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EL DESARROLLO DEL CORAZON

Existen diferencias entre los diversos modelos de estudio del corazér
embargo los procesos y las moléculas durante la cardiogénesis son conserv
Las principales diferencias parecen estar relacionadas al tiempo de expres
patrones de modulacion de dichas moléculas conservadas (de la Cruz. 1997).
En el embrién de pollo la identificacién de los progenitores cardiacos se da :
de la gastrulacion en la capa celular del epiblasto del tronco primitivo
precursores cardiacos estan localizados en ambos lados del nodo de He
(mesodermo anterior) esto ocurre durante las primeras 12 horas del desa
embrionario. A partir de las 16 horas de incubacion (estadio 3 de HH) es el pe
mas importante para el desarrollo normal del corazon ya que en este momer
producen las sefiales que determinaran la direccionalidad de la migracion ci
desde las areas precardiacas hasta el sitio final del corazén, asi como tamb
diferenciacién final a cardiocitos. Posteriormente el desarrollo continua |
formar un tubo primario y a las 33 horas del desarrollo (estadio 8-9 de HI
corazon comienza a latir y a desarrollar su sistema de conduccion.
Histologicamente, en el corazén, en etapas embrionarias tempranas cu
aparece como una estructura tubular, facilmente se pueden distinguir dos c
celulares, una epitelial interna constituida por endocardio, una externa cubier
miocardio y ambas estan separadas por una interfase de matriz extrace

conocida también como gelatina cardiaca (fig 1 A).



proceso de torsidén del corazdon 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 morfologica y funcional, distinguir 4 segmentos bien
definidos 1.- atrios 2.- ventriculos 3.- canal atrio-ventricular y 4.-tracto de salida.

Durante los estadios 10-14 se comienza a dar la formacion temprana del tracto de
salida (cono-tronco) primero con la aparicion del cono proximal y luego del 16-22
con la aparicion de la porcion distal, el tronco. La apoptosis en el tracto de salida
es detectada a partir del estadio 19-34 alcanzando su maxima 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 6rgano pro-epicardico formado por células mesoteliales (epitelio
celédmico) 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 musculo liso de las coronarias y a los
fibroblastos perivasculares e inter-miocardiales. Durante el estadio 15y 16 se lleva
a cabo la septacidn ventricular y atrial, aparecen los cojines que daran origen a la
formacion de las valvulas en el canal atrioventricular y en el tracto de salida. El
miocardio prolifera y hay trabeculacion. Durante el estadio 27 se da la septacion
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 corazén esta

constituido como 6rgano completamente funcional y diferenciado (Martinsen 2005)



La conformacion final del corazon, como 6rgano de cuatro camaras con tracto de
entrada y de salida ocurre por efecto de torsion a partir de la formacion del tubo
cardiaco (fig 1 C). Esta transformacion se explica en términos de crecimiento
diferencial y por procesos morfogénicos que se dan con el paso del tiempo.
Indudablemente, estos procesos estan controlados por mecanismos de activacion
que ponen en marcha diferentes programas genéticos, cuyo resultado es la

aparicion de zonas transcripcionales regionalizadas (Kelly et al 1999).
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Figura 1 Morfogénesis Cardiaca. Conformacion final del corazéon como 6rgano de cuatro camaras a partir de un simple
tubo. A) Corte transversal que muestra como la formacion de corazoén 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 corazon
embrionario se divide en tres etapas 1 y 2 pre-asa, 3 asay 4 y 5 post-asa para finalmente quedar conformado como un
organo de cuatro camaras C) AD (atrio derecho), Al (atrio izquierdo), TS (tracto de salida), VD (ventriculo derecho), VI

(ventriculo Izquierdo).




EL CORAZON 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, presentandose en una diversidad de 6rganos.
Uno de los procesos relevantes durante la remodelacion del corazon es
precisamente la apoptosis, que a diferencia de las patologias, durante el desarrollo
se trata de un evento fisioldgico altamente regulado en tiempo y espacio.
Particularmente, el estudio de la apoptosis en el corazén se ha realizado utilizando
los modelos de pollo, rata, raton y humano, principalmente.

La historia de la apoptosis en corazén comienza formalmente en 1957 cuando
Goerttler habla de la existencia de células necroticas, aunque ya en 1948 Hughes
sugiere que ocurre muerte celular durante los procesos de remodelacion en la
parte dorsal de la aorta, en la involucion de los ductos arteriosos y la formacion del
septum aortico pulmonar, en corazéon de embrion de pollo. En 1965 Menkes y
colaboradores descubren células muertas en el septum aortico-pulmonar. En 1967
lllies fue el primero en reportar la existencia de células degeneradas en el corazon
embrionario humano y en 1969 reporto la presencia de muerte celular asociada a
procesos de fagocitosis en el ventriculo de embrion de pollo. Pexieder y
colaboradores han sido los que mas han trabajado en caracterizar la muerte
celular durante el desarrollo embrionario (1968-1975) concentrando sus esfuerzos
en estudios sistematicos de la localizacion ultra-estructural del fenbmeno de
muerte celular durante el desarrollo del corazén de embrion de pollo, lo que les
permitié hacer estudios mas extensos sobre el papel de la muerte celular en

morfogénesis y teratogénesis del corazéon. En 1973 Satow publica el primer



reporte de la presencia de apoptosis en corazén embrionario de rata, en este
mismo afo Ojeda y Hurley publican su primer articulo 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 morfologia y
muerte celular fisiolégica entre los modelos de rata y pollo. Los resultados
revelaron que en el corazon embrionario de rata, la muerte celular en el septum
del cono parece jugar un papel importante para la formacién del tracto de salida
del ventriculo derecho, lo mismo ocurre en el corazdon de pollo pero con menor
intensidad.

