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ACTIVIDAD DE NF-KB DURANTE EL DESARROLLO CARDIACO 

RESUMEN 

El factor nuclear kappa B (NF-KB) es un factor de transcripción dimérico que se 

encuentra en el citoplasma cuya actividad depende de un proceso de fosforilación 

de sus inhibidores los IKBs. A pesar de que su actividad ha sido asociada a 

mecanismos tanto apoptóticos como anti-apoptóticos , dependiendo del contexto 

celular; han sido mas las evidencias que apoyan su papel como factor de 

protección contra la apoptosis. Sin embargo , se desconoce su participación como 

factor citoprotector en sistemas in vivo. 

Aunque la presencia de apoptosis ha sido ampliamente estudiada en células y 

tejidos cardiacos , particularmente ha sido enfocado al estudio del tracto de salida 

(TS) del corazón durante el desarrollo de embrión de pollo , donde se requiere la 

eliminación espacio-temporal de cardiocitos, para poder formar las conexiones 

ventriculo-arteriales. Esta región del corazón es de suma importancia ya que mas 

del 90% de las alteraciones cardiacas en niños se deben a defectos congénitos y 

de todas las enfermedades cardiacas congénitas, poco mas del 30% tiene su 

origen en el TS. 

En este trabajo investigamos si durante las etapas mas criticas del desarrollo del 

tracto de salida , en el corazón de embrión de pollo, si NF-KB esta involucrado en 

procesos de protección contra la apoptosis y si es determinante en la 

morfogénesis durante el desarrollo normal del corazón . Para ello creamos un 

sistema reportero de expresión con sitios KB unidos al cDNA de la proteina verde 



fluorescente (GFP) en dos vectores de transferencia, uno plasmidico y otro 

adenoviral, que permitieron rastrear la actividad transcripcional de NF-KB in vivo . 

Al mismo tiempo evitamos la fosforilación de un evento bioquimico asociado a la 

activación de NF-KB al utilizar un inhibidor irreversible de IKBa: BAY 11-7085 para 

bloquear su función y ver el efecto biológico que esto produce. 

Los resultados del bloqueo de NF-KB con el inhibidor farmacológico BAY 11-7085 

muestran que al ser tratados con el BAY 11-7085, los corazones sufren serias 

alteraciones a nivel de tracto de salida. La fluorescencia aparece justo en la misma 

zona donde el inhibidor previamente causó las alteraciones cardiacas. 

Posteriormente, con análisis por TUNEL mostramos que los corazones alterados 

(a nivel del TS) por el inhibidor presentan un indice apoptótico mayor cuando se 

compara con los corazones normales, lo cual revela una función de protección 

contra la apoptosis de NF-KB in vivo. 



ABSTRACT: 

NF-KB is a dimeric transcription factor that exists in the cytosol. This complex is 

inhibited by I-kappa-B proteins, which inactivate NF-KB by trapping it in the 

cytoplasm. Curiously NF-KB has been found to be associated with anti-apoptotic as 

well as pro-apoptotic mechanisms. While NF-KB is most commonly found to be 

cytoprotective there are a number of instances where it is pro-apototic depending 

on the inducing stimulus and the cell context. In case of in vivo remains unknown. 

Although , the presence of apoptosis or programmed cell death has been widely 

documented in developing cardiac tissues , particular studies in the chicken out flow 

tract (OFT) has been shown the the spatially and temporally regulated elimination 

of cardiocytes by apoptosis during the heart chicken development. The OFT zone 

is very important because, more than 90% of the heart ailments in children are due 

to known congenital defects and of all congenital heart defects , more than 30% are 

primary defects. 

The aim of this work was investigated if NF-KB plays an important cytoprotective 

role during apoptosis outflow tract (OFT) , and that induces apoptosis during 

chicken heart morphology, for which we design a plasmid and an adenovirus 

vector that report the NF-KB presence of the active form , although the GFP 

expression in vivo . Then we used BAY 11-7085 an irreversible inhibitor of IKBa 

phosphorylation to inhibit NF-KB activation and function . 

The result of this study shown several congenital cardiac alterations at OFT level , 

when Bay 11-7085 was injected in the zone where the gene reporter was 
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expressed and we lound, by TUNNEL assay; an increase 01 apoptosis rate, which 

suggest that, the activation 01 NF-KB give rise to cytoprotective signals in vivo tha! 

preven! the development 01 cardiac altera!ion a! OFT leve!. 
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EL DESARROLLO DEL CORAZON

Existen diferencias entre los diversos modelos de estudio del corazón, sin

embargo los procesos y las moléculas durante la cardiogénesis son conservadas.

Las principales diferencias parecen estar relacionadas al tiempo de expresión o

patrones de modulación de dichas moléculas conservadas (de la Cruz. 1997).

En el embrión de pollo la identificación de los progenitores cardiacos se da antes

de la gastrulación en la capa celular del epiblasto del tronco primitivo. Los

precursores cardiacos están localizados en ambos lados del nodo de Hensen

(mesodermo anterior) esto ocurre durante las primeras 12 horas del desarrollo

embrionario. A partir de las 16 horas de incubación (estadio 3 de HH) es el periodo

más importante para el desarrollo normal del corazón ya que en este momento se

producen las señales que determinaran la direccionalidad de la migración celular

desde las áreas precardiacas hasta el sitio final del corazón, así como también la

diferenciación final a cardiocitos. Posteriormente el desarrollo continúa hasta

formar un tubo primario y a las 33 horas del desarrollo (estadio 8-9 de HH), el

corazón comienza a latir y a desarrollar su sistema de conducción.

Histológicamente, en el corazón, en etapas embrionarias tempranas cuando

aparece como una estructura tubular, fácilmente se pueden distinguir dos capas

celulares, una epitelial interna constituida por endocardio, una externa cubierta de

miocardio y ambas están separadas por una interfase de matriz extracelular,

conocida también como gelatina cardiaca (fig 1 A).

Una vez que se formó el tubo cardiaco, comienza a crecer y  a dar una serie de

torsiones en forma de C, las cuales le llevaran a un proceso de

compartamentalización funcional, que va  desde el estadio 9 hasta el 34.  Este
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proceso de torsión del corazón en forma de tubo, lo podemos dividir en tres

etapas: pre-asa, asa y post-asa (fig1 B). Durante estas etapas del desarrollo

podemos ya de manera morfológica y funcional, distinguir 4 segmentos bien

definidos 1.- atrios 2.- ventrículos 3.- canal atrio-ventricular y 4.-tracto de salida.

Durante los estadios 10-14 se comienza a dar la formación temprana del tracto de

salida (cono-tronco) primero con la aparición del cono proximal  y luego del 16-22

con la aparición de la porción distal, el tronco. La apoptosis en el tracto de salida

es detectada a partir del estadio 19-34 alcanzando su máxima actividad entre el

27-30, se cree que el epicardio induce apoptosis en los cardiocitos tan pronto

como entra en contacto con el miocardio. El epicardio se origina en el estadio 14-

15 a partir del órgano pro-epicárdico formado por células mesoteliales (epitelio

celómico) que se encuentran sobre la superficie del seno venoso y el septum

transversal. El epicardio da origen, a las células mesenquimales de la capa sub-

epicardica, al endotelio y células del músculo liso de las coronarias y a los

fibroblastos perivasculares e inter-miocardiales. Durante el estadio 15 y 16 se lleva

a cabo la septación ventricular y atrial, aparecen los cojines que darán origen a la

formación de las válvulas en el canal atrioventricular y en el tracto de salida. El

miocardio prolifera y hay trabeculación. Durante el estadio 27 se da la septación

del tracto de salida y origina el tronco arterioso formado por la aorta y la pulmonar.

En el estadio 36 comienzan a aparecer las fibras de Purkinje y el corazón esta

constituido como órgano completamente funcional y diferenciado (Martinsen 2005)
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La conformación final del corazón, como órgano de cuatro cámaras con tracto de

entrada  y de salida ocurre por efecto de torsión a partir de la formación del tubo

cardiaco (fig 1 C). Esta transformación se explica en términos de crecimiento

diferencial y por procesos morfogénicos que se dan con el paso del tiempo.

Indudablemente, estos procesos están controlados por mecanismos de activación

que ponen en marcha diferentes programas genéticos, cuyo resultado es la

aparición de zonas transcripcionales regionalizadas (Kelly et al 1999).
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TUBO                                              4 CAMARAS 

                   C)
B)

Figura 1 Morfogénesis Cardiaca. Conformación final del corazón como órgano de cuatro cámaras a partir de un simple
tubo. A) Corte transversal que muestra como la formación de corazón inicia como un simple tubo formado por dos capas,
una interna, endocardio una externa miocardio y entre  ambas de la matriz extracelular.  B) El desarrollo del corazón
embrionario se divide en tres etapas 1 y 2 pre-asa, 3 asa y 4 y 5 post-asa para finalmente quedar conformado como un
órgano de cuatro camaras C) AD (atrio derecho), AI (atrio izquierdo), TS (tracto de salida), VD (ventrículo derecho), VI
(ventrículo Izquierdo).

TUBO NEURAL

ENDOCARDIO        MIOCARDIO       MATRIZ
                                                              EXTRACELULAR

A)

AD                               AI

        VD     CAT      VI 

TS

1             2                3             4              5
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EL CORAZÓN Y LA APOPTOSIS

La apoptosis o muerte celular programada no es un proceso limitado a una sola

especie ya que a través del tiempo se ha podido identificar en todas especies de

animales donde se ha buscado, presentándose en una diversidad de órganos.

Uno de los procesos relevantes durante la remodelación del corazón es

precisamente la apoptosis, que a diferencia de las patologías, durante el desarrollo

se trata de un evento fisiológico  altamente regulado en tiempo y espacio.

Particularmente, el estudio de la apoptosis en el corazón se ha realizado utilizando

los modelos de pollo, rata, ratón y humano, principalmente.

La historia de la apoptosis en corazón comienza formalmente en 1957 cuando

Goerttler habla de la existencia de células necróticas, aunque ya en 1948 Hughes

sugiere que ocurre muerte celular  durante los procesos de remodelación en la

parte dorsal de la aorta, en la involución de los ductos arteriosos y la formación del

septum aortico pulmonar, en corazón de embrión de pollo. En 1965 Menkes y

colaboradores descubren células muertas en el septum aortico-pulmonar. En 1967

Illies fue el primero en reportar la existencia de células degeneradas en el corazón

embrionario humano y en 1969 reportó la presencia de muerte celular asociada a

procesos de fagocitosis en el ventrículo de embrión de pollo. Pexieder y

colaboradores han sido los que más han trabajado en caracterizar la muerte

celular durante el desarrollo embrionario (1968-1975) concentrando sus esfuerzos

en estudios sistemáticos de la localización ultra-estructural del fenómeno de

muerte celular durante el desarrollo del corazón de embrión de pollo, lo que les

permitió hacer estudios más extensos sobre el papel de la muerte celular en

morfogénesis y teratogénesis del corazón. En 1973 Satow publica el primer
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reporte de la presencia de apoptosis en corazón embrionario de rata, en este

mismo año Ojeda y Hurley publican su primer artículo de la muerte celular en el

endocardio del tubo cardiaco de embrionarios de pollo. En 1981 Satow y

colaboradores reportan una serie de estudios comparativos sobre morfología y

muerte celular fisiológica entre los modelos de rata y pollo. Los resultados

revelaron que en el corazón embrionario de rata, la muerte celular en el septum

del cono parece jugar un papel importante para la formación del tracto de salida

del ventrículo derecho, lo mismo ocurre en el corazón de pollo pero con menor

intensidad.

Hay que mencionar que lo anterior fue una recopilación de un libro publicado en

1981 por Thomas Pexieder cuando concepto de apoptosis como lo conocemos

hoy en día, no existía. En todos estos estudios se uso el termino de muerte celular

espontánea o fisiológica y en retrospectiva podemos darnos cuenta que se trataba

de apoptosis. Para su detección se utilizaron criterios morfológicos por medio del

análisis histológico. El término de apoptosis toma relevancia y se vuelve un

concepto más común a finales de los 80s y principios de los 90s con estudios a

nivel molecular.

Durante mucho tiempo los estudios de apoptosis en el corazón fueron meramente

descriptivos ya que se podía encontrar esporádicamente en cualquier región, e

incluso se llego a concluir que era un proceso importante en la remodelación. Sin

embargo, esto no se pudo comprobar del todo debido a limitaciones técnicas que

previeran de estudios más profundos. Esto hizo que existiera un abandono parcial

en el estudio de la apoptosis en el corazón, y no fuera sino hasta 1998 cuando

Watanabe y Fisher, Keyes en 2000 y Cheng en 2000 retomaran el estudio de la
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apoptosis del corazón en pollo y rata, con la ayuda de nuevas técnicas en biología

molecular. Ellos utilizan, genes reporteros acarreados en diferentes vectores

virales, ensayos de TUNEL, Anexina V etc. Los resultados obtenidos con las

técnicas moleculares  traen nuevamente al centro de la discusión la importancia

que tiene la apoptosis en el desarrollo del corazón, sobre todo en zonas que

tienen que ver con el tracto de salida, donde se requiere de muerte celular para la

formación de las conexiones ventrículo-arteriales (Watanabe et al 2001) o en la

zona de los cojines endocárdicos que tienen que ver con la formación de las

válvulas arteriales (Keyes y Sanders 2002)

Una de las zonas del corazón de embrión de pollo que sufre un marcado proceso

de remodelación por apoptosis es la del tracto de salida, donde se alcanza su

mayor actividad apoptótica durante los estadios 29-30 de Hamburger y Hamilton

(HH) (Rothenberg et al, 2002, Cheng et al 2002), que corresponde

aproximadamente a los 6 y 1/2 días de incubación. En esta etapa del desarrollo la

apoptosis  juega un papel importante para la conformación funcional final del tracto

de salida ya que si se inhibe la formación de focos apoptóticos que ocurren

normalmente durante el desarrollo de estas áreas, se provocan anormalidades y

alteraciones morfogenéticas  (Watanabe et al 2001). Cabe mencionar que poco

más del 30% de las malformaciones congénitas en el corazón se debe a

alteraciones del tracto de salida (Ferencz et al, 1985).

Los eventos apoptóticos pueden ser desencadenados por múltiples estímulos y

actuar a través de dos vías diferentes, una extrínseca, mediada por receptores de

muerte que estimulan la activación de caspasas y la otra intrínseca a nivel

mitocondrial estimulando la liberación de citocromo C (Fig 2)
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La ejecución del programa de muerte, activado durante la apoptosis puede

suspenderse inactivando sus vías con el uso de inhibidores específicos, o a través

de inhibidores de la activación de factores de transcripción, como el factor nuclear

κB (NF-κB, RelA/p50) que se transloca al núcleo para regular la actividad

transcripcional de genes que poseen en su promotor secuencias consenso κB,

algunos de los genes que regula NF-κB para bloquear la apoptosis codifican para

las IAPs   (proteínas inhibidoras de la apoptosis) y el gen Bcl-2 (fig 2)

Figura 2. Posible mecanismo de protección contra la apoptosis en cardiocitos. Una vez que NF-κB
(RelA/p50) ingresa al núcleo puede activar genes cuyos productos bloquean el paso de la señal
apoptótica de la vía mediada por receptores (extrínseca), como las IAPs que inactivan a las
caspasa, o activar genes antiapoptóticos como Bcl-2  de la vía intrínseca, que impide la liberación
del citocromo C de la mitocondria. Recientemente, se ha visto que también puede activar genes
antiapoptóticos como FLIP, A20 Y GADD45β.

LA ACTIVACIÓN Y LA FUNCIÓN DE NF-κB
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EL factor nuclear κB (NF-kB) fue el primer factor de transcripción específico

identificado en linfocitos B. Su función en estas células es activar el gen de la

cadena ligera κ de las inmunoglobulinas (Ig-κB) por medio de la unión a una

secuencia consenso formada por diez pares de bases (GGGACTTTCC) (Sen  y

Baltimore, 1986).  Posteriormente, se encontró la existencia de motivos de unión,

muy parecidos a la secuencia consenso en otros genes de células diferentes a los

linfocitos,  y que también son reconocidos y activados por NF-κB, a estos sitios se

les llamo “sitios κB”. Esto vino a definir al factor nuclear κB como un factor de

transcripción ubicuo detectado de forma inactiva casi en todas las células

(Baldwin, 1996), cuya actividad involucra la regulación de una amplia variedad de

genes (Miyamoto y Verma, 1995).

NF-κB es una proteína heterodimérica compuesta por diferentes combinaciones

de miembros de la familia de factores de transcripción Rel. NF-κB forma una

familia de proteínas que incluye a p50 (NF-κB 1), p52 (NF-κB 2), p65 (Rel A), c-

Rel y RelB. Los miembros de la familia NF-κB han sido dividos en dos grupos:

subunidades de clase 1 son aquellas que no poseen dominios de trans-activación

(p50 y p52) y  son producidos por sus percusores p100 y p105 respectivamente,

subunidades de clase 2 que son aquellas que poseen el dominio trans-activador

(Rel A, Rel B y c-rel) (fig 3).

