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Resumen

Los estudios sobre la cardiotoxicidad inducida por agentes quimicos se han visto
fortalecidos con la aplicacion de métodos de registro de sefiales cardiogenicas. En el presente
trabajo se utiliz6 un método definido en nuestro laboratorio como Cardiovideograma (CVG),
reforzado con el analisis de imagenes, para ilustrar con el modelo cardiaco de embrién de pollo
“in vivo”, la cardiotoxicidad inducida por el extracto acuoso de la semilla de Thevetia
peruviana, una planta ornamental de severa accion toxica. Los resultados mostraron que el
extracto acuoso de Thevetia peruviana induce la reduccion en un 70,49% de Frecuencia
Cardiaca Promedio (FCP), calculada en pulsaciones por minuto (P/min), a través de la medicion
de las variaciones de luminosidad en los intervalos entre los puntos maximos de ésta
variacion. Estos cambios se encontraron vinculados con un mayor nivel sistélico en la porcion
ventricular (V) y del Tronco Arterioso (TA) y con un menor nivel sistdlico en la porciéon
auricular (A) en comparacion a la condicién control. Se demostré que la cardiotoxicidad
inducida por el extracto acuoso de Thevetia peruviana puede ser claramente analizada en el
modelo cardiaco de embrién de pollo, fortalecido con un método de registro como el
Cardiovideograma (CVG), lo cual resulta una alternativa para el estudio de la cardiotoxicidad

de muchos otros agentes toxicos de similar potencialidad cardiotoxica.

Palabras claves: Embrion de pollo, cardiotoxicidad, contractilidad miocardica,

Cardiovideograma (CVG), Thevetia peruviana.
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Abstract

CHICKEN EMBRYO: A CARDIOVIDEOGRAM MODEL TO STUDY THE EXPERIMENTAL TOXICITY
INDUCED BY Thevetia Peruvians.

Studies on the cardiotoxicity induced by chemical agents have been strengthened
through the use of cardiogenic signals registration methods. In this study we used a method,
defined in our laboratory as Cardiovideogram (CVG), reinforced with image analysis, to
illustrate “in vivo” chick embryo heart the cardiotoxicity induced by aqueous extract of
Thevetia Peruvians seeds, an ornamental plant with severe toxic action. The results showed
that the aqueous extract of Thevetia Peruvians seeds induces Average Heart Rate (AHR)
reduction in 70.49% measured in beats per minute (P/ min) through variations of brightness
measurement in intervals between the peaks of this variation. These changes were associated
with a higher Ventricular (V) and Truncus Arteriosus (TA) systolic level and a lower Atrial (A)
systole level, compared to the control condition. It was shown that the cardiotoxicity induced
by the aqueous extract of Thevetia Peruvians seed can be clearly analyzed in chick embryo
cardiac model, strengthened with Cardiovodeogram (CVG) which is an alternative recording

method for study of many other toxic agents with cardiotoxic potentially.

Key words: chick embryo, cardiotoxicity, myocardial contractility, cardiovideogram (CVG),

Thevetia Peruvians
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Introduccidon

El embriéon de pollo ha sido, por afios, un eficiente modelo biolégico para los estudios en
el campo de la biologia del desarrollo®. A demas, ha contribuido al conocimiento en areas como
la inmunologia, genética, virologia, toxicologia, entre otras®. Particularmente, los estudios de la
biologia del desarrollo cardiaco han sido enriquecidos con los estudios descriptivos plasmados
en la serie normal de estadios del desarrollo del embrién de pollo®. Dentro de los estudios
toxicologicos, cabe destacar la cardiotoxicidad, un fendémeno altamente conocido; sin
embargo, poco entendido debido a que, s6lo recientemente se ha recopilado informacién
concerniente a eventos celulares, rutas de sefalizacion celular y mecanismos moleculares de la
respuesta toxicolégica del miocardio ante la exposicibn a toxicos y contaminantes
ambientales®. La cardiotoxicidad inducida por agentes quimicos de alto grado de
contaminacién, para animales y humanos, ha sido investigada en embriones de pollo®®. Estas
investigaciones a nivel cardiovascular y particularmente referidas a la actividad contractil del
corazbn embrionario, han sido fortalecidas con métodos de mediciobn de las sefales
cardiogénicas entre los cuales se encuentran: el Electrocardiograma’ (ECG), el
Balistocardiogama® (BCG) y el Acustiocardiograma® (ACG). El presente trabajo hace uso del
Cardiovideograma (CVG), en el modelo cardiaco “in vivo” de embrion de pollo para ejemplificar
la cardiotoxicidad que resulta de la acciébn de un toxico con caracteristicas de agente
cardendlido, como es el extracto acuoso de la semilla de la planta Thevetia peruviana®. Una
semilla consumida sin ninguna indicacién terapéutica y aceptada en el tratamiento como
antiparasitaria, reductora de peso, abortiva y en el tratamiento de enfermedades de la piel.
Entre sus principios activos se encuentran los glucésidos cardiacos que producen un cuadro

similar de intoxicacioén, al que induce una sobredosis de digitalicos.

