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Leer este libro y escribir su prologo han resultado tareas
muy gratas. Esta “Formulacion de modelos matematicos de
fenomenos biolodgicos” es la primera criatura, fruto del trabajo
multidisciplinario, que produce el Doctorado en Ciencias
Biomédicas. Y concreta de manera ordenada el contenido del curso
del mismo titulo, que los autores dictan anualmente a los graduados
interesados.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

En las Ciencias Biologicas el hombre se enfrenta a
fendomenos naturales, ya sean espontdneos o bien provocados por ¢l
mismo, pudiendo ser estos procesos de origen fisico o quimico. A
menudo los fendomenos son mezcla de procesos naturales y
artificiales, como ocurre al realizar un experimento de laboratorio.
Lo mismo sucede con su naturaleza, rara vez son puramente
quimicos o fisicos. Habitualmente, el objetivo del hombre de ciencia
es dar una explicacion racional del fenomeno que estudia, lo que
incluye explicar su mecanismo, dar las causas y predecir sus
consecuencias. A partir de la observacion de un fendmeno se intenta
obtener leyes que permitan predecir nuevos fendmenos similares,
interpretar otros parecidos o mas atn elaborar una conclusion que
explique muchos fendmenos aparentemente diferentes. El logro de
los objetivos mencionados, requiere la participacion de herramientas
provenientes de diferentes areas del conocimiento. Se pueden
mencionar entre estas herramientas: la observacion, la recopilacion
de datos, la tabulacion de los mismos, el analisis estadistico, los
calculos matematicos, las técnicas quirurgicas y la repeticion de
fendmenos en condiciones controladas de laboratorio.

En este libro se hard referencia a los recursos que la
matematica nos da para lograr una mejor interpretacion de los
fendmenos biologicos.

Desarrollar un modelo matematico de un fenémeno significa
obtener leyes que relacionen las variables involucradas en el
fendmeno en cuestion, donde cada una de ellas es representativa de
las diferentes etapas o procesos que forman parte del fendmeno
estudiado. Estas leyes en principio deben ser simultdneamente
coherentes con el fendbmeno biologico y con la ld6gica matematica,
aunque no necesariamente deben incluir todas las variables
involucradas en el proceso.
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Para ilustrar este punto se utilizard un ejemplo de la fisica y
la ingenieria, donde la formulacién de un modelo matematico es
utilizada con un gran valor predictivo. Los fendmenos fisicos en su
mayoria han sido enmarcados en leyes. Por ejemplo la ley

x=x0+voﬂ+%ﬂzﬂz

relaciona la posicion de una particula (x) con su posicion al inicio de
un movimiento (X,), su velocidad inicial (v,), la aceleracion de la
particula (a) y el tiempo transcurrido desde el inicio del movimiento
(t), al que se lo consider6 cero. Si se conoce de donde y cémo
partié un automovil (su X,, v,y a), utilizando la formula anterior, se
puede predecir con mucha exactitud a qué distancia se encontrara el
automovil en un dado tiempo. Esto es una prediccion ya que el
automovil puede o no haber partido. Por supuesto que el automovil
estara muy cerca del lugar anticipado por la ley, si las condiciones
de aceleracion no han cambiado. Esto indica que tienen valor
predictivo si se controlan las condiciones en las que ocurre el
proceso. Pero no puede predecir qué ocurrira en el viaje. Si el
conductor pard a desayunar no esta contemplado en la ley, como
tampoco estd incluido cualquier imprevisto como ser un desperfecto
mecanico, un control de transito, las condiciones climaticas, etc.

Otro ejemplo es el principio de Arquimedes que relaciona el
empuje que recibe un cuerpo al estar sumergido en un fluido, con su
peso, volumen y la densidad del liquido en el que se encuentra. La
aplicacion de este principio permitié el vuelo de los dirigibles, pero
no pudo predecir el desastre que consumid en llamas al dirigible
Hindenburg en no mas de 35 segundos. Lo mismo ocurri6 el 11 de
septiembre de 2001. Las leyes de resistencia de materiales
permitieron al constructor de las Torres Gemelas asegurar que no se
caerian ante el impacto de un avién de esas dimensiones. Sin
embargo esta prediccion falld, ya que las leyes no contemplaban que
los aviones estarian cargados de combustible y su combustion
causaria temperaturas muy elevadas.
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Con estos ejemplos no se quiere resaltar las fallas de un
modelo sino dejar claro que un modelo matematico no contemplara
lo que no se incluya en el mismo. Esto es, un modelo matematico
siempre tendra términos que han quedado excluidos y que de su
aplicacion a los fendmenos irdn apareciendo y completandose.
También debe quedar claro que un modelo no puede "hacer" que un
fenémeno ocurra de una manera determinada.

.Cual es la utilidad de plantear un modelo para un fenémeno?

Luego de realizar una experiencia el investigador se enfrenta
a datos y resultados. Algunos de esos resultados pueden ser
controlados y pueden ser modificados, otros son inamovibles. Por
ejemplo si se realiza una prueba de tolerancia a la glucosa en ratas y
se extrae sangre a partir del momento en que la glucosa fue
administrada, no se puede evitar que el tiempo transcurra pero si es
posible mantener los valores de glucosa dentro de ciertos limites.
Esto ultimo se puede lograr inyectando una dosis adecuada de
insulina. Hay variables que el investigador puede modificar haciendo
subir, bajar o mantener un valor constante, otras en las que es
imposible elegir el sentido de su modificacion. El tiempo es un
ejemplo de estas variables, no es posible hacer un experimento y
pretender que el tiempo transcurra hacia atras. Sin embargo si es
posible disminuir el peso de un animal o aumentar su presion
sanguinea.

Por lo expuesto anteriormente, parece ser que el tiempo es
una variable incontrolable. Es obvio que no podemos retroceder ni
adelantarnos. Aunque si podemos independizarnos. Pero dada la
dificultad que encontramos con esta variable es habitual estudiar la
variacion de las otras en funcion del tiempo. Esto no significa que el
tiempo pueda tomar cualquier valor, sino que se analizaran los
fenomenos a lo largo del tiempo. Es comun que se diga que una
variable es funcion del tiempo. Por ejemplo si analizamos la
concentracion de la sustancia B que se forma por la reaccion entre
AyX
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2A +X — > B

veremos que a medida que transcurre el tiempo tendremos mas
concentracion de B, la cual puede ajustarse, por ejemplo, con una
funcion del tipo

B(t) =a +cl1

donde a y c son constantes.

Esta ley indica que al transcurrir el tiempo la concentracion
de B aumenta en forma lineal. Es decir que si el tiempo transcurre la
concentracion de B aumenta, sin embargo no significa que B se
forma a partir del tiempo.

Lo mismo ocurre con el peso de un ser humano. Es posible
establecer una ley que indicarad que el peso aumentara con el curso
del tiempo, esto se debe a que ingiere alimentos no tiempo.

Con esto se quiere decir que en la ley de un modelo
determinado, pueden aparecer variables que no sean las que
ocasionan la variacion de las otras, pero si deben aparecer
forzosamente las que producen dicha variacién. En el caso que las
variables fundamentales sean excluidas o falte alguna, cuando la ley
sea aplicada al estudio de un fenomeno, esta ley no siempre ajustara
a los valores obtenidos. Esto quedara claro si aplicamos el ejemplo
anterior. Si realizamos una experiencia colocando en un tubo de
ensayo A y X y medimos la concentracion de B observaremos que
ésta sigue una funcion lineal durante un tiempo, sin embargo pasado
cierto valor, la ley dejara de cumplirse. ;Qué ocurri6?
Evidentemente alguna o algunas variables no han sido contempladas
en el modelo, como por ejemplo que se agoten las sustancias A y X,
que la reaccion inversa comience a ser importante, que se libere
calor que haga pasar la sustancia X a vapor y escapar asi de la
solucidn, etc.

