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RESUMEN

El riesgo cardiotoxico puede ser entendido como el compromiso al que se enfrenta el
sistema cardiovascular cuando ha sido sometido a la accion de diversos estimulos, de
naturaleza endogena o exdgena, que alteran la homeostasis de su morfo-funcionalidad. Uno
de estos estimulos es la constante ingesta de productos quimicos, sintéticos o naturales, sin
el conocimiento por parte del consumidor de las caracteristicas toxicas de muchos de sus
componentes. Es el caso del consumo de Plectranthus neochilus, una planta utilizada como
agente terapéutico debido a las numerosas propiedades beneficiosas que le han sido
atribuidas. Sin embargo, la informacion cientifica sobre la relacion riesgo/beneficio de esta
planta es relativamente escasa. Esta situacion ha incentivado la busqueda de modelos
experimentales que permitan contribuir a mejorar dicha relacion. En los dltimos afios el pez
cebra, Danio rerio, ha sido empleado como un modelo bioldgico eficiente en la obtencidn
de nuevos conocimientos sobre el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, ya que los
mecanismos de desarrollo cardiaco han sido descritos como altamente conservados en este
vertebrado. En el presente trabajo se hizo uso del modelo larvario de pez cebra Danio rerio
de 5 dias post fertilizacion (dpf) para determinar el posible riesgo cardiotdxico vinculado
con distintas concentraciones de una infusion de P. neochilus; 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 mg/mL,
en un tratamiento agudo de 24 h. P. neochilus fue caracterizada en el herbario de la
Facultad de Farmacia de la UCV. Las distintas concentraciones fueron obtenidas a partir de
una infusién madre de P. neochilus, preparada a partir de 5 g de hojas frescas y colocadas
en 100 mL de agua recién hervida durante 5 min. Trascurrido el tratamiento, se estimo la
CLsp en funcidn del porcentaje de mortalidad larvaria a distintas concentraciones aplicadas.
La CLso obtenida permitio definir el rango de concentraciones para la estimacion del riesgo

cardiaco, evaluado a través de parametros como la frecuencia cardiaca, ritmo en términos
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de la relacion Atrio/Ventriculo, velocidad y flujo sanguineo, ademas del volumen sistélico
y gasto cardiaco. A nivel morfolégico se determinaron cambios en el porcentaje del area de
contraccion, area de los vasos sanguineos, la presencia de edema pericardico y trombosis
asi como cambios en la arquitectura tisular del &rea cardiaca, evaluada a través de
preparaciones obtenidas por la metodologia estandar de histologia convencional. Se
realizaron comparaciones cuantitativas y evaluaciones estadisticas de los datos obtenidos
con los controles para comprobar su significancia con un p<0.05. La CLsp de P. neochilus
arrojo un valor de 8,73 £ 1,03 mg/mL y el rango de concentraciones subletales quedo
definida en 2.5, 5 y 7.5 mg/mL. Bajo estas concentraciones se registraron cambios
generalizados, vinculados con curvatura troncal y de cola, asi como efectos conductuales de
espasmos Yy orientacion anormal del cuerpo. Particularmente, se determind una disminucion
estadisticamente significativa de la frecuencia cardiaca, de la velocidad y flujo sanguineo,
ritmo cardiaco, volumen sistolico y gasto cardiaco. Se registré una disminucion en el
porcentaje del area de contraccion, un aumento en el &rea de vasos sanguineos, la presencia
de edema pericardico y trombos. Estos hallazgos permitieron establecer que existe un
compromiso cardiaco vinculado con la infusion de hojas frescas de P. neochilus, hasta el
momento poco conocido. Dicho compromiso podria estar regido a través de un proceso de
regulacion o desregulacion de receptores especificos a determinados componentes quimicos
presentes en la infusion, aun por dilucidar, que estarian conduciendo la cascada de

sefializadores vinculados con el control morfo-fisioldgico de la estructura cardiaca.

Palabras clave: Plectranthus neochilus, Pez cebra, Danio rerio, CLsg, Cardiotoxicidad.
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I. INTRODUCCION

I.1. Planteamiento del problema.

Como es sabido, el uso de las plantas medicinales en el tratamiento y prevencion de
enfermedades de diversas etiologias ha sido una préctica milenaria, sobre todo en la
atencion de la salud rural por su fécil acceso y disponibilidad (York y col., 2012). Esta
practica medicinal, muy a menudo, simboliza la Unica opcion terapéutica para muchas
comunidades y grupos étnicos, y es aplicada por los propios indigenas o los denominados
curadores de la poblacion, los cuales poseen conocimientos empiricos de los componentes

y propiedades de determinadas especies (Viana, 2011).

A pesar del beneficio fitoterapéutico que se le atribuye a esta practica medicinal, no
se descarta que su consumo indiscriminado pueda causar serios problemas en la salud,
debido en parte a componentes quimicos, generalmente desconocidos, que se ocultan entre
los numerosos elemento beneficiosos que sintetizan estas plantas (Campos y col., 2010;
Glei y col., 2003). Lo mencionado anteriormente tiene gran importancia a nivel de salud, ya
que es fundamental establecer una validacion sobre su consumo debido a que dicha préctica
se ha extendido hacia la mayoria de la poblacion citadina, sin ninguna base cientifica

(Arcanjo y col., 2012).

El presente anteproyecto se encuentra enmarcado en la linea de investigacion que se
desarrolla en la seccion de Microscopia del Instituto Anatomico “José Izquierdo”, de la
Facultad de Medicina de la UCV, cuyo objetivo principal es contribuir, haciendo uso de
modelos de experimentacién, con el conocimiento de los posibles riesgos de toxicidad

vinculados con el consumo indiscriminado de plantas con potencial terapéutico,



particularmente en este trabajo la planta de Plectranthus neochilus conocida por sus

numerosas Yy reconocidas propiedades fitoteraupéticas.

1.2. Plectranthus neochilus.

Plectranthus neochilus (Figura 1) es una de las numerosas plantas medicinales que
forma parte del género Plectranthus y que pertenece a la familia Lamiaceae, originaria de
Africa, Asia y Australia. P. neochilus es considerada como una de las especies mas citadas
en la literatura en relacién al uso de plantas medicinales; su género comprende alrededor de
300 especies, caracterizadas como arbustos o como cubiertas vegetales de tallos y hojas
suculentos, con distribucion geografica variable en sabanas y bosques de las regiones
tropicales y subtropicales del hemisferio sur (Mota y col., 2014; Khan y col., 2016).
Actualmente, cerca de 62 especies del género Plectranthus tienen en todo el mundo una
rica diversidad de usos etnobotanicos, entre los cuales se incluyen; su uso dentro de la
gastronomia como plantas culinarias para sazonar alimentos, su uso en la jardineria por sus
hojas y flores ornamentales y el 85% de su aplicacion se enmarca en el tratamiento de una
amplia gama de enfermedades en todo el mundo por las diversas actividades biologicas que

presentan (Lukhoba y col., 2006).

Figura 1. Plectranthus neochilus. Hojas simples alternadas y flores de tipo inflorescencia de la planta P. neochilus.
Tomada de Bocardi y col., 2008.



Con respecto a la descripcion botanica de P. neochilus, se tiene que es una planta
perenne o algunas veces anual, su altura se encuentra limitada al suelo como una hierba
sumamente ramificada que puede alcanzar los 12 a 50 cm de altura. En relacion a sus
flores, presenta inflorescencia terminal de tipo espiga de 7-15 mm de largo, son de color
verde con punta de color parpura, lo que permite diferenciarla de otras especies con
caracteristicas taxonémicas similares (Campos y col., 2010). Generalmente su follaje es
jugoso, tiene hojas pecioladas, pubescentes, de margen poco dentado. La forma de las
mismas esta entre obovadas a ovaladas, tienden a doblarse a lo largo del nervio central,
presentan apice obtuso y sus dimensiones alcanzan 20-50 x 15-35 mm. Sus hojas frescas
presentan un olor distintivo, y la manera mas comun y directa en que son consumidas es
como un extracto acuoso en forma de infusion. Estas infusiones se caracterizan por ser un
tonico amargo que ha ayudado a tratar los problemas de digestion, insuficiencia hepética y
dispepsia (Campos y col., 2010; Bandeira y col., 2011). Ademas, son consideradas como
bebidas funcionales debido a que sus componentes activos constan de &cidos fendlicos,
micronutrientes de la dieta animal, antioxidantes como los flavonoides, entre otros, que
definen funciones bioldgicas bajo esta forma (Rijo y col., 2014). Ademas, los diversos usos
de esta bebida pueden estar relacionados con la actividad bioquimica que resulta de su
metabolismo dentro del sistema digestivo una vez que se ingieren (Falé, 2011). Por otra
parte, se ha evaluado la actividad esquistosomicida, insecticida, y antimicrobial de sus
componentes (Crevelin y col.,, 2015), que pueden estar relacionadas con las altas
concentraciones de aceites esenciales, los cuales son ricos en metabolitos tales como
diterpenoides y polifenoles. Sin embargo en la actualidad, el conocimiento de la toxicologia

vinculada con esta planta ha sido poco reconocida (Bocardi, 2008).



1.3. Toxicologia.

Cabe destacar que una, entre las numerosas definiciones de toxicologia (Fukushima
y de Azevedo, 2008), permite entenderla como una ciencia que estudia y valora los
xenobioticos, sustancias quimicas y/o fisicas, en su grado de toxicidad a través de la
capacidad que tienen estos de producir alteraciones patolégicas en los seres vivos; también
ser entendida como una ciencia que estudia y desarrolla procedimientos para la deteccion,

identificacion y determinacion de los mecanismos que generan tales alteraciones.

En este contexto los riesgos toxicos de los componentes xenobidticos, bien sea de
plantas medicinales o productos farmacéuticos, por lo general se fundamentan en el
conocimiento de la denominada concentracion letal cincuenta (CLsg), calculada a partir de
bioensayos toxicolégicos (Uc y Delgado, 2012). La CLso es una forma de medir el
envenenamiento potencial y se define como la concentracion de una sustancia que provoca
la muerte del 50% o la mitad de la poblacion evaluada durante un periodo de exposicion
determinado, que puede ser a corto o largo plazo, también conocidos como ensayos de
toxicidad aguda o crénica respectivamente (Jiménez y Kuhn, 2009). El valor de la CLs
generalmente se expresa en peso de sustancia por unidad de volumen, por ejemplo
miligramos por mililitro (mg/mL), sin embargo también puede ser expresada en otras
unidades de concentracién como molaridad (GUIAR, 1998; Haldi y col., 2012). La mayoria
de los bioensayos toxicoldgicos son evaluados basandose en el efecto que se genera sobre
poblaciones de organismos o diversos modelos de experimentacién in vivo o in vitro, con

diferentes especies de animales y cultivos celulares respectivamente.



1.4. Modelo in vivo pez cebra Danio rerio.

Para el conocimiento de las distintas actividades biol6gicas de los componentes
activos de las plantas medicinales es fundamental utilizar sistemas reduccionistas y
modelos animales que permitan imitar y estudiar los procesos bésicos que regulan la
biologia celular, la funcion del érgano y la homeostasis de los sistemas. La mayoria de
estos trabajos se han realizado y siguen siendo llevados a cabo en los sistemas de
mamiferos superiores, tales como ratas, ratones, conejos entre otros (Goldsmith y Jobin,
2012). Sin embargo, en las ultimas décadas, se ha hecho importante el uso de sistemas
vertebrados como el pez cebra Danio rerio (Figura 2). Este es un pez teledsteo tropical de
agua dulce, que pertenece a la familia de los Ciprinidos, proveniente del sudeste asiatico y
es muy comun en acuarios de tiendas comerciales. En su tamafio adulto no sobrepasa los 5
centimetros, presenta dimorfismo sexual y posee un patrén de pigmentacion con cinco
bandas horizontales en ambos lados del cuerpo que se extienden hasta la aleta caudal, lo

que le da nombre a la especie al recordar el patron de una cebra (Maldonado, 2003).

5¢cm

Figura 2. Pez cebra Danio rerio. Pez cebra adulto. Tomado y modificado de Moreno 2013.

Este modelo experimental ha incrementado el interés de estudiar las enfermedades
humanas, ya que presenta ventajas ante otros modelos clasicos de investigacion. El pez

cebra, tanto a nivel adulto como embrionario, es un organismo vertebrado con



caracteristicas fisiologicas y anatdbmicas homoélogas a un organismo superior, pero con la
simplicidad de organismos inferiores. Entre estas ventajas se destacan: su tamario reducido,
con lo cual se disminuye el volumen requerido para evaluar las sustancias quimicas o
naturales; su corto tiempo de desarrollo, lo que hace posible que las larvas (Figura 3)
puedan ser utilizadas para experimentos a etapas tempranas del desarrollo, a pocos dias
después de la fertilizacion (dpf); y la transparencia a nivel larvario, con lo cual se hace
posible realizar observaciones detalladas, pero no invasivas, de los sistemas y 6rganos que
lo conforman, en comparacién a otros vertebrados (Spitsbenger y Kent, 2003; Brénnimann
y col., 2016), particularmente el sistema cardiovascular, entre otros (Glickman y Yelon,

2002; Bakkers, 2011).

2mm 5mm

Figura 3. Embrion y larva de pez cebra Danio rerio. A. Embridn de pez cebra con 3 dpf. Tomado y modificado de
http://www.agenciasinc.es/Noticias/La-cocaina-produce-alteraciones-geneticas-en-embriones-de-pez-cebra. B. Larva
eclosionada de pez cebra con 5 dpf. Tomado 'y modificado de  http://www.genetics-
gsa.org/news/templates/template_publications.aspx?articleid=210&zoneid=4.

1.5. Sistema cardiovascular de pez cebra.

En los Gltimos treinta afios el pez cebra Danio rerio se ha convertido en uno de los
modelos bioldgicos més importantes en el campo del desarrollo cardiovascular y la
electrofisiologia cardiaca (Crowcombe y col., 2016). La organogénesis en el pez cebra es
un proceso rapido, el cual permite apreciar los procesos de segmentacion, formacion de los

primordios y precursores de estructuras a las 24 horas post-fecundacion (hpf), Al alcanzar
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los 5 dpf es posible apreciar otros dérganos y sistemas completamente desarrollados
perfectamente funcionales (Kimmel y col., 1995). Durante la organogénesis cardiaca se
hace posible visualizar de manera directa la morfologia y frecuencia cardiaca asi como la
circulacién sanguinea. En cuanto a la morfologia, cabe destacar que el corazén se presenta
en forma de tubo durante las primeras etapas del desarrollo. A partir de las 24 hpf comienza
esta estructura a latir de manera coordinada e independiente del sistema cardiovascular.
Aproximadamente a las 36 hpf ocurre un movimiento de rotacion con el cual alcanza una
posicion ventro-anterior y durante este periodo se define el arreglo cardiaco en dos cAmaras

principales, auricula y ventriculo (Figura 4A’) (Bakkers, 2011).
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Figura 4. Corazon de larva de pez cebra Danio rerio. A’. Vista ventral de embrion de pez cebra de 72 hpf que muestra
el atrio (A) y el ventriculo (V) del corazén. Tomado y modificado de Barret, 2005. B’. Representacion esquematica de
corazon de larva de pez cebra. Areas cardiacas en el corazon de larva de pez cebra. Circulacién sanguinea (trazado rojo).
Relacion morfo-funcional de la plataforma de conduccidn eléctrica (trazado negro). Tomado de Mujica, 2015.

En cuanto a la circulacion, esta se visualiza con la entrada sanguinea a través del
seno venoso que fluye en serie a través del atrio, ventriculo y bulbo arterioso antes de salir
hacia la aorta ventral. La plataforma anatomica de conduccion eléctrica y su recorrido

desde la zona de marcapaso a lo largo de la zona atrial y ventricular del corazén tubular en



larvas de pez cebra (Figura 4B’), asi como la despolarizacién y repolarizacion, resultan
similares a la de mamiferos (Liu y col., 2015; Genge y col., 2016). Otra caracteristica
importante es que sus canales de sodio, potasio y calcio, asi como factores miocardiales que
regulan la conduccion cardiaca tales como Nkx2,5 y Thx5 tienen homologia con los de los
humanos (Chi y col., 2008; Verkerk y Remme, 2012; Knight y Yelon, 2016), por lo que se
le afiade al conjunto de caracteristicas que fortalecen ain mas el uso del pez cebra como
modelo de experimentacion, particularmente en el estudio de la cardiotoxicidad promovida

por agentes quimicos.

1.6. Cardiotoxicidad.

Ademés de todas las caracteristicas que presenta el pez cebra, se observa una
similitud con el humano en cuanto a morfo-funcionalidad de sistemas, como el
cardiovascular, lo cual ha promovido su uso para investigar funciones fisioldgicas en
procesos de intoxicacion, particularmente en casos de cardiotoxicidad. Asi, en humerosos
articulos de la literatura ha sido reportado el uso de las larvas de pez cebra como
organismos modelo en los bioensayos de toxicidad de productos botanicos y toxinas
naturales, que incluyen extractos de plantas medicinales (Alvarez y col., 2012; Arcanjo y
col., 2012). Por otra parte, el facil acceso a la estructura cardiaca, a través de la clara
visibilidad durante el periodo larvario, hace posible emplear numerosas herramientas para
investigar la funcion fisioldgica y morfoldgica de este 6rgano en condiciones normales y en
eventos de intoxicacion cardiaca. Al respecto cabe destacar que la cardiotoxicidad es uno
de los mayores problemas que aparece en la aplicacion de agentes farmacéuticos, quimicos
industriales y productos de origen natural. En ese mismo orden de ideas se ha considerado

el corazon de pez cebra Danio rerio como un importante blanco para evaluar pardmetros de



cardiotoxicidad vinculada con agentes farmacoldgicos que producen efectos facilmente
observables como lo son la variacién en la tasa cardiaca o frecuencia cardiaca, el ritmo
cardiaco, la circulacién del flujo sanguineo, la morfologia cardiaca, entre otros, cuyos
resultados aportan informacion répida, reproducible y cuantificable (D’Amico y col., 2012).
Esta relacion morfo-funcional a nivel cardiaco ha permitido desarrollar bioensayos para el
estudio de, por ejemplo, las arritmias cardiacas generadas en humanos, observando en
tiempo real la disfuncién cardiaca en el corazon de pez cebra (Chi y col., 2008). En este
sentido, varios compuestos de naturaleza farmacol6gica han mostrado inducir
repolarizacion cardiaca, alargamiento de los intervalos QT y muerte subita entre otras
complicaciones (Milan y col., 2003; Chaudhari y col., 2013). Esto ha permitido considerar
a la frecuencia cardiaca, el ritmo cardiaco, la circulaciéon y la morfologia cardiaca como
elementos importantes en la homeostasis de la morfo-fisiologia de este érgano sometido a
la accién de agentes cardiotoxicos de naturaleza diversa. Ahora bien, si P. neochilus
interviene alterando esta relacion morfo-funcional, hasta el momento no se encuentra

claramente definido.



I1. ANTECEDENTES

I1.1. Fitoterapia en Venezuela

El uso de las plantas medicinales como agentes terapéuticos ha sido una cultura
empleada a nivel mundial y transmitida de generacion en generacion. Segun los datos
estimados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1985, se ha demostrado que
aproximadamente el 80% de la poblacion mundial hace uso de algin tipo de hierba
buscando aliviar algunos sintomas de dolor, asi como también menciona la importancia de
investigaciones cientificas para aceptar a una planta en el uso medicinal (Farnsworth y col.,
1985; Tillburt y Kaptchuk, 2008; Borges y col., 2011). Cabe destacar que en muchas de
nuestras comunidades han sido identificadas numerosas especies, pertenecientes a multiples
géneros y familias, que son usados como agentes terapéuticos a partir del suministro por via
oral de la bebida resultante de la decoccion de partes aéreas de muchas de esas plantas
cultivadas. Por su parte el Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA) ha
reportado un articulo sobre las plantas medicinales en Cafiaveral, estado Yaracuy
(Venezuela), que hace referencia al interés creciente por consumir productos menos
contaminados y mas naturales. Toda esta informacion pone en evidencia la variedad de
especies utilizadas por diferentes comunidades, lo que permite inferir por una parte que la
medicina natural podria constituir una de las alternativas, mas frecuente y relevante, en la
atencion primaria de los problemas de salud y por otra parte permite establecer que la
relacion riesgo/beneficio deberia inclinarse mas hacia el beneficio que hacia el riesgo,
favoreciendo asi el disfrute de una vida sana y de calidad, mediante el rescate de las
creencias y costumbres nativas que emplearon nuestras culturas originarias (Leon y col.,
2013). Sin embargo, varios factores restringen dichas inferencias; entre ellos el que hemos
reiterado durante todo el planteamiento del presente trabajo, como lo es la poca
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informacién sobre el riesgo toxico vinculado con las plantas medicinales. Esta poca
informacion incluye el escaso conocimiento sobre su caracterizacion, la poca informacion
sobre la adecuada dosificacion y el desconocimiento de sus principios toxicos; factores
importantes en el logro de los efectos terapéuticos deseados y que han impedido poder
entender la relacion riesgo/beneficio en el uso de estas plantas como medicamentos;
carencia a su vez que resulta evidente en el caso de P. neochilus (Uauy, 2002; Carrillo y

Bermudez, 2012).

11.2. Plectranthus neochilus.

11.2.1. Fitoquimica

La fitoquimica del género Plectranthus ha sido estudiada durante muchas décadas,
lo cual ha permitido reunir una amplia coleccién de este tipo de informacién sobre dicho
género. Hasta la fecha han sido identificados mas de 200 compuestos principales aislados
de varias especies que lo componen, asi como metabolitos secundarios del tipo
diterpenoides. Estos compuestos han sido considerados como fuentes de antiflngicos,
antibacterianos e insecticidas. Ademas han sido descritos estas especies ricas en aceites
volatiles que contienen numerosos sesqui y monoterpenos, que muestran efectos toxicos
frente a diferentes organismos por numerosas vias de accion (Bocardi, 2008). Los
productos fendlicos, como el &cido rosmarinico (AR), acido cafeico, neptoidina asi como
los flavonoides, han sido reportados en la literatura como los principales componentes de
los extractos polares del género Plectranthus; siendo el AR el constituyente mas comun en
este género (Gomes, 2014). Se ha determinado que la concentracion de AR presente en los
extractos acuosos de la especie Plectranthus barbatus se correlaciona con la inhibicion de

acetilcolinesterasa, ademas los beneficios de su consumo pueden atribuirse a su presencia y
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a la de otros componentes activos, sobre todo a concentraciones de 1,68 + 0,21 pg/ml,
equivalente a la Clso de los mencionados extractos (Alasbahi y Melzig, 2010; Falé, 2011).
Particularmente en el extracto acuoso de P. amboinicus se ha encontrado la presencia de
sustancias quimicas activas denominadas fitoquimicos los cuales se dividen en dos grupos,
un grupo principal y uno secundario; el primero, se encuentra comprendido por azucares,
amino&cidos, proteinas y clorofila; el segundo, esta conformado por alcaloides, flavonoides
y compuestos fendlicos (Devi, 2013), no obstante, se hace evidente que la proporcién de
estos fitoquimicos secundarios varia segun la especie en particular, los factores ambientales
y las condiciones de crecimiento a las que se encuentra expuesta la planta (Crevelin y col.,

2015; Arumugam,2016; Zhang y col., 2017).

Investigaciones sobre la fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de las hojas y
tallos de P. neochilus demuestran la presencia de un diterpeno (la, 6, 7B-triacetoxi-8a,
13R-epoxi-14-labden-11-ona) similar al forskolin, un diterpeno labdano (Farias y col.,
2014). Por otra parte, cabe destacar que algunas investigaciones han reportado la
caracterizacion fitoquimica de los extractos polares de las hojas frescas de esta especie, en
particular estableciendo como componentes principales a los flavonoides, antocianinas,
catequinas y alcaloides (Viana, 2011). Respecto a la fitoquimica de P. neochilus, en
Venezuela se ha definido el perfil quimico del extracto acuoso liofilizado de sus hojas
frescas y secas, encontrando una composicién fitoquimica similar a la mostrada por los
mencionados extractos polares de otros estudios, asi como la presencia de compuestos

reportados por primera vez para esta especie (Caro, 2016; Matuzalen, 2016).
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11.2.2. Actividad téxica.

La OMS hace referencia a que el aumento de la popularidad del uso de plantas
medicinales se debe a la idea de que los productos naturales son mas seguros que los
farmacos, omitiendo el hecho de que la naturalidad del producto no significa que sea seguro
(Aschwanden, 2001). Un ejemplo de esto es el género Plectranthus con el cual se han
realizado més estudios, a nivel de la actividad biologica, de los efectos beneficiosos que
estudios referidos a la actividad tdxica de dicho género (Viana, 2011). Particularmente, la
evaluacion de la actividad toxica del extracto acuoso de P. ambonicus en larvas de Artemia
salina, ha demostrado la toxicidad de dicho extracto a concentraciones por encima de la
CLspigual a 53, 29 pg/ml (Parra y col., 2001). Con esta misma especie se han realizado
pruebas citotoxicas haciendo uso de células tumorales de tejido pulmonar V79, de hamster
macho joven, que han indicado citotoxicidad a dosis por encima de 200 mg/ml. (Borges y
col., 2016). Respecto a Plectranthus neochilus, la actividad farmacologica de sus
componentes lo hacen una especie importante para el desarrollo a nivel medicinal,
cobrando relevancia los estudio de su posible toxicidad (Rice y col., 2011) ya que al
respecto es poco lo se ha estudiado en esta especie. Sin embargo dentro de la poca
informacion reportada sobre la toxicidad de P. neochilus se encuentra la evaluacion del
extracto acuoso liofilizado de sus hojas secas y frescas en ratas, en el cual se demostrd un
efecto de sedacion entre los 5-30 minutos, luego de la administracion por via oral de un
volumen maximo de 0,1 mL de dicho extracto acuoso por cada 10 g de peso del animal.
Dicho efecto fue superado transcurrido las 24 horas de tratamiento. Ademas se observé
piloereccién a bajas dosis y citotoxicidad en concentraciones elevadas (Caro, 2016;

Matuzalen, 2016).
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Respecto a la toxicidad en funcién de sus principales componentes hidrosolubles
tipo polifenoles, tales como: los flavonoides, catequinas, antocianinas y saponinas, se han
realizado algunos experimentos toxicolégicos para ensayar el riesgo de su consumo
(Nijveldt y col., 2001). En el caso de los flavonoides, se ha obteniendo como resultado
necrosis hepatica, cambios en la morfologia de los hepatocitos y eventualmente la muerte
de ratas, a las cuales les fueron suministradas concentraciones extremadamente altas de
flavonoides, lo cual define su toxicidad a altas concentraciones sobre todo en areas
tropicales (Havsteen, 2002). Por otra parte, hay estudios que demuestran que los polifenoles
producen radicales libres, que actian de forma tdéxica y son pro-oxidativos (Glei y col.,

2003).

Respecto a la toxicidad vinculada con componentes glicosilados, como las
saponinas encontradas usualmente en raices, hojas y semillas de plantas superiores (Man y
col., 2010; Viana, 2011) e identificadas en los extractos polares de la especie P. neochilus
siendo estables en soluciones acuosas (Francis y col., 2002), ha sido demostrado que las
mismas junto a sus propiedades antitumorales significativas, también son moléculas
responsables de efectos generalizados vinculados con actividad hemolitica en células rojas
del sistema hematopoyético, tanto en humanos como en animales de experimentacion

(Tong y col., 2017).

También los alcaloides identificados en extractos polares de P. neochilus,
clasificados por sus grupos reactivos sustituyentes (Kndler, 2016), han sido involucrados en
la toxicidad de esta especie siendo identificada a través de la generacion de convulsiones en
ratones sometidos a dosis equivalentes a 2,5 mg/Kg (Rujjanawate y col., 2003). Esta

toxicidad no s6lo se correlaciona con la cantidad y duracion de captacion del alcaloide sino
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también de la naturaleza del mismo. Particularmente, se ha demostrado que los alcaloides
tipo pirrolizidinicos son hepatotdxicos, genotdxicos, cardiotoxicos y en algunos casos

neumotoxicos en condiciones agudas y cronicas (Wiedenfeld, 2011).

De lo que hasta el momento se ha expuesto, resulta evidente que dentro del poco
conocimiento sobre la toxicidad de la especie P. neochilus, el riesgo cardiotdxico sigue
siendo un aspecto poco conocido, lo que conduce por tanto a la busqueda de modelos
experimentales que nos permitan contribuir con dicho conocimiento. En tal sentido el

presente trabajo ha propuesto el uso del modelo larvario de pez cebra Danio rerio.

11.3. El pez cebra Danio rerio en bioensayos de toxicidad aguda.

El primer trabajo que hizo uso del pez cebra Danio rerio como modelo experimental
fue publicado en 1984 y posteriormente numerosos articulos en el area de la toxicologia
han utilizado este modelo en la determinacion de la CLsp de numerosos compuestos,
incluyendo extractos de plantas, para brindar un perfil de seguridad en su consumo (Ma y
col., 2003; Alvarez y col., 2017a; Alvarez y col., 2017b). El pez cebra ha ganado
rapidamente la aceptacion como un modelo animal prometedor para la toxicologia, gracias
a gue ha sido considerado como un modelo alternativo que se enmarca dentro el concepto
de reducir, refinar y reemplazar (3R), en la evaluacion del potencial terapéutico y toxico de
compuestos sintéticos o naturales (Guerra y col., 2016). Esta popularidad en los analisis
toxicolégicos ha sido generada, en parte, gracias a la relativamente facil forma de
administracion de los compuestos. Los mismos en este modelo pueden difundirse
directamente en el medio en el cual se encuentran los embriones o estadios larvarios. Las
moléculas pequefias son absorbidas, a través de la piel, el intestino y las branquias,

permitiendo asi, al igual que en otros modelos, definir una cinética de distribucion,
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metabolismo y excrecidn. Para los estadios larvarios son requeridas pocas cantidades de
compuestos en comparacion a otros modelos animales. Adicionalmente, esta caracteristica
permite realizar pruebas paralelas y reproducibles de varios compuestos quimicos y dosis
en placas de mudltiples pozos (He y col., 2012), permitiendo obtener respuestas
extrapolables al humano, gracias a que su sistema inmune adaptativo es muy similar al de
los mamiferos (Kanther y col., 2011). Por otra parte, se ha demostrado que la sensibilidad
del pez cebra ante productos quimicos y sustancias toxicas también es similar a la de los
mamiferos, debido a que muchos de los genes o moléculas que participan en el desarrollo
de los procesos y respuestas toxicologicas han sido reconocidos en este modelo.
Particularmente procesos como la induccidn de enzimas y eventos como el estrés oxidativo
han sido evaluados. Por consiguiente, el pez cebra también es susceptible a patologias

inducidas quimicamente como se ha observado en los mamiferos (Lam y col., 2011).

Bioensayos para evaluar el efecto de farmacos como la clozapina, quinidina,
eritromicina, lidocaina y verapamil, entre otros, realizados con el pez cebra Danio rerio,
han permitido determinar los rangos de concentracion toxica y letal de estos compuestos,
ademés de cambios en la morfo-funcionalidad cardiaca asociada a dichas concentraciones
(D’Amico y col., 2012). Estos resultados han permitido ilustrar la alta eficiencia de este
modelo animal y han demostrado que el pez cebra puede cerrar la brecha entre los modelos
invertebrados y mamiferos como una opcién mas amplia de organismos vertebrados que
pueden ser utilizados en las investigaciones de toxicidad y particularmente de

cardiotoxicidad (Dai y col., 2014).
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11.4. Cardiotoxicidad en pez cebra Danio rerio.

Como es sabido, la accion sobre el sistema cardiovascular de la mayoria de los
productos quimicos, agentes farmacéuticos y particularmente productos naturales, ha sido
uno de los grandes temas en la investigacion toxicoldgica. Estudios recientes, han centrado
su atencion sobre la valoracion de criterios morfolégicos de la cardiotoxicidad, que se
hacen facilmente evaluables mediante métodos no invasivos como las observaciones a
través de microscopios estereoscOpicos y microscopia convencional. Dichos métodos,
hacen posible, de manera relativamente sencilla, la observacion directa de los cambios en la
morfologia y funcionalidad del corazon, gracias a la transparencia que, como otra ventaja,
presenta el estadio larvario del pez cebra (Lockwood y col., 2004). Muchos estudios han
confirmado que los perfiles de toxicidad en este organismo son sorprendentemente
similares al de los mamiferos, especialmente para moléculas pequefias que pueden causar
cardiotoxicidad (Milan y col., 2003; He y col., 2012; Lian y col., 2016). Otro ejemplo de
cardiotoxicidad en este modelo ha sido dado a través de estudios con mezclas complejas de
hidrocarburos aromaticos policiclicos provenientes de derrames de petréleo crudo. Con
estos productos, ha sido reportado la aparicion de numerosas sefiales de cardiotoxicidad en
larvas de pez cebra entre estas se incluyen la presencia de edema pericardico, defectos en el
circuito cardiaco con reduccion en la circulacion arterio-venosa, ademas de la presencia de
hemorragias (Incardona y col., 2013). Otras sustancias provenientes de diversos procesos
industriales de la rama de las dioxinas, como el compuesto organico 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxina (TCDD), conocidos como contaminantes ambientales
altamente toxicos, han demostrado anormalidades funcionales y morfoldgicas en el corazon
del pez cebra (Henry y col., 1997; Antkiewicz y col., 2005; McGee y col., 2013). Ademas,

la aplicacion de compuestos como el carbaril (Lin y col., 2007), farmacos antipsicéticos
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atipicos (Lee y col., 2013), inhibidores de quinasa (Cheng y col., 2011) y agentes
quimioterapéuticos (Lal y col., 2013) han ilustrado el valor del pez cebra como paradigma
de pruebas preclinicas para predecir efectos cardiotdxicos provocados por medicamentos en
fase de desarrollo. Por otra parte, también ha sido estudiada la alteracion morfo-funcional
del corazon generada por el extracto acuoso de especies de tabaco sin humo, del tipo
denominado tabaco masticable (Mujica, 2015; Alvarez, 2016a), con lo que se expone al
sistema cardiaco larvario a una elevada cantidad de compuesto altamente toxicos como los

alquitranes.

A partir de la informacion encontrada en la literatura, se ha podido interpretar que
este modelo de experimentacion no solo es considerado como un modelo de alta eficiencia
en la evaluacién de compuestos sintéticos, sino que también contribuye con nuevos
conocimientos de los parametros de cardiotoxicidad asociados al consumo de sustancias
naturales con potencial terapéutico, particularmente de la infusion de hojas de diversas
plantas medicinales, hasta el momento poco conocidos. Ejemplo de ello, son las
investigaciones realizadas por la seccion de Microscopia del Instituto Anatdmico “José
Izquierdo”, en las cuales se han caracterizado sefales toxicas vinculadas con infusiones de
hojas frescas de diferentes plantas utilizando poblaciones larvarias de pez cebra. En estos
estudios se ha podido demostrar el riesgo cardiotoxico de extractos acuosos de hojas frescas
de plantas como Melissa officinalis (Alvarez, 2016b) y Passiflora edulis flavicarpa
(Cornejo, 2012), dependiente de la concentracion y vinculado con las propiedades

beneficiosas de estas plantas.

De lo anteriormente expuesto, particularmente sobre las caracteristicas fitoquimicas

de Plectranthus neochilus asi como la poca informacidn respecto a la posible toxicidad de
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dicha planta, asociada a un problema de salud publica como las intoxicaciones por consumo
indiscriminado; todo esto aunado a la posibilidad de contar con un modelo experimental
como el pez cebra Danio rerio, resulta evidente el gran interés por evaluar la posible accion
cardiotdxica vinculada con una infusion de hojas frescas de Plectranthus neochilus,
haciendo uso de bioensayos toxicoldgicos y buscando ampliar la informacion toxicologica

de esta planta hasta el momento poco conocida.
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I11. HIPOTESIS

Si las propiedades terapéuticas vinculadas con el consumo del extracto acuoso de
Plectranthus neochilus se encuentran asociadas a acciones que comprometen la correcta
funcionalidad de los organismos, entonces el riesgo a nivel cardiaco constituye una

propiedad de relevancia a ser evaluado.

IV. OBJETIVOS.

IV.1. Objetivo general.
Evaluar la respuesta cardiotoxica en larvas de pez cebra Danio rerio tratadas con

una infusion de hojas frescas de Plectranthus neochilus.

IV.2. Objetivos especificos.
1. ldentificar el material vegetal a ser utilizado como la planta Plectranthus neochilus.
2. Determinar la Concentracién Letal Cincuenta (CLso) de la infusion de hojas frescas
de Plectranthus neochilus.
3. Caracterizar las respuestas cardiotoxicas a concentraciones subletales de la infusion
de Plectranthus neochilus.
4. Realizar andlisis estadistico de los resultados obtenidos para certificar la relevancia

significativa entre larvas control y tratadas en cada una de las evaluaciones.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1. Material vegetal.

V.1.1. Identificacion de la planta.

Plantas cultivadas en los jardines del Instituto Anatomico “José Izquierdo” de la
Facultad de Medicina fueron trasladadas al herbario “Dr. Victor Manuel Ovalles” de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Central de Venezuela (UCV), las cuales fueron

identificadas y certificadas por la Dra. Orsini, responsable de dicha actividad.

V.1.2. Preparacion de la infusion de hojas frescas de Plectranthus neochilus.

La infusién para el desarrollo de los bioensayos fue obtenida a partir de hojas
frescas de la planta Plectranthus neochilus identificada (apartado V.1.1). Para ello, hojas
frescas con caracteristicas morfologicas de 50+2 mm de largo y 31+1 mm de ancho, de una
misma rama, fueron recolectadas, lavadas, secadas y pesadas en una cantidad de 5,0 g de
peso total, incluidas en 100 mL de agua para la obtencién de una solucion Stock de 50
mg/mL que corresponde a la cantidad usada por la poblacion en las infusiones que
consume. Para ello el peso total de hojas frescas fue colocado, durante 5 minutos, en 100
mL de agua filtrada y recién hervida. Una vez que la infusion obtenida alcanz6 la
temperatura ambiente, la misma fue distribuida en frascos de vidrio debidamente rotulados,
alicuotados, sellados con parafilm y envueltos en papel aluminio, para finalmente ser

almacenados a 4° C hasta realizar las posteriores diluciones.
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V.2. Manejo del Modelo bioldgico de pez cebra (Danio rerio).

V.2.1. Mantenimiento de individuos adultos de Pez cebra Danio rerio bajo condiciones

de laboratorio.

En el manejo bioldgico se utilizaron dos acuarios de vidrio (Figura 5) provistos de
filtros con carbdn activo en su interior y una salida de aire para la filtracion mecénica del
agua (Rocha y col., 2002; Avdesh y col., 2012). Ambos acuarios, uno definido para la
alimentacion (Figura 5A) y el otro para la puesta y recoleccion de huevos embrionados
(Figura 5B), denominado "paridera”, contenian un volumen de 120 litros de agua, con pH 6
medido y ajustado semanalmente, asi como a una temperatura de 25 £ 1°C. Cada 15 dias
las peceras eran sometidas a mantenimiento con limpieza de paredes internas, cambio de
filtros y recambio de agua limpia, declorada y descontaminada con anticloro y azul de

metileno marca KANTAL S.A.

Figura 5. Sistema de mantenimiento y reproduccion de pez cebra Danio rerio. A. Acuario de alimentacion. B.
Acuario de puesta y recoleccion de huevos embrionados. C. Caracteristicas internas del acuario de puesta y recoleccion de
huevos embrionados, se destaca lamina de plastico para la separacién de los peces (rectangulo), grupo de peces machos
(circulo) y hembras (6valo) y los contenedores (flechas).
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Para la obtencidn de huevos fertilizados y larvas, se establecieron dos grupos de
peces, cada grupo constd de una proporcion 3:1 de individuos hembras y machos
respectivamente. Una proporcion de ellos, fue colocada en el acuario “paridera” y el otro en
el acuario de alimentacion. Estos grupos eran intercambiados diariamente, una vez que se
realizaba la recoleccion de los huevos. La alimentacion diaria consistio en suministrar,
cuatro veces al dia, una dieta con alto contenido proteinico a través de comida seca para

peces de acuario, en forma de escamas, marca KANTAL S.A.

V.2.2. Puesta, obtencion y desinfeccion de huevos fertilizados.

Las hembras y los machos colocados en el acuario de reproduccion (Figura 5B)
fueron separados través de una lamina de plastico (Figura 5C, rectangulo), con la finalidad
de activar el cortejo cuando era liberada la barrera y se cumpliera el ciclo de 14 horas de luz
y 10 horas de oscuridad. Adicionalmente se colocaron 6 contenedores de vidrio provistos
de una malla de plastico con plantas artificiales (Figura 5C, flecha) como estimulantes para
el desove. Una vez ocurrido el desove, los huevos fertilizados fueron recolectados del
fondo de los contenedores de vidrio a través de un proceso de filtracibn mecanica con un
tamiz metélico pequefio. Los huevos obtenidos eran contabilizados y depositados en una
capsula de Petri con agua filtrada y observados bajo el microscopio estereoscopico para su

limpieza.

V.2.3. Seleccidn de los embriones.

Los embriones de pez cebra Danio rerio obtenidos en el laboratorio fueron
incubados a temperatura ambiente hasta alcanzar un periodo de 5 de incubacion. En dicho

periodo se ubicé la poblacién larvaria generada, luego de la eclosion de los huevos
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incubados, y se procedio a realizar la clasificacion del correspondiente estadio de desarrollo
larvario en términos de dias post-fertilizacion (dpf) (Kimmel y col., 1995). Particularmente
fueron seleccionadas larvas de 5 dpf las cuales fueron utilizadas para los respectivos

bioensayos toxicologicos.

V.3. Toxicidad de la infusion de hojas frescas de Plectranthus neochilus.

El primer paso para determinar de la toxicidad de la infusion de P. neochilus fue la
realizacion de un experimento piloto para establecer el rango de concentraciones causantes
del mayor porcentaje de mortalidad larvaria (Haldi y col., 2012). Dicho rango fue
seleccionado en un intervalo de siete concentraciones por debajo de la méaxima
concentracion de la infusion (50 mg/mL). Particularmente fue seleccionado el rango de
concentraciones de 27. 5, 22.5, 17.5, 15, 12.5, 7.5 mg/mL generadas por la dilucion de la
solucién Stock en agua de pecera filtrada. Este primer intervalo permitié definir un segundo
rango de concentracion definido entre 12.5, 10, 7.5, 5y 2.5 mg/mL a partir del cual fue

estimada la CLsg a ser utilizada en los respectivos bioensayos (Figura 6).

Concentraciones
|

Bajas I Altas
0 12,5 25 37,5 50 mg/mL
|
|
M<100% M=100%
0 25 5 7,5 10 12,5 mg/mL Clg,

Figura 6. Esquema para la determinacién del rango de concentracion para la estimacion de la CLs,. M= mortalidad.
Fuente propia.
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V.3.1. Concentracidn letal cincuenta (CLsp).

Para la estimacion de la CLsp se realiz un bioensayo que consistié en colocar las
concentraciones seleccionadas para el segundo intervalo, en placas de 24 pozos en un
volumen final de 1000pL de cada concentracion de la infusion a ser evaluada. Para cada
concentracion fueron expuestas un nimero de 5 larvas de 5 dpf con sus respectivas réplicas
y respectivos controles. El tiempo de tratamiento fue de 24 horas y el periodo de incubacion
se realizd a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se verifico la mortalidad
larvaria a través de la ausencia de la actividad cardiaca y se cuantifico el porcentaje de
mortalidad larvaria como %M para el célculo de la CLsg. Para la estimacién precisa de la
CLso se utilizo el software estadistico GraphPadPrism 6.0. Cabe destacar que este ensayo
fue realizado 4 veces para obtener un valor de desviacion estandar y generar un mejor

ajuste de la funcion de regresion logistica.

V.3.2. Concentracién toxica cincuenta (CTsp).

Una vez obtenido el valor de la CLsp y sus respectiva desviacion estandar, se
procedio a estimar la concentracion limite de la infusion de P. neochilus que promueve
sefiales de accion toxica no causante de muerte, también conocida como concentracion
toxica media (CTsp) (Shityakov y col., 2016); para ello se estimo el valor de concentracion
sub-letal media realizando la sustraccién del valor de la CLsy y su desviacion estandar

como se muestra en la siguiente expresion

CTso = CLsy — DE 1)
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donde CT5p es la concentracion toxica media, CLsp es la concentracion letal media y DE es
desviacion estandar de la CLsg. A partir de la determinacion de la CTsp Se establecié un

rango subletal para la evaluacion de los efectos cardiotoxicos de la infusion.

V.3.3. Registro de sefiales toxicas.

V.3.3.a Generales.

Un primer registro de sefiales toxicas fue realizado a través de observaciones
directas del comportamiento larvario en las distintas concentraciones ensayadas por un
periodo de 24 horas. Para ello se hizo énfasis en la observacion sobre la presencia de
espasmos, orientacion corporal, curvatura troncal y de cola en contraste con los controles,
haciendo uso de observaciones bajo el microscopio OLYMPUS 1X71. Las imagenes
respectivas fueron capturadas y registradas mediante una camara DP71 con programa de
andlisis DP controller. Particularmente la curvatura troncal y caudal fueron corroboradas a
través de la microscopia electronica ambiental de bajo vacio. Para ello, larvas controles y
tratadas, fijadas en paraformaldehido 4%, fueron deshidratadas con una bateria de etanol de
70%, 96% y 100%. Seguidamente fueron montadas y visualizada en el Microscopio
Electrénico de Barrido ambiental (MEB) modelo FEI Quanta 250 FEG en condiciones de
bajo vacio (2300 Pascal).

Todo los datos fueron considerados como patrones de la manifestaciones generales
de la accion téxica promovida por la infusion de P. neochilus después del tiempo de

exposicion al tratamiento.
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V.3.3.b. Caracterizacion de respuestas cardiacas y vasculares.

Para el registro de las sefiales a nivel cardiovascular se procedio a la caracterizacion
de respuestas cardiacas y vasculares en poblacion larvaria tratadas con el rango subletal de
la infusion de P. neochilus. Respecto a las respuestas cardiacas se procedio a la
determinacion de parametros morfo-fisiologicos tales como frecuencia cardiaca, ritmo
cardiaco, porcentaje del area de contraccién, volumen sistdlico y gasto cardiaco asi como la
presencia de edema pericardico y trombosis. Respecto a la respuesta vascular, se procedio a
determinar parametros morfo-fisiol6gicos como velocidad y flujo de vasos sanguineos asi
como el area transversal de los vasos sanguineos, los cuales fueron contrastados con los

controles respectivos.

V.3.3.b.1. Frecuencia cardiaca.

Para la evaluacién cuantitativa de la frecuencia cardiaca se procedidé a obtener
video-registros de la actividad cardiaca de 30 segundos a temperatura ambiente. Para ello,
las larvas expuestas al tratamiento de 24 horas fueron depositadas individualmente en una
capsula y colocadas bajo el microscopio OLYMPUS 1X71, dicha actividad fue monitoreada
y registrada por una camara de video DP71 ajustada a una velocidad de 200
cuadros/segundo. Se determin6 el nimero de pulsaciones promedio por minuto (P/min)
para caracterizar los cambios en los valores de la frecuencia cardiaca (FC) realizando el
conteo del nimero de contracciones realizadas por el ventriculo durante un minuto. Esto
basado en el hecho de que el uso de imagenes provenientes de video-registros, para analizar
los procesos fisioldgicos, ha sido implementado hace varias décadas, convirtiéndose en una

herramienta importante en los Gltimos afios para el analisis del rendimiento cardiaco en
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embriones y larvas de peces transparentes por su simplicidad en el procedimiento

experimental (Yalcin y col., 2017).

V.3.3.b.2. Ritmo cardiaco.

Para la determinacion del ritmo cardiaco se procedio a estimar tanto la frecuencia
atrial como la ventricular a través de un conteo manual durante un minuto, los valores
obtenidos permitieron estimar el ritmo cardiaco (RC) a través de la relacion atrio-

ventricular (AV) de la siguiente expresion,
A
RC =7 (2

donde RC es ritmo cardiaco, A la frecuencia atrial y V la frecuencia ventricular. Una

relacion AV diferente de 1,00 fue indicativa de irregularidad en el ritmo.

V.3.3.b.3. Porcentaje del area de contraccion, volumen sistélico y gasto cardiaco.

Los video-registros del area cardiaca fueron almacenados y procesados mediante el
programa ImageJ con la activacion de la secuencia de comandos correspondientes para la
seleccion del cuadro o frame del video que representaba el volumen diastélico y sistolico
maximo (Teixidd y col., 2015). Las imagenes escogidas permitieron evaluar las funciones
ventriculares a través de parametros como el porcentaje del area de contraccion, el volumen
sistolico y el gasto cardiaco a través de mediciones morfo-métricas del ventriculo cuando
este se encontraba completamente dilatado y contraido, en otras palabras, en su diastole

final (DF) y su sistole final (SF) respectivamente, como se muestra en la Figura 7.
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Diastole final Sistole final

Figura 7. Anélisis morfo-métrico del ventriculo para evaluar las funciones ventriculares del pez cebra Danio rerio.
El &rea limitada corresponde al ventriculo en ambas fases de contraccion, diastole y sistole final, en las cuales se realizan
las mediciones del diametro longitudinal (a) y del didmetro lateral (b). Fuente propia.

El porcentaje del area de contraccién (PAC) es un pardmetro establecido para la
funcién ventricular y evalGa la contractibilidad del mismo en embriones de pez cebra
(Yalcin y col., 2017). Se usaron imagenes del video registrado para medir la distancia del
eje longitudinal (a) y la longitud del eje lateral (b) en la diastole final y en la sistole final,

respectivamente, para obtener los valores de las areas mediante la siguiente expresion

Area=mxaxbh 3)

donde, a es el didametro lateral y b es el diametro longitudinal. Los valores de estas areas
permitieron determinar el PAC que fue calculado a partir de la aplicacion de la siguiente

expresion

ADF

29



donde, ADF es éarea diastolica final y ASF éarea sistolica final. También se evaluaron los
volumenes ventriculares en la diastole final (VDF) y la sistole final (VSF) en las larvas,
este se calculd en cada una de las etapas finales de contraccién y dilatacion a partir de las
dimensiones obtenidas de los ejes longitudinal y lateral de las imagenes 2D obtenidas de
los registros. Se asumid que la forma del ventriculo es esferoidal alargada para aplicar la

siguiente formula
4 2
VF = gnab (5)

donde, VF es volumen final, a el eje lateral del ventriculo y b es el eje longitudinal del

ventriculo.

El volumen sistélico (VS) se define como el volumen sanguineo bombeado desde el
ventriculo en cada latido y es calculado a partir de los volumenes ventriculares al final de la
sistole y de la diastole (Yalcin y col., 2017). Los valores obtenidos de dichos volimenes

fueron introducidos en la siguiente expresion para el calculo del volumen sistélico
VS = VDF — VSF (6)
donde, VDFes el volumen diastolico final y VSFel volumen sistélico final.

El gasto cardiaco (GC) se define como la cantidad de sangre bombeada por el
ventriculo cada minuto (Borge, 2011) y fue calculado a partir del volumen sistdlico y la

frecuencia cardiaca, empleando la siguiente expresion
GC =VS X FC ()

donde, VSes volumen sistolico y FCes frecuencia cardiaca.
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V.3.3.b.4. Morfologia cardiaca.

La presencia de edema pericardico se identific6 como un volumen anormal de
fluido en la cavidad que rodea las cAmaras del corazon, la presencia de trombos como una
acumulacion de sangre alojada en las cdmaras del corazon de la larva y la morfologia

cardiaca fue evaluada mediante cortes histologicos tefiidos con H/E.

V.3.3.b.5. Procesamiento histoldgico.

Larvas controles y tratadas fueron sumergidas en 100 pL de solucién de
paraformaldehido al 4% bajo condiciones de frio. Posterior a la fijacion, las muestras
fueron deshidratadas a través de una bateria de alcohol isopropilico en forma creciente para
luego ser expuestas a Xilol, un liquido desalcoholizante. Una vez procesadas fueron
orientadas e incluidas en un molde con parafina para formar un bloque de soporte, el cual
fue polimerizado por enfriamiento. Obtenido el bloque, se procedio a realizar las secciones
histologicas haciendo uso del microtomo rotatorio RM2255 y los cortes obtenidos fueron
adheridos a laminas porta objeto por calor en una estufa a 60 °C durante 20 minutos.
Transcurrido el tiempo de fijacion en calor, se elimind el exceso de parafina de las laminas
obtenidas con tres cambios de xilol de 3 minutos cada uno, luego se procedio a hidratar las
muestras con alcoholes en forma decreciente, para finalmente ser lavados con agua
corriente y tefiidos con Hematoxilina-Eosina. Los pasos detallados del procesamiento se

muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Pasos del procesamiento histoldgico. Tomada y modificada Megias y col., 2015.

V.3.3.b.6. Coloracién Hematoxilina—Eosina (H/E).

El proceso de coloracién permite estudiar, a nivel microscopico, las caracteristicas
morfolégicas de los tejidos junto con su posible funcidn, utilizando fundamentalmente la
microscopia Optica para observar las caracteristicas deseadas (Acufia 2012). El tefiido en
microscopia optica no so6lo se utiliza para aumentar el contraste en un tejido a través de la
coloracion especifica de las células con colorantes basicos, acidos o neutros, sino también
para determinar su localizacion espacial (Megias y col., 2015). En este sentido, la
combinacion de H/E es el método de tincion mas utilizado en los analisis histoldgicos. Este
método implica el uso de dos colorantes que actuan de manera diferencial; la hematoxilina
la cual es una base que tifie de color azul violaceo los componentes &cidos de las células

tales como los ndcleos, mientras que la eosina es un acido que tifie de tonalidades rosadas

32



los componentes basicos de las células como el citoplasma. Para ello la superficie de las

laminas fueron inmersas en una cubeta contentiva con hematoxilina durante 10 minutos,

seguidamente fueron lavadas con agua corriente durante 10 minutos y se sumergieron en

eosina con unas pocas y rapidas sumergidas. Finalmente, las 1dminas fueron deshidratadas

en una bateria con concentraciones crecientes de Xilol para finalmente se observadas al

microscopio. El proceso detallado de los pasos realizados se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Pasos para la coloracion con H/E muestras histoldgicas. Tomada y modificada de Megias y col., 2016. Dip:

Sumergida rdpida.
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V.3.3.b.7. Velocidad de circulacion, flujo sanguineo y area transversal del vaso

sanguineo.

La velocidad de circulacion, flujo sanguineo y é&rea transversal de los vasos
principales en la circulacion, como la arteria dorsal y la vena cardinal, son pardmetros
hemodindmicos que permiten evaluar las condiciones de la circulacion (Kania y Kilein,
2016). De manera cualitativa se determinaron alteraciones en la circulacion, como
anomalias o defectos en la velocidad y patron de circulacion, una circulacion anormal fue
evaluada como ausencia de circulacion, circulacion mas rapida o mas lenta. Para cuantificar
la variacion en la velocidad de circulacion se realizaron registros de video de 30 segundos
de duracion en la region caudal utilizando el programa de captura de video DPController.
Posteriormente, se realiz6 el seguimiento de los movimientos de los eritrocitos en el vaso
sanguineo y se estimo la distancia recorrida por el mismo en un segundo en la arteria dorsal
y la vena cardinal; para ello se analizaron los cuadros secuenciales de los videos haciendo
uso del programa Video-Tracker el cual permitié obtener el valor de la velocidad del
eritrocito en el vaso sanguineo a partir de las coordenadas de su ubicacion en 5 cuadros del

video, que equivalian a un tiempo de 1 segundo (Figura 10).
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Figura 10. Analisis para determinar la velocidad eritrocitaria. A. Se resalta el area de seguimiento eritrocitario en una
larva de 5 dpf. Fuente propia. B. Se sefialan la arteria dorsal (flecha sélida) y la vena cardinal (flecha punteada) en una
larva de 5 dpf. Tomado y modificado de Bagatto y Burggren, 2006. C. Se muestra la ventana emergente del programa
video-tracker que permitié el analisis de la velocidad de los eritrocitos en los distintos vasos sanguineos del pez cebra. Se
muestra la imagen de la region caudal evaluada, el eje de referencia, barra de calibracién del programa y el seguimiento
celular asi como se destaca la curva del desplazamiento vs tiempo (cuadro). Fuente propia.

La velocidad eritrocitaria fue considerada como una aproximacion de la velocidad
sanguinea y la misma fue representada en este programa como el area bajo la curva
generada por la relacion distancia y tiempo de desplazamiento realizado por el eritrocito

basada en la siguiente expresion

VE = J(XZ_XI)Z:(yZ_yI)Z (7)

donde, VEes la velocidad sanguinea, x:y x-es la posicion inicial y final del eritrocito en el
eje de las coordenadas respectivamente, y:y yzes la posicion inicial y final del eritrocito en

el eje de las abscisas respectivamente y At es la variacion del tiempo.

Por otro lado, el flujo sanguineo a través de la arteria dorsal y la vena cardinal

fueron medidos como el nimero de eritrocitos que transita por un punto determinado del
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vaso sanguineo en un segundo, los cuales fueron facilmente identificable gracias a la
transparencia del embrion. Finalmente, para el calculo del &rea transversal del vaso
sanguineo (AT) se realizaron mediciones del didmetro de la arteria dorsal y de la vena
cardinal en las imégenes capturadas, asumiendo una forma circular se pudo aplicar la

siguiente expresion
D 2
AT =1 X (5) (8)

donde, ATes el area transversal y Des el diametro del vaso sanguineo.

V.4. Andlisis estadistico.

Los registros de los efectos y la mortalidad, producidos por la infusion de P.
neochilus, fueron expresados en porcentaje y graficados contra la concentracién de la
infusién ensayada. Los datos cuantitativos se expresaron en promedio mas 0 menos
desviacion estandar (X £DE) y se analizaron mediante pruebas estadisticas adecuadas que
permitieron establecer los cambios estadisticamente significativos en todos los pardmetros
medidos, utilizando un limite de significancia de p<0.05 y planteando las siguientes

hipétesis:

e Hipdtesis nula (Ho): Las medias de los datos son iguales.

e Hipotesis alternativa (H;): Las medias de los datos son diferentes.

Ademas se emplearon procedimientos estadisticos para el calculo de la CLsy y se
hizo uso de softwares estadisticos (Excel 2010, GraphPadPrism 6) para los analisis y

gréficas de los resultados.
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V.5. Bioética.
Es importante mencionar que todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo
con las directrices éticas de la Comunidad Europea Directiva del Consejo comunidades del

24 de noviembre de 1986 (86/609/CEE).
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VI. RESULTADOS

VI.1. Identificacion de la planta.

De acuerdo a la metodologia utilizada, los resultados obtenidos muestran que las
plantas cultivadas en los jardines del Instituto Anatomico “José Izquierdo” de la Facultad
de Medicina corresponden con la descripcion botanica que define a la especie Plectranthus
neochilus Schitr. de la familia Lamiaceae cuyo ejemplar fue depositado bajo el cédigo
MYF 28987 en el herbario “Dr. Victor Manuel Ovalles” de la Facultad de Farmacia de la

Universidad Central de VVenezuela.

Las caracteristicas observadas, de forma resumida, fueron de una planta perenne
altamente ramificada de 20 cm de alto (Figura 11A), sus hojas suculentas son pubescentes,
de forma obovada con apice redondeado y base cuneada (Figura 11C). La caracteristica
mas significativa que permitio diferenciarla de otra especie de Plectranthus, con follaje

similar, fue su inflorescencia de tipo espiga con una altura promedio de 35 mm de largo

(Figura 11B) con flores de base verde y punta parpura (Figura 11D).

s e
Figura 11. Partes aéreas de P. neochilus Schitr., cultivadas en los jardines del Instituto Anatémico “José
Izquierdo” de la Facultad de Medicina de la UCV. A. Lugar de cultivo de las plantas. B. Detalle de partes aéreas. C.
Vista superior del follaje, aumento 10x. D. Flor de base verde con pétalos violeta de tipo inflorescencia, aumento 10x.
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V1.2. Preparacion de la infusion de hojas frescas de Plectranthus neochilus.
La infusion de los 5 gramos de hojas frescas de Plectranthus neochilus Schltr. en
100 mL de agua permitio obtener una solucion de 50 mg/mL considerada como solucion

Stock del extracto acuoso de tonalidad amarilla clara (Figura 12).

—_——
e ——— et

Figura 12. Extracto acuoso de Plectranthus neochilus Schltr. Se muestra la imagen fotogréafica del extracto acuoso
obtenido de la infusion de las hojas frescas de P. neochilus envasado en los frascos utilizados.

V1.3. Obtencion de huevos y larvas de pez cebra Danio rerio.

El protocolo de mantenimiento establecido en el Laboratorio de Microscopia del
Instituo Anatémico “José Izquierdo” permitid obtener una produccion de huevos
fertilizados (Figura 13) correspondiente a una dinamica entre los afios 2015-2016, periodo
correspondiente a un afio de investigacion. Se destaca que el mayor valor de productividad
de huevos fertilizados fue en el mes de Junio con una supervivencia del 70%. Ademas es
notable la poca produccion en los meses de Mayo, Octubre y Diciembre del 2015, asi como

en Enero, Septiembre, Octubre, Noviembre del 2016.
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Figura 13. Produccion mensual de huevos fertilizados en el periodo 2015-2016. Las barras representan la desviacion
estandar de los datos obtenidos. En los meses omitidos no se obtuvo ninguna produccion.

Por otra parte el procedimiento utilizado para la obtencion de los huevos fertilizados
de pez cebra permitié obtener una poblacion de diferentes estadios de desarrollo de pez
cebra (Figura 14). Asi se pudo describir huevos fertilizados en estadio de cigoto (Figura
14A), caracterizado por ser un huevo telolecitico cuya mayor parte est4 ocupada por vitelo,
con dos regiones bien diferenciadas en un polo animal (pa) y un polo vegetal (pv) rico en
vitelo. También se pudo obtener huevos fertilizados en etapa de blastula (Figura 14B) con
una capa sincitial vitelina (cs), ademas de embirones en etapa de segmentacion (Figura
14C), caracterizada por la formacion de estructuras como las somitas y los primordios de
los organos visibles. Se hacen visible también el brote caudal prominente. Se registré la
presencia de embriones en estadios avanzados sin eclosionar (Figura 14D), caracterizados
por una organizacion bilateral, notocordio desarrollado, aletas, boca, mandibulas y arcos

branquiales, asi como la observacion de latidos cardiacos, circulacion sanguinea, ademas de
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células pigmentarias o melan6foros. Por Gltimo, se describié la presencia de larvas en
estadio temprano de desarrollo (Figura 14E), caracterizada por el desarrollo completo de
los primordios de drganos y cambios notorios como el desarrollo de aletas pectorales y

aumento de la vejiga natatoria.
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Figura 14. Registro fotogréfico de distintos estadios larvarios de pez cebra Danio rerio segun la clasificacion de
Kimmel y col, 1995. A. Cigoto (0-3/4 hpf). B. Blastula (4 hpf). C. Etapa de 18 somitas (18 hpf). D. Embrion (48 hpf). E.
Larva eclosionada (5 dpf). Coridn (c), polo animal (pa), polo vegetal (pv), vitelo (v), cigoto (ci), blastodermo (b), capa
sincitial vitelina (cs), region cefalica (rce), region caudal (rca), saco vitelino (sv), somitas (s), vesicula oOptica (vo),
melandforos (m), extension del vitelo (ev), corazdn (h), higado (l), sistema circulatorio (sc), notocordio (n), otolitos (0).
V1.4. Bioensayo de toxicidad.

Mediante los valores de la curva piloto de concentracion-respuesta (Figura 15) se
pudo determinar que el valor de la dosis minima a partir de la cual se observo la respuesta
de mortalidad total de la poblacion esta ubicada entre los 10 mg/mL y los 15 mg/mL, su

valor equivalente fue de 12,5 mg/mL con desviacion estandar elevada. Este primer ensayo

permitio establecer un nuevo rango para la estimacion del valor de la CLso.
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Figura 15. Curva piloto de la infusion de hojas frescas de P. neochilus. Se presenta la curva dosis-respuesta del
bioensayo piloto obtenida del tratamiento agudo de 24 horas en larvas de Danio rerio con 5 dpf. Las lineas sobre los
puntos representan la desviacion estandar de los datos obtenidos en cada concentracion.

V1.4.2. CLso.

En los ensayos posteriores, se obtuvo una curva concentracion-respuesta de
comportamiento sigmoideo (Figura 16), la misma expresé el porcentaje de mortalidad de la
poblacion larvaria en funcion de las distintas concentraciones evaluadas en un rango entre 0 a
12,5 mg/ml, transcurridas las 24 horas de tratamiento, como un proceso dependiente de la
concentracion; a mayor concentracion mayor mortalidad. A partir de ésta se obtuvo una CLs

con un valor equivalente a 8,73 + 1,03 mg/mL.
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Figura 16. Curva dosis-respuesta para la determinacion de CLs,. Curva concentracion-respuesta del rango ajustado
entre 2,5 a 12,5 mg/mL de infusion. Mediante los datos de la curva se obtuvo una CLsg de 8,73 + 1,03 mg/mL y una CTs,
de 7,7 mg/mL. Las barras sobre los puntos representan la desviacion estandar. El grafico representa las cuatro réplicas
experimentales de las placas con 60 larvas por experimento, con una poblacion total evaluada de N=240.

Al relacionar el logaritmo de cada concentracion con los porcentajes de mortalidad,
expresadas en unidades probit, se pudo obtener una linea de tendencia con alta correlatividad

(r?) entre estas dos variables (Figura 17).
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Figura 17. Valor probit vs logaritmo de la concentracion. Relacién entre el logaritmo de las concentraciones de

infusion de hojas frescas de P. neochilus y el porcentaje de mortalidad en transformacidon Probit. Se destaca la
correlatividad r? de la relacién y la ecuacion de la recta obtenida.
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V1.4.3. Toxicidad.

Una vez obtenida la relacién concentracion-respuesta y de su significativo valor
correlativo, se estimé la CTsy equivalente a 7,7 mg/mL, ademas se establecieron las
concentraciones subletales con valores de 7.5, 5y 2.5 mg/mL las cuales se emplearon para

las posteriores evaluaciones de pardmetros cardiotoxicos.

V1.4.4. Efectos generales.

En cuanto a los efectos tdxicos generales (Figura 18), se observO presencia de
espasmos en 19% de las larvas totales, caracterizados por movimientos repetitivos de las
aletas pectorales, movimientos que no se presentaron en las larvas control. También se
observo orientacion anormal del cuerpo en el 16% de la misma y ademas se pudo apreciar
curvatura troncal en el 11% de la poblacion larvaria y curvatura de cola en el 2% de las larvas
tratadas. La orientacién anormal del cuerpo (Figura 19) al comparar con el control (Figura
19A) con el tratado (Figura 19B), se apreci6 la larva en una posicion ventral opuesta a la
caracteristica del control. En cuanto a la curvatura troncal y caudal respecto al control
(Figura 19C), se observa que las tratadas presentan un arqueamiento pronunciado en la
region dorsal y caudal respectivamente (Figura 19D y Figura 19E). Ambas curvaturas
fueron resaltadas a través de la observacion topogréafica de las larvas control (Figura 19F)
en comparacién con las tratadas (Figura 19G), en donde se pone en evidencia la pérdida
pronunciada de la linealidad del eje longitudinal.

Cabe destacar que las alteraciones de mayor manifestacion aparecieron mayormente
en concentraciones de 10 y 12,5 mg/mL, y sus porcentajes fueron obtenidos de la

cuantificacion de estos efectos sin discriminar por concentracion.
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Figura 18. Porcentaje de larvas que manifestaron cada uno de los efectos toxicos generales a las 24 horas de
tratamiento con la infusion de hojas frescas de P. neochilus. El grafico muestra los efectos manifestados en la
poblacién y el porcentaje de la poblacion larvaria total que mostré cada efecto téxico.
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Figura 19. Registro de los efectos toxicos generales de la infusion de hojas frescas de P. neochilus. A. Larva control
con orientacion normal del cuerpo. B. Larva con orientacion anormal del cuerpo. C. Larva Control. D. Larva con
curvatura troncal. E. Larva con curvatura caudal. F. Larva control vista en MEB. G. Larva tratada con 7,5 mg/mL que
manifestd curvatura troncal y caudal vista en MEB. Aumento 100X.
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Por otra parte, la preparacion histolégica también permitié resaltar los efectos de
curvatura troncal y de cola a nivel tisular (Figura 20), asi comparando el tejido control de la
region de la cola (Figura 20A) con igual region en la larva tratada con 7,5 y 10 mg/mL
(Figura20B y Figura 20C) se pudo observar una pérdida de la arquitectura de la porcion
tisular dependiente de la concentracion; a mayor concentracion mayor pérdida de la
arquitectura.

A mayor aumento se destacaron los cambios morfoldgicos de la musculatura
esquelética a nivel de la region caudal. Al comparar el control (Figura 20A’) con igual
region en los tratados a 7,5 y 10 mg/mL (Figura 20B’ y Figura 20C’) se puso en manifiesto
la alteracion en la arquitectura tisular de la musculatura esquelética, evidenciada a través de
la desorganizacion en las fibras musculares y de la presencia de mayores espacios

interfibrilares a mayor concentracion.

Control 7,5 mg/mL 10 mg/mL
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Figura 20. Corte longitudinal tefiido con H/E de la musculatura esquelética en la region caudal. A. Region caudal de
larva control. Aumento 200x. B. Regién caudal de larva tratada con 7,5 mg/mL Aumento 200x. C. Regidn caudal de larva
tratada con 10 mg/mL. Aumento 200x. Se destaca en A, B y C un recuadro negro limita el area donde se registraron las
imagenes en un aumento de 400x. A’. Musculatura de larva control, se destaca fibras musculares normales (flecha negra).
B’. Musculatura larvas tratadas con 7,5 mg/mL se destaca las fibras musculares normales (flecha negra), distrofia de fibras
musculares (ovalo) y tejido adiposo (asterisco). C°. Musculatura de larvas tratadas con 10 mg/mL se observan las fibras
musculares normales (flecha negra), distrofia de fibras musculares (ovalo) y tejido adiposo (asterisco).
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V1.6. Cardiotoxicidad.
Cabe destacar que los efectos cardiotoxicos presentaron mayor incidencia en la

poblacion con respecto a los efectos visualizados (Figura 18).

V1.6.1. Frecuencia cardiaca.

La representacion grafica de los valores promedio de P/min en relacion a las
concentraciones evaluadas a las 24 horas de exposicion (Figura 21), muestra una
disminucion de los valores promedio de frecuencia cardiaca en los tres grupos tratados con
concentraciones subletales de 2,5; 5y 7,5 mg/mL. Dicha reduccion fue estadisticamente
significativa con respecto al control e independiente de la concentracion ensayada. Se
puede destacar que el menor valor promedio de la frecuencia cardiaca fue mostrada tras la

exposicion con la concentracion de 7,5 mg/mL.
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Figura 21. Frecuencia cardiaca vs concentracion. Representacion grafica de la media aritmética de la frecuencia
cardiaca en el control y las distintas concentraciones subletales de la infusion de P. neochilus, a las 24 horas de
exposicion. Pulsaciones por minuto (P/min). Se muestra la desviacion estandar representada como barras de error. Los
grupos con asteriscos son estadisticamente diferentes con respecto al control (p<0.05). N=20.
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V1.6.2. Ritmo cardiaco.

La representacion grafica de la relacién AV, en términos de P/min en la regién atrial y

ventricular, mostré una variacion del valor promedio del indice AV solo en la concentracion
de 7,5 mg/mL en un 6,2% (Figura 22). No se observo diferencia estadistica de dicho indice
AV en concentraciones de 2,5 y 5 mg/mL cuando los valores de ritmo cardiaco fueron

comparados con el control. Tampoco se observé diferencia entre el grupo tratado con 2,5y

5 mg/mL.
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Figura 22. Ritmo cardiaco vs concentracion. Representacion grafica de la relacion atrio-ventricular en el modelo
larvario de pez cebra Danio rerio a las 24 horas de exposicion con las distintas concentraciones subletales evaluadas. Las
barras indican el valor de la desviacién estandar de los datos. (*) Estadisticamente significativo con respecto al control
(p<0.05). N=20.

Al evaluar individualmente la frecuencia del atrio y el ventriculo comparando controles y
tratados con concentraciones subletales de la infusion, se pudo determinar que no se
encontro modificacion significativa entre la frecuencia en atrio y ventriculo a las

concentraciones de 2,5 mg/mL y 5 mg/mL (Figura 23). Por el contrario, al analizar estas

frecuencias en la concentracion de 7,5 mg/mL se pudo observar una disminucion,
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estadisticamente significativa de la frecuencia ventricular en comparacion al control,
mientras que a nivel auricular se mantuvo similar. Esto lo indica las lineas de tendencia que
demuestran que hay una mayor pendiente en la linealidad de los resultados a nivel del

ventriculo al compararlas con la representada para la auricula.
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Figura 23. Frecuencia atrial y ventricular vs concentracion. Representacion gréfica de la frecuencia atrial y ventricular
en cada una de las concentraciones subletales evaluadas luego de 24 horas de tratamiento. Atrio (A), ventriculo (V). Las
barras indican el valor de la desviacién estandar de los datos. (*) Estadisticamente significativo con respecto al control y
las lineas con pendiente indican la tendencia de los valores. (p<0.05). N=20.

V1.6.3. Funcidén ventricular

Respecto a la funcion ventricular cabe destacar que el porcentaje del area de
contraccion en funcion de las concentraciones ensayadas mostré diferencias significativas a
la concentracion de 5y 7,5 mg/mL (Figura 24), al igual que el volumen sistélico (Figura

25) y gasto cardiaco (Figura 26) en comparacion a los valores controles.
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Figura 24. Porcentaje del area de contraccion vs concentracion. Valores promedios del porcentaje del area de
contraccion obtenidas tras a las 24 horas de exposicion con las concentraciones subletales evaluadas. Se muestra una
modificacidn significativa en las concentraciones de 5y 7,5 mg/mL. Las barras de error hacen referencia a la desviacion
estandar. (*) Estadisticamente significativo con respecto al control (p<0.05). N=20.
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Figura 25. Volumen sistdlico vs concentracion. Valores promedios del volumen sistélico obtenidos a las 24 horas de
exposicion en los grupos tratados con concentraciones subletales. Las barras de error hacen referencia a la desviacion
estandar. (*) Estadisticamente significativo con respecto al control (p<0.05). N=20.
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Figura 26. Gasto cardiaco vs concentraciéon. Valores promedios del gasto cardiaco obtenidos a las 24 horas de
exposicion con las concentraciones subletales evaluadas. Las barras de error hacen referencia a la desviacion estandar. (*)
Estadisticamente significativo con respecto al control (p<0.05). N=20.

V1.6.4. Circulacion.

En la evaluacion cualitativa de la circulacion en las diferentes concentraciones se

observo que en el rango de valores bajo, normal y alto (Tabla 1) se demostré una

disminucion notoria en la concentracion de 7,5 mg/mL<5 mg/mL=2,5mg/mL=Control.

Tabla 1. Evaluacion cualitativa de la velocidad sanguinea. Se muestra el valor de la escala semicuantitativa obtenida
en el grupo control y los grupos tratados con concentraciones subletales.

Control

2,5 mg/mL

5 mg/mL

7,5 mg/mL

++

++

++

+

Escala semicuantitativa de Spitsbergen: +:BAJA O ESCASA ++:NORMAL +++:ALTA.

Al representar la velocidad de circulacion en términos de desplazamiento de los

eritrocitos en una seccion del vaso sanguineo (um/s) se pudo observar de forma cuantitativa
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que la velocidad de circulacién es mayor en la arteria dorsal que la vena cardinal (Figura

27).
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Figura 27. Concentracion vs velocidad sanguinea evaluada en la arteria dorsal y la vena cardinal. El grafico muestra
el comportamiento de la velocidad sanguinea en cada una de las concentraciones transcurrida las 24 horas de tratamiento,
notese que los valores de la misma disminuyen en los grupos tratados. Las lineas sobre las barras hacen referencia a la
desviacion estandar de los valores obtenidos. (*) Estadisticamente significativo con respecto al control (p<0.05). N=5.

Por otra parte, los valores de area transversal (Um?) de la arteria dorsal mostraron
una tendencia a aumentar en funcion de la concentracion, no asi los valores del area
transversal de la vena cardinal, los cuales presentaron respuesta variable independiente de

la concentracion de P. neochilus (Figura 28).
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Figura 28. Area transversal vs concentracion evaluada en la arteria y vena cardinal. El grafico muestra el area
transversal de cada uno de los vasos sanguineos cada una de las concentraciones, trascurridas las 24 horas de tratamiento,
Se muestra un aumento significativo en los valores. Las lineas sobre las barras hacen referencia a la desviacién estandar
de los valores obtenidos. (*) Estadisticamente significativo con respecto al control (p<0.05). N=5.

En cuanto al flujo sanguineo (cel/s) este fue mayor en la arteria dorsal en
comparacion con los valores de flujo sanguineo encontrados en la vena cardinal cuando se
midié en las concentraciones de 2,5 y 5 mg/mL de P. neochilus. Cabe destacar que dicho
flujo es mayor en la vena cardinal con respecto a la arteria dorsal en la concentracion
subletal de 7,5 mg/mL (Figura 29). Se observd una disminucion estadisticamente
significativa del flujo sanguineo en las concentraciones evaluadas de 5y 7,5 mg/mL en la
vena cardinal, mientras que para la arteria dorsal la reduccién significativa del flujo

sanguineo se vio reflejada en la concentracion de 7,5 mg/mL.
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Figura 29. Flujo sanguineo vs concentracion en la arteria dorsal y vena cardinal. Se muestra el comportamiento del
namero de células por segundos que transita por un punto determinado en cada vaso sanguineo. Las lineas sobre las barras
hacen referencia a la desviacion estandar de los valores obtenidos. (*) Estadisticamente significativo con respecto al
control (p<0.05). N=5.

V1.6.5. Morfologia cardiaca.

A nivel morfologico se pudo observar formacion de edema pericardico (Figura
30C), caracterizado como un aumento de volumen en la cavidad que rodea al corazon, el
cual no fue visualizado en el control (Figura 30A). También se observé como acumulacion
de sangre en las camaras del corazon, conocido como formacién de trombos (Figura 30D),
gue muestra una clara diferencia a nivel de la transparencia apreciada en la region cardiaca

del control (Figura 30B).

Figura 30. Alteraciones morfolégicas de la region cardiaca. A. Larva control. B. Larva con presencia de edema
pericardico. C. Region cardiaca de larva control. D. Region cardiaca de larva con formacién de trombos.
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Por otra parte, a nivel histoldgico, en cortes transversales del area cardiaca de los
controles (Figura 31A) en comparacion con los tratados con 12,5 mg/mL (Figura 31B) se
pudo visualizar en ambos cortes la porcion ventricular (Figura 31A y 31B, cuadro de linea
continua) y atrial (Figura 31A Y 31B, cuadro de linea punteada) de la estructura cardiaca.
Sin embargo cabe destacar que cambios en la morfologia cardiaca vinculado con
alteraciones en la arquitectura tisular, resultaron visibles. Asi la organizacion tisular de
apariencia homogeénea y lisa vista en el control (Figura 31C, cabeza de flecha) se pierde en
el tejido cardiaco de la region auricular del corazén tratado (Figura 31D, Ovalos)
observandose una apariencia granular. Con respecto al tejido cardiaco de la regién
ventricular control (Figura 31E, cabeza de flecha), dicha apariencia granular se intensifica

en el tejido cardiaco de la region ventricular tratada (Figura 31F, dvalos).

control, se destaca el corazén (linea amarilla), atrio (rectangulo de linea continua) y ventriculo (rectangulo de linea
punteada). Aumento 100x. B. Region cardiaca de larva tratada con 12,5 mg/mL, se destaca el corazén (linea amarilla),
atrio (rectangulo de linea continua) y ventriculo (rectdngulo de linea punteada). Aumento 100x. C. Regién atrial de larva
control, se sefialan eritrocitos (asterisco) y tejido cardiaco (cabezas de flecha). Aumento 1000x. D. Regién atrial de larva
tratada con 12,5 mg/mL, se sefialan eritrocitos (asterisco) y tejido cardiaco granular (6valos). Aumento 1000x. E. Region
ventricular de larva control, se sefialan eritrocitos (asterisco) y tejido cardiaco (cabezas de flecha). Aumento 1000x. F.
Region ventricular de larva tratada con 12,5 mg/mL, se observa eritrocitos (asterisco) y tejido cardiaco granular (6valos).
Aumento 1000x.
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VII.DISCUSION

Los resultados obtenidos permitieron: 1) La identificacion de Plectranthus
neochilus Schltr. como la especie de la planta utilizada en la presente investigacion, asi
como caracterizar un rango de seguridad experimental para una infusion de hojas frescas de
la misma. 2) Definir efectos generalizados de la infusion de P. neochilus, como aquellas
sefiales de toxicidad registradas en una menor proporcion de la poblacion larvaria tratada,
caracterizados por; espasmos, orientacion anormal del cuerpo, curvatura troncal y de la
cola. 3) La caracterizacion del riesgo cardiotdxico vinculado con la infusion de hojas
frescas de P. neochilus en el modelo larvario de pez cebra Danio rerio, hasta el momento
poco conocido, establecida a través de la alteracion de la morfo-funcionalidad de la
estructura cardiaca y reflejada en los cambios en la frecuencia y ritmo cardiaco, variaciones
en el porcentaje del area de contraccion, volumen sistolico y gasto cardiaco, ademas de
alteraciones en los pardmetros hemodindmicos como la velocidad de circulacion, flujo
sanguineo, area transversal de la arteria dorsal y la vena cardinal en el modelo experimental

utilizado.

VI1.1. Identificacion de la planta y rango de seguridad experimental.

VI11.1.1. Identificacién.

Un aspecto clave en la identificacion de las especies del género Plectranthus se
establece en la correcta caracterizacion de su inflorescencia, en donde las diferencias de
longitud de la misma, asi la define (Codd, 1975; Duarte y Lopes, 2007). En este sentido, los
resultados expuestos en el presente trabajo permitieron establecer que la especie utilizada

en esta investigacion correspondia a P. neochilus por la corta longitud de su inflorescencia.
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Cabe destacar que la relacién riesgo/beneficio dependera de una correcta identificacion de
la especie, ya que la composicion quimica entre las diferentes especies del género
Plectranthus presentan diferencias significativas (Arumugam, 2016; Jordheim, y col 2016;
Khan y col., 2016). Con la planta una vez identificada se pudo obtener una infusion

certificada como una solucion de tonalidad amarilla clara.

En términos generales, la identificacion de la naturaleza fitoquimica de hojas, frutos
y semillas a través de métodos convencionales, ha permitido por afios obtener distintos
extractos con caracteristicas y acciones diferentes a objeto de estudiar las propiedades
beneficiosas 0 no de las plantas medicinales. Desde el punto de vista cuantitativo, los
andlisis quimicos que hacen uso de procedimientos cromatogréaficos de baja y alta
resolucion, tales como espectrometria de masa, han permitido la identificacion de los
elementos presentes en los extractos acuosos de diferentes plantas medicinales (Garcia y
col., 2010; Mantovani y col., 2013). A pesar de no haber abordado en esta experimentacién
aspectos cuantitativos del extracto acuoso de P. neochilus, cabe destacar que la definicidn
del perfil quimico del liofilizado del extracto acuoso de las hojas frescas de este mismo
ejemplar (MYF 28987) (Caro, 2016), han permitido de forma indirecta asumir que la
composicion quimica contendria flavonoides, antocianinas, catequinas y alcaloides, como
se ha reportado en otro estudio en donde ha sido evaluado la composicion de los extractos
polares (Viana, 2011). Por lo tanto, los resultados de la composicion de la infusion de P.
neochilus determinados por estos autores, permiten inferir que la tonalidad del extracto
acuoso, obtenido en el presente trabajo, pudiera ser la consecuencia de la presencia de
componentes polifendlicos como los flavonoides y antocianinas, constituyentes vegetales,

liberados a alta temperatura y cuya funcién se relaciona directamente con la coloracion de
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las hojas y flores en plantas superiores (Garzéon, 2008; Burgos y col., 2016; Jordheim y col.,
2016; Vejar y col., 2016). Ambos componentes son solubles en agua, gracias a la presencia
de grupos fenoles en su estructura molecular (Aguilera y col., 2011). Particularmente los
flavonoides se encuentran presentes en formas glicosiladas, los cuales son més solubles en
agua; por el contrario algunos flavonoides no glicosilados también pueden aparecer en este
extracto acuoso (Falé, 2011). La solubilidad de estos componentes permite asumir que los
mismos pueden ser liberados de la hoja a un medio acuoso con la metodologia utilizada. En
relacion a la extraccién acuosa desarrollada, se ha demostrado que la preparaciéon por
infusién de las hojas frescas de varias especies de Plectranthus tales como P. barbatus, P.
madagascarensis y P. neochilus Schltr. permite obtener un mayor peso seco de dicho
extracto, asi como una elevada actividad antioxidante, en comparacion con otros métodos
que permiten la extraccién de los principios solubles de la planta por el calentamiento del
agua utilizada (Rijo y col., 2014), bien sea en microondas o por una plancha plana
convencional, tales como la decoccion (Celik, 2012). Lo anterior permite asumir que se
obtiene mayor cantidad de componentes por la preparacién de infusién que por otros
métodos de extraccion acuosa, sin embargo, se hace necesario realizar un analisis quimico
que reconozca la posible correlacién entre la forma de extraccidn acuosa, la intensidad de la
tonalidad de la infusion y la cantidad de compuestos hidrosolubles presentes en la misma

para comprobar esta suposicion.

VI11.1.2. Rango de seguridad experimental.
Como bien se menciono anteriormente, la composicion quimica del extracto polar y
del liofilizado de las hojas frescas de P. neochilus ha sido estudiada, no obstante, la

evaluacion téxica de la infusion de sus hojas frescas se encuentra muy limitada
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actualmente. En este sentido, la evaluacion de sus componentes toxicos ha ganado
importancia, sobre todo en la Republica Bolivariana de Venezuela, ya que ha sido utilizada
como una alternativa a los medicamentos sintéticos como analgésicos y antigripales por sus
principios activos particulares (Bandeira y col., 2011; Orsinni, 2015), que dependiendo de
la forma de su consumo puede generar 0 no dafios en el organismo. En general, los
resultados demuestran que la infusion de las hojas frescas de P. neochilus Schitr. a partir de
un determinado valor de concentracion, es letal. Letalidad acompafiada ademas por ciertos
efectos toxicos generalizados y muy particularmente con efectos cardiotoxicos que

permitieron definir el riesgo cardiovascular vinculado con la infusion utilizada.

VI11.3.1. Rango de letalidad.

Respecto a la letalidad demostrada cabe destacar que la evaluacion de las larvas de
pez cebra Danio rerio expuestas a distintas concentraciones de la infusion de P. neochilus
permitié determinar el rango de la misma, hasta el momento no reportada ni demostrada
experimentalmente en este modelo. Dicho rango quedo definido a partir de la estimacién de
la CLso en donde valores por encima de esta concentracion, y particularmente valores por
encima de 12,5 mg/mL, provocaron la muerte de todos los individuos de la poblacién
larvaria. Lo anterior comprueba la eficiencia de la metodologia utilizada en el area de la
toxicologia para evaluar el rango seguro de una sustancia a traves de bioensayos que
incluyen bajas concentraciones que exhiben pocos o ningun efecto, medianas
concentraciones que exhiben la mortalidad del 50% de la poblacién y altas concentraciones
gue exhiben el 100% de la muerte de los individuos (Haldi y col., 2012). Ademas, permitid
aportar informacion sobre la exposicion del extracto acuoso de P. neochilus, lo cual indica

que dicha planta no se encuentra desvinculada de generar algun efecto adverso dependiente
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de la concentracién. Dichos efectos aparentemente pueden conllevar a la muerte de los
individuos que se exponen al extracto por un tiempo prolongado y en concentraciones
elevadas, muy a pesar de los hallazgos beneficiosos que se han reportado en la literatura.
Muchas son las razones que pudieron causar esta mortalidad, sin embargo nuestros

resultados demostraron que un efecto cardiotoxico pudiera estar implicado.

VI11.3.2. Sefales de toxicidad generalizada.

La toxicidad es una propiedad relativa de una sustancia quimica que se refiere al
dafio potencial generado por la misma en los organismos vivos, su expresion depende de las
caracteristicas de exposicion y del comportamiento en el organismo asociado a los
mecanismos de transporte y las interacciones con el sitio de destino en los tejidos. Por lo
tanto, la toxicidad sélo se produce si el agente es capaz de alcanzar objetivos especificos a
concentraciones suficientes con el fin de inducir algunos efectos (Souza y col., 2016). Por
otra parte, se ha demostrado que los diferentes efectos generados por algunas plantas
medicinales pueden estar relacionados con sus compuestos (Arcanjo y col., 2012). En este
sentido la exposicion al extracto acuoso de P. neochilus mostro varios efectos toxicos segun
los resultados de esta investigacion, que posiblemente pudieron manifestarse por la
composicion fitoquimica de esta planta, en la cual se ha sugerido la presencia de
compuestos fendlicos. La condicién de toxicidad estudiada de estos compuestos
hidrosolubles pudiera estar contribuyendo con la toxicidad inducida por el tratamiento con
el extracto acuoso en las larvas de pez cebra. Sin embargo, el nivel de este estudio no puede
comprobar la correlacion entre estas dos variables. Pese a esto, resulta evidente asumir que
los efectos observados sobre el modelo larvario de pez cebra Danio rerio podrian ser

interpretados como una consecuencia de la composicién del extracto indudablemente como
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un resultado de la accién, de manera individual o en combinacion, de los componentes
fitoquimicos presentes. Es por ello que seria pertinente realizar la evaluacion de la
concentracion de cada fitoquimico secundario presente en el extracto y evaluarla
individualmente en este modelo, puesto que surge la duda de especificar cuél de estos
constituyentes del extracto pudieron ser responsables de los efectos observados ya que

nuestra investigacion no aportd datos suficientes para dilucidarlo.

En relacion a lo que se ha denominado en esta investigacion como efectos toxicos
generalizados, es decir aquellas sefiales de toxicidad cuantificadas en una menor proporcion
de la poblacion tratada con la infusion, cabe destacar que todas estas sefiales de toxicidad
han permitido definir la accion del extracto acuoso de las hojas frescas de P. neochilus
como una accién toxica sistémica. La misma gener6é un dafio primario expresado en los
patrones de comportamiento y locomocion (Selderslaghs y col., 2010; de Esch y col., 2012)
que ademaés han sido descritos exhaustivamente en el modelo de pez cebra (Kalueff y col.,
2013). Estos se han relacionado con alteraciones en la actividad del sistema neural, la cual
exhibe una gran cantidad de informacidn sobre las vias de sefializacion que controlan el
desarrollo de la misma y que pueden implicar la funcion cerebral (Budick y O’Malley,
2000). La manifestacion de espasmos es un claro ejemplo conductual y locomotor que
demuestran la modificacion de dicha actividad neural, dado que se han evaluado sustancias
neurotoxicas quimioconvulsivas en larvas de pez cebra que generan espasmos como una
respuesta neurotdxica también observada en mamiferos (Wong y col., 2010). A partir de los
diferentes estudios en la alteracion de las vias de sefializacién generados por agentes
neurotoxicos, se puede asumir que segun el comportamiento observado en los resultados

existe un efecto neurotdxico generado por la exposicion del extracto de P. neochilus (Parng
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y col., 2007; de Esch, y col., 2012). Varios mecanismos han sido propuestos para explicar
este efecto neurotdxico, particularmente se ha hecho menciéon a la inhibicion en los
receptores de GABA encargados de la contraccion muscular (Wyart, 2017) los cuales
pueden ser inhibidos principalmente por los alcaloides presentes en la infusién, resultando
en el efecto convulsivo observado (Rujjanawate y col., 2003). El planteamiento anterior
hace referencia a que los componentes de la infusién posiblemente modificarian la
transmision GABAZérgica uniéndose a receptores especificos o podrian modular la unién de
los ligandos en este complejo, como ha sido evidenciado con diferentes drogas (Inoue y
col., 2016). Por otra parte, se ha determinado que la concentracion de AR presente en los
extractos acuosos de las especies de Plectranthus se correlaciona con la inhibicién de
acetilcolinesterasa. La inhibicion de esta enzima provocaria efectos sobre las células
nerviosas y como resultado genera una estimulacion continua de los madsculos, glandulas y
el SNC (Falé, 2011). Con respecto a esto, resulta evidente que la concentracion de AR
podria estar coordinando la contraccibn muscular, provocando los movimientos

espasmaodicos reportados en estos resultados.

En relaciébn a la curvatura troncal y caudal, efectos considerados como
generalizados, los mismos podrian ser interpretados como una consecuencia de la
disrupcion neuronal anteriormente propuesta 0 como una accion directa de componentes
especificos del extracto sobre la estructura muscular esquelética. Al respecto, una accion
directa sobre complejos proteicos que mantienen la arquitectura del tejido muscular
esquelético tales como el complejo distrofina-glicoproteina (Parsons y col., 2002; Widrick

y col., 2016), podria explicar la perdida de la integridad muscular observada en los cortes
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histoldgicos. Esto permitiria sugerir que el musculo esquelético conformaria un potencial

blanco de accion de la infusion de P. neochilus.

VI11.3.5.Caracterizacion del riesgo cardiotoxico.

El riesgo cardiotoxico caracterizado en la presente investigacion, puede ser
entendido como cambios en la funcion y en la morfologia del corazon, ejercidos por la
infusion de P. neochilus. Funcionalmente, estaria directamente vinculada con
modificaciones de la frecuencia cardiaca y estructuralmente a través de modificaciones

directas sobre la estructura tisular o celular que conforma el corazon.

Funcionalmente se sabe que la FC se encuentra regulada por factores extrinsecos e
intrinsecos (White y Fernhall, 2015). Los factores extrinsecos ejercen su funcion reguladora
a través de vias de sefializacion definidas por la division simpatica y parasimpatica del
sistema nervioso central (SNC), en donde dichas sefiales son controladas por el hipotalamo
e influenciados por estimulos nerviosos procedentes de centros superiores del cerebro que
involucran la secrecion de hormonas que acttan directamente sobre tejidos no endocrinos
como el tejido cardiaco. Por otra parte, los factores reguladores intrinsecos como la
actividad del marcapaso, se encuentran regulados por la modificacién de estructuras
tisulares y celulares que conforman el corazén, como el muasculo cardiaco ventricular y
auricular asi como el endocardio, epicardio, pericardio entre otros (Young y col., 2014). Es
de hacer notar, que el estadio de desarrollo seleccionado en nuestra investigacion no
cumple con la estructura anatomo-funcional de las vias estimuladoras extrinsecas, es decir,
la comunicacion entre el corazén y el SNC, a través de las vias simpaticas y parasimpaticas,
no se encuentran totalmente estructuradas en esta etapa (Schwerte y col., 2006; Cornejo,

2012). La mencionada caracteristica se presenta en estadios tempranos de desarrollo de
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modelos experimentales como el embridn de pollo y ha sido comprobada su existencia en el
modelo de pez cebra a través de la manifestacion limitada de respuesta en la evaluacion de
compuestos moduladores de la FC a nivel del SNC, particularmente en la exposicion con
atropina, neostigmina y efedrina (Haring y col., 1970; Mujica, 2015). Pese a ello, nuestros
resultados son indicadores de una bradicardia (118 P/min a la concentracion de 7,5
mg/mL), al ser comparados con valores de FC en especies mutantes breackdance (bre),
caracterizados por presentar bradicardia congeénita (Kopp y col, 2005; Kopp y col., 2010).
Cabe destacar que los valores control de FC del modelo larvario de pez ha sido reportado
entre los 140-180 P/min (Dhillon y col., 2013; Huttner y col., 2013; Crowcombe y col.,
2016). Ante esta situacion, cabria pensar que el efecto observado de la disminucion de la
FC, inducida por la infusion de P. neochilus, no sea consecuencia de una alteracion de las
vias de regulacién del SN, sino una consecuencia de la accion directa sobre la estructura

tisular o celular que conforma el corazon.

Anatémicamente cobra relevancia el argumento de que una alteracion del tejido
muscular, y particularmente del tejido muscular del sistema de conduccion, sea el posible
origen de la reduccién de la FC ya que la pérdida de la estructura compacta del miocardio,

reflejado en los cortes histoldgicos del area cardiaca, asi lo sugieren.

En cuanto a la accion directa de elementos particulares sobre la estructura tisular del
corazén, se ha demostrado que las sustancias xenobidticas tienen como principal blanco de
accion a este drgano (Cichocki y col., 2016), debido a la sensibilidad que presenta el mismo
ante el estrés oxidativo generado por dichas sustancias (Choi y col., 2007, Kurian y col.,
2016). Este mismo blanco de accion ha sido demostrado en el modelo larvario de pez cebra

(Crowcombe y col., 2016; Genge y col., 2016) y estudios recientes confirman que la
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disminucion de la FC en este modelo involucra una alteracion de los canales idnicos, que
como consecuencia puede generar limitaciones en la adaptacion para mantener la
homeostasis celular del tejido cardiaco (Vargas, 2017). En este sentido cabria pensar que la
disminucion de la FC podria ser promovida por la exposicion a los componentes presentes
en la infusion, en donde la solubilidad de estos permitiria su difusion hacia los diferentes
compartimientos celulares en los cardiomiocitos, generando asi un gasto energético
implicado en la desintoxicacion celular, lo cual conllevaria a un posible desbalance en la
homeostasis idnica (Rodriguez y col., 2015). A pesar de que en la presente investigacién no
fueron puestos en evidencia los posibles cambios en el proceso de liberacion/captacion de
los iones implicados en la contraccion cardiaca, resulta evidente que una disminucion de la
FC implicaria una alteracion en el proceso de contraccion. En este sentido un desbalance
ionico, generado por los componentes de la infusion, modificaria el proceso de formacion
y/o conduccion de la corriente idnica implicada en las propiedades de contraccién del tejido
muscular cardiaco, la cual depende a su vez de los canales de sodio, canales de potasio y de
mensajeros secundarios, como el calcio, en las células miocardiales (Lin y Hwang, 2016).
Por otra parte los cambios a nivel de la morfologia del corazon, caracterizados por
alteraciones en la citoarquitectura del tejido cardiaco también es considerado como un
defecto morfoldgico relacionado con la disfuncién cardiaca segun otros autores (Chen y

col., 2015; Muijica, 2015).

VI11.3.5.a.Ritmicidad cardiaca.

Como es sabido, en todos los vertebrados la actividad cardiaca requiere de una
adecuada coordinacion de los movimientos contractiles de las respectivas camaras

ventricular y auricular, lo cual garantiza el flujo sanguineo. Dichas coordinacion, se logra
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gracias a la actividad ejercida por el marcapaso sobre el sistema de conduccion cardiaco
(SCC), que permite la eficiente eyeccion de la sangre desde el ventriculo al resto del cuerpo

(Poon y col., 2016).

La fisiologia del corazén de pez cebra ha sido ampliamente estudiada en este
proceso y se conoce que la sangre oxigenada llega al ventriculo desde la arteria eferente.
Para ello, la presion sistdlica en la superficie ventral del bulbo arterioso y la presion
sistolica desarrollada en el atrio tiene que ser consistentemente mayor que la presion en la
diéstole ventricular final para poder producir un gradiente de presion a través de la auricula
y del ventriculo. Por consiguiente, la presion atrial tiene que ser menor en el inicio del
llenado de esta camara para coincidir con el inicio de la eyeccion ventricular (Hu y col.,
2001). Este proceso fisioldgico se encuentra intimamente vinculado con el SCC entre la
auricula y el ventriculo y con la estructura muscular, la cual se encuentra acoplada por
uniones intercelulares el tipo gap-junction (Ross y Pawlina, 2008). En este sentido se puede
establecer la modificacion de las fibras musculares cardiacas como uno de los tantos
factores intrinsecos que influyen en la arritmia reflejada, debido a que la posible pérdida de
estas uniones celulares ha resultado en una predisposicion a las arritmias en otras
investigaciones (Chi y col., 2008). A partir de esto se puede inferir que existe una
correlacion entre de la arquitectura tisular y la perdida de la capacidad de contraccion,

particularmente a nivel ventricular en la concentracion de 7,5 mg/mL.

V11.3.5.c. Disfuncionalidad ventricular y arquitectura tisular

Como es sabido, el muasculo cardiaco es el responsable de la contraccion, continua,
potente y ritmica del corazén, funcién que es desencadenada por mecanismos intrinsecos

que han sido evaluados en larvas de pez cebra Danio rerio (Gartner y Hiatt, 2001; Young y
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col., 2014). Acompafando a los mecanismos intrinsecos, ademas de la organizacion en
filamentos contréctiles, observada tanto en células musculares cardiacas embrionarias como
en ceélulas musculares cardiacas de cultivos de tejidos (Ross y Pawlina, 2008), se
encuentran procesos fisioldégicos que involucran canales idnicos reguladores de la
contraccion, particularmente, canales de sodio, potasio y calcio entre otros, similares a los
encontrados en los mamiferos y que presentan homologia en el modelo larvario de pez
cebra. Si estos canales ionicos reguladores de la contraccion estdn rigiendo la
disfuncionalidad ventricular, demostrada en nuestros resultados, no esta claramente
establecido. Sin embargo la disminucion del porcentaje del &rea de contraccién, del
volumen sistolico y del gasto cardiaco, con valores obtenidos por debajo del rango
considerado normal de acuerdo a otros autores (Bagatto y Burggren, 2006; Malone y col.,
2007; Fink y col., 2009), asi lo sugieren. Por otra parte, cabe destacar que la reduccion de
estos parametros ha sido considerada como una consecuencia directa de la disminucion en
la FC relacionada directamente con la funcion ventricular segln otras investigaciones

(Randall y col., 1998; Chen y col., 2015).

En cuanto a la arquitectura tisular, los resultados mostrados indican la posible
relacién que existe entre la pérdida de la arquitectura del tejido muscular cardiaco y la
disfuncion ventricular. Dicha relacion ha sido ampliamente reconocida (Brown y col.,
2016; Knight y Yelon, 2016). La misma, establecida a concentraciones por encima del
valor de la CLsy de la infusion de P. neochilus mostrado en la presente investigacion,
podria estar vinculada con una pérdida de las proteinas que asisten y mantienen el complejo
contréctil de las células musculares cardiacas, permitiendo esto inferir que dicho cambio

pudiera ser un factor responsable en la pérdida de la funcionalidad ventricular,
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posiblemente vinculado con la exposicion a los componentes de la infusion como ha sido
sugerido en la literatura con el uso de otros extractos (Berger y col., 2012). Dicha alteracion
podria ser catalogada como un efecto citotoxico, relacionado por una parte, con la accion de
saponinas y por otra parte con la accion de compuestos polifendlicos presentes en la
infusién. Las saponinas actuarian sobre las membranas celulares (Francis, 2002), mientras
que los compuestos polifendlicos sobre las mitocondrias, pudiendo provocar un potencial
colapso de la membrana celular y mitocondrial respectivamente, afectando asi la
arquitectura muscular y la funcionalidad ventricular como ha sido reportado (Moridani y
col., 2002; Galati y O'brien, 2004). En base a esto la infusion de P. neochilus pudiera estar
comprometiendo la relacion estructura-funcion del ventriculo, asi como expresando una

potencial toxicidad in vivo de estos compuestos, toxicidad a ser corroborada.

VI11.3.5.d. Circulacién.

En los vertebrados el sistema cardiovascular esta constituido por el corazon y una
red ramificada de vasos sanguineos, en donde la funcionalidad de la estructura cardiaca
modula los parametros hemodinamicos de la vasculatura (Bronnimann y col., 2016). Estos
vasos transportan los gases, nutrientes, hormonas y metabolitos en todo el cuerpo, asi como
también actian como un factor de regulacién de la homeostasis de los organismos
superiores (Bussmann y col., 2010). Cabe destacar que el origen de esta red ramificada
surge a partir de dos estructuras principales como son la arteria dorsal y la vena cardinal
(Kania y Klein, 2016), y el incremento de su tamafio puede variar dependiendo de dos
procesos antagonicos, el proceso de vasoconstriccion y de vasodilatacion, definidos como
la disminucion y el incremento del area transversal de los vasos sanguineo respectivamente.

Estos cambios en la morfologia implican cambios en pardmetros hemodinamicos tales
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como la velocidad y flujo sanguineo, por una parte la vasoconstriccion aumenta dichos
pardmetros mientras que la vasodilatacion disminuye los mismos (Ortiz, 2013; Borge,

2011).

En base a lo anteriormente expuesto, se podria asumir que el incremento del
tamafio de los vasos sanguineos en concentraciones subletales de la infusién de P.
neochilus, reflejado en un aumento del &rea transversal, hace referencia a que dicha
infusién podria generar un proceso de vasodilatacién. Cabe destacar que dichos procesos, al
igual que la FC, se encuentran mediados por factores extrinsecos e intrinsecos (Borge,
2011); como bien se menciond anteriormente los factores extrinsecos ejercen su funcion
reguladora a través de vias de sefializacion del sistema nervioso central (SNC), las cuales
no se encuentran totalmente estructuradas en la etapa larvaria utilizada (Schwerte y col.,
2006; Cornejo, 2012). Por otra parte, los factores intrinsecos en el sistema vascular como la
estructura de los vasos sanguineos, se encuentra regulado principalmente por la
modificacion de la concentracion de oxigeno y la produccion enddgena de 6xido nitrico

(ON) en el tejido endotelial (Irribarra y col., 2000; Troelsen y col., 2015).

En cuanto a una perturbacién a nivel de difusién de oxigeno o condicién de hipoxia,
esta no generaria los procesos de vasoconstriccion o vasodilatacion en el pez cebra, ya que
la dependencia fisioldgica al oxigeno por parte de sus larvas ha sido cuestionada. Al
respecto cabe mencionar que reportes experimentales han demostrado una alta tasa de
sobrevivencia de las larvas sometidas a intensos periodos de hipoxia (Vargas, 2017), a
diferencia de los mamiferos (Ellertsdottir y col., 2010). Esta sobrevivencia ha sido
interpretada en base a que la difusion del oxigeno en este modelo experimental es realizada

a través de la superficie del cuerpo y la cantidad de oxigeno difundida satisface las
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necesidades metabolicas. Este planteamiento demuestra que el acoplamiento entre el
metabolismo y el transporte de oxigeno todavia no esta establecido en las etapas larvarias
tempranas, sugiriendo que las funciones ionicas y osmorreguladoras estan interviniendo en
el flujo sanguineo mucho antes de que se desarrolle su actividad metabolica caracteristica

(Schwerte y col., 2003).

La argumentacion antes asumida permitiria por tanto suponer que el proceso de
vasodilatacion no se encuentra vinculado con fallas del equilibrio metabdlico del oxigeno,
sugiriendo que seria la produccién endégena de ON la que estuviera rigiendo el origen de
esta vasodilatacién. Dicho mecanismo, en los vertebrados, es llevado a cabo en el tejido
endotelial y el masculo liso que conforman al vaso sanguineo, ademéas se encuentra
estrechamente vinculado con el proceso de transformacion de la L-arginina a citrulina ,un
proceso dependiente de la produccion de la enzima 6xido nitrico sintetasa (ONS) la cual a
su vez es dependiente de calcio. EI ON es difundido hacia el musculo liso vascular
activando el sistema guanilato ciclasa y provocando un aumento los niveles de GMPc
promoviendo la relajacion del tejido muscular liso y por consiguiente a un aumento en el
diametro del mismo. Dicho mecanismo ha sido descrito para el modelo larvario de pez
cebra, en el cual ha sido revelado la participacion del ON sobre la actividad del endotelio
vascular (Pelster y col., 2005; Schwerte y col., 2003). La presencia de este mecanismo en
nuestro modelo experimental, nos conlleva a interpretar el aumento del area transversal de
los vasos es llevado a cabo por esta via, en donde los componentes fitoquimicos presentes
en la infusion pudieran estar activando receptores especificos IP; que modulen la

produccion de ON en el tejido muscular liso de la arteria y la vena dorsal (Figura 33).
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Figura 32. Posible mecanismo de accidn del 6xido nitrico en el organismo por la infusién de P. neochilus. Se
muestra un esquema del mecanismo de la vasodilatacion enddgena generada por el mecanismo de accién del dxido nitrico
(ON). Tomado y modificado de https://www.pinterest.com/pin/415386765606619297/ [Consulta: 12 de abril de 2017]

Con respecto a los pardmetros hemodinamicos de la circulacion, la velocidad
sanguinea estimada en el area caudal mostrd valores ubicados por debajo del rango de las
velocidades minimas reportadas para la etapa larvaria seleccionada, especificamente 300
pum/s en comparacién con los valores de la velocidad control para la misma etapa, reportada
por otros autores entre 580-766 um/s (Schwerte y Pelster, 2000; Bagatto y Burggren, 2006;
Yalcin y col., 2017), demostrando una evidente disminucion en la velocidad a
concentraciones subletales. Por otra parte los valores de flujo sanguineo también se vieron
disminuidos y los valores obtenidos de area transversal mostraron un aumento con mayor
magnitud de estos parametros en la arteria. Este aspecto fisioldgico en donde la velocidad y

flujo sanguineo es inversamente proporcional al area transversal de los vasos es comun
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observarlo en la fisiologia circulatoria de vertebrados (Randall y col., 1998; Ortiz, 2013).
Respecto a estos resultados hemodinamicos cabe destacar que los mismos implicaron una
relacion inversamente proporcional al &rea transversal de los vasos sanguineos,
caracteristica de un proceso de vasodilatacion, por tanto permiten sugerir que P. neochilus
compromete el proceso normal de circulacion sanguinea a traves de la modificacion de los
pardmetros hemodinamicos y de parametros estructurales como el area transversal de los
vasos. Por otra parte los resultados expuestos, en la evaluacion a nivel caudal de la
velocidad y flujo sanguineo asi como la evaluacion de la funcionalidad de la estructura
cardiaca, demuestran el vinculo entre la funcionalidad del corazon y la circulacion
demostrada por otros autores (Brénnimann y col., 2016), ya que ambas variables
disminuyen. Ademaés, demuestra que estas alteraciones son dependientes de la
concentracion de la infusion de P. neochilus. Por tanto las perturbaciones demostradas en la
funcionalidad de la estructura cardiaca, posiblemente generadas por los componentes de la

infusion, podrian relacionarse con estos cambios en la velocidad y el flujo sanguineo.

VI11.3.5.e. Edema pericardico.

Los peces de agua dulce, como el pez cebra, estdn constantemente en un medio de
muy baja osmolaridad y la capacidad de excluir el agua se hace esencial para mantener los
niveles adecuados en el volumen interno y la osmolaridad. Dichos procesos dependen de la
piel, los rifiones y las branquias; por un lado la piel forma una barrera relativamente
permeable a la entrada de agua, por otra parte las cantidades de agua que logran
permeabilizarse en esta barrera son constantemente excretadas por los rifiones, mientras que

las branquias desempefian un papel en la osmorregulacion de estos individuos (Guh y col.,
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2015). En este sentido una primera explicacion para la formacion de edema pericardico
podria ser la manifestacion de fallas en la barrera de permeabilidad al agua (Usenko y col.,
2007) que podrian generarse por la permeabilizacion de los componentes de la infusion
aumentando significativamente su absorcion, conllevando a una respuesta osmética por una
posible inhibicion de la actividad renal. Esta disfuncionalidad renal, podria ser atribuida a
defectos en el sistema de filtracion sanguinea, la cual comienza en el glomérulo y finaliza
en los pronefros, estructuras renales implicadas en la reabsorcion de electrolitos y solutos
(Drummond, 2005; McKee y Wingert, 2015). Esto generaria una perturbacion del
equilibrio osmético de las larvas de pez cebra, como ha sido reportado por la exposicion a

concentraciones de TCDD (Antkiewicz y col., 2005).

Es importante mencionar que la funcion branquial y cardiovascular también son
esenciales para el desarrollo de la mencionada actividad renal (Serluca y col., 2002; Miceli
y col., 2014). Sin embargo, a pesar de que las branquias también desempefian un papel en el
mantenimiento del equilibrio osmotico su capacidad osmorreguladora se presenta después
de los 7 pdf (Rombough, 2002), por lo que no se podria relacionar la formacion de edema
pericardico con modificaciones en la actividad branquial en la etapa larvaria utilizada. Sin
embargo se ha reportado la relacion entre la presencia de esta alteracion morfolégica con la
disminucion de la correcta funcion cardiovascular (Hill y col., 2004), por consiguiente, la
presencia de edema pericardico también se podria relacionar con la disminucion de los

parametros cardiacos y hemodinamicos reportados en los resultados.

A pesar de no estar muy claro la cuél de todas estas alteraciones se encuentran
realmente implicadas en la respuesta ante la exposicion con la infusion de P. neochilus los

resultados obtenidos sugieren que existe una alteracién en la fisiologia necesaria para la
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correcta gestion osmdtica a través de diferentes vias de accion, particularmente la

cardiovascular, reflejada en la formacion de edema pericardico (Figura 34).
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Figura 33. Modelo del circuito de retroalimentacion positiva en la formacion de edema pericardico en el pez cebra
generado por la infusién de P. neochilus. Se muestra el esquema del modelo de retroalimentacion positiva a través del
cual el deterioro de la permeabilidad al agua, la funcion cardiovascular o la funcion renal, posiblemente generada por P.
neochilus, puede conducir a la formacién de un edema irreversible. EI edema a su vez altera la funcion del rifién, la
circulacion y la capacidad de mantener el equilibrio iénico. Tomado y modificado de Hill y col., 2004.

VI11.3.5.f. Trombos.

La hemostasia; es un proceso fisiologico de defensa disefiado para proteger al
organismo de la pérdida de la sangre circulante durante una lesion, esta implica la
formacion de un coédgulo en el sitio donde ocurre el dafio. Cabe destacar que dichos
coagulos contienen plaquetas y fibrina reticulada como principales componentes celulares y
proteicos respectivamente (Jagadeeswaran, 2005). Por el contrario, la trombosis es un
proceso patoldgico donde se forman codgulos trombéticos que obstruyen el flujo de la
sangre en el sistema circulatorio, mecanismo que puede causar graves riesgos de muerte
(FMH, 2014). A pesar de que el proceso de trombosis no se ha caracterizado bien en peces,
se ha demostrado que el pez cebra tiene ortdlogos en la mayoria de los genes que codifican
proteinas con funciones en la coagulacién y en las vias de sefializacion plaquetaria que se

presentan en humanos. También se ha demostrado que varios receptores de superficie
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plaquetaria asi como los factores extrinsecos e intrinsecos de coagulacién estdn presentes
en la sangre de este modelo, por lo tanto, la maquinaria responsable de la hemostasia y la
formacion de trombos se encuentra bien conservada (Jagadeeswaran y col., 2016). En este
sentido podria asumirse que la exposicion a elevadas concentraciones como 10 y 12,5
mg/mL, desencadenaria la cascada de coagulacion en el lugar de la lesion tisular en la

estructura cardiaca y formaria el trombos mostrado en los resultados (Figura 35).

P. neochilus
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Figura 34. Modelo de mecanismo de formacién trombos oclusivo en region cardiaca por la exposicion de
la infusion de P. neochilus. Atrio (A), ventriculo (V). Fuente propia.
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VIIl. CONCLUSIONES

La descripcion botanica del follaje y particularmente de la inflorescencia permite la
identificacién de las planta cultivadas en los jardines del instituto Anatomico “José

Izquierdo” como la especie Plectranthus neochilus Schiltr.

La metodologia desarrollada en protocolos para la evaluacion del rango seguro de
sustancias permite determinar el valor de la concentracion letal cincuenta (CLsp) y una
Concentracion Toxica Cincuenta (CTsp) de la infusion de hojas frescas de Plectranthus

neochilus Schiltr.

Las curvas concentracion-respuesta permitieron determinar el patron de mortalidad y los
efectos toxicos generales generados por la exposicion a distintas concentraciones de la

infusion de hojas frescas de Plectranthus neochilus Schltr. en las larvas de pez cebra.

El extracto acuoso en forma de infusion de Plectranthus neochilus Schltr. posee una accién
toxica sistémica, con un dafio primario localizado sobre la musculatura y &rganos

especificos como el cerebro y el corazén.

Las respuestas cardiotoxicas se pueden caracterizar a traves de la evaluacion de parametros
cardiacos como frecuencia y ritmo cardiaco, asi como por parametros que permiten evaluar
la morfo-funcionalidad ventricular y circulatoria en las concentraciones subletales. La
evaluacion de esta respuesta cardiotdxica proporciona informacion sobre modificaciones de

parametros cardiacos y la morfo-funcionalidad ventricular y circulatoria.

La infusién de Plectranthus neochilus Schltr. induce a nivel morfo-funcional Ila

disminucion de la frecuencia cardiaca, ritmo cardiaco, gasto cardiaco, volumen sistolico,
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porcentaje del area de contraccién, velocidad de circulacion, y flujo sanguineo asi como el

aumento del area transversal de los vasos sanguineos.

La cardiotoxicidad inducida por la infusion de hojas frescas de Plectranthus neochilus

Schltr. podria estar mediada por cierta capacidad vasodilatadora inherente a la infusion.

La alteracion de la arquitectura del tejido muscular cardiaco implica una pérdida en la

funcionalidad de la estructura cardiaca que conduce a una cardiotoxicidad.

Los andlisis estadistico certifican la relevancia significativa del aumento o disminucién de
los pardmetros cardiotoxicos evaluados en larvas control y grupos tratados con la infusion

de hojas frescas de Plectranthus neochilus Schitr.
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