Materiales y Métodos

Extracto acuoso de Thevetia peruviana.
El extracto acuoso utilizado en el presente ensayo fue obtenido a partir de 5 g de semilla,
previamente identificada, macerada en 10 mL de solucidn salina isotdnica. La caracterizacion

quimica del extracto se realiz6 a través de la cromatografia de gas-masa, espectrofotometria
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ultravioleta y fotocolorimetria de acuerdo a los protocolos utilizados en el laboratorio central

de la Guardia Nacional Bolivariana. El extracto asi preparado fue dejado en reposo durante
30 minutos y seguidamente diluido de manera adecuada para obtener las dosis de
administracion previamente definidas. El tratamiento utilizado consistié en la colocaciéon directa
sobre el corazén embrionario, de 0,5 pL de una concentracion subletal del extracto acuoso de
Thevetia peruviana, (0,01g/mL), obtenida en ensayos realizados previamente a la presente
experimentacion (datos no mostrados).

Embriéon de pollo “in vivo™.

En la investigacion se hizo uso de embriones de 4v2-5 dias de desarrollo, St 25. Los embriones
fueron obtenidos a partir de la incubacion, 37°C y 85% humedad relativa, de huevos fértiles
de Gallinas Rhode Island, seleccionados de la granja avicola M. Alfonso, ubicada en la region
de San Antonio, estado Miranda. El estadio 25 (St 25) de desarrollo en cuestion permite,
facilmente, visualizar tres areas cardiacas contréactiles: la Ventricular (V), el Tronco Arterioso
(TA) y el Atrio (A), que se hacen accesibles para evaluar el patron de contraccion cardiaca del
miocardio embrionario durante la sistole y diastole del ciclo cardiaco. No se presenta aln
influencia vagal sobre la actividad cardiaca en esta etapa del desarrollo.

Cardiovideograma y Cardiotoxicidad.

La cardiotoxicidad inducida por el extracto acuoso de la semilla de Thevetia peruviana, fue
evaluada a través de la determinacién de cambios en los valores de la frecuencia cardiaca y
sobre el patron de contraccidon cardiaca. Se hizo uso del método semi-invasido, denominado
por nosotros, Cardiovideograma (CVG) y basado en un sistema de grabacion de video descrito
por otros autores?. Para éllo, los embriones, una vez ubicados dentro de huevo, haciendo uso
de un ovoscopio, fueron expuestos a través de las técnicas convencionales de manipulacién
embrionaria®® y colocados bajo una estacién de trabajo constituida por una incubadora de
precision, con registro de temperatura, un microscopio estereoscopico (Nikon-SMZ800), una

camara de video (Nikon, 200 cuadros/seg), moédulo de adquisicion de datos y un computador

(Fig.1).
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Frecuencia Cardiaca Promedio (FCP).

Una vez expuestos los embriones y ubicado el corazén, fueron realizadas grabaciones de video
durante una hora (1h), en intervalos de 15 min, antes y después de realizado el tratamiento.
El procesamiento de los respectivos videogramas fué realizado en el computador mediante un
programa desarrollado bajo el ambiente MATLAB®!*. Este programa permitié calcular los
valores de la Frecuencia Cardiaca Promedio (FCP), mediante las variaciones de luminosidad de
las areas cardiacas seleccionadas, midiendo los intervalos entre los puntos maximos de ésta
variacion vy calculando el niumero de pulsaciones promedio por minuto (P/min).
Contractilidad miocardica.

El analisis de imagenes realizado sobre los fotogramas obtenidos de los respectivos videos,
permitié estimar la contractilidad cardiaca a través de la cuantificacion del patrén de
contractilidad del miocardio. Para éllo, se realizaron mediciones de la anchura maxima de las
regiones contractiles durante el ciclo cardiaco embrionario. La ubicacién de cada una de las
porciones cardiacas (V, TA, A), sobre los respectivos fotogramas, permitié medir la extension
méaxima de los contornos de cada regién, en cada sistole y diastole’®, antes y después del
tratamiento. Se estimoé el punto de méaxima sistole para cada una de las porciones contractiles.
La actividad contractil fue registrada en intervalos de 15 min, durante una hora (1h), a una

temperatura constante de 37°C.

Resultados

Frecuencia Cardiaca Promedio (FCP).

El valor del periodo promedio de los intervalos entre los puntos maximos de luminosidad en
funcion del tiempo, permitié estimar la Frecuencia Cardiaca Promedio (FCP) antes y después
del tratamiento (Fig.2). El registro grafico de CVG antes del tratamiento (Fig.2A), muestra una
secuencia regular y homogénea de intervalos de puntos maximos de luminosidad (a) en
funcién del tiempo. Se estimaron valores de FCP alrededor de 203 =+ 4,784 P/min (b). En
contraste, la variacion de luminosidad luego del tratamiento (Fig.2B), registré una secuencia
de puntos maximos homogénea pero irregular, con sefiales de puntos de arritmia (flechas). En

este caso los espacios entre los puntos maximos fueron mayores (a). Se registré6 un valor
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menor de FCP, particularmente alrededor de 143,1 + 2,534 P/min (b). Los valores de FCP que
se estimaron, presentaron una reduccion significativa, del 70,49% en P/min, con respecto al
control.

