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ABSTRACT 

Tyrosine hydroxylase (TH) and insulin are well-characterized independent genes that are 

situated in tandem, a syntenic organization that can be traced to the early metazoans. 

Whereas the roles of these proteins postnatally are well known, the presence and function of 

the TH-insulin locus in organogenesis is unclear. The aim of this study was to define the 

expression of Th and insulin genes during cardiac development and to unravel their role in 

heart formation. 

Th expression and activity was analyzed in early chick cardiogenesis. Addition of dopamine 

induced ectopic expression of Bmp-2, linking TH to early cardiac differentiation programmes. 

Overexpression of Th led to increased atrial myosin heavy chain (AMHC-1) and T-box 5 gene 

(TBX5) expression in the anterior region of the cardiac tube and induced bradyarrhythmia. 

Exposure to retinoic acid induced the expression of Th in parallel to that of Amhc-1 and Tbx5. 

Concordantly, inhibition of endogenous retinoic acid synthesis decreased the expression of Th 

as well as that of Amhc-1 and Tbx5. 

Insulin levels were also strictly regulated during cardiac development. The expression of 

two embryonic mRNA isoforms of insulin, Pro1B and Pro1B1, that differ from the pancreatic 

transcript was characterized on the embryonic cardiac tube, being the Pro1B1 the 

predominant isoform after the linear tube formation. Overexpression of the translationally 

active proinsulin embryonic transcript, Pro1B, and even more of the pancreatic transcript, 

Pro1A, caused cardiac malformations. Overexpression of Pro1B led to the reduction of Amhc-1 

and Tbx5 expression. Moreover, expansion of Vmhc-1 expression into the posterior region of 

the cardiac tube was detected. 

Thus, TH and insulin are expressed in a dynamic pattern during the primitive heart tube 

formation. This locus is involved in the network of signals that drive early cardiac chamber 

specification, acting as a key regulators of the embryonic chick heart morphogenesis. 
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2. ABREVIATURAS 

 

AR: ácido retinoico. 

AMHC-1: del inglés auricular myosin heavy chain 1. 

AMPc: adenosinmonofosfato cíclico. 

ATF2 : del inglés activating transcription factor 2. 

BBR: del inglés Boehringer blocking powder. 

BCIP: del inglés  5-bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate p-toluidine salt. 

BMP: del inglés bone morphogenetic protein. 

BSA: del inglés bovine serum albumin. 

cDNA: del inglés complementary deoxiribonucleic acid. 

cTH: del inglés chicken tyrosine hydroxylase. 

DBH: dopamina β-hidroxilasa. 

DHBA: dihidroxi-benzilamina. 

DNA: del inglés deoxiribonucleic acid. 

DMSO: dimetilsulfóxido. 

DEPC: dietilpirocarbonato. 

E: día embrionario. 

EC: del inglés early chick. 

EDTA: etilendiaminotetraacético. 

FGF: del inglés fibroblast growth factor. 

GAPDH: del inglés gliceraldehyde phosphate dehydrogenase. 

GATA: del inglés globin transcription factor. 

GFP: del inglés green fluorescent protein. 

HAND: del inglés heart and adrenal crest derivatives expressed. 

HEX: del inglés haematopoietically expressed homeobox. 

HIS: hibridación in situ. 

HPLC: del inglés high performance liquid chromatography. 

IGF: del inglés insulin-like growth factor. 

IGF-IR: del inglés Insulin-like growth factor insulin receptor. 

INS: insulina. 

Int1: intrón 1. 
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IR: del inglés insulin receptor. 

IRS-1: del inglés insulin receptor substrate 1.  

IRX: del inglés iriquois. 

ISL: del inglés islet. 

L-DOPA: L-3,4-dihidroxifenilalanina. 

lncRNA: del inglés long non-coding RNA. 

lpm: latidos por minuto. 

MEF: del inglés myocite-specific enhancer factor. 

MLC: del inglés myosine light chain.  

MHC: del inglés myosine heavy chain. 

miRNA: del inglés micro RNA. 

mM: milimolar. 

mRNA: del inglés messenger ribonucleic acid. 

mV: milivoltio. 

NBT: del inglés nitro blue tetrazolium. 

NAD: nicotinamida adenina dinucleótido. 

NKX2.5: del inglés Nk2 homeobox 5. 

PITX: del inglés paired-like homeodomain. 

PTEN: del inglés phosphatase and tensin homolog. 

PBS: del inglés phosphate buffer saline. 

PBT: PBS-Tween. 

PCR: del inglés polymerase chain reaction. 

PE: proepicardio. 

PFA: paraformaldehído. 

PKB: del inglés protein kinase B. También conocida como Akt. 

PVDF: del inglés polyvinylidene fluoride. 

p/v: peso/volumen. 

qPCR: del inglés quantitative polymerase chain reaction. 

RPC: región precardiogénica. 

RNA: del inglés ribonucleic acid. 

RT: del inglés reverse transcription. 

SOX17: del inglés SRY-related HMGbox 17. 
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SHH: del inglés sonic hedgehog. 

SMAD: del inglés small mothers against decapentaplegic. 

snRNA: del inglés small nuclear RNA. 

SRF: del inglés serum response factor. 

st: del inglés stage. 

TAB: del inglés TAK binding protein. 

TAK: del inglés TGF β-activated kinase. 

TBX: del inglés T-box. 

TC: tubo cardíaco. 

TE: tubos endocárdicos. 

TGF-β: del inglés transforming growth factor β. 

TH: tirosina hidroxilasa. 

TH-INS: transcrito quimera de tirosina hidroxilasa e insulina. 

TN: troponina. 

tRNA: del inglés transfer ribonucleic acid. 

UPL: del inglés universal probe library. 

UTR: del inglés untranslated region. 

VEGF: del inglés vascular endotelial growth factor. 

VMHC-1: del inglés ventricular myosin heavy chain 1. 

µl: microlitro. 

µg: microgramo. 

µM: micromolar. 

µm: micrometro. 

WNT: del inglés wingless type MMTV integration site member. 

WT: del inglés Wilms´tumour. 
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3. INTRODUCCIÓN 

 

A lo largo de las últimas décadas, se ha constatado que la complejidad biológica no está 

únicamente correlacionada con el número de genes presentes en los organismos. Así, se ha 

visto que no existe una equivalencia directa entre la cantidad de genes de un organismo y el 

tamaño de su proteoma. El análisis del genoma humano concluye que los aproximadamente 

21000 genes identificados pueden dar lugar a más de un millón de proteínas diferentes a lo 

largo de todo nuestro ciclo vital (Humpery-Smith et al, 2004; Clamp et al, 2007). Procesos 

como múltiples sitios de inicio de transcripción (Carninci, 2006), procesamiento alternativo de 

intrones y del extremo 3’ (Brett et al, 2002; Kuersten y Goodwin, 2003, Ast, 2004;), edición del 

premRNA (Wahl et al, 2009) y modificaciones post-traduccionales de proteínas (Bártová et al, 

2008; Seo y Lee, 2004) son todos ellos fuentes importantes de diversidad proteica. 

Además, los estudios de evolución y desarrollo han proporcionado numerosas evidencias 

de que la enorme variación fenotípica presente entre especies tampoco es debida a una 

variación notable en su número de genes. La novedad evolutiva puede aparecer a través de 

cambios en la regulación génica, que en ocasiones han demostrado ser un mecanismo 

evolutivo más significativo que los cambios en el tamaño del genoma (Gould, 2004; Carroll, 

2008). El estudio de elementos de regulación post-transcripcional, como los miRNA (del inglés 

micro RNA) (Zhang y Su, 2009), los snRNA (del inglés small nuclear RNA) (Karijolich y Yu, 2010) 

o los lncRNA (del inglés long non-coding RNA) (Guttman et al, 2009), así como elementos 

conservados no codificantes (Lander, 2011) y transposones (Jurka et al, 2007) puede ayudar a 

comprender la relevancia de estos procesos en la innovación evolutiva. 

Entre los nuevos mecanismos de regulación post-transcripcional caracterizados 

recientemente está la generación de transcritos quimera a partir de dos genes adyacentes 

aparentemente independientes que comparten la misma orientación (Parra et al, 2006; 

Prakash et al, 2010). En nuestro grupo hemos descrito la formación de transcritos quimera 

entre el mRNA de la tirosina hidroxilasa (TH) y el de la insulina durante el desarrollo 

embrionario de aves (Hernández-Sánchez et al, 2006). 

Los genes de la Th y de la insulina se localizan en tándem en el mismo cromosoma (Fig. 1A), 

una organización sinténica muy conservada a lo largo de los phyla. Por ejemplo, en el anfioxo 

se ha descrito una región de parálogos conteniendo un gen de hidroxilasa de aminoácidos 

aromáticos seguido por un gen relacionado con el de la insulina (Patton et al, 1998; 

Hernández-Sánchez et al, 2006). Los transcritos quimera en pollo se generan por la fusión del 

mRNA de la Th y el de la insulina (Fig.1B). Así, la quimera Th-Ins1 está formada por gran parte 

de la secuencia de la Th (los primeros 12 exones y parte del exón 13) unidos a los exones 2 y 3 

de la proinsulina. Este transcrito codifica una versión inestable de la TH que, además, presenta 

una actividad enzimática disminuida respecto a la TH canónica. También contiene la región 

codificante de la proinsulina y puede dar lugar a proinsulina, aunque en mucha menor 

proporción que cualquiera de los transcritos embrionarios de proinsulina que se describirán 

posteriormente. La quimera Th-Ins2 contiene la misma secuencia de la Th que la Th-Ins1 pero 

únicamente el exón 3 de la proinsulina, y genera una isoforma truncada de la TH con menor 
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actividad que la TH canónica. Ambas formas quiméricas suponen un nuevo nivel de regulación 

de la expresión de los genes de Th e insulina (Hernández-Sánchez et al, 2006).  

Para en un futuro poder entender la posible relevancia fisiológica de las formas quiméricas 

y el conjunto del locus, en el proyecto de investigación de esta Tesis Doctoral hemos abordado 

el análisis de la expresión y función de las formas canónicas de ambos genes individualmente 

en el desarrollo. 

Tirosina Hidroxilasa (19,4 kbp) Insulina (4,6 kbp)

14,7 kbp

Ins

Th

Th-Ins1

Th-Ins2

1 2 3 4 5 6 7 8 109 11 12 13 1

E2

32

E3

E3

A

B

 

 

Tanto la TH como la insulina son proteínas cuya acción en organismos postnatales ha sido 

estudiada de manera amplia y exhaustiva. Sin embargo, sus funciones durante el desarrollo 

embrionario están poco estudiadas. Existen varios ejemplos de hormonas peptídicas que, 

durante el desarrollo embrionario, son sintetizadas en tejidos que pueden no tener relación 

con la glándula endocrina responsable de su síntesis en el organismo adulto. Estas hormonas 

actúan además en ciertos tejidos embrionarios de manera local. Como ejemplo, las hormonas 

tiroideas T3 y T4 protagonizan eventos implicados en la neurogénesis en la retina y cerebro del 

embrión de pollo, mucho antes de la aparición del eje metabólico hipotálamo-pituitaria-

tiroides (Prada et al, 2000; Murphy y Hearvey, 2001). De la misma manera, la hormona de 

crecimiento ha sido asociada también a diferenciación en neurogénesis temprana, 

condrogénesis y angiogénesis (Meier y Solursh, 1973; Sun et al, 2005). En esta Tesis hemos 

estudiado la implicación de la TH y la proinsulina en el proceso de cardiogénesis. 

Nota aclaratoria: 

A lo largo de esta Tesis Doctoral para referirnos al gen o al mRNA se va a utilizar de manera 

génerica el término proinsulina, aunque en las bases de datos esté anotado como insulina.  

Figura 1. Organización genómica del locus Th/insulina en el cromosoma 5 del genoma de 

pollo. A. Representación esquemática de los genes de la Th y de la insulina. Cada rectángulo 

representa un exón y los exones están numerados. Los rectángulos vacíos representan 

regiones no codificantes, los rectángulos azules representan exones codificantes para la Th y 

los rectángulos morados corresponden a exones codificantes para la insulina. Las líneas de 

puntos representan el procesamiento del RNA en la formación de los transcritos quimera. B. 

Diagrama de los mRNA de insulina, TH y quimeras Th-Ins. Se especifican los exones de la 

insulina (E2 y E3) que integran cada quimera. (Modificado a partir de Hernández-Sánchez et 

al, 2006). 

. 
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3.1. Expresión de la Th en el organismo adulto y en el desarrollo embrionario. 

La TH es la primera enzima en la ruta de síntesis de catecolaminas, catalizando la 

conversión del aminoácido L-tirosina a L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), precursor éste de 

la dopamina. Por acción de la dopamina β-hidroxilasa (DBH), la dopamina es convertida a 

noradrenalina y finalmente a adrenalina por otras enzimas de la ruta (Fig. 2). 

CH2CHNH2-COOH

HO

CH2CH2NH2

HO

CHCH2NH2

HO

CHCH2NHCH3

HO

L-Tirosina

L-DOPA

Dopamina

Noradrenalina

Adrenalina

Tirosina hidroxilasa

L-Aminoácido descarboxilasa

Dopamina ß-hidroxilasa

Feniletanolamina N-metil
transferasa

CH2CHNH2-COOH

HO

HO

HO

HO

HO

tetrahidrobiopterina

dihidrobiopterina+ H2O+O2

NAD+

NADH

CO2

O2 + ascorbato

H2O + deshidroascorbato

5- Adenosilmetionina+ O2+Mg2+

5-Adenosilhomocisteína

OH

OH

 

 

Figura 2. Ruta de síntesis de las catecolaminas. En naranja, se destacan los intermediarios 

y los productos. En verde, las enzimas que catalizan las reacciones de la ruta. 
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En el organismo adulto las catecolaminas se producen en las glándulas suprarrenales, 

ejerciendo una función hormonal, o en las neuronas del sistema nervioso simpático y del 

sistema nervioso central, actuando como neurotransmisores. De este modo, las catecolaminas 

ejercen un papel regulador sobre la fisiología endocrina y cardiovascular y en procesos como el 

movimiento, el aprendizaje y el comportamiento emocional (Fitzpatrick, 1999). 

Las catecolaminas actúan principalmente a través de receptores de membrana acoplados a 

proteínas G, interruptores biológicos que realizan la transducción de señales al interior celular 

desencadenando una cascada de actividades enzimáticas o activando a segundos mensajeros 

como respuesta (Alberts, 2001). Los receptores dopaminérgicos son específicos para dopamina 

(Fig. 3), y los adrenérgicos unen noradrenalina y, con mayor afinidad, adrenalina. Se han 

descrito 5 receptores para dopamina (D1-D5) que se clasifican en dos familias, D1 (D1 y D5) y 

D2 (D2, D3 y D4), dependiendo del tipo de proteína G a la que estén asociados. La unión del 

ligando al receptor produce un cambio conformacional que permite la disociación de las  

subunidades α y β/γ de la proteína G heterotrimérica, activando así la señalización vía 

subunidad α y complejo β/γ. Los receptores de la familia D1 están acoplados a proteínas Gs, y 

transducen la señal estimulando la producción de AMPc. Los receptores de la familia D2 están 

acoplados a proteínas Gαi y Gαo, que inhiben la formación de AMPc, activan canales de K+ y 

reducen la entrada de Ca2+ a través de canales dependientes de voltaje (Alberts, 2001; Girault 

y Greengard, 2004). 

Recientemente, se ha sugerido la existencia de receptores híbridos a partir de la formación  

de dímeros de diferentes tipos de receptores acoplados a proteínas G. Estos receptores 

pueden formar homo- y heterodímeros, como puede ser el caso de los receptores de 

dopamina y de somatostatina en adenomas pituitarios (Ferone et al, 2009). De este modo, la 

señalización a través de la vía de la dopamina puede ser más compleja y depender del tejido 

analizado. 

 

 

 

Figura 3. Esquema de un receptor dopaminérgico. Presenta 7 subunidades α-hélice 

transmembrana, con el extremo amino-terminal hacia el medio extracelular. A. Estado basal del 

receptor. En el interior celular se encuentra acoplado a una proteína G  heterotrimérica, con sus 

subunidades α, β y γ. Tras la unión de la dopamina al receptor (B), la subunidad α de la proteína 

G se disocia y activa la respuesta celular. 
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La L-DOPA, además de ser un intermediario metabólico de la ruta de síntesis de 

catecolaminas y de melanina (Schallreuter et al, 2008), presenta efectos fisiológicos sobre la 

proliferación y diferenciación en la retina embrionaria (Lavado et al, 2006). Además, se ha 

descrito que la L-DOPA se une al receptor de membrana OA1, también acoplado a proteínas G 

(López et al, 2008), que se expresa en células pigmentadas de la retina. 

Se conoce relativamente poco de la producción de las catecolaminas en el desarrollo 

embrionario previo a la diferenciación neuronal y adrenal. Se ha mostrado la producción de los 

primeros metabolitos de la ruta en embrión de pollo en neurulación: la L-DOPA se detectó 

desde día embrionario 1 (E1; st 6, según Hamburguer y Hamilton, 1951), la dopamina desde E2 

(st 12), y la noradrenalina y la adrenalina desde E3 (st 20) (Ignarro y Shideman, 1968). Así 

mismo, se detectó la presencia de las enzimas responsables de la catálisis de esta ruta en los 

mismos estadios. Coincidiendo con estos resultados, y ampliándolos, nuestro grupo ha 

mostrado la expresión del gen de la Th desde estadios de gastrulación en el embrión de pollo y 

ratón (Hernández-Sánchez et al, 2006; López-Sánchez et al, 2010).  

Los datos sobre la posible función de las catecolaminas en el desarrollo embrionario son 

también escasos, aunque hay estudios que relacionan la presencia de las catecolaminas con un 

papel regulador en gastrulación y organogénesis temprana (Pendleton et al, 1998). El ratón 

knockout global para Th (mutante nulo) es letal embrionario y muere por fallo cardíaco (Zhou 

et al, 1995). El estudio de estos mutantes revela un papel funcional de la TH en el 

mantenimiento de la homeostasis del oxígeno en estadios intermedios de gestación (Ream et 

al, 2008). Estudios iniciados anteriormente en nuestro grupo y continuados en el desarrollo de 

esta Tesis muestran que la TH tiene un papel importante en cardiogénesis como se describirá 

más adelante (apartado 3.6 y Resultados).  

 

3.2. Expresión de la proinsulina en el organismo adulto y en el desarrollo embrionario. 

La insulina es una hormona anabólica responsable de mantener la homeostasis de la 

glucosa en organismos postnatales. Su biosíntesis por las células β del páncreas ha constituido 

un modelo para el estudio de la expresión específica de tejido.  En estas células se transcriben 

y traducen altos niveles de proinsulina, la cual es procesada a insulina por las proproteínas 

convertasas 2 y 3, y es secretada de forma regulada (Steiner et al, 1990; Rhodes, 2000).  

Durante el desarrollo embrionario, la proinsulina tiene una función y expresión muy 

distintas a las descritas en el adulto. Así, en etapas previas a la formación del páncreas, la 

proinsulina se expresa en células distribuidas en las tres capas embrionarias, ectodermo, 

mesodermo y endodermo (Hernández-Sánchez et al, 2002), permanece sin procesar y 

posiblemente es secretada por medio de una vía constitutiva (Hernández-Sánchez et al, 1995 y 

2002; Alarcón et al 1998). Además, en estadios previos al desarrollo del páncreas, el gen de la 

proinsulina presenta una regulación transcripcional y post-transcripcional diferente a la 

descrita para la insulina pancreática. En los últimos años nuestro grupo ha descrito en el 

embrión de pollo, en estadios prepancreáticos, la presencia de transcritos alternativos al 

mRNA pancreático. Así, el transcrito embrionario Pro1B comparte su región codificante con el 

transcrito pancreático, Pro1A,  pero presenta una extensión de 32 nucleótidos en la región 5’ 

no traducida (5’UTR; del inglés 5’ untranslated region) (Fig. 4). La actividad traduccional del 
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transcrito embrionario Pro1B está parcialmente reprimida por la presencia de dos codones 

AUG en la 5’UTR (Hernández-Sánchez et al, 2003). El segundo transcrito embrionario, Pro1B1, 

es una variante del transcrito Pro1B la cual retiene el primer intrón situado en la 5’UTR (Fig. 4). 

La presencia de este intrón en la 5’UTR casi bloquea la traducción de la proinsulina, aunque no 

afecta al transporte del mRNA o a su estabilidad citoplásmica (Mansilla et al, 2005).  

E3E2E1
Páncreas

Pro1A

Embrión

Int1

E1 E3E2

Pro1B

Pro1B1

E1 E3E2

 

 

 La forma procesada (Pro1B) y la forma que retiene el intrón 1 (Pro1B1) están reguladas de 

forma inversa durante el desarrollo del embrión de pollo. En estadios de gastrulación (st 4) la 

isoforma predominante es Pro1B, siendo casi indetectable la isoforma que contiene el intrón 1. 

Conforme avanza el desarrollo, la expresión de Pro1B disminuye, mientras que la isoforma que 

retiene el intrón aumenta (Mansilla et al, 2005). Las dos isoformas de mRNA embrionarias 

(Pro1B y Pro1B1) generan niveles de proinsulina muy inferiores a los producidos por el 

transcrito pancreático (Pro1A) (Hernández-Sánchez et al, 2003; Mansilla et al,  2005). 

En rata y ratón, a diferencia de aves y humanos, existen dos genes similares que codifican 

para insulina: insulina 1 (Ins1) e insulina 2 (Ins2). El gen Ins1 parece haberse originado a través 

de duplicación génica mediada por un retrotransposón a partir del gen ancestral, Ins2 (Soares 

et al, 1985; Shiao et al, 2008). Además de presentar ciertas diferencias en su estructura, existe 

una regulación embrionaria característica para cada gen dependiente del tejido y del estadio 

analizado (Deltour et al, 1993). 

La expresión de la proinsulina durante la cardiogénesis se describirá posteriormente en el 

apartado 3.7. 

 

 

 

Figura 4. Esquema de los transcritos alternativos de proinsulina. Se muestra el transcrito 

pancreático (Pro1A) y los transcritos presentes en el desarrollo embrionario previos a la 

formación del páncreas (Pro1B y Pro1B1). Cada rectángulo representa un exón (E) y los 

exones están numerados. Las cajas sólidas representan la región codificante. Las cajas 

rayadas representan a la región no traducida. La extensión de 32 nucleótidos  de los 

transcritos embrionarios se destaca en verde. Int1: intrón 1. 
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3.3. Acción de la proinsulina en el desarrollo embrionario. 