Hay que mencionar que lo anterior fue una recopilacion de un libro publicado en
1981 por Thomas Pexieder cuando concepto de apoptosis como lo conocemos
hoy en dia, no existia. En todos estos estudios se uso el termino de muerte celular
espontanea o fisioldgica y en retrospectiva podemos darnos cuenta que se trataba
de apoptosis. Para su deteccion se utilizaron criterios morfolégicos por medio del
analisis histologico. El término de apoptosis toma relevancia y se vuelve un
concepto mas comun a finales de los 80s y principios de los 90s con estudios a
nivel molecular.

Durante mucho tiempo los estudios de apoptosis en el corazén fueron meramente
descriptivos ya que se podia encontrar esporadicamente en cualquier region, e
incluso se llego a concluir que era un proceso importante en la remodelacion. Sin
embargo, esto no se pudo comprobar del todo debido a limitaciones técnicas que
previeran de estudios mas profundos. Esto hizo que existiera un abandono parcial
en el estudio de la apoptosis en el corazon, 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 corazén en pollo y rata, con la ayuda de nuevas técnicas en biologia
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 discusion la importancia
que tiene la apoptosis en el desarrollo del corazén, sobre todo en zonas que
tienen que ver con el tracto de salida, donde se requiere de muerte celular para la
formacion de las conexiones ventriculo-arteriales (Watanabe et al 2001) o en la
zona de los cojines endocardicos que tienen que ver con la formacion de las
valvulas arteriales (Keyes y Sanders 2002)

Una de las zonas del corazén de embridn de pollo que sufre un marcado proceso
de remodelacion por apoptosis es la del tracto de salida, donde se alcanza su
mayor actividad apoptoética 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 dias de incubacion. En esta etapa del desarrollo la
apoptosis juega un papel importante para la conformacion funcional final del tracto
de salida ya que si se inhibe la formacién de focos apoptoticos que ocurren
normalmente durante el desarrollo de estas areas, se provocan anormalidades y
alteraciones morfogenéticas (Watanabe et al 2001). Cabe mencionar que poco
mas del 30% de las malformaciones congénitas en el corazén se debe a
alteraciones del tracto de salida (Ferencz et al, 1985).

Los eventos apoptéticos pueden ser desencadenados por multiples estimulos y
actuar a través de dos vias diferentes, una extrinseca, mediada por receptores de
muerte que estimulan la activacién de caspasas y la otra intrinseca a nivel

mitocondrial estimulando la liberacién de citocromo C (Fig 2)
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La ejecucion del programa de muerte, activado durante la apoptosis puede
suspenderse inactivando sus vias con el uso de inhibidores especificos, o a traveés
de inhibidores de la activacion de factores de transcripcién, como el factor nuclear
kB (NF-«xB, RelA/p50) que se transloca al nucleo para regular la actividad
transcripcional de genes que poseen en su promotor secuencias consenso kB,
algunos de los genes que regula NF-kB para bloquear la apoptosis codifican para

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

Figura 2. Posible mecanismo de proteccion contra la apoptosis en cardiocitos. Una vez que NF-kB
(RelA/p50) ingresa al nucleo puede activar genes cuyos productos bloquean el paso de la sefial
apoptética de la via mediada por receptores (extrinseca), como las IAPs que inactivan a las
caspasa, o activar genes antiapoptéticos como Bcl-2 de la via intrinseca, que impide la liberacion
del citocromo C de la mitocondria. Recientemente, se ha visto que también puede activar genes
antiapoptéticos como FLIP, A20 Y GADDA45g.

LA ACTIVACION Y LA FUNCION DE NF-xB
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EL factor nuclear kB (NF-kB) fue el primer factor de transcripcion especifico
identificado en linfocitos B. Su funcidén en estas células es activar el gen de la
cadena ligera k de las inmunoglobulinas (Ig-«B) por medio de la unidén a una
secuencia consenso formada por diez pares de bases (GGGACTTTCC) (Sen vy
Baltimore, 1986). Posteriormente, se encontro la existencia de motivos de union,
muy parecidos a la secuencia consenso en otros genes de células diferentes a los
linfocitos, y que también son reconocidos y activados por NF-kB, a estos sitios se
les llamo “sitios kB”. Esto vino a definir al factor nuclear kB como un factor de
transcripcion ubicuo detectado de forma inactiva casi en todas las células
(Baldwin, 1996), cuya actividad involucra la regulacion de una amplia variedad de
genes (Miyamoto y Verma, 1995).