Todos los miembros que constituyen esta familia se caracterizan por la presencia

de un dominio común conservado llamado RHD (Rel Homology Domain). El

dominio RHD tiene varias funciones: 1. a través de él, los miembros de esta familia

se unen y forman homodímeros como p50/p50 o heterodímeros como p50/p65 o
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p52/p65, las formas más comunes están constituidas por los heterodímeros

(Baldwin, 1996, Ballard  et al, 1992). 2. Les permite unirse al DNA, 3. Contiene la

señal de localización nuclear y 4. Es el sitio de unión para los inhibidores: los IκB

(Chen et al, 1999 y Ghosh, 1998).

Figura 3. Clasificación de las proteínas del NF-κB.

La actividad del NF-κB depende de su localización celular. Los dímeros de NF-κB

son secuestrados en el citoplasma de células no estimuladas vía interacciones no

covalentes a través del dominio RHD, por una clase proteínas llamadas IκBs, con

las que forman un complejo trimérico inactivo. Las señales ambientales que

activan NF-κB promueven la degradación del inhibidor IκB α  a través de la

fosforilación en sitios específicos y hace que el dímero del NF-κB sea liberando,

de tal modo que se transloca al núcleo y ejerce su actividad biológica como factor

de transcripción. (Tomado de Gilmore et al, 1996)

LOS INHIBIDORES DE NF- κB (IκBs)
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Los IκBs originalmente fueron identificados como factores que inhiben la actividad

de NF-κB por interacción proteína-proteína por Baeuerle y Baltimore en1988. Los

IκB constituyen una familia de al menos 7 miembros: IκBα, IκBβ, IκBγ, IκBε, p105,

p100 y Bcl-3, los 7 están involucrados en el control de la activación de NF-κB.

(Baldwin 1996 ; Ballard et al 1992, Bours et al, 2000). Estas proteínas inhibitorias

contienen motivos conservados de ankirina (6 o más repetidos con secuencias de

30-33 aa) por medio de los cuales interactúan con los dominios RH de NF-κB.

Poseen también un dominio regulador N-terminal  que contienen los sitios de

fosforilación y un dominio C-terminal que a su vez contiene un motivo PEST (fig 4).

Los IκB s se unen a los dímeros de NF-κB y estéricamente bloquean la función de

su señal de localización nuclear, lo que permite su retención en el citoplasma.

Para que NF-κB tenga acceso a su sitio de acción, el núcleo, el complejo

NFκB/IκB debe ser disociado a través de la fosforilación de su inhibidor. Sin

embargo, este proceso que en primera instancia parece sencillo, requiere la

participación interactiva, también guiada por procesos de fosforilación, de

proteínas citoplásmicas que se encuentran río arriba en la vía de activación de NF-

κB.

Los IκBs mejor estudiados son α  y β, ambos se fosforilan en respuesta a

diferentes estímulos en los residuos de serina: S32 y S36. Una vez que los IκBs

se han fosforilado se da un proceso de ubiquitinación y de degradación en el

proteosoma. Este mecanismo activa a NF-κB, ya que se descubre la señal de

localización nuclear y permite al dímero ser translocado al núcleo, cuando queda

de forma libre está listo para unirse a  promotores de genes con sitios de unión κB
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e iniciar la transcripción de los mismos (Barnes, 1997, Chen et al 1999, Ghosh

1998, Thurberg,1998).

              

SS                 PEST

SS                     PEST

SS

PRO PRO
SER

RH

RH

p105

IκBγ

p100

IκBα

IκBβ

IκBε

Bcl-3

REPETIDOS DE ANKIRINA

Bcl3, IkBγp52/p52

Bcl3, IkBγ, p105p50/p50

IkBα, IkBγ, p105Rel/Rel

IkBα, IkBγ, p105p65/p65

IkBαp50/Rel B

IkBα, IkBγp50/Rel A

IkBαp52/P65

IkBα, IkBγ, p105, 
p100p50/p65(RelA)

MIEMBROS IkBCOMPLEJO 
NFkB

Figura 4. Miembros que constituyen la familia de NF-κB y la familia de los IκBs. En la primera
columna se muestran todas las posibles uniones de los diferentes miembros de NF-κB a través de
su dominio RH que les permite formar diferentes complejos, heterodímeros (en rojo) u
homodímeros (en azúl).
La segunda columna muestra los inhibidores específicos para cada uno de los dímeros de NF-κB.
En la tercera columna aparece la estructura general de las proteínas IκBs que se caracterizan por
tener motivos formados por varios repetidos de ankirina, p105 y p100 son los precursores de las
proteínas p50 y p52, respectivamente. Figura tomada de Miyamoto y Verma, 1995.

Un paso crucial en la activación de NFκB es la fosforilación de los IκBs que se

lleva a cabo cuando los inhibidores son reclutados en el complejo IκB cinasa
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(IKK). IκB cinasa es un complejo multimérico de 700-900 kDa (Chen et al 1996). El

complejo está constituido por dos sub.-unidades catalíticas (IKK1/IKKα  e

IKK2/IKKβ) (Mercurio et al 1997, Zandi et al 1997), por el modulador esencial de

NF- κB (NEMO) (Yamaoka et al, 1998) ó IKKγ, (Rothwarf et al, 1998, Karin, 1999)

y por la proteína 1 asociada a IKK (Mercurio et al, 1999). Además puede utilizar

alternativamente las sub-unidades IKKε,  IKKi  (Peters et al, 2000) (Fig. 5). Para

que el complejo IKK pueda funcionar requiere ser activado por la cinasa inductora

de NF-κB (NIK) y por MEKK1 de la familia de las MAP3K (Ling, et al 1998, Li et al,

1998) entre otras. Ver figura 5.

Figura 5. Activación de NF-κB por TNFα o IL-1_. Una vez que se lleva a cabo la interacción de la
citocina con el receptor, proteínas cinasas adaptadoras intermediarias como NIK o MEKK1 y
probablemente otras más, permiten la fosforilación de complejo multimérico IKK para que el
inhibidor IκB sea degradado rápidamente por el proteosoma.
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Son numerosos los estímulos que causan la translocación de NFκB al núcleo,

estos incluyen la presencia de lipopolisacaridos (LPS), activadores de proteína

cinasa C, radiación ultravioleta, virus, citocinas, estrés oxidativo entre otros

(Baeuerle y Henkel  1994). Una vez dentro del núcleo NF-κB activa genes como

las interlucinas 2, 6 y 8, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), el interferón β, la

enzima inducible oxido nítrico sintasa (iNOS), metaloproteasas, ciclo oxigeneasa 2

y diversas moléculas de adhesión (ICAM1, VCAM1 y E-selectina), (Baeuerle y

Henkel, 1994, Baldwing, 1996).

Células como leucocitos, células endoteliales, células de músculo liso, fibroblastos

y cardiocitos responden a citocinas pro inflamatorias por activación de NF- κB

(Baldwing, 1996). Adicionalmente, NF-κB específicamente en corazón es de gran

relevancia ya que ha sido involucrado en varias cardiopatías (ver artículo de

revisión en el Apéndice A).

EL NF-κB Y LOS CARDIOCITOS

Como ya ha se ha venido discutiendo, el movimiento de NF-κB hacia el núcleo, es

un requisito para la supervivencia de diversos tipos celulares ante determinados

estímulos o señales de estrés. En el miocardio, los dos tipos de condiciones de

estrés más comunes en el adulto son los que se relacionan con el estrés oxidativo

y la sobrecarga. Recientemente, ha crecido en interés el estudio de las respuestas

que generan en la célula tales condiciones, usando como modelo “in vitro” cultivos

primarios de cardiocitos neonatos. Los avances apuntan en ambos casos hacia
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una participación activa de NF-κB en la supervivencia y el condicionamiento. Ver

figura 1.

Un buen ejemplo de lo anterior es el caso de la cardiotrofina. Se sabe que ante la

falta de oxigenación del miocardio (hipoxia), es necesario montar una respuesta

que evite la activación del programa de muerte en los cardiocitos y que uno de los

efectores de esta respuesta anti-apoptótica es una citocina liberada de forma

autócrina llamada cardiotrofina 1.  En el estudio de Craig y colaboradores (2001)

realizado con cardiocitos de rata sometidos a hipoxia, se mostró que la señal anti-

apoptótica mediada por la cardiotrofina requiere la translocación de NF-κB. La

cardiotrofina, al  igual que otras citocinas de su tipo, transduce su señal a través

del receptor común gp130 y puede activar a las vías de la ERK (extracellular

regulated kinase), de la p38 MAPK (mitogen-activated protein kinase) y de la

proteina cinasa B o Akt de forma independiente. El uso de inhibidores específicos

de cada una de las vías demostró que cada una de ellas es parcialmente

responsable del incremento total en los niveles de NF-κB en el núcleo de

cardiocitos en cultivo. Este efecto sumado se ve disminuido al impedir la

translocación de NF-κB mediante el uso de una forma mutada de IκB (impide la

liberación del dímero de NF-κB y permanece inactivo en el citoplasma)

evidenciando la asociación de las tres vías con la respuesta protectora mediada

por dicho factor.

El efecto protector de NF-κB en los modelos in vitro, sin embargo, parece no

restringirse a las señales positivas de supervivencia como en el caso de la

cardiotrofina; también actúa como mediador de la respuesta anti-apoptótica en el
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caso de señales típicamente pro-apoptóticas como el TNFα. Por ejemplo, en

cardiocitos ventriculares cultivados, el efecto apoptótico de TNFα  más

cicloheximida se ve aumentado por la presencia de una forma mutada de IκB α

(Mustapha et al, 2000) o bien por el uso de un inhibidor de la actividad del

proteasoma (Bergmann et al, 2001). En ninguno de los dos casos se conoce cuál

es el mecanismo por el cual NF-κB promueve la supervivencia. La transcripción de

algunos genes de supervivencia que contienen elementos de unión para NF-κB en

sus promotores es la idea más apoyada, sin embargo, se ha demostrado que la

activación de NF-κB, en cardiocitos, no modifica los niveles celulares de los

candidatos más fuertes como las IAPs (inhibitor of Apoptosis Protein) 1 y 2 ni los

de Bcl-2 o Bcl-xL (Bergmann et al, 2001). Esta evidencia no descarta del todo la

posible participación de moléculas como Bcl-2 en el efecto protector, aunque es

posible que NF-κB no ejerza su efecto en un nivel río arriba, sino río abajo como

sugieren los experimentos del grupo de Kirshenbaum en los que se ha observado

que la transfección de Bcl-2 disminuye los niveles de IκB α y en consecuencia

favorece un incremento de NF-κB en el núcleo (de Moissac et al, 1999).

La otra condición relevante en donde se ha observado la participación de NF-κB

es en la hipertrofia cardiaca inducida por estímulos de hipertrofia endógenos como

la angiotensina II, la fenilefrina y la endotelina 1. Se ha demostrado que estos

agonistas provocan una estimulación de la actividad de NF-κB que depende de la

degradación de las proteínas IκB α y la activación del complejo IKK. Tal activación

es necesaria para la producción de dos de los principales marcadores del fenotipo

hipertrófico que son la producción del factor natriurético atrial y el incremento en el
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tamaño de los cardiocitos. Y de hecho, la sola sobre-expresión  de las sub-

unidades p65 o c-Rel provoca por sí misma un incremento en el tamaño celular

(Purcell  et al, 2001).

Es importante destacar que la inducción de la hipertrofia también puede ocurrir por

estimulación con TNFα en cardiocitos aislados y está mediada por la activación de

NF-κB  a través de la generación de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Higuchi

et al, 2002).

Tratar de extrapolar el papel que desempeña NF-κB in vitro a lo que ocurre in vivo

resulta muy complicado, aunque no se descarta del todo, porque el resultado ya

no se limita a lo que está ocurriendo en el cardiocito como una célula individual, el

resultado es a nivel global en el corazón como órgano en su  conjunto y como tal

involucra otros tejidos cardiacos.

EL NF- κB Y EL CORAZÓN

NF-κB parece jugar un papel clave en algunas patologías cardiacas como son:

daño por isquemia-reperfusión, infarto congestivo cardiaco, síndromes coronarios

agudos, rechazo de transplante, angina de pecho, hipertrofia y aterosclerosis

(Valen et al 2001). En algunas de ellas parece jugar un papel protector mientras

que en otras parece causar daño severo al corazón. Sin embargo, se desconoce si

está presente durante el desarrollo embrionario cardiaco y si tiene alguna

importancia para la cardiogénesis.
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LA PARTICIPACIÓN DE NF-κB EN LA APOPTOSIS

Como hemos visto NF-κB es un factor de transcripción que regula una amplia

gama de genes, principalmente genes de la respuesta inflamatoria, pero también

ha sido implicado en la iniciación y la progresión de varias enfermedades como

cáncer, artritis autoinmune, glomerulonefritis, asma, fibrosis pulmonar, choque

séptico, sida y enfermedades cardivasculares (Barnes et al 1997, Chen  et al

1999, Ghosh  et al 1998). NF-κB es un factor de transcripción peculiar, cuya

función biológica en relación con la apoptosis va a depender del modelo con el

que se esté trabajando ya que en algunos actúa promoviendo la apoptosis, y en

otros, en la mayoría actúa evitándola. Sin lugar a dudas para nosotros en este

trabajo NF-κB tendría una participación destacada en la protección contra la

apoptosis; éstos son algunos ejemplos de ello, donde participa como agente

citoprotector. Las células carentes  de NF-κB son  más  sensibles  a  las señales

pro-apoptóticas que aquellas que lo expresan normalmente (Barkett y Gilmore,

1999); células embrionarias de hígado carentes de rel A (p65) son susceptibles a

apoptosis masiva (Tanaka et al 1999; Beg et al, 1995); el TNF dispara la apoptosis

en macrófagos y fibroblastos de ratón carentes de NF-κB ( Beg y Baltimore 1996);

la inducción  de  la apoptosis en células de hepatoma de rata esta asociada a un

decremento de NF-κB (Marianneau et al 1997); en   células   de   cáncer   de

pulmón, colón y  de  ovario la  activación de NF- κB determina la sensibilidad de

TNF  a la apoptosis (Mayo y Baldwing 2000); NF-κB   protege   de   la   apoptosis

a hepatocitos,  y células embrionarias (Bellas et al 1997); y finalmente, en
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fibroblastos y células de bazo de pollo  NF-κB suprime la apoptosis inducida por la

caspasa 1 a través de XIAP1 (Van den Hoff et al 2000).

EL PAPEL DE NF-κB Y LA PROTECCIÓN CONTRA LA APOPTOSIS EN

CARDIOCITOS

Son tres las evidencias que apoyan la idea de que NF-κB juega un papel

fundamental en la protección contra la apoptosis en cardiocitos in vitro.

1. La activación de NF-κB es crucial para suprimir la muerte celular programada

inducida por TNFα en cardiocitos embrionarios in vitro (de Moissac et al, 1998).

2. La disminución de los niveles de IκB α en cardiocitos ventriculares que

expresan BCL-2 los protege contra la apoptosis (Mustapha et al 2000).

3. La función antiapoptótica de BCL-2 se ve afectada en células donde no se

puede activar NF-κB (Bergmann et al 2001).

EL CORAZÓN DE EMBRIÓN DE POLLO COMO MODELO PARA ESTUDIAR

LA APOPTOSIS IN VIVO Y LA PARTICIPACIÓN DE NF-κB

Durante el desarrollo embrionario de los vertebrados una de las primeras

estructuras en aparecer es el corazón cuyo desarrollo es muy parecido en todas

las especies de este grupo.

Uno de los modelos mejor caracterizados para llevar a cabo estudios sobre el

desarrollo cardiaco es el embrión de pollo, porque se conoce  con gran detalle su

descripción, gracias a los estudios realizados ya  desde 1951 por  Hamburger y
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Hamilton y a una amplia revisión de la apoptosis a través de todas las etapas del

desarrollo cardiaco (Martinsen 2005).

El modelo de embrión de pollo ofrece grandes ventajas para realizar estudios

sobre desarrollo cardiaco por diversas razones. La primera y quizá la más

importante, por su fácil abordaje ya que ha diferencia de los mamíferos, no está en

el interior del útero lo que permite realizar experimentos in vivo con un mínimo de

invasión sin alterar su micro-ambiente, lo cual es de suma importancia en los

estudios de normalidad. Adicionalmente, su manejo y manipulación es

relativamente simple, mientras que su costo es significativamente bajo lo que

permite incluir un número de muestras lo suficientemente grande  por experimento

lo que se traduce en un número también grande de individuos para ser analizados

estadísticamente.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Por procesos de remodelación el corazón adquiere su conformación funcional final

como un órgano de cuatro cámaras, con tracto de entrada y salida. Uno de los

procesos fisiológicos y morfológicos importantes durante su remodelación es la

apoptosis, siendo la del tracto de salida una de las zonas del corazón que

mayormente sufre procesos de remodelación por apoptosis, su mayor actividad

apoptótica se da durante los estadios 28-30 de HH del desarrollo embrionario,

pudiéndose observar focos apoptóticos en esta región  cardiaca (Cheng et al

2002)

Después de conocer que el tracto de salida es una de las zonas importantes del

corazón donde se lleva a cabo la apoptosis la pregunta sigue siendo, ¿como se



24

Hamilton y a una amplia revisión de la apoptosis a través de todas las etapas del

desarrollo cardiaco (Martinsen 2005).