En invertebrados la insulina no tiene un papel exclusivamente metabólico. Así, en 

nemátodos, la señalización a través del receptor de insulina controla el ciclo vital (Kimura et al, 

1997) y en Drosophila controla el crecimiento y tamaño celular (Tatar et al, 2001). Durante el 

desarrollo embrionario de vertebrados, la insulina y su precursor, la proinsulina, son 

reguladores clave de la supervivencia celular (de Pablo et al, 1985; Travers et al, 1989). El 

bloqueo de la señalización de la insulina influye de manera deletérea en el crecimiento del 

embrión de pollo y provoca un incremento en la muerte celular (Morales et al, 1997; Díaz et al, 

2000; Hernández-Sánchez et al 2002). Así mismo, la insulina y la proinsulina exógenas atenúan 

la muerte celular apoptótica inducida por deprivación de factores de crecimiento en 

embriones en neurulación en cultivo (Hernández-Sánchez et al. 2002). Por el contrario, un 

exceso de insulina o proinsulina también es dañino para el embrión e interfiere en su correcta 

morfogénesis, probablemente debido a una reducción excesiva en la muerte celular (de Pablo 

et al, 1985; Hernández-Sánchez et al 2002).  

Las funciones fisiológicas de la insulina y de los factores de crecimiento similares a insulina 

(IGF; del inglés insulin-like growth factor) requieren de receptores de superficie celular 

específicos. El receptor de insulina (IR; del inglés insulin receptor) (Ebina et al, 1985) y el 

receptor de IGF de tipo 1 (IGF-1R) (Ullrich et al, 1986) pertenecen a la superfamilia de 

receptores tirosina kinasa (Ullrich et al, 1985). Ambos receptores presentan alta homología de 

secuencia de aminoácidos (70%) y de estructura. Están formados por dímeros en los que cada 

monómero está constituido por la unión covalente de una subunidad α y una β. Monómeros 

idénticos se ensamblan en la membrana plasmática mediante puentes disulfuro formando 

homodímeros. En tejidos donde hay expresión de ambos receptores se pueden formar 

heterodímeros constituidos por una hemimolécula del IR y otra del IGF-1R (Fig. 5). La unión del  

ligando produce un cambio conformacional que dispara la actividad tirosina kinasa del 

receptor e inicia una cascada de señalización intracelular que motiva diferentes respuestas 

biológicas (Nakae et al, 2001).  
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En estadios tempranos de desarrollo no se conoce con seguridad a través de que receptor 

ejerce su función la proinsulina, aunque evidencias encontradas en la retina de pollo sugieren 

Figura 5. Esquema que muestra el receptor de insulina (IR), el receptor de IGF-I (IGF-IR) y el 

receptor híbrido (IR-IGF1R), destacando las subunidades α y β. 
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que la proinsulina podría estar señalizando a través de un receptor híbrido (García de Lacoba 

et al, 1999).  

En mamíferos, el exón 11 del IR está sometido a procesamiento alternativo, dando lugar a 

dos isoformas del receptor (IRA e IRB), que difieren en la ausencia o presencia de 12 

aminoácidos en el extremo C-terminal de la subunidad α (Ebina et al, 1985; Ullrich et al, 1985; 

Seino y Bell, 1989; Seino et al 1989). Ambas isoformas muestran diferencias en la afinidad de 

unión al ligando, actividad kinasa, internalización del receptor y reciclaje, así como en 

capacidad señalizadora y distribución tisular (Mosthaf et al, 1990; McClain, 1991; Vogt et al, 

1991; Yamaguchi et al, 1991; Kellerer et al, 1992; Leibiger et al, 2001). 

 

3.4. Desarrollo del corazón embrionario.  

3.4.1. Una visión general de la morfogénesis cardíaca. 

El corazón es el primer órgano funcional en el desarrollo de vertebrados. Desde etapas 

tempranas tiene un papel vital en la distribución de nutrientes y oxígeno en el embrión, así 

como en la recogida de productos de desecho procedentes de la actividad metabólica 

(Buckingham et al, 2005). La rápida tasa de crecimiento del embrión limita muy pronto la toma 

de oxígeno y nutrientes por difusión, por lo que el sistema cardiovascular debe satisfacer la 

demanda metabólica embrionaria (Olson, 2004).  

En aves y mamíferos, los progenitores cardíacos comienzan a generarse durante las etapas 

iniciales de gastrulación, a partir de células del epiblasto que ingresan a través de la línea 

primitiva y se sitúan bilateralmente en el mesodermo lateral (García-Martínez y Schoenwolf, 

1993; Schoenwolf y García Martínez; 1995; Tam et al, 1997). Tras la separación del mesodermo 

lateral en dos láminas (mesodermo somático y esplácnico) y la formación de la cavidad 

celómica, los precursores cardíacos se sitúan en el mesodermo esplácnico, y constituyen el 

mesodermo cardiogénico de los campos cardíacos bilaterales (revisado en Brand, 2006; Abu-

Issa y Kirby, 2007 y 2008). Más tarde, los progenitores cardíacos migran a la región anterior y 

medial del embrión dando lugar al creciente cardíaco en el embrión de ratón y a los tubos 

endocárdicos en el embrión de pollo, que posteriormente se fusionarán en la línea media, 

dando lugar al tubo cardíaco lineal (Colas et al, 2001; Redkar et al, 2001; Moreno-Rodríguez et 

al, 2006; Abu-Issa y Kirby, 2007 y 2008) (Fig. 6 y 9A). 
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Este tubo realiza una torsión a la derecha y hacia la región anterior, dando lugar al asa 

cardíaca (Fig. 6C y F) (Abu-Issa et al, 2004; Abu-Issa y Kirby, 2007). El latido comienza en esta 

etapa, al principio de manera asincrónica. En estos estadios (st 12-17), el tubo cardíaco 

primitivo está constituido por una capa celular interna de endocardio (derivado de precursores 

endoteliales que se forman a partir del mesodermo esplácnico) y una capa externa de 

miocardio (músculo estriado cardíaco), separadas por la gelatina cardíaca. 

Posteriormente a la torsión del tubo cardíaco, comienza el proceso de especificación de las 

cámaras, la septación y la formación de válvulas, generando un corazón tetramérico en aves y 

mamíferos que puede soportar una doble circulación sistémica y pulmonar. 

  

Figura 6. Representación esquemática de la formación del tubo cardíaco en el embrión de 

pollo (A, B, C) y de ratón (D, E, F). Los embriones se muestran por su parte ventral, excepto 

en D, donde el embrión se muestra por su parte lateral. El embrión de pollo de st 5 (A) 

presenta las dos áreas cardiogénicas (en rojo) bien separadas de la línea media, mientras 

que en el embrión de ratón de E7,0 (D) las dos áreas cardiogénicas se encuentran unidas a 

través de la línea media. En C y F, el tubo cardíaco comienza su torsión, a la vez que 

empieza a latir. En G, se describen los eventos más significativos relacionándolos con los 

estadios correspondientes en pollo y ratón. (Modificado de Abu-Issa y Kirby, 2007). 
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3.4.2. La especificación de los progenitores cardíacos y su destino en la organogénesis. 

La posición de las células precardíacas a lo largo de la línea primitiva está relacionada con 

su destino en el tubo cardíaco primitivo. De esta manera, las células que migran más 

rostralmente contribuyen a la región anterior del tubo cardíaco, mientras que las más caudales 

contribuyen a la región posterior (García-Martínez y Schoenwolf, 1993; López-Sánchez et al 

2001 y 2009).  

Recientemente se ha distinguido entre precursores cardíacos del campo cardíaco primario y 

secundario. Esta distinción hace referencia a diferentes momentos de diferenciación de los 

precursores cardíacos, definidos por la expresión de Islet 1 (ISL1), ya que estudios recientes 

muestran que ambos campos se originan a partir del mesodermo  esplácnico (revisado en 

Abu‐Issa y Kirby, 2007 y 2008; Dyer y Kirby, 2009). La posición de los precursores celulares en 

los campos cardíacos refleja también su contribución a la formación de las futuras cámaras 

cardíacas. 

El campo cardíaco primario constituye la primera población de células mesodérmicas que 

se diferencian para formar el tubo cardíaco primitivo y contribuye a la formación del ventrículo 

izquierdo y parte de las aurículas (Abu‐Issa y Kirby, 2007 y 2008; Dyer y Kirby, 2009). Cuando 

comienza el proceso de torsión, el tubo cardíaco crece mediante la incorporación progresiva 

de precursores del campo cardíaco secundario al extremo anterior y posterior del tubo 

cardíaco (de la Cruz et al, 1977; Waldo et al, 2001; Kelly et al, 2001; Moorman y Christoffels, 

2003; van Wijk et al, 2009; van der Berg et al, 2009). Esta población de precursores da lugar a 

la formación del tracto de salida, parte de las aurículas y ventrículo derecho (Waldo et al, 

2001; Dyer y Kirby, 2009). La expresión de Isl1 comienza en los campos cardíacos situados en el 

mesodermo lateral en st 4 (Yuan y Schoenwolf, 2000). En st 8-9, durante la progresiva fusión 

de los tubos endocárdicos, la expresión de Isl1 continúa en el tubo naciente. Al comienzo del 

latido y la torsión del tubo, la expresión de Isl1 se pierde en el miocardio en diferenciación, 

pero permanece en los precursores del campo cardíaco secundario situados en estos estadios 

(st 12) en el mesodermo faríngeo (Yuan y Schoenwolf, 2000).  

 

3.4.3. Establecimiento de la identidad anterior y posterior en el tubo cardíaco primitivo. 

El miocardio del tubo cardíaco primitivo sufre una profunda remodelación por la que dará 

lugar a la formación del corazón tetracameral (Lamers et al, 1992; Soufan et al, 2006).  

Las primeras evidencias de la regionalización del tubo cardíaco primitivo en el embrión de 

pollo aparecen próximas al inicio de la torsión del tubo cardíaco, con la progresiva restricción 

de la cadena pesada de la miosina auricular (AMHC-1; del inglés auricular myosine heavy chain 

1) a la región más posterior del tubo cardíaco, o región de entrada (De Jong et al 1987). Así 

mismo, el factor de transcripción caja-T 5 (TBX5; del inglés T-box 5) que comienza a expresarse 

en todo el creciente cardíaco, se concentra en la región posterior, mientras que se reprime en 

la región anterior (Bruneau et al, 1999). Por el contrario, la cadena pesada de la miosina 

ventricular (VMHC-1; del inglés ventricular myosine heavy chain 1), que tiene una expresión 

generalizada en las primeras etapas de la diferenciación cardíaca, se restringe a la región más 

anterior del tubo, o región de salida (Somi et al, 2006). El factor de transcripción Iroquais 4 
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(IRX4), cuya expresión está restringida a la región anterior del tubo cardíaco, regula 

positivamente la expresión de Vmhc-1 e inhibe la de Amhc-1 (Bao et al, 1999). 

En ratón, el proceso de regionalización comienza después del proceso de torsión (Kelly et 

al, 1999). Así, la cadena ligera de miosina 2V (MLC2V; del inglés myosine light chain 2V) y la 

cadena pesada de miosina β (βMHC; del inglés β myosine heavy chain) pasan a ser isoformas 

ventriculares en los estadios E8.5 y E10.5 respectivamente (Lyons et al, 1990; O'Brien et al, 

1993; Chen et al, 1998).  

Además de la regionalización en la expresión de algunos genes, los cardiomiocitos 

auriculares y ventriculares muestran diferencias en su actividad contráctil y electrofisiológica, 

lo cual es esencial para el funcionamiento correcto del corazón (Yutzey et al, 1994; Pawlosky-

Dahm et al, 1998; Buck et al, 1999). 

Varios estudios han mostrado que el ácido retinoico (AR) es una molécula esencial en la 

regionalización del tubo cardíaco primitivo (Mendelsohn et al 1994; Yutzey et al, 1994; 

Liberatore et al, 2000; Hochgreb et al, 2003; Xavier-Neto et al, 2001). Los niveles del AR 

presentan un gradiente postero-anterior que está determinado por la restricción caudal de la 

expresión de la retinaldehído deshidrogenasa-2, enzima limitante de la síntesis del AR 

(Tomanek y Runyan, 2001; Larsen, 2003). La aplicación de un exceso de AR en el tubo cardíaco 

del embrión de pollo provoca una expansión del dominio de expresión de genes caudales 

como Amhc-1. Además, paralelamente se produce una disminución de la expresión de genes 

rostrales como Vmhc-1. De manera similar, en el embrión de ratón, el AR también controla el 

establecimiento del patrón anteroposterior del tubo cardíaco, afectando a la expresión de Isl1 

y del factor de crecimiento de fibroblasto 8 (FGF8; del inglés fibroblast growth factor 8) (Sirbu 

et al, 2008). Además, el tratamiento intrauterino con AR expande la expresión de genes 

auriculares hacia la zona anterior del tubo cardíaco (Larsen, 2003).  

Paralelamente a la regionalización del tubo cardíaco y especificación cameral, el corazón 

comienza a formar el tejido de conducción que es capaz de generar y transmitir el impulso 

eléctrico responsable del latido cardíaco. El sistema de conducción incorpora para su 

formación regiones del miocardio primario en las que se altera la expresión génica original del 

programa cardíaco (Tomanek y Runyan, 2001; Moorman y Christoffels, 2003; Moorman et al, 

2005). 

 

3.4.4. Endocardio, proepicardio y epicardio. 

El endocardio, capa celular más interna del corazón (Fig. 7), proviene del mesodermo 

precardíaco. Sus células son similares a las células endoteliales de los capilares sanguíneos. Se 

ha demostrado que el endocardio influye en la función contráctil del miocardio regulando la 

composición del medio extracelular de los cardiomiocitos. También, se ha mostrado un papel 

activo en la formación de las almohadillas endocárdicas que participan en la septación del 

corazón y en la formación de las válvulas (Maschhoff y Baldwin, 2000; Wagner y Siddiqui, 

2007). Así mismo, el endocardio adulto está involucrado en procesos de hipertrofia cardíaca 

(Deschamps y Spinale, 2005).  
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En el tubo cardíaco primitivo, el endocardio y el miocardio permanecen separados por una 

matriz extracelular, la gelatina cardíaca (Fig. 7), muy rica en fibronectina, colágeno y laminina 

(Nakajima et al, 1997). Es producida principalmente por el miocardio y en menor parte por el 

endocardio (Kelley, 1993; Waldo et al, 1999). Esta gelatina media las interacciones entre 

miocardio y endocardio, e interviene también en la formación de los septos y las almohadillas 

endocárdicas (Carlson, 2009).  

 

Mientras se completa el plegamiento del asa cardíaca (st 17-18 en el embrión de pollo), el 

corazón incorpora otra capa tisular, el epicardio (Wessels y Pérez‐Pomares, 2004). Miocardio y 

epicardio se encuentran también separados por otra capa de matriz extracelular denominada 

espacio subepicárdico (Fig. 7). El epicardio se forma a partir del proepicardio, una estructura 

embrionaria transitoria que, además del epicardio, da lugar a la formación de la vasculatura 

coronaria (Pérez-Pomares et al, 2009; Fig. 8B). 

El proepicardio se desarrolla a partir del epitelio celómico que aparece entre el límite del 

primordio hepático y la región de entrada del corazón. Se caracteriza por expresar Wt1 (del 

inglés Wilms’ tumor), epicardina y Tbx18, genes relacionados también con el desarrollo 

vascular de los glomérulos renales (Muñoz-Chápuli et al, 2002). Presenta múltiples digitaciones 

o protrusiones, formadas por células epiteliales y, en menor medida, mesenquimáticas (Pérez-

Pomares et al, 1997). En el embrión de pollo, el crecimiento del proepicardio presenta una 

asimetría izquierda-derecha, desarrollándose únicamente en el lado derecho del polo 

posterior del tracto de entrada (Fig. 8A). En el lado izquierdo se forma un proepicardio vestigial 

que se pierde por apoptosis. Este proceso parece controlado por FGF8 y Sna1, reguladores 

génicos de la determinación de la asimetría en la formación del polo posterior del corazón 

(Schlueter y Brand, 2009).  

Figura 7.  Diferenciación de la 

pared cardíaca. Se destacan en el 

esquema las capas del tubo 

cardíaco. 
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En st 17-18, las células del proepicardio del embrión de pollo interaccionan con el 

miocardio iniciando un proceso de migración y diferenciación, dando lugar a la formación del 

epicardio primitivo. Posteriormente, parte de las células del epicardio primitivo sufren una 

transición epitelio-mesénquima a través del espacio subepicárdico, y posteriormente se 

diferencian a linaje fibroblástico y muscular liso, contribuyendo a la formación de la 

vasculatura coronaria (Pérez-Pomares et al, 2009). Además de participar en la formación de los 

tejidos vascular y conectivo del corazón, las células derivadas del epicardio desempeñan un 

papel modulador esencial para la formación de la capa compacta ventricular del miocardio, un 

papel que podría estar regulado por el factor de transcripción WT1 y la producción de AR 

(Muñoz-Chápuli et al, 2002).  

Usando cultivos de explantes de proepicardio, se ha mostrado que las células del 

proepicardio tienen el potencial de diferenciar a células del músculo cardíaco (Kruithof et al, 

2006). Experimentos recientes muestran que el balance entre las vías de señalización de la 

proteína morfogenética de hueso (BMP; del inglés bone morphogenetic protein) y FGF 

determina la diferenciación de los precursores del mesodermo pericárdico (Fig. 8C). Así, la vía 

Figura 8. Representación esquemática del desarrollo del epicardio. A. Vista frontal del 

tubo cardíaco (en rojo) de un embrión de st 12. Se destaca la localización de los 

precursores del proepicardio (PE; violeta) en el asta derecha del polo posterior. B. Vista 

lateral de la porción anterior de un embrión de pollo en st 17 que muestra la 

localización del PE próxima al tracto de entrada (TE) del corazón. C. La señalización 

mediada por FGF2 (en azul) es esencial para la especificación del linaje proepicárdico 

(flecha violeta) y contrarresta la señalización de BMP2 (verde) que dirige la 

diferenciación del mesodermo pericárdico hacia cardiomiocitos del TE (flecha roja). D. 

La expresión de Tbx18 y de Wt1 puede ser detectada en el PE.  A: aurícula; mes pe: 

mesénquima pericárdico; PE: proepicardio; mio: miocardio; TS: tracto de salida; TE: 

tracto de entrada; V: ventrículo. (Modificado de González-Rosa et al, 2010). 
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de BMP activa la diferenciación a cardiomiocitos mientras que la de FGF estimula la 

diferenciación a linaje epicárdico (van Wijk et al, 2009; González-Rosa et al, 2010). También la 

señalización de la vía de NOTCH1 regula la diferenciación celular del proepicardio y del 

mesodermo pericárdico adyacente. La inhibición de la expresión de Notch1 en el linaje 

epicárdico inhibe la formación de las arterias coronarias. Por otro lado, esta inhibición reduce 

la proliferación de los cardiomiocitos y el grosor de la pared miocárdica, poniendo de 

manifiesto la estrecha relación existente entre epicardio y miocardio (del Monte et al, 2011).  

Así mismo, el AR interviene de manera directa en la diferenciación del proepicardio. La 

inactivación del receptor de retinoico α en el proepicardio en mutantes nulos y en mutantes 

condicionales afecta gravemente al desarrollo epicárdico (Merki et al 2005; González-Rosa et 

al 2010). Además, se ha visto que un exceso de AR y del factor de crecimiento del endotelio 

vascular (VEGF; del inglés vascular endothelial growth factor) retrasa la diferenciación a células 

musculares lisas coronarias a partir de las células derivadas del epicardio (Azambuja et al, 

2010).  

 

3.5. Redes de regulación génica en el desarrollo cardíaco. 

Entre las primeras señales responsables de la especificación de los progenitores cardíacos 

se encuentran las provenientes del endodermo faríngeo y tejidos adyacentes al mesodermo, 

como el ectodermo y la notocorda (Schulteiss  et al 1995; Ehrman y Yutzey, 1999; Brand, 2003; 

Fig. 9A).  

El endodermo se encuentra en contacto cercano con los campos cardíacos y se caracteriza 

por la expresión de los factores Sox17 (del inglés SRY-related HMGbox 17) y Hex (del inglés 

haematopoietically expressed homeobox) (Brand, 2010). La señalización proveniente del 

endodermo a través de los miembros de la superfamilia de factores de transformación y 

crecimiento β (TGFβ; del inglés transforming growth factor β), como la subfamilia BMP y del 

FGF, promueve la diferenciación a miocardio (Sugi y Lough, 1995) (Fig. 9A). Los FGF tienen un 

efecto cardiogénico en regiones en las que la señalización por BMP también se encuentra 

presente (Abu-Issa y Kirby, 2007). De esta manera, los FGF en combinación con BMP2 pueden 

incluso reespecificar el mesodermo lateral posterior del embrión de pollo dirigiéndolo a la 

formación de corazón (Marvin et al, 2001). 

Producidos también por el endodermo, el factor de transcripción SHH (del inglés sonic 

hedgehog) y el factor CRESCENT inducen cardiogénesis en el mesodermo esplácnico, en 

contacto íntimo con el endodermo faríngeo (Brand, 2003). Además, el factor WNT 11 (del 

inglés wingless-type MMTV integration site family member 11), que no señaliza vía β-catenina, 

activa también el programa de diferenciación cardíaca (Solloway y Harvey, 2003). 

Por el contrario, algunos factores de la familia WNT secretados por el ectodermo que 

actúan vía β-catenina (vía canónica) inhiben la diferenciación cardíaca (Marvin et al, 2001; Fig. 

9B). De este modo, la modulación de la actividad de WNT a lo largo del eje anteroposterior del 

embrión temprano de pollo establece competencia para formar corazón o células sanguíneas 

en respuesta a señales de BMP (Schultheiss et al 1997; Olson, 2006). 
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 Adicionalmente, desde la notocorda también se secretan otros factores inhibidores de la 

cardiogénesis, como NOGINA y CORDINA (Brand, 2003). La exposición a la secreción de 

NOGINA, que antagoniza la señalización a través de BMP, inhibe completamente la 

diferenciación del mesodermo precardíaco (Schulteiss et al, 1997; Schneider y Mercola, 2001). 

De esta manera, en el inicio del proceso de diferenciación cardíaca en vertebrados el 

balance entre señales positivas (como pueden ser los BMP o FGF) y negativas (como la vía 

canónica de WNT) define la activación del núcleo central de factores de transcripción que 

promueven la diferenciación a miocardio (Fig. 9B). 