NF-kB es una proteina heterodimérica compuesta por diferentes combinaciones
de miembros de la familia de factores de transcripcion Rel. NF-kB forma una
familia de proteinas que incluye a p50 (NF-xB 1), p52 (NF-xB 2), p65 (Rel A), c-
Rel y RelB. Los miembros de la familia NF-xB han sido dividos en dos grupos:
subunidades de clase 1 son aquellas que no poseen dominios de trans-activacion
(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 comun 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 homodimeros como p50/p50 o heterodimeros como p50/p65 o
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p52/p65, las formas mas comunes estan constituidas por los heterodimeros
(Baldwin, 1996, Ballard et al, 1992). 2. Les permite unirse al DNA, 3. Contiene la
sefal de localizacion nuclear y 4. Es el sitio de unién para los inhibidores: los IkB

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

Protease _
Ankyrin ‘(
p50fp105 Repeats

CLASS 1 p;iﬁ;hog R . 2

}~DN Adbinding #

RelA }» Dimerization ~{

CLASS 2 ? 23 //// ///////A

Dl %Transactwation {

Figura 3. Clasificacion de las proteinas del NF-«kB.

La actividad del NF-kB depende de su localizacién celular. Los dimeros de NF-xB
son secuestrados en el citoplasma de células no estimuladas via interacciones no
covalentes a través del dominio RHD, por una clase proteinas llamadas lkBs, con
las que forman un complejo trimérico inactivo. Las sefiales ambientales que
activan NF-kB promueven la degradacion del inhibidor IkB o a través de la
fosforilacion en sitios especificos y hace que el dimero del NF-kB sea liberando,
de tal modo que se transloca al nucleo y ejerce su actividad biolégica como factor
de transcripcion. (Tomado de Gilmore et al, 1996)

LOS INHIBIDORES DE NF- «B (lkBs)
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Los lkBs originalmente fueron identificados como factores que inhiben la actividad
de NF-xB por interaccidon proteina-proteina por Baeuerle y Baltimore en1988. Los
IxB constituyen una familia de al menos 7 miembros: IkBa, IkBp, 1xBy, IkBe, p105,
p100 y Bcl-3, los 7 estan involucrados en el control de la activacién de NF-kB.
(Baldwin 1996 ; Ballard et al 1992, Bours et al, 2000). Estas proteinas inhibitorias
contienen motivos conservados de ankirina (6 o mas repetidos con secuencias de
30-33 aa) por medio de los cuales interactuan con los dominios RH de NF-kB.
Poseen también un dominio regulador N-terminal que contienen los sitios de
fosforilacion y un dominio C-terminal que a su vez contiene un motivo PEST (fig 4).
Los IkB s se unen a los dimeros de NF-xB y estéricamente bloquean la funcién de
su sefal de localizacion nuclear, o que permite su retencion en el citoplasma.
Para que NF-kB tenga acceso a su sitio de accién, el nucleo, el complejo
NFkB/IkB debe ser disociado a través de la fosforilacion de su inhibidor. Sin
embargo, este proceso que en primera instancia parece sencillo, requiere la
participacion interactiva, también guiada por procesos de fosforilacién, de
proteinas citoplasmicas que se encuentran rio arriba en la via de activacién de NF-
kB.

Los IkBs mejor estudiados son a y p, ambos se fosforilan en respuesta a
diferentes estimulos en los residuos de serina: S32 y S36. Una vez que los IkBs
se han fosforilado se da un proceso de ubiquitinacion y de degradacion en el
proteosoma. Este mecanismo activa a NF-xB, ya que se descubre la sefal de
localizacion nuclear y permite al dimero ser translocado al nucleo, cuando queda

de forma libre esta listo para unirse a promotores de genes con sitios de unién kB
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e iniciar la transcripcién de los mismos (Barnes, 1997, Chen et al 1999, Ghosh

1998, Thurberg,1998).

COMPLEJO MIEMBROS IkB
NFkB
IkBa, IkBy, p105,
p50/p65(RelA) pl100
p52/P65 IkBo.
p50/Rel A IkBa., IkBy IKBe
(=BT ] PRO
p50/Rel B IkBo. Bok-3 SER
p65/p65 IkBa, IkBy, p105
Rel/Rel IkBa, IkBy, p105
p50/p50 Bcl3, IkBy, p105
p52/p52 Bcl3, IkBy

Figura 4. Miembros que constituyen la familia de NF-xB y la familia de los lkBs. En la primera
columna se muestran todas las posibles uniones de los diferentes miembros de NF-xB a través de
su dominio RH que les permite formar diferentes complejos, heterodimeros (en rojo) u
homodimeros (en azul).

La segunda columna muestra los inhibidores especificos para cada uno de los dimeros de NF-kB.
En la tercera columna aparece la estructura general de las proteinas IkBs que se caracterizan por
tener motivos formados por varios repetidos de ankirina, p105 y p100 son los precursores de las
proteinas p50 y p52, respectivamente. Figura tomada de Miyamoto y Verma, 1995.