El modelo de embrión de pollo ofrece grandes ventajas para realizar estudios

sobre desarrollo cardiaco por diversas razones. La primera y quizá la más

importante, por su fácil abordaje ya que ha diferencia de los mamíferos, no está en

el interior del útero lo que permite realizar experimentos in vivo con un mínimo de

invasión sin alterar su micro-ambiente, lo cual es de suma importancia en los

estudios de normalidad. Adicionalmente, su manejo y manipulación es

relativamente simple, mientras que su costo es significativamente bajo lo que

permite incluir un número de muestras lo suficientemente grande  por experimento

lo que se traduce en un número también grande de individuos para ser analizados

estadísticamente.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Por procesos de remodelación el corazón adquiere su conformación funcional final

como un órgano de cuatro cámaras, con tracto de entrada y salida. Uno de los

procesos fisiológicos y morfológicos importantes durante su remodelación es la

apoptosis, siendo la del tracto de salida una de las zonas del corazón que

mayormente sufre procesos de remodelación por apoptosis, su mayor actividad

apoptótica se da durante los estadios 28-30 de HH del desarrollo embrionario,

pudiéndose observar focos apoptóticos en esta región  cardiaca (Cheng et al

2002)

Después de conocer que el tracto de salida es una de las zonas importantes del

corazón donde se lleva a cabo la apoptosis la pregunta sigue siendo, ¿como se



25

inicia la apoptosis y cuales son los mecanismos moleculares que la regulan? Sin

embargo,  preguntas interesantes son ¿como dentro de una misma zona podemos

encontrar al mismo tiempo focos apoptóticos y cardiocitos adyacentes resistentes

a estas señales de muerte?, ¿Cuales son esas señales intracelulares que les

permiten sobrevivir? ¿Que factores de transcripción toman ese papel activo en

este proceso?, las cuales se plantean como objetivos primordiales del presente

proyecto.

Por otra parte durante la cardiogénesis se desconoce el momento de aparición del

factor de transcripción NF-κB,  tampoco se sabe si su papel es relevante durante

la apoptosis del corazón en desarrollo. Nosotros proponemos que este factor de

transcripción juega un papel activo en la protección contra la apoptosis en el tracto

de salida del corazón de embrión de pollo, por lo tanto, las células que no se

mueren en la periferia a las zonas apoptóticas, o cardiocitos adyacentes a los

focos apoptóticos son células que están expresando NF-κB y se protegen de la

apoptosis.

HIPÓTESIS

NF-κB es un factor de transcripción ubicuo y sus niveles de activación se ven

aumentados solo en los cardiocitos adyacentes a los focos apoptóticos generando

citoprotección en la zona  del tracto de salida del corazón de embrión de pollo en

estadios 28-30 de HH.
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OBJETIVO GENERAL

Localizar  zonas de actividad  transcripcional para NF-κB en el tracto de salida de

corazones de embrión de pollo de estadios 22-30 de HH y determinar su posible

participación previniendo procesos de apoptosis.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Desarrollar un sistema reportero de expresión con sitios κB unidos al cDNA de

la proteína verde fluorescente (GFP) en dos vectores de transferencia, uno

plasmídico y otro adenoviral, que permita rastrear la actividad transcripcional de

NF-κB  in vivo.

2. Localizar zonas apoptóticas y zonas de actividad de NF-κB (citoprotegidas) en

los cardiocitos adyacentes a los focos apoptóticos del tracto de salida.

3. Inhibir farmacológicamente la función y la expresión de NF- κB in vivo con Bay

11-7085.

La descripción de materiales y método y resultados, se presentan en los artículos

1 y 2 que se anexan en el siguiente apartado, después de ellos se da una

discusión de manera global al trabajo y se añade una conclusión. Cabe mencionar

que además se incluye en el apéndice A una revisión sobre el papel del factor de

transcripción NF-κB en la célula cardiaca, el cual es un refuerzo al marco teórico

que sustenta el presente proyecto.
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CORRECCION ARTÍCULO 1: La figura 4 del artículo (corazones alterados)

corresponde a la gráfica de barras y la foto de los corazones alterados es en

realidad la figura 5. Los pies de figura quedarían de la siguiente manera.

Figure 4. Dose-dependent effects of Bay 11-7085 on incidence of heart

alterations. (A) Injection of vehicle alone produced no external or internal effects

on the morphological structure of a chick embryo heart. Panels (B-F) show different

kind of alteration in chicken embryo hearts injected with Bay 11-7085. Alterations

were mainly seen at the outflow tract (OFT) and it are showed with arrows,

including IVC (B), great arteries (C), brachiocephalic truncus absence (D),

brachyocephalic truncus absence (E1), DORV (E2), IVC (E3), subvalvular stenosis

(F1) myocardial right ventricle thickness (F2).

Figure 5. Morphological alterations induced by inactivation of NF-κB by the

specific inhibitor Bay 11-7085. A) Embryo hearts injected with Vehicle 1 (PBS +

8% DMSO) or 2 (PBS + 12% DMSO); B) embryo hearts injected with Bay 11-7085.

Dark bars represent the percentage of hearts with some morphological alteration;

white bars show the percentage of normal hearts..
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" M.aterials and method.s 

IR Experments were ccnlu.cted in chi:Jcen (GaUus galtw) em­
.. bryos oi tJ-.e Whi~ Leghorn w-ain from ALPES SA de 
'" CV (Mex ico) . Fertiliz.r.d chicleen embryos were incubata:i 
$1 at 37 SC and 86-$7% humidity in a forced-dnft iocube.tor 
.. between sUges 23-25 as defined by Hamb..trger and Hamil­
,., ton (HH) [19] . 

* Ccnstructions genera tion of pNF-KB -úFP reporta 
• plasm id 

.. 'Ve generated a NF-JC B reporto" voctor with green flu ­
" ore~nt protein (GFP-cDNA) . 1he ¡Tomotl'!" region oi 
n tJüs repor~r vector conuined tJ-.e m inimal TK ele­
O> mentJ; and four congensus binding sites for the tun­
.. 9Cription factoc NF-;;;B joine:d to GFP cDNA . Primers 
.. wet"e designed lo include HindIlI and Xbal restriction 
.. sites (folWard SIaascttocaatggtgagcaagggcgag31 and reverse 
.,. 9tctagattacttgtacagctcgtocatgocgag 31)(Fig. 2(A)).1be GFP 
~ cDNA of thepEGFP-Cl plasmidwas amplifiod byPCR. The 
.. 744 l}:l amplified fr agment was wbcloned using the same 

,. H indIll aOO Xba l restriction sites, aoo the skeleton oi the 
'" pNF-;;;B-Luc plasmid (bodl plasmids fr om Clontoch) arrl 
lOl the new reporto" vector pNF-JC B-úFP were gmeutod. The 
,n p" esence of NF-;;; B binding sites was verified by rew-ic-

tion ou;yme digestion and autom ated SIe'luOlCing, and it was 
te~ in c ardiomyocytes i so la~s . 

Get-.erat ion oi adenovirus recombinant 

1ñe plasmids to generate a recom binant replication-<lefective 
adenovirus were a gift irorn Dr. Vogelstein from H owar 
Huges hlstitUte, and the construction wer e m a~ following 
the methodology describo.:! in [20, 21]. The overall strat­
egy developed is diagrammed in Fig . 2 and irrvolved dU'ee 
steps. First, tJ-.e fr agment WitJl NF-KB sites and GFP from 
pNF-KB-GFP was cloned into a pshutHe voctor. $e.cond, the 
resultant construction was c1eaved WitJl ¡:me 1 to linearize it 
and transformod together w ith a sUpl'!"coilod adenovira I voc­
tor pAdEasy ioto E. coli strain 8 15183 . Recombinants were 
s.e lected w ith kanamyón and 9Croened by reá riction endonu­
elease digestioo and automated s:e<J.ualCing . Third tJ-.e rocom­
binant adeoovira l pla¡rn id comuuct is c1eava:i with pac l 
and transfocW into packing cells (293 cellline), and after 
5-7 da}'5' "''e obUino.:i the adenoviral infa::t ive ro.x>mbinant 
partid e5. 

~lls aM virus 

'" 
,,' 

'" 

," '. 
'" 
'" 
'" 
'" ,n 
'" 
'" 
n, 

'" ,. 
'" 
n. 

'" 
'" 

'" 
293 «;lls were kept in cel1 culrure dishes (Fakon ,,.. 
10 x 10 mm ) or six plates dishes fOf virus titration; with , .. 

DMEM (Invitrogen, USA) suwlmJ.entod with 10% necnate '''' 
bovine M UIU (Hi-clone, USA ) and antibtotics (100 mg/ml 111 

streptomycine aOO 100 Utm l peni.cil1in) (Invitrogen, USA), ' .. 
incubated at37"C, 5% C0 2 and 100% humidity atm oifhere . 'lO 
The s.ek:ct ion oi rocombinant adenovirns ~tr a in was amplify ,~ 

in a ao; l1ular reactor and its titration as desaiW [21] and we 'N 

obtained an adenoviral cCt1Centrat ion oi 2)( 108 pfus/ml. " .. 

In virro e:w.:pression assay 

To dek!(;t tranocript ionally active ionn s ofNF-x: B, 20chicken 
emtry05 at HH stages [23-25] (4 to S days incubation) were 
disse.cted lUlder s~reoocopic m icros.::o¡:e (Zeiss. AxiosUr 
p1us).1he OFf was geparated from the ventrid es and placo.:! 
in Epperrlorf rubes with fhoSfhate b..tffered saline solution 
(PBS) at 4~C . Cudiocyte5 wefe dispersed to generate pri­
mal)' cultures following the Eschenhagen {22] method with 
modifications . Hearts \Vere wa!be<! twicewith PBS and o~ 
w ith 0.25% tryp>in ro 0 .1 % EDTA (Gittco, USA). Su~ 
s.equentIy, tJ-.ey were d igested WitJl tr)pSin¡EDTA fOf 5 min 
at 37"C while teing shaun gently. The digesto:! samp1es 
were centrifuged. 1be resultant supematant was discarded 

aoo the peBet was sub;eded to 3 digestion aOO incubation 
cycles with 0 .1 % C(lllagenas.e in PB S for 5 mino until the 
t issue was completely digesttd. To the b st incubation cy­
ele, 1 U DNAs.e/m 1 (Gibbco, USA) wa~ a&:led. Isob ted cells 

'" 

'" ,. 

". 
'" 

'" 
". ,. 
'" 
'" ". 
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Apoptori: o : 

-----------------------------------------------------------1 

I!!o.I II IlhooI lI l 

\ 
(A) Plumid con!l1 rucction 

r ----------------· 
.... , 

\ ... 1 80ml ll 

.. " 
I ..... 

1 .......... 1000 .. Z'JJ <rilo 

IIh,d lll :\1001 1Ioon~ 1I 

I I ... • 

~ ----------------¡ ... , ~ 

l*>t ~----~-!...-- Ruombiftallnf«t i>-o 

~ --J Adeoo\'in l P;¡,nides 

Flg. 1 Diagram c{ 3trH~y dC3igned for ooJl3 truction of the Nft¡o:B­
GPP reporter veclors. (A)In I MI step we constructed a plarmid wilh !he 
NP..,o:: S binding eiteajoined 10 OFP <cONA . (S ) In ~ IJoe<XIn d S~P we u~d 

Fli . 2 Repocler plu mid 
e.xpreuion in itolated 
cudiocyte~ from primal)' 
<cu ltllrC$ of chicken cmbryo 
heart. Te- venfy the fUl'l<Otion of 
the pNF-KB_GFP oonstruc~ 

itol~ted cardiocytu werc 
tra!l.!fected with the pln mid and 
left in Jerum_free medium fer 
24 h. NF-¡o:B activity wu 
induced by INF trealment. (A) 
non-s timubted c.u diocyte:s . (S) 
OFf' eo;presaon in rt:Sp0n3e 10 
TNF-medialed NF_KB 
aCIl~tion 

, . , 
\. 

\ 
I 

a 3ystan u> gena-atc a recorrbinanl adcnovirus, fo r which the plasmid 
oonrtructed in panel A wu use:! (for detaíls check methedoloay) 
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,. wl'!"e kept n cdl culture dimes (Fakon 35 x 10 mm) with 
11' DMEM (llNitrogen, USA) supplemellted with 5% neOllate 
'11 bov", Olerum (Hi-d one, USA) ro antibiotics (lOO mg..ml 
111 sueptomy<:ine and 100 U/mi penicil1in) (lnvitrogen, USA ), 
,.. incubated at37°C, 5% C0:2 arrl 100% humidity atm ospbere. 
,o:; Isolat.ed c ardiocy\es were transfected with 2 p..g of the pNF­

,.. KB-GFP plasmid with FUGENE (Roche D iagnostlcs, USA) 
w following the manufacturer '~ imtructions, or an infection 

'. with 100 moi of adenovirus part icles done or Klenovirus 
n. plus bay 11 -7085 (1 .2 m~'I) . 

'" NF-ICB induction experiments in cardiocyte~ were per­
", fonned aocordin,g to Bergm aruú method [23]. Briefiy, cells 
", were rumu lated for 24 h with 10 ng/ml1NFa, and 48 h 
'" lata ~lls \\'ere observa:! with an epifiUOfeSCUJCl"; micro~ope 

,.. (Cad Zeiss Axioplan, IO x ). 

,,, In vivo NF-KB expl"ession 

", To examine in vivo NF-K B expl"ession, an in ovo electro­
'" poration I?:perimmt was performed. To gain ~ss to the 
,~ emlxyo and I?:pose the heart surfa~, a small wruow was 
'" opened on the 5he11 and the sUlTounding extracellular mem ­
'10 branes \\'ere removtd. ~ urweik:d, fue whok heart was 
m exposed to the plasmid or adenovirus by a pericardial injec­
In tion. M icroinjoction (0.5 ¡ . .:-I of any voctor or vehicle) was 
m perfonned with a G- l c apilla!)' micropipeUe from Narishige 
,,,. Co. LID (Japan) under a stereooc:optc micro~. In plas­
m mid case, microinjoction solution was a 2:1: 1 mixture of 

,,. pNF-K B-GFP plasmid (3-5 p..g), minenl oil aoo chIta ir*. . 
l1J Electroporation was i>Ub>equently carried out during w!üch 
,,. four 28-V, 35-ms pulses were delivl'!"a:! or an injoction with 
,,. 0 .5 p.. l of adenovirus particks done or 0.5 ¡.fi adenovirus 
,. plus 0 .5 p..1 bay 11-7085 ( 1.2mM) injected at the ~me t ime. 

.." 1he wiooQW5' were sea k:d and eggs were incubato.:l for 48 h, 
w suooequently extrac~ and whole heart was observed under 
~ an epifiuore.s«";nce micro~ope (4 x or 10 x ). 

»< NF-K B inhibition 

1M To resONe if NF..¡¡; B ii a demm inant of heart morpho­
,.. genesis we blacked the fhosphorylation of a bioffiemical 
w event associabi with NF-KB activation with the irreversible 
'* inhibitor Bay 11 -7085 (Calbiochem, Gnmany). Forty em ­
,.. bryos at stages 23-25 were preparoo fOl microinje.:;t ion as 

,.. de~ribed above, arrl then the embryo's hearts were injeda:i 
'" witll O.5 ¡.d of 1.2 or 2.0 mM Bay 11 -7085 (dissolved in 
In dimethyl sulfoxKle (DMSO){SIGMA, l\iexico) dikIted in 
In PB S). Otre inje.;ted, eggs were Slealed aud retumed to in­

, .. cubation, aOO the development ofthe ir1o.::ted embryos was 
lO! al1owOO lo co~inue fOl 6d, untillll{ stages 34-36 when the 

,o< feul heart has partitiono.:i . Latl"!", the hearts were disSll";(:to.:I 
m for mor¡:hological analysis w ith a stereoscopic micros.cope. 
,~ Embryos that died during the I?:perimolt were coBec ied mi 

analy1r:d at the end of the I?:periment. Sutistical analysis 
was done with the X 2 test., n = 40 embryos. Comparisons 

with a p value < 0.05 wl'!"e considera:! significant in all 
cases. 