CRESCENT
NOGINA
CORDINA

WNT 11 WNT 1/-3/-8 FGF8 SHH

Mesodermo cardíaco
NKX2.5/MEF2/GATA/TBX/HAND

Β- catenina SMAD
TAK/TAB

ATF2

A

B

Ectodermo

Mesodermo

Endodermo

BMP2

WNT

NOGINA
CORDINA

BMP, FGF8
SHH, CRESCENT

 

 

El núcleo de factores de transcripción cardíacos forma parte de una red génica muy 

conservada en la evolución, y está constituido por Nkx2.5, Mef2 (del inglés myocite-specific 

enhancer factor), Gata (del inglés globin transcription factor), Tbx y Hand (del inglés heart and 

neural crest derivatives expressed) (Fig. 9B). Este grupo de factores de transcripción opera sin 

Figura 9. A. Relación espacial entre los factores de inducción cardíacos, segregados 

principalmente por el  endodermo faríngeo (verde) y factores inhibitorios secretados 

por el ectodermo (azul) o por la notocorda (rosa). El mesodermo cardiogénico (rojo) se 

forma en el mesodermo esplácnico, el cual permanece en contacto íntimo con el 

endodermo faríngeo.  B. Diagrama que muestra las principales rutas de señalización  

implicadas en la inducción cardiogénica. Las señales inductoras (en verde: BMP2, FGF8, 

CRESCENT, WNT 11, SHH) promueven la formación del mesodermo cardíaco a través de 

la activación de la expresión un núcleo de factores de transcripción cardíacos: Nkx2.5, 

factores Gata, Mef2, Tbx y Hand. Existen también señales inhibitorias (en rosa: 

NOGINA, CORDINA, WNT 1,-3,-8) provenientes de los tejidos adyacentes. Se muestran 

también rutas particulares de señalización con una función demostrada en inducción 

cardíaca (en blanco). (Modificado de Brand, 2003). 
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un único gen maestro, ya que es la interacción de todos los componentes la que estabiliza y 

refuerza el programa cardíaco (Olson et al, 2006; Zaffran et al, 2002; Buckingham et al 2005). 

Las señales desde el endodermo faríngeo (Brand et al 2003, Abu-Issa et al 2007) activan la 

expresión temprana en el creciente cardíaco del gen Nkx2.5 (Lien et al, 2002), que coopera con 

otros factores de transcripción, como GATA4, el factor de respuesta al suero (SRF; del inglés 

serum response factor) y TBX5 (Evans, 1999), regulándose mutuamente mediante bucles de 

retroalimentación positiva (Srivastava y Olson, 2000). La activación de Nkx2.5 activa a su vez la 

expresión de otros genes específicos del miocardio, como Mef2C, troponina cardíaca I (cTNL; 

del inglés cardiac troponine I), troponina cardíaca C (cTNC; del inglés cardiac troponine C), α-

actina cardíaca o proteínas de los intercambiadores Na+/Ca ++ (Nicholas y Philipson, 1999). 

Las señales inductoras del endodermo faríngeo actúan sobre precursores del campo 

cardíaco primario y secundario, aunque la coordinación en la señalización celular requerida 

para regular la proliferación, la migración y la diferenciación del campo cardíaco secundario es 

diferente y más compleja (Dyer y Kirby, 2009; Hutson et al, 2010). 

A pesar de que no se ha caracterizado el programa génico responsable del proceso de la 

torsión del asa cardíaca, se ha propuesto que genes encargados de establecer la asimetría 

izquierda-derecha están involucrados en este proceso. Por ejemplo, la expresión de Activina-B 

en el nódulo de Hensen en embriones en gastrulación (st 5) inhibe la expresión de Shh 

únicamente en la mitad izquierda del embrión (Levin et al 1995, 1997). Esta expresión 

asimétrica afecta entre otros factores a la expresión de Pitx2 (del inglés paired-like 

homeodomain), un gen con un marcado protagonismo en el establecimiento de la torsión 

cardíaca (Yu et al, 2001).  

Además de las redes descritas, en nuestro grupo hemos comenzado a estudiar nuevos 

factores con marcado protagonismo en procesos puntuales del desarrollo del corazón. Estos 

factores también se interrelacionan con las vías clásicas de diferenciación cardíaca, como se 

describe a continuación. 

 

3.6. La expresión y la función de la TH en el desarrollo cardíaco. 

Estos estudios fueron iniciados en nuestro grupo por el Dr. Óscar Bártulos en colaboración 

con la Dra. Carmen López (Universidad de Extremadura). Los resultados iniciales se resumen 

brevemente a continuación, y serán presentados más extensivamente en el apartado de 

Resultados para facilitar el seguimiento de los nuevos datos.  

Mediante hibridación in situ (HIS) se localizó la expresión de Th en el tejido precardíaco y 

cardíaco del embrión de pollo. En los estadios previos a la formación del tubo cardíaco (st 8 y 

st 9), el mRNA de la Th se encuentra en el mesodermo esplácnico de los tubos endocárdicos. 

En el tubo cardíaco primitivo (st 12), el transcrito de la Th se concentra en su parte posterior, 

específicamente en la capa miocárdica de la región de entrada. Este patrón de expresión es 

similar al de otros genes cuya expresión también se restringe progresivamente a la parte 

posterior del tubo cardíaco (Amhc-1 y Tbx5). 

La implicación de la TH en cardiogénesis se puso de manifiesto mediante estudios de ganancia 

y pérdida de función. Así, microesferas impregnadas con L-DOPA o dopamina inducían la 
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expresión ectópica de genes cardíacos. Además, la sobreexpresión de la Th mediante 

electroporación indujo la expansión de genes con restricción posterior (Amhc-1 y Tbx5) hacia la 

región anterior del tubo cardíaco. Por otro lado, la inhibición de Th mediante morfolinos 

disminuyó la expresión de Amhc-1 y Tbx5, y modificó el proceso de curvatura del tubo cardíaco 

en desarrollo (López-Sánchez et al, 2010).   

En el embrión de ratón también se detectó expresión de la Th desde etapas de gastrulación 

(López-Sánchez et al, 2010). Además, ha sido posible relacionar la ruta de síntesis de 

catecolaminas con la fisiología cardiovascular. El ratón nulo para la Th es letal embrionario y 

muere por fallo cardíaco entre los días embrionarios E11,5 y E15,5 (Zhou et al, 1995). 

 

3.7. La expresión y la función de la proinsulina en el desarrollo cardíaco. 

A pesar del mejor control metabólico de las madres diabéticas, la prevalencia de 

malformaciones cardiovasculares es hasta cinco veces más alta en los hijos de madre diabética 

(Wren, 2003). Estas malformaciones incluyen miofibrilogénesis aberrante, defectos en la 

septación cardíaca y otros defectos en la formación de las válvulas cardíacas o del tracto de 

salida, como la aparición del tronco arterioso persistente (Kumar et al, 2007).  

En los individuos postnatales también se ha relacionado el crecimiento cardíaco con la 

ingesta de nutrientes y los niveles de insulina circulante en el organismo (DeBosch y Muslin, 

2008). Las pérdidas de masa  corporal total se reflejan en un descenso de la masa muscular en 

el ventrículo izquierdo (de Simone et al, 1995), al parecer en respuesta al descenso de los 

niveles de insulina en suero (Klein, 2001). Además, las cardiomiopatías existentes en la 

diabetes mellitus de tipo 2 son debidas en gran parte al crecimiento hipertrófico del ventrículo 

izquierdo, ocurriendo dentro de un contexto de hiperinsulinemia y resistencia a la insulina 

(Ilercil et al, 2002).   

La implicación de la insulina en el desarrollo cardíaco ha sido reforzada al observarse el 

fenotipo de los ratones nulos para IR específicos de corazón, que presentan cardiomiocitos 

atróficos (Belke et al, 2002). Existen numerosos estudios similares que relacionan varios 

ratones nulos de las vías de señalización de la insulina con un fenotipo cardíaco apreciable, 

como son los mutantes nulos para el sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1; del inglés 

insulin receptor substrate 1), para el homólogo de tensina y fosfatasa (PTEN; del inglés 

phosphatase and tensin homolog) o para la proteína kinasa B 3 (PKB3; también conocida como 

AKT3) (revisados en De Bosch y Muslin, 2008). Los mutantes nulos para Irs-1 presentan un 

descenso total de la masa corporal, el cual es todavía más acentuado en el caso de la masa 

cardíaca (Pete et al, 1999). Por otro lado, los mutantes nulos para Pten y Pkb3/Akt3 presentan 

cardiomiocitos hipertróficos (Crackower et al, 2002; Taniyama et al, 2005).  

A lo largo de las últimas dos décadas, el estudio de la insulina y de su forma precursora y 

embrionaria, la proinsulina, ha sido la labor principal de nuestro grupo de investigación. Los 

transcritos de proinsulina descritos en el apartado 3.2 presentan una regulación dinámica 

durante el desarrollo cardíaco. En st 4, se expresa principalmente la isoforma con el intrón 

procesado (Pro1B). El porcentaje de retención del intrón 1 (Pro1B1) se incrementa en el 

creciente cardíaco (st 8), alcanzando el máximo cuando el tubo cardíaco se ha formado (st 10) 

(Fig. 10B; Mansilla et al, 2005). Es decir, en etapas iniciales de la cardiogénesis se produce el 



 
34 3. Introducción 

 
transcrito capaz de generar bajos niveles de proinsulina, mientras que en el estadio de 

formación del tubo cardíaco se produce el transcrito que prácticamente no se traduce a la 

proinsulina. 

Pro1B1

Pro1B

RPC

RPC TC

C

st 4 st 8 st 10

TC C

A

B

C

 

 

Figura 10. Expresión de las isoformas de mRNA de proinsulina durante la cardiogénesis del 

embrión de pollo. A. Estadios de embrión de pollo seleccionados para el análisis. Con la línea 

punteada se delimita la zona cardíaca seleccionada para el estudio. RPC: región 

precardiogénica; TC: tubos endocárdicos; C: corazón. B. RT-PCR de los transcritos alternativos 

de proinsulina en las regiones cardíacas del embrión de pollo indicadas en el panel A. C.  Efecto 

de la implantación de microesferas de proinsulina en la expresión de marcadores cardíacos. Se 

muestra un diagrama donde la microesfera impregnada con proinsulina se implanta en el límite 

lateral de la región precardíaca en st 5. Hibridación in situ (HIS) para Vmhc-1 (st 10 y st 11) o 

inmunohistoquímica para la cadena pesada de la miosina (detectada con el anticuerpo MF20) 

(st 10). El tejido ectópico inducido por la microesfera de proinsulina (señalado con una punta de 

flecha) expresaba el gen Vmhc-1 y su proteína, la cadena pesada de miosina. (Modificado de 

Mansilla et al, 2005). 
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Paralelamente a los nuevos mecanismos de regulación de la expresión embrionaria, se 

encontró que la proinsulina podría tener un papel en las fases iniciales de la cardiogénesis. 

Microesferas impregnadas con proinsulina inducían la expresión ectópica de marcadores 

cardíacos como Vmhc-1, un marcador de cardiomiocitos diferenciados del ventrículo (Fig. 10C). 

Esta inducción también se puso de manifiesto con el anticuerpo MF20 para detectar la cadena 

pesada de la miosina (Mansilla et al, 2005). Estos resultados son concordantes con estudios en 

los que la insulina induce diferenciación cardíaca terminal en explantes de mesodermo 

precardíaco de codorniz de st 5 (Antin et al, 1996; Lough y Sugi, 2000). 
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4. OBJETIVOS 

 

1. Caracterizar la expresión génica y actividad de la TH en las primeras etapas de la 

cardiogénesis embrionaria.  

2. Estudiar el papel de la TH en el establecimiento de la polaridad anteroposterior del tubo 

cardíaco. Establecer la relación de la TH y el ácido retinoico en la especificación del patrón 

anteroposterior. 

3. Analizar la expresión génica de la proinsulina en las primeras etapas de la cardiogénesis 

embrionaria. 

4. Caracterizar la función de la proinsulina en la cardiogénesis, y el efecto de su 

sobreexpresión en la morfogénesis del tubo cardíaco primitivo. 

 

 

 



 



 

 

 

 

 

5. MATERIALES Y MÉTODOS. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1. Animales de experimentación y obtención de tejidos. 

Los embriones de pollo fueron obtenidos de huevos marrones fértiles (Isa Brown) de la 

granja Santa Isabel (Córdoba). Los huevos se incubaron a temperatura (38 °C) y humedad 

constante hasta los estadios embrionarios necesarios según la clasificación de Hamburger y 

Hamilton (Hamburger y Hamilton, 1951; Fig. 11). Para la obtención de embriones de st 3 a st 

20 se utilizaron aros de papel de filtro. Se disecaron primero las membranas y tras sacar al 

embrión a una placa, se separaron los tejidos requeridos bajo la lupa y con la ayuda de pinzas 

finas.  

Los ratones silvestres utilizados en este estudio fueron de la estirpe C57BL/6 de Charles 

River Laboratories International (EEUU). Todos los animales fueron mantenidos en el Centro de 

Investigaciones Biológicas, siguiendo la normativa vigente en la Unión Europea. Se 

mantuvieron en ciclos de 12:12 horas de luz y oscuridad, a una temperatura de 20 °C, comida y 

bebida ad libitum. 

El tejido principal de trabajo en el modelo de ratón fue el corazón procedente de 

embriones comprendidos entre las edades embrionarias 8,5 días (E8,5) y 15,5 días (E15,5). 

Para la  determinación del estadio embrionario, se consideró la mañana en la que se encuentra 

el tapón vaginal como E0,5. Las hembras preñadas fueron sacrificadas por dislocación cervical 

y los embriones fueron obtenidos por cesárea. Bajo la lupa, y con la ayuda de unas pinzas finas, 

se disecaron los corazones embrionarios. 

Para el estudio del corazón de ratón postnatal (P25; 25 días tras el nacimiento) el animal se 

dislocó cervicalmente y se realizó la extracción del corazón. 

 

72 hrst 18

80 hrst 20

Estadio de desarrollo Tiempo de incubación

st 1

st 2 6-7 hr

st 3 12-13 hr

st 4 18-19 hr

st 5 19-22 hr

st 6 23-25 hr

st 8 26-29 hr

st 10 33-38 hr

st 12 45-49 hr

st 14 50-53 hr

st 16 51-56 hr
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Figura 11. Desarrollo temprano del 

embrión de pollo. A. Se muestran las 

primeras etapas del desarrollo 

embrionario (hasta 80 horas de 

incubación, st 20), incluyendo la 

formación de la línea primitiva (st 2-st 

4), la aparición de las primeras 

somitas (st 7) y la formación del tubo 

cardíaco (st 10 en adelante). En la 

tabla se especifica su correspondencia 

en tiempo en horas desde el inicio de 

la incubación. (Modificado de 

Hamburger y Hamilton, 1951). 

 

 

Estadio de desarrollo Tiempo de incubación 

st 1  

st 2 6-7 hr 

st 3 12-13 hr 

st 4 18-19 hr 

st 5 19-22 hr 

st 6 23-25 hr 

st 8 26-29 hr 

st 10 33-38 hr 

st 12 45-49 hr 

st 14 50-53 hr 

st 16 51-56 hr 

st 18 72 hr 

st 20 80 hr 

 

5.2. Cultivo de embriones de pollo (método EC). 

Los embriones de pollo se estadiaron siguiendo la clasificación de Hamburger y Hamilton. El 

cultivo de embrión de pollo temprano (cultivo EC; del inglés early chick) es una variante 

mejorada del original cultivo de New, como se ha descrito en Chapman et al (2003).  

Se abrió el huevo y se descartó la clara. Para la extracción del embrión se utilizó un aro de 

papel de filtro de 20x20 mm (Whatman, Reino Unido)  con cuatro lóbulos simétricos. Esta 

forma permite que el embrión no pierda la tensión superficial al cortar las membranas vitelinas 

de alrededor. Tras limpiar de restos de yema en el embrión, éste se dispuso en una placa Petri 

de 35 mm sobre medio de cultivo semisólido con la zona ventral hacia arriba.  El embrión en la 

placa se incubó a 37 °C y saturado de humedad hasta el estadio deseado. El medio semisólido 

se compone de: 50% de clara (porción menos densa), 50% de solución salina (7,19 g NaCl/l de 

agua destilada) y 0,3% de agar bacteriológico. Para su preparación se extrajo la clara menos 

densa de huevos no incubados y se calentó a 49 °C hasta su uso. La solución salina se llevó a 

ebullición, y se le añadió el agar en agitación hasta su disolución. Se dejó atemperar a 49 °C 

durante al menos 1 hora. Transcurrido ese tiempo, se procedió a la mezcla en agitación de la 

clara de huevo y la solución salina con el agar. Con una jeringa de 10 ml, se repartieron 

aproximadamente 2 ml de esta mezcla por placa de cultivo de 35 mm. 

 

5.3. Detección e identificación de RNA mensajero. 

 5.3.1. RT-PCR semicuantitativa. 

Los tejidos o embriones completos se disecaron como se ha descrito en el apartado 

anterior, se congelaron inmediatamente en nieve carbónica y se guardaron a -80 °C. 

Posteriormente, se homogeneizaron en Trizol (Invitrogen, EEUU) y el RNA se extrajo de 
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acuerdo con las instrucciones del fabricante. La integridad del RNA fue verificada por 

electroforesis y se cuantificó midiendo la absorbancia a 260 nm. 

Para la reacción de transcripción inversa (RT; del inglés reverse transcription) se partió de 

2,5 a 5 μg de RNA total, previamente tratado con DNasaI (Invitrogen) para eliminar posibles 

restos de DNA genómico. Generalmente la RT se realizó con los cebadores Oligo (dT)18-20 o 

Random Primers y la enzima Superscript III (todo de Invitrogen), de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante.  

Para la PCR semicuantitativa se utilizaron 2 μl del producto de RT en un volumen final de 50 

μl con la enzima Taq polymerase (Invitrogen) y con cebadores específicos (Invitrogen) cuyas 

secuencias se encuentran en la Tabla 1.  

Para la amplificación de los dos transcritos embrionarios de proinsulina en la misma 

reacción de PCR, se utilizó la pareja de cebadores cAltF1 y cAltR1 (ver además Fig. 24, en 

Resultados). En el caso de la insulina de ratón, la pareja de cebadores mInsF1 y mInsR1 

amplifican tanto la insulina 1 como la insulina 2 (en esta especie el gen de la insulina se 

encuentra duplicado). De la misma manera, mIRF1 y mIRR1 amplifican las dos isoformas del 

receptor de insulina. 

 Cuando el producto de PCR iba a ser clonado se utilizó la enzima High Fidelity en la 

amplificación (Roche Diagnostics, Alemania) para minimizar errores según instrucciones del 

fabricante.  

 

Nombre Secuencia 5´-3´ c Descripción 

cAltF1  GAATGGGGAAATTTCTACCAGT + Pro1B y Pro1B1 (pollo) 

cAltR1  GACTGCTCACTAGGGGCTGC - Pro1B y Pro1B1 (pollo) 

cInsF1 ATATAAATATGGGAAAGAGAATG + Proinsulina (pollo) HIS 

cInsR1 GTTGCAGTAGTTCTCCAGTT - Proinsulina (pollo) HIS 

cPro1AF1 CTACCAGTCTTCATCTCTGA + Pro1A (pollo) 

cProR1 GCTAGTTGCAGTAGTTCTCCAGTT - Proinsulina (pollo) 

cPro1BF1 ATATAAATATGGGAAAGAGAATG + Pro1B (pollo) 

cTbx5F1 AAGCTCGTAACATGGCGGAC + Tbx5 (pollo) HIS 

cTbx5R1 TTAGCTGTTCTCGCTCCACT - Tbx5 (pollo) HIS 

cTHF1 CACGAGTGAAGATGCCAAC + TH (pollo) HIS 

cTHR1 CCCTGTTCCTAGTCTGTAAC - TH (pollo) HIS 

mInsF1  GGCTTCTTCTACACACCCA + Insulina (ratón) 

mInsR1 CAGTAGTTCTCCAGCTGGTA - Insulina (ratón) 

mIRF1 GGCCAGTGAGTGCTGCTCATGC + Receptor de insulina (ratón) 

mIRR1 TGTGGTGGCTGTCACATTCC - Receptor de insulina (ratón) 

 

Tabla 1. Cebadores utilizados para la PCR semicuantitativa. En la tabla se especifica si el 

cebador se une a la cadena (c) sentido (+) o antisentido (-). Se marca con “HIS” en la 

descripción del cebador cuando el producto de la PCR fue utilizado para el diseño de sondas 

para hibridación in situ. 
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La identidad de los productos amplificados se verificó mediante secuenciación en el servicio 

de secuenciación del Centro de Investigaciones Biológicas.  

 

5.3.2. RT-PCR cuantitativa (RT-qPCR). 

La RT se realizó con 2,5 μg de RNA, el kit Superscript III y Random Primers. La PCR 

cuantitativa (qPCR; del inglés quantitative PCR) se realizó con el ABI Prism 7900HT Sequence 

Detection System (Applied Biosystems, EEUU) usando TaqMan Universal PCR Master Mix, No 

AmpErase UNG (Applied Biosystems) y sondas de The Universal Probe Library (UPL) (Roche 

Applied Science) para la detección. La secuencia de los cebadores y sus sondas UPL respectivas 

se describen en la Tabla 2. 

 

Nombre Secuencia 5’-3’ Sonda Descripción 

qcINSF1 CCTAGTGAGCAGTCCCTTGC 18 Proinsulina total (pollo)+ 

qcINSR1 CCTCGCTTGACTTTCTCGTATT  Proinsulina total (pollo)- 

qcPro1B1F1 TGGTAAAGAGCTGGCTTGGT 72 Pro1B1 (pollo)+ 

qcPro1B1R1 GCAATGTGCTCAAAGACCTG  Pro1B1 (pollo)- 

qcPro1BF1 GCAAACTTCTCTGCATCTCTTTCT 136 Pro1B (pollo)+ 

qcPro1BR1 CCAGAAGAGGCAGTGATCG  Pro1B (pollo)- 

qcTHF1 ACAGCCCCCAGACCATCT 80 TH (pollo)+ 

qcTHR1 AATCAGCGAATGAAGCTCGT  TH (pollo)- 

qcGAPDHF1 GTCCTCTCTGGCAAAGTCCA 49 GAPDH (pollo)+ 

qcGAPDHR1 ACCATGTAGTTCAGATCGATGAAG  GAPDH (pollo)- 

qcDBHF1 TACAAGGTGTCCCTCGATCC 66 DBH (pollo)+ 

qcDBHR1 GCTCGGGGTAACTGACGTT  DBH (pollo)- 

qcAMHC1F1 CTTTGTCCGCTGTCTCATCC 12 AMHC-1(pollo)+ 

qcAMHC1R1 AGGGGGTTGTCCATCACAC  AMHC-1(pollo)- 

qcTbx5F1 GATGAGAACAACGGCTTTGG 8 TBX5 (pollo)+ 

qcTbx5R1 AGTCTCGGGGAAGACATGG  TBX5 (pollo)- 

qcDrd1F1 TGTCATTAGTGTGGACAGATACTGG 19 Receptor D1 (pollo)+ 

qcDrd1R1 GGGTCATTTTCCTCTCGTACC  Receptor D1 (pollo)- 

qcDrd3F1 GATAAGCTCTTTAGGAAGGATAGGC 12 Receptor D3 (pollo)+ 

qcDrd3R1 CCTAATACAGAGAGCCACTCCAC  Receptor D3 (pollo)- 

qcDrd5F1 GTCTGCTGCACTGGAGGTC 27 Receptor D5 (pollo)+ 

qcDrd5R1 GAATCGTTCGTCTCCGTAGG  Receptor D5 (pollo)- 

Tabla 2. Cebadores y sondas utilizadas para la RT-qPCR. En la tabla se especifica si el cebador 

se une a la cadena sentido (+) o antisentido (-). 

