A***

RESUMEN

Las fisuras labio palatinas se generan por la falta de fusién de los tejidos del labio o del paladar durante las
primeras etapas del desarrollo fetal, estas se encuentran entre los defectos congénitos mas comunes causa-
dos por el desarrollo facial anormal durante la gestacion; su etiologia no se encuentra totalmente aclarada, sin
embargo se intenta explicar por medio del modelo de umbral multifactorial, plantedndose que es producto de
la interaccién de factores endégenos y exdgenos, entre los endégenos se han reportado alteraciones en la
senalizacién del TGF-f3, el cual esté involucrado en el desarrollo embrionario, diferenciacién celular y en la
regulacién del desarrollo del paladar. En esta revision se muestran los recientes avances sobre las implicacio-
nes moleculares de la via de senalizacién TGF-f3 en el desarrollo de las fisuras labio palatinas.

Palabras clave: Desarrollo del paladar, fisuras labio palatinas, TGF-f3, vias de senalizacién celular.

SUMMARY

Cleft lip and palate are generated by the lack of fusion of the tissues of the lip or palate during early fetal
development, these are among the most common birth defects caused by abnormal facial development during
gestation. The etiology of these cracks is not fully elucidated, however attempts to explain by means of
multifactorial threshold model, considering that is the product of the interaction of endogenous and exogenous
factors, endogenous alterations have been reported in TGF-f3 signaling, which is involved in embryonic development,
cell differentiation and in the regulation of development of the palate. In this review, the recent advances
implications of the molecular signaling pathway TGF-f3 in the development of cleft lip and palate shown.
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INTRODUCCION

Las fisuras labio palatinas (FLP) se generan por la
falta de fusion de los tejidos del labio o del paladar
durante el desarrollo fetal, se encuentran entre las
deformidades craneo faciales mas frecuentes y ha-
cen parte de los defectos congénitos méas comunes
generados en el desarrollo facial (1-3); constituyéndo-
se en uno de los principales problemas morfolégicos,
funcionales y estéticos; afectando la masticacién, de-
glucién, amamantamiento, digestién, habla, audicion,
la ventilacién del oido medio y el desarrollo a nivel
social (3-5); estos pacientes requieren cuidados des-
de su nacimiento hasta la adultez de muchas discipli-
nas incluyendo, cirugia plastica, cirugia maxilofacial,
otorrinolaringologia, fonoaudiologia, enfermeria, psi-
cologia, consejeria genética y odontologia (6-11).

Clinicamente las fisuras se clasifican en labiales y del
paladar; la fisura labial se considera una anormali-
dad congénita del paladar primario; esta puede ser:
completa, incompleta, unilateral o bilateral, y puede
implicar una fisura palatina (12,13) (Figura 1). Las
fisuras palatinas, denominadas regularmente como
paladar hendido, se clasifican en cuatro categorias:

— Completa con fisura de labio.

— Fisura del paladar primario, en el cual la hendi-
dura esté limitada a la fosa incisiva anterior y
puede o no involucrar fisura de labio.

— Fisura del paladar secundario, en donde el de-
fecto es limitado a la fosa incisiva posterior, y

— Fisura submucosa que puede incluir una tvula
bifida (14).

Aproximadamente el 70% de todas las fisuras orofa-
ciales son no sindrémicas, mientras que el 30% res-
tante se presentan en compania de sindromes, entre
estos, los sindromes de Pai, Van der Woude y Smith-
Lemli-Opitz (15,16).