TUNEL assay 

For TUNEL as~y studie~ , hearts were fixed in 10% neu­
trall;o.¡ffered formaln, paraflin-(tllbe<kW or froz.en aOO SlI";(: ­

t iornd in sagitta,1 plan. 1be 5 ¡.¿m s.erial sectiOIl, were stained 
using the TUNEL technique as sug8e~ by manufacture 's 
instructions from PROMEGA.1he slices were mounted with 
Voctash ield. Slides were oOOerved under a laser s.cafUlig con­

focal micro~ope (üiss LSM410; Axiovert 100, Zeiis 40x 
plan-Neofiuor \VD 13.5 mm, exita,t ion lires 488 lKll for 

groen). 

R~lu 

To analyze the distrbition of tranocriptiona 1 active fonn s of 
NF-ICB, we l;o.¡ ilt and Wlployed a pair of vectors such that 

the I?:pression of the GFP-cDNA reporter trans.criptrevealed 
only th ose cells with active forms of NF-ICB. 

NF-ICB exp-ession 

Cardi ocytes were grown up in p-imary cultures from eells 
that were ir.-olaied from chicken embryo hearts (OFT aoo 
ventric1es) transfected with the p NF-IC B-GFP construct and 

treato.:l with 1NF-Ct . Cel1s I?:pres"..,j GFP in response to 
NF-ICB activation (Fig. 2{A) and (B»), as BergmafUl el al. 
[23] reported p. eviously. 1l1is induction's experime~ con­
finn a:! pNF-ICB -GFP reporter functionality. \\Iben we ca­
parisoned in an in vi rro assay the efficiency of transfec ­
t ion individu ally for both vectors, we found a 30-40% with 
the plasm id (Fig. 3(A», while a 100% were fOl the ade­
novirns (pig . 3(B» . '!'he same plasmid aOO the adenovirus 
were us:ed lO indiroctly lacate the presence of trans.eription­
ally active NF-KB in vivo, in microinjocted d octroporato.:l 
or microinjeckx1 infocted hearts . Forty-eight hou!1; later, fiu ­

oreSCUJCl"; was detocted at the OFf region (pig . 3{D) aoo 
(E» . We faund beUer results in GFP expres:s ion when in­
jected the hearts with the rocombinant replication-defoctive 
adenovirus. 

NF-ICB inhibition 

In ordo- to irwestigate the inhibitory efí"e.:t of Bay 11-7085 
in GFP expression. which reveler th! NF-kB presence, we 
culture cardiomyocytes in vi tro with the inhibitor aOO we 
injocted it in the heart at the ~ame t ime that the adenovirus. 

1be resu lts obtained showed a diminisJ-r.d GFF I?:pres:s ion 
in cardiornyocy\es in vi/ro (Fig . 3(C}) as well as 7/15 hearts 
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Fl¡ . 3 V«ta rqxn1er 
Expfeision. The eficicnt of 
tnmsfection bc~ 1x>th 
,,«ion......ele oonvanlOll 
bctwew &Il i /l-vilro (A .md B) 
Mki an in _v ivo (D axi E) An ay. 
Tbe pl.asnid (D) AIXi thc 
~1I)"iIlB (g¡ ~rc uscd lo 

indi R:<:tly 10cMe tlr ¡:.eaence o f 
tnulLUiptioml1y N;:tive NF-o:: B 
in microi.njectc:d cloctropoc"ted 
or microinjedcd ilÚected be1lrta. 
WG bund bettec readts in GFP 
cx¡Tcm on ~n !be beMts lO.'eIe 

injocto:d with thc m xmtlinant 
repl.ication-<kfective 
Adc:m " ilUi. Forty-rigtt boon 
b t«. lloor~ W,,¡¡ detecte<;! 
al thc OFf retion. lbe ptmcl (C 
Nld F) showm the inhit:i tmy 
eft'ut of B"y 11-7(1$5 in GFP 
cx¡Temon 

CardiornyocyttS 

injocted with bay 11 · 7085 showed a deí:leeS in GFP ex· 
pressioo in the OFf (Fis:. 3(F», 60-70% IO\\ler than hearts 
injocted with adenovilllS akme (Fis:. 3(D}) . This experiment 
confhmed bay 11·7085 as n hibitor of NF·1(B activity in the 
OFf. 

In «}}er set of experiment fo r imibit NF·1(B fmctioo. we 
tested the in viw etfocts of Bay 11 .7085, its mic roinjoctioo 
alteled morp:lOlogy within the Off zooe of the heart. pre. 
cisely in the ~gion where the ftu orea.::ence of GFP appearo:1 
when hearts were injected with fue reporters vectors. Fig-
ure 4 shcws the most seveJe drug-indlced OFf alterations. 
Fifty-two arrl 82% of hearts injected wilh 1.2 and 2.0 mM 
Bay 11 -7~5, respective1y, were afH icted with sorne type of 
mor¡ilologk:al alteratioo. (Fig . (5) X2 p,s < 0.001 w . control 
sporadk: defect Tate). 

Another ccnsequen::e ofthe inhibitioo. of fue NFkB ftn:: -
tioo. results in the increase of ce1ls on the OFT region. 
which gone lUlder apq:tosis death. Figure 6 shows illl in-
crease of labekd tunel cells in the embl)'os treated with Bay 
11 -7085 . 

Whole Heart 

Cardiac alterations 

Plasmid pNF-k.B-GFP 

Adenovirus 
pNF.k.B.GFP 

Adenovirus 
pNF-kB-GFP + BA Y 
11 · 7085 

Table 1 sumnaries the mole frequent heart alterations caused 
by Bay 11 ·7085 treatment. Prncipally \\le obseJVed intra · 
ventricle cOfInUIk:: ation with ootlet vearirular septal de· 
foct. subYalwlar stell(JSis. and dooble outlet right ventrk: le, 
abseoce oC left or rigiX brachioce¡1lalk:: tnmk . 

Discussi on 

The chk:ken embl)'o is an advantagerus model for fue shldy 
of heart deve1cpnerX for several reasons. Firstly, it allcws 
in vivo expermerxs to be carried ca without altering fue 
microenvironrnmL In addition. mrulipulation arrl hillldling 
of the embryo is relatively simple, while the cost is afford-
abk enough to enabk a large munber of sampks to be in-
c1uded per experimento Moreover, a detailed dea.::ri¡:tioo. of 
chicken embryo deve1opnlent. as provided by Hamilton arxl 
Harnl:urger. has been availabk sioce 195 1. 
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Fli . 4 Do!le-dc:pcndc:nI d feds 
o f &y 1 1_7085 011 irri<knoe o f 

he.vt alk rsiolU. (1\) Em1;ryo 
he.vu injedod with \l(:hick 1 
(PBS + 8% DMSO) oc 2 
(PBS + 12% DMSO); (8) 
emlIyo he4U in~ted "..i th &y 
11-7085. D.vl.: 1;w& fqx-eged 
!he percab.ge ofbeMt» with 
!lOme Illor¡:holot ical 8I.terMion; 
'oI'hite 1;w-a 8how the perCftl~ 
ofwmW beNts 

T.bI.~ 1 C.W3IC MterMions ill<ft.ud by B,,-y 11-7085 c:bin,s chicun 
heNt devclopnrnt. Twe o f c.vditIC Ñ.teDtiom\ c.w.iled by imibition o f 
NF_KB adiution c:bin,s chicUn nnlIyo ht.vt <bclopnent. Em~i 

;vece injecto:d ""'¡th di fferrnt OOID:ntr8fiOIU of Bay 11-7085 and rein­
cubated for 6 daYi lo lIHo.,.. ckvdopmc:n: lo ccnc::lude. Afler this period. 
em1:cyoo. lI'«e sacriñcro. Mld those th.R died durint !he o.;perim::ut 
lI'«e oollected (. = .o(l) 

Interventricdar oommmiClltion 

Great Nteri~ Iillbl'MVUN stellOai 

DoOOle oudel right velnicle 

Nwnba o fheNt lIIkcMioIli 

& y 11-7085 CootlOb 

17 
10 

7 

, 
2 

Vi IlCCIÑ. C'Ctopill J 
blterventricdar oommmiClltion 3It 2 

subpdmoruuy Ntery 

Hyp:>¡:Ustic ri~ht vcntrick 
Ectopill cadis 

~ric.vdial spil1s 

00rn 2 

_ \Ve studied !he expressiOO and fuoctioo oC NF-KB ooring 
"" a stage of healt develcpnent that iocludes a crib :: al time 
"" perioo for the mOlphogenesis oC several hea rt Slmetures. in­
"" cncting: growth oCmyocardia l OFf, development ofthe OFT 
,.. ridge.s, ~¡:tatkm of the arteries of the proxma l regio!l and 
,.,. fonnatioo of the arterial val ves. Our results sh (M1ed that NF­
,.. KB is actively expressed in the heart at HH stages 23- 24 , 
)f1 aOO that ts ¡:ilannacol.ogica l n hibition during these stages 
,.. C:lUf:eS severe development atmonnalihes thrOO8h an i!lcre-

me:nt of apoptosis. 1be strate:gy was to inje:ct a IKK spo:ific 
pharmacological inhibitor directly into the: de:velcping he:art 
to pJevent IKK ~osphOlylati oo. inhibiting the: inte:ractioo 
~twee:n lKK and IkB. Thus in the: p rese:nce of this inhibitor 
NF-j(B re:mans inactive: in the: cytoplasm [24, 25]. lnte:r­
estingly, whm highe:r c oncmtratirns of Bay 11-7085 were 
u5le:d (data not shown). he:art alte:rntions and e:mbryotoxocity 
were more evide:oc. ndicating that the:re: are cytotoxic and 
probably mspeí:ific effocts of sorne ¡1lannocol.ogical NF­
KB inhibitors [1 2]. lt is wOlth nCCing that since NF-KB is 
a ubiquitous tranf:ICri~:(joo factor, it is certainly possible that 
diffusioo oC injeí:ted Bay 11-7005 CQuld affoct C(her Qrgans. 
However, NF-KB expressioo revealed by !he reporter plas­
mid pNF-KB-GFP (which shows coosensusbncting sites fOl 
p65/S G) was loca lized to the same sites as the alteratioos and 
fowId to occur at precisely the same time (HH fltage.s 23- 24) 
as when NF-KB activatkm blockade inteIfered witll OFf de­
velopment increasing the apoptOsis rate .1lu.s these Mdil18s 
provide compelln g evidence that altered NF-KB expressioo 
c ootritutes tú the emer6'tnce Qfnoo-spootaneous heart alter­
ations. ln this respect in Fig . 7, a ¡xx'>Sible model oCthe everws 
invol.ved in the iJrtlction oC apoptosis 00e to the blockade of 
NFKb is showIl. 

1lle mo¡phological alterations that r.x: ompanied NF­
KB inhibitioo resembled cQmmooly occurring: hlIllan car­
diC{lath ies. 1lle most frequent alterations fOlUld in our study 
......ere n terver1ricular cQrrnnlUlicatioo (TVe ), doOOle out­
let right ventricle (DORV) and valvular aOO grest arteries 
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Flg. 5 MorphologicM&tec",tion8induoedbyiru.ctiv>lti.onof NF-,o:: B by 
the ~ific iJilibitor &y 11-7ú85. InjoxAion of~ck aone ¡;«xI1JCII:d 
nnrJl:tt-JruIoI (A) <>I'";,..,rn:tI (B)df""-':a nn 1:htmnrrh<>'nt;ool otn",ture"f " 

chict.entryohe.vt. PMrlsC >fldD ibow",chKt:.~be.t injected 

with Bay 1 1 .7~. Thia ~ di~ayJ IIOme o f fue rruny dlkrMiolU 
causro by this d rmicM ~eut. Alteutions lI'eIe Ill.1Iinl.y ~n a' me 
out6.)w tnocl (O FT), ind uding ilbvalvd ,.- Iltrnoua (e l and D 1); doul;k 
outld of ilie right ~trick (02); inkn'cn~culM oollIlluruca.tion (D3) 
MXl rigk ~tride hyp;>¡::tasi" (1)4) 

r;tenoois. These fioongs are in agreement w ith previous wOlt. 
demonstrating an associalioo between dis~ted OFf, :lOO 
me devel<vment of CIV aoo DORV [26} . AH of the a1-
terations were located within anatomical stnxtures whooe 
develO¡:rnellt iSo af>sociated with OFf fonnation, in the s.ame 
regioo where ~ fin d the NF-KB expressioo . TIms, mese 
firrlings suggest that NF-KB inhibit ion may be nvolved d i-

rectly with th e inOOction of frequent coogenital cardiac al-

terat ions, sa;::h as FallOC tetralogy, as. SlJg8eSted by Mou [7] 

and MaQuing: [8]. 

Although the pll!setI data demonSlrate a pivotal role for 

NF-KB during: heart development. SOOle reports in t ran So-
genlc nüce wlth b locked NF-KB activatloo h::rve indicated 

that NF-KB is n ct an irrl ispen sable t ranocription factor for 

heart developnent [12, 14]. This incQngruen::e may be dueto 

me wide ran ge Qf possible dimers that can be fQnned among: 

mem bers of the NF-KB fam ily [24, 25] because Qf the ftn: -

tiooa 1 redwrlan::y Of NF-KB sutunits [2 7, 28]. Purthennore, 

-
Flg. 6 TUNEL·a~y dernoltrMing ".x>ptOAB of chKhn OFf he.vt 
&~ by tlr N&B bloctade by Bay 11-7035. Prurl A sOOwi JI 

mKrogrAph ol A oontJol beart lit 14 H H Wige and in pancl B ti. 

beart so( 34 HH where NFo.::B ftnction w,u ""teRd by B,,-y 11 -70$5 
injoct:ion 

it h as been impossible to generate mice w ith a cCfI1J1ete 
knockout of al1 Re! family members bo;:auge p65 knockoo.t 

mice die in utero, warmt1y as a resu.1t of w idespread liver 

apq:tosls [29] . 

It is not SO d e ar \Vhy alte rations emerged in the region of 

the large arte ries in aó:1ition to in the OFT regirn. c on sidering 
that these structures have their origin in the aort ic sacs [30] 

and not in the OFr. It is poosible that NF-j(B l".Xpression was 

oot observed in these structures bo:ause the plasrnrl m ay 
oot diffUge to the aortic arches regirn frcm the pericardial 

cavity Vrhere it was injected . On the other harx!, the chem ical 
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large arteries are due to a dim::t or indirect effect of NF-j(B 

inhibitirn . 

This preSl:.":nt study is the first in chicken embryo to pro-

vide evidence that intelfe rence witll act ivat ioll Re! family 

'" ,. 
," 
,. 
,. -
." 

~ 

~ -
~ -. , -
'" 
~ 

= 



35

¡ NORMAl HEART oeYFl OPUfNT 

IKK ----11 el I~KB~:¡;I ~NruLJ;;;;:::J 
( 

low apopIosis rate 

CYTOPLASM 

NUCLEOUS ,------'-,7 0, 
I NfkB I ~ I V EFFECTOR GENES 

DNA 

I CASPASES 

BAY117QS5 

IKK 8 
CYTOPLASM 

~EFFECTDR GENES NUCLEOUS 

2t= 
DNA 

I GASPASES 

Flg. 7 Schcmlltie view ofp:lssiblelOle ofNF...: Bin thepm.lXtionof~ai8 during OFT he.vt devdopment. Panel A ¡h)1,W therokof NF-,(B 
unda IlOnmI devdolxnmt.. Pancl B sbo.....u the ah crM NF_KB ptlthway irrluccd by Hay 11.708's 

:o!l m~mbers can result in the induction of apoptosis and con­
genital ca rdiopathie3 during heart dcvdopnent. It fWlain~ 

to be detennined whether Olher Re! family members fonn 
>U active dimers that mediate moqilol.ogical processes involved 

in the transfonnation oCthe OFf during: cardio~nesis . 

4J A ~kD.owled~e.ts I-knwxkz.GutierJle:Z: r«ri?led A achoI.tnhip from 
Con&cyt MKl SUWOl1 o fthe PolVado.UNAM. Thi s study WAS p.vtWly 

~ 8UppOrted by ~.Ptoject 33373. A ~Tol'e$9tOn~ scioJti ic «Irm­
at Writoe Sci~ Ri! hI WM conmltcd duri~ !he prepu-ation o f thi . 
mallU8(TÍpt. 

Refel\'nces 

1. Li e , BfOIl1dc:r W. Kao RL (1999) EMly &ct:i" ation ofuMl5Cri¡:t:ion 
,... faco NF·.:B cUring illChemia in pn-fused ra t beart. Am ¡ Physiol 

276:H543_ID:52 
2. Wo~ se. Fulaa::hi M, Mduyk P, Rod~ 1, GiNd A (1998) 

Ilxluction of cydooxygeruu1e-2 ""id activM:ion of nucleM f~ 

141 ,d~ in ffi)'0C4dium of patienu I'Iith oongeAAc beaI1 failure. 
,... Ciro . ."tion 98: 1())...103 

3. Cooper M. Lindholm P. FXpn- G, el al. (1998) M)"O'CNdialnudeM 
facDr activity aIXi nitric Olcide pi"ocbction in rep:ti~ cardiac 

m alloUd s. TramplMltÑioll 66:838- 844 
4. Ritchie M E ( 1998) NudeM Údor /( Bis rlcctively aIXi rruulzdy 

activated in hLJ:na.tu IlIith wlStM,ie au,g!l.'- pect(:ri ll. Circul.-iou 
lI"J 98:1107-1713 
ni 5. Ktbota T. Mctieman Cf, lYyc CS. ct tAl (1997) DilatedCMdiorny­

opathy in tnuugeric mtoe II1ith etrdiac specific o~rex¡xlC$ston of 
tumoc !Xcros:i5 factor_al.pha. a re Ru 8 1:627-63:5 

6 . Frolllepro J, lnfgJcnAK, Nylxl"! P, el al. (1999) Cytokine ex¡:t"ei _ 
Ilion in advancal tnuru.J. atheJosdecotie ¡i~: Daninanoe o f 
¡x-o-inftMlllmtory (fh1) and tmcro~- ¡¡timulati~ ~ki.ne&. 