Un paso crucial en la activacion de NFxB es la fosforilacion de los 1kBs que se

lleva a cabo cuando los inhibidores son reclutados en el complejo IkB cinasa
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(IKK). 1kB cinasa es un complejo multimérico de 700-900 kDa (Chen et al 1996). El
complejo esta constituido por dos sub.-unidades cataliticas (IKK1/IKKa e
IKK2/IKKB) (Mercurio et al 1997, Zandi et al 1997), por el modulador esencial de
NF- kB (NEMO) (Yamaoka et al, 1998) 6 IKKy, (Rothwarf et al, 1998, Karin, 1999)
y por la proteina 1 asociada a IKK (Mercurio et al, 1999). Ademas puede utilizar
alternativamente las sub-unidades IKKe, IKKi (Peters et al, 2000) (Fig. 5). Para
que el complejo IKK pueda funcionar requiere ser activado por la cinasa inductora
de NF-xB (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. Activacion de NF-xB por TNFa o IL-1_. Una vez que se lleva a cabo la interaccion de la
citocina con el receptor, proteinas cinasas adaptadoras intermediarias como NIK o MEKK1 y
probablemente otras mas, permiten la fosforilacion de complejo multimérico IKK para que el

inhibidor kB sea degradado rapidamente por el proteosoma.
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Son numerosos los estimulos que causan la translocacion de NFxB al nucleo,
estos incluyen la presencia de lipopolisacaridos (LPS), activadores de proteina
cinasa C, radiacion ultravioleta, virus, citocinas, estrés oxidativo entre otros
(Baeuerle y Henkel 1994). Una vez dentro del nucleo NF-xB activa genes como
las interlucinas 2, 6 y 8, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), el interferon g, la
enzima inducible oxido nitrico sintasa (iNOS), metaloproteasas, ciclo oxigeneasa 2
y diversas moléculas de adhesion (ICAM1, VCAM1 y E-selectina), (Baeuerle y
Henkel, 1994, Baldwing, 1996).

Células como leucocitos, células endoteliales, células de musculo liso, fibroblastos
y cardiocitos responden a citocinas pro inflamatorias por activacion de NF- kB
(Baldwing, 1996). Adicionalmente, NF-xB especificamente en corazon es de gran
relevancia ya que ha sido involucrado en varias cardiopatias (ver articulo de

revision en el Apéndice A).

EL NF«xB Y LOS CARDIOCITOS

Como ya ha se ha venido discutiendo, el movimiento de NF-xB hacia el nucleo, es
un requisito para la supervivencia de diversos tipos celulares ante determinados
estimulos o senales de estrés. En el miocardio, los dos tipos de condiciones de
estrés mas 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 participaciéon activa de NF-kB 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 oxigenacién del miocardio (hipoxia), es necesario montar una respuesta
que evite la activacion del programa de muerte en los cardiocitos y que uno de los
efectores de esta respuesta anti-apoptética es una citocina liberada de forma
autocrina llamada cardiotrofina 1. En el estudio de Craig y colaboradores (2001)
realizado con cardiocitos de rata sometidos a hipoxia, se mostr6 que la sefial anti-
apoptética mediada por la cardiotrofina requiere la translocacion de NF-xB. La
cardiotrofina, al igual que otras citocinas de su tipo, transduce su sefal a traves
del receptor comun gp130 y puede activar a las vias 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 especificos
de cada una de las vias demostr6 que cada una de ellas es parcialmente
responsable del incremento total en los niveles de NF-kB en el nucleo de
cardiocitos en cultivo. Este efecto sumado se ve disminuido al impedir la
translocacion de NF-kB mediante el uso de una forma mutada de IkB (impide la
liberacion del dimero de NF-xB y permanece inactivo en el citoplasma)
evidenciando la asociacion de las tres vias con la respuesta protectora mediada
por dicho factor.

El efecto protector de NF-kB en los modelos in vitro, sin embargo, parece no
restringirse a las sefiales positivas de supervivencia como en el caso de la

cardiotrofina; también actua como mediador de la respuesta anti-apoptotica en el
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caso de sefales tipicamente pro-apoptoticas como el TNFa. Por ejemplo, en
cardiocitos ventriculares cultivados, el efecto apoptdético de TNFa mas
cicloheximida se ve aumentado por la presencia de una forma mutada de kB a
(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 cual
es el mecanismo por el cual NF-xB promueve la supervivencia. La transcripcion de
algunos genes de supervivencia que contienen elementos de union para NF-kB en
sus promotores es la idea mas apoyada, sin embargo, se ha demostrado que la
activacion de NF-kB, en cardiocitos, no modifica los niveles celulares de los
candidatos mas 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 participaciéon de moléculas como Bcl-2 en el efecto protector, aunque es
posible que NF-kB no ejerza su efecto en un nivel rio arriba, sino rio abajo como
sugieren los experimentos del grupo de Kirshenbaum en los que se ha observado
que la transfeccion de Bcl-2 disminuye los niveles de kB a y en consecuencia
favorece un incremento de NF-kB en el nucleo (de Moissac et al, 1999).