La incidencia a nivel mundial de la fisuras orofaciales
es aproximadamente 1 a 2 por 1.000 nacidos vivos,
esta frecuencia cambia en relacién al origen étnico,
el &rea geografia y a la naturaleza propia de la fisura
(17,18). En el contexto de las fisuras labiales exten-
didas a paladar, la incidencia es aproximadamente
0,3 por cada 1.000 nacidos en poblaciones afroame-
ricanas, de 1,0 por cada 1.000 en poblaciones cauca-
sicas y de 2,1 por cada 1.000 en poblaciones asiati-
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cas; las fisuras unilaterales son nueve veces mas co-
munes que las fisuras bilaterales y los hombres son
en su mayoria mas afectados por fisuras labiales en
una relacién de 2:1 respecto a las mujeres; mientras
que estas son mas afectadas por fisuras palatinas (19-
21). En Colombia, este tipo de malformaciones se
presenta con una frecuencia de 1 por 1.000 nacidos
vivos y segun el Tercer Estudio Nacional de Salud
Bucal (ENSAB IlI) se report6 una prevalencia tanto de
labio como de paladar fisurado de 0,2% (22,23).

La etiologia de estas fisuras no se encuentra total-
mente aclarada, sin embargo se intenta explicar por
medio del modelo de umbral multifactorial, plantean-
dose que es producto de la interaccién de factores
endbgenos y ambientales; entre los cuales estéan la
etnia, variaciones geogréficas, desordenes genéticos,
aberraciones cromosomicas y exposicién a terato-
genos como el alcohol, tabaco, anticonvulsivantes y
metales pesados; lo que sugiere que miltiples genes

Fig. 1. Nino con fisura labiopalatina. Se aprecia fisura labiopalatina
unilateral completa y asimetria facial.
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y factores ambientales esta involucrados en su desa-
rrollo (24-28).

En el presente trabajo de revisién, se muestran las
principales implicaciones moleculares de la via de se-
nalizacién del Factor de Crecimiento Transformante
Beta (TGF-f3) en el desarrollo de las fisuras labio pa-
latinas.

VIA DE SENALIZACION TGF-3

Los miembros de la familia del TGF-f3 son codifica-
dos por 33 genes que traducen polipéptidos estruc-
turalmente relacionados que corresponden a los
precursores de los ligandos, estos estdn compuesto
por un propéptido de gran tamano y un polipéptido
maduro C-terminal que se produce por clivado de su
precursor (29,30). Los ligandos de la familia del TGF-
3 son homodimeros o heterodimeros del polipéptido
C-terminal unidos por enlaces disulfuros, estos inclu-
yen TGF-f3, activinas, BMP (proteinas morfogenéticas
Oseas), Nodal y GDFs (factores de crecimiento y dife-
renciacion) (31-33). El TGF-3 es secretado en forma
de complejo junto con otras proteinas que evitan la
unién del ligando al receptor; este complejo de TGF-
f3 latente es activado y liberado por clivaje proteolitico
del propéptido (30). La via TGF-f3 estimula varias re-
des de senalizacién involucradas en la determinacion,
crecimiento y diferenciacién celular; ademas algunos
de sus miembros pueden inhibir el crecimiento e in-
ducir apoptosis en un gran nimero de tipos de célu-
las, especialmente células epiteliales (34-36).

La sefalizacién mediada por los ligandos del TGF-3
es traducida a través de un complejo de receptores
celulares de superficie entre los que se destacan el
TARI (receptor beta tipo I) y el TRRII (receptor beta
tipo Il), que tienen actividad proteina quinasa en su
dominio citoplasmatico y forman heterodimeros
para ser activos (37,38). Ademas se ha reportado la
existencia del TRRIII (receptor beta tipo Ill), este
contribuye a mejorar la afinidad del TRRII por los
respectivos ligandos. En mamiferos, existen siete
receptores tipo | (ALK-1-7) y cinco receptores tipo
II, por lo tanto, una gran variedad de combinacio-
nes heteroméricas han sido reportadas. La unién
del ligando estabiliza la formacién de un complejo
receptor tetramérico, constituido por un par de re-

ceptores tipo | y un par de receptores tipo I, en el
cual los receptores tipo Il con su respectiva actividad
quinasa fosforila a los tipo I. El receptor Il tiene una
actividad quinasa constitutiva. La unién del TGF-f3 al
TRRII es reconocida por el receptor T3RI, uniéndose
a él para formar un complejo. A continuacién, el
receptor T3RI es fosforilado por el TBRII, lo que es-
timula su actividad serina-treonina quinasa, con la
subsiguiente fosforilaciéon de distintas proteinas que
actian como efectores intracelulares; a partir de este
punto existen dos vias por las cuales los miembros
de la familia del TGF-f3 pueden desencadenar la res-
puesta celular, estén son la vias de senalizacién de-
pendiente de proteinas Smad y la independiente de
proteinas Smad (Figura 2).