A~o_lCl a-osi s 14:5:33-43 
7. Mou SS, H~k SE, l..eq.riec L , ct al. (2002) M:yocxdial 

in l atlIll.MQly activMion in children with oongenitN. digeage. Crit 
CareMai 4:827_832 

8. QiJll; M, $churmchec K, Hebe R, e t al (20)3) Intnlm)'OCNdial 
I)'ntJra s o f pro_Sld Mlti_infanurutory eyokinu in inf1lllu with 
congenitN. eani ac defeds. J Ame Coll Cardtol. 41(12):Z266-2T14 

9. HiroCMli S, Otm K. Nighid¡¡ K. 101 al (2\XI2) lnI'Olvnnent o í 
nuc:kM foctor_kAppaB aIXi apoptosi s agul-rC!u1ati~ Dn»e 1 
in G -¡:.okin...x>upled = ¡:>tOI" llgOti S1-iJXbo;W cardiomyocy1e 
hyp::rtro¡i:ry. Circullloon lQ5(4):5O;l- 5 15 

lO. Jona WK, Bro'MI. M , Rm X He S. M e!Uinnea 11 (2003) NF_kB 
a8 WI lnttgrawr of Di~rllC Si.gnllli~ Pathwayi 1be HeaIl of 
MYOCNdial. SigWi~? Canliova liC Toxicol 3(3): 229- 2:54 

11. McGowMl BS, Cioomvo EF, ClwI TO, ~AM (2:0:)3) The 
twame 1:d~ ¡::ro-~tic and anti -llroptOtic pMhII1ayil in the 
fsitio! myOCill"diwn. CardiO'VaIiC Toxirol 3(3): 19 1_205 

12. DaMl S , XlUlIl YT, MsriMl M, el al. (2001) Cardiac-ipeci i eabroga-
6011 ofN F_ bppa B actiVatioll in miee by trNUdomillNlt ("Xp-usion 
o f a mut.vlt 1 kappa B alpha. J Mol. Cell Cardiol 33(1):16 1_ 173 

13. Z¡~li B, Hm PYi, Yant Z. O'(:(lmOf M, De-Lidxrt A, 
Wo~ HR (2OCI2) At-nce of induciHe nitrie mUde i)'ntM»e 
Illod¡}a~ early repecfusion-induo;;:ul NF-/(B and AP-l activation 
and enhmoes lI)'OCMdial &mage. FASES J 16-:327- 342 

14. Misra A , Cbm Z, Sivasubranunitlllll, ct al. (Xú l) 80th cardiac 
myocy1e sp:>ptollis and infarcl 1li 2IC .-e increaged ill micG with 
defa:tive NF_,o,: B si!lU!i~ . Cil"culatiaJ 1000Su¡:p.. ):II_ ll 

1:5. Higu:hi Y. Clan T O. Broll-ll MA. et al (200:5) Caráoprota:ton 
Affordcrl by NF-{.-:}B Abls60n b A ooci*o1 l11ith Actiution of 
Akt In Mee Over_Expre_~ TN F{ a} . Am J Physiol He.v1 Cire 
Phygiol 

~ 

.' 
~ 

~ 

* 

~ 

», ,. 

'" 
'" ,. 

'" 

•• Au:pls 
pI'O'Vide 
poge 
rnnge 

Au:pls ... provide 

.. , poge 
rnnge 



36

Apo¡::tosis () 

'" 16 Brown M, McGuinnessM, Wright T, el al (2005) Cardiac-s¡::ecific 
'14 blockade of NF-KB 1Il cardiac patho¡::hysiology Oifferences 
41' between acute and chronic .otinuli in vivo. Am J Physiol Heart 
,1< Circ FhysioI289(1):H466-H476 
'17 17 !ay PY, IWlTD S (2002) Elucidating :he lTDlecular md genetic 
'lO interactims resp:::tlsible for congenital heart disease. Pediatr Res 
'" 51(2):127 
..,. 18 Ferencz C, Rubin JO, McCarter RJ, et al (1985) Maternal mitral 
..,1 valve prolapse md con~nital heart disease in the offspring. Am 
= Heart J 11[(4):899-900 
.." 19 Harriurger y, Hamilton HL (1951) A series of nonrrd .ota~s in 
<24 the developrrent of lhe chickerrbryo. J Mor¡::hol 88 :49-92 
.." 20 He TC, Zhou S, Da Costa LT, Yu J, Kinzler KW, 
.." Vo~lstein B (1998) A silTf'lified sy.otem for ~nerating re-
<27 corrbinant adenoviruses Proc Natl Acad Sci 395(5):2509-
.m 2514 
..,. 21 Badrichmi AZ, Stroka OM, Bilbao G, Curiel OT, Bach FA, 
",. Ferran CJ (1999) Bcl-2 md Bcl-XL serve an mti-inflamrrn.tory 
.,1 functim in endothelial cells through inhibition of NF-KB. Clin 
.~ Invest 103(4):543-553 
." 22 Eschenhagen T, Fink C, Rernrrnrs U, et al (1997) Three-
.'" dimensim al recmstitutim of errbryonic cardiomyocytes in a 
." collagen IrrItrix A new heart nuscle model system. FASEB J 
• " 11:683-694 

23 BergIrrlnn MW, Loser P, Oietz R, Harsdorf R (2001) Effect of ." 
NF-KB inhibitim on TNFu induced apcptosis md downstream '''' 
pathway in cardiomyocytes. J Mol Cell Cardiol33: 1223-1232 ." 

24 Parry G, Mackmm N (1994) Aset of inducible genes expressed by"". 
activated humm lTDnocytic and endcthelial cells cmtain KB-like ""1 
sites that .opecifically bind c-Rel-p65 heterodimers. J Biol Chem 442 

269:20823-20825 "'" 
25 Baldwin AS Jr (2001) Series introduction: 100 transcription factor 444 

NF-ka¡::pill md humm disease. J Clin Invest 107(1):3-6 "'" 
26 Arteaga M, De la Cruz MY, S~chez C, Oíaz GF (1982) Ocuble "'" 

outlet right ventricle: Ex¡::erirrental lTDrpho~nesis in the chick ""7 
errbryo heart. Ped Cardiol 3 :219-227 "'" 

27 Baldwin AS Jr (1996) The NF-kappa B and I ka¡::pa B proteins "'" 
New discoveries and insights. Annu Rev J ImrrunoI14:649-683 . so 

28 Weih F, Ourham SK, Bartm OS, Sha WC, BaltilTDre O, Bravo .,1 
R (1997) p50-NF-KB complexes partially corrpensate for lhe .s> 
absence of RelB: Severely increased palhology in p50(-I-)relB( -1-) 'so 
dcuble-knockout mice. J Exp Med 185(1): 1359-1370 ." 

29 Beg AA, Sha WC, Brmson RT, Ghom S, BaltilTDre O (1995) '" 
Errbrymic lethality and liver de~neratim in mice lacking lhe .,,, 
RelA component of NFKB. N ature 37 ({6536): 167-170 .,., 

30 Waldo K, Kirby ML (1998) Developrrent ofthe Great arteries. In os, 
De la Cruz MY, Markwald R (eds) Living lTDrpho~nesis of lhe '" 
heart, Springer-Verlag, Heidelberg, pp 187-217 " • 



37

ARTÍCULO 2 SOMETIDO A LA REVISTA DEVELOPMENT

New Submission

Your submission has been uploaded successfully!

Category Judith Eisen

Title NF-61547B Plays an Important Role as a Key Cytoprotective Factor in Adjacent Zones of Apoptosis in the Outflow Tract
during Chicken Heart Development.

Abstract

NF-kB is a ubiquitous dimeric homo-heterodimer transcription factor complex that normally resides within the cytosol.
This complex is inhibited by I954-B proteins, which inactivate NF-kB by trapping it in the cytoplasm. Curiouslyly, NF-kB
has been associated with both anti- and pro-apoptotic mechanisms. While NF-kB is most commonly found to have a
cytoprotective inlfuence, there are a number of instances where it can be pro-apoptotic, depending on the inducing
stimulus and the cellular context. It remains unknown precisely what role is played in vivo and during organ
development.
The presence of apoptosis, or programmed cell death PCD, has been widely documented in developing cardiac tissues.
Indeed studies examining avian development have shown that the shortening and rotation of the outflow tract OFT
require spatially and temporally regulated apoptotic elimination of OFT cardiomyocytes during heart development in
chicken. The aim of this work was to investigate whether NF-kB plays an important cytoprotective role during apoptosis
of the OFT, and whether blocking NF-kB can induce apoptosis during chicken heart development. In order to perform
these experiments, we designed an adenovirus vector that reports the presence of the active form of NF-kB. We then
used BAY 11-7085, an irreversible inhibitor of IkBa phosphorylation, to inhibit NF-kB activation. When Bay 11-7085 was
injected into the zone where the reporter gene was expressed, we found several congenital cardiac alterations in the
OFT, along with increased apoptosis. This suggests that activation of NF-kB gives rise to cytoprotective signals that
prevent the development of cardiac alteration at the OFT level.

Authors Salomón Hernández-Gutierrez1,2, Fernando Hernández-Sanchez1, Alejandro Zentella-Dehesa1,4, Isabel García-Pelaez3,
Manuel Ramos-Kuri1, Pablo Hernández-Franco2, and Emilio Rojas1

Subject
Category heart development

Covering
Message No covering message

Submission
File E:\salomon\paper2\Rojas_version para development (23 de marzo).pdf

Covering
Message
File

E:\salomon\paper2\cover letter development.doc



38

NF-κB Plays an Important Role as a Key Cytoprotective Factor in Adjacent Zones of

Apoptosis in the Outflow Tract during Chicken Heart Development.

Salomón Hernández G1,2, Fernando Hernández S1, Alejandro Zentella D1,4 , Isabel García

P3, Manuel Ramos K1, Pablo Hernández F2, and Emilio Rojas1.

1 Instituto de Investigaciones Biomédicas, Departamento de Medicina Genómica y

Toxicología Ambiental, UNAM

2 Escuela de Medicina, Laboratorio de Biología Molecular Universidad Panamericana

3 Facultad de Medicina, Departamento de Biología Celular y Tisular, UNAM

4 Departamento de Bioquímica, Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricion

“Salvador Zubirán”.

Running Title: Cytoprotective effect of NF-_B during OFT apoptosis.

Key words: NF- _B, Bay11-7085, Chick heart development, Green Fluorescent

Protein, Cardiac Alterations.

* Address correspondence to: Emilio Rojas . Instituto de Investigaciones Biomédicas,

Departamento de Medicina Genómica y Toxicología Ambiental, UNAM. México D.F.

04510. E-mail: emilior@servidor.unam.mx



39

Summary

NF-κB is a ubiquitous dimeric (homo-/heterodimer) transcription factor complex

that normally resides within the cytosol.  This complex is inhibited by I_-B proteins,

which inactivate NF-κB by trapping it in the cytoplasm.  Curiouslyly, NF-κB has

been associated with both anti- and pro-apoptotic mechanisms.  While NF-κB is

most commonly found to have a cytoprotective inlfuence, there are a number of

instances where it can be pro-apoptotic, depending on the inducing stimulus and

the cellular context.  It remains unknown precisely what role is played in vivo and

during organ development.

The presence of apoptosis, or programmed cell death (PCD), has been

widely documented in developing cardiac tissues. Indeed studies examining avian

development have shown that the shortening and rotation of the outflow tract

(OFT) require spatially and temporally regulated apoptotic elimination of OFT

cardiomyocytes during heart development in chicken.  The aim of this work was to

investigate whether NF-κB plays an important cytoprotective role during apoptosis

of the OFT, and whether blocking NF-κB can induce apoptosis during chicken

heart development.  In order to perform these experiments, we designed an

adenovirus vector that reports the presence of the active form of NF-κB.  We then

used BAY 11-7085, an irreversible inhibitor of IκBα phosphorylation, to inhibit NF-

κB activation.  When Bay 11-7085 was injected into the zone where the reporter

gene was expressed, we found several congenital cardiac alterations in the OFT,

along with increased apoptosis.  This suggests that activation of NF-κB gives rise
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to cytoprotective signals that prevent the development of cardiac alteration at the

OFT level.
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INTRODUCTION

NF-κB (Nuclear Factor-Kappa B) is a transcription factor composed of

various combinations of homo- and hetero-dimer components consisting of five

members of the Rel family, including NF-κB1 (p50), NF-κB2 (p52), Rel A (p65),

and c-Rel (Rel).  In un-stimulated cells, NF-κB dimers are sequestered in the

cytosol by inhibitor proteins, called IκBs.  The phosphorylation of IκBs and their

subsequent dissociation from the complex and degradation allow activation of the

NF-κB complex.  Paradoxically, NF-κB activation has been associated with both

anti- and pro-apoptotic processes (Barkett and Gilmore, 1999).

The embryonic cardiac outflow tract (OFT), the portion of the embryonic

heart connecting the developing ventricles to the aortic sac, plays a key role in the

establishment of dual circulation Pexieder, 1995; Rothenberg et al., 2003; Webb et

al., 2003).  In birds and mammals, OFT myocardium is added from a ‘secondary

(anterior) heart-forming field’ derived from splanchnic mesoderm beneath the

caudal pharynx after the formation of the primitive heart tube from the primary

heart-forming field (Kelly et al., 2001; Mjaatvedt et al., 2001; Waldo et al., 2001).

The OFT subsequently undergoes a complex remodeling process during the

transition to dual circulation.  It is divided into pulmonary and systemic circuits by

septation, a process dependent upon the invasion of cells migrating from the

neural crest (Kirby et al,1983).  The OFT also shortens and rotates in order for the

pulmonary artery to connect to the right ventricle in a position anterior to and to the
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right of the aorta’s point of insertion into the left ventricle (de la Cruz et al., 1977;

Thompson et al., 1987; Watanabe et al., 1998).

The phenomenon of programmed cell death (PCD) has been widely

documented in developing cardiac tissues ( Pexieder, 1975; Fisher et al., 2000;

Poelmann et al., 2000; van den Hoff et al., 2000; Schaefer et al., 2004).

Specifically during avian development, it has been demonstrated that the

shortening and rotation of the OFT requires the spatially and temporally

coordinated elimination of OFT cardiomyocytes; this reduction is achieved by

apoptosis between stages 25 and 32 (Hamburger and Hamilton, 1951) during

development of the chicken heart ( Watanabe et al., 1998; Salle et al., 2004).

The aim of this study was to test the possible participation in vivo of NF-κB

as a key cytoprotective factor in adjacent zones of apoptosis in the OFT, including

investigating whether blockade of NF-κB activation induces apoptosis during

chicken heart development, in the area where p52 subunit of the Rel family  is

observed.

MATERIAL AND METHODS

Experiments were conducted in chicken (Gallus gallus) embryos of the

White Leghorn strain obtained from ALPES SA de CV (Mexico).  Fertilized chicken

embryos were incubated at 37.5ºC at 86-87% humidity in a forced-draft incubator

between stages 22-24 as described by Hamburger and Hamilton (HH) (1951).
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Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction

Non-quantitative expression analysis of p50, p52, and p65 transcripts was

carried out by Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) on

tissue that was isolated from the different portions of the heart (OTF and

ventricles). The OFT was separated from the rest of heart (25 hearts) and total

RNA was extracted using an RNA isolation kit from Gentra Systems (Minnepolis,

MN) according to the manufacturer’s specifications.  Reverse transcription

reactions were performed with 2 µg of total RNA from each segment using the

following primers:

p50 (Forward 5’-cttaaaatggcaggagaggatcc-3’, Reverse 5’-gtacacttccgggaagcgta-3’)

p52 (Forward 5’-cttccgatttcggtatgtctgc-3’, Reverse 5’-gtagtacaagaagaaccactgcacc-3’)

p65 (Forward 5’-ggatgcggttccgctataagtgt-3’, Reverse 5’-gtggcgcgagtccagcataag-3’)

The reaction conditions for RT-PCR were as follows: an initial 1-h incubation

at 42 °C with M-MLV RT enzyme, followed by inactivation for 60 s at 95 oC.  After

RT reaction, a standard PCR denaturing step (5 min at 95 oC), followed by 36

cycles, each cycle consisting of 30 s at 95 oC, annealing 30 s at 54, 55, or 58 ºC for

p50, p52, and p65 respectively, and extension for 60 s at 72 oC; after the final cycle

an additional extension step at 72 oC during 7 min was performed.  All amplification

regents were supplied by GIBCO, USA).