La otra condicion relevante en donde se ha observado la participacion de NF-xB
es en la hipertrofia cardiaca inducida por estimulos de hipertrofia endégenos como
la angiotensina Il, la fenilefrina y la endotelina 1. Se ha demostrado que estos
agonistas provocan una estimulacion de la actividad de NF-xB que depende de la
degradacion de las proteinas I«kB a y la activacion del complejo IKK. Tal activacién
es necesaria para la produccién de dos de los principales marcadores del fenotipo

hipertrofico que son la produccion del factor natriurético atrial y el incremento en el

70



tamano de los cardiocitos. Y de hecho, la sola sobre-expresion de las sub-
unidades p65 o c-Rel provoca por si misma un incremento en el tamafio celular
(Purcell et al, 2001).

Es importante destacar que la induccién de la hipertrofia también puede ocurrir por
estimulacién con TNFa en cardiocitos aislados y esta mediada por la activacion de
NF-xB a través de la generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Higuchi
et al, 2002).

Tratar de extrapolar el papel que desempefia NF-kB 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 esta ocurriendo en el cardiocito como una célula individual, el
resultado es a nivel global en el corazén como 6rgano en su conjunto y como tal

involucra otros tejidos cardiacos.

EL NF- kB Y EL CORAZON

NF-xB parece jugar un papel clave en algunas patologias cardiacas como son:
dafio por isquemia-reperfusion, infarto congestivo cardiaco, sindromes 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 dafio severo al corazon. Sin embargo, se desconoce si
esta presente durante el desarrollo embrionario cardiaco y si tiene alguna

importancia para la cardiogénesis.
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LA PARTICIPACION DE NF-xB EN LA APOPTOSIS

Como hemos visto NF-kB es un factor de transcripcion que regula una amplia
gama de genes, principalmente genes de la respuesta inflamatoria, pero también
ha sido implicado en la iniciacion y la progresion de varias enfermedades como
cancer, 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-kB es un factor de transcripcién peculiar, cuya
funcion bioldgica en relacion con la apoptosis va a depender del modelo con el
que se esté trabajando ya que en algunos actua promoviendo la apoptosis, y en
otros, en la mayoria actua evitandola. Sin lugar a dudas para nosotros en este
trabajo NF-xB tendria una participacion destacada en la proteccion contra la
apoptosis; éstos son algunos ejemplos de ello, donde participa como agente
citoprotector. Las células carentes de NF-xB son mas sensibles a las sefales
pro-apoptéticas que aquellas que lo expresan normalmente (Barkett y Gilmore,
1999); células embrionarias de higado carentes de rel A (p65) son susceptibles a
apoptosis masiva (Tanaka et al 1999; Beg et al, 1995); el TNF dispara la apoptosis
en macrofagos y fibroblastos de raton carentes de NF-xB ( Beg y Baltimore 1996);
la induccion de la apoptosis en células de hepatoma de rata esta asociada a un
decremento de NF-kB (Marianneau et al 1997); en células de cancer de
pulmon, colén y de ovario la activacion de NF- kB determina la sensibilidad de
TNF a la apoptosis (Mayo y Baldwing 2000); NF-kB 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-kB suprime la apoptosis inducida por la

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

EL PAPEL DE NF-xB Y LA PROTECCION CONTRA LA APOPTOSIS EN
CARDIOCITOS

Son tres las evidencias que apoyan la idea de que NF-xB juega un papel
fundamental en la proteccidn contra la apoptosis en cardiocitos in vitro.

1. La activaciéon de NF-kB es crucial para suprimir la muerte celular programada
inducida por TNFa en cardiocitos embrionarios in vitro (de Moissac et al, 1998).

2. La disminucién de los niveles de IkB a en cardiocitos ventriculares que
expresan BCL-2 los protege contra la apoptosis (Mustapha et al 2000).

3. La funcion antiapoptotica de BCL-2 se ve afectada en células donde no se

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

EL CORAZON DE EMBRION DE POLLO COMO MODELO PARA ESTUDIAR
LA APOPTOSIS IN VIVO Y LA PARTICIPACION DE NF-xB

Durante el desarrollo embrionario de los vertebrados una de las primeras
estructuras en aparecer es el corazon 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 embridn de pollo, porque se conoce con gran detalle su

descripcion, gracias a los estudios realizados ya desde 1951 por Hamburger y
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Hamilton y a una amplia revision de la apoptosis a través de todas las etapas del
desarrollo cardiaco (Martinsen 2005).

El modelo de embrién de pollo ofrece grandes ventajas para realizar estudios
sobre desarrollo cardiaco por diversas razones. La primera y quiza la mas
importante, por su facil abordaje ya que ha diferencia de los mamiferos, no esta en
el interior del utero lo que permite realizar experimentos in vivo con un minimo de
invasion sin alterar su micro-ambiente, lo cual es de suma importancia en los
estudios de normalidad. Adicionalmente, su manejo y manipulacion es
relativamente simple, mientras que su costo es significativamente bajo lo que
permite incluir un numero de muestras lo suficientemente grande por experimento
lo que se traduce en un numero también grande de individuos para ser analizados

estadisticamente.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Por procesos de remodelacién el corazén adquiere su conformacién funcional final
como un organo de cuatro camaras, con tracto de entrada y salida. Uno de los
procesos fisioldgicos y morfologicos importantes durante su remodelacién es la
apoptosis, siendo la del tracto de salida una de las zonas del corazén que
mayormente sufre procesos de remodelacion por apoptosis, su mayor actividad
apoptética se da durante los estadios 28-30 de HH del desarrollo embrionario,
pudiéndose observar focos apoptoticos en esta regiéon cardiaca (Cheng et al
2002)