Por ello desarrollar un modelo, es util atn si es incompleto y
defectuoso, ya que al aplicarlo si no ajustara los datos
experimentales darda informacion de que existen factores no
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contemplados. En el caso que no existieran otras variables, si el
modelo atn no ajusta a los datos experimentales indicara que la
interpretacion del fenomeno es erronea.

De lo expuesto surge, que un modelo si no se aplica, de nada
sirve para la interpretacion del fenomeno. Si el modelo es puesto a
prueba en diferentes condiciones experimentales y ajusta
adecuadamente los valores, aun cuando las condiciones cambian
indicard que este modelo tiene gran valor predictivo y se podra
utilizar para simular experiencias antes de realizarlas.

El trabajo de obtener un modelo matematico tiene dos ramas
de trabajo. Por una parte el desarrollo matematico, que involucra la
resolucion de las ecuaciones y obtencion de leyes y por otro lado los
experimentos. ;Como se conjugan ambos? De la resolucion del
modelo matematico, se obtiene una o mas leyes que relacionan las
variables involucradas. Por otro lado en los laboratorios, se
trabajard con los procesos reales, obteniendo medidas de las
variables incluidas en las leyes, bajo diferentes pero controladas
condiciones experimentales. Luego se realiza el ajuste de los datos
experimentales con las funciones halladas. Este proceso
habitualmente se realiza utilizando softwares especificos que
permiten obtener rapidamente los resultados. A partir de estos
ultimos se decidird si el modelo planteado es apropiado. Esta
decision serd tomada en base a multiples factores: grado de ajuste
de las funciones a los valores experimentales, forma de la grafica de
la funcion hallada, reproducibilidad de los resultados, adaptacion del
modelo a valores hallados en otras condiciones experimentales, etc.
Nota de los Autores: Los conceptos matematicos utilizados en los
distintos capitulos pueden ser consultados en la siguiente
bibliografia
Stewart, James. Calculo. Conceptos y contextos. International
Thomson Editores. México. 1999.

Edwards C.H. Jr, Penney D.E. Ecuaciones diferenciales
elementales. Prentice - Hall Hispanoamericana, S.A. Mzéxico
Tercera Edicion 1993
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CAPITULO 2
PARADIGMAS DE LA MODELIZACION MATEMATICA

En este capitulo se desarrollaran algunos modelos
matematicos clasicos, de amplia vigencia en la investigacion
bioldgica. Como se observara, estos modelos gozan de una gran
simplicidad en lo que se refiere a los recursos matematicos
utilizados. Sin embargo su utilizacion es muy amplia debido a que
permiten realizar una rapida interpretacion de un fendmeno
bioldgico o la obtencion de informacion a partir de un experimento.
A partir de estos modelos basicos se han desarrollado otros de
mayor complejidad, pero cuyas aplicaciones son mas especificas,
permitiendo utilizarlos en situaciones no previstas en el modelo
inicial. Esto tltimo no quita importancia a los dos modelos que se
desarrollaran en este capitulo. Por el contrario, demuestran su papel
de fundadores de una estrategia de estudio que ird tomando con el
tiempo mayor protagonismo en las mesadas de miles de
laboratorios. Existen muchos modelos que gozan de las mismas
cualidades. La eleccion de estos para su discusion, se debe a que
han sido utilizados en nuestro laboratorio, y se trasmitira la
experiencia personal.

FIJACION DE UN LIGANDO A UNA MACROMOLECULA

Cdlculo del numero de sitios de fijacion de un ligando a una
macromolécula

Uno de los problemas comunes en la quimica biologica es
investigar la interaccion entre macromoléculas, como las proteinas,
y pequenos ligandos (cationes, aniones, acidos grasos, etc.) Existen
diferentes maneras a través de las cuales se puede reconocer o
sospechar la fijacion de una sustancia a otra.

Por ejemplo, la falta de una sustancia en orina, luego de
administrarla a un animal de experimentacion, puede ser un indicio
aunque no una prueba contundente. Una sustancia puede no
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aparecer en orina por diferentes razones ademas de la fijacion.
Puede no filtrar a nivel glomerular o puede filtrar libremente pero
ser reabsorbida en un 100 % a nivel tubular. Otra razén es que sea
metabolizada totalmente a un compuesto diferente al original.

Otro indicador de ligamiento es el valor del volumen de
distribucién (Vd)' de la sustancia. Este valor es hallado al realizar
un estudio farmacocinético de la droga. Si bien este valor puede
sugerir ligamiento, no necesariamente la sustancia tiene que estar
uniéndose a una macromolécula.

La prueba final de que una sustancia se liga a otra se logra a
través de pruebas in vitro. Para este tipo de comprobaciones se
pueden utilizar variadas técnicas como ser la ultrafiltracion, didlisis,
electroforesis y cromatografia sobre tamiz molecular. Estas
experiencias deben ser realizadas con las dos sustancias
involucradas en la unién, en un alto grado de pureza.

Uno de los modelos mas sencillos y mas difundidos para un
primer estudio de la fijacion entre pequefias moléculas y
macromoléculas fue desarrollado por Scatchard a mediados del
siglo XX, que por su simplicidad mantiene actualmente amplia
vigencia.

! ver definicion y célculo en capitulo 7

17



L

macromolécula ‘
Ligando

figura 2.1

Supongamos una macromolécula (figura 2.1) con n sitios de
fijacion para un ligando dado: L. De aca en adelante se utilizara el
término ligando cuando se hace referencia a la pequefia molécula
que se fija a la macromolécula. Como se esquematiza en la figura
2.1, el ligando puede estar fijado a un sitio de la macromolécula o
libre en la solucion. Por otra parte la macromolécula puede tener
mas de un sitio de fijacion. Ademads estos sitios pueden ser iguales
entre si o diferentes. Para el desarrollo se utilizaran las siguientes
abreviaturas:

m: concentracion de la macromolécula

I: concentracion total del ligando (es la suma del ligando unido a los
sitios de la macromolécula y libre en la solucion).

c: concentracion del ligando libre

b: concentracion del ligando fijado a los sitios de la macromolécula.
r: numero de moles de ligando por mol de macromolécula.

El razonamiento que se hard para un sitio es similar para los
n sitios que tiene la macromolécula. Se considera una molécula del
ligando (L) que se fija a uno de los sitios (S;) de la macromolécula.
Si esta fijacion es reversible y se asume que cumple con la ley de
accion de masas, es posible escribir la ecuacion de fijacion como un
equilibrio.
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S+L €— SL i=12,...n

En una reaccién quimica se pueden escribir leyes para la
velocidad de reaccion directa e inversa® , ver apéndice 1.