 

5.3.3. Generación de sondas para hibridación in situ (HIS). 

Las sondas para la proinsulina de pollo (que incluye los exones 1B, 2 y 3), para la TH de pollo 

y para Tbx5 de pollo se generaron mediante RT a partir del RNA de embrión completo de pollo, 
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utilizando el kit Superscript III (Invitrogen) y Oligo-DT18-20 seguida de PCR con los cebadores 

cInsF1 / cInsR1, cTHF1 / cTHR1 y cTbx5F1 / cTbx5R1 respectivamente (Tabla 1; Hernández-

Sánchez et al, 2003). Los productos amplificados se clonaron en el vector pCRII-TOPO 

(Invitrogen). Las sondas para Amhc-1, Vmhc-1 y Bmp-2 fueron descritas previamente (Bisaha y 

Bader, 1991;  Somi et al 2004). 

 Para la síntesis de la ribosonda, se transcribió a partir de 1 μg de plásmido con la 

polimerasa adecuada en presencia de 2 μl de una mezcla de nucleótidos uno de ellos marcado 

con digoxigenina (dUTP) (todo de Roche) y siguiendo las indicaciones del fabricante e 

incubando a 37 °C durante 2 horas. Para parar la reacción, se añadieron 1,6 μl de 

etilendiaminotetracético (EDTA) 0,5 M y 16,4 μl de agua libre de RNasas. 

La ribosonda se precipitó con  2 μl de cloruro de litio 8 M y 120 μl de etanol frío durante 2 

horas a -20 °C. El precipitado se lavó con etanol frío al 70% y finalmente se resuspendió en 50 

μl de EDTA 10 mM. Para comprobar la calidad de las sondas generadas, éstas se fraccionaron 

en geles de agarosa 0,8% (p/v) con bromuro de etidio. La sonda se cuantificó midiendo su 

absorbancia a 260 nm. 

 

5.3.4. Hibridación in situ en embriones completos. 

Los embriones enteros de pollo se fijaron en paraformaldehído (PFA) al 4% en PBS 

(previamente tratado con DEPC y esterilizado en autoclave) durante al menos 16 horas a 4 °C. 

Se lavaron con PBT (PBS-DEPC y Tween-20 0,25%) y a continuación se deshidrataron 

pasándolos por una serie de soluciones de metanol en PBT a concentraciones crecientes (25%, 

50%, 75%) durante 15 minutos en cada una. En estadios de desarrollo avanzado (st 13 en 

adelante), se mantuvieron durante 20-30 minutos en cada solución de metanol. Finalmente se 

lavaron dos veces con metanol 100%, y se guardaron en esta solución a -20 °C hasta su 

procesamiento. 

La rehidratación de las muestras se realizó con las mismas soluciones de metanol en 

sentido inverso y se lavaron dos veces con PBT antes de continuar con el protocolo. 

Para mejorar su permeabilización se trataron 3 veces durante 20-30 minutos (dependiendo 

del estadio) en solución detergente (1% de IGEPAL, 1% de SDS, 0,5% de deoxicolato, 50 mM 

Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) a temperatura ambiente, y se lavaron después con 

PBT. Posteriormente, se fijaron de nuevo con PFA 4% en PBS durante 20-30 minutos 

(dependiendo del estadio), a temperatura ambiente, y se volvieron a lavar con PBT para retirar 

el fijador. 

A continuación se preincubaron los embriones en solución de hibridación durante 2 horas a 65 

°C. Esta solución contenía una mezcla de 50% de formamida  (Merck), SSC 5X pH 4,5, 2% de 

BBR (del inglés Boehringer Blocking Powder; Roche), 2% de SDS, 100 μg/ml de heparina (Sigma) 

y 250 µg/ml de tRNA (Sigma). Transcurrido este tiempo, la solución de hibridación fue 

reemplazada por nueva solución conteniendo la ribosonda, generalmente a 10 μg/ml que 

previamente había sido desnaturalizada a 80 °C durante 2 minutos, seguidos de 30 segundos 

en hielo. Alternativamente, los embriones se guardaron a -20 °C en solución de hibridación 

hasta su procesamiento. Los embriones se incubaron en presencia de la ribosonda durante al 
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menos 16 horas a la temperatura correspondiente (58-65 °C). Después, fueron lavados 4 veces 

durante 30 minutos con la solución X (50% formamida, SSC 2X pH 4,5, 1% SDS) a la 

temperatura de hibridación, seguida por 4 lavados a temperatura ambiente en MABT pH 7,5 

(150 mM NaCl, 100 mM ácido maleico, 0,25% Tween-20). Seguidamente se realizaron dos 

incubaciones de 1 hora en solución de bloqueo (2% de BBR en MABT), a temperatura 

ambiente, tras las cuales, los embriones se incubaron con anticuerpo anti-digoxigenina 

conjugado a la fosfatasa alcalina (1:2000 en solución de bloqueo, Roche) durante toda la noche 

a 4 °C en agitación.  

Tras la incubación con el anticuerpo se realizaron 6 lavados de 30 minutos, seguidos de un 

lavado durante toda la noche con MABT, todos a temperatura ambiente.  

Al día siguiente, se continuó con dos lavados con NTMT (100 mM Tris-HCl pH 9,5, 50 mM 

MgCl2, 100 mM NaCl, 0,25% Tween 20). Para la detección del anticuerpo se incubaron las 

muestras en oscuridad con 4,5 μl de NBT (azul de nitrotetrazolio; Roche) y 3,75 μl de BCIP (5-

bromo-4-cloro-3-indosil-fosfato; Roche) en 1 ml de NTMT pH 9,5. Cuando el desarrollo de la 

tinción fue óptimo, la reacción se paró lavando los embriones con PBT, se fijaron con PFA 4% 

durante toda la noche y se fotografiaron bajo luz clara. 

 

5.4. Tratamiento con citral. 

Estos experimentos se realizaron en colaboración con la Dra. Carmen López Sánchez de la 

Universidad de Extremadura. Se preparó una solución madre 1 M de citral (3,7-dimetil-2,6-

octadienal; Sigma) en etanol 100%, un inhibidor de la síntesis del AR, y se diluyó en PBS a 

concentración final 1 mM o 10 mM  para su aplicación. Los embriones control recibieron 1% 

etanol en PBS.  

A embriones de pollo de st 5 en cultivo EC, se añadieron 20 µl de la solución de citral o 

únicamente el vehículo, distribuidos en cuatro gotas de 5 μl en el área precardiogénica del 

embrión. Los embriones se volvieron a incubar hasta que alcanzaron el st 10-11, se recogieron 

y fijaron durante toda la noche en PFA 4%, y posteriormente los embriones fueron procesados 

para HIS. 

 

5.5. Implantación de microesferas. 

Estos experimentos se realizaron en colaboración con la Dra. Carmen López Sánchez de la 

Universidad de Extremadura. Las microesferas son usadas habitualmente en biología del 

desarrollo por su capacidad de adherir a su superficie diferentes sustancias. Para el tratamiento 

con dopamina se utilizaron microesferas acrílicas de heparina (150-200 µm de diámetro, 

Sigma), mientras que para el AR se utilizaron microesferas de resina de intercambio iónico 

AG1-X2 (150-200 µm de diámetro, BioRad). La dopamina fue disuelta en PBS y el AR all-trans 

fue disuelto en dimetil sulfóxido (DMSO) (ambos de Sigma). Las microesferas de heparina se 

lavaron 3 veces en PBS durante 10 minutos y se incubaron durante 2 horas, en dopamina 10 

µM o en su correspondiente vehículo (PBS), en oscuridad y a 4 °C. 
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Las microesferas de resina de intercambio iónico AG1-X2 fueron primero incubadas en AR 

10 µg/ml durante 20 minutos a temperatura ambiente, seguidas por una tinción en Rojo 

Neutro 0,05% durante 10 minutos, y lavadas 3 veces en solución salina al 0,9%. En este caso, 

las microesferas control fueron incubadas en DMSO.   

Las microesferas se implantaron en  embriones de pollo en cultivo EC (st 5). Con ayuda de 

unas pinzas finas y una púa de cactus esterilizada, se abrió una pequeña incisión en el 

endodermo embrionario. La microesfera se depositó a través de esta incisión entre el epiblasto 

y el endodermo, lateral o medial al campo cardíaco bilateral (Fig. 12).   

st 5
 

Tras 6-18 horas de incubación adicional, los embriones se fijaron durante toda la noche en 

PFA al 4%, se fotografiaron y se procesaron para HIS con el embrión in toto. 

 

5.6. Criocortes de embriones completos. 

Los embriones fijados en PFA al 4% se embebieron secuencialmente en una disolución de 

sacarosa al 15% en PBS a 4 °C hasta que el embrión cayó al fondo de la placa, sacarosa al 30% 

en PBS, en una mezcla 1:1 de 30% sacarosa y material crioprotector OCT (Tissue-Tek Sakura 

Finetek, Holanda) durante 10 minutos a temperatura ambiente y finalmente en OCT puro 

durante 10 minutos. Los embriones se congelaron en nieve carbónica y se cortaron al criostato 

con un grosor de 10 μm. Los cortes se recogieron en portaobjetos cargados positivamente 

(Thermo Scientific) y se almacenaron a -80 °C hasta su análisis y fotografiado. 

 

5.7. Análisis por HPLC. 

Estos experimentos se realizaron en colaboración con la Dra. Ana Isabel Valenciano, de la 

Facultad de Biología de la Universidad Complutense de Madrid. 

Se recogieron embriones de pollo de st 8 y de st 10 en 100 µl de 0,3 N HClO4, conteniendo 

0,4 mM bisulfito de sodio y 0,4 mM EDTA. Se añadió dihidroxi-benzilamina (DHBA) 100 

pmol/ml como normalizador interno. Las muestras se sonicaron y centrifugaron a 15.000 g 

durante 5 minutos a 4 °C. El contenido de catecolaminas en 40 µl de la fracción sobrenadante 

se cuantificó por cromatografía líquida de alto rendimiento (HPLC; del inglés high performance 

liquid chromatography) con detección colorimétrica, según lo descrito en De Pedro et al 

(1997), con las siguientes modificaciones: la fase móvil estaba constituida por 10 mM ácido 

fosfórico, 0,1 mM EDTA, 0,4 M octanosulfonato de sodio y 3% acetonitrilo pH 3,1. El potencial del 

Figura 12. Implantación de microesferas en el embrión de pollo 

temprano. El esquema corresponde a un embrión en st 5 con 

una microesfera implantada lateral (círculo amarillo) o medial 

(círculo rojo) a uno de los campos cardíacos bilaterales.  
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electrodo analítico fue de 200 mV. Las proteínas insolubles en HClO4 se resuspendieron en 0,5 N 

NaOH, y se cuantificaron mediante el Método de Lowry.           

5.8. Electroporación de células precardíacas en la línea primitiva.  

Los experimentos de electroporación se realizaron en colaboración con la Dra. Carmen 

López de la Universidad de Extremadura y algunos en paralelo con el Dr. Óscar Bártulos 

(doctorando de nuestro grupo) y la Dra. Esther Hernández. Para la electroporación, hemos 

utilizado una técnica modificada previamente descrita por Colas y Schoenwolf (2003). 

Embriones en cultivo EC de st 3 o st 3+ se transfirieron con la parte ventral hacia arriba a 

una placa Petri con el electrodo de tungsteno (cátodo) (2 mm de largo y 100 µm de diámetro; 

CUY701P2E, Nepagene) embebido en agarosa y cubierto con suero salino (Fig. 13). La línea 

primitiva del embrión se alineó con el cátodo. Después, se microinyectó 0,1-0,2 μl de la 

solución con el plásmido (ver más abajo; Fig. 13) usando un microinyector Inject+Matic 

(Génova) en la región más rostral del segundo tercio de la línea primitiva. Inmediatamente tras 

la inyección de DNA, el ánodo (con forma de L, de platino, 2 mm de largo y 300 µm de 

diámetro, CUY613P2, Nepagene) se situó por encima del área de la línea primitiva, y se 

aplicaron una serie de 5 pulsos de onda cuadrada (con una duración de 40 ms a 5V con 

intervalos de 999 ms) usando un Electroporador Ovodyne de onda cuadrada TSSS20 (Intracel). 

NaCl 123mM

Embrión de pollo en 
cultivo EC (st 3)

Inyección del plásmido y 
electroporación

Tiempo de incubación: 30-36 horas

Embrión 
electroporado (st 12)

Embrión

Agarosa

 

 
 

La mezcla del plásmido, preparada inmediatamente antes de la electroporación, contenía 

plásmido a una concentración de 1,5 µg/µl, 1/10 volumen de sacarosa 60% (p/v) y un volumen 

de colorante fast green FCF 0,5% (p/v).  

Figura 13. Electroporación de embriones de pollo tempranos (método modificado de 

Colas y Schoewolf). Se muestra en el esquema de la placa de electroporación y la posición 

del embrión, con la parte ventral hacia arriba, sobre la placa de agarosa con suero salino. 

El plásmido a electroporar se inyectó en el primer tercio de la línea primitiva. Tras ello, se 

aplicaron 5 pulsos eléctricos.  
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Tras la electroporación, los embriones se transfirieron de nuevo a la placa de cultivo con la 

mezcla de agar y clara, y se mantuvieron en el incubador hasta su procesamiento. Los 

embriones se fotografiaron bajo luz clara y fluorescente (Nikon digital, SIGHT DS-U1), o 

únicamente bajo luz fluorescente (Leica, Leica AppSuite). Los embriones se seleccionaron por 

la localización y extensión de la electroporación. Los embriones seleccionados se fijaron en PFA 

4% si se procesaron para HIS con el embrión in toto, o se congeló al embrión o la región de 

interés a -80 °C si se requería para el aislamiento de RNA o proteína. 

 

5.9. Generación de las construcciones con el plásmido pCAGs-I-GFP. 

Los cDNA de las diferentes isoformas de proinsulina de pollo (Pro1A, Pro1B y Pro1B1) se 

subclonaron en el plásmido bicistrónico pCAGs-I-GFP (Fior y Henrique, 2005) a partir de 

construcciones previamente descritas (Hernández-Sánchez et al, 2003; Mansilla et al, 2005) 

mediante el uso de enzimas de restricción. Las construcciones de los transcritos de proinsulina 

a los que se les había fusionado el epitopo V5 en el extremo 5’ se describen en Hernández-

Sánchez et al (2003). Se subclonaron en el vector bicistrónico pCAGs-I-GFP mediante enzimas 

de restricción. 

El cDNA de la Th se amplificó mediante RT-PCR con los cebadores cTHF1 y cTHR1. El 

producto amplificado, cuya identidad se verificó mediante secuenciación, se clonó en el vector 

pcrII-TOPO,  del que fue escindido con EcoR1 y subclonado en pCAGs-I-GFP tras cortarlo con 

esa misma enzima.  

 

5.10. Extracción proteica e inmunodetección en membrana (Western Blot). 

Para la extracción de proteína, los embriones completos se homogenizaron en 50 mM Tris-HCl 

pH 7,5, 300 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1% Triton X-100 y el cóctel de inhibidores de proteasas mini 

EDTA free (Roche). Los homogeneizados se mantuvieron 15 minutos en agitación a 4 °C y se 

clarificaron por centrifugación, y la cuantificación de proteína se realizó con el Kit BCA protein assay 

(Pierce, EEUU). El extracto proteico se fraccionó en un gel de acrilamida al 15% y se transfirió a 

membranas de PVDF mediante un sistema de transferencia húmeda (Biorad, EEUU). Las membranas 

se bloquearon con 5% de leche en PBST (PBS y 0,05% Tween 20) durante 1 hora a temperatura 

ambiente.  

Para la detección del epítopo V5, la membrana se incubó con el anticuerpo anti-V5 1:1.000 

(Invitrogen) durante 16 horas a 4 °C, seguido de una incubación con anticuerpo anti-IgG de ratón 

acoplado a peroxidasa (Sigma), 1:10.000 durante 1 hora. Los anticuerpos se prepararon en 1% BSA 

en PBST  y los lavados entre anticuerpos se realizaron con PBST. Finalmente se reveló la señal con el 

sistema SuperSignal (Pierce) exponiendo la membrana a películas Kodak WG. Tras el revelado, para 

posteriores usos de la membrana, se realizó una limpieza con una solución 0,1% rojo Ponceau S en 

5% de ácido acético durante 30 minutos.  

Para la detección de la GFP, la membrana  se incubó con anticuerpo anti-GFP 1:5.000 (Clontech, 

EEUU) durante 16 horas a 4 °C, seguido de una incubación con anticuerpo anti-IgG de ratón 

acoplado a peroxidasa (Sigma) 1:10.000 durante 1 hora.  
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Para normalizar la carga relativa,  tras lavar con la solución 0,1% de rojo Ponceau S, se volvió a 

hibridar con anticuerpo anti-ß-actina 1:10.000 (Sigma) durante 16 horas a 4 °C, seguido de una 

incubación con anticuerpo anti-IgG de ratón acoplado a peroxidasa (Sigma) 1:10.000 durante 1 hora. 
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6.1. Expresión génica de la Th durante el desarrollo cardíaco temprano del embrión de pollo. 

Actividad de la ruta de síntesis de catecolaminas. 

En estudios iniciales de nuestro grupo se detectó mediante HIS la expresión de la Th en el 

tejido precardíaco y cardíaco del embrión de pollo. En los estadios previos a la formación del 

tubo cardíaco (st 8 y st 9) el mRNA de la Th se encontró en el mesodermo esplácnico de los 

tubos endocárdicos (Fig. 14). En el tubo cardíaco primitivo (st 12), los transcritos de Th se 

concentraron en su parte posterior, específicamente en la capa miocárdica de la región 

generadora de las futuras aurículas (Fig. 14). Este patrón de expresión es similar al de otros 

genes (Amhc-1 y Tbx5) cuya expresión también se restringe progresivamente a la parte 

posterior del tubo cardíaco (López-Sánchez et al., 2010). 

  

st 9 st 12st 11st 8 st 10

a b

b

c

ca

 

 

Continuando con estos estudios, en la presente Tesis Doctoral examinamos si la TH 

detectada en estadios embrionarios previos a la diferenciación neural y adrenal era 

enzimáticamente activa dentro de la ruta de síntesis de catecolaminas. La TH cataliza la 

conversión del aminoácido L-tirosina a L-DOPA (Fig. 2; Fig.15A), por lo que se midieron los 

niveles de L-DOPA mediante HPLC en extractos de embriones completos de st 8, st 10 y st 12. 

Se detectó L-DOPA desde el estadio en el que se inicia la formación de los tubos endocárdicos 

(st 8) hasta la torsión del tubo cardíaco primitivo (st 12), aumentando sus niveles a lo largo del 

desarrollo (Fig. 15B). Estos resultados indican que la TH es funcional durante las etapas 

iniciales de la cardiogénesis. 

 

Figura 14. Expresión génica de la Th durante el desarrollo cardíaco temprano del 

embrión de pollo. HIS para Th en el embrión completo en estadios 8-12 (de 24 a 46 h de 

desarrollo); a, b y c: secciones transversales en parafina a los niveles indicados en las 

líneas correspondientes. En st 8, el mRNA de la Th se restringe al mesodermo 

esplácnico de los tubos endocárdicos, mientras que más tarde se expresa  en la capa 

miocárdica de la región posterior del tubo cardíaco (flechas en a y c). (Resumen de 

resultados previos a la elaboración de esta Tesis Doctoral). 
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Figura 15. Actividad de la ruta de síntesis de catecolaminas en la cardiogénesis del embrión de 

pollo. A. Ruta de la síntesis de catecolaminas B. HPLC para L-DOPA en embrión completo. Se 

midió en extractos de un  grupo de 30 embriones de st 8 (fase de tubos endocárdicos), 2 

grupos de 15 embriones de st 10 (tubo cardíaco lineal) y dos grupos de 10 embriones de st 12 

(inicio de la torsión cardíaca). Los resultados representan, excepto en st 8, la media ± 

desviación estándar. C. Estadios embrionarios analizados, con la zona cardiogénica incluida en 

el estudio delimitada por la línea de puntos. D. RT-qPCR  para Th y Dbh en embrión completo 

de st 5, st 8, st 10 y en la región cardíaca de st 8 y st 10 (TE, tubos endocárdicos; TC tubo 

cardíaco). Se ha normalizado la expresión de cada gen respecto a su valor en st 5. E. Relación 

entre la expresión Th y Dbh a partir de los datos obtenidos por RT-qPCR. 
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En estos estadios también se detectó dopamina de manera ocasional. La dopamina es un 

metabolito inestable cuya detección además es poco sensible por este método, lo cual podría 

explicar su detección irregular. Sin embargo, los niveles de adrenalina y noradrenalina fueron 

consistentemente indetectables. Para explicar la ausencia de estos últimos productos de la 

ruta de síntesis de catecolaminas, se analizó la expresión de la enzima Dbh (responsable de la 

conversión de dopamina a noradrenalina, Fig. 2 y Fig. 15A) por HIS en embriones de st 12. No 

se obtuvo señal específica mediante HIS, probablemente por expresarse por debajo del límite 

de detección de la técnica. Sin embargo, fue posible detectar la expresión de Dbh mediante 

RT-qPCR (Fig. 15D). Los niveles de mRNA de la Dbh fueron mucho menores que los 

encontrados para el mRNA de la Th, aproximadamente unas 9, 80 y 190 veces menos en st 5, st 

8 y st 10, respectivamente (Fig. 15E). Estas diferencias eran incluso mayores (de 12 a 900 veces 

menos) en la región cardíaca correspondiente de esos mismos estadios. Estos resultados 

sugieren que la ausencia de noradrenalina y adrenalina es debida a la baja expresión de la 

enzima Dbh, y que las principales catecolaminas presentes en el embrión previamente a la 

diferenciación neuronal y adrenal son la dopamina (en pequeñas cantidades) y su precursor, la 

L-DOPA.   

Con estos resultados podemos afirmar que la Th se expresa siguiendo un patrón dinámico a 

lo largo de las primeras etapas de la cardiogénesis, y que además se encuentra funcionalmente 

activa. Estas evidencias llevaron a considerar que la TH podría tener un papel en la formación 

del corazón. 

 

6.1.1. Expresión de la Th en el proepicardio. 

Continuando con el estudio de la expresión de la Th en estadios posteriores de desarrollo, 

observamos que la Th se expresa en otro tejido que contribuye a la formación del corazón, el 

proepicardio. El análisis más detallado de la expresión de la Th en st 12 reveló un marcaje más 

intenso en el asta derecha del polo posterior del tubo cardíaco, lugar donde aparecen los 

precursores del proepicardio (Fig. 9; Fig. 16). Posteriormente, la expresión de la Th se localizó 

en el proepicardio ya formado (Fig. 16). Secciones trasversales muestran que la expresión de la 

Th es generalizada en esta estructura, puesto que aparece en la población epitelial y 

mesenquimal del proepicardio. Estos resultados sugieren un posible papel de esta enzima en la 

formación y desarrollo del órgano proepicardial, aspecto que se continuará investigando por 

otros miembros del grupo. 
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6.2. Inducción de genes cardíacos por implantación de microesferas de dopamina. 