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

corazon donde se lleva a cabo la apoptosis la pregunta sigue siendo, ¢como se
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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 apoptéticos y cardiocitos adyacentes resistentes
a estas sefiales de muerte?, ;Cuales son esas sefales intracelulares que les
permiten sobrevivir? ;Que factores de transcripcion 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 aparicion del
factor de transcripcion NF-xB, tampoco se sabe si su papel es relevante durante
la apoptosis del corazén en desarrollo. Nosotros proponemos que este factor de
transcripcion juega un papel activo en la proteccion contra la apoptosis en el tracto
de salida del corazén de embrién de pollo, por lo tanto, las células que no se
mueren en la periferia a las zonas apoptoticas, o cardiocitos adyacentes a los
focos apoptéticos son células que estan expresando NF-kB y se protegen de la

apoptosis.

HIPOTESIS
NF-xB es un factor de transcripcién ubicuo y sus niveles de activacion se ven
aumentados solo en los cardiocitos adyacentes a los focos apoptéticos generando

citoproteccion en la zona del tracto de salida del corazén de embridn de pollo en

estadios 28-30 de HH.
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OBJETIVO GENERAL
Localizar zonas de actividad transcripcional para NF-kB en el tracto de salida de
corazones de embrion de pollo de estadios 22-30 de HH y determinar su posible

participacion previniendo procesos de apoptosis.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Desarrollar un sistema reportero de expresion con sitios kB unidos al cDNA de
la proteina verde fluorescente (GFP) en dos vectores de transferencia, uno
plasmidico y otro adenoviral, que permita rastrear la actividad transcripcional de
NF-xB in vivo.

2. Localizar zonas apoptéticas y zonas de actividad de NF-kB (citoprotegidas) en
los cardiocitos adyacentes a los focos apoptoticos del tracto de salida.

3. Inhibir farmacolégicamente la funcion y la expresion de NF- kB in vivo con Bay

11-7085.

La descripcién de materiales y método y resultados, se presentan en los articulos
1y 2 que se anexan en el siguiente apartado, después de ellos se da una
discusidén de manera global al trabajo y se afiade una conclusion. Cabe mencionar
que ademas se incluye en el apéndice A una revision sobre el papel del factor de
transcripcion NF-kB en la célula cardiaca, el cual es un refuerzo al marco tedrico

que sustenta el presente proyecto.
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CORRECCION ARTICULO 1: La figura 4 del articulo (corazones alterados)
corresponde a la grafica de barras y la foto de los corazones alterados es en

realidad la figura 5. Los pies de figura quedarian 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-«B 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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Summary

NF-xB is a ubiquitous dimeric (homo-/heterodimer) transcription factor complex
that normally resides within the cytosol. This complex is inhibited by |_-B proteins,
which inactivate NF-kB by trapping it in the cytoplasm. Curiouslyly, NF-kxB has
been associated with both anti- and pro-apoptotic mechanisms. While NF-«xB 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-xB 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-xB. 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-xB 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-xB (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-xB1 (p50), NF-kB2 (p52), Rel A (p65),
and c-Rel (Rel). In un-stimulated cells, NF-xB dimers are sequestered in the
cytosol by inhibitor proteins, called IkBs. The phosphorylation of IkBs and their
subsequent dissociation from the complex and degradation allow activation of the
NF-xB complex. Paradoxically, NF-kB 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-xB
as a key cytoprotective factor in adjacent zones of apoptosis in the OFT, including
investigating whether blockade of NF-kB 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 37.5°C 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 pg of total RNA from each segment using the

following primers:

p50 (Forward 5’-cttaaaatggcaggagaggatcc-3’, Reverse 5’-gtacacttccgggaagcegta-3’)
p52 (Forward 5’-cttccgatttcggtatgtctgec-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 °C. After
RT reaction, a standard PCR denaturing step (5 min at 95 °C), followed by 36
cycles, each cycle consisting of 30 s at 95 °C, annealing 30 s at 54, 55, or 58 'C for
p50, p52, and p65 respectively, and extension for 60 s at 72 °C; after the final cycle
an additional extension step at 72 °C 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-xB sites and the cDNA corresponding to the green fluorescent protein (GFP)
from pNF-xB-GFP (Hernandez-Gutierrez et al.,2006) was cloned into a shuttle
vector. Second, the resulting construct was linearized with Pme | 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 | 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-«xB expression

To examine transcriptionally active forms of NF-xB 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 pl 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-xB inhibition

To resolve whether NF-«xB is indeed a determinant of heart morphogenesis,
we blocked phosphorylation of 1k-B, which is necessary for NF-xB 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 pl 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.
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Antibodies
NF-kB 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 pm 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 ym 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 um. 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 pym) were collected on electrically-charged slides (Superfrost/Plus,
Fisher Scientific, USA).Slices were incubated overnight at 4 °C with a-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-xB expression

The presence and role of NF-kB in heart development is not well defined. It
is not known when NF-kB 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-kB 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-kB 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-kB family members in each of the two stages

of development analyzed for each heart segment.