Generation of Adenovirus Recombinant

The plasmids required to generate the adenovirus were a gift from Dr.

Vogelstein of the Howard Hughes Medical Institute, Maryland USA).  Construction
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was performed following the methodology described in He et al., 1998). The overall

strategy, which involved 3 steps, is diagrammed in Fig. 2.  First, a fragment with

NF-κB sites and the cDNA corresponding to the green fluorescent protein (GFP)

from pNF-κB-GFP (Hernandez-Gutierrez et al.,2006) was cloned into a shuttle

vector.  Second, the resulting construct was linearized with Pme I and transformed

together with a supercoiled adenoviral vector, pAdEasy, into E. coli strain BJ5183.

Recombinants were selected with kanamycin and screened by restriction

endonuclease digestion and automated sequencing.  Third, the recombinant

adenoviral plasmid construct was digested with Pac I and transfected into

packaging cells (293 T cell line).  After 5-7 days we obtained the infective

recombinant adenoviral particles.

Cells and virus

293 T cells were grown in cell culture dishes (Falcon 10 X 10 mm) or six-

well plates for virus titration with DMEM (Invitrogen, USA) supplemented with 10%

neonate bovine serum (Hi-clone, USA), and antibiotics (100 mg/ml streptomycin

and 100 U/ml penicillin) (Invitrogen, USA) at 37°C, 5% CO2, and 100% humidity.

The selection of recombinant adenovirus strain was amplified and titrated using

conventional methodologies.

NF-κB expression

To examine transcriptionally active forms of NF-κB in vivo, an in ovo

microinjection experiment was performed.  To gain access to the embryo and
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expose the heart surface, a small window was opened in the shell and the

surrounding extracellular membranes were removed in embryos at HH stages 22-

24 (4.5 d incubation).  Once unveiled, the entire heart was exposed to virus by

pericardial microinjection of 2 X 108 pfu in 0.5 µl with a G-1 capillary micropipette

(Narishige Co. LTD., Japan) under a stereoscopic microscope.  The windows were

then sealed and eggs were incubated for 48 h, when hearts were extracted and

observed under an epifluorescence microscope (Carl Zeiss Axioplan, 4X) or a laser

scanning confocal microscope (Zeiss LSM 410; Axiovert 100, Zeiss 5X plan-

Neofluor WD 13.5 mm, excitation lines: 488 nm for green and 568 nm for red) for

analysis.

NF-κB inhibition

To resolve whether NF-κB is indeed a determinant of heart morphogenesis,

we blocked phosphorylation of Ik-B, which is necessary for NF-κB activation, using

the irreversible inhibitor, Bay 11-7085 (Calbiochem, Germany).  Embryos at HH

stages 22-24 were prepared for microinjection as described above.  The embryo’s

hearts were injected with 0.5 µl of 1.2 mM Bay 11-7085 (dissolved in dimethyl

sulfoxide (DMSO; SIGMA, Mexico) diluted in PBS).  Once injected, eggs were

sealed and returned to incubation.  Development of the injected embryos was

allowed to continue for 6 d, until HH stages 34-36, when the fetal heart has

partitioned.  Later, the hearts were dissected for morphological analysis with a

stereoscopic microscope.



46

Antibodies

NF-κB family-specific murine monoclonal antibodies were obtained from

Santa Cruz Biotechnology Inc (USA).

Immunofluorescence

Tissue from normal hearts previously injected with adenovirus at 22-24

stage of HH, normal untreated hearts, and hearts treated with BAY 11-7085 at HH

stage 36 were immediately fixed in a 4% paraformaldehyde for 24 h, then

exchanged against 15% and 30% sucrose solution in PBS for 24 h each.  Hearts

protected by embedding Tissue-Tek OCT (Miles-Bayer) media were immediately

frozen in a cryostat.  Five µm sections were cut and mounted onto Poly-L-Lysine

(Sigma) coated slide and stored at –70 °C before staining using the TUNEL

technique.

TUNEL assay

For TUNEL assay, the hearts were fixed in 4% paraformaldehyde, paraffin-

embedded, or frozen/sectioned in the sagittal plane.  The 5 µm serial sections were

stained using the TUNEL technique according to the manufacturer’s instructions

(Promega, USA), with modifications.  We exchanged the nucleotide mix included

into the kit with Cy5-dUTP (Amersham Biosciences, UK) and we used unlabelled

nucleotides (Applied Biosystems, USA) at 200 µm.  The slices were mounted with

Vectashield DAKO, UK).
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Immunocytochemistry

A subset of the normal and BAY 11-7085-treated hearts at stages 22-23 and

36 of HH were processed for paraffin embedding and sectioning.  Serial transverse

sections (5 µm) were collected on electrically-charged slides (Superfrost/Plus,

Fisher Scientific, USA).Slices were incubated overnight at 4 °C with α-p52 antibody

that was diluted 1:100 with 10% BSA in PBS and revealed with an

immunoperoxidase kit (Dako, UK).  For certain procedures, hearts were processed

for frozen sectioning.

RESULTS

NF-κB expression

The presence and role of NF-κB in heart development is not well defined.  It

is not known when NF-κB becomes activated, whether activation is

compartmentalized, or even whether it is important for heart development at all.  In

order to investigate the expression of NF-κB subunits in heart tissue, total RNA

extracts were prepared by dissecting the OFT and the rest of heart (ventricles)

from HH stage 22-24 chicks.  We designed primers for the commonly found

members of the chicken NF-κB family, p50, p52, and p65, and determined their

expression by RT-PCR.  The expected fragments for p50, p52, and p65 were 220,

292, and 380 bp, respectively.  Prior to RT-PCR amplification from total heart RNA,

the primers were tested on different chicken tissues, corroborating amplification of

the expected PCR products (data not shown).  Our RT-PCR data (Fig. 1) shows
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the pattern of expression of these NF-κB family members in each of the two stages

of development analyzed for each heart segment.

NF-κB activity

To analyze the distribution of transcriptionally active forms of NF-κB, we

constructed an adenoviral vector (Fig. 2) that employs an NF-κB-sensitive GFP

reporter transcript to reveal those cells with active NF-κB.  This adenovirus vector

was used to indirectly locate the presence of transcriptionally active NF-κB in vivo

in the microinjected hearts.  Forty-eight hours after injection, fluorescence was

detected in the OFT region (Fig. 3A).  Figures 3B-F shows the presence of GFP by

confocal microscopy at different levels through several optical cuts.  Interestingly,

this analysis revealed that GFP reporter expression is abundant in the anterior part

of the OFT and absent in the posterior part of this structure (Fig. 3F).

NF-κB cytoprotection

To investigate the potential participation in vivo of NF-κB as a key

cytoprotective factor in adjacent zones of apoptosis in the OFT during normal heart

development, we injected the adenoviral reporter into chicken hearts and observed

fluorescence in the OFT region after 48 h (Fig. 4A).  We then carried out a TUNEL

assay to locate apoptosis in the OFT of hearts at HH stage 28-29 (Fig 4B).  Finally,

we also performed an experiment to simultaneously visualize regions of apoptotic

foci (red), surrounding green myocytes, which are those expressing NF-κB factor in
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the OFT (Fig. 4C). Where the cells surrounding apoptotic regions of the OFT are

NF-κB.

NF-κB inhibition and Apoptosis

To test in vivo the hypotheses that signaling through NF-κB in the OFT is at

least in part associated with an anti-apoptotic mechanism, we applied a

pharmacological inhibitor of NF-κB, Bay 11-7085.  After treatment, development of

the injected embryos was allowed to continue for 6 d, at which time the morphology

of the embryo hearts was analyzed.  We found an increased rate of apoptosis in

hearts that had been injected with the inhibitor (Fig. 5D) compared to hearts

injected with vehicle alone (Fig. 5C).  We found (Fig. 5B and prior studies from our

laboratory, in press) that microinjection of Bay 11-7085 altered morphology within

the OFT zone of the heart, precisely in the region where the fluorescence of GFP

appeared when hearts were injected with the reporter adenovirus.  Inhibitor

treatment caused various kinds of alterations (Fig, 5E); however, in comparison

vehicle-injected hearts displayed normal morphology (Fig. 5A).

Pharmacological inhibition of NF-κB may predominantly produce nonspecific

effects that are independent of the NF-κB pathway.  However, the application of

NF-κB inhibitors in in vivo models has allowed spatio-temporal modulation of

activation (Zou et al., 2003). It has been previously  shown that the compound Bay

11-7085 inhibits NF-κB activation by blocking inducible IκBα phosphorylation at

Ser 32 and Ser 36 (Pierce et al., 1997; Bhakar et al., 2002;Chiarugi, 2002), thus

preventing participation of this factor in apoptotic events.
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Immunochemistry

With the aim of verifying NF-κB inhibition in vivo, we micro-injected the NF-

κB inhibitor Bay 11-7085 2 h before performing immunochemistry for p50, p52, and

p65 using commercial antibodiesraised against mammalian protein.  Even though

these NF-κB family members are highly conserved proteins, only staining for p52

was positive. This selectively is most likely due to the p50 and p65 antibodies not

being raised against the chicken antigen.  Figure 6A shows results from control

hearts injected only with vehicle; panel B shows little to no positive staining for p52

in the hearts injected with the inhibitor.  Both views are transverse slices of the

injected OFT region.  We also carried out  immunochemistry for NF-κB (p52) on

slices from Bay11-7085-treated hearts, and founding it to be absent from the zone

altered by this inhibitor (Fig 6F).  The untreated zone is shown for comparison in

figure 6E.
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DISCUSSION

Studies reported by Watanabe et al., (1998) showed that OFT remodeling requires

the spatially and temporally regulated elimination of OFT cardiomyocytes by

apoptosis between HH stages 25 and 32; however, the whole OFT does not

undergo apoptosis.  This group has also suggested that the signal that triggers the

cardiomyocyte apoptosis and remodeling of the OFT during the transition to dual

circulation is produced by regional myocardial hypoxia Sughishita et al., 2004).

However, these observations generate some questions, such as: what factors may

prevent apoptosis in those cardiomyocytes that do not undergo apoptosis?

Our results suggest that NF-κB is such an apoptosis suppressing factor,

which may participate as a protective factor in cells surrounding the apoptotic

zones.  We decided to utilize two different approaches to test this idea.  First, we

analyzed the role of a pharmacological inhibitor of NFκB activation, Bay 11-7085,

assessing apoptosis with a TUNEL assay.  A nominal amount of apoptosis was

observed in the control hearts; however, at HH stage 34, Bay 11-7085 induced

significant apoptosis in the OFT, strongly implicating the participation of NF-κB in

protection against apoptosis in vivo.  Under normal conditions at this stage of heart

development, apoptosis does not occur in the OFT zone and the heart is

completely partitioned.  In addition, we also observed inhibition of an NF-κB-

controlled GFP reporter expression in the OFT after treatment with the NF-κB

inhibitor and consequently an alteration of heart morphology.

A second approach, confocal analysis, was used to demonstrate that the

cells surrounding apoptotic regions of the OFT are NF-κB positive.  Taken together
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our data confirm that NF-κB gives rise to an anti-apoptotic cytoprotective signal

and prevents the cardiac development at the OFT level.  Although this study was

not designed to identify the complete portfolio of biological mechanisms

responsible for the cytoprotective effects of NF-κB, the immunohistochemistry

findings reported herein strongly suggest the participation of the NF-κB member,

p52, in conferring cytoprotection against apoptosis.

Our results disagree with some studies in mammals that have suggested

that NF-κB may not play a role in the development and differentiation of organs

and tissues (Weih et al., 1997; Dawn et al, 2001).  Although all of the Rel family

members have been individually genetically ablated, none of these knockout mice

are reported to have cardiac defects, raising the possibility that functional

redundancy persists and the reason for this discrepancy may be related to

differences between experimental models.

The changes induced in the OFT zone demonstrate a role for NF-κB in

cardiac morphogenesis and cytoprotection. However, the other up- and down-

stream players involved of survival signaling through the NF-κB pathway remain to

be identified.  In this respect, the proposition by Watanabe’s group that regional

myocardial hypoxia may trigger cardiomyocyte apoptosis and remodeling of the

OFT is very interesting, particularly because in the transition to dual circulation,

VEGF and Akt provide survival signals that regulate these processes (Sugishita et

al., 2004).  Thus one of the possible factors upstream of the NFk-B pathway may

be the Akt/PKB pathway.  Indeed Akt/PKB has been shown to regulate IKK activity,

which leads to the nuclear translocation and activation of NF-_B and transcription
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of NF-_B-dependent pro-survival genes, including Bcl-xL, caspase inhibitors, and

c-Myb [reviewed in Song, 2005].  Elucidating the role of this and other potential

players in this system will be an important aim for future studies.
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Figure 1. Expression of NF-κB dimers in the chicken heart Total RNA was

prepared from OFT (lanes 2, 3, 4, and 8) and ventricular samples (lanes 5, 6, 7,

and 9) of chicken hearts at HH stage 22-23.  Lane 1, standard molecular weight

marker; lanes 2 and 5, the expression of p50; lanes 3 and 6, p52; and lanes 4 and

7, p65.  Lanes 8 and 9 are negative controls for OFT and ventricular RNA,

respectively.

Figure 2. Diagram of the strategy designed for construction of the adenoviral

NF-κB-GFP reporter vector A fragment of the plasmid pNF-κB-GFP, which

contains the consensus sites for NF-κB joined to GFP, was sub-cloned in a system

to generate recombinant adenovirus (for details, see methods).

Figure 3. GFP expression in the chick embryo outflow tract (OFT)  Panel (A),

(10_) view under epifluorescence microscope of a chick embryo heart OFT region

previously injected with the adenoviral reporter vector.  Panel (B-F), (10_) confocal

serial micrographs at different optical levels, where the GFP presence is more

evident at the OFT anterior (B-D) part and decreased or ablated expression

appears at OFT posterior (E-F).

Figure 4. Activation of NF-κB and possible participation as protective factor

in apoptosis of the OFT in the chicken embryo (A) The NF-κB-GFP adenovirus

reporter was used to indirectly locate the presence of transcriptionally active NF-κB

in microinjected hearts in vivo.  Green fluorescence was detected in the OFT
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region (stage 28-29).  (B), Shown is the apoptotic zone of the OFT at stage 28-29

(same stage as panel A).  Panel (C), shown is the simultaneous localization of

apoptotic foci (red), surrounding green myocytes signifying expression of NF-κB in

the OFT.

Figure 5. Morphological alterations and apoptosis induced by inactivation of

NF-κB by inhibitor Bay 11-7085  Injection of vehicle alone produced no external

or internal  effects on the morphological structure of chick embryo hearts (A), with

some apoptotic cells found at the outflow tract (OFT) level (panel C, arrows).  (B), a

chick embryo heart injected with Bay 11-7085 displays some of the many

alterations caused by this chemical agent at precisely the zone where the

adenovirus reporter was expressed.  (D), the inhibitor-treated heart shows an

increased rate of apoptosis in the OFT zone.  Alterations were primarily seen in the

(OFT), including subvalvular stenosis, (E1); double outlet of the right ventricle

(DORV), (E2); interventricular communication, (E3); and right ventricle hypoplasia,

(E4).

Figure 6 Immunochemistry for NF-κB (A), p52 is distributed in OFT only at the

anterior section in control-injected  stage 22-24 hearts, but absent from the

posterior region.  Little or no expression of p52 in hearts inhibited by Bay 11-7085

2 h after injection.  Panel (C) and (D) show a panoramic view of a heart with OFT

stenosis and DORV induced by Bay 11-7085.  (E), magnified view of boxed area in

(C); p52 is present in the nucleus of myocytes just below the stenosis alteration in
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a non-affected zone.  Shown in panel (D) is the absence of p52 in nuclei in an

altered zone (stenosis at OFT level).  (F), magnified view of boxed section in (D)

showing little signal in the cytoplasm of cells.
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DISCUSIÓN:

La presencia de apoptosis durante el desarrollo del corazón ha sido ampliamente

estudiada. Muchos de estos estudios se han realizado en la zona del tracto de

salida, que es la porción del corazón que conecta los ventrículos al saco aórtico,

es una estructura de suma importancia para el establecimiento de la circulación

dual, para ello, el tracto de salida sufre un proceso complejo de remodelación a

través de su acortamiento y rotación para lo cual se requiere de manera espacio-

temporal la eliminación coordinada de cardiocitos por apoptosis durante los

estadios 25-30 de HH en el modelo de corazón de embrión de pollo. Sin embargo

no todo el tracto de salida sufre apoptosis, de esta observación surge nuestra

pregunta del presente trabajo ¿Qué factores pueden prevenir la apoptosis en

aquellos cardiocitos del tracto de salida que no sufren apoptosis?