VIA DE SENALIZACION TGF-8 DEPENDIENTE
DE SMAD

Luego de la fosforilacién del receptor T3RI, este fos-
forila a miembros de la familia de proteinas efectoras
Smad, especificamente las Smad 2 y 3, estas protei-
nas fosforiladas se unen a otro miembro de la familia,
el Smad 4 y como resultado, se produce su transloca-
cién al ndcleo, donde interacciona de forma célula
especifica con otros factores de transcripcién, para
finalmente regular la expresiéon génica. Una de las
principales consecuencias de la unién de TGF-f3 a sus
receptores es su capacidad de inhibir el crecimiento y
regular diferenciaciéon y muerte celular. Se ha demos-
trado que el TGF-f3 inhibe las actividades de los com-
plejos ciclina D-Cdk4/6 y ciclina E/Cdk2 (reguladores
del ciclo celular), lo que conduce a la hipofosforila-
cién de p-Retinoblastoma y a una disminucién de la
actividad transcripcional de E2Fs. En definitiva, se
produce la detencién del ciclo celular. Estos efectos
inhibidores se han asociado con la capacidad del
TGF-3 de aumentar la expresién de los inhibidores
de ciclinas (CKls) p15Ink4B, p21Cip1 y p27Kip1.

VIA DE SENALIZACION TGF-8
INDEPENDIENTE DE SMAD

El TGF-3 también activa otras cascadas de senaliza-
cién independiente de Smad, estas incluyen MAPK
tales como ERK, JNK (c-Jun-N-terminal quinasa) y
p38 (39), se ha sugerido que TGF-3 es capaz de
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inducir apoptosis mediante la produccién de espe-
cies reactivas de oxigeno o activando las rutas JNK
o de DAP quinasa (DAPK: Proteina quinasa asociada
a muerte), asi como interfiriendo con algunas rutas
de supervivencia (como la fosfatidilinositol-3-quina-
sa, PI3-K), activando finalmente la ruta mitocondrial
de la apoptosis (40,41) (Figura 2).

DESARROLLO DEL PALADAR

La formacién completa del paladar logra la separa-
cién de la cavidad bucal y nasal. Este es un proceso
complejo que incluye multiples eventos, entre estos
crecimiento, elevacion y fusién del paladar. En hu-
manos el desarrollo del paladar se realiza a partir
de dos primordios, que luego forman el paladar
primario y el secundario. El paladar primario repre-
senta Unicamente una pequena porcién del paladar
duro en adultos, el paladar secundario contribuye
al desarrollo del paladar duro y partes del paladar
blando. El paladar inicia su formacién a partir de la
sexta semana de vida intrauterina; inicialmente los
procesos palatinos son posicionados verticalmente
a cada lado de la lengua, luego como resultado del
crecimiento de la mandibula y el descenso de la len-
gua, el paladar se reorienta adoptando una posicion

horizontal, se expande y fusiona. En el paladar duro,
las células mesenquimales son reemplazadas por
formacion de hueso intramembranoso; en contraste
la parte posterior del paladar secundario, la cual
constituye el paladar blando, no sufre el proceso de
osificacion. La fusiéon de paladar es marcada por el
rafe palatino medio (42).