En estudios previos de nuestro grupo se había demostrado que la dopamina inducía la 

expresión ectópica de factores de transcripción cardíacos, como Nkx2.5 o Tbx5, y de la miosina 

auricular Amhc-1 (Figura 17; López-Sánchez et al, 2010). 
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Figura 16. HIS para Th en embrión completo de pollo de st 12, st 15 y  st 16-17. En los 

paneles inferiores, secciones de criostato trasversales al nivel que se indica con la línea 

de puntos. Como se aprecia en las secciones, la Th se detecta en los componentes 

epiteliales (flecha) y mesenquimales (punta de flecha) del proepicardio. En este caso, 

la señal para Th en el tubo cardíaco de st 12 es más débil ya que el revelado se detuvo 

antes para alcanzar la señal óptima el polo posterior del tubo. (Experimento realizado 

en colaboración con la Dra. Esther Hernández). 

Figura 17. Efecto de la dopamina  

en la expresión de los genes 

cardíacos. La microesfera 

implantada fue tratada con PBS 

(vehículo) o una solución de 10 

µM de dopamina. Cuando los 

embriones alcanzaron el st 10-12, 

se realizó una HIS para Nkx2.5, 

Tbx5 y Amhc-1. El tejido ectópico 

adyacente a la microesfera 

impregnada con dopamina  

expresaba los marcadores 

analizados. (Resumen de datos 

previos a la elaboración de esta 

Tesis Doctoral). 
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Continuando con estos estudios, en esta Tesis Doctoral se ha analizado la interacción de la 

dopamina con moléculas inductoras de cardiogénesis como BMP-2. Esta proteína es uno de los 

primeros factores que inducen la diferenciación del mesodermo precardíaco, actuando a 

través del complejo kinasa activada por TGF-β (TAK ; del inglés TGF β-activated kinase)/ 

proteína de unión a TAK (TAB; del inglés TAK binding protein), el factor de activación de la 

transcripción 2 (ATF2; del inglés activating transcription factor 2) y SMAD (del inglés small 

mothers against decapentaplegic) (Monzen et al, 1999 y 2001; Brand et al, 2003). 

Para ello, se implantaron microesferas de heparina impregnadas en dopamina en posición 

lateral o medial en uno de los campos cardíacos bilaterales del embrión en st 5 (Fig. 18). Como 

control, se utilizaron microesferas impregnadas en PBS. Tras la implantación, los embriones se 

continuaron incubando hasta st 8 y st 10, que corresponden a las etapas de formación de los 

tubos endocárdicos y del tubo cardíaco, respectivamente. En estos embriones se analizó 

mediante HIS la expresión de Bmp-2. Como se muestra en la Figura 18B, la dopamina aumentó 

la expresión de Bmp-2 en el tubo endocárdico ipsilateral a la microesfera en el embrión de st 8, 

mientras que la microesfera control no tuvo ningún efecto (Fig. 18A). En estadios posteriores 

se observó que la dopamina indujo la expresión ectópica de Bmp-2, no observándose ese 

efecto con la microesfera control (Fig. 18C y D). 

PBS Dopamina PBS Dopamina

st 8 st 8 st 10 st 10

A B C D

st 5 st 8 st 10

PBS Dopamina PBS Dopamina

st 8 st 8 st 10 st 10

A B C D

st 5 st 8 st 10

 

   

 

Figura 18. Efecto de la dopamina en la expresión de Bmp-2. El esquema corresponde  a un embrión 

de st 5 con una microesfera implantada lateral (círculo amarillo) o medial (círculo rojo) a uno de los 

campos cardíacos bilaterales (rectángulo azul). Las microesferas fueron tratadas con PBS (vehículo) o 

una solución de 10 µM de dopamina. La expresión de Bmp-2 se analizó mediante HIS en embriones 

de  st 8 (A-B) o st 10 (C-D). La flecha señala la inducción de Bmp-2 por la microesfera impregnada con 

dopamina y la punta de flecha la ausencia de inducción por la microesfera control.  
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Estos resultados sugieren que la TH interviene en programas tempranos de diferenciación 

cardíaca. 

 

6.3. Análisis del efecto de la sobreexpresión de la Th en la región precardiogénica del 

embrión de pollo. 

Estudios genéticos de ganancia de función habían mostrado mediante HIS que la 

sobreexpresión de la Th en el tubo cardíaco primitivo expandía la expresión de Amhc-1 y Tbx5 

hacia regiones más rostrales (Fig. 19; López-Sánchez et al, 2010).  

No 
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Como la HIS es una técnica principalmente cualitativa, en esta Tesis complementamos estos 

estudios mediante una técnica más cuantitativa como es la RT-qPCR. Embriones en st 3 se 

electroporaron con un constructo bicistrónico conteniendo el cDNA de la Th de pollo y el cDNA 

de la Gfp (pCAGs-TH-I-GFP) en las células progenitoras cardíacas en migración a través de la 

línea primitiva. Como control, se usó un vector que contenía únicamente el cDNA de la Gfp 

(pCAGs-I-GFP). Para  valorar de manera cuantitativa el efecto de la sobreexpresión de la Th, los 

embriones se dejaron progresar hasta st 12. Tras comprobar la electroporación de los 

embriones mediante la detección de fluorescencia en la región cardíaca, se diseccionaron los 

corazones embrionarios y se dividieron en tres sectores: sector anterior (comprende el tracto 

de salida), sector anteromedial (comprende los futuros ventrículos) sector posterior 

(comprende las futuras aurículas) (Fig. 20, esquema). Mediante RT-qPCR se analizó la 

Figura 19. Efecto de la ganancia de función de la Th en la expresión de genes de la 

región posterior del tubo cardíaco. HIS para Amhc-1 y Tbx5 en embriones no 

electroporados, o electroporados con la construcción control (pCAGs-I-GFP) o con la 

construcción que sobreexpresa Th (pCAGs-TH-I-GFP). La expansión de la expresión de 

Amhc-1 y Tbx5 se indica con las flechas. Se muestra también la visualización de la GFP 

tras la electroporación. (Resumen de datos previos a la elaboración de esta Tesis 

Doctoral). 
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expresión de genes con restricción posterior (Amhc-1 y Tbx5) en la región anteromedial del 

tubo cardíaco. 
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Como se muestra en la Figura 20, la sobreexpresión de Th aumentó 5 veces los niveles de 

mRNA de Amhc-1 en la región anteromedial, respecto a los niveles encontrados en las 

muestras control. Se observó también un incremento más modesto (estadísticamente no 

significativo) de Tbx5. Estos resultados coinciden con las observaciones realizadas por nuestro 

grupo mediante HIS, donde la expresión localizada de Amhc-1 y Tbx5 en la región posterior se 

expandía hacia la región anterior del tubo cardíaco en condiciones de sobreexpresión de Th.  

La sobreexpresión de Th también tuvo importantes consecuencias funcionales, ya que los 

embriones electroporados con pCAGs-TH-I-GFP mostraron bradiarritmia. Los embriones fueron 

grabados en “time lapse video” y se cuantificó la frecuencia cardíaca. Mientras que los 

embriones de st 11 electroporados con el vector control (pCAGs-I-GFP) presentaban una 

frecuencia cardíaca de 100 lpm (latidos por minuto), la de los que sobreexpresaban Th era de 

53 lpm (Tabla 3). Además, los embriones electroporados con Th mostraron latidos asincrónicos 

(ver película en el CD anexo; López Sánchez et al, 2010). 

 

 

Figura 20. Efecto de la sobre-

expresión de la Th en la expresión de 

Amhc-1 y Tbx5 en la región 

anteromedial del tubo cardíaco. RT-

qPCR de RNA de la región 

anteromedial del tubo cardíaco de 

embriones de st 12 electroporados 

con el plásmido control (pCAGs-I-

GFP) o con el que sobreexpresa Th 

(pCAGs-TH-I-GFP). Los niveles de 

mRNA de Amhc-1 y Tbx5 fueron 

relativizados respecto a los niveles 

de mRNA de la GAPDH. Los 

resultados representan la media ± 

error estándar de la media (EEM) de 

3 grupos de 4 regiones 

anteromediales. A: sección anterior; 

AM: sección anteromedial; P: sección 

posterior. 
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 No electroporado (n=10) pCAGs-I-GFP (n=10) pCAGs-TH-I-GFP (n=10) 

LPM 100.6 ± 3.53 100.5 ± 3.02 53.1 ± 2.68 

Tabla 3. Efecto de la sobreexpresión de la Th en la frecuencia cardíaca 
LPM: latidos por minuto. Los resultados representan la media ± SD 

 

6.4. Implicación de la TH en la ruta del ácido retinoico. 

6.4.1. Implantación de microesferas impregnadas en ácido retinoico. 

Para situar la acción de la TH en el contexto de otras rutas conocidas determinantes del 

patrón anteroposterior del tubo cardíaco primitivo, analizamos la posible relación de la TH con 

el AR. En vertebrados, una de las vías que establece la identidad anteroposterior del tubo 

cardíaco es la del AR, la cual confiere identidad posterior (Mendelson et al 1994; Yutzey et al, 

1994; Liberatore et al, 2000; Hochgreb et al 2003; Xavier-Neto et al, 2001; Sirbu et al, 2008). 

Este hecho, junto a la acción que se describe aquí de la TH y que la expresión de la Th en el 

sistema nervioso y la glándula adrenal está regulada por el AR (Jeong et al 2006; Gelain et al, 

2007), nos llevó a postular que la expresión de la TH podría ser regulada por la actividad del 

AR.  

 Para probar esta hipótesis, se implantaron microesferas de AG1-X2 impregnadas en AR (10 

µg/ml) en uno de los campos cardíacos bilaterales del embrión de st 5. Como control, se 

implantaron microesferas impregnadas en DMSO (vehículo). Los embriones se recogieron en st 

11 y se analizó la expresión de Th, Amhc-1 y Tbx5 mediante HIS. Como se muestra en la Figura 

21, el AR expandió la expresión de la Th en el tracto de entrada ipsilateral a la microesfera y 

también rostralmente. Un efecto semejante, aunque más potente, se observó en la expresión 

de Amhc-1 y Tbx5 (Fig. 21).  
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6.4.2. Inhibición de la ruta de síntesis de ácido retinoico a través de la administración de 

citral. 

Para confirmar que la expresión de la Th se encuentra bajo el control del AR, analizamos el 

efecto de la inhibición de la síntesis de éste último. Para ello, se administró citral (1 mM y 10 

mM), un inhibidor de la retinaldehído deshidrogenasa (Kikonyogo et al, 1999), en forma de 

ducha sobre la región precardiogénica de embriones de st 5. Los embriones control fueron 

tratados con el vehículo, en este caso, 1 % etanol en PBS. 

Tras 12-18 h de incubación, se analizaron los embriones en st 10-11. La inhibición de la 

señalización del AR resultó en alteraciones macroscópicas en la morfogénesis del tubo 

cardíaco (Fig. 22), como había sido descrito anteriormente (Hoechgreb et al, 2003). Además, la 

expresión de la Th disminuyó dramáticamente de forma dosis-dependiente (Fig. 22). 

Paralelamente, se observó un descenso en la expresión de la miosina auricular Amhc-1 y de 

Tbx5.  

Figura 21. Efecto del ácido 

retinoico en la expresión de la 

Th, Amhc-1 y Tbx5. 

Microesferas (círculo amarillo 

del esquema) impregnadas en 

DMSO (vehículo) o AR  se 

implantaron lateralmente a 

uno de los campos cardíacos 

bilaterales (rectángulo azul). La 

expresión de Th, Amhc-1 y 

Tbx5 se analizó en st 12. Se 

observó una expansión de la 

expresión de los genes 

analizados  en el tubo cardíaco 

y en el tracto de entrada (se 

marca el dominio normal de 

expresión mediante la línea 

amarilla discontinua). 
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6.5. Expresión de los receptores dopaminérgicos en la región cardíaca del embrión de pollo. 

Con objeto de analizar qué tipo de receptor podría estar mediando la acción temprana de la 

dopamina en los estadios embrionarios de formación del tubo cardíaco, se realizó una RT-qPCR 

para los receptores dopaminérgicos de pollo en el tubo cardíaco de embriones de st 10 y st 12.  
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Figura 23. RT-qPCR para los receptores dopaminérgicos D1, D3 y D5 en el tubo 

cardíaco del embrión de pollo de st 10 y  st 12. TC: tubo cardíaco. 

Figura 22. Efecto de la inhibición de la síntesis del ácido retinoico. Embriones en st. 5 

fueron tratados con citral  (1 mM ó 10 mM) o con 1% etanol en PBS (vehículo). En st. 10-

11 se analizó la expresión de Th, Amhc-1 y Tbx5 por HIS. La adición de citral inhibe la 

expresión de Th, Amhc-1 y Tbx5 de manera dependiente de la dosis. 
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Se detectó la expresión de receptores de las familias D1 (D1 y D5) y D2 (D3), siendo más 

abundantes los de tipo D1 (Fig. 23). No se detectó expresión de los receptores D2 ni D4 

(pertenecientes a la familia D2). La expresión de estos receptores permite la señalización 

intracelular de la dopamina, aunque sería necesario hacer tratamientos con agonistas y 

antagonistas específicos para confirmar qué tipo de receptor está involucrado en cada estadio. 

Probablemente esta caracterización sea más factible en sistemas de cultivos celulares que en 

el embrión completo. 

 

6.6. Análisis de la expresión de la proinsulina en el embrión de pollo durante el desarrollo 

cardíaco. 

El segundo aspecto que hemos abordado en esta Tesis es el estudio de la expresión y 

función de la proinsulina en el desarrollo cardíaco. 

En estudios previos de nuestro grupo se había descrito la presencia de dos transcritos 

embrionarios de proinsulina que difieren del transcrito pancreático en su 5’ UTR. En primer 

lugar, el transcrito embrionario Pro1B, que tiene una extensión de 32 nucleótidos en su 

extremo 5’ UTR respecto al transcrito pancreático (Pro1A) (Hernández-Sánchez et al, 2003). En 

segundo lugar, el transcrito Pro1B1, que es una variante alternativa de procesamiento del 

transcrito Pro1B ya que retiene el intrón 1 en la región 5’ UTR (Mansilla et al, 2005) (Fig. 24A). 

El transcrito Pro1B produce niveles de proinsulina más bajos que el transcrito pancreático, 

mientras que el transcrito Pro1B1 tiene prácticamente bloqueada su traducción. Los 

transcritos embrionarios Pro1B y Pro1B1 presentan regulación alternativa durante las primeras 

etapas del desarrollo cardíaco. Así, en st 4, la región precardíaca expresa mayoritariamente la 

isoforma con intrón procesado (Pro1B). Conforme avanza el desarrollo cardíaco, la retención 

del intrón aumenta, siendo la isoforma Pro1B1 la más abundante en el tubo cardíaco de st 10 

(Mansilla et al, 2005).  

En esta Tesis Doctoral se ha continuado el análisis del patrón de procesamiento cardíaco de 

la proinsulina embrionaria en estadios posteriores. Utilizando cebadores en el exón 1 y 2 de la 

proinsulina (cAltF1 y cAltR1; Fig. 24A) podemos amplificar en la misma reacción de PCR el 

transcrito embrionario totalmente procesado (Pro1B) y el que retiene el intrón 1 (Pro1B1), y 

así analizar la abundancia relativa de ambas isoformas.   
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Como se había descrito en estudios previos (Mansilla et al, 2005) la isoforma mayoritaria en 

el tubo cardíaco de st 10 era la que retiene el intrón 1, y este patrón se mantuvo hasta st 20 (el 

más avanzado que fue analizado) (Fig. 24B).  

Para estudiar la distribución del mRNA de la proinsulina, se realizó una HIS en embrión 

completo de pollo en st 7-8 hasta st 20, utilizando una sonda contra la región codificante 

común para los transcritos Pro1B y Pro1B1. Desafortunadamente, no se detectó señal 

específica. Sin embargo, sí se observó señal específica en el páncreas de embrión de pollo de 

E14, y en embriones electroporados con un vector que sobreexpresa proinsulina (pCAGs-I-

Pro1A-GFP) (ver más adelante Fig. 27), indicando que la ausencia de señal específica 

probablemente sea debida a los bajos niveles de expresión de proinsulina en esos estadios y 

no a problemas técnicos con la sonda.  

Dado que la técnica de RT-qPCR es bastante más sensible que la HIS, además de ser 

cuantitativa, decidimos caracterizar el patrón temporal de expresión de la proinsulina 

mediante esta técnica. Primero, estudiamos los niveles totales del mRNA de proinsulina a lo 

largo de varias etapas del desarrollo comparando la expresión en la región precardiogénica 

respecto a la del embrión total. Como se muestra en la Fig. 25A, la expresión de proinsulina en 

el embrión completo aumentó entre st 5 y st 8, y disminuyó entre st 8 y st 10. Este mismo 

patrón de expresión se observó en las regiones cardíacas de los estadios correspondientes. Un 

aspecto a resaltar es que, en los tres estadios de desarrollo analizados, la expresión de 

proinsulina está enriquecida en la región cardíaca (Fig. 25A). 

Figura 24. Expresión de la proinsulina 

en el desarrollo cardíaco del embrión 

de pollo. A. Esquema de la organización 

exónica del gen de la proinsulina de 

pollo y sus transcritos embrionarios 

Pro1B y Pro1B1: exones (E1, en 

rectángulo azul claro; E2 y E3, en 

rectángulo rojo), intrones (I, en líneas 

azul oscuro) y cebadores (cAltF1 y 

cAltR1) utilizados en la PCR. La región 

5’UTR extendida del exón 1 en las 

isoformas  Pro1B y Pro1B1 se marca 

con un rectángulo verde. B. RT-PCR de 

RNA de tubo cardíaco o corazón de 

embriones de de pollo de los estadios 

indicados con los cebadores cAltF1 y 

cAltR1 (diagrama en  A). Se incluyó un 

control (-RT) sin cDNA de ausencia de 

contaminación con DNA genómico. 
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Uno de los primeros eventos en la morfogénesis del corazón es el establecimiento de la 

polaridad anteroposterior del tubo cardíaco y, entre las primeras evidencias de este proceso, 

se encuentra la restricción de la expresión de algunos genes a la región anterior o posterior del 

tubo cardíaco (apartado 3.4.3 de la Introducción y 6.3-6.4 de Resultados). Por tanto, decidimos 

analizar el patrón de procesamiento de la proinsulina en las regiones anterior y posterior del 

tubo cardíaco de st 12. Para ello, el tubo cardíaco se dividió en tres sectores (Fig. 20): sector 

anterior (comprende el tracto de salida), sector anteromedial (comprende los futuros 

ventrículos) y sector posterior (comprende las futuras aurículas). La expresión de los 

transcritos embrionarios de proinsulina se analizó en el sector anteromedial y en el sector 

posterior. Como se muestra en la Figura 25B, el transcrito mayoritario en ambos sectores es el 

que retiene el intrón 1 (Pro1B1), no observándose un procesamiento diferencial del intrón 1 

entre la región anterior y posterior del tubo cardíaco de st 12. 

En conjunto, estos resultados indican que en estadios muy tempranos de la cardiogénesis 

(st 5) se expresa el transcrito de proinsulina que produce bajos pero significativos niveles de 

proinsulina (Pro1B). Según avanza el desarrollo, aumenta la proporción del transcrito que 

retiene el intrón 1, que prácticamente no produce proinsulina (Pro1B1), siendo la forma 

predominante a partir de la formación del tubo cardíaco (st 10). Estos resultados sugieren que 

los niveles de proinsulina están estrictamente regulados a la baja durante las primeras etapas 

del desarrollo cardíaco. 

 

6.7. Análisis del efecto de la sobreexpresión de proinsulina en la región precardiogénica del 

embrión de pollo. 

Para analizar la relevancia fisiológica de la regulación de los niveles de proinsulina en las 

primeras etapas del desarrollo cardíaco, se realizaron estudios de ganancia de función 

electroporando construcciones que generan diferente cantidad de proinsulina. Inicialmente, 

Figura  25. Expresión de la proinsulina en el desarrollo cardíaco del embrión de pollo. A- 

RT-qPCR de proinsulina total en embrión completo y en  la región cardíaca de embriones 

de st 5-st 10. B- RT-qPCR de la expresión de las isoformas de proinsulina (Pro1B y Pro1B1) 

en la región posterior (futuras aurículas) y anteromedial (futuros ventrículos) del tubo 

cardíaco del embrión de st 12.   
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nos planteamos comparar el efecto de la sobreexpresión de los transcritos embrionarios Pro1B 

y Pro1B1. Sin embargo, no fue posible ya que el intrón 1 de la construcción Pro1B1 

electroporada se procesaba espontáneamente en el embrión, aún cuando el transcrito 

endógeno mayoritario era el que retenía el intrón 1. Los embriones fueron electroporados en 

st 3-4 en la línea primitiva y analizados en st 11-12. Se recogió la zona caudal de embriones 

semejantes electroporados con la construcción pCAGs-Pro1B1-I-GFP o el plásmido control (Fig. 

26A), y se procedió a la extracción de RNA. Se analizó la expresión de los transcritos Pro1B y 

Pro1B1 mediante RT-PCR con los cebadores cAltF1 y cAltR1 descritos en la Fig. 24A. 

Pro1B1

Pro1B

pCAGs-I-GFP pCAGs-Pro1B1-I-GFP -RT In ovo

BA

 

 

 

Como se muestra en la Figura 26B, en los embriones electroporados con la construcción 

pCAGs-Pro1B1-I-GFP se detectaron altos niveles del transcrito Pro1B mientras que no se 

detecta expresión del transcrito Pro1B1. Por el contrario, tanto en los embriones no 

electroporados (in ovo) como en los electroporados control (pCAGs-I-GFP) del mismo estadio 

(st 11-12), el transcrito que se detecta principalmente es el que retiene el intrón (Pro1B1).  

Estos resultados indican que en la construcción electroporada pueden faltar elementos en 

CIS que regulan la retención del intrón 1, y no puede ser utilizada para el presente estudio. 

Por tanto, modificamos nuestra estrategia y comparamos el efecto de la sobreexpresión del 

transcrito embrionario Pro1B (baja producción de proinsulina) y la del transcrito pancreático 

Pro1A (alta producción de proinsulina) (Hernández-Sánchez et al, 2003). Los embriones fueron 

electroporados en st 3-4 en la línea primitiva y analizados en st 11-12. Inicialmente 

comprobamos que la expresión de GFP coincidía con la del mRNA de proinsulina. Para ello 

realizamos una HIS con una sonda de proinsulina que comprendía toda la región codificante, 

común a los diferentes transcritos de proinsulina.  