Siendo NF-κB un factor de transcripción asociado a procesos de apoptosis,

comúnmente asociado a generar protección contra la apoptosis en cardiocitos en

cultivo, nos preguntamos si NF-κB podría estar jugando el mismo papel

citoprotector in vivo durante el desarrollo del corazón. El objetivo fue probar la

participación de NF-κB como un factor clave de citoprotección en zonas

adyacentes de apoptosis en el tracto de salida.

Nuestra estrategia para probar nuestra hipótesis fue en primera instancia detectar

la presencia de NF-κB en el corazón, en los estadios estudiados, por lo que uno

de nuestros objetivos fue diseñar un vector plasmidico y uno adenoviral con un

gen reportero (GFP) sensible a NF- κB que nos permitiera rastrear la presencia de

la forma activa en el corazón, el resultado de ello fue la localización de la
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fluorescencia en el tracto de salida. Sin embargo hasta este momento no se sabia

cual podría ser la  participación de NF-κB en la regulación de la morfogénesis del

corazón, por lo que decidimos inhibir farmacológicamente, la función  de NF-κB in

vivo con el inhibidor Bay 11-7085. Este inhibidor se inyectó directamente en el

corazón y se evaluó su efecto sobre la morfología. Los resultados de estos

experimentos, fueron reportados en el primer artículo.

Hasta este momento habíamos aportado evidencias de la importancia que NF-κB

podía tener para el desarrollo del corazón, puesto que la zona donde estamos

observando la presencia de la fluorescencia con el gen reportero sensible a NF-

κB era la misma zona donde encontramos las alteraciones cardiacas. Esto nos

conducía a otra pregunta ¿NF-κB podría  estar involucrado directamente en estas

alteraciones? A pesar de que el inhibidor farmacológico en algunos reportes se ha

mencionado que es inespecífico, nosotros, como otros grupos demostramos que

en nuestro sistema, podemos modular la actividad de NF-κB a través de nuestros

vectores reporteros usando el Bay 11-7085.

Los resultados de nuestro primer artículo parecían apuntar a que efectivamente

NF- κB juega un papel importante durante la remodelación del tracto de salida, sin

embargo la pregunta inicial seguía sin responderse y precisamente uno de

nuestros objetivos fue el de localizar zonas apoptóticas y zonas de actividad de

NF- κB (citoprotegidas) en los cardiocitos adyacentes a los focos apoptóticos del

tracto de salida. Para ello en un segundo artículo hicimos experimentos en los

cuales inyectamos el vector adenoviral sensible a NF-κB y sobre cortes de

corazones normales que expresan la GFP (en verde) en el tracto de salida



68

llevamos a cabo la detección simultánea de células apoptóticas (en rojo). Estos

resultados confirmaron nuestra hipótesis, el factor NF-κB se expresa en zonas

adyacentes a células apoptóticas del tracto de salida. Para demostrar que su

papel es citoprotector o antiapoptótico, inhibimos su activación nuevamente con

Bay 11-7085, sabiendo que causa alteraciones morfológicas, observamos que los

corazones alterados en comparación con los controles hay un incremento muy

elevado de los niveles de apoptosis, lo cual significa que si NF- κB no esta

presente, no protege contra la apoptosis.

En conjunto los resultados sugieren que NF-κB es un factor que suprime la

apoptosis, el cual participa como un factor protector de células adyacentes a los

focos apoptóticos y que su inactivación esta directamente involucrada con la

inducción de alteraciones cardiacas congénitas.

Las alteraciones más frecuentemente encontradas en este trabajo fueron las

comunicaciones interventriculares, la estenosis de grandes arterias y las dobles

salidas de ventrículo derecho. Es difícil saber porque con un mismo tratamiento

(Bay11-7085) se obtienen diferentes tipos de cardiopatías, sin embargo lo que

todas ellas tienen en común es que se originan en la misma estructura. Aunque

podríamos sugerir que el tratamiento farmacológico en el caso de las estenosis, al

inactivar NF-κB y no estar presente, favorezca a que las células de esa región se

mueran y esto causa el adelgazamiento de las arterias. Lo mismo estaría

ocurriendo en las comunicaciones interventriculares, que por efecto de la

inhibición no se de una proliferación celular suficiente para llegar a cerrar

completamente la comunicación. En el caso de las  dobles salidas de ventrículo
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derecho lo más probable es que no se llevara a cabo una septación adecuada del

tracto de salida, proceso que requiere de  apoptosis.

Pero quizá la respuesta a esta pregunta no sea tan sencilla, ya que al estar

trabajando con un modelo in vivo nos enfrentamos a procesos biológicos

dinámicos y que durante el desarrollo embrionario transcurren de manera rápida y

coordinada en tiempo y espacio, esto se complica aun más cuando se trabaja con

un órgano como el corazón que es una estructura compartamentalizada y

transcripcionalmente regionalizada.

Particularmente en la región del tracto de salida, que es una estructura de

conexión entre los ventrículos y las grandes arterias, podrían existir distintos tipos

de poblaciones de cardiocitos o regiones celulares que durante el desarrollo se

mueven hacia la parte de ventricular o hacia la parte arterial. Por lo cual, no

sabemos el momento exacto de aparición de estas supuestas regiones celulares y

quizá, aunque el inhibidor este llegando a la misma zona, pequeñas diferencias en

tiempo para nosotros (1-2 horas) al momento de la inyección, en los eventos del

desarrollo podrían representar grandes diferencias y de esta manera se pueda

estar afectando a unas u otras poblaciones celulares de la misma estructura que

pueden generar diferentes alteraciones morfológicas.

Por otra parte, el tracto de salida suele ser una estructura muy delicada, porque la

mayoría de las alteraciones congénitas se presentan es esta zona, lo cual nos

podría estar hablando de mecanismos de regulación muy estrictos, es obvio que

NF-κB juega un papel importante en esta zona, pero no es el único, de aquí la

importancia de conocer más sobre la expresión de factores tejido-específicos que
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pudieran estar por arriba o por debajo de las vías de señalización de NF-κB,

aunque ya tenemos indicios de por arriba podría estar involucrada la Proteína

Kinasa B (PKB/AKT) y por abajo las proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAPs)

todavía se necesita hacer más estudios de los posibles factores que estarían

involucrados en estas intrincadas redes de señalización, no solo en la

morfogénesis del corazón sino también en muchas de las enfermedades cardiacas

humanas en las que NF-κB ha sido involucrado.



71

CONCLUSION:

Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan fuertemente la hipótesis

planteada, demostrando por primera vez in vivo, a través del uso de vectores

reporteros con sitios de unión para κB y GFP, la participación de NF-κB como un

factor clave de citoprotección en zonas adyacentes de apoptosis en el tracto de

salida del corazón de embrión de pollo.

También mostramos que la  inhibición de NF-κB en las zonas de expresión de la

GFP, induce un incremento de la apoptosis, lo cual interfiere con el proceso

normal de desarrollo y transformación del tracto de salida, mismo que provee los

componentes estructurales que forman la conexión ventrículo-arterial, lo cual trae

como consecuencia la aparición de alteraciones cardiacas congénitas durante la

morfogénesis del corazón, en el embrión de pollo.
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El papel del factor de transcripción NF-KB en la célula 
cardíaca 
Salomón Hernández Gutiérrez, *."* Emilio Rojas del Castillo'" 

Resumen 

Para la biología de hoy las vías de señalización 
intracelular que controlan los procesos entre la 
vida y la muerte celular son de gran interés. Al 
respecto, el NF-KB destaca como un factor de 
transcripción decisivo de respuesta rápida que 
participa en la activación de las vías de señali­
zación de la muerte celular programada. Lo re­
levante es que sus efectos tienen consecuen­
cias en el desarrollo normal y/o la homeoslasis 
en muchas células o tej idos, que incluyen entre 
otros al sistema inmune, los folícu los capila­
res. apéndices epidermales , el riñón y el sis­
tema nervioso. En esta revisión analizamos el 
papel central que juega el factor de transcripción 
NF-KB en el funcionamiento normal de la célula 
cardiaca y sus implicaciones en algunas de las 
patologias cardíacas más frecuentes como: el 
daño por isquemia-reperfusión, la isquemia pre­
condicionada, la hipertrofia, la aterosclerosis, y 
el paro cardíaco. El NF-KB comúnmente funcio­
na como un agente ci toprotector, aunque hay al­
gunos casos en los cuales resulta ser pro-apop­
lótico dependiendo del estímulo y del contexto 
celular. Se han logrado avances significativos a 
nivel molecular, que han permitido entender su 
modo de acción y el papel interactivo que juega 
con otros faclores claves. Estos estudios han 
identificado muchos genes anti-apoptólicos y 
pro-apoptóticos regulados por la actividad del 
NF-KB abriendo novedosas aproximaciones que 
se pueden hacer sobre sus efectos en el desa­
rrollo de patologías cardíacas. 

Summary 

R OLE OF TlIE TRANSCRIPTlON FACTOR NF-KB IN TIIE 

C,\RDIAC CELL 

The signaling palhways thal conlrollhe life-dealh 
switch of a cell are a prime interest in Modern 
Biology. To this respect, NF-K8 has emerged as 
a decisive transcription factor in the cell's res­
ponse lo apoptotic challenge and its effects on 
apoptosis have far-reaching consequences for 
normal developmenl and/or homeostasis in many 
cells and tissues, including the immune syslem, 
hairfollicles, and epidermal appendages, the liv­
er, and nervous system. In this review we ana~ 
Iyze the pivotal role of Ihe transcription factor 
NF-K8 in Ihe normal functioning of the cardiac 
cell and its implication on some of Ihe most fre­
quent cardiac palholog ies , such as ischemia-rep­
erfusion injury, ischemic precondilion, hypertro­
phy, atherosclerosis and cardiac arres!. While 
NF-K8 is commonly found lO be cytoprolective, 
Ihere are a number of instances where il is proap­
optotic depending on Ihe inducing stimulus and 
the cell conlext. Significant progress has been 
made in understanding its mode of aclion and 
ils interplay with other key faclors. These stud­
ies identified many anti~ and pro-apoptotic NF­
K8 regulaled genes tha! mediate ils activity, these 
importan! new insighls fuel hope thal novel ap­
proaches will be developed to control the effects 
of NF-K8 in cardiac pathologies. 
(Arch Cardiol Mex 2005; 75: 363-370) 
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Introducción 

E
n un organismo, los diversos tipos celula­
res que constituyen sus órganos y tejidos , 
difieren dramáticamente. Estas diferencias 

no son más que un simple reflejo de cambios en 
la expresión de sus genes. Como bien sabemos, 
el ADN de un organismo codifica para todas las 
moléculas protéicas que se requieren para crear, 
dar forma y función a una célula. Todo ello gra­
cias a los principios básicos de control en la ex­
presión diferencial, a través de mecanismos fi­
nos de regulación donde los factores de 
transcripción son determinantes ya que finalmen­
te éstos son los encargados de modular la expre­
sión genética. 
A nivel molecular sabemos que muchas patolo­
gías tienen su origen en alteraciones en los nive­
les de expresión de algunos genes, las cardíacas 
no son la excepción. Las enfermedades cardía­
cas son la primera causa de muerte a nivel mun­
dial, prácticamente todas terminan con un infar­
to al miocardio. De muchas de ellas se conocen 
las causas, pero no del todo los mecanismos mo­
leculares que las ponen en marcha. 
Conocer cómo se lleva a cabo el control a nivel 
molecular dentro de la célula cardíaca, podría 
ayudarnos a entender mejor la patología de algu­
nas enfermedades causadas por la desregulación 
en la expresión y la actividad transcripcional. 
Dentro de estos factores , el factor de transcrip­
ción de la cadena K de anticuerpos de células B 
(NF -KB), parece jugar un papel clave en diversas 
patologías cardíacas como: el daño por isquemia­
reperfusión y enfermedades que tienen en común 
la participación de tejido de músculo liso y en­
dotelial de vasos y arterias (el infarto congestivo 
cardíaco, los síndromes coronarios agudos, la 
angina de pecho, la hipertrofia y la aterosclero­
sis) y al parecer con enfermedades congénitas 
como tetralogía de Fallot. 1 

l. La activación y la función 
del NF-KB 
El NF-KB se ha defmido como un factor de trans­
cripción ubicuo detectado de forma inactiva casi 
en todas las células y cuya activación involucra la 
regulación de una amplia variedad de genes.24 

La familia de factores de transcripción eucarióti­
cos RelINF-KB está compuesta por proteínas re­
lacionadas estrncturalmente como son las p50, 
p52, p65 (RelA), c-Rel y RelB . Todos los miem­
bros de esta familia se caracterizan por la pre­
sencia de un dominio común conservado llama-
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do RHD (Rel Homology Domain). El dominio 
RHD tiene varias funciones: a través de él, los 
miembros de esta familia se unen y forman horno 
o hetero-dímeros, las formas más comunes es­
tán constituidas por los hetero-dímeros p50, p65/ 
o p52/p65 Y Este dominio además de ser el sitio 
de unión para sus inhibidores: los IKBs, contie­
ne las secuencias de localización nuclear y las 
secuencias de unión al ADN.6.7 

La actividad del NF -KB depende de su localiza­
ción celular. Si está en el citoplasma se encuen­
tra formando un complejo trimérico con alguno 
de sus inhibidores (IKB) que oculta sus secuen­
cias de destino nuclear y es por tanto, transcrip­
cionalmente inactivo. Cuando el IKB se fosfori­
la, éste es ubiquitinilado, lo que permite su 
reconocimiento por el proteosoma que lo degra­
da, liberando al dímero del NF -KB (por ejem­
plo: p50/p65) que se transloca al núcleo, donde 
activa a sus genes blanco. 
Los IKBs fueron identificados originalmente 
como factores que inhiben la actividad del NF­
KB debida a una interacción proteína-proteína. 8 

Los IKB constituyen una familia de al menos 6 
miembros: IKBex, IKBf3, IKBy, IKBE, pI05 , pIOO 
Y Bcl3 , que están involucrados en el control de 
la activación del NF_KB.3•5,9 Los IKBs se unen a 
los dímeros de NF-KB a través de motivos con­
servados de ankirina y bloquean estéricamente 
la función de sus secuencias de localización nu­
clear, lo que permite su retención en el cito­
plasma. Para que el NF-KB tenga acceso a su 
sitio de acción, el núcleo ; el complejo NFKB/ 
IKB debe ser disociado a través de la fosforila­
ción de su inhibidor. Este proceso que en pri­
mera instancia parece tan sencillo, requiere la 
participación interactiva, también guiada por 
procesos de fosforilación de proteínas citoplás­
micas que se encuentran por arriba en la vía de 
activación del NF-kB, llamadas cinasas de los 
inhibidores de IKB (IKK). Los IKBs mejor es­
tudiados son el ex y el f3 , ambos se fosforilan en 
respuesta a diferentes estímulos en los residuos 
de serinas: S32 y S36 . Una vez que los IKBs se 
han fosforilado, se inicia un proceso de ubiqui­
tinación y de su degradación en el proteosoma. 
Este mecanismo libera al NF -KB, ya que al des­
aparecer el inhibidor, se descubre la secuencia 
de localización nuclear y permite al dímero ser 
translocado al núcleo, quedando de forma libre 
para unirse a promotores de genes con sitios de 
unión KB e iniciar la transcripción de los mis­
lllOS.6.7, 10,11 
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11. El NF-KB Y los cardiocitos en 
cultivo 
Se ha demostrado que el movimiento del NF-KB 
hacia el núcleo, entre otras cosas, es un requisito 
para la supervivencia ante determinados estímu­
los o señales de estrés que desencadenan la muer­
te celular programada o apoptosis. Estos resulta­
dos se han observado, usando como modelo 
cultivos primarios de cardiocitos murinos neo­
natos in vitro , bajo las condiciones de estrés más 
comunes en el adulto; el estrés oxidativo y la 
sobrecarga. 
Otro ej emplo donde el NF-KB participa en la pro­
tección contra la apoptosis en células cardíacas, 
es cuando hay falta de oxigenación del miocar­
dio (hipoxia), por lo que es necesario montar una 
respuesta que evite la activación del programa 
de muerte en los cardiocitos y uno de los efecto­
res de esta respuesta anti-apoptótica es una cito­
cina liberada de forma autocrina llamada cardio­
tropina 1; sin embargo, para que esta molécula 
pueda actuar se requiere la translocación nuclear 
delNF-KBY 
En el caso de cardiocitos ventriculares en culti­
vo, cuando se impide la translocación del NF­
KB al núcleo por la presencia de una forma mu­
tada del IKBa que no puede ser fosforilada, 13 que 
actúa como una forma dominante negativa, o bien 
con el uso de un inhibidor de la actividad del 
proteasoma, 14 se pierde toda capacidad de res­
puesta anti-apoptótica ante la presencia de sus­
tancias como la cicloheximida, que promueve la 
muerte celular programada en ausencia de la fun­
ción del NF-KB. 
En ninguno de los casos anteriores se conoce el 
mecanismo por el cual el NF -KB promueve la 
supervivencia. La transcripción de algunos ge­
nes de supervivencia que contienen elementos 
de unión para el NF-KB en sus promotores es la 
idea más apoyada, a pesar de que se ha demos­
trado que la activación del NF -KB en cardiocitos, 
no modifica los niveles celulares de los candida­
tos más fuertes como las proteínas inhibidoras de 
apoptosis (IAPs) 1 y 2 o los niveles de genes in­
hibitorios de la apoptosis de la familia del Bcl-
2. 14 Esta evidencia no descarta la posible partici­
pación del NF-KB en el efecto protector, ya que 
se ha observado que es posible que no ejerza su 
efecto sobre moléculas que se encuentran por 
arriba de la cascada de señalización, sino más 
bien sobre moléculas por debajo de la cascada, 
como sugieren experimentos en los que se ha 
observado que la transfección del BcI-2 dismi-
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nuye los niveles del IKBa y en consecuencia, 
favorece un incremento del NF -KB en el núcleo l5 