NF-xB activity

To analyze the distribution of transcriptionally active forms of NF-xB, we
constructed an adenoviral vector (Fig. 2) that employs an NF-kB-sensitive GFP
reporter transcript to reveal those cells with active NF-kB. This adenovirus vector
was used to indirectly locate the presence of transcriptionally active NF-xB 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-xB cytoprotection

To investigate the potential participation in vivo of NF-xB 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-kB factor in
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the OFT (Fig. 4C). Where the cells surrounding apoptotic regions of the OFT are

NF-kB.

NF-xB inhibition and Apoptosis

To test in vivo the hypotheses that signaling through NF-xB in the OFT is at
least in part associated with an anti-apoptotic mechanism, we applied a
pharmacological inhibitor of NF-xB, 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, SE); however, in comparison
vehicle-injected hearts displayed normal morphology (Fig. 5A).

Pharmacological inhibition of NF-kB may predominantly produce nonspecific
effects that are independent of the NF-xB pathway. However, the application of
NF-kB 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-kB activation by blocking inducible IkBa 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-«xB inhibition in vivo, we micro-injected the NF-
kB inhibitor Bay 11-7085 2 h before performing immunochemistry for p50, p52, and
p65 using commercial antibodiesraised against mammalian protein. Even though
these NF-kB 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-xB (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 GE.
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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-xB 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 NFkB 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-kB 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-«xB-
controlled GFP reporter expression in the OFT after treatment with the NF-xB
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-«kB positive. Taken together

s1



our data confirm that NF-kB 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-xB, the immunohistochemistry
findings reported herein strongly suggest the participation of the NF-kB member,
p52, in conferring cytoprotection against apoptosis.

Our results disagree with some studies in mammals that have suggested
that NF-kB 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-xB in
cardiac morphogenesis and cytoprotection. However, the other up- and down-
stream players involved of survival signaling through the NF-kB 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-xB 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-xB-GFP reporter vector A fragment of the plasmid pNF-xB-GFP, which
contains the consensus sites for NF-xB 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-xB and possible participation as protective factor
in apoptosis of the OFT in the chicken embryo (A) The NF-xB-GFP adenovirus
reporter was used to indirectly locate the presence of transcriptionally active NF-xB

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-xB in

the OFT.

Figure 5. Morphological alterations and apoptosis induced by inactivation of
NF-xB 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-xB (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 DORYV 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

58



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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DISCUSION:

La presencia de apoptosis durante el desarrollo del corazén ha sido ampliamente
estudiada. Muchos de estos estudios se han realizado en la zona del tracto de
salida, que es la porcidn del corazdén que conecta los ventriculos al saco adrtico,
es una estructura de suma importancia para el establecimiento de la circulacion
dual, para ello, el tracto de salida sufre un proceso complejo de remodelacién a
través de su acortamiento y rotacion para lo cual se requiere de manera espacio-
temporal la eliminacion coordinada de cardiocitos por apoptosis durante los
estadios 25-30 de HH en el modelo de corazdn de embridn de pollo. Sin embargo
no todo el tracto de salida sufre apoptosis, de esta observacion 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-xB un factor de transcripcion asociado a procesos de apoptosis,
comunmente asociado a generar proteccién contra la apoptosis en cardiocitos en
cultivo, nos preguntamos si NF-kB podria estar jugando el mismo papel
citoprotector in vivo durante el desarrollo del corazén. El objetivo fue probar la
participacion de NF-xB como un factor clave de citoproteccion en zonas
adyacentes de apoptosis en el tracto de salida.

Nuestra estrategia para probar nuestra hipotesis fue en primera instancia detectar
la presencia de NF-xB en el corazén, en los estadios estudiados, por lo que uno
de nuestros objetivos fue disenar un vector plasmidico y uno adenoviral con un
gen reportero (GFP) sensible a NF- kB que nos permitiera rastrear la presencia de

la forma activa en el corazoén, el resultado de ello fue la localizacion de la
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fluorescencia en el tracto de salida. Sin embargo hasta este momento no se sabia
cual podria ser la participacion de NF-kB en la regulacién de la morfogénesis del
corazon, por lo que decidimos inhibir farmacoldégicamente, la funcion de NF-«xB in
vivo con el inhibidor Bay 11-7085. Este inhibidor se inyectd directamente en el
corazon y se evalud su efecto sobre la morfologia. Los resultados de estos
experimentos, fueron reportados en el primer articulo.

Hasta este momento habiamos aportado evidencias de la importancia que NF-kB
podia tener para el desarrollo del corazén, puesto que la zona donde estamos
observando la presencia de la fluorescencia con el gen reportero sensible a NF-
kB era la misma zona donde encontramos las alteraciones cardiacas. Esto nos
conducia a otra pregunta ¢ NF-xB podria estar involucrado directamente en estas
alteraciones? A pesar de que el inhibidor farmacoldgico en algunos reportes se ha
mencionado que es inespecifico, nosotros, como otros grupos demostramos que
en nuestro sistema, podemos modular la actividad de NF-xB a través de nuestros
vectores reporteros usando el Bay 11-7085.