Figura 26. Procesamiento del intrón 1 de  la proinsulina tras la electroporación de la 

construcción conteniendo el cDNA del transcrito Pro1B1. A. Embrión de st 11-12 con la 

región caudal delimitada con la línea de puntos recogida para la extracción de RNA. B. RT-

PCR de la región caudal de embriones electroporados con la construcción control (pCAGs-I-

GFP), con la construcción conteniendo el cDNA del transcrito Pro1B1 (pCAGs-Pro1B1-I-GFP) 

o no electroporados (in ovo) para los transcritos de proinsulina (Pro1B y Pro1B1). Como 

control de la ausencia de contaminación de DNA genómico se incluyo una muestra en la 

que no se realizó la RT (-RT). 
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Como se muestra en la Fig. 27, la expresión de proinsulina detectada por HIS coincidía con 

la expresión de la GFP en los embriones electroporados con la construcción pCAGs-Pro1A-I-

GFP, que sobreexpresa el transcrito de proinsulina pancreática Pro1A, mientras que en los 

embriones electroporados control (pCAGs-I-GFP) no se detectó  señal específica. Como se 

comentó anteriormente, los niveles endógenos de proinsulina quedan por debajo del límite de 

detección de la HIS. Para comprobar que además de producirse mRNA de proinsulina a partir 

de la construcción electroporada había producción de proteína, se electroporó una 

construcción en la que el cDNA de la proinsulina estaba fusionado al epítopo V5 (Hernández-

Sánchez, 2003). Este epítopo facilita la detección de proinsulina ya que no disponíamos de 

anticuerpos contra la proinsulina de pollo. En los extractos de embriones electroporados con la 

construcción pCAGs-Pro1AV5-I-GFP se detectó una banda del tamaño de la proinsulina más el 

epítopo V5. No se detectó expresión proteíca en los embriones electroporados con la 

construcción control (pCAGs-I-GFP) ni en los no electroporados (in ovo), confirmando así la 

especificidad de la banda (Fig. 28). Como control de la eficiencia de electroporación se analizó 

la expresión de GFP, y como control de carga la expresión de  β-actina. 

Figura 27. Hibridación in situ para proinsulina tras la electroporación con la construcción que 

sobreexpresa el transcrito pancreático (pCAGs-Pro1A-I-GFP) o con la construcción control 

(pCAGs-I-GFP). 
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Seguidamente, analizamos el efecto de la sobreexpresión de proinsulina. Para ello, se 

electroporaron embriones en st 3-4 en las población celular en migración a través de la línea 

primitiva que va a formar parte del corazón con las construcciones que sobreexpresan la 

isoforma pancreática (Pro1A) o la embrionaria (Pro1B). El análisis morfológico inicial mostró 

una alta frecuencia de anormalidades en el tubo cardíaco de los embriones que 

sobreexpresaban estos transcritos, Pro1A y Pro1B, siendo éstas más graves y prevalentes en 

los que sobreexpresaban el transcrito Pro1A (Fig. 29 y Tabla 4). 

 

Figura 28. Análisis de la traducción del transcrito de proinsulina Pro1A tras la electroporación. 

Se recogieron grupos de 3 embriones de st 11-12 electroporados con construcciones pCAGs-

Pro1AV5-I-GFP y pCAGs-I-GFP con una señal similar de expresión de GFP o embriones sin 

electroporar (in ovo).  Los extractos proteicos de los diferentes grupos de embriones se 

sometieron a análisis por Western blot mediante la incubación sucesiva con los anticuerpos: 

anti-V5 para la detección de proinsulina-V5, anti-GFP y anti b-actina.  
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Las anormalidades en la morfología del tubo cardíaco se clasificaron en dos categorías: 

dismorfogénesis cardíaca grave y dismorfogénesis cardíaca moderada. La dismorfogénesis 

cardíaca grave se corresponde con casos en los que el tubo cardíaco no ha llegado a formarse, 

manteniéndose la región cardíaca como tubos endocárdicos no fusionados o mostrando una 

morfología aberrante y no funcional. Por otro lado, la dismorfogénesis cardíaca moderada 

incluye a embriones en los que el tubo cardíaco era capaz de latir y se encontraba definido, 

aunque presentaba alteraciones morfológicas notables o aspecto globular. 

Figura 29. Análisis del efecto de la sobreexpresión de proinsulina en la región 

precardiogénica del embrión de pollo.  A. El fenotipo cardíaco se analizó en st 11-12 tras la 

electroporación de la zona precardiogénica con las construcciones que expresan el transcrito 

pancreático (pCAGs-Pro1A-I-GFP) o el transcrito embrionario (pCAGs-Pro1B-I-GFP). Como 

control, se incluyeron embriones electroporados con la construcción que sólo expresa GFP.  

B. Malformaciones  cardíacas más comunes observadas tras la electroporación. 
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La sobreexpresión del transcrito pancreático (Pro1A) dio lugar a que más de un tercio de los 

embriones (38,9%) no llegaran a formar el tubo cardíaco. Entre los que sí lo formaban, en 

muchos casos (22,2%) no se llegaba a producir la torsión y el tubo cardíaco presentaba un 

aspecto globular con un crecimiento anormal de la región medial y anterior del tubo (Tabla 4). 

 

 
GFP Pro1A Pro1B 

Dismorfogénesis cardíaca grave 0/62  14/36  
(38,9%) 

0/20  

Dismorfogénesis cardíaca moderada 5/62  
(8,1 %)  

8/36  
(22,2%)  

8/20  
(40%)  

Desarrollo cardíaco alterado  5/62  
(8,1%)  

22/36  
(61,1%)  

8/20  
(40%)  

 

Los embriones que sobreexpresaban el transcrito embrionario (Pro1B) presentaban un 

fenotipo menos severo. Estos embriones conseguían alcanzar el estadio de formación del tubo 

cardíaco, pero un alto porcentaje (40%) presentaba alteraciones morfológicas moderadas 

semejantes a las descritas para los embriones que sobreexpresaban en transcrito Pro1A (Tabla 

4). Estos resultados establecen una correlación entre el grado de severidad de las 

malformaciones y la expresión de proinsulina. 

Es de destacar que la sobreexpresión de proinsulina a partir del transcrito pancreático 

interfirió con el desarrollo general del embrión, alterando su tamaño, la formación de somitas 

o del proceso cefálico. Estos resultados están en consonancia con estudios previos en los que 

un exceso farmacológico de proinsulina es incompatible con la correcta morfogénesis del 

embrión (de Pablo et al, 1985; Hernández-Sánchez et al, 2003). Debido al alto grado de 

malformaciones inducidas por la sobreexpresión del transcrito pancreático Pro1A, decidimos 

continuar nuestros estudios con el transcrito embrionario Pro1B. 

Dado que entre las malformaciones más comunes de los embriones sobreexpresando el 

transcrito embrionario (Pro1B) estaba el crecimiento anormal del tubo cardíaco (40%), 

mostrando engrosamientos de la región medial y anterior del tubo, decidimos analizar en 

estos embriones la expresión de genes con restricción anterior y posterior. 

Tabla 4. Malformaciones observadas en la morfogénesis cardíaca tras la sobreexpresión de los 

transcritos de proinsulina. 
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Mediante HIS se observó una reducción en la expresión de Amhc-1 y Tbx5, genes con 

restricción posterior, en los embriones que sobreexpresaban el transcrito Pro1B, respecto a  

los embriones electroporados control (Fig. 30). Por el contrario, encontramos un aumento en 

la expresión de Vmhc-1, que en algunos casos extendía su expresión a la región posterior del 

tubo, invadiendo el tracto de entrada del corazón en formación (Fig. 30).  

Estos efectos de la proinsulina son opuestos a los observados por la sobreexpresión de la 

Th, y en conjunto, indican que un exceso de proinsulina interfiere con la correcta morfogénesis 

del embrión en general y del tubo cardíaco primitivo en particular, siendo necesario un estricto 

control de su expresión para el desarrollo cardíaco normal.  

 

 

Figura 30. Efecto de la sobreexpresión del transcrito Pro1B de proinsulina. 

HIS para Amhc-1 y Tbx5 con expresión  en el sector atrial, y Vmhc-1 con 

expresión  ventricular. Los embriones fueron electroporados con las 

construcciones indicadas en st 3, y analizados mediante HIS en st 11-12. La 

línea amarilla discontinua delimita el dominio normal de expresión de 

Vmhc-1. 
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6.8. Estudio de la expresión de la proinsulina en el desarrollo cardíaco del embrión de ratón. 

Tras observar el patrón de expresión de la proinsulina en el embrión de pollo y constatar su 

implicación en la cardiogénesis temprana, resultó de interés extender de forma preliminar el 

estudio a otro modelo, el embrión de ratón.  
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Mediante RT-PCR se analizó la expresión del gen de la proinsulina en el corazón 

embrionario de ratón desde estadio E8,5 hasta E15,5. Este rango cubre desde las primeras 

etapas de formación del tubo cardíaco hasta la regionalización del mismo en cámaras 

cardíacas (aurículas, ventrículos y tracto de entrada y de salida). Como se muestra en la Figura 

31, se encontró expresión de proinsulina en todas las edades analizadas. De manera similar, se 

realizó una RT-PCR para el receptor de insulina (Fig. 31B) con cebadores que amplificaban las 

dos isoformas generadas por procesamiento alternativo del exón 11. Se detectó expresión de 

ambas isoformas del receptor (IrA y B) en las diferentes edades embrionarias incluidas en el 

estudio. Estos resultados preliminares nos indican que la expresión de proinsulina durante la 

cardiogénesis no está restringida al embrión de pollo, y se halla en otros vertebrados, al menos 

en el ratón. 

Figura 31.  Expresión génica de la proinsulina en el desarrollo cardíaco del embrión de 

ratón. A. RT-PCR para proinsulina en el corazón del embrión de ratón (E8,5- E15,5). Los 

cebadores utilizados amplifican tanto el gen de la proinsulina I como el de la proinsulina 

II. Se incluye también una muestra de corazón de ratón postnatal (P25), y se adjunta un 

control (-RT) en el que no se añadió cDNA a la reacción de PCR. B. RT-PCR para el 

receptor de insulina en el corazón del embrión de ratón (E8,5-E15.5 y P25). Los 

cebadores utilizados amplifican ambas isoformas del receptor (IrA y B). 
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7. DISCUSIÓN 

 

En esta Tesis Doctoral hemos analizado la implicación del locus TH-insulina en la 

cardiogénesis temprana del embrión de pollo. Hemos caracterizado principalmente la función 

de la TH e iniciado el estudio del papel de la proinsulina. Los resultados presentados aquí 

indican que la TH/L-DOPA/dopamina está involucrada en la red de señales que dirigen a los 

precursores cardíacos a la especificación de la región posterior del tubo, concretamente 

regionalizando la expresión de Tbx5 y Amhc-1 a la región posterior del tubo cardíaco primitivo. 

Por el contrario, la expresión de la proinsulina está silenciada post-transcripcionalmente a 

partir de la formación del tubo cardíaco y su adición exógena produce una grave 

dismorfogénesis cardíaca.  

 

7.1. Expresión de la Th y actividad de la ruta de síntesis de catecolaminas en el desarrollo 

cardíaco. 

La Th se expresa desde etapas muy tempranas. En st 5, el mRNA de la Th se encuentra 

enriquecido en el campo cardíaco del embrión de pollo. En st 8, la expresión se localiza en el 

mesodermo esplácnico de los tubos endocárdicos y, conforme avanza el proceso de formación 

del tubo, la expresión génica aumenta y se restringe progresivamente a la región posterior del 

tubo cardíaco primitivo (Fig. 14 y Fig. 15). Mediante HPLC hemos comprobado la presencia de 

L-DOPA en todos los estadios analizados desde st 8 (Fig. 15), incrementándose sus niveles 

conforme avanza el desarrollo. Estos resultados indican que la Th se expresa en estadios 

previos a la diferenciación neural y adrenal, (principales sitios de expresión en organismos 

postnatales) y además es enzimáticamente activa.  De manera ocasional se detectó dopamina 

en estos mismos estadios. Sin embargo, en ninguno de los estadios analizados se detectó 

noradrenalina ni adrenalina probablemente debido a los bajos niveles de expresión de la 

enzima dopamina-β-hidroxilasa (Fig. 15). Por lo tanto, los únicos productos de la ruta de 

catecolaminas presentes en estas etapas del desarrollo son la L-DOPA (predominante) y la 

dopamina. 

 

7.2. Implicación de la TH en programas tempranos de diferenciación cardíaca. 

La adición de L-DOPA o dopamina exógena provoca la inducción ectópica de tejido 

cardíaco, caracterizado por la expresión de genes cardíacos como Amhc-1, Tbx5 y Nkx2.5, y por 

la presencia de sarcómeros (Fig. 18; López-Sánchez et al, 2010). Por el contrario, el bloqueo de 

la actividad de TH, y sobre todo, de la producción de dopamina, causa pérdida de expresión de 

genes cardíacos (López-Sánchez et al, 2010). Estos resultados indican que la actividad de la TH 

es importante durante las etapas iniciales de la especificación de los precursores cardíacos. 

Aunque no conocemos el mecanismo preciso por el cual la TH modula el reclutamiento o 

generación de precursores cardíacos, resultados iniciales muestran que la dopamina aplicada 

de manera exógena aumenta la expresión de Bmp-2 (Fig. 18) uniendo así la vía de las 

catecolaminas a la vía cardiogénica de BMP2. La señalización a través de la familia de factores 

de crecimiento BMP se encuentra dentro de los primeros eventos que activan el programa de 
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diferenciación cardíaca. En gastrulación, el endodermo aumenta la producción de BMP-2 y 

otras señales inductoras de la diferenciación del mesodermo precardíaco como FGF y 

CERBERUS (antagonista de la señalización de WNT). El balance de estas señales pro-

cardiogénicas y de señales inhibitorias provenientes de la notocorda y del ectodermo como la 

vía canónica de los WNT y otros antagonistas de BMP (como la expresión de Nogina y Cordina) 

limitan el territorio cardíaco (Moorman y Christoffels, 2003; Srivastava, 2006; Brand, 2010; 

López-Sánchez y García-Martínez, 2011; Fig.32). 
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La expresión de Bmp-2 activa la expresión del núcleo principal de factores de transcripción 

de cardiogénesis (Nkx2.5, Gata, Tbx…) a través de la señalización mediante TAK/TAB, ATF2 y 

SMAD (Schulteiss et al, 1997; Monzen et al, 1999 y 2001; Liberatore et al, 2002; Lien et al, 

2002). La familia SMAD, además de intervenir en la diferenciación miocárdica (revisado en 

Brand, 2003), media interacciones génicas que regulan proliferación y diferenciación en otros 

procesos del desarrollo embrionario, como la señalización en la transición epitelio-

mesénquima (Dijke y Heldin, 2006). Nuestros resultados sugieren que la dopamina podría 

potenciar la vía cardiogénica, al menos en parte, aumentando los niveles de BMP-2 (Fig. 18). 

Figura 32. Descripción esquemática de una sección transversal a través de la región 

embrionaria del campo cardíaco de st 5. Los campos cardíacos (rojo) son parte del 

mesodermo esplácnico de la línea lateral (azul claro). Los factores de inducción cardíaca 

derivan del endodermo (verde claro), particularmente endodermo faríngeo (verde oscuro), 

que expresa Sox17 y Hex. Los inductores cardíacos derivados del endodermo incluyen BMP, 

FGF y los antagonistas de WNT como CERBERUS (Cer), y activan la expresión de Nkx2.5 y 

Gata4 en el mesodermo cardíaco. Los factores WNT del ectodermo (azul oscuro) y los 

antagonistas de BMP (NOGINA y CORDINA), secretados desde la notocorda (en negro) limitan 

la cantidad de tejido cardíaco que va a desarrollarse. Estos inhibidores están implicados 

también en retardar la diferenciación de la población de precursores cardíacos del campo 

cardíaco secundario, localizada de manera más medial (naranja), la cual formará el tracto de 

entrada y salida del corazón maduro. La TH se expresa en el mesodermo cardíaco, y 

potenciaría la especificación y la regionalización cardíaca. (Modificado de Brand, 2010). 
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En este escenario, resultaría interesante observar la relación de la TH y la dopamina con la 

expresión de otros factores tempranos, además de BMP-2, implicados en cardiogénesis que 

provienen del endodermo u otros tejidos adyacentes, como la familia de los FGF o WNT, y de 

otras vías importantes dentro de este proceso, como la vía de la proteína kinasa C, las kinasas 

c-Jun N-terminal o la vía de NOTCH (Brand, 2003; Moorman y Christoffels, 2003; Niessen y 

Karsan, 2008). 

La disminución de la expresión de marcadores cardíacos tras el bloqueo de la síntesis 

endógena de dopamina junto con la falta de detección de noradrenalina y adrenalina (López-

Sánchez et al, 2010; Fig. 16), indican que la dopamina es la molécula activa en cardiogénesis en 

estos estadios. Mediante RT-qPCR hemos detectado la expresión de receptores de las familias 

D1 y D2 en el tubo cardíaco de st 10 y st 12 (Fig. 24) siendo posible la señalización de la 

dopamina vía su(s) receptor(es). Futuros experimentos de nuestro grupo están dirigidos a la 

caracterización molecular de la ruta de señalización de la dopamina en cardiogénesis. 

 

7.3. Implicación de la TH en el establecimiento de patrones en el tubo cardíaco. 

Los resultados aquí presentados indican que la TH/L-DOPA/dopamina está involucrada en la 

red de señales que dirigen el establecimiento de la polaridad antero-posterior del tubo 

cardíaco mediante la regionalización de la expresión de Tbx5 y de Amhc-1. 

El análisis de la expresión de Th muestra un enriquecimiento progresivo del mRNA de Th en  

la región posterior del tubo cardíaco (Fig. 14). La perturbación de la expresión graduada de la 

Th alteró la segregación de las miosinas auriculares y ventriculares. Mientras que un 

incremento en los niveles de la TH provocó una expansión del dominio auricular de Amhc-1 y 

de Tbx5 (Fig. 19 y 20), y una regresión del dominio ventricular de Vmhc-1 y de Irx4, la pérdida 

de la actividad de la TH disminuyó la expresión de Amhc-1 y Tbx5, y ocasionalmente expandió 

la expresión de Vmhc-1 en el sector auricular (López-Sánchez et al, 2010). El fenotipo ocasional 

de expansión de Vmhc-1 indica la presencia de otros factores implicados en restringir la 

expresión de Vmhc-1. Se ha mostrado que la expresión graduada de Tbx5 es crucial para el 

establecimiento del patrón anteroposterior del tubo cardíaco primitivo, dado que la disrupción 

de este patrón provoca anormalidades en la formación de las cámaras cardíacas (Bruneau et 

al, 1999; Christoffels et al, 2000; Liberatore et al, 2000). Esta expresión graduada de Tbx5 y la 

identidad posterior del tubo cardíaco primitivo son mantenidas por el AR. Un exceso de AR 

causa expansión hacia la región anterior de genes que normalmente se restringen a la región 

posterior, como Amhc-1 y Tbx5, y además se produce una hiperplasia de la región posterior del 

tubo (Mendelsohn et al 1994; Yutzey et al, 1994; Liberatore et al, 2000; Hochgreb et al 2003;  

Xavier-Neto et al, 2001; Fig. 21). De manera inversa, la inhibición de la señalización a través del 

retinoico aumenta el desarrollo de la región ventricular (Hochgreb et al, 2003; Niederreither et 

al, 2001; Fig. 22). En nuestros experimentos hemos observado un paralelismo entre el efecto 

del bloqueo de la expresión de la Th endógena y la inhibición de la señalización por el AR 

(Hochgreb et al, 2003). Así mismo, hemos comprobado que la expresión de la Th depende de 

la señalización del AR. Según estos resultados, la TH parece reforzar el programa genético de la 

región auricular, en un escenario donde el AR modula la expresión en gradiente de la Th en el 

tubo cardíaco, y la actividad de la TH favorece la restricción de la expresión de Tbx5 y de Amhc-
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1 a la parte posterior del tubo cardíaco (Fig. 19 y 20), mientras que suprime la de Irx4 y Vmhc-1 

(López-Sánchez et al, 2010; Fig. 33). 
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La alteración de la expresión de la Th (ganancia o pérdida) tuvo también importantes 

consecuencias funcionales. El aumento de la expresión de la Th disminuyó la frecuencia 

cardíaca y provocó latidos arrítmicos (Tabla 3 y CD anexo), mientras que la pérdida de la 

actividad de la TH provocó torsión parcial y latido discontinuo del tubo cardíaco (López-

Sánchez et al, 2010). La causa de esta anormalidad funcional es una cuestión abierta. Estudios 

previos han mostrado que la restricción de la expresión de proteínas contráctiles en sus 

respectivas cámaras ventriculares y auriculares, incluyendo las miosinas de cadena ligera y 

pesada, es esencial para una función cardíaca normal (Buck et al, 1999;  Chen et al, 1998; 

Pawloski-Dahm et al, 1998). Dado que la sobreexpresión de la Th altera la distribución de las 

isoformas ventriculares y auriculares de las cadenas de miosina pesada (Fig. 19 y 20; López-

Sánchez et al, 2010) esto podría ser, al menos parcialmente, responsable de algunas de las 

anormalidades de la función cardíaca encontradas en los embriones con expresión de Th 

desregulada. 

 No obstante, también es posible especular que la TH podría estar implicada en la 

especificación del marcapasos cardíaco del corazón embrionario. En el embrión de pollo, el 

marcapasos se diferencia en st 9-10 en el segmento más posterior del tubo cardíaco (Kamino 

et al, 1981), asegurando la propagación rítmica del potencial de acción con polaridad 

anteroposterior. La bradiarritmia de los embriones que sobreexpresan Th (Tabla 3), unido a la 

restricción de la expresión de la Th a la región posterior (Fig. 14, 15 y 16), son compatibles con 

la interpretación de que el gradiente de TH en el tubo cardíaco primitivo puede ser parte de las 

señales que afectan a la dominancia del marcapasos en la parte posterior del tubo, y además  

participar en el desarrollo del futuro nodo auricular responsable de la actividad marcapasos en 

el corazón adulto. Esta hipótesis es consistente con la propuesta de Pollack (1977) (revisada 

por Ebert, 2006) que afirma que las catecolaminas son esenciales para la especificación del 

marcapasos cardíaco. y con la identificación de células cardíacas intrínsecas capaces de 

Figura 33. Esquema del papel de la TH en la regulación de la red génica 

implicada en la cardiogénesis del embrión de pollo.  
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sintetizar catecolaminas, en corazones humanos y en roedores, en etapas previas a la 

inervación (Ebert y Thompson, 2001; Huang et al, 1996). En roedores, las células cardíacas 

catecolaminérgicas parecen estar asociadas con el marcapasos y el sistema de conducción 

(Ebert y Thompson, 2001). Experimentos futuros analizando la expresión de genes 

relacionados con la formación del marcapasos cardíaco, entre otros, ayudarán a clarificar el 

papel de la TH en la especificación de este tejido. 