(Fig. 1). 
La otra condición relevante en donde se ha ob­
servado la participación del NF-KB es en la hi­
pertrofia inducida por la angiotensina 11, la fe­
nilefrina y la endotelina 1 provocando una 
estimulación de la actividad del NF-KB que de­
pende de la degradación de las proteínas IKBa. 
Tal activación es necesaria para la producción 
de dos de los principales marcadores del feno­
tipo hipertrófico que son la producción del fac­
tor natriurético atrial y el incremento en la talla 
de los cardiocitos. De hecho, la sola sobre-ex­
presión de las sub-unidades p65 o c-Rel provo­
ca por sí misma un incremento del tamaño ce­
lular.15 Por otra parte, es importante destacar que 
la inducción de la hipertrofia también puede 
ocurrir por estimulación con el factor de necro­
sis tumoral alfa (TNFa) en cardiocitos aislados, 
y ésta es mediada por la activación del NF -KB a 
través de la generación de especies reactivas de 
oxígeno (ROS).16.17 

111. El NF-KB Y el corazón 
Se ha logrado tener progresos significativos en 
esclarecer los mecanismos moleculares para de­
mostrar el papel clave que tiene el NF-KB en al­
gunas patologías cardíacas. Sin embargo, a dife­
rencia de lo que ocurre con los cardiocitos en 
cultivo, donde NF-KB se destaca por su papel 
anti-apoptótico, en algunas alteraciones cardía­
cas como la isquemia-reperfusión, el rechazo a 
trasplante, los síndromes coronarios agudos y la 
aterosclerosis, el NF-KB parece tener una fun­
ción pro-apoptótica,1 sólo en el caso de la pre­
condición isquémica tiene una función anti-apop­
tótica. 1 

Aunque todavía no se puede confirmar una rela­
ción casual entre apoptosis en los cardiocitos y 
la difusión cardíaca, la controversia continúa a 
pesar de contar ya con algunos modelos. A con­
tinuación analizaremos brevemente el papel de 
este factor de transcripción en algunas de estas 
patologías. 

111.1 La isquemia-reperfusión 
La isquemia-reperfusión (I1R) provoca apopto­
sis en las células de corazones de rata. También 
se sabe que la I /R induce rápidamente la activa­
ción de NF -KB en el miocardio , 18-20 incluso se ha 
observado un incremento en la expresión de este 
factor, en humanos con cirugías a corazón abier-

Vol. 75 Número 3/Julio-Septiembre 2005:363-370 
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MEMBRANA 
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Fig. 1. Posible mecanismo de protección contra la apoptosis en cardiocitos. Una vez que N F-KB ingresa al núcleo, 
puede activar genes cuyos productos bloquean el paso de la señal apoptótica de la vía mediada por receptores 
(extrínseca) como las IAPs que inactivan a las caspasas , o activar genes anti-apoptóticos como el Bcl2 de la vía 
intrínseca, que impide la liberación del citocromo c de la mitocondria. Recientemente , se ha visto en corazones 
infartados una disminución en la expresión de algunos genes anti-apoptóticos como FLlP, A20 Y GADD45.B que 
pueden ser activados por el NF-KB. 
Abreviaturas: 
Cinasa del inhibidor de IKB (IKK), Inhibidor K Ba (IKBa), Rel A unido a p50 (NF-KB), Proteínas Inhibidoras de la 
Apoptosis (IAP) , Proteína de Células de Linfoma B Tipo 2 (Bcl2) , Proteína Inhibidora de FLlCE (FLlP), Proteína 
inductora de Daño al ADN y Detención del Crecimiento (GADD45), Proteína Anti-apoptótica (A20), Caspasa 
(Proteasa Cistein-Aspartato), Mitocondria (mit) , Proteínas Anti-apoptóticas (BcI2 , Bclx, Bclw) , Proteínas Pro­
apoptóticas (Bax, Bad, Bid) , Citocromo c (Cit c) , Factor Activador de la Proteasa Apoptótica (Apaf 1), Factor de 
Necrosis Tumoral (TNF), Ligando de Fas (Fas L), Proteína que Interactúa con el Receptor (RIP), Receptor de TNF 
Asociado a Dominios de Muerte (TRADD), Factores asociados al TNFR (Trafs), Dominio de Muerte Asociado a 
FAS (FADO). 

to. 1 En este caso, el NF -KB no pareciera jugar un 
papel protector, ya que estaría transcribiendo 
genes de citocinas y moléculas de adhesión 
(ICAM1 , VCAM y ELAM1),21 que más bien tie­
nen que ver con procesos de tipo inflamatorio, 
que son activados en el área donde se localizan 
los endotelios que transportan el flujo sanguíneo 
y no tanto por los cardiocitos. No obstante los 
avances en citoprotección, durante las rutinas de 
cirugía y trasplante, la I1R inevitablemente pro­
voca disfunción cardíaca. Los esfuerzos por mi­
nimizar el daño por IIR se han enfocado a la admi­
nistración de bloqueadores de canales de calcio, 
agentes de adhesión, antineutrófilos, antioxidan­
tes22 y recientemente se han usado inhibidores 
del proteosoma o vectores virales que codifi­
can péptidos con sitios de unión para NF-KBY 
Así mismo, se ha utilizado la introducción de frag­
mentos de ADN de doble cadena como señuelos 
para unir los dímeros activos del NF_KB. 23,24 El 
uso de estas secuencias ex vivo bloquea la expre­
sión de moléculas de adhesión, el daño por re-

perfusión, el rechazo y sobre todo prolonga la 
supervivencia de un injerto de arterias corona­
rias en ratas .25 

Una isquemia aguda seguida de una reperfusión 
prolongada ha mostrado inducir apoptosis en 
cardiocitos. Sin embargo, Maulik y colaborado­
res demostraron que la adaptación del miocar­
dio a la isquemia inducida en períodos cortos, 
seguida por breves períodos de reperfusión, re­
duce la apoptosis y disminuye la expresión de 
los genes Bcl2, APl Y NF-KB.26 

111.2 La precondición isquémica 
Algunos trabajos han permitido la identificación 
de un potente mecanismo cardioprotectivo en­
dógeno contra la IIR llamado precondición is­
quémica (IP)Y Este fenómeno representa una 
respuesta cardio-adaptativa a la I1R y permite al 
corazón ser más tolerante a períodos prolonga­
dos de daño por isquemia. Aunque el fenómeno 
de IP es bien conocido, los mecanismos molecu­
lares que lo median son controvertidos. Hay re-
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sultados que sugieren que el NF -KB juega un 
papel esencial en la respuesta de adaptación del 
miocardio a la isquemia. Morgan y colaborado­
res demostraron en corazones de conejo que el 
NF -KB se activa en la IP y se inhibe durante una 
IIR posterior.22 Se ha demostrado que la adapta­
ción del miocardio a la isquemia podría estar 
controlada a nivel molecular al dispararse una 
vía de señalización regulada por las cinasas p38 
MAP Y MAPKAP2. 26 Sin embargo, no está cla­
ro y aún queda por definirse si durante el daño 
de IIR se activa el NF-KB en los cardiocitos y si 
realmente esta activación en el cardiocito contri­
buye al deterioro de las células, ya que parece 
existir una confusión conceptual en cuanto al tipo 
celular en el que se activa el NF-KB, pues todo 
parece indicar que su activación ocurre en las 
células del endotelio, lo que nos deja la impre­
sión de que las moléculas características de la 
reacción inflamatoria (como selectina E, ICAM 1 
o VCAM 1) son las que se asocian al daño al 
miocardio . El papel que podría estar jugando el 
NF -KB en la IIR y en la I1P se esquematiza en la 
Figura 2, que al parecer dependería de la inten­
sidad del estímulo inducido por el estrés oxidati­
vo, intenso o moderado respectivamente. 
La cardioprotección también puede simularse 
mediante estrés oxidativo causado por hiperoxia 
como lo muestra el trabajo de Tahepold y cols.28 

Ellos reportan que la exposición de corazones 
de rata a hiperoxia (sometidos a una atmósfera 
de oxígeno del 95% durante una hora, y después 
a una isquemia global de 25 minutos y 60 minu­
tos de reperfusión), genera la protección del co­
razón contra daños producidos por la isquemia y 
que los efectos citoprotectores de la hiperoxia 
dependen de la activación del NF -KB. 

111.3 Hipertrofia 
La hipertrofia cardíaca es otra condición donde 
el NF-KB se ha visto involucrado, participando 
activamente en el incremento del tamaño celu­
lar, no obstante, en condiciones normales los 
cardiocitos son células terminalmente diferencia­
das que difícilmente llegan a proliferar en el co­
razón.29 En respuesta a varios estímulos extrace­
lulares, los cardiocitos pueden crecer de manera 
hipertrófica, un evento que es caracterizado por 
el incremento de tamaño celular, incremento en 
el contenido de proteínas contráctiles como las 
miosinas, así como también la expresión de ge­
nes embrionarios como el factor de crecimiento 
natriurético atrial (ANF) .16,30 Purcell y colabora-
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Fig. 2. Efecto paradójico en la activación del NF-KB. 
En la Isquemia Reperfusión (I /R) hay un estímulo in­
tenso generado por estrés oxidativo que permite la 
transcripción de proteínas pro-inflamatorias en las cé­
lulas endoteliales y causa daño al miocardio. Si por el 
contrario se da un estímulo moderado como el que 
sucede en la Isquemia Pre-condicionada IIP, NF-KB 
activa genes anti-apoptóticos y el miocardio recibe pro­
tección. Adicionalmente en la IIP el NF-KB puede inhi­
bir la activación de los genes inflamatorios que en la 
IIR ocasionan daño al miocardio. 

dores fueron los primeros en demostrar que la 
activación de NF-KB es necesaria y suficiente 
para inducir una respuesta hipertrófica a través 
de proteínas G acopladas a receptores en cardio­
citos aislados. 16 De igual manera, Higuchi y co­
laboradores han demostrado que la inducción de 
hipertrofia por el TNFa en cardiocitos en cultivo 
es dependiente de la activación de NF-KB.17 

A pesar de que la hipertrofia es una respuesta de 
naturaleza adaptativa y compensatoria cuando el 
corazón es sometido a exceso de trabajo, una hi­
pertrofia cardíaca sostenida puede llevar a oca­
sionar fallas cardíacas.3o Algo que ha impedido 
el avance del estudio in vivo de la hipertrofia es 
la carencia de modelos experimentales, es por 
ello que aún muchos estudios no son conclu­
yentes en cuanto a la relación que existe entre 
el NF -KB Y la hipertrofia cardíaca; y por lo tan­
to, los mecanismos responsables de la hipertro­
fia y la transición hacia las fallas cardíacas son 
pobremente entendidas. 

111.4 La aterosclerosis 
Durante la patogénesis de la aterosclerosis, tam­
bién se ha involucrado al factor NF_KB.3134 La 
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aterosclerosis es una enfermedad crónica infla­
matoria de las arterias, provocada por múltiples 
factores que incluyen la hipertensión, la diabe­
tes, el consumo de cigarro y los desórdenes me­
tabólicos de las lipoproteínas,35 que puede ter­
minar con la vida del paciente con un ataque al 
corazón o una insuficiencia cardíaca. La ateros­
clerosis actualmente se considera como una res­
puesta exagerada de daño producida en la pared 
de los vasos que se caracteriza por la presencia 
de procesos inflamatorios y proliferación fibro­
celular.33 En corazones humanos con ateroscle­
rosis, se ha visto al NF -KB activo, está presente 
en las áreas fibrosas y ateromatosas de lesiones 
ateroscleróticas mientras que en áreas de vasos 
que carecen de aterosclerosis hay poco o está 
inactivado .34 

El NF-KB puede ser activado por diversos es­
tímulos pro-aterogénicos (citocinas inflamato­
rias, lipopolisacáridos, estrés oxidativo y ten­
sión mecánica) . La producción de múltiples 
citocinas y moléculas de adhesión, que en par­
te son controladas por la activación del NF -KB 
son importantes en la formación temprana de 
lesiones por la aterosclerosis y la generación 
de señales de supervivencia podría ser deter­
minante para la progresión de la lesión. l l 

111.5 Los infartos 
En experimentos con corazones de rata y huma­
nos con alteraciones del ventrículo izquierdo don­
de el miocardio ha sufrido una remodelación por 
infarto, el NF-KB y el APl están crónicamente 
activados. Estos hallazgos son importantes por­
que involucran rutas de activación del NF-KB y 
elAPl in vivo durante los procesos de remodela­
ción cardíaca.35 

En estudios recientes se ha analizado la expresión 
de genes por micro-arreglos y se han visto cam­
bios en corazones con isquemia e infartos y en 
corazones normales. Los resultados muestran una 
disminución en la expresión de genes anti-apop­
tóticos: GADD 45~ (growth arrest and DNA da­
mage-inducible), FLICE (FLIP inhibitory protein) 
y el gen de la proteína A20, los cuales son induci­
dos por el TNFa a través de la activación de la vía 
del NF -kB (Fig. 1). Los resultados también mues­
tran incrementos en la expresión de TRAIL (TNF­
related apoptosis-inducing ligand), así como tam­
bién decrementos en la expresión del receptor 1 
del TNFa, el cual activa el NF -KB, 36 10 cual sugie­
re un papel importante de este factor de transcrip­
ción en infartos al miocardio. 
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IV. Perspectivas 
Las enfermedades cardíacas son la primera causa 
de muerte a nivel mundial, prácticamente todas 
terminan con un infarto al miocardio. De muchas 
de ellas se conocen las causas, pero se desconoce 
a profundidad cuáles pueden ser los mecanismos 
moleculares que las originan. Es importante en­
tender estos mecanismos, en particular los que 
dependen de la activación de factores de transcrip­
ción como NF-KB que le permiten al cardiocito 
activar, por medio de diferentes estímulos, pro­
gramas genéticos que traen consigo una amplia 
gama de posibilidades de respuesta. 
El NF -KB es un factor de transcripción que pare­
ce jugar un papel clave en patologías cardíacas, 
por lo que mantenerlo inactivo en el citoplasma 
con el uso de drogas o por la transferencia de 
genes en las enfermedades donde se encuentra 
muy activo, ha ayudado a impedir que éstas pro­
gresen. Sin embargo, este efecto es transitorio 
ya que en el momento que desaparece el meca­
nismo que mantiene inactivo al NF -KB, éste nue­
vamente se vuelve a activar. 
Dado que son múltiples las vías a través de las cua­
les el NF-KB puede actuar, sería importante identi­
ficar a cada una de ellas de forma independiente 
con la finalidad de bloquear de manera selectiva el 
paso de la señal del estímulo que provoca una alte­
ración cardíaca, donde la participación del NF-KB 
es activa. Por ejemplo, una posibilidad interesante 
consiste en conocer más a fondo los mecanismos 
de activación de NF-KB que regulan la expresión 
de proteínas anti-apoptóticas para desarrollar estra­
tegias donde se puedan encender estas vías en los 
cardiocitos en camino de apoptosis. 
En los próximos años sin lugar a dudas, la tarea 
más fuerte será entender los procesos celulares 
de las interacciones que ocurren en una misma 
área cardíaca entre células del músculo liso, en­
doteliales, fibroblastos y cardiocitos, en donde 
la comunicación por señales paracrinas es fun­
damental. Quizá esto podría ayudarnos a enten­
der porqué a veces el NF-KB activa genes anti­
apoptóticos y en otras ocasiones promueve la 
expresión de genes pro-inflamatorios, o la co­
rrelación que existe entre la alta actividad del 
NF -KB Y la ater losclerosis y el progreso de la 
enfermedad. La pregunta será ¿La actividad del 
NF -KB en otras poblaciones celulares afecta di­
rectamente a los cardiocitos? no se sabe, pero al 
final la consecuencia en el corazón como órgano 
en su conjunto es la misma, la presencia de la 
patología cardíaca. 
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