Contractilidad miocardica.

El andlisis del ciclo cardiaco, sobre los respectivos fotogramas, permitié determinar las
variaciones en la contractilidad del miocardio embrionario en funcion de los cambios en el valor
de anchura méaxima y estimacion del vaciado o maxima sistole de las distintas porciones
cardiacas antes (Pre) y después de tratamiento (Post) (Fig.3). La anchura maxima ventricular
(V), antes del tratamiento (Pre), fue mayor que la anchura maxima ventricular (V), posterior al
tratamiento (Post). Esta situacion se encontré vinculada con un mayor vaciado o mayor sistole
ventricular (1) posterior al tratamiento. Por otra parte, la anchura maxima de la region del
Tronco Arterioso (TA), antes del tratamiento (Pre), fue mayor que la anchura maxima del TA,
posterior al tratamiento (Post). Esta situacidon se encontré vinculada con un mayor vaciado o
mayor sistole de la porciéon TA (2) posterior al tratamiento. Por ultimo, la anchura maxima de
la porcion auricular (A), antes del tratamiento (Pre), fue menor que la anchura maxima de la
porciéon Auricular (A), posterior al tratamiento (Post). Esta situacidon estuvo vinculada con un

menor vaciado o menor sistole auricular posterior al tratamiento (3).

Discusion

El presente trabajo ofrecidé un ejemplo de cardiotoxicidad experimental, inducida por un
severo agente toxico como es el extracto de semilla de Thevetia peruviana, haciendo uso del
corazén de embrion de pollo, en etapas tempranas del desarrollo, evaluado a través de una
herramienta semi-invasiva hasta el momento poco explotada como es el Cardiovideograma
(CVG) El modelo permitié la evaluacion de sefiales de toxicidad, tales como alteraciones en la
frecuencia cardiaca y la actividad contractil. Este procedimiento fue reforzado con el andlisis
de imagenes sobre los fotogramas, lo cual favorecié la estimacién de la contraccion seudo-
peristéltica, iniciada en el atrio o porcion auricular (A) y transmitida a través del Tronco
Arterioso (TA), hacia la porcién ventricular (V). Dicha contraccidon se encuentra relacionada con

bandas seudo-circulares de miofibrillas que rodead el tubo cardiaco en etapas tempranas del
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desarrollo®®. El modelo de cardiotoxicidad reproduce sefiales de accién toéxica inducida por

digitalicos, caracterizada por otros investigadores®’, quienes han vinculado la accién téxica de
estos compuestos con un vaciado completo de la cavidad ventricular durante la sistole, muy
probablemente debido a que el farmaco aumenta la capacidad de la fibra muscular para
desarrollar tensién y acortarse. Esta condicién hace que el ventriculo sea capaz de desarrollar
una presion suficiente, durante la sistole, para incrementar la capacidad sistdlica. Ademas se
perdid la resistencia aortica lo cual fue reflejado en un aumento del llenado adrtico, como ha
sido demostrado con nuestro modelo experimental. Con esta interpretacion, cabe destacar
que la cardiotoxicidad inducida por el extracto acuoso de Thevetia peruviana puede ser
claramente analizada en el modelo biolégico de embrién de pollo, especialmente a través del
registro de los cambios en la frecuencia cardiaca (FCP), acompafiados de irregularidades en la
actividad contractil como ha sido observado en humanos. Por lo tanto, el uso del embrién de
pollo en etapas tempranas del desarrollo, como modelo cardiaco “in vivo”, con la aplicacién
con el método por nosotros llamado Cardiovideograma (CVG), resulta una alternativa para el
estudio de la cardiotoxicidad de la semilla de Thevetia peruviana y para muchos otros agentes

téxicos de similar potencialidad cardiotoxica.
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Fig. 1. A) Estacién de trabajo para la medicidon de la Frecuencia Cardiaca mediante

Cardiovideograma (CVG). B) Fotograma con recuadro y delimitacion del area

cardiaca y patréon del registro de luminosidad en funcién del tiempo t(s).
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Fig.2. Representacion grafica de la variacion de luminosidad expresada como una
secuencia regular y homogénea de intervalos de puntos maximos de luminosidad (a)
en funcidén del tiempo. Frecuencia Cardiaca Promedio (FCP).
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Fig.3. Representacion grafica del patron de actividad de las porciones contréactiles del
corazon Pre y Post tratamiento: Ventriculo (V), Tronco Arterioso (TA) y Auricula
(A).(1),(2),(3): puntos de estimacion del nivel de sistole de la cada una de las
porciones contractiles.
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