Los modelos murinos deficientes en la síntesis de catecolaminas (mutantes nulos para Th y 

Dbh) (Kobayashi et al, 1995; Thomas et al, 1995; Zhou et al, 1995) son letales embrionarios. El 

estudio de estos ratones han mostrado que las catecolaminas, en particular la noradrenalina, 

median en la supervivencia fetal manteniendo la homeostasis del oxígeno en etapas de 

gestación media (Portbury et al, 2003; Ream et al, 2008), estadios posteriores a los analizados 

en el embrión de pollo en esta Tesis. Sin embargo, en estudios previos de nuestro laboratorio 

hemos podido detectar expresión de la Th en el embrión completo de ratón desde estadios de 

gastrulación (E6.5) y en el corazón desde E8.5 (los estadios más tempranos analizados) (López-

Sánchez et al, 2010). Así mismo, Thomas et al (1995), encontraron que la dopamina era la 

única catecolamina detectada en embriones de ratón de E9.5 (varios días antes de que 

ocurriera la letalidad). Nuestros resultados son compatibles con los descubrimientos en ratón: 

la dopamina juega un papel importante en la formación del tubo cardíaco, mientras que la 

noradrenalina puede ser esencial para supervivencia fetal en etapas medias de gestación. 

Además, la ausencia aparente de alteraciones histológicas en los ratones nulos para enzimas 

de la síntesis de catecolaminas puede ser debido a la presencia de factores compensatorios, 

incluyendo la contribución de catecolaminas maternas (Thomas et al, 1995) o a la variación 

entre especies. Se requiere una caracterización detallada del fenotipo en la organogénesis del 

embrión de ratón para comprender totalmente el papel de las catecolaminas en la 

cardiogénesis en esta especie. 

 

7.4. Expresión de la Th en el proepicardio. 

Otro tejido embrionario de gran relevancia en el desarrollo cardíaco en el que también 

hemos encontrado expresión de la Th es el proepicardio. Este tejido embrionario de formación 

transitoria da lugar a varias poblaciones cardiacas. Por una parte, forma la capa mas externa 

del corazón, el epicardio, y por otra da lugar a los fibroblastos y a las células musculares lisas 

de la vasculatura coronaria (Muñoz-Chapuli et al, 2002; Pérez-Pomares et al, 2009). La 

contribución del proepicardio a la formación de cardiomiocitos in vivo es una cuestión 

discutida actualmente (Zhou et al, 2008; Cai et al, 2008; Christoffels et al, 2009; Mommersteg 

et al 2010) aunque ha sido altamente probado su potencial cardiogénico in vitro (Kruithof et al, 

2006; Van Wijk et al, 2009). 

La Th se expresa en la región donde se localizan los precursores del proepicardio, el asta 

derecha de la región posterior del tubo cardíaco, desde las primeras etapas de su 

especificación (st 12-13), y continúa expresándose durante la formación del proepicardio (st 

14-17) en los componentes epiteliales y mesenquimales de éste (Fig. 16). Actualmente, 

nuestro grupo está estudiando la posible función de la TH en la formación del proepicardio y 

de las poblaciones generadas a partir de él. Una hipótesis atractiva es que la TH podría estar 
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potenciando la capacidad cardiogénica del proepicardio, mediada por BMP2, de manera 

similar a lo que hemos demostrado durante la cardiogénesis temprana. En un estudio reciente 

se ha mostrado que el balance de la señalización de BMP y FGF determina el destino de los 

precursores mesoteliales cercanos al proepicardio (Van Wijk et al, 2009; Fig.8). Mientras que 

BMP2 vía SMAD estimula la diferenciación a cardiomiocitos, los FGF favorecen la 

diferenciación a derivados epicárdicos. 

 

7.5. Efecto de la sobreexpresión génica de la proinsulina en el desarrollo cardíaco. 

El análisis de la expresión de la proinsulina en esta Tesis y en estudios previos (Hernández-

Sánchez et al, 2003; Mansilla et al, 2005) ha mostrado que sus niveles proteicos están 

altamente regulados durante el desarrollo cardíaco. Mientras que en st 5, la forma mayoritaria 

del mRNA de proinsulina es la variante capaz de traducirse a proteína (Pro1B), según avanza el 

desarrollo la abundancia de esta variante disminuye a favor de la que retiene el intrón 1 

(Pro1B1) y que tiene bloqueada su traducción. A partir de la formación del tubo cardíaco 

primitivo (st 10), y hasta el inicio de la formación de las cámaras y las válvulas cardíacas (st 20, 

último estadio analizado), la forma predominante es la que retiene el intrón 1 (Pro1B1) (Fig. 24 

y 25). 

Este patrón de expresión sugiere que la actividad biológica de la proinsulina estaría 

reducida a las etapas iniciales de la cardiogénesis, siendo necesaria su inhibición en etapas 

posteriores. Estudios previos de nuestro grupo han mostrado que la adición exógena de 

proinsulina es incompatible con un desarrollo correcto del embrión (de Pablo et al, 1985; 

Hernández-Sánchez et al, 2003). Así mismo, los experimentos de ganancia de función 

presentados en esta Tesis (Fig. 29 y Tabla 4) corroboran que el aumento de la expresión de 

proinsulina provoca importantes malformaciones, en el embrión en general y en el tubo 

cardíaco en particular. La severidad de estas malformaciones está relacionada con la eficiencia 

de traducción de las construcciones electroporadas. Así, los embriones que sobreexpresaban la 

variante pancreática de proinsulina que produce altos niveles de proteína (Hernández-Sánchez 

et al, 2003), presentaban las malformaciones más graves. Tras la sobreexpresión del transcrito 

Pro1A, el tubo cardíaco no llegaba a formarse en un 38,9% de los casos, mientras que en los 

que sobreexpresaban la variante embrionaria Pro1B, que produce niveles moderados de 

proinsulina, siempre fue posible apreciar la formación del tubo cardíaco, aunque la 

morfogénesis de éste se encontraba afectada en un 40% de los casos. El efecto dramático de la 

sobreexpresión del transcrito pancreático no se restringía únicamente al tubo cardíaco, sino 

que otras estructuras embrionarias como el proceso cefálico, las vesículas ópticas, los somitas 

y el tubo neural estaban también gravemente afectados.  

Debido a los efectos generalizados del transcrito Pro1A, los estudios se continuaron con el 

transcrito Pro1B. Entre las malformaciones más comunes de los embriones que 

sobreexpresaban la variante Pro1B se encontraba la forma globular del tubo cardíaco, con un 

crecimiento anormal y dilatado de su porción más anteromedial. El estudio de la expresión de 

genes con restricción anteroposterior mostró que la proinsulina favorece la expresión de genes 

de la región anterior, como Vmhc-1, e inhibe la de genes posteriores como Amhc-1 y Tbx5 (Fig. 

30 y 34). Este incremento y expansión de Vmhc-1 se corresponde con el aumento de la región 
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anteromedial. Estos resultados se encuentran en concordancia con estudios previos de 

nuestro grupo en los que la implantación de microesferas impregnadas de proinsulina daba 

lugar a la expresión ectópica de Vmhc-1 (Mansilla et al, 2005), y con estudios in vitro realizados 

con explantes de la región precardiogénica que sugieren que la insulina produce diferenciación 

cardíaca (Antin et al, 1996; Lough y Sugi, 2000).  

Igualmente, la detección de proinsulina y de su receptor en el corazón embrionario de 

ratón (Fig. 31) permite relacionar un posible papel para este gen en el desarrollo cardíaco de 

otros vertebrados. Además, estos resultados sugieren que el sistema de la insulina podría estar 

implicado en malformaciones cardíacas embrionarias asociadas a diabetes materna en 

humanos. 

A pesar del mayor control de las pacientes diabéticas durante el embarazo, los hijos de 

madre diabética presentan mayor índice, hasta cinco veces, de malformaciones cardiacas 

(Kumar et al, 2007). Sin embargo, los mecanismos moleculares por los que la diabetes materna 

causa defectos cardíacos congénitos no se encuentran del todo caracterizados. Estudios 

recientes indican que estas malformaciones congénitas se asocian a la alteración de diversos 

tipos de señales, y no sólo como consecuencia de la hiperglicemia materna (Chang y Loeken, 

1999; García-Patterson et al, 2004, Zhao et al, 2010). De hecho, existen estudios que han 

mostrado que la correlación entre malformaciones congénitas en niños de madres diabéticas y 

el índice de masa corporal es más alta que la correlación existente entre malformaciones 

congénitas y los valores de glucosa en sangre maternos (García-Patterson et al, 2004), 

sugiriendo que la alteración de otras moléculas contribuye a la etiología de estas 

malformaciones. En nuestros estudios, utilizando un sistema modelo independiente de la 

madre, como es el embrión de pollo, hemos comprobado que un exceso de proinsulina da 

lugar a importantes malformaciones cardiacas. Estos resultados sugieren que la exposición en 

el útero a niveles elevados de proinsulina/insulina debida a la hiperproinsulinemia/ 

hiperinsulinemia asociada a la resistencia a insulina observada en diabéticas tipo 2 y en obesas, 

podría contribuir  al desarrollo de malformaciones congénitas.  

La señalización de proinsulina es importante en la regulación de los niveles de muerte 

celular. El bloqueo de la señalización de proinsulina/insulina en el embrión de pollo induce un 

aumento de la muerte celular (Morales et al, 1997; Díaz et al, 1999, Hernández-Sánchez et al 

2002). Por el contrario la adición exógena de proinsulina bloquea la muerte celular natural 

necesaria para la correcta morfogénesis del embrión (Hernández-Sánchez et al 2003). Sería 

necesario realizar un estudio detallado para comprobar si la desregulación de la muerte celular 

podría ser responsable de las anormalidades cardiacas observadas en los embriones que 

sobreexpresan los transcritos de proinsulina.  
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Además, se ha visto en mamíferos que la infusión crónica de insulina en ratones adultos 

incrementó la masa del ventrículo izquierdo y el grosor de la pared cardíaca. Sin embargo, el 

examen histoquímico de estos ratones mostró que este incremento en grosor se producía a 

través de hipertrofia celular y un aumento de la fibrosis intersticial, sin un incremento de la 

proliferación de los cardiomiocitos (Samuelsson et al, 2006). Por el contrario, un estudio 

similar mostró que la inyección de IGF-1 provocó cardiomegalia mediada por un incremento en 

el número de cardiomiocitos (Redaelli et al, 1998). Resultaría interesante analizar si las 

malformaciones observadas tras la sobreexpresión de proinsulina (Fig. 29 y Tabla 4) 

encuentran su origen en la hipertrofia o en un incremento de la proliferación celular. 

Los requerimientos tridimensionales del desarrollo cardíaco necesitan complejas redes de 

señalización que dirijan a las células a través de decisiones de destino apropiadas y 

movimientos morfogenéticos (Buckingham et al, 2005; Srivastava et al, 2006). Además, la 

polaridad anteroposterior juega un papel en el acoplamiento entre el corazón y los capilares 

sanguíneos. Aquí, revelamos una nueva función para la TH en el desarrollo cardíaco, y 

sugerimos que la TH puede ser un protagonista clave actuando junto a factores adicionales 

para definir múltiples aspectos de la identidad cameral, incluyendo la especificación del 

marcapasos. Estos resultados son consistentes con el siguiente paradigma: moléculas que 

actúan como mediadores de señalización intercelular, con papeles bien definidos y restringidos 

en organismos postnatales, están presentes en etapas embrionarias, donde participan en 

diversas funciones a menudo no relacionadas con su papel en etapas posteriores (revisado en 

Hernández-Sánchez et al, 2006; Sanders et al, 2008). La relevancia de la TH en la cardiogénesis 

humana y la posible significancia de las alteraciones de la ruta de la TH en síndromes cardíacos 

pueden ser campos que merezcan futuros estudios. 

Por otro lado, la función de la proinsulina estaría restringida a etapas iniciales de la 

cardiogénesis, estando inhibida su expresión a partir de la formación del tubo cardíaco. La 

presencia de un exceso de proinsulina produce malformaciones cardiacas que podrían estar 

relacionadas con las observadas en hijos de madre diabética, poniendo de manifiesto que la 

proinsulina/insulina sería un nuevo factor de riesgo a tener en cuenta. 

 

Figura 34. Efecto de la 

sobreexpresión del transcrito 

embrionario de proinsulina 

(Pro1B) en la expresión génica 

del tubo cardíaco primitivo. Se 

muestra en naranja el 

aumento de la expresión de la 

miosina ventricular Vmhc-1 y 

en azul la disminución de la 

expresión  de Amhc-1 y Tbx5. 



 

 

 

 

 

8. CONCLUSIONES. 



 



 
8. Conclusiones 87 

 

8. CONCLUSIONES 

 

1. La Th se expresa siguiendo un patrón dinámico durante las etapas iniciales de la 

cardiogénesis del embrión de pollo. La enzima es funcionalmente activa, y cataliza la 

producción de L-DOPA en el tubo cardíaco en formación. La expresión del mRNA de la Th 

es detectada también en los precursores proepicárdicos de st 12 y en el proepicardio en st 

16, tanto en la población epitelial como mesenquimal del órgano. 

 

2. La dopamina interviene en la diferenciación temprana del mesodermo precardiogénico, 

regulando positivamente la expresión de Bmp-2. En estadios posteriores, la 

sobreexpresión de Th aumenta la expresión de Amhc-1 y Tbx5 en la región anteromedial 

del tubo cardíaco. Como consecuencia de esta alteración, los corazones embrionarios 

presentan alteraciones funcionales, siendo posible detectar la aparición de arritmias y un 

descenso en la frecuencia cardíaca.  

 

3. La TH interviene en el establecimiento del patrón anteroposterior del tubo cardíaco, 

encontrándose bajo el control de la vía del AR. Tanto la adición de AR como la inhibición 

de su síntesis provocan cambios en el área de expresión del mRNA de la Th. En conjunto, 

estos datos muestran un papel definido para la TH y sus productos (L-DOPA y dopamina) 

en la inducción y en la regionalización del corazón embrionario. 

 

4. El transcrito mayoritario de proinsulina presente en la etapa de formación y torsión del 

tubo cardíaco es Pro1B1, isoforma que tiene bloqueada su traducción a proteína. La 

sobreexpresión en la región cardíaca de las isoformas pancreática (Pro1A) y embrionaria 

(Pro1B) del mRNA de la proinsulina provoca alteraciones morfológicas cuya severidad se 

correlaciona con la cantidad de proteína que producen.  

 

5. La expresión de genes con restricción posterior (Amhc-1 y Tbx5) se ve disminuida tras la 

sobreexpresión del transcrito embrionario de proinsulina (Pro1B). Por otro lado, aumenta 

la expresión de la miosina ventricular Vmhc-1. Estos datos nos muestran como la 

expresión de la proinsulina en el desarrollo cardíaco se encuentra estrictamente regulada, 

y su aumento interfiere directamente en la regulación de la formación de las cámaras 

cardíacas.  
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Aims Tyrosine hydroxylase (TH) is the first and rate-limiting enzyme in catecholamine biosynthesis. Whereas the neuro-
endocrine roles of cathecolamines postnatally are well known, the presence and function of TH in organogenesis is
unclear. The aim of this study was to define the expression of TH during cardiac development and to unravel the role
it may play in heart formation.

Methods
and results

We studied TH expression in chick embryos by whole mount in situ hybridization and by quantitative reverse tran-
scription-polymerase chain reaction and analysed TH activity by high-performance liquid chromatography. We used
gain- and loss-of-function models to characterize the role of TH in early cardiogenesis. We found that TH expression
was enriched in the cardiac field of gastrulating chick embryos. By stage 8, TH mRNA was restricted to the splanchnic
mesoderm of both endocardial tubes and was subsequently expressed predominantly in the myocardial layer of the
atrial segment. Overexpression of TH led to increased atrial myosin heavy chain (AMHC1) and T-box 5 gene (Tbx5)
expression in the ventricular region and induced bradyarrhythmia. Similarly, addition of L-3,4-dihydroxyphenylalanine
(L-DOPA) or dopamine induced ectopic expression of cardiac transcription factors (cNkx2.5, Tbx5) and AMHC1 as
well as sarcomere formation. Conversely, blockage of dopamine biosynthesis and loss of TH activity decreased
AMHC1 and Tbx5 expression, whereas exposure to retinoic acid (RA) induced TH expression in parallel to that
of AMHC1 and Tbx5. Concordantly, inhibition of endogenous RA synthesis decreased TH expression as well as
that of AMHC1 and Tbx5.

Conclusion TH is expressed in a dynamic pattern during the primitive heart tube formation. TH induces cardiac differentiation
in vivo and it is a key regulator of the heart patterning, conferring atriogenic identity.
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Keywords Tyrosine hydroxylase † Cardiogenesis † L-DOPA † Dopamine

1. Introduction
Catecholamines are hormones/neurotransmitters known to influence
cardiovascular and endocrine physiology postnatally and processes
such as movement, learning, and emotional behaviour. Tyrosine
hydroxylase (TH) is the first and rate-limiting enzyme in

catecholamine biosynthesis. TH catalyses the conversion of the
amino acid L-tyrosine to L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA),
which generates dopamine by the action of aromatic amino acid dec-
arboxylase (AAADC). Subsequently, dopamine can be converted to
noradrenaline, by the dopamine beta hydroxylase (DBH), and adrena-
line in the mature nervous system and adrenal glands (Figure 1A).1
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Despite the well-characterized biological functions of catecholamines
in postnatal organisms, very little is known about their function in
embryonic development prior to neuronal differentiation. Early
reports of the presence of the pathway members, and their pharma-
cological and genetic interference, revealed roles in gastrulation and
early organogenesis.2 Indeed, null-mutations of TH and DBH caused
embryonic lethality3– 5 due to apparent heart failure. Although
studies of the TH-null mice revealed a functional role of TH in main-
taining oxygen homeostasis at mid-gestation stages,6,7 the role of TH
in early cardiogenesis remains unexplored.

In vertebrates, the heart is initially formed by the fusion of the two
bilateral endocardial tubes arising in the lateral plate splanchnic meso-
derm. The resulting primitive heart tube, located at the ventral midline
of the organism, undergoes a complex series of movements and tissue
remodelling events that leads to the formation of the mature cham-
bered organ.8 Positional information for the formation of the atria
and ventricles at specific sites within the heart tube, comes from
the integration of the anterior–posterior, dorso-ventral, and left–
right patterning at early stages.9 One of the first features of
anterior–posterior patterning is the restriction of the ventricular
myosin heavy chain (VMHC1) and atrial myosin heavy chain
(AMHC1) to the anterior and posterior pole, respectively, of the
heart tube.10–12 In this study, we show that TH mRNA is enriched

in the cardiac field of stage (st.) 5 chick embryos; by st. 8, TH
expression was restricted to the splanchnic mesoderm of both endo-
cardial tubes. Subsequently, TH localized predominantly to the myo-
cardial layer of the posterior atrial segment heart tube. Treatments
with L-DOPA and dopamine induced ectopic expression of cardiac
transcription factors and the contractile protein AMHC1, as well as
sarcomere formation. Overexpression of TH led to the expansion
of AMHC1 and Tbx5 expression into the anterior region, and
induced bradyarrhythmia. Inhibition of dopamine biosynthesis or
knockdown of TH decreased AMHC1 and Tbx5 expression, and per-
turbed correct cardiac looping. Exposure to retinoic acid (RA)
induced and expanded TH expression, as well as that of AMHC1
and Tbx5, whereas blockage of endogenous RA synthesis inhibited
TH expression. Our results show that TH is expressed in a
dynamic pattern during the formation of the primitive heart tube.
TH induces cardiac differentiation in vivo and it is a key regulator of
the heart patterning, conferring atriogenic identity.

2. Methods
Experimental protocols with animals were performed in agreement with
the Spanish law in application of the EU Guidelines for animal research,
and conformed to the Guide for the Care and Use of Laboratory

Figure 1 Tyrosine hydroxylase expression and activity in developing chick embryos. (A) The catecholamine biosynthesis pathway. (B) Whole-mount
ISH for TH at st. 8–12. a, b, and c correspond to transverse paraffin sections at the levels indicated by the corresponding lines. Note that at st. 8 TH
mRNA is restricted to the splanchnic mesoderm of the endocardial tubes, and later it is predominantly expressed in the myocardial layer of the atrio-
genic region (arrows in a and c). (C) RT–qPCR of RNA from whole embryos at st. 5, 8, and 10 or from their corresponding cardiac regions. The levels
of TH mRNA were normalized to GAPDH mRNA levels. The results represent the mean+ SD of three experiments. (D) L-DOPA was measured by
HPLC in extracts from one pool of 30 st. 8 embryos, two pools of 15 st. 10 embryos and two pools of 10 st.12 embryos. The results represent, except
in st. 8, the mean+ SD.
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Animals published by the US National Institutes of Health (NIH Publi-
cation No. 85-23). Approval by the CIB bioethics board was obtained
prior to the initiation of the study. For details on the following
methods, see Supplementary materials online.

2.1 Early chick embryo culture and citral
treatment
Fertilized eggs (Granja Santa Isabel, Córdoba, Spain) were incubated at
388C in forced-draft, humidified incubators. Embryos were staged and cul-
tured. For citral treatment, 20 mL of test solution were applied over
embryos at st. 5. Embryos were fixed in 4% paraformaldehyde acid
(PFA, in phosphate buffer, pH 7.4) at st. 10–11 and processed for
whole mount in situ hybridization (ISH).

2.2 Embryo electroporation
St. 3 cultured embryos were injected and electroporated in the region
determined to form the heart. For gain-of-function experiments the
pCAGs-I-GFP (control) or pCAGs-TH-I-GFP vector was electroporated.
For knock-down experiments, either fluorescein-labelled luciferase or TH
morpholino oligonucleotide (MO) (Gene Tools LLC) was electroporated.
After 18–36 h of additional incubation, embryos were either fixed in 4%
PFA and processed for whole mount ISH or the atria and ventricles were
collected for RNA isolation.

2.3 Bead implantation
Beads were soaked in the indicated solutions and implanted in the desired
location at st. 5 (Figure 2A). After 6–18 h of additional incubation,
embryos were fixed in 4% PFA and processed for whole mount ISH or
immunohistochemistry.

2.4 High-performance liquid chromatography
analysis
St. 8 and st. 10 embryos were processed to detect catecholamines by
high-performance liquid chromatography (HPLC) with colorimetric
detection.

2.5 ISH and immunohistochemistry
Embryos were processed for ISH following standard procedures. The
probes for cAMHC1, cVMHC1, Irx4, Bmp2, and cNkx2.5 have been
described. The cTH and cTbx5 probes were generated by RT–PCR
cloning. Whole mount immunohistochemistry was performed using an
anti-myosin heavy-chain monoclonal antibody (MF20) followed by anti-
mouse Ig-HRP antibody.

2.6 RNA isolation and RT–qPCR
Total RNA was isolated with the Trizol reagent and reverse transcribed
with the Superscript III and random primers (Invitrogen). qPCR was per-
formed with the ABI Prism 7900HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems) by using TaqMan Universal PCR Master Mix, No-AmpErase
UNG (Applied Biosystems) and the probes of the Universal Probe
Library (URL, Roche Applied Science) were used for detection. Primer
sequences and the respective URL probes are listed in supplementary
material.

2.7 Plasmids
The pCAGs-TH-I-GFP was generated by excising the TH cDNA from the
pCRII-TOPO-TH, described above, with EcoRI and cloning it into the simi-
larly digested pCAGs-I-GFP.

3. Results

3.1 Early TH expression is localized to the
developing heart and is active prior to its
appearance in the nervous system
In postnatal organisms, TH is predominantly expressed in discrete
areas of the brain, in the peripheral nervous system, and in the
adrenal gland. However, our identification of a dynamic pattern of
TH expression in the early chick (EC) embryo13 led us to search
for an as yet uncharacterized, preneuronal, function for TH. Whole
mount ISH demonstrated that TH mRNA was expressed in st. 8
embryos, in the heart forming regions overlying the left and right
endocardial tubes (Figure 1B and see Supplementary material online,
Figure S1). Transverse sections showed that TH mRNA was restricted
to pre-cardiac splanchnic mesoderm (Figure 1Ba). At st. 9, TH mRNA
was found specifically in the fusing cardiac tubes and, once the primi-
tive heart tube was formed, TH displayed a graded pattern of
expression. TH transcripts were concentrated in the posterior part
of the looping heart, the prospective atrial region (Figure 1B, st. 12).
Whereas TH expression was restricted to the myocardial layer at
the posterior pole (Figure 1Bc), no transcripts were evident at the
anterior pole of the looping heart (the prospective ventricular
region: Figure 1Bb). This pattern of gene expression is remarkably
similar to that of other genes that become progressively restricted
to the posterior heart tube (e.g. AMHC110–12 and Tbx5,14– 16 see
Supplementary material online, Figure S1 for better comparison).
Moreover, the distribution of TH transcripts coincided with that of
TH protein (data not shown).

The selective cardiac expression of TH was confirmed by RT–
qPCR and TH mRNA was detected in gastrulating st. 5 embryos,
prior to the time specific staining can be observed by whole mount
ISH. TH transcript levels were two-fold higher in the heart field of
st. 5 embryos than in the total embryo (Figure 1C) and, overall, TH
transcript levels rose as development continued (approximately
two-fold between st. 5 and 8 and four-fold between st. 8 and 10).
This increase was more noticeable in the cardiac region, particularly
between st. 5 and st. 8, in accordance with the distribution observed
by ISH.

TH activity depends on allosteric factors and on the phosphoryl-
ation state of the enzyme, as well as on the presence of co-factors.1,17

To asses whether TH was active at these early embryonic stages, we
measured catecholamine levels by HPLC in whole embryos at the
endocardial, linear, and looped tube stages (st. 8, 10, and 12, respect-
ively). We chose not to dissect cardiac tissue to avoid material losses.
L-DOPA was detected at st. 8 and their levels increased throughout
cardiac development (Figure 1D). Dopamine was detected only
occasionally at st. 8, 10, and 12, and noradrenaline and adrenaline
were not found at these embryonic stages. To explain the absence
of catecholamines downstream of dopamine, we analysed the
expression of DBH. We could only detect DBH mRNA by RT–
qPCR, and no specific signal by ISH was obtained. At all the stages
analysed, much lower levels of DBH mRNA than of TH mRNA
were found (�9-, 80-, and 190-fold lower at st. 5, 8, and 10, respect-
ively). These differences were even greater (from 12- to 900-fold) in
the cardiac region, indicating that the precursor L-DOPA and small
amounts of dopamine are the principal, or perhaps the only, catechol-
amines present in the embryo prior to neuronal differentiation.
The facts that dopamine is an unstable metabolite and the HPLC
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Figure 2 Effect of L-DOPA and dopamine and their inhibition, on cardiac development. (A) Effect of L-DOPA and dopamine on the expression of
cardiac genes. Left drawing corresponds to a st. 5 embryo with a bead implanted lateral to one of the bilateral heart fields (yellow bead). Beads were
soaked in either PBS (vehicle), or a solution of 10 mmol/L L-DOPA or dopamine. St. 10–12 embryos were subjected to whole-mount ISH for Nkx2.5,
Tbx5, and AMHC1, or immunohistochemistry for MF20. Ectopic tissue adjacent to the bead coated with L-DOPA or dopamine (arrow) expressed all
markers. Labelling was not detected around the control bead (arrowhead). (B) Ultrastructure of the ectopic tissue induced by dopamine. Semi-thin
sections of the bead area and ectopic tissue (a: 40×). Transmission electron microscopy of cells adjacent to the dopamine bead (b: 20 000×) or of
cardiomyocytes in the primitive heart tube (c: 10 000×). The white arrowheads indicate the Z bands, and the purple and yellow lines delineate the I
and A bands, respectively. (C) Effect of the inhibition of L-DOPA or dopamine synthesis on AMHC1 expression. The position of the bead implanted
medial to one of the bilateral heart fields of a st. 5 embryo is shown in (A) (red bead). Beads were soaked in either 3I-Tyr or mHBH, or the vehicle
solution (NaOH and PBS, respectively). Embryos at st. 8 were analysed by whole-mount ISH for AMHC1. Note that AMHC1 expression is inhibited in
the endocardial tube ipsilateral to the bead (arrow), but not by the control bead (arrowhead).
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method is less sensitive for dopamine than for L-DOPA detection may
account for the irregular detection of the former. These results
extend previous findings, using less sensitive assays, where TH activity
in the chick embryo was detected on the first day of incubation (st. 8),
yet DBH activity was not evident until st. 19–20.18

3.2 L-DOPA and dopamine induce cardiac
differentiation
The pattern of TH expression and the presence of catecholamines
suggested that TH, L-DOPA, and possibly dopamine may play a role
in cardiac development. We thus implanted heparine-acrylamide
beads soaked in either L-DOPA (10 mmol/L) or dopamine
(10 mmol/L) lateral to one of the bilateral heart fields in embryos cul-
tured at st. 5 (Figure 2A, yellow bead). These embryos were allowed to
develop until the linear or looped heart stage (st. 10 and 12, respect-
ively), and were subsequently analysed by whole mount ISH. St. 12
was the furthest developmental stage analysed because the EC
culture interferes with normal development beyond this stage.
L-DOPA and dopamine induced expression of the cardiac transcrip-
tion factors Nkx2.5 and Tbx5 in the ectopic tissue adjacent to the
bead (Figure 2A; see Supplementary material online, Table S1). More-
over, expression of AMHC1, a sarcomeric protein and marker of
terminal cardiac differentiation,10,12 was also induced, as seen by
ISH and by immunohistochemistry with the MF20 antibody. The
cells of the induced ectopic tissue adjacent to the bead developed
myofibrils organized into sarcomeres, similar to those found in the
cardiomyocytes of the primitive heart tube (Figure 2B). No ectopic
tissue or ectopic expression of cardiac genes was provoked by
control beads (Figure 2A), ruling out the possibility that implantation
of the bead alone triggered ectopic cardiogenesis. This also argues
against the possibility that the bead acts as a physical barrier for an
inhibitory signal, and suggests that exogenous L-DOPA and dopamine
can stimulate cardiomyocyte differentiation. Preliminary studies show
that dopamine beads also induce the expression of Bmp2 (see Sup-
plementary material online, Figure S2), linking TH to early cardiac
differentiation programmes.19

We further confirmed this hypothesis by blocking the endogenous
synthesis of L-DOPA and dopamine. Accordingly, beads soaked in
either 3-iodo-tyrosine (3I-Tyr, 1 mmol/L), an inhibitor of TH, or in
meta-hydroxybenzylhydrazine (mHBH, 1 mmol/L), an inhibitor of
L-DOPA decarboxylase (Figure 1A), were implanted medial to one
of the bilateral heart fields of cultured embryos at st. 5 (Figure 2A,
red bead). Blockage of L-DOPA, and more clearly of dopamine bio-
synthesis, led to an ipsilateral decrease of AMHC1 expression in
the endocardial tube at st. 8 (Figure 2C; see Supplementary material
online, Table S2). These results suggest that dopamine synthesis is
necessary for the correct expression of AMHC1.

3.3 Overexpression and knock-down of TH
modified the limits of the cardiac chambers
To gain further insight into the role of TH in cardiac differentiation,
we performed gain-of-function experiments. A bicistronic construct
containing the chicken TH cDNA and the GFP cDNA
(pCAGs-TH-I-GFP) was injected and electroporated into the
cardiac progenitor cells that were migrating through the primitive
streak of st. 3 embryos. As a control, we used a vector containing
the GFP cDNA alone (pCAGs-I-GFP). Analysis of TH expression in
pCAGs-TH-I-GFP electroporated embryos confirmed that TH

mRNA and protein coincided with GFP expression (see Supplemen-
tary material online, Figure S3). In addition, there was an increase in
L-DOPA levels measured by HPLC in embryos overexpressing TH
(data not shown). Consistent with the myocardiogenic stimulatory
effect of the L-DOPA and dopamine beads (Figure 2A), the embryos
overexpressing TH displayed a marked increase in AMHC1
expression when compared with control electroporated or
non-electroporated embryos, particularly at the stages of heart tube
fusion and looping (st. 10 and 12, respectively; Figure 3A). In addition,
the domain of AMHC1 expression at the looped heart tube stage
(st. 12) had expanded abnormally towards the anterior pole of the
primitive heart tube (Figure 3A). To further characterize the changes
in the developing heart, we analysed the expression of Tbx5. This
T-box family transcription factor is expressed in cardiac progenitors
and, as development proceeds, it is found in a graded fashion along
the heart tube with the highest levels in the sino-atrial region.14–16

Significantly, the pattern of Tbx5 expression in these tissues very
closely resembles that of TH and AMHC1 (see Supplementary
material online, Figure S1). Like AMHC1 expression, Tbx5 expression
expanded abnormally towards the anterior region of the heart tube in
TH-overexpressing embryos (Figure 3A, see Supplementary material
online, Table S3). Moreover, RT–qPCR analysis of dissected ventricles
showed a six-fold increased of AMHC1 levels in TH overexpressing
embryos when compared with control electroporated ventricles
(Figure 3B). Tbx5 expression increased more modestly (not statisti-
cally significant) similarly to what was also observed by ISH.

We then analysed the effect of TH on the expression of the ven-
tricular myosin heavy chain, VMHC1, initially expressed throughout
the entire heart tube and down-regulated in the atria after the
looping stage (st. 12–13).11,12,20 VMHC1 became restricted to the
anterior region of the heart tube of TH-overexpressing embryos
(Figure 3C, see Supplementary material online, Table S4). Likewise,
the expression of the transcription factor Irx4, which is involved in
specifying the prospective ventricular region,20 regressed anteriorly
(Figure 3C), suggesting that TH confers a posterior character on the
looping heart tube.

Overexpression of TH also had major functional consequences,
since TH-electroporated embryos displayed characteristics compati-
ble with bradyarrhythmia (see Supplementary material online, movie
online). When recorded in culture, the heart rate of control electro-
porated embryos at st. 11 was 100 beats per minute (bpm), compared
with 53 bpm in TH-overexpressing embryos (Table 1). In addition,
TH-electroporated embryos displayed arrhythmic heart beats (see
Supplementary material online, movie online).

To further confirm that TH is a fundamental element in cardiac
development, we knocked down TH expression. A TH MO or lucifer-
ase, control MO were electroporated into the cardiac progenitor cells
migrating through the primitive streak of st. 3 chick embryos. The TH
morphants displayed a decrease in the expression of the atrial
markers AMHC1 and Tbx5 (Figure 4A). Conversely, the expression
of VMHC1 in the most affected embryos was increased (Figure 4A).
In parallel, the silencing of TH expression diminished the atrial
segment area and oversized the ventricular segment (Figure 4B, see
Supplementary material online, Table S5). Similar anterior–posterior
heart patterning disruption was observed when RA signalling was inhi-
bited.21Additionally, the progress of cardiac morphogenesis was very
limited: TH morphants displayed a globular cardiac tube that did not
form a fully looped tube (Figure 4B), and the dysmorphic hearts barely
beat (data not shown).
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Figure 3 Effect of TH on anterior–posterior heart tube patterning and specification of chambers. (A) Effect of TH gain-of-function on sino-atrial
gene expression. Whole-mount ISH for AMHC1 and Tbx5 in non-electroporated embryos, and in embryos electroporated with either the control
construct (pCAGs-I-GFP) or with the TH expressing construct (pCAGs-TH-I-GFP). The anterior expanded expression of AMHC1 and Tbx5 in the
heart tube is indicated by the black arrows. Visualization of GFP expression for the embryos processed for ISH is shown in the corresponding left
panels. (B) RT–qPCR of RNA from ventricles (V in scheme) of st. 12 embryos electroporated with either the control construct (pCAGs-I-GFP) or
with the TH expressing construct (pCAGs-TH-I-GFP). The levels of AMHC1 and Tbx5 mRNA were normalized to GAPDH mRNA levels. The results
represent the mean+ SEM of three pools of four ventricles each. *P , 0.01 with respect to pCAGs-I-GFP electroporated embryos. (C) Effect of TH
gain-of-function on ventricular gene expression. Whole-mount ISH for VMHC1 and Irx4 in embryos as in (A). The posterior regression of VMHC and
Irx4 expression is indicated by the red arrows. In supplementary materials this figure is reproduced including GFP expression (see Supplementary
material online, Figure S4).
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Table 1 Effect of TH overexpression on heart rate

Non-electroporated (n 5 10) pCAGs-I-GFP (n 5 10) pCAGs-TH-I-GFP (n 5 10)

BPM 100.6+3.53 100.5+3.02 53.1+2.68

BMP, Beats per minute.
The results represent the mean+ SD.

Figure 4 Effect of TH knock-down on anterior–posterior heart tube patterning and specification of chambers. (A) Whole-mount ISH for AMHC1,
Tbx5, and VMHC1 in embryos electroporated with either luciferase MO or with TH MO. Note also the decrease in AMHC1 and Tbx5 expression in
the TH MO treated (arrow) versus the luciferase MO control (arrowhead). On the contrary, VMHC1 expression did not change or showed a mild
increase. (B) Light microscopy of st. 10 and 12 non-electroporated or electroporated embryos with either luciferase MO or with TH MO. The heart
tube of the TH morphants show abnormal morphogenesis displaying an atrophic sino-atrial region and oversized ventricular region (in embryos with
comparable number of somites and similar prosencephalon development). The ventricular segment is outlined in blue and the sino-atrial segment in
yellow.
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3.4 TH action is linked to RA patterning
effect
To integrate these findings into what is already known about heart
morphogenesis; we turned to the effect of RA known to be involved
in cardiac patterning. In vertebrates, the anterior–posterior identity of
the primitive heart tube is established by RA signalling.22 The docu-
mented posteriorization of RA12,16,21,23,24 and that of TH described
here, together with the fact that TH gene expression and activity
are positively regulated by RA in the nervous system and adrenal
gland,25,26 suggested that TH might be a putative downstream target
of RA activity in establishing the anterior–posterior heart tube axis.

We tested this hypothesis by implanting beads soaked in RA
(10 mg/mL) into the heart field of cultured embryos at st. 5. RA
expanded the expression of TH mainly in the ipsilateral inflow tract,
as well as rostrally within the heart tube. A parallel effect was
observed on the expression of AMHC1 and Tbx5 (Figure 5A, see Sup-
plementary material online, Table S6). To further support that TH
expression is under RA control, we inhibited endogenous RA syn-
thesis with citral. Accordingly, cultured embryos treated at st. 5
with citral (10 mmol/L) displayed a dramatic decrease in TH
expression parallel to diminished AMHC1 and Tbx5 expression
(Figure 5B, see Supplementary material online, Table S7).

Figure 5 TH, AMHC1, and Tbx5 expression are controlled by RA. (A) Increased TH, AMHC1, and Tbx5 expression by RA. St. 5 embryos with a
bead soaked in either DMSO (vehicle) or RA implanted lateral to one of the bilateral heart fields (yellow bead) were then analysed by whole-mount
ISH at st. 12. The expanded expression of TH, AMHC1, and Tbx5 in the heart tube and in the inflow tract are indicated by arrows, and their normal
expression domains are outlined by yellow dotted-lines. (B) Decreased TH, AMHC1, and Tbx5 expression by RA synthesis inhibition. St. 5 embryos
were treated with ethanol (vehicle) or 10 mmol/L citral and analysed by ISH at st. 10–11. (C) Scheme of the interplay of RA and TH in chamber-
specific genes regulation.
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4. Discussion
The results presented here indicate that TH/L-DOPA/dopamine are
involved in the network of signals that drive cardiac precursor cells
to a sino-atrial fate, specifically by regionalizing Tbx5 and AMHC1
expression to the posterior part of the heart tube.

In st. 5 chick embryos, TH mRNA was enriched in the cardiac field;
by st. 8, TH expression localized to the splanchnic mesoderm of
endocardial tubes and it progressively became restricted to the
sino-atrial region. Perturbing graded TH expression altered atrial
and ventricular myosin segregation. Thus, whereas an increase in
TH levels resulted in expansion of the AMHC1 and Tbx5 atrial
domains and regression of the VHMC1 and Irx4 ventricular
domains, loss of TH activity decreased AMHC1 and Tbx5 expression,
and occasionally increased VMHC1 expression. The less widespread
VMHC1 expansion phenotype indicates that other factors are prob-
ably involved in restricting VMHC1 expression. Significantly, it has
been shown that the graded expression of Tbx5 is crucial for the
correct cranio-caudal patterning of the primitive heart tube, since dis-
ruption of this pattern results in abnormalities in heart chamber for-
mation.14– 16 Indeed, the Holt–Oram syndrome in humans (with
structural cardiac and conduction anomalies) is associated with
mutations in the TBX5 gene.27–29

The graded expression of Tbx5 and the posterior identity of the
primitive heart tube are maintained by RA. An excess of RA causes
expansion towards the anterior region of genes that are normally con-
centrated to the posterior region (i.e. Tbx5 and AMHC1), together
with hyperplasia of the sino-atrial region.12,16,21,24 Conversely, inhi-
bition of RA signalling impairs development of the sino-atrial region
and enlarges that of the ventricular region.21,23 In our model
system, we uncover a link between RA and TH action as suggested
by the parallelism in the effect of blockage of endogenous TH
expression and inhibition of RA signalling,21 together with the fact
that RA controlled TH expression. Thus, according to these results,
TH appears to reinforce the genetic program of the sino-atrial
region, in a scenario where RA modulates the graded TH expression
in the heart tube. In concert, TH activity favours the restriction of
Tbx5 and AMHC1 expression to the posterior heart tube, whereas
suppressing Irx4 and VMHC1 in the prospective atria (Figure 5C).

Alteration of TH expression (gain or loss) had also important func-
tional consequences. Increased TH expression led to low rate and
arrhythmic heart beating whereas loss of TH activity caused partial
looping and discontinuous beating of the heart tube. The cause of
this abnormal functionality is an open question. Previous studies
have shown that restricting expression of contractile proteins to the
ventricular and atrial chamber, including that of the myosin heavy
and light chains, is essential for normal cardiac function.30– 32 Given
that TH overexpression alters the distribution of atrial and ventricular
myosin heavy-chain isoforms, this could be at least partially respon-
sible for some of the heart function abnormalities found in the
TH-overexpressing embryos. Nevertheless, we are tempted to specu-
late that TH might be involved in specifying the cardiac pacemaker of
the embryonic heart. In the chick, the pacemaker differentiates at
around st. 9–10 in the posterior most segment of the primitive
heart tube,33 assuring the rhythmic propagation of the action potential
with posterior–anterior polarity. The bradyarrhythmia of the
TH-overexpressing embryos, together with the restriction of TH
expression to the sino-atrial region, are compatible with the interpret-
ation that the gradient of TH activity in the primitive heart tube may

be part of the signals leading to the dominance of the pacemaker in
the posterior tube. This phenomenon could also be responsible for
the development of the prospective sino-atrial node responsible
for the pacemaker activity in the adult heart. This hypothesis is
consistent with Pollack’s proposal several decades ago34 (reviewed
by Ebert35) that catecholamines are essential for cardiac pacemaker
specification. Future experiments analysing the expression of early
pacemaker genes, among others, should clarify the role of TH in
the pacemaker specification.

Generation of the catecholamine depleted mice models (TH and
DBH knockouts)3– 5 have more recently shown that catecholamines
are essential for embryo survival beyond mid-gestation. The catechol-
amine deficient mice die from apparent heart failure starting at E11.5–
12.5, and the heart of surviving embryos is able to beat autonomously
with slight bradycardia. Albeit the penetrance of the lethal phenotype
was variable and some null-mice survived to term, recent reports
have shown that catecholamines, in particular noradrenaline,
mediate foetal survival by maintaining oxygen homeostasis in mid-
gestation.6,7 Moreover, restoration of noradrenaline, although not of
dopamine, synthesis in the noradrenergic cells is sufficient to
prevent lethality.36 Using the chick embryo as a maternally indepen-
dent vertebrate model, we show that catecholamines, in particular
dopamine, also have an earlier role in cardiac morphogenesis.
Similar to our results in the chick embryo, in the study by Thomas
et al.4 dopamine was the only catecholamine detected in E9.5
mouse embryos (long before the lethality occurred). In fact, we
could detect TH expression in the whole mouse embryo since gastru-
lation stage at E6.5 and in the heart since E8.5 (the earliest stages ana-
lysed) (see Supplementary material online, Figure S3). Our results are
compatible with the findings in mice: dopamine plays an important
role in early cardiac tube formation, whereas noradrenaline can be
essential for mid-gestation foetal survival. Moreover, the apparent
absence of major histological alterations in the catecholamine null-
mice could be due to the presence of compensatory factors, including
a potential contribution of maternal catecholamines4 or to species
variation. A detailed characterization of the phenotype in mouse orga-
nogenesis would be required to unravel the role of all catecholamines
in mouse cardiogenesis.

Here, we have shown a strong concordant phenotype in TH-gain
and loss-of-function experiments in chick embryos. The remarkable
change in the pattern of electrical activation in the TH-overexpressing
hearts is also consistent with the identification of intrinsic
catecholamine-synthesizing cardiac cells, in human and rodent
hearts, prior to inervation.37,38 In mice and rats, cardiac catecholamin-
ergic cells appear to be associated with the pacemaker and conduc-
tion system in four-chamber hearts.37

The three-dimensional requirements of cardiac development need
complex signalling networks to lead cells through the appropriate fate
decisions and morphogenetic movements.8,39 In addition, antero-
posterior polarity plays a role in the coupling between heart and
blood vessels. Here, we reveal a novel function of TH in cardiac devel-
opment, and suggest that TH may be a key player acting in concert
with additional factors to define multiple aspects of chamber identity,
including pacemaker specification. These results are consistent with
the paradigm whereby molecules that act as intercellular signalling
mediators, with well-defined restricted roles in postnatal organisms,
are present at embryonic stages, when they participate in diverse
functions often unrelated to their later roles (reviewed in40,41). The
relevance of TH in human cardiogenesis and the possible significance
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of TH pathway alterations in cardiac syndromes may be a field deser-
ving further studies.

Supplementary material
Supplementary material is available at Cardiovascular Research online.
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C. López-Sánchez et al.120
 by guest on February 12, 2012

http://cardiovascres.oxfordjournals.org/
D

ow
nloaded from

 

http://cardiovascres.oxfordjournals.org/cgi/content/full/cvq179/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/

	Portada
	Índice
	Introducción
	Objetivos
	Materiales y métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía
	Anexo