Las estructuras del paladar son formadas por célu-
las del ectomesénquima derivadas de las células de
la cresta neural craneal, células derivadas del
mesodermo y células epiteliales derivadas del ecto-
dermo faringeo (42). El epitelio que recubre el pa-
ladar esté regionalmente dividido en oral, nasal y
medial. El epitelio nasal es escamoso y el epitelio
oral es seudoestratificado, mientras que el medial
proviene de una fusién de linajes celulares como
células apoptéticas, de migracion y la transforma-
cién del epitelio mesénquima (43,44).

Las interacciones epitelio mesénquima involucradas
en la formacién de paladar son reguladas por dos
grandes grupos de genes. El primero de ellos esta
conformado por factores de transcripcién también lla-
mados genes maestros entre estos los genes de la
familia Homeobox son los més importantes. Estos
genes se han conservado evolutivamente, lo que se
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activados forman un complejo con
Smad4 y se translocan al interior del
nucleo. El complejo Smad interacciona
con otros factores de transcripcion,
coactivadores o correpresores para
regular la transcripciéon de genes diana.
El TGF-3 también activa otras cascadas
de senalizacién independiente de Smad,
este activa las vias de Ras Raf MEK Erk
MAPK a través de fosforilacion tirosina de
ShcA y p38 y las vias de senalizacion
JNK MAPK a través de la activaciéon de
TAK1 por la TRAF6. Ademas, el TGF-3
activa pequenas GTPasas Rho, Rac,
Cdc42 y la via PI3K Akt.
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evidencia en la similitud de sus secuencias y en la
funcién que desempenan en diferentes especies (29).
En el ser humano y otros mamiferos, como el ratén,
existen 38 genes dentro de cuatro clisteres, cada uno
ubicado en distinto cromosoma. La mayoria de los
genes involucrados en desarrollo craneofacial no se
encuentran en estos cllsteres, sin embargo poseen
un homeodominio, que es la regién que se une al
promotor de los genes blanco para regular su trans-
cripcién ya sea activandola o inhibiéndola (32).

TGF-3 EN EL DESARROLLO DE LAS FISURAS
LABIOPALATINAS

Para la etiologia de las fisuras palatinas no sindrémi-
cas diversos autores reportan que algunos genes
como MSX1, IRF6, GABA, TGF-f3, muestran gran sus-
ceptibilidad para riesgo de fisuras bucales (45-47).

Con relacién a los genes de TGF-f3, estos codifican
para 3 isoformas de TGF-f3 altamente conservadas
entre las especies, teniendo secuencias idénticas de
pares de bases aproximadamente en un 75% y simi-
lares senales a través del factor de transcripcién
Smads; sin embargo los fenotipos resultantes de los
knockout de estos mamiferos con las diferentes iso-
formas, son muy distintos, lo que indica que los ligan-
dos tienen actividades especificas que no pueden ser
compensados por otros miembros de la familia.

Se ha reportado que alteraciones en los miembros
de la familia del TGF-f3 durante el desarrollo del pa-
ladar podrian estar asociadas con la etiologia de las
fisuras labio palatinas (Tabla 1). Asimismo, se ha
sugerido que la inhibicién del TGF-31 y TGF-32 no
afectan la transformacién epitelio mesénquima en el
paladar de ratén; el ratéon knockout para TGF-f31
muere antes de los 11 dias de gestacion y el del

TABLA 1.- MIEMBROS DE LA FAMILIA DEL TGF-3 Y SU RELACION CON EL DESARROLLO DE FLP

Autor y ano Gen Observaciones

Stoll, 2004 TGF-31 | Se sugiere que el TGF-31 podria tener un rol importante en la ocurrencia de
las FLP, sin embargo experimentos funcionales son requeridos para poder
confirmar el mecanismo de alteracién durante el desarrollo del paladar.

Tanabe, 2000 | TGF-33 | Los genes del TGF- tiene un rol en el desarrollo craneofacial, los alelos de
TGF- estan asociados con FLP en poblacién japonesa.

Shaikh, 2012 | TGF-33 | Polimorfismos del gen TGF-33 estan involucrados en la etiologia de las FLPNS
en poblacién india.