Los resultados de nuestro primer articulo parecian apuntar a que efectivamente
NF- kB juega un papel importante durante la remodelacion del tracto de salida, sin
embargo la pregunta inicial seguia sin responderse y precisamente uno de
nuestros objetivos fue el de localizar zonas apoptoticas y zonas de actividad de
NF- kB (citoprotegidas) en los cardiocitos adyacentes a los focos apoptaticos del
tracto de salida. Para ello en un segundo articulo hicimos experimentos en los
cuales inyectamos el vector adenoviral sensible a NF-kB y sobre cortes de

corazones normales que expresan la GFP (en verde) en el tracto de salida
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llevamos a cabo la deteccion simultanea de células apoptoticas (en rojo). Estos
resultados confirmaron nuestra hipotesis, el factor NF-kB se expresa en zonas
adyacentes a células apoptoticas del tracto de salida. Para demostrar que su
papel es citoprotector o antiapoptético, inhibimos su activacion nuevamente con
Bay 11-7085, sabiendo que causa alteraciones morfoldgicas, observamos que los
corazones alterados en comparacion con los controles hay un incremento muy
elevado de los niveles de apoptosis, lo cual significa que si NF- kB no esta
presente, no protege contra la apoptosis.

En conjunto los resultados sugieren que NF-xB es un factor que suprime la
apoptosis, el cual participa como un factor protector de células adyacentes a los
focos apoptoéticos y que su inactivacidon esta directamente involucrada con la
induccion de alteraciones cardiacas congeénitas.

Las alteraciones mas frecuentemente encontradas en este trabajo fueron las
comunicaciones interventriculares, la estenosis de grandes arterias y las dobles
salidas de ventriculo derecho. Es dificil saber porque con un mismo tratamiento
(Bay11-7085) se obtienen diferentes tipos de cardiopatias, sin embargo lo que
todas ellas tienen en comun es que se originan en la misma estructura. Aunque
podriamos sugerir que el tratamiento farmacoldgico en el caso de las estenosis, al
inactivar NF-xB y no estar presente, favorezca a que las células de esa region se
mueran y esto causa el adelgazamiento de las arterias. Lo mismo estaria
ocurriendo en las comunicaciones interventriculares, que por efecto de la
inhibicion no se de una proliferacion celular suficiente para llegar a cerrar

completamente la comunicacién. En el caso de las dobles salidas de ventriculo
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derecho lo mas probable es que no se llevara a cabo una septacion adecuada del
tracto de salida, proceso que requiere de apoptosis.

Pero quiza la respuesta a esta pregunta no sea tan sencilla, ya que al estar
trabajando con un modelo in vivo nos enfrentamos a procesos bioldgicos
dinamicos y que durante el desarrollo embrionario transcurren de manera rapida y
coordinada en tiempo y espacio, esto se complica aun mas cuando se trabaja con
un dérgano como el corazdn que es una estructura compartamentalizada y
transcripcionalmente regionalizada.

Particularmente en la regién del tracto de salida, que es una estructura de
conexion entre los ventriculos y las grandes arterias, podrian 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 aparicion de estas supuestas regiones celulares y
quiza, aunque el inhibidor este llegando a la misma zona, pequefas diferencias en
tiempo para nosotros (1-2 horas) al momento de la inyeccion, en los eventos del
desarrollo podrian 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 morfologicas.

Por otra parte, el tracto de salida suele ser una estructura muy delicada, porque la
mayoria de las alteraciones congénitas se presentan es esta zona, lo cual nos
podria estar hablando de mecanismos de regulacion muy estrictos, es obvio que
NF-xB juega un papel importante en esta zona, pero no es el unico, de aqui la

importancia de conocer mas sobre la expresion de factores tejido-especificos que
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pudieran estar por arriba o por debajo de las vias de sefalizacion de NF-xB,
aunque ya tenemos indicios de por arriba podria estar involucrada la Proteina
Kinasa B (PKB/AKT) y por abajo las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs)
todavia se necesita hacer mas estudios de los posibles factores que estarian
involucrados en estas intrincadas redes de sefalizacion, no solo en la
morfogénesis del corazon sino también en muchas de las enfermedades cardiacas

humanas en las que NF-kB ha sido involucrado.
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CONCLUSION:

Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan fuertemente la hipdtesis
planteada, demostrando por primera vez in vivo, a través del uso de vectores
reporteros con sitios de union para kB y GFP, la participacion de NF-kB como un
factor clave de citoproteccion en zonas adyacentes de apoptosis en el tracto de
salida del corazon de embrién de pollo.

También mostramos que la inhibicion de NF-kB en las zonas de expresién de la
GFP, induce un incremento de la apoptosis, lo cual interfiere con el proceso
normal de desarrollo y transformacion del tracto de salida, mismo que provee los
componentes estructurales que forman la conexién ventriculo-arterial, lo cual trae
como consecuencia la aparicion de alteraciones cardiacas congénitas durante la

morfogénesis del corazén, en el embrién de pollo.
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