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RESUMEN

Los estudios sobre el sistema cardiovascular de las aves se han visto fortalecidos con la
aplicacion de registros en sefiales cardiacas. En el presente trabajo se utilizo tres registros
definido como: Electrocardiograma (ECG) y Acustocardiograma (ACG) y uno Optico, reforzado
con su respectivo analisis en las sefiales cardiacas obtenidas de los embriones de pollo con §, 9,
14 y 15 dias de gestacion. A fines de aplicar las técnicas de analisis de la variabilidad de la
frecuencia cardiaca (VFC). Los resultados mostraron un aumento en la Frecuencia Cardiaca
Promedio (FCP), calculada en pulsaciones por minutos (lat/min), a través de la medicion en los
intervalos entre los puntos maximos del registro del ECG. Este aumento estd vinculado a los
cambios que van ocurriendo en la formacion del embridn, el rango obtenido de FCP esta entre
196-243 latidos por minuto. El tacograma fue mostrado en funcion del tiempo y los indices de
VFC son determinados encontrandose algunas diferencias entre las diferentes edades del
embrion. Por otra, la densidad espectral del registro ECG presenta diferentes picos
correspondientes a la FCP con sus armonicos, para obtener frecuencias bajas (LF) alrededor de
0,2 - 0,72 Hz y frecuencias altas (HF) entre 1,9 - 2,5Hz. Con respecto al Acustocardiograma la
FCP esta en el rango de 169-192 latidos por minuto so6lo para embriones de 8 y 9 dias de
gestacion. Con respecto a los indices VFC existen algunas diferencias al comparar el ACG con el
ECG. Con todo esto se demostrd que puede ser claramente analizada el modelo cardiaco del
embrion de pollo en corto periodo de gestacion, fortalecido con los métodos de registros como el
ACG y ECG. Y por ultimo, se aplicé un registro optico el cual no arrojé ningun resultado
satisfactorio ya que no se conto con los aparatos Opticos necesarios.

Descriptores: Embrion de pollo- electrocardiograma-acustocardiograma-variabilidad de la
frecuencia cardiaca-desarrollo embrionario.



INTRODUCCION

Un sistema biologico de reconocidas propiedades sujeto a las leyes de la Fisica lo constituye
un sistema embrionario, particularmente el sistema cardiovascular, sobre el cual han sido
aplicados métodos fisicos para una mejor comprension de la funcionalidad del mismo. Un
procedimiento pudiera ser, plantearse modelos que se correspondan con el funcionamiento de las
especies animales inferiores a estudiar, lo que significa seleccionarse de acuerdo con la especie,
con la naturaleza del estudio y de la capacidad del modelo para dar informacion requerida (D’

Alessandro et al., 2003).

Uno de los animales que se presenta, como alternativa experimental para este tipo de
investigaciones; son las aves. Particularmente, los estudios embrionario del pollo porque su
sistema cardiovascular demuestra gran similitud con los mamiferos (Romanoff, 1960). Los
embriones de pollo son los mas indicados para el desarrollo de investigaciones cardiovasculares
y, ha contribuido al conocimiento en areas como: la Fisiologia, Bioquimica, la toxicologia, entre
otras (Sugiyama et al, 1996). Particularmente, los estudios de la biologia del desarrollo cardiaco
han enriquecido con los estudios descriptivos plasmados en la serie normal de estados del

desarrollo del embrién de pollo.

Por tres (3) décadas, investigadores como: Kamino et. al, 1988ab; Rahn et. al, 1990; Arguello
et. al, 1995; Sugiyama et. al, 1996; Moriya et. al, 2002; Ritto et. al, 2003; Aubert et. al, 2004 y
Tawaza et. al, 2005 han realizado estudios, sobre el sistema cardiovascular de las aves, estas
investigaciones a nivel cardiovascular y particularmente referidas a la actividad contractil del
corazon embrionario, han sido fortalecido con métodos de medicion de las sefiales cardiacas entre
los cuales se encuentran; el electrocardiograma (ECQ), el cual se considera como método semi-
invasivo ya que al introducir electrodos causa algunas rompimientos de tejidos al embrion pero
sin ocasionarle la muerte, el acustocardiograma (ACG) se conoce como no-invasivo debido a que

se registran los movimientos (reflejos) que se producen en la céscara del huevo a través de un



micréfono, y finalmente los dpticos los cuales son invasivo, debido a la exposicion directa de un

laser dirigido hacia el corazon pudiendo ocasionar la muerte durante la adquisicion de sefiales.

La mayoria de las investigaciones electrofisiologicas se han dedicado al estudio del
funcionamiento del corazon. Sin embargo, los métodos utilizados eran limitados, debido a
razones de tamafio y localizacion topologica en cuanto al corazon se refiere (Fuji et. al, 1980).
Estas limitaciones hoy en dia se han reducido por el uso de microelectrodos, entre otros, que se

han adaptado al tamaiio de la superficie a estudiar y mas aln a las necesidades del investigador.

Otra técnica empleada para analizar las sefiales cardiacas pertenecientes a un ECG, ACG u
Opticos es la variabilidad de la frecuencia cardiaca (VFC), esta se presenta como una herramienta
sencilla de manejar, sin embargo el significado y entendimiento de muchas medidas realizadas
son complejas. Estas medidas segin Aubert et. al 2004, resultan de gran importancia clinica y
fisioldgica debido a que la respuesta cardiovascular envuelve componentes neuronales. Con la
aparicion de la VFC, comenzaron a desarrollarse diversas técnicas de andlisis, siendo
histéricamente uno de los primeros, el andlisis estadistico proveniente de la onda R. Por otra
parte, el andlisis espectral que se caracteriza por tener frecuencias tanto altas como bajas en
medidas de corta duracién, lo que aporta informacion valiosa de los sistemas referentes al
simpatico' y parasimpatico’. Sin embargo las investigaciones en las que se emplea la técnica de
la VFC ha sido estudiada mas en seres humanos que en animales, por esto existe poca

informacion en animales como es el caso del embrion de pollo con un desarrollo temprano.

De acuerdo con las consideraciones tratadas anteriormente, el registro de las sefiales cardiacas
en embriones de pollo con corto periodo de gestacion promueve al investigador a formularse dos

interrogantes:

v' (Los registros empleados en la investigacién los cuales son: Opticos (invasivo),
electrocardiograma (semi-invasivo) y acustocardiograma (no-invasivo), seran eficientes

para adquirir sefales cardiacas que aporten alguna informacion valiosa?

! Simpatico. Parte del sistema nervioso auténomo, formado por los tubos laterovertebrales a ambos lados de la
columna vertebral, conectado con nervios espinales.

? Parasimpatico. Parte del sistema nervioso auténomo, cuyos nervios nacen tanto del encéfalo como de la medula
espinal a nivel del sacro.



v' (Al aplicar las herramientas de la VFC para explorar el sistema cardiovascular en
embriones de pollo con 8, 9, 14 y 15 dias de gestacion se obtendran resultados que

conlleven a la motivacion de explorar otros animales?
Partiendo de estas interrogantes, se persiguen el siguiente objetivo:

e Analizar y registrar sefiales cardiacas de embriones de pollo con corto periodo de

gestacion, obtenidas a partir de los siguientes métodos: ECG, ACG y Opticos.
Con esto podemos plantear los siguientes objetivos especificos:

a. Desarrollar un circuito electronico capaz de capturar las sefiales cardiacas de embriones
de pollo con corto periodo de gestacion.

b. Realizar un programa que detecte los intervalos de la onda RR y que calcule la frecuencia
cardiaca promedio.

c. Aplicar técnicas de andlisis, tanto estadisticas como espectrales a las sefales adquiridas

Para el desarrollo de este estudio estructurd su contenido en cuatro capitulos. El capitulo I,
estd referido al fundamento tedrico de la investigacion. En esta seccion se esbozan algunas
consideraciones previas, el corazon del embridon, su formacion, asi como algunos registros de
interés entre ellos encontramos el Electrocardiograma (ECG), el Balistocardiograma (BCG) el
Acustocardiograma (ACG) y Opticos, finalmente las caracteristicas de las sefiales cardiacas del

embrion de pollo, asi como la variabilidad de la frecuencia cardiaca.

El en Capitulo II, se explican detalladamente las técnicas, métodos y materiales utilizados para
el registro y andlisis de las sefiales cardiacas de embriones de pollo con 8, 9, 14 y 15 dias de
gestacion. El Capitulo IIT corresponde a la obtencion de los intervalos R, tacograma y la densidad
espectral. El Capitulo IV corresponde a la presentacion y el analisis de los resultados, con base en
los métodos Opticos, del electrocardiograma y el acustocardiograma. Posteriormente, se incluyen
las conclusiones y recomendaciones derivadas de la investigacion; asi como las referencias
bibliograficas que contribuyeron a desarrollar el estudio y que sirvieron de fundamento tedrico

del mismo. Finalmente, se presentan los anexos correspondientes.



CAPITULO1

EMBRIONES DE POLLO Y EL DESARROLLO CARDIACO

1. Consideraciones Previas

El pollo es un animal que tradicionalmente ha sido utilizado en los estudios de biologia,
debido a su facil manejo, rapido desarrollo y a una embriogénesis temprana similar a la de los
humanos. Ademads, es usado para obtener informacidon valiosa en investigaciones médicas

relacionadas con virus, cancer y estudios farmacologicos.

El proceso de desarrollo del pollo se divide en etapas sobre la base de eventos morfoldgicos;
su tasa de crecimiento es relativamente constante. El estudio de las etapas en el desarrollo
embriolégico temprano permite determinar con exactitud la hora en las primeras 20 etapas,
aunque ¢€stas no estdn separadas por tiempos iguales, sino por lapsos de pocas horas, esto

contribuye a precisar la edad del embrion (Hamilton et. al, 1992).

Las etapas de desarrollo embrionario del pollo se suceden a intervalos distintos de horas o de
dias y, en ocasiones, estos no se pueden precisar. La tabla 1 que se transcribe a continuacion
permite visualizar cuales son esas etapas de desarrollo y su correspondiente periodo de

incubacion.

2. Partes principales del huevo de gallina

El huevo estd protegido por una cascara caliza muy delgada, pero dura; la céscara permite la

respiracion al dejar pasar el oxigeno a través de los mintusculos poros de su superficie. Hasta que

el pollito sea capaz de romper la céscara, la respiracion unicamente puede ocurrir con la ayuda



del oxigeno que pasa a través de estos poros. Ademas de esta cascara porosa, el huevo contiene
dos membranas que también influyen en el desarrollo del pollito. Estas membranas estan
alineadas muy juntas dentro de la céscara pero conservan una separacion con la cascara y entre

ellas.

Tabla 1. Etapas de desarrollo embrionario del pollo y periodo de incubacion

Etapas HEEEID 66 IO Etapas Periodo de Incubacion
(Horas) .
(Dias)
1 | e 21 3%
2 6-7 22 3%
3 8-9 23 3% -4
4 18—-19 24 4
5 19 -22 25 4
6 23 -25 26 4% -5
7 25-26 27 5
8 26 —29 28 5%
9 29 - 33 29 6
10 33- 38 30 6 %
11 40 - 45 31 7
12 45 - 49 32 7%
13 50-52 33 7% -8
14 50-53 34 8
15 50 -55 35 8-9
16 51-56 36 10
17 52 - 64 37 11
18 65— 69 38 12
19 68 —72 39 13
20 70 - 72 40 14
41 15
42 16
43 17
44 18
45 19-20
46 20-21

Fuente: Hamburger V. y Hamilton H (1951)



La membrana mds pegada a la cascara se denomina “membrana exterior de la céscara” y la
que esta en contacto con la albimina se denomina “membrana interior de la cascara”. Durante la
incubacion la camara de aire situada en el extremo mas ancho del huevo se forma como resultado
de la separacion de las dos membranas. En la Figura 1 se observa las partes principales de un

huevo de gallina.

Fuente: Interiano A y Urla J. (2009)
Figura 1. Partes principales de un huevo de gallina

Céscara

Membranas de la cascara

Camara de aire

Albumina fina del exterior
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Chalaza

Membrana vitelina (yema)

® =N kWD =

Yema



3. El corazon

Durante las primeras etapas del desarrollo de un embridén de pollo el corazon, es el primer
organo que se puede distinguir a simple vista. Cuando comienzan los movimientos cardiacos, se
observa que el corazon tiene forma de tubo en el que visualizan: el endocardio, mezcla cardiaca
(se mezcla la sangre venosa con la arterial) y el miocardio. Los cuales inician su formacion a los

tres dias de incubacion (Steding et al, 1990).

Este 6rgano vital esta constituido por cavidades conectadas de dos en dos: dos auriculas y dos
ventriculos (derecho e izquierdo), separados por un tabique interauricular y un tabique
interventricular. Al igual que a los mamiferos, la conexion entre las auriculas y los ventriculos se
realiza mediante las valvulas auricula-ventricular derecha o tricuspide y la valvula auricula-
ventricular izquierda o valvula bicuspide. La diferencia con los mamiferos es que el cayado

aortico se orienta hacia la derecha (Patten, 1971).

La circulacion del pollo es: a) doble en razén de que presenta dos circuitos sanguineos
independientes. b) cerrada, pues la sangre no se escapa de los vasos sanguineos; al mismo tiempo
es vascular, debido a que la sangre circula en el interior de los vasos sanguineos (arterias, venas,
capilares), y por ultimo, es completa puesto que la sangre venosa y la arteria no se mezclan en los

ventriculos del corazon.

Segun Arguello et al. 1995, expresa que un embrion de pollo con cinco dias de gestacion el
tamafio de su corazon es aproximadamente de 600um. Asimismo, posee un grupo de células que
provocan estimulos eléctricos de forma regular que determinan la frecuencia cardiaca. Esta esta

comprendida entre 350 y 400 latidos por minutos.



4. Formacion del corazon de un embrion de pollo

La Figura 2 muestra cuatro momentos en la formacion del corazén de un embrion de pollo.

Fuente: Stow y col. (1981)
Figura 2. Formacion del corazén en 4 partes. (T) = Tronco arterioso, (PV) = Ventriculo
primitivo, (C) = bulbos Cordi, (RV)=Ventriculo derecho, (LV)= Ventriculo izquierdo.

1. El embrién se encuentra en la etapa 15-18, que comprende de 2 a 3 dias de incubacion. En
la Figura 2, se pueden diferenciar con claridad el ventriculo primitivo y el tronco

arterioso.

2. El embrion estd en la etapa 25 lo que significan 4 y medio (4 '2) dias de incubacion. En
esta etapa, ya se pueden visualizar los ventriculos derecho e izquierdo; asi como también

observar que el tronco arterioso se continua con el bulbo cordi.

3. El embrion esta en la etapa 26 que corresponde a 5 dias de incubacion. Alli se puede
visualizar que el tronco arterioso experimenta un desplazamiento hacia la parte media del

corazon.

4. Es la fase final de la formacion del corazon, que se sucede en la etapa 29-32, es decir, a
los 6 y 7' dias de incubacion. En la Figura 1, se observa con toda claridad la separacion

que existe entre la aorta y las arterias pulmonares.



5. Frecuencia cardiaca (FC)

La frecuencia cardiaca es el numero de veces que se contrae el corazoén durante un intervalo
de tiempo comunmente es expresado en latidos por minuto. Para el correcto funcionamiento del
organismo es necesario que el corazon actiie bombeando la sangre hacia todos los 6rganos, pero
ademas lo debe hacer a una determinada presion (presion arterial) y a una determinada
frecuencia. Dada la importancia de este proceso, es normal que el corazon necesite en cada latido

un alto consumo de energia.

6. Electrocardiograma (ECG)

Entre los primeros métodos aceptados clinicamente para registrar la actividad eléctrica del
corazon, se encuentra el electrocardiograma (ECG), en razén de sus aplicaciones y el
procesamiento de las sefiales de forma computarizada. El ECG permite obtener un registro

grafico secuencial de la actividad eléctrica del corazon.

Al igual que los mamiferos, el sistema de conduccion eléctrico esta formado por el nodo
sinusal (SA), el nddulo atrioventricular y la red de Purkinje. El SA es el marcapaso principal del
corazon, donde se genera el impulso eléctrico que se dirige hacia el ndédulo atrioventricular. Alli,
la presencia de un anillo atrioventricular permite la despolarizacion ventricular. La
despolarizacion ventricular en las aves es subpericardica y se propaga por el miocardio hacia el

endocardio. Esta peculiaridad es la que explica que el complejo QRS en un ECG sea negativo

(Giraldos, 2010)

El ECG registra, entonces, no solo la actividad eléctrica, sino también los cambios eléctricos
que acompafian al ciclo cardiaco. Sugiyama et al, (1996), reportaron los resultados de los ECG
efectuados a embriones de pollo que tenian 8,10,12,14,16 y 18 dias de incubacidn, entre sus
hallazgos observaron sélo funciones de caréacter fisiologico, en vista de que hicieron un

monitoreo de las etapas recurrentes del embrion en vivo.
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Por su parte, Aubert et al. (2004) obtiene en un estudio realizado a un embrion de pollo de 20
dias de incubacion, un registro electrocardiaco realizado mediante un ECG, en el que se observa
el complejo QRS? cuya frecuencia (promedio) cardiaca result6 ser de 314 + 2 latido por minuto y
un ancho de 24 + 2 ms. Estos datos se pueden comprobar en la Figura 3 que se presenta a

continuacion.

Fuente. Aubert y col. (2004)
Figura 3. ECG de 0,86 s embrion de pollo 20 dias de gestacion, presenta onda QRS y T-P.

La Figura 4 muestra los registros eléctricos desde las primeras etapas del desarrollo del
embrion de pollo éste evoluciona de la siguiente manera: en parte a de la Figura 4 encontramos
que 1 equivale a la aorta, 2 pertenece al tubo cardiaco primitivo y 3 es la vena vitelina. Es de
notar que en la etapa 10 correspondiente a 33 horas, no se observan variaciones eléctricas, a partir

de 40 horas comienzan ocasionalmente, algunas variaciones.

En la Figura 4 parte b los nimeros 4 es el desarrollo de la auricula, 5 es el desarrollo del
ventriculo y 6, 7 son auricula derecha e izquierda; ventriculo derecho e izquierdo. Ya a las 58
horas encontramos que se distinguen los ventriculos y las auriculas. Finalmente, en la etapa 24,
que corresponde a 96 horas, se visualizan variaciones eléctricas con componentes rapidas, unas, y
lentas, otras, esto origina una onda eléctrica con sus componentes Q, R, S, T. asimismo, se puede
observar que el corazon del embrion esta formado, es decir, presenta ya formados sus ventriculos
derecho e izquierdo, y las auriculas derecha e izquierda, inclusive se detecta el bulbo arterioso

(ver Figura 4, parte d).

® El complejo QRS corresponde a la corriente eléctrica que causa la contraccién de los ventriculos
derecho e izquierdo (despolarizacién ventricular), la cual es mucho mads potente que la de las auriculas y
compete a mas masa muscular, produciendo de este modo una mayor deflexion en el
electrocardiograma.
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De acuerdo con lo anterior se deriva que las actividades eléctricas del corazon dependen del
desarrollo morfolégico del animal, pues a partir de la etapa 13, es decir dos dias de incubacion,
las variaciones eléctricas comienzan a formarse mejor y al corazon se le visualiza sus ventriculos

(D e) y sus auriculas (D e I).

a.
Etapa 10 Etapa 11 Etapa 12
33 horas 40 horas 45 horas 1S
VENTRAL
b.

Etapa 13
48 horas

i S

Etapa 24
96 horas

Fuente: Bogue Y (1933)

Figura 4. Registros eléctricos de acuerdo al desarrollo morfolégico del corazén de un embrion de
pollo. LA y LV= Ventriculos derechas e izquierdas, RA y RV= Auriculas derechas e izquierdas,
BA= Bulbos arterioso.
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a. Partes del ECG

Los intervalos entre las diferentes ondas del ECG son esenciales en el diagnostico
electrocardiografo, pues ademas de reflejar, procesos fisiologicos, tienen implicaciones clinicas

cuando estan fuera del margen de variacion normal. En la Figura 5, se pueden ver: intervalos,

segmentos y ondas caracteristicas de un electrocardiograma.

- e e ==
[ ——
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Fuente: Giraldos, E. (2010)
Figura 5. Ondas, intervalos y segmentos ECG.

De acuerdo a la Figura 5 el patron de la sefial de ECG estd compuesto por los siguientes

segmentos:

e Onda P: representa la despolarizaciéon o contraccion de las auriculas impulsando la

sangre hacia los ventriculos.

e Complejo QRS: representa la despolarizacion de los ventriculos. Estd formado por las

ondas Q, R, S.

e Onda T: representa la repolarizacion de los ventriculos. La onda T normal es asimétrica a

sus ramas y estd redondeada en su vértice.
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e Intervalo PR: refleja en parte, el tiempo de conduccion auriculoventricular e incluye el

tiempo necesario para la despolarizacion auricular.

e Intervalo ST: representa el tiempo en que los ventriculos permanecen en estado activado

y en el que puede iniciarse una repolarizacion ventricular.

¢ Intervalo RR: corresponde al intervalo de tiempo entre la onda R de un complejo QRS y
la onda R del siguiente complejo QRS, representando la frecuencia cardiaca por minuto

con un ritmo ventricular regular.

Finalmente, es importante que el equipo del ECG, deba permitir un registro de frecuencias
cardiacas elevadas. Para efectos de esta investigacion interesa el intervalo de la onda RR, el cual
estd comprendido entre dos ondas R consecutivas y dividido entre 60 s. Este representa la

frecuencia cardiaca expresada en latidos por minuto.

b. Caracteristicas de la sefial cardiaca segun los dias de gestacion, en embriones de pollo y

pollo adulto

En la Tabla 2, se visualiza las caracteristicas de la sefal cardiaca en relacion al tiempo y el
crecimiento del animal, lo que permite estudiar las respuestas eléctricas generadas, la frecuencia
cardiaca y la longitud del corazon. Asimismo, en esta Tabla 2, se observa que los latidos del
corazon al igual que su longitud van aumentando progresivamente a medida que el embrion se va
desarrollando. Otra relacion importante que se establece y que también se distingue en esta Tabla
es la que se refiere a la etapa 13 correspondiente a dos (2) dias de incubacion y en la que se puede

medir intervalo de onda P-R.
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Tabla 2. Caracteristica de la sefial cardiaca en embriones de pollo y pollo adulto

Edad Duracion del
LOIlgl’t ud del Latidos Intervalo P-R seg. AILEB UL complejo
corazon mm. onda R
R-S.T seg.
Embrion
40 horas 0,8 120 - 9-12 0,28-0,32
Embrion
2.5 dias 1,2 163 0,11 8-10 0,20-0,21
Embrién 2,0 230 0,09 10 0,21-0,24
5 dias
Pollo 5 dias 14,0 295 0,06 4-6 0,24-0,33
Gallo adulto 40.0 320 0.06 9 0.15-0.18

Fuente: Bogue Y. (1933)

Finalmente, se puede concluir que los cambios ocurridos en el intervalo P-R son pequefios
durante el desarrollo, mientras que los cambios muy grandes ocurren con el tamafio del animal
(Clark, 1927), tanto el pollo adulto como el gallo y los embriones de pollo constituyen ejemplos

de corazones que difieren mucho en tamafo.

7. Balistocardiograma (BCG)

Al igual que el ECG, el Balistocardiograma (BCG) es un instrumento que permite detectar

movimientos del cuerpo, especialmente, aquellos causados por el empuje del corazoén durante la
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eyeccion sistolica de la sangre a las arterias, aorta y pulmonar. Es una herramienta sensible que

resulta de utilidad para medir; el gasto cardiaco y la fuerza contréctil del corazon.

Existen otros tipos de movimiento formado por el embrién como es el denominado balistico’
que es aquel al que se le atribuyen, en parte, a la contraccion auricular o ventricular, debido a que
las deflexiones del BCG se producen pocos antes del complejo QRS o antes de la aparicion de la

presion sistolica (Tazawa, 2005).

En la Figura 6, se presenta un registro de los movimientos balisticos cardiogénicos
simultaneos. Especificamente en tres sitios dentro de la cascara del huevo. Registro éste que

pertenece a un embrion de pollo con 16 dias de gestacion.
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Fuente: Tazawa H., (2005).
Figura 6. Registro de movimientos balisticos cardiogénicos. (I) parte inferior del huevo, (II) en la
mitad y (III) en la parte superior del huevo. Durante 10 s.

* Movimientos Balisticos: son definidos como una explosién de actividad muscular (reflejos), seguida de
una relacion ante el cual el movimiento continda a causa del impulso.
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8. Acustocardiograma (ACG)

El acustocardiograma (ACG) es un instrumento que permite registrar los latidos del corazén
del embrién que se producen en el interior de la cascara del huevo y que dan lugar no sélo a los
movimientos balisticos dentro del huevo, sino también cambios de presion acustica fuera de la
cascara del huevo. Para detectarlos se emplea un micréfono encapsulado que se fija sobre la
superficie de la cascara, de esta forma se registran las sefiales, sincronicamente, provenientes de

los latidos del corazén del embrion (Akiyama et al, 1999).

La periodicidad en las sefiales emitidas es la principal caracteristica de un ACG. También si

los picos respectivos coinciden con una sefial cardiaca de un ECG.

9. Opticos

Desde décadas pasadas los investigadores han trabajado en el empleo de métodos dpticos para
poder estudiar mejor la actividad eléctrica del corazéon de un embrion con corto periodo de
gestacion. Al aplicar estas técnicas puede existir posibles ventajas sobre los otros métodos ya
mencionados anteriormente, ya que se puede observar la actividad eléctrica a medida que el
embrion se va desarrollando, sin embargo este puede interrumpir el desarrollo embrionario

causandole la muerte.

El uso de este método fue introducido por primera vez por Okarman y Kalman en 1971, con el
fin de cuantificar la contraccion, amplitud y frecuencia de los latidos cardiacos en embriones de

pollo.
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10. Variabilidad de la frecuencia cardiaca (VFC)

Los intervalos entre los latidos de un corazon normal, muestran entre si leves diferencias de
duracién que se traducen en cambios del ritmo cardiaco. Estos cambios en el ritmo siguen ciertos
patrones de repeticion, por lo que las prolongaciones y acortamientos de los intervalos se repiten

de manera ciclica.

Los métodos informaticos han facilitado la medicion y registro de los intervalos entre latidos,
por lo que resulta sencillo estudiar su variacion. Este tipo de analisis es el que se conoce como
Variabilidad de la Frecuencia Cardiaca (VFC) y se ha convertido en una herramienta muy util

para la investigacion y el diagndstico clinico.

El término VFC es la medida de la variacion de un ciclo cardiaco normal al siguiente latido
normal, ésta no debe ser confundida con la frecuencia cardiaca u otras medidas del registro
electrocardiografico. Debido a su aparente facilidad de uso se ha popularizado. Sin embargo, la
importancia y significado de las diferentes medidas de VFC son complejas y pueden inducir a

conclusiones incorrectas (Marked, 1996).

La variabilidad de la frecuencia cardiaca utiliza dos métodos:

1. Estadisticas en el dominio del tiempo: definiremos las variables del tiempo como los
diferentes parametros estadisticos que resultan de una medicion electrocardiografica o de
un acustocardiograma de los intervalos RR normales. Estos intervalos normales son
analizados estadistica y matematicamente para obtener los distintos parametros. Entre los
mas utilizados y faciles de calcular son los siguientes: a) SDNN correspondiente a la
desviacion estandar de todos los intervalos RR. b) Promedio de onda R. ¢) NN5 es el
numero de intervalos adyacente que varian mas de Sms. d) PNNS5 (%) es el numero de
intervalos adyacentes que varian por mas de 5 ms. expresado en términos de porcentaje.
e)RMSSD es la raiz cuadrada del valor medio de los cuadrados de los intervalos RR
adyacentes. La Tabla 3 que se presenta a continuacion, explica cuales fueron las

mediciones estadisticas utilizadas en la investigacion.
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2. Analisis del dominio de la frecuencia: permite descomponer las variaciones de
frecuencia cardiaca en componentes oscilatorios, asi como definir la amplitud y la
frecuencia de estos componentes. Este analisis ayuda a entender con mayor claridad y
precision cuales son los efectos que se producen en el sistema nervioso, simpatico y
parasimpatico, sobre la variabilidad de la frecuencia cardiaca. La Tabla 4 sefiala cuales

fueron los parametros utilizados en este estudio.

Tabla 3. Mediciones estadisticas de la variabilidad RR

Variable Descripcion

SD La media de la desviacion estandar de todos los intervalos RR.

RMSSD | La raiz cuadrada del promedio de la suma de los cuadrados de las primeras
diferencias entre intervalos RR. Se utiliza para observar la influencia del sistema

nervioso Parasimpatico (SNP) sobre el sistema cardiovascular.

PNNS Porcentaje de los intervalos para mas de Sms de los latidos previos, se selecciona en
este valor porque los embriones de pollo presentan una frecuencia promedio alta la

cual es entre 200-300 latidos por minutos.

SDSD Desviacion estandar de la diferencia entre los intervalos RR promedio. De 5 min.

Fuente: Aubert y col. (2004)



Tabla 4. Parametros de las medidas espectrales
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Variable Descripcion Rango de Frecuencia
LF Rango de frecuencia baja, las sefiales presentes
en esta region se asocian por la combinacion del
. , , . (0,195-0,74) Hz
simpatico y parasimpatico
HF Rango de frecuencia alta, la actividad de esta
zona se debe al sistema parasimpatico y es la
(0,78-2,5) Hz
componente sincronizada con la frecuencia de
respiracion.
LF/ HF Refleja las modulaciones simpaticas o el balance N/A

simpaticovagal

Fuente: Auberty col. (2004)




CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

Este Capitulo II constituye uno de los aspectos de mayor relevancia dentro del proceso de esta
investigacion. Se refiere a la descripcion de métodos, técnicas y procedimientos que se utilizaron

para llevar a cabo la investigacion, en otras palabras, como se realizo el estudio.

1. Muestra seleccionada

A los fines de dar inicio a esta investigacion, se selecciond, para su estudio, una muestra de 47
huevos de gallina o ‘individuos’; de estos, 29 fueron desechados por las siguientes razones:
a. Presencia de huevos no fértiles
b. Embriones muertos al iniciar las pruebas

c. Pérdidas de embriones por no funcionar el registro 6ptico
De forma tal que el numero de individuo quedé reducido a 18 huevos de gallina.
La muestra seleccionada, a su vez, se subdividié en dos grupos, asi

a. Doce (12) huevos de gallina para ser estudiados mediante el empleo del ECG

b. Seis (6) huevos de gallina para ser estudiados mediante el empleo del ACG

En la investigacion se utilizaron embriones de pollo con 8, 9, 14 y 15 dias de desarrollo,
etapas: 35,40 y 41. Los huevos fueron manipulados en la seccion de de Microscopia Electronica.
Instituto Anatémico “José Izquierdo”, Facultad de Medicina, Universidad Central de Venezuela,
estos son incubados a 37°C y 70-80% de humedad relativa. Las etapas 35, 40 y 41 (ver anexo A)
de desarrollo en cuestion permite, facilmente, visualizar tres areas cardiacas contractiles: la

Ventricular (V), el Tronco Arterioso (TA) y el Atrio (A), que se hacen accesible para evaluar el
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patrén de contraccion cardiaca del miocardio embrionario durante la sistole y didstole del ciclo

cardiaco.

2. Medidas del electrocardiograma (ECG)

La excitacion eléctrica generada por el corazéon del embrion de pollo se propaga a través del
cuerpo embrionario de, los fluidos y del contenido del huevo dentro de la céascara. La sefial
eléctrica es detectada de la siguiente manera. En la Figura 7, se muestra el arreglo electronico el
cual se encarga de adquirir la sefial cardiaca que proviene del corazon del embrion de pollo. Este
disefio presenta un amplificador instrumental diferencial INA110, seguido de dos etapas, dos
filtros pasa-banda. El embrion de pollo se encuentra ubicado en una incubadora a 37°C durante el
registro. La respuesta en frecuencia del amplificador INA110 esta representada en la Figura 8, y
su ganancia es de 500; y con respecto a los filtros su respuesta, se obtiene una ganancia
amplificador- filtro de aproximadamente 6.960 para obtener una ganancia total del circuito 76,9

dB. Como se puede apreciar en la Figura 7.

El primer filtro (pasa-alto R; C,) permite el paso de las frecuencias superiores a la frecuencia
de corte de este. Las ondas que logran pasar por el primer filtro avanzan hasta el segundo donde
se eliminan las frecuencias que son superiores a la frecuencia de corte del segundo filtro (pasa-

baj (0] Rz Cz)

a. Funcionamiento

La sefial que proviene del amplificador instrumental ingresa al primer filtro (pasa-banda) con
una ganancia de 3,73 para aquellos componentes de la sefial cuya frecuencia esta dentro del rango
admitido por el filtro (fi= 0.85 Hz; f,= 13.7 Hz). El circuito en serie estd constituido por R;y

C, trabaja como filtro pasa alto, mientras que R, y C, como pasa bajo.

Se obtiene asi, una funcion de transferencia de circuito dada por:
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Figura 7. Arreglo electronico para registro de sefiales cardiacas eléctricas ECG. Amplificador
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Figura 8. Respuesta en frecuencia del Amplificador INA110 (Tomado de Burr- Brown)
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Tt v, _ sCR,
V. (1+sC,R, \1+sCR,)

Donde: C;=125nF; C,=2,08nF; R;=1,5MQ; R,=5,6MQ.

La sefial eléctrica (ECG) es detectada con electrodos tipo espiral cubierto de oro de 0,5 cm
espesor y 0,8 cm de radio. Se usan embriones de: 8, 9, 14 y 15 dias de gestacion. Para verificar la
ubicacion del embrion dentro de la céscara se ubica en un ovoscopio (lampara que ilumina al
embrion a través de la cascara), luego se procede a identificarlo con un circulo de radio
aproximadamente 1,5 cm, después se pincha la camara de aire (ver figura 9) para liberar la
presion presente en la cascara y el embrion baje un poco de las paredes del huevo. Los electrodos
se fijan con cera sobre la cascara formando un tridngulo equildtero. Dos electrodos son
conectados a la entrada del amplificador INA110 y el tercer electrodo a tierra. El huevo es
introducido en una incubadora a 37°C, y una vez estabilizado el sistema, se conecta a una
computadora personal y se procede a los registros de los datos producidos por la actividad
eléctrica que envia el corazon del embrion. Todas estas medidas se hacen por un espacio de 20 s,

con una tasa de muestreo de 500 Hz.

Electrodo

e

Radio: 1.5 cm

Cémara de aire /

Figura 9. Ubicacion de los electrodos en la cascara del embrion de pollo.
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Simulando la respuesta del circuito nos permite predecir la respuesta del mismo, como se

observa a continuacion en la Figura 10

Respuesta en frecuencia del Amplificador
80 T : ; ;

Amp. (dh)

10° 10 10

fiHz)

Figura 10. Respuesta en frecuencia del amplificador —filtro mostrado en Figura 7 (representado por
el computador)

La frecuencia de corte del filtro pasa-alto en la Figura 10 es de 0,2 Hz y la frecuencia de corte

del filtro pasa-bajo es de 30Hz. Obteniendo una banda pasante de 2 décadas.

b. Registro de datos

Para el registro de los datos se utilizd una tarjeta de adquisicion de datos USB 6008 de la
compaiifa National Instruments. Esta Posee un convertidor analogo-digital con 8 canales de 12
bits de resolucion, con rango de entrada de £1 hasta =+ 20 V. Ademas, tiene dos salidas
analdgicas con frecuencia de muestreo hasta 10 kS/s. luego, se desarroll6 un programa basado en

MatLab el cual se encarga de analizar la sefial cardiaca obtenida.
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¢. Analisis de los datos

La digitalizacion de la sefial eléctrica obtenida con el electrocardiograma (ECG) en embriones

de: 8,9, 14 y 15 dias de gestacion, es registrada y analizada por los siguientes parametros:

e Dominio del tiempo: estos parametros son determinados con el registro grafico de un
ECG, se calcula la Frecuencia Cardiaca Promedio, la desviacion estandar, La raiz
cuadrada del promedio de la suma de los cuadrados de las primeras diferencias entre
intervalos RR (rMSSD), Porcentaje de los intervalos para mas de 5Sms de los latidos
previos, se selecciona en este valor porque los embriones de pollo presentan una

frecuencia promedio alta la cual es entre 200-300 latidos por minutos (pNNS5).

e Analisis espectral: se selecciona la region de interés en los ECG obtenidos, para luego
representar los resultados de la aplicacion de las transformaciones en grafica
bidimensionales que describan la variacion de un cierto pardmetro en término de otro. En
nuestro caso se mide la variacion de la potencia con respecto a la variacion de la
frecuencia. Luego se mide en el tiempo cuantas muestras abarcan un ciclo circadiano
completo, este valor se obtiene contando directamente sobre la sefial desplegada. A partir
de este dato, usando una funcion de MatLab y con ventana de Hanning, se calcula PSD
tomada en intervalos cortos (256 puntos) y se promedia varios de éstos, a partir de un
rango total de 65536 muestras. Luego se resta el promedio para disminuir niveles de DC

presentes en la senal.

3. Medidas del acustocardiograma

Con el acustocardiograma (ACG) se empled un micréfono. Se mididé sobre embriones de
pollo entre 8 y 9 dias de gestacion. La Figura 11 muestra la primera parte del circuito con la

polarizacion del micréfono utilizado, se puede observar a continuacion.
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R = 2KQ

Micréfono | © V.  Amplificador - Filtro

Figura 11. Polarizacién del micréfono

Este microfono fue adherido a la cascara del huevo de gallina el cual se encuentra ubicado en
una incubadora a 37°C, el micr6fono es conectado a un amplificador de instrumentacion INA110
con una ganancia de 500 y a un filtro pasa-banda con el fin de reducir un poco el ruido de la

sefal. Esto se puede apreciar en la Figura 12 que se muestra a continuacion.
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Figura 12. Segunda parte del arreglo electrénico para registrar seiiales cardiaca con el ACG
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Finalmente, el voltaje de la sefial (después de 2 etapas de amplificadores-filtros) se encuentra
en el rango de -0.5 V y 0.5 V. Por otra, es importante sefialar que los valores de: C;, C,, Ry, Ry

son; C;=125nF; C,=2,08nF; R;=1,5MQ; R,=5,6MQ.

La digitalizacion de los datos para embriones de 8 y 9 dias de gestacion es registrada y
analizada por los pardmetros del dominio del tiempo y frecuencia. Usando el mismo

procedimiento que en el electrocardiograma. (Ver pagina 25)



CAPITULO 111

OBTENCION DE LA SERIE DE INTERVALOS RR, ESPECTRO Y TACOGRAMA

De los registros obtenidos con el electrocardiograma y el acustocardiograma, una vez
digitalizados se procedio a la deteccion de los intervalos R. Por lo general estas sefiales poseen
una cantidad de ruido considerable. Esto se le atribuye a una mala conexion de los electrodos, el
ruido ocasionado por la linea, la conexion del micréfono, y/u otros factores externos. Antes de
generar la serie de intervalos R debemos procesar la sefal de tal manera que podamos eliminar la
mayor cantidad de ruido posible. En esta investigacion es importante resaltar la onda R sobre

todas las demas.

Lo primero que se hace es filtrar la sefal, esto se mostré en el Cap. II. Implementando filtros
analogicos que constituyen nuestro “hardware”. En esta investigacion para el registro continuo
del ECG y el ACG se disefio un algoritmo capaz de determinar los intervalos R, la frecuencia

promedio, su periodo, entre otros. El cual consta de varias etapas que se explican a continuacion.

1. Promedio movil. La sefial continua tanto del ECG y el ACG fue suavizada aplicando un
filtro digital, pasa-bajo, éste suaviza un poco el ruido. En esta investigacion el filtro
aplicado se denomina Savitzki-Golay. Su funcionamiento es el siguiente: a) cada dato de
valor f se reemplaza por una combinacion lineal g;, del dato mismo y algunos vecinos a n,

obteniendo la siguiente formula:

n,

gt = ch *f;+”

n=n,
n; = es el nimero de puntos a la izquierda

n; = es el nimero de puntos a la derecha
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Para cada punto f} se ajusta un polinomio por minimos cuadrados a los n; + n; + 1 puntos, y luego
se obtiene g como el valor del polinomio en la posicion i. Este valor no se utiliza en otro punto al
moverse de posicion i+1 se realiza otro ajuste. Lo que se logrd con esto es sumar sobre un grupo
de muestras y luego nos movemos al siguiente grupo y se realiza el mismo procedimiento, asi

obtenemos un promedio moévil y la sefial se suaviza eliminando picos no deseados.

Una vez que se realiza el procesamiento de la sefial, se definen unos umbrales, los cuales
permiten detectar con una buena precision la onda R, los umbrales que se van a usar son
dinamicos en el que se define para cada pixel una zona vecina N a la que se le asigna un umbral
adecuado t(N). la importancia de aplicar estos umbrales es para discriminar un poco el ruido que
aun persiste en las sefiales luego del procesamiento. Una vez que llegan a un valor maximo en
cada onda R se promedia y el resultado es tomado como el umbral. Se calcula un primer
promedio; todos los valores por encima de éste se le aplicara el criterio de la primera derivada

para asi determinar el maximo valor en los picos.
Luego, se debe cumplir la siguiente condicion.
Indexes = ¢ > Thereshold
Donde; Thereshod es el umbral;
Indexes almacena los picos de entrada que se trabaja con 0 y 1.
¢ es la muestra.

Una vez aplicada la primera derivada, se hallan los puntos donde sea negativa. Después se
aplica la segunda derivada y asi obtener entradas con 1. Un nuevo pico es definido sélo después

del nivel encontrado.

La siguiente instruccion Peaks2 (Imax) = true, marca la posicion del pico con unos circulos en
los puntos mas altos. Luego, al procesar todas las entradas, se repite todo el procedimiento hasta
obtener todas las entradas en una instruccion llamada Peaks sean cero. Finalmente, se grafica la

sefial.
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2. El tiempo. Es escogido entre los intervalos consecutivos es de un segundo correspondiente
a 500 muestras. Al conocer esto tenemos un aproximado de cuanto debe durar cada

intervalo RR; la unidad de tiempo empleada es en el orden de los milisegundos.

3. Espectro. Se extrae la informacion del registro ya adquirido. El método se basa en el
promedio de la transformada répida de Fourier de la superposicion de los segmentos de los
datos. Para cada registro la componente DC es removida para sustraer el valor medio.
Después se aplica una ventana llamada Hanning la cual toma los extremos del registro y
los suaviza, finalmente, se obvian los pequefios saltos que se producen al inicio de la onda

registrada.

4. Tacograma. Se disend un algoritmo para calcular el tacograma. Los tiempos de los picos
R son usados como las entradas del programa. Ademas, se define un vector que contiene
todos los picos de las medidas. Por esto, se toma la diferencia entre los picos R en valor
absoluto. Se obtiene asi el periodo entre dos picos R consecutivos. Al sumar las
diferencias, obtenemos, el tiempo total transcurrido el cual es expresado en segundos.
Finalmente, se grafica el tacograma. Con esto, podemos observar como la frecuencia

cardiaca permanece de manera uniforme en el tiempo.



CAPITULO IV

PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

A partir de los algoritmos descritos en el Capitulo III de este estudio, se desarrollaron algunos
programas para cuantificar la variabilidad de la frecuencia cardiaca (VFC) en embriones de pollo,
en el dominio del tiempo y en la frecuencia, aplicado a los registros obtenidos del ECG y ACG.
Conviene resaltar, que el desarrollo del embridon de pollo con corto periodo de gestacion ha sido
poco estudiado. Asimismo, parece oportuno significar que se pudo constatar en las literaturas
consultadas, que la mayoria de los estudios analiticos realizados sobre la variabilidad de la
frecuencia cardiaca han sido efectuados en seres humanos y en algunas especies de animales
diferentes a la seleccionada para esta investigacion. A continuacion, se hace un esbozo de cada

uno de los registros obtenidos.

1. Registro optico

No se pudo efectuar ya que se presentaron ciertos inconvenientes, entre los que se mencionan:
a) los materiales electrénicos necesarios para el registro de la sefial no se lograron conseguir
completos. b) La Falta de una incubadora pequefia, para no exponer a embriones con 5 dias de
gestacion a cambios bruscos de temperatura, lo que dificultad un descenso en la sefal a medida

que transcurre el tiempo lo que dio como resultado, el fallecimiento de embriones.
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2. Electrocardiograma (ECG)

El valor del periodo promedio de los intervalos entre los puntos maximos en funcion del
tiempo, permiti6 estimar la Frecuencia Cardiaca Promedio (FCP) a partir de los registros

adquiridos del ECG para embriones de 8, 9,14 y 15 dias de gestacion (Figura 13).

En la Figura 13a (ver pag. siguiente), el registro grafico del ECG perteneciente a embriones
de 8 dias muestra una secuencia de puntos méaximos homogéneos pero irregular con algunos
defectos ocasionados por el programa (flechas). Se estimaron valores de FCP alrededor de
196,23 + 0,82 lat/min. (Fig.13b) para embriones de 9 dias, muestra una secuencia regular y
homogénea de intervalos de puntos maximos. Se registro un valor mayor de FCP de 225,71 +
0,48 lat/min. (Fig. 13c) embriones de 14 dias de gestacion, muestra una secuencia regular y
homogénea de intervalos de puntos maximos en funcién del tiempo. Se registro un valor mayor
de FCP de 243.1 £ 1.1 lat/min. Sin embargo, esta adquision de la sefal presenta un error el cual
pudo ser ocasionado por el sistema o movimientos de los cables (flecha). Finalmente, la Fig.13d
embriones de 15 dias de gestacion, muestra un registro con una secuencia irregular en sus
intervalos de puntos maximos, presentando una gran cantidad de ruido. El valor de FCP es de
212,70 + 3,65 lat/min al comparar encontramos un valor menor con respecto al anterior. Los

valores de FCP que se estimaron, estan cercanos a los valores presentados en otras bibliografias.

Por otra, en la Figura 13 el eje de las “x’ corresponde al tiempo en segundo correspondiente al
registro de la sefial cardiaca del corazén de los embriones de pollo. El eje ‘y’ representa la

amplitud de la onda expresada en voltios. A

En la Tabla 5 se reportan las Frecuencias Cardiacas Promedio obtenidas del registro ECG,
todas estan expresadas en latido por minuto. Podemos apreciar en ésta Tabla, que a medida que el
embrion se va desarrollando su frecuencia cardiaca va ir aumentando, sin embargo en el embrién
de 15 dias hubo un descenso cabe destacar que eran embriones diferentes. Con esto, podemos
suponer que la actividad del Sistema Nervioso Parasimpatico influye sobre los parametros del
tiempo se observa debido a la disminucion de la FCP ya que la actividad vagal también

disminuye.
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Figura 13. Representacion grafica de la variacion del ritmo cardiaco expresada como unas
secuencias regulares y homogéneas de intervalos de puntos maximos en funcion del tiempo.
Frecuencia Cardiaca Promedio (FCP) en embriones con 8, 9, 14 y 15 dias de gestacion
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Tabla 5. Frecuencias Cardiaca Promedio (FCP) del ECG

Dias de gestacion Frecuencia cardiaca promedio + desviacion estandar (SD)
embriones de pollo.

8 1962 + 1,2
9 2257 + 0,8
14 243,1 + 1,0
15 212,7 + 13

El promedio de la Frecuencia Cardiaca obtenida en este estudio (Ver Tabla 5) se encuentra
dentro del rango dado por varios autores en embriones de pollo. En un estudio previo (Bogue,
1932) se informd que los valores de la Frecuencia Cardiaca Promedio oscila entre 231 y 240

latidos por minutos en embriones de 8, 9, 14 y 15 dias de gestacion.

Los parametros del dominio del tiempo se obtienen realizando calculos directos sobre los
intervalos R. estos son mostrados en la Tabla 6 (SD, RMSSD, PNNS5, SDSD). A continuacion se

presentan los resultados

Tabla 6. Parametros del dominio del tiempo para embriones de pollo con 8, 9, 14 y 15 dias
de gestacion

Edad embrionaria SDSD (ms) RMSDD (ms) PNNS (%)
3 22,45 16,93 72,72
9 3,76 3,85 15,38
14 6,46 5,47 54,54
15 25,39 25,25 45,45
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En la Figura 14, se muestra la densidad espectral del ECG, en embriones de pollo con §, 9, 14
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Figura 14. Densidad Espectral de un ECG. a) Embrion de 8 dias, b) Embrion de 9 dias, c) Embrion
de 14 dias y ¢) Embrion de 15 dias. En el eje ‘y’ representa PSD y eje ‘x’ representa frecuencia Hz.
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Al observar la figura 14 encontramos los espectros de un registro ECG con duracion de 20s,
en los cuatro espectros (a, b, ¢ y d) existen diferentes picos el primero y muy notable corresponde
con la frecuencia promedio determinada anteriormente. Para los embriones de 8 dias (Figura 14a)
el primer pico corresponde a una frecuencia de 196 latidos por minutos, esto es equivalente a un
intervalo RR de 305ms el resto de los picos corresponden a sus armonicos los cuales son: 6,6Hz,
9,9 Hz, y 13,2Hz. En la figura 14b el primer pico se encuentra desplazado hacia la derecha
teniendo un valor de 225 latidos por minutos con sus respectivos armonicos. Con respecto al
embrion de 14 dias (ver figura 14c) presenta un pico de aproximadamente de 4 unidades de
frecuencia correspondiente a 240 latidos por minuto, hasta ahora se observa desplazamientos de
los picos hacia la derecha, teniendo como consecuencia el aumento del promedio de la frecuencia
cardiaca de los embriones de pollo estudiados, recordando que los picos siguientes son sus
armonicos. Finalmente, El embrion de pollo con 15 dias de gestacion (ver figura 14d) presenta
un incremento del pico, con un descenso en la frecuencia promedio; este pico corresponde a 212

latidos por minutos.

Los cuatro espectros obtenidos, tres presentan bien marcados sus picos y tiene una
particularidad que a medida que el embrién va incrementando en dia sus picos tiene un
desplazamiento hacia la derecha, excepto el embrion de pollo de 15 dias de gestacion ya que su

frecuencia disminuyo con respecto a los otros, como se aprecia en la Tabla 5.

a. Tacograma del ECG

La Figura 15 presenta los tacogramas obtenidos desde los intervalos RR de un registro ECG
con duracion de 20s para embriones con 8, 9, 14 y 15 dias de gestacion. Estos presentan en el
grafico lo siguiente: a) en el eje de la ‘y’ se encuentra el periodo expresado en milisegundo. b) y,

en el eje de las ‘x’ se muestra el tiempo de registro en segundo.
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Figura 15 Tacogramas del ECG en embriones de 8, 9, 14 y 15 dias de gestacion
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En la Tabla 7, se presenta un rango de frecuencias altas y bajas, las frecuencias bajas
corresponden con algunos reportes de la literatura consultada, pero en el caso de frecuencias altas
el rango se pasa. Por ejemplo, Arguello et al, (2004), expresa que para frecuencias mayores de

2,5 Hz éstas se consideran como presencia de arritmias respiratorias.

Tabla 7 Parametros de frecuencia del ECG

Edad embrionaria LF (Hz) HF (Hz) LF/HF
3 0,6 2,1 0,28
9 0,2 2,5 0,08
14 0,1 2,4 0,041
15 0,72 1,9 0,37

3. Acustocardiograma (ACG)

El valor del periodo promedio de los intervalos entre los puntos maximos en funcion del
tiempo, permitié estimar la Frecuencia Cardiaca Promedio (FCP) a partir de los registros

adquiridos del ACG para embriones de 8 y 9 dias de gestacion (Figura 16).

En la Figura 16a, el registro grafico del ACG perteneciente a embriones de 8 dias muestra una
secuencia de puntos maximos homogéneos pero irregular con algunos defectos ocasionados por
el ruido de la senal. Se estimaron valores de FCP alrededor de 168,98 £+ 5,96 lat/min. (Fig.16a)
para embriones de 9 dias, muestra una secuencia regular y homogénea de intervalos de puntos
maximos con menos ruido. Se registré un valor mayor de FCP de 191,75 = 1,71 lat/min. (Fig.
16b) Los valores de FCP que se estimaron, estdn cercanos a los valores presentados en otras

bibliografias, aunque al compararlos con los del ECG las FCP son menores.
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Embrion 8 dias de gestacion
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Figura 16 a)Embrion 8 dias ACG b) Embrion 9 dias de gestacion ACG

El promedio de la Frecuencia Cardiaca obtenida en este estudio (Ver Tabla 8) se encuentra por
debajo del rango dado por varios autores en embriones de pollo. En un estudio previo (Bogue,
1932) se inform6 que los valores de la Frecuencia Cardiaca Promedio oscila entre 231 y 240

latidos por minutos en embriones de 8 y 9 dias de gestacion.
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Tabla 8 Frecuencias Cardiaca Promedio (FCP) del ACG

Dias de gestacion embriones de | Frecuencia cardiaca promedio + desviacion estandar (SD)
pollo.
8 168,1 + 5,1
9 191,8 + 1,7

Los parametros del dominio del tiempo se obtienen realizando calculos directos sobre los
intervalos R. estos son mostrados en la Tabla 9 (SD, RMSSD, PNN5, SDSD). Al comparar la
Tabla 6 y la Tabla 9 encontramos que los parametros reportan medidas muy cercana, cabe

destacar que son diferentes embriones pero con edad embrionaria igual.

Tabla 9 Parametros del dominio del tiempo para embriones de pollo con 8 y 9 dias de
gestacion

Edad embrionaria SDSD (ms) rMSDD (ms) PNNS (%)
2 21,32 12,66 70,70
9 2,16 1,26 18,90

a. Densidad espectral

En la Figura 17, se muestra la densidad espectral de un registro de un ACG para embriones de
pollo con 8 y 9 dias de gestacion, obteniendo un primer pico el cual corresponde a la frecuencia
del embrion. Bésicamente la frecuencia reportada en el primer pico (Figura arriba embrion de 8
dias de gestacion) es de 2,5 Hz (150 latido por minuto, comparada con la obtenida en el registro
del ACG en el dominio del tiempo es 168,98 + 5,96 latidos por minuto. Los picos siguientes
corresponden a sus armonicos. En la misma Figura 17 (abajo) pero para el embrién de 9 dias
sucede lo mismo, presenta un pico de frecuencia 3,1 Hz (186 latidos por minuto, comparada con

la obtenida en el registro del ACG en el dominio del tiempo es 191,75 & 1,71 latidos por minutos)
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Embrién de 8 dias
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Figura 17. Densidad espectral (PSD) con el ACG
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b. Tacograma

Los tacogramas se obtienen de los intervalos R en un tiempo de 16 segundos. La Figura 18
que se muestra a continuacion se observa los tacogramas de los embriones con 8 y 9 dias de

gestacion con registro de un ACG.

La Figura 18, muestra los dos tacogramas obtenidos de los registros del ACG. Estos presentan
en el grafico lo siguiente: a) en el eje de la ‘y’ se encuentra el periodo expresado en milisegundo.

b) y, en el eje de las ‘x’ se muestra el tiempo de registro en segundo

Tacograma (Embrién de 8 dias de gestacién Tacograma (Embridn de 9 dias de gestacion con
micréfono) microfono)
600 450
50 o 1 f
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Figura 18. Tacograma del ACG en embriones de 8 y 9 dias de gestacion

En la Tabla 10, se presenta un rango de frecuencias altas y bajas, las frecuencias bajas
corresponden con algunos reportes de la literatura consultada, pero en el caso de frecuencias altas
el rango se pasa. Por ejemplo, Arguello et al, (2004), expresa que para frecuencias mayores de

2,5 Hz éstas se consideran como presencia de arritmias respiratorias
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Tabla 10 Parametros de frecuencia del ACG

Edad embrionaria LF (Hz) HF(Hz) LF/HF
8 0,4 2,3 0,17
9 0,3 2,1 0,14

Finalmente, todos los resultados nos han servido para obtener los indices de la Variabilidad de
la Frecuencia cardiaca desde un ECG como de un ACG en embriones de pollo durante su

desarrollo.



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. Conclusiones

Los resultados obtenidos en el registro de las sefiales cardiacas en embriones de pollo con 8, 9,
14 y 15 dias con los diferentes métodos: ECG y ACG, permitieron llegar a las conclusiones que
se presentan a continuacion, éstas se concibieron desde dos perspectivas una referente al ECG vy,

otra, al ACG.

v" Se corrobora que en embriones con 8, 9, 14 y 15 dias de gestacion el complejo QRS no se

evidencia con facilidad en el ECG.

v' Se evidencia que a medida que el embrion se desarrolla su frecuencia cardiaca va ir

aumentando hasta alcanzar los rangos dados por otros autores.

v Los resultados demostraron que es posible obtener los indices de la variabilidad de la

frecuencia cardiaca a través de ECG y del ACG en embriones con desarrollo temprano.

v Esta investigacion aporta valores de referencia para comparaciones futuras entre

embriones de pollo de diferentes dias de gestacion.

v" Con el andlisis de la VFC podemos afirmar que estd sujeto al sistema nervioso del
embrion de pollo, y se registra una valiosa informacion para embriones con corto periodo

de incubacion.
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2. Recomendaciones

A continuacion se proponen algunas recomendaciones generales relacionadas con el registro

de sefiales cardiacas en embriones de pollo.

v Aumentar el numero de la poblacion para estudios posteriores, pero con una edad de

gestacion igual.

v" Realizar el estudio con otros tipos de técnicas, pero usando elementos Opticos para lograr

sefiales cardiacas.

v' Estudiar otras especies de animales en estado de gestacion temprana como huevos de:
avestruz, patos u otros y aplicar los parametros de la variabilidad de la frecuencia cardiaca

estudiados en esta investigacion.

v' Mejorar los algoritmos de esta investigacion para la obtencion de frecuencias tanto bajas

como altas.
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ANEXOS A

Etapas del embrion de pollo



49

Etapa 35(tomado de: Hamburger and Hamilton, 1951)

Miembros: Las membranas interdigitales en manos y pies apenas son visibles. Se distinguen las
falanges en los dedos de los pies.

Arcos viscerales: El alargamiento del pico continua (Distancia entre ojo y diamante mayor).

Esbozos de las plumas: Linea medio-dorsal elevada. Cuatro hileras en el lado interno de cada ojo.
Aparicion de esbozos al lado del esternon y extendiéndose a ambos lados del cordon umbilical.

Ojo: La membrana nictitante ha crecido mucho, aproximandose a la papila esclerdtica externa.
Los parpados se han extendido hacia el pico y empiezan a sobresalir del globo ocular. La abertura
palpebral se hace elipsoidal.
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Embrion de pollo 40-41HH (Tomado de: Hamburger and Hamilton, 1951)

Miembros: Las escamas se solapan en la superficie inferior y superior de la pierna. La superficie
plantar de las falanges esta cubierta por papilas totalmente desarrolladas.

Alargamiento del tercer dedo del pie = 14.9 £+ 0.8 mm.

Arcos viscerales: Alargamiento del pico desde el borde anterior de la nariz hasta la punta del pico
=4.0 mm.



ANEXO B

Manual para la adquisicion de sefales
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Adquisicion de sefales eléctricas cardiacas

Las sefiales se adquieren a través de un computador personal se realizd un programa bajo la
herramienta de Matlab el cual detecta las sefiales que el embrion emite desde la incubadora a

través del método semi-invasivo 0 no- invasivo.

Se realizdé un programa llamado ECG el cual comienza mostrando una ventana dando los

parametros fijos para poder comenzar a recibir las sefiales y quedarse con el mejor registro.

— =]
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Esta pantalla muestra; nombre del archivo, nimero de la muestreo, tiempo maximo, altura

maxima y minima y por ultimo el umbral.

Al darle ok, se nos abre otra ventana la cual tiene las opciones de comienzo para la adquisicion

de senales.

b
it
It
I

Esta ventana contiene 7 botones cada uno con cierta funcion:
1.- Muestra el reloj
2.- Boton de inicio para adquirir la sefal eléctrica del embrion.
3.- Boton de finalizar.
4.- Boton de salvar la senal seleccionada.
5.- Botdn para cambiar a otra adquisicion.
6.- Botdn de mostrar picos maximos.

7.- Botdn de realizar la densidad espectral y la serie temporal de la sefial adquirida.



Una vez adquirido los datos se procede analizarla de la siguiente manera:

Se abre la ventana de Matlab,

Luego, en se abre el archivo y se busca la carpeta donde esta el programa principal

llamara a todos para procesar la sefial.
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Se busca el programa ECG_Reanalice.m este consiste en abrir el archivo por su nombre, el

cual llama a los programa picos y periodo para ir analizando la sefial adquirida.

En la barra superior se la da clic en Debug y luego a Run para que el programa comience

a trabajar.

2 Editor - C:WMATLAB 7o CG3LECG Reanalize.m
File  Edit  Text cell Tools [[STEWEN Deskrop  window  Help B
O = % B, - ©Open M-Files when Debugging Stack ==l sl == N]w=]
= | *8BwB 8| - [10
1 t=lear Loo
=
3 — [Fileloome, Pot HSE s
a — losa 'HMedicid
s|= losd([PathiNamd SetClear Breakpoint Fiz
s - load ECG_Derai  SetiModify Conditions! Breskpoint...
7 — Threshold = o0/ Enable/Disable Breakpoint
s — i = 1: = Indil Clear Breakpoints in Al Files
= Skop iF Errors/iWarnings. ..
10 -  while wrue
11 — answer — ImpWemLgli SmSITEE gy THOnSss  SmmrTe s 1, {nwmZstr (i) ks
1z — if disempty (answer)
1z — rreak
1a — =nd
is — i — strzdouble {answeril}):
18 — MewStruct — ['w' numZsts (i, '203.0£'3]:
17 %= disp(mumZstr (i, =03 .0€0) )
is — disp (NewStruct)
19 — if exist(MewStruct, 'war' )
zo — ¥ = eval{[MewStcruct ' .d=ac=']1):
z1 — LastTime = eval([MNewStruct ' .time'1]:
zz — Semp_Rate — eval ([NewSorust @ .Ssop_ Rate']) :
z3
z4 - EcCG_Peaks
zs — Qisp (' Presicone uns tecla pars continusc. ..t )
26 — pous=
27 — =1==
zs — h - moghox([MewStruct ' HNo c=xiste']l,' ' Varickle mo existe', ' warn', 'modal' )z
2o -  uiwai iRy
=0 — =na
=1 — 1= 1 + 1
3z — ena
=3

script

<[ ) maTLAE = coico
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Este comienza abriendo una ventana pequeia para seleccionar la data y comenzar a

procesarla.

- = 15<]|

H O HE S O

(== Col 1

B -
=) MATLAB B Editor - <

Al abrir los datos, abre una ventana pequena que indica el indice y esta comienza en 1.

[— =<

BH O HH = O

Ln =3 Col 1

r AB | Editor - i
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Luego, sale una ventana que te da la imagen de la sefial con los picos maximos sefialados, y

otra con el periodo. Calcula la frecuencia promedio mas tres veces la desviacion estandar, todo
esto tiene un tiempo de 20seg.

File Edit Wiewy Insert  Tools Deskiop  Windosw Help

DR kR ®| = 0 =
[Retresh] [ Loa | [Pt |

[ Imwert | Increm..| [Decre...|

fhresh..] [Pvwind. ..

¥ (Vx 3200

t [s)
Fral:: Prorn 213 L=} P.frmn 3“'Slgr‘na 7.952
T 1 ra !
0.3 F----- (- """C-"" - - .._.{::-__O_:____Q:‘-,___ -
oq;ﬂ:?n} Q:p C;%% fﬂﬁ% c@‘%ﬁ%ﬁ: : 20
= : : ' o
s D2fF------ fF--———- =S S S s JE - et S S —
= i E E : i E t : :
= : : : : : :
o 01 fp------ e e et Fooooo- e dmemoe- oo R boooo- =
o i i j i i i i i i
o 2 4 (=3 8 10 12 14 16 18 20

Esta ventana tiene varias funciones; hace que la sefial crezca, decrezca, y guarde en un

archivo .log todas las frecuencias promedios calculadas en los datos a procesar., con sus

respectivas desviaciones estandar. Este programa se va a detener hasta que cumpla la condicion
de quei=1+1; (i=indice,).

Una vez analizado el archivo, aparece en el Workspace todos los resultados del procesamiento
de la senal eléctrica del corazon del embrion, por ejemplo; la frecuencia promedio, el tiempo de

registro, el numero de la muestra, el nimero de la ventana, periodo, la desviacion estandar, lo
datos, la distancia entre los R, los HR , y otros.
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4 5
223.88 223 .

En el archivo ECG_log. Txt guarda el nombre del archivo, el tiempo la frecuencia promedio y

su desviacion estandar.

& Editor - C:YWWMATLAB 7YoworkA\ECG3\ECG_Log. txt

File Edit Text Zell Tools Debug Deskitop Window Help ™A
Do | % a@ «— | & |46 £ | 8K |-B B >0 »
1 15— Jul—-2006 14:27:17: 223 .76; o.55 |A
= 15— TJul-200&8 14:30:11: Z220.36; o.z2
3 15—TJul—-2006 14:32:490;: 212.21; o.17
< 15— TJnul—-Z2006 14:34:05; ZO7 .63 a.z0
L1 15—TJnul—2008 14:36:13: 1299.52: o.17
(=1 18— Tul—-200& 14:40:349; 192 .81; o.15
7 1&5—Tnul—-2008 14:4=2:549; 159.85:; o.z21
= 18—Tul—-200& 14:46:56; 182 .12 o.15
= | 15— Tnul—-2008 14:50:20:2 176.949; o.16
10 15— Tul—-2008 14:53:05; 173 .79 aO.36
11 15— Tnul—-2008 14:55:11: 173 .26 o.z9
12 15—TJul—-2008 14:57:17: 171.21; o.43z2
13 15—Tnul—-200& 14:592:25;: 170.21; ao.7E 5
< >
{:analize.m = | BCGE_Spectrum.m ®* | ECS_Log.m ® | BCE_Sawve.mn ¥ | ECG_Logtxt <
plain text file | Col 1
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Para obtener el dominio del tiempo y la densidad del espectro se debe abrir el programa ECG _
Spectrum.m, este se encarga de una vez analizada los datos, realizar la serie temporal, para luego

aplicar la densidad espectral. Quedando asi:

Serie Temporal

Densidad Espectral
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Para calcular los parametros del dominio del tiempo y la frecuencia se procedio hacer en un

programa que calcula las siguientes variables:

Mean RR = media de los valores RR, una vez analizada los datos los valores que adquiridos

fueron llevados a sacar un promedio.

rMSSD = la raiz cuadrada del promedio de la suma de los cuadrados de las primeras

diferencias entre los intervalos RR.
SDRR = desviacion estandar de todos los intervalos RR.

Pnn5 =  porcentaje de los intervalos para mas de 5 ms de los latidos.