Baroni, 2006 | TGF-3 | Se sugiere que alteraciones en los sistemas de senalizaciéon entre TGF-f3, acido
retinoico y GABA podrian estar involucradas en el fenotipo de FP.

Reutter, 2008 | TGF-33 | El TGF-f33 participa en el desarrollo de FLP en pacientes de Europa Central.

Reutter, 2009 | TGFBR1| A pesar de la amplia evidencia que apoya que el receptor tipo 1 del TGF-f3 es
criticamente importante y regulador morfogenético del desarrollo craneofacial
en modelos murinos, se concluye que TGFBR1 no es un factor de riesgo
importante para FLPNS en pacientes de ascendencia centroeuropea.

Beaty, 2001 TGF-33 | No existe suficiencia evidencia de que alelos del gene TGF-f33 este involucra-
dos en el desarrollo de FLPNS en Maryland.

Nugent, 1995 | TGF-31 | El complejo de interaccion entre el TGF-f31 y 4cido retinoico desempena un rol
importante en la regulaciéon de genes involucrados en la embriogénesis del
paladar.

Kim, 2003 TGF-33 | Los polimorfismos del TGF-33 son significativamente diferentes entre pacien-
tes con y sin FLPNS. Este podria servir como un buen marcador de tamizaje
para pacientes coreanos con FLPNS.
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TGF-32 tiene defectos en la mandibula y el maxilar
superior; de estos, sélo el 23% corresponden a fisu-
ras palatinas. El TGF-31 y 3 son epiteliales, este ul-
timo puede ser detectado en el epitelio de los proce-
sos palatinos desde los inicios y persiste hasta que el
epitelio desaparece, por su parte el TGF-32 se ex-
presa en el mesénquima (19).

La presencia del TGF-33 es fundamental para la fu-
sién del paladar secundario en humanos; sin embar-
go, en algunos animales, como el pollo y el ratén,
ningin TGF-f3 estd presente en la lamina epitelial
labial, ni es capaz de experimentar transformaciéon
epitelio mesénquima (41); posiblemente, en este
caso, actuan otros factores presentes en el epitelio,
como el factor de transcripciéon Shh, cuya funciéon es
regular el crecimiento de los procesos maxilares,
nasales y su neutralizacién.

TGF-33 tiene la funcién més importante en la fusién
palatina y en la transformacién epitelio mesénqui-
ma, mientras que TGF-f32 estimula la sintesis de ADN
y la proliferacién en el mesénquima, desde las eta-
pas tempranas del desarrollo del paladar; por otro
lado el TGF-31 es un potente inductor de apoptosis.
Asimismo, el TGF-33 estimula la fosforilaciéon del
factor de transcripcién Smad-2 a través de un recep-
tor especifico y una vez fosforilado, entra al nicleo
para redgular positivamente la sintesis y activacién del
factor de transcripciéon LEF-1, este factor es necesa-
rio para la activacién de algunos genes involucrados
en la transformacién epitelio mesénquima, como
Snail que reprime la expresién de caderina-E (20,34).
Adicionalmente se ha reportado que el ratén
knockout para TGF-33 no desarrolla fisura labial y
que sus alteraciones estéan relacionadas inicamente
con fisuras del paladar secundario (24,43); por lo
tanto, se podria pensar que la presencia de fisuras
labiopalatinas completas no son generadas por alte-
raciones de un solo gen sino que involucra una serie
compleja de eventos en donde intervienen factores
genéticos y epigenéticos.

CONCLUSION
El desarrollo y formacién del paladar primario y se-

cundario es guiado por procesos de diferenciacién,
crecimiento y proliferacién celular, en donde parti-
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cipan varios genes incluyendo al TGF-f3; por lo cual
se sugiere que alteraciones moleculares en la via
de senalizacion del TGF-3 posiblemente estéan in-
volucradas en el desarrollo de las fisuras labiopa-
latinas.
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