En base a estas leyes se puede escribir una expresion para la
constante de equilibrio® del proceso de fijaciéon que tendra la
expresion

ki = &

S, L
donde el término SiL es la concentracion de sitios "i" de la
macromolécula que se hallan ocupados por el ligando, al que
también se puede llamar b;

En el denominador se encuentra S; , que es la concentracion
de sitios "i" vacios en la macromolécula. Como b; es la
concentracion de sitios '1" unidos al ligando y m es la concentracion
de la macromolécula, es posible escribir
S, =m—b,

En el denominador también se halla L, que representa al
ligando libre al que se indica con ¢. Reemplazando la constante con
estos nuevos simbolos resulta

? Para una reaccion aA + bBll ¢ C + dD

la velocidad directa de la reaccion se puede escribir v, = k,, [I4]* (1B]”
y la velocidad inversa de la reaccion v, =k_, (IC]° (ID]*

3. Al llegar una reaccion al equilibrio, va = i, por lo tanto

k. 041" Q81" =k, 0C]° QD"

reordenando se obtiene la expresion para la constante de equilibrio

ky _[CYODY _ o

ko [A4]" QBT

Por lo tanto la constante de equilibrio de una reaccion se puede escribir como el
producto de las concentraciones de los productos elevados a sus coeficientes
estequiométricos, dividido por el producto de las concentraciones de los
reactivos elevados a sus coeficientes estequiométricos.
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b:

— l — —

reordenando la expresion

=
R (v

reordenando esta expresion, se obtiene

}/‘.

_ 1
ki kl Vi -
C

reagrupando
7
— l
ki - ki Fi + —
c

La expresion anterior se puede escribir como

ki =il +1F
] cl

0

ki c=r (kl C+1)

si se despeja r;, se obtiene

kiC
kiC+1

]/'l.:

1r; representa el numero de moles de ligando fijado por mol de
macromolécula en el sitio 1. Por lo tanto el nimero total de moles
de ligando ligado en los n sitios, expresado por mol de
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macromolécula serd la sumatoria de los moles fijos en cada uno de
los n sitios, esto se puede obtener sumando los valores r;, para todos
los sitios. Esto queda expresado

n kiC

i=1kjc+l

y —
Si se considera que los n sitios son equivalentes en afinidad,
la expresion anterior se puede escribir:

__nkc
kc—+1

0
kcr +yr=—=mkc
al dividir miembro a miembro por ¢

kcr r nkc
-+ =

C C C

se obtiene una de las expresiones finales de este modelo

r =kn—kr
c

Esta expresion corresponde a una recta, donde r/c es la
variable dependiente, r la variable independiente, kn la ordenada al
origen y k la pendiente. Si tomamos r/c =0, la expresion anterior
resulta

O=klh-klr

despejando y simplificando, se obtiene
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r=n
r/c|<—k.n AX
es decir que r = n cuando
r/c =0, esto equivale a
decir que la interseccion
de la grafica con el eje
horizontal permite
conocer el wvalor del
nimero de sitios de
fijacion (n).

En la figura 2.2 se
grafica la recta que se figura 2.2
obtiene, el valor de k se
obtiene a partir de la pendiente de la recta y n a partir de la abscisa
al origen. También puede obtenerse n a partir del valor de la
ordenada al origen conociendo previamente k.

A partir de la formula obtenida anteriormente

__nkc
kc—+1

se obtiene la siguiente expresion

1 kc 1
- = —+
r nkc nkc

reordenando

que también es la ecuacion de una recta donde 1/r es la variable
dependiente, 1/c la variable independiente, 1/n la ordenada al origen
y I/n.k la pendiente de la recta.
Graficando los valores experimentales en base a estas
variables (figura 2.3), se pueden obtener los valores de n y k a
22



partir de la ordenada
al origen y la I /]
pendiente.

La
interseccion de la
extrapolacion de la
recta con los ejes
coordenados permite -k
obtener n o k. \ T

Calculo de la 1 /¢
constante de afinidad
y numero de sitios de
fijacion del Calcio a la fosfatasa alcalina intestinal de la rata

figura 2.3

Se aplicara este modelo al estudio de la fijacion entre el
calcio y la fosfatasa alcalina intestinal. En este analisis se calcularan
el numero de sitios de fijacion y la constante de afinidad entre el
ligando y la proteina. Para cumplir con este objetivo se prepararon
soluciones con igual contenido molar de fosfatasa alcalina intestinal
purificada de rata. A las soluciones se les agregd CaCl, de manera
de fijar la concentracion total del ligando en valores preestablecidos.
La solucion de CaCl, fue suplementada con trazas de Ca* (is6topo
radioactivo emisor beta, que se utiliza para determinar la
concentracion de calcio). Las soluciones se incubaron a temperatura
ambiente para permitir que el proceso de fijacion alcance el
equilibrio. Luego se ultrafiltraron a través de membranas que
permiten el paso de particulas de peso molecular menor a 30 KDa.
De esta manera en el ultrafiltrado que se obtiene sdlo existe calcio
sin ligar con la misma concentracion que tiene el calcio libre junto
con la fosfatasa alcalina. Midiendo el calcio en el ultrafiltrado se
conoce el valor de concentracion de calcio libre (c). Como la
cantidad total del ligando (1) agregado es conocida, se puede sacar
por diferencia la cantidad fijada (b). La cantidad de moles por litro
de proteina (m) también es conocida, por lo tanto se puede calcular
la variable r (b/m) y r/c, necesarias para realizar el grafico r/c vs r.
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En la tabla 2.1 se muestran
los valores obtenidos y la |Tabla 2.I: fijacion de calcio a

figura 2.4 muestra la |fosfatasa alcalina de rata

representacion de los mismos r r/c M n
y los valores obtenidos. 4.0 96840+15967 3

Como se puede | 3.3 74200+14004 3
observar en la figura 2.4, los 1.2 88285+18006 3
valores experimentales | 0.6 92040412000 3
fueron ajustados por una | (.3 224701425005 3
recta con significado | (.01 120821+0 2

estadistico (r = 0.512 p <
0,05). EI ajuste de los datos
por una recta, indica que la fijacion del calcio a la fosfatasa alcalina
es compatible con un modelo de 8 sitios independientes y
equivalentes en afinidad (K= 18 mM™). Es importante destacar que
si los datos no fueran ajustados por una recta, no indican un fracaso
del experimento, sino que estaria indicando que el proceso de
fijacion no es compatible con el mencionado modelo. Se deberian
en tal caso analizar los datos con otros modelos, por ejemplo
modelos que presentan cooperatividad positiva o negativa entre
sitios, modelos de dos sitios de diferente afinidad, etc.

~200000+
3
E
o k=-18.02 mM""
5100000* i i i
= [
n= 7,96
O T T T T T T T 1
01 2 3 4 5 6 7 8
r
Figura 2.4
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CINETICA ENZIMATICA

Las enzimas son catalizadores® biologicos. No existe
practicamente proceso quimico en los organismos vivos que ocurra
en ausencia de una o mas enzimas. Estas moléculas, de naturaleza
proteica, hacen posible las reacciones quimicas en el ambiente
compatible con la vida.

Conocer la velocidad de la reaccion y los factores que sobre
ella influyen es valioso al trabajar experimentalmente con enzimas.
L. Michaelis y M.L. Menten desarrollaron en 1913 un modelo
matematico para una reaccion catalizada por una enzima. Este
modelo, el mas sencillo planteado, es aplicable a una reaccion con
un sustrato® y supone reversibilidad de los procesos quimicos
involucrados. Este modelo luego fue ampliado y aplicado a otras
situaciones. Por su validez aun hoy, un siglo después de su planteo
merece una mencion especial como paradigma de la modelizacion
matematica.

Supongamos una reaccidon en la que un sustrato S, se
transforma en un producto P. En presencia de la enzima coexisten
diferentes procesos que podemos representar por la siguiente
reaccion

E+S 0t ES 0 E+P

donde

[E] = concentracion de enzima libre

[£S ]|= concentracion de complejo enzima-sustrato

[S] = concentracion de sustrato

k. es la constante de velocidad de la reaccion de formacion del
complejo enzima sustrato a partir de la E y el S libre

4 un catalizador es una sustancia que interviene en la reacciones quimicas

aumentando la velocidad de las reacciones, recuperandose inalterada al finalizar
el proceso.

> se entiende por sustrato un reactivo de la reaccion. Es la sustancia que se ubica
en el sitio activo de la enzima y es trarggormada a producto.



k., es la constante de velocidad de la reaccion de descomposicion
del complejo ES en la E y el sustrato

ki, es la constante de velocidad de formacion de producto a partir
del complejo ES

k. es la constante de velocidad de formacion del complejo ES a
partir de los productos.

El modelo se desarrolla suponiendo que
[£5] << [s] )
para toda 7, es decir que durante todo el tiempo se supone que
existe presente una gran concentracion de sustrato. Por lo tanto el
modelo es aplicable a situaciones en las que se mide la velocidad
inicial de la reaccion. Ademas se supone que la concentracion del
sustrato es muy superior a la concentracion de la enzima para todo
tiempo
[s] >> [£] (2)

La velocidad de la reaccion, esto es la rapidez con que se
forman los productos es proporcional a la concentraciéon del
complejo enzima sustrato. Para que la formacion de ES a partir de P
sea despreciable se debe trabajar a tiempos cercanos a cero, esto es
trabajar con velocidades iniciales (v,).

Bajo este supuesto la velocidad inicial de la reaccion
catalizada por enzima se puede escribir

Vo= ki, . [ES]*S
Si se supone que el orden del proceso es 1, la ecuacion resultara

Vo=ku, . [ES] 3)

Si bien el planteo de la ecuacion para la velocidad es
sencillo, es obvio que se tendran dificultades en conocer la
constante ki y la concentracion del complejo ES. Si se inicia la
reaccion a partir de S y se cumplen las suposiciones (1) y (2), la
formacion del complejo ES a partir de los productos es
despreciable cuando 7 - 0 ya que [P] 0. La velocidad de
cambio del ES queda dada por la siguiente expresion
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9ES o ] ] k. 0] k[ 5

Se representa con Er a la cantidad total de enzima, ya sea
que se halle libre (E) o unida al sustrato (ES), por lo tanto

[E,]= [E]+|ES], utilizando esta igualdad se puede escribir la
expresion anterior como

% = ko, U] E;] =[ ES)) ]1S] - k., IES] = k_| £S]

d|ES]|
dt

=0

en el estado estacionario® se cumple que

por lo tanto
0= ko f 4] ~[ 5]) ] = 0S| ~ k. ]
reordenando

o O £4] [ B5]) (5] = .o (ES] + - 5]

o T ] ~{ 251) ] =[ 5] i + £

reordenando

L5 Sl 5] _{k ko] _

| ES] k. "

% en el estado estacionario, la concentracion de ES permancera constante ya que
se degradard a P a la misma Velocidadﬁe se forma a partir de la E y el S.



La constante K, se denomina constante de Michaelis-
Menten. Como se puede observar es el cociente entre la suma de las
dos constante involucradas en la degradacion del complejo ES y la
constante de velocidad de la reaccion de formacién del complejo
ES, en las condiciones impuestas para el modelo. Por lo tanto un
valor elevado de K, indica que el complejo tiene tendencia a
degradarse, dicho de otra manera la afinidad de la enzima y el
sustrato es pequena.

Reordenando

;|- £8))ds| = kmiES

|| 4, |- [£5] 5| = Km JES|

[s]0E; | = Km({ES] +[5] (ES]

se obtiene una expresion para la concentracion del complejo ES,

[s] 9E, | =[Es]

Km +[S]

reemplazando este valor en la ecuacion (3), se obtiene la ley de
velocidad

_kats]fE]
TR

Si toda la enzima estuviera formando el complejo ES, se
tendria la velocidad maxima, por lo tanto el producto k..[Er] =
V. Reemplazando esta igualdad en la Gltima expresion resulta
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y = V’"LE[]S] Ecuacion de Michaelis-Menten
© K, +[S]

Esta ecuacion responde a una hipérbola con un valor
asintotico a Vmax cuando la concentracion de S tiende a infinito.

Rectificacion de Linewever-Burk

Experimentalmente, es dificultoso llegar a concentraciones
como para que la reaccion alcance la V. Por lo tanto se trabaja
con rectificaciones de esta funcidbn que permiten conocer los
pardmetros V. y K aun cuando la enzima no se ha saturado por
el sustrato. Partiendo de la ecuacion de Michaelis-Menten

_ Ve ]
y = _max 191
K, +[5]

se obtiene

1_ K, .
v Vo OS] 7 Gt

Por lo tanto 1/v es una funcion lineal de la 1/[S]

1 1
— = +

K, 1
v Vo W 15
Rectificacion de Eadie-Hofstee

Es otra rectificacion utilizada para hallar los valores de K., y
Vmax. Partiendo de la ecuacion de Michaelis Menten

VS

K, +s]
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reordenando la ecuacion

viK, +viis] =7, {s]

v

X, +v=r,
]

max

se obtiene una expresion donde v es una funcion lineal de v/[S]

v=V_ —-K, %.%]

Calculo de los parametros enzimaticos

La determinacion de los parametros enzimaticos, Kn ¥ Vinax,
entre otras bondades ofrecen la posibilidad de distinguir qué tipo de
inhibicién ejerce una sustancia sobre una enzima. Las formas mas
comunes de inhibicion se dan en la tabla 2.II. Esta tabla informa
sobre la modificacion del valor de cada uno de los parametros,
respecto de la reaccidn realizada en ausencia del inhibidor.

La determinacion de los parametros, se realiza a través del
ajuste de los valores de velocidad obtenidos con diferentes
concentraciones de sustrato, con la funcion de Michaelis Menten o
las rectificaciones obtenidas a partir de ellas.

Aplicacion: La fosfatasa

alcalina es gn? e;121r1na de la Tabla 2.11I: medidas de actividad de
mucosa intestina U |12 enzima fosfatasa alcalina.

hidroliza los enlaces éster . :
fosforico de  diferentes Mmol/min L. media+SD (n)

sustratos.  Esta  enzima | j;NpF) | [Ca™]= 0 mM | [Ca™]=50mM
hidroliza el | Tabla 2.1lMlipps de inhibicién enzimatica
Monofluorofosfato | tipo de imRicIO b0 08w [ o3 Vom &)

de sodio ['] y se ha |compelith®o | 0.2paumienta | |ndicambie)
demostrado que en [, compBdial OAVE008,60 4 1032010, 2)
resencia de calcio . FO0Y T 0-5ptr 15 O] 11650100

p . antiCOINPERHAIVY ( 61 BIEHINBYY [(ERIAIBIVE)
la actividad de la 4.000 | 1.10£0.11 (2) | 1.03£0.16 (2)
fosfatasa alcalina disminuye. [ 5000 | 0.81£0.07 (3) | 0.84:0.39 (3)
10500 | 1.23+022 (3) [ 0.85+0.61 (3)
15.000 | 1.40+0.03 (3) | 0.57%0.32 (3)
20.000 | 1.81+0.10 (2) | 0.81+0.45 (2)
25.000 | 1.97+45 (3) | 1.28+0.41 (3)




En la tabla 2.III se muestran los valores de velocidad enzimatica de
la reaccion catalizada por la fosfatasa alcalina intestinal, para
diferentes concentraciones del sustrato p-nitrofenilfosfato (pNFF)
en presencia y ausencia de calcio (supuesto inhibidor).

w
J

- N
1 1
]
HH
—»— —a—

mmol pNFF/min.L

0 10 20 30
[PNFF] mM

= [Ca™"]=0mM 4+ [Ca™"]=50mM
figura 2.5

La figura 2.5 muestra la grafica de los valores de la tabla
2.I1II. En la tabla 2.IV se muestran los valores de Kn Y Viax,

Tabla 2.IV: efecto del calcio sobre los
parametros de la fosfatasa alcalina

parametro |[[Ca™]=0mM |[Ca™] =50 mM
Vimax 0.009805 0.004915

K 5.038 2.010

obtenidos para esta enzima en presencia y ausencia de calcio,
utilizando el modelo de Michaelis y Menten.

Los resultados hallados indican que el calcio produciria una
inhibicion de tipo anticompetitiva
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CAPITULO 3
MEDIDA DE CONSTANTES TOTALES Y PARCIALES

Cuando una sustancia A es depurada del organismo, la
velocidad de desaparicion de ésta se puede expresar por la siguiente
ecuacion diferencial

_dl4] _ s
v d kq[A]
donde kyes la constante de depuracion y & es el orden del proceso.
En este caso la constante de depuracion es una constante global,
que representa todos los fendmenos involucrados: excrecion renal,
metabolizacion, etc. Si los procesos involucrados dependen de la
[A] afectados por el mismo orden, la expresion se puede escribir

n

v=%=—k,[A]5—k2[A]5—k3[A]5— ...... —kn[A]5= Z—k,.[A]é

por lo tanto la constante global de depuracion kg es una sumatoria
de las constantes de depuracion parcial de los diferentes érganos o
procesos metabolicos.

En algunas circunstancias puede ser importante y/o
necesario determinar en qué porcentaje participa un 6rgano en
particular en este proceso. Esta determinacion puede llevarse a cabo
de varias maneras. Una de ellas es la que se presenta a continuacion.
En este caso se analizarda la metabolizacion del complejo
O,macroglobulina- monofluorofosfato (0, MMFP).

El monofluorofosfato de sodio (MFP), es una droga
utilizada en el tratamiento de la osteoporosis [* *]. El MFP se
absorbe a nivel gastrico [*] y se liga a la a,-macroglobulina (0,M)
plasmatica formando el complejo aoMMFP [°]. Este complejo es
captado in vitro por cortes de higado y hueso principalmente por el
receptor sensible al acido [5']-poliinosinico [°].

En el trabajo que se detalla a continuacion se muestra un

método para determinar la participacion del higado sobre la
34



depuracion total del complejo mencionado, como asi también los
problemas experimentales y sus soluciones.

Estos experimentos fueron llevados a cabo en la rata. En
estos animales se inyecté el complejo purificado. El complejo se
obtiene mezclando 0>M con MFP in vitro. Luego de la incubacion

se purifica utilizando una columna de tamiz molecular (Sephadex[]
G100). Esta técnica produce una solucion diluida lo suficientemente
pura del complejo para ser inyectada al animal de experimentacion.

Determinacion de la constante de depuracion total (kq)

El complejo o.MMFP fue purificado por la técnica
anteriormente detallada y se inyectd a ratas anestesiadas por medio
de un catéter colocado en la arteria femoral. Por el mismo catéter se
obtuvieron muestras de sangre a los tiempos detallados en la tabla
3.. En las distintas muestras plasmaticas se determind la
concentracion del complejo, obteniéndose los resultados que se
muestran en la tabla 3.1.

Al realizar las regresiones

lineales: [LMMEP] vs. tiempo, Tabla 3‘.1. concentraciones de

) ) complejo a,MMFP en plasma
loaritmo de [a,MMFP] vs. tiempo d

. e ratas luego de una

y UV[0:MMFP] vs tiempo se |inyeccion i.v del mismo
deduce que el mejor ajuste s€ [ tiempo | o,M-MFP n
logra con la  rectificacion | minutos UM
logaritmica, lo que indica que el 0 93+ 8 4
decaimiento de la concentracion 15 14+10 4
del complejo es proporcional a la 30 4+3 4
concentracion del mismo (ver 45 05+02 2
apéndice 1). 60 | 02x01 | 4
d[a MMFP] 75 0.1 +0.1 4
ZT =—k,[a,MMFP]

Por lo tanto los datos se ajustan con una funcion
exponencial decreciente. Resolviendo la ecuacion diferencial se
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obtiene la ley que describe el comportamiento de [0.MMFP] en
funcion del tiempo

[a, MMFP] =[a,MMFP],.e ™"

Del anélisis de la misma se puede obtener el valor de la
constante de depuracion kq= 0,093 min' y un t;» = 7,4 minutos. En
este proceso participan diferentes tejidos, entre ellos el 6seo y el
hepatico [6].

Medida de la constante de depuracion hepatica

Para determinar en qué porcentaje influye el higado sobre el
proceso de depuracion se practicd una hepatectomia funcional. Este
es un modelo en que se trabaja con el animal intacto, bajo anestesia
general. El objetivo que se persigue con los experimentos de higado
aislado in situ es determinar el porcentaje del metabolismo que le
corresponde al higado con respecto al animal intacto. El porcentaje
en que el higado participa saldra por diferencia entre la constante de
depuracion total (kq) y la que se obtenga cuando el animal estd con
la circulacién hepética anulada. Se inyecta por via endovenosa una
cantidad fija de complejo a,MMFP. Se obtienen por el mismo
catéter muestras de sangre en las que se determina la concentracion
del complejo []. Pasado un tiempo se ligan la arteria hepatica y la
vena porta anulando la circulacion del higado. Durante el resto del
experimento el animal permanece vivo pero sin participar la
circulacion hepatica y por lo tanto tampoco participa el higado en el
proceso de depuracion. Durante este periodo la variacion de la
concentracion plasmatica se debe a la participacion de todos los
tejidos, menos el higado.

Para el experimento se procedio de la siguiente manera: se
purificéd el complejo d.MMFP por la técnica descripta mas arriba.

36



El complejo se

inyecté por un catéter | Tabla 3.11. concentraciones de complejo
insertado en la arteria |0.MMFP en plasma de ratas luego de
femoral. Por el mismo |una inyeccion i.v del mismo

catéter se extrajo sangre |tiempo (minutos) 0,MMFP, uM
para  determinar  la [ 13
concentracion del 3 6

complejo dMMFP a los [7( 45

tiempos indicados en la [13 1

tabla 3.II. Durante los [5( 12

primeros 15 minutos de 53 0.9

experimento se mantuvo 30 15

al animal anestesiado y
se realizd un lazo en arteria hepatica (tronco celiaco) y vena porta
por medio de una laparotomia abdominal. A los 15 minutos se
ajustaron los lazos y se mantuvo al animal en este estado por los 15
minutos restantes. El experimento dur6d 30 minutos.

Del analisis de los resultados surge que a partir de los 15
minutos no existe decaimiento de la concentracion del complejo. Sin
embargo observando el valor basal (a t = 0, [0(oMMFP] = 1,3 pM),
se puede deducir que a los 15 minutos (cuando se liga la
circulacion) ya todo el complejo ha sido metabolizado y la
concentracion del complejo 0,MMFP, ha alcanzado su valor basal,
y no existe decaimiento posterior de su concentracién por haber
sido totalmente metabolizado.

Sin considerar el valor basal, los datos indicarian que el
higado es el principal 6rgano de depuracion, ya que luego de anular
su circulacion cesa el decaimiento plasmatico de la concentracion
del complejo. Sin embargo esta conclusion es erronea. De este error
surge la importancia de conocer un valor basal del metabolito cuya
variacion plasmatica se estudia en el experimento.
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Soluciéon _al problema: conociendo que el maximo en la
concentracion plasmatica del complejo d.MMFP se produce a los
60 minutos se administraron 80 pmol de MFP por sonda géstrica de
manera que el complejo se forme in vivo, obteniéndose en este caso
concentraciones 50 6rdenes de magnitud mayor. Con este disefio se
obtiene un rango de variacién de la concentracion del complejo

mayor que en experimento i
anterior, disminuyendo el Tabla 3.III: concentraciones del

error en la determinacion y complejo 0,MMFP en plasma de ratas
permitiendo  tener méas |luego de una dosis oral de MFP

tiempo para la realizacion | tiempo (minutos) | a,MMFP, uM
del experimento. A partir 70 4374243
de los 70 minutos se 75 3731218
obtienen muestras  de 30 221+129
sangre a los tiempos 35 221+98
indicados en la tabla 3.11I. 90 1642290

En estas muestras
se determina la concentracion del complejo a-MMFP. A los 80
minutos se liga la circulacion hepatica obteniéndose los datos que se
muestran en la tabla 3.III y la figura 3.1. Con los valores de
concentracion se determinan los 6rdenes de los procesos por analisis

1000+
& f

= { { k= 0.012
1004

§ k=0.028

10 — T T 1
0 50 70 80 90 100
minutos
figura 3.1
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de las regresiones mencionadas mads arriba (ver apéndice 1). En este
caso el ajuste fue bueno para una cinética de orden 1. Se debe
distinguir que en este caso las pendientes de las rectas no coinciden
con las constantes de velocidad, ya que la grafica se halla en escala
logaritmica de base 10 (ver apéndice 1).

Con los datos de 70 a 80 minutos se determina la constante
de depuracion total kq= 0,065 min" y con los datos de 80 minutos a
90 minutos se determina la constante de depuracion sin la presencia
del higado k= 0,028 min"'. Lo que indica que el higado participa en
aproximadamente un 56 %.

Medida de la constante de depuracion sérica

Para determinar la constante de hidrdlisis en plasma se
procedid a extraer sangre de ratas, centrifugarla para separar los
globulos obteniéndose plasma el que fue incubado a 37° C. Las
ratas habian recibido, 60

minutos antes de la [Tabla 3IV: concentraciones del

extraccion, una dosis de complejo 0,MMFP en plasma de
80 pmol de MFP por |pataq incubado a 37° C

sonda gastrica, de esta tiempo (minutos) | o,MMFP, uM
manera, al extraer la 60 141
sangre la concentracion .
sanguinea del complejo es 120 12.8
elevada [*]. Al separar el 180 104

plasma del organismo el Unico proceso que actua sobre la
concentracion del complejo es la accion de factores plasmaticos. En
estas condiciones se determind la concentracion del complejo
0>.MMEFP [7], Tabla 3.1V.

Al realizar las regresiones [0, MMFP] vs tiempo, In
[a,MMFP] vs tiempo y 1/[0.MMFP] vs tiempo, nos encontramos
con una escasa diferencia entre los ajustes de las funciones a los
datos (ver valor del coeficiente de correlacion: r). Como se puede
observar en la tabla 3.V, si bien las constantes numéricamente son
muy diferentes, los tiempos de vida media del complejo en plasma
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son similares, independientemente del ajuste. En este caso serad
importante tener en cuenta el contexto bioldgico para decidir sobre
el ajuste a utilizar.

Tabla 3.V: valores de k, r y t1/2

ajuste r k t12 (min)
[]vst 0.98 0.031 M.min" 227
In[]vst 0.98 0.0025 min’* 277
1/[] vst 0.97 0.00021 M min’! 337
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CAPITULO 4
GRADIENTES DE CONCENTRACION

En ciertos trabajos de laboratorio es comun la utilizacion de
gradientes de concentracion. Se entiende que en un proceso existe
un gradiente de concentracion cuando se produce una variacion
gradual de una propiedad, en este caso la concentracion. Se pueden
crear por ejemplo un gradiente de sacarosa en un tubo de
centrifuga, un gradiente de poliacrilamida en un gel para
electroforesis, etc. El desarrollo que se muestra a continuacion
corresponde a una solucién que fluye a través de una columna
cromatografica y en la cual se crea un gradiente de concentracion de
una de las sustancias. En esta solucion hay una o mas sustancias
cuyas concentraciones van cambiando en el transcurso del tiempo.
Existe la necesidad de crear un gradiente de concentracion en los
procesos de purificacion de proteinas, por ejemplo cuando se

PROTEINA RETENIDA PROTEINA RETENIDA CON
CON MENOS AFINIDAD MAS AFINIDAD

CONCENTRACION DE
NaCl

PROTEINAS NO FIJADAS A
LA RESINA

|

CONCENTRACION DE
PROTEINAS

VOLUMEN DE ELUCION, ml

figura 4.1
utilizan columnas de intercambio ionico [?]. En estos casos se
42



trabaja con una columna (tubo de vidrio) que contiene una sustancia
de relleno (por ej. dietilaminoetil celulosa: DEAE celulosa) que
tiene cargas fijas, en el caso de la DEAE celulosa las cargas son
positivas. Al pasar proteinas a través de ella, las que tengan cargas
negativas seran retenidas en la columna por interacciones
electrostéticas con las cargas fijas en la resina de relleno. Existiran
proteinas que no seran retenidas y seran eluidas de la columna antes
de iniciar el gradiente (figura 4.1). Esto ocurre a una dada
concentracion de anién cloruro (CI). Una vez que las proteinas
estan retenidas sobre las cargas del relleno de la columna, se inicia
un gradiente de concentracion para el anioén cloruro (el fluido que
pasa por la columna ira aumentando la concentracion de CI') que ira
despegando a las proteinas de acuerdo a la fuerza de su union
electrostatica. De esta manera se pueden separar proteinas aun
cuando el peso molecular sea similar.

Existen diferentes alternativas para generar un gradiente.
Estas alternativas pueden ser simples en instrumental pero costosas
en tiempo o complejas en instrumental y valiosas por el escaso
tiempo insumido.

Primera alternativa: Esta alternativa no tiene un desarrollo
matematico, pero es util para clarificar el proceso de creacion de un
gradiente. Para esta técnica se preparan soluciones de
concentraciones crecientes, que se irdn eluyendo por la columna a
diferentes tiempos. De esta manera se obtendrd una variacion
escalonada de la concentracion de la sustancia.

En el primer caso detallado en la figura 4.2 se prepararon
tres soluciones de 0, 0,15 y 0,3 M. En el intervalo de 0 a 15 minutos
se utiliza la solucion 0 M, a los 15 minutos se cambia por la
solucion 0,15 M y a los 30 minutos se coloca la 0,3 M. En el
segundo y tercer caso de la figura 4.2 el nimero de soluciones
utilizadas es mayor permitiendo una variacion de la concentracion
con menos diferencias entre ellas.
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En cualquiera de estos casos de la figura 4.2, se observa que
la concentracion real de la sustancia ( [ [ ) se aproximara mas al
gradiente esperado (-----) cuanto mayor sea el numero de
soluciones preparadas. Si bien en los tres gradientes mostrados en la

[]
oM 0,15M 03M
0 15 30
minutos 0 o w0
[]
oM 0,1 M 02M 03M
0 10 20 30 " b -
minutos
[]
oM 0,05M  0,IM 05M  02M 0,25M 03M
0 5 10 15 20 25 30
10 20 30
minutos
figura 4.2

figura 4.2 la concentracion de la sustancia sufrid las variaciones
deseadas, se puede observar que en el ultimo caso el ajuste a la
concentracion esperada es mejor. Técnicamente, puede no ser
necesario un ajuste tan marcado. Por ejemplo si tenemos solo dos
sustancias fijas en una columna, una de ellas se eluye con una
concentracion 0,02 M de cloruro y la otra con 0,3 M, seria
suficiente un gradiente con tres escalones: una solucion con [Cl]
menor a 0,02 M (en este caso ambas permanecerian en la columna);
la segunda solucién de concentracion entre 0,02 y 0,3 M (en este
paso se eluiria una de las sustancias). Cuando terminara de salir la
primera sustancia, se deberia cambiar a otra solucién de [CI] mayor
a 0,3 M, con lo que se lograria despegar la segunda. En el caso que
la molaridad del CI' al que se despegan las proteinas es muy
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proxima, la cantidad de soluciones puede ser muy grande o inclusive
puede llegar a ser imposible la aplicacion de este método.

Si bien este método no presenta posibilidad de fallas si las
soluciones estan bien preparadas, requiere mucho trabajo de
calculo y de preparacion de soluciones.

Segunda alternativa: otra posibilidad es lograr un gradiente con
solo dos soluciones. En este caso es necesario una modelizacion
sencilla del proceso. Una de las soluciones esta contenida en un
recipiente de donde se obtienen las soluciones con el gradiente
(solucion A) y otra se va agregando en alicuotas fijadas de
antemano (solucion B).

§0 L1 § LU
|

0

|

d XK .
I:LFUM

Im 1 solu

o Lsolu

figura 4.3
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Para simplificar la comprension se realizara el desarrollo con
valores numéricos. Se dispone de un recipiente de 100 ml con una
solucion 0 M de un dado soluto y el flujo de salida del recipiente es
de 1 ml/min (figura 4.3.a). A tiempo 0 saldra en el primer minuto 1
ml de soluciéon 0 M (figura 4.3.b). A t = 1 min el recipiente tendra
99 ml (figura 4.3.c) ; si en este momento se agrega 1 ml de solucion
B de concentracion 1 M, la solucibn A pasard a tener una
concentracion 0,01 M y durante 1 minuto fluirda 1 ml de solucion
0,01 M (figura 4.3.d). A t = 2 min el recipiente volvera a tener 99
ml, en este momento se agrega nuevamente 1 ml de solucion B (1
M) figura 4.3.e, la solucion A volverd a tener 100 ml pero su
concentracion sera 0,0199 M. Durante 1 minuto fluira solucion A
con concentracion 0,0199 M. A t =3 min el volumen volvera a ser
99 ml y habra fluido solucion de la concentracion antes mencionada.
En este momento se agrega nuevamente 1 ml de solucion B
determinando que la solucion A tenga ahora una concentracion de
0,0297 M. Analizando un tiempo en particular (t) se puede deducir
que la cantidad de moles que hay en la solucion A es

[ ]; - EQB 9'[ ]t—l +0_001Ex@
0 1000 0O 100

El primer término en el interior del paréntesis es la cantidad
de moles existentes en el recipiente A al finalizar el periodo anterior
(t- 1), el segundo término es la cantidad de moles agregadas con la
alicuota de la solucion B (1 ml de solucion 1 M = 0,001 M.
Simplificando la expresion se obtiene

[ ], =099 ], +o0o01

Se obtiene un gradiente de concentracion que es la
aproximacion lineal. La pendiente del gradiente dependera de la
concentracion utilizada.

La aproximacion a la recta dependera del intervalo de
tiempo adoptado. Con el ejemplo anterior llevaria aproximadamente
30 minutos llegar de 0 M a 0,3 M (figura 4.4).
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Si se utiliza la misma solucion B, pero agregando 5 ml cada
5 minutos, la ecuacion resultaria

concentracion

0.35
0.3

0.25 ﬁ
0.2 [

0.1
o1 "

0.05
ol
0 5 10 15 20 25 30
minutos
— 1 minuto — 5 minuto = 10 minuto
figura 4.4
[ ], =095]]_ +0.05

de la misma manera resultaria si cada 10 minutos agregaramos 10
ml

[ ], =09] ]_ +o01

Observando las ultimas tres soluciones, se puede deducir
que el escalon entre dos concentraciones consecutivas es menor
cuanto menor es el intervalo de tiempo entre los agregados (figura
4.4).

Para un caso genérico

[ L=0=a] s
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donde

_ volumen agregado de solucion B

100

Es posible obtener una ecuaciéon general. Supongamos un
recipiente A con una concentracion C, y un volumen V, contiene
una masa "m" de soluto. De este recipiente fluye un volumen V' en
un dado periodo de tiempo At. A este recipiente se le agrega en el
mismo periodo de tiempo un volumen V' de otra solucién B, de
concentracion C, la masa agregada al recipiente A, serd la que se
obtiene por el siguiente céalculo

C
1000m! - Cv
VvV ~m=
1000

Al cabo del periodo At, la masa de soluto en el recipiente A
sera m;', la que resulta del siguiente calculo

1000m! - C

o

V-
S B T

por lo tanto la nueva masa serd m;=m + m,'

Gl e
! 1000 1000

esta masa m; estard contenida en un volumen V, ya que el volumen
que fluyo y se agregd es el mismo. Por lo tanto su nueva
concentracion C; sera:
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CU(V —V’) N Clyv:
1000 1000

_ EC,(V-V’) Relig El:}ooo
71000 1000 ¥

1000 ml -
reordenando la expresion se obtiene, para la concentracion en el
primer agregado

cvr-r|, co
v v

C =
o bien

P C [E/’
C1:CO+C|:E/ - 0
14 V

reordenando
¢ =c,+  tfc-c,)
V
generalizando para el agregado n, la concentracion en el recipiente

sera C,

Vo
Cn = Cn—l +7 [(]C _Cn—l)
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Tercera alternativa: Utilizando véalvulas solenoides. Este sistema
consta de un ordenador que controla valvulas de tres vias. Dos
soluciones de diferentes concentraciones se conectan a esta valvula
y el ordenador controla el tiempo que cada entrada permanece
abierta de acuerdo a la concentracion que se desea obtener. Un
sistema de mezcla ("mixer") se intercala entre las valvulas y la salida
del catéter que lleva la solucion con el gradiente (figura 4.5). Por
ejemplo si se desea un gradiente desde 0 M a 0,3 M, se puede
conectar al sistema una soluciéon 0 M y una 0,3 M. Programando el
sistema, al principio, el ordenador mantendra abierta continuamente
la entrada a la solucion 0 M, en este periodo la solucion que se
obtiene es 0 M. Luego se comenzara a abrir por un periodo de
tiempo la via que conecta a la solucion 0,3 M y se cerrara la
correspondiente a la solucion 0 M. Este periodo de tiempo se ird
incrementando de manera que la solucion que sale sera de una
concentracion creciente, hasta que al final del proceso se llegara a
una solucion 0,3 M.

0 M 0,3 M
| |
vélvula ordenador
solenoide
mixer
figura 4.5
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Cuarta alternativa: utilizando un sistema creador de gradiente.

Este sistema consta de dos compartimientos conectados por
una llave (figura 4.6). El compartimiento de la izquierda se mantiene
cerrado herméticamente, razén por la cual mantendra su volumen
constante y su concentracion inicial es C;, que corresponde a la
concentracion inicial del gradiente. El flujo que se obtiene por la
salida del compartimiento de la izquierda (k) serd idéntico al que
entre desde el compartimiento de la derecha (k;). El compartimiento
de la derecha se mantiene en equilibrio con la atmdsfera y contiene
una solucion cuya concentracion inicial es C,. La concentracion C,
puede ser mayor o menor que C;, de manera que al producirse la
mezcla la concentracion C; comenzara a variar, saliendo del
recipiente una solucion con una concentracion C = C). El modelo
que se describe a continuacion provee de una ecuacion que
relaciona esta Cy con los valores iniciales y de desarrollo del
gradiente.

En el recipiente de la izquierda existe una masa de sustancia
disuelta que al comenzar a fluir solucion (k) y entrar solucion desde
la derecha (ki) comenzara a variar, por lo tanto m = my,.

L ]

Vi

m(t) C2

llave

R

figura 4.6

La variacién de m viene dada por la ecuacion



an ., —k..C
dt

dividiendo ambos miembros por el volumen V, resulta

1 dm kKT, kT
v, dt ¥, v,

como dm/V, = dC, resulta

dC _k [, k@
eV, v,

como k; =k,
dac _ k [C, k1T kf
dt 4 o

Integrando esta expresion entre C; y C, para el intervalo de tiempo
(0, t) resulta

< dc k. *
= =g
Jie,=a=v I

sustituyendo C,-C =z

resulta -dC =dz
o bien dC =-dz
c, —€
e
z "
5 €
se obtiene
c,-c _ k;
_11’1 z c, - —_ 71 |__l|
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~In(C, =C) +In(C, - C}) =L [
4
k.
In(C, -C) ==L G =In(C, - C)
Vl
In(C,-C) - @
e L =C,-C
In[C,-C) g
C=C,-e £

distribuyendo el exponente

C=¢, —Mlea) o 7

finalmente se obtiene la ecuacion definitiva con la cual se puede
trabajar sobre una planilla de célculo, para calcular tiempos, flujos y
concentraciones a utilizar.

ki
C=C,-(C,-C)).e”

CAPITULO 5
INFUSION CONTINUA

La infusion continua es una practica habitual cuando se
desea inyectar una cantidad conocida de una droga durante un
periodo de tiempo. Esta metodologia también es ttil cuando se
desea mantener constante la concentracion de una sustancia en un
compartimiento. /n vivo, esta técnica se realiza cateterizando una



arteria 0 una vena de un animal e inyectando una solucion de
concentracion conocida a un flujo dado. El objetivo es alcanzar una
concentracion determinada que permita mantener este valor con
fines de tratamiento o bien medir la constante de velocidad de
depuracion (k.) de la sustancia.

Si bien la infusion continua de una sustancia puede realizarse
en cualquier compartimiento, es comuin su utilizaciéon cuando se
desea mantener constante la concentracion de una droga en sangre.
En esta practica se infunde la sustancia, proceso que tiene una
constante de velocidad (k;). Esta infusion mantiene en la sangre una
cantidad de la sustancia A, figura 5.1. Por otro lado, de la sangre la
sustancia A es eliminada, por uno o mas procesos. Aunque sean
mas de uno los procesos, si son del mismo orden se pueden
considerar como un Unico proceso cuya constante de velocidad de
eliminacion es k.

Para realizar la infusion se puede proceder de dos maneras
diferentes
* canalizando vena o arteria y utilizando una bomba peristaltica o

de infusion’.
* colocando una minibomba osmdtica en la cavidad peritoneal del
animal®

En ambos casos el modelo matematico es el mismo. La
variacion de la cantidad de la sustancia A en sangre estard dada por
la siguiente ecuacion diferencial

sangre
k ke
—_t A ———

figura 5.1
7 Las bombas de infusion, son dispositivos que presentan una jeringa y un
mecanismo automatico al que se le pé,ljde regular la velocidad de empuje del




% = ki _keA

En esta ecuacion se esta teniendo en cuenta que la velocidad
de infusion es independiente de la cantidad presente en sangre, por
lo tanto el proceso de infusion tiene orden cero, en cambio la
eliminacion de la sustancia es mayor cuanto mayor es la cantidad de
la misma en sangre, por lo que el proceso de eliminacion es de
orden 1.

Aplicando las transformadas de Laplace (ver apéndice 3)

k, _
sA—A,=——k,A
s
Si la sustancia A no existe en la sangre, la concentracion

inicial de A sera cero, por lo tanto se puede suponer que A, LIO.
Reordenando la expresion anterior se obtiene

Als+r)=t
N

émbolo de la jeringa, de esta manera se puede obtener un flujo constante y
conocido. Las bombas peristalticas, sin jeringa, realizan el empuje por
compresion de un catéter produciendo los mismos resultados que la bomba de
infusion.

¥ Las minibombas osmoéticas son dispositivos que contienen una cavidad en la
que se coloca la solucion a infundir y ésta estd relacionada con el
compartimiento a infundir por un pequefio orificio. La cavidad esta rodeada por
una capa de una sustancia que se expande al estar en contacto con agua. Esta
sustancia tiene la capa exterior permeable al agua y rigida, mientras que la capa
interior es impermeable y flexible. De esta manera al expandirse, comprime el
compartimiento que contiene la solucion y fuerza el liquido a salir hacia el
exterior

H20
YYYV vy

solucio —_— >

T EY
H20
55




despejando la transformada de A

k;

A=
S(S+ke)

aplicando antitransformada

A:ﬁl—e"‘ef)
k@

dividiendo por el volumen de distribucion de la sustancia, se obtiene
el valor de su concentracion

[A]:L
keVd

1 _ e_ket)

Esta es la ley que sigue la concentracion de la sustancia A,
en este modelo.

A partir de esta ley se pueden obtener otras expresiones de
amplia utilidad. Si en la expresion anterior se calcula el limite para el
tiempot — o

lim[A] = lim kEy (1 - e_kfm)

00 - 0
t t d

se obtiene el valor de la concentraciéon de A a tiempo infinito, es
decir el valor al cual tiende la concentracion si la infusion se
prolonga un tiempo muy largo. Esta expresion resulta

k,
lim[ 4] =[A4],, =i el L
tlfl;lo[ 1=[4]. ;lfgk N ( ¢ )

e d
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de donde finalmente se obtiene que la concentracion de A para
tiempo infinito es

k.
[Ale =—
k, OV,

e

Si los valores de ki, k. y V4 son conocidos, se podra saber a
qué concentracion maxima, [A]., se llegara. Esta expresion también
es util para elegir un valor de ki para alcanzar wuna [A].
determinada.

Si el objetivo es hallar las variables farmacocinéticas, se
infundira la sustancia hasta obtener la concentracion constante,
[A]-. A partir de este momento se suspende la infusion y de la curva
de decaimiento de la concentracion de la sustancia se halla el valor
de k.. Conociendo k., ki y [A]«, se puede hallar el volumen de
distribucion de la sustancia.

El modelo permite obtener el tiempo necesario para
alcanzar un porcentaje de [A]. Por ejemplo si se desea saber cuanto
tiempo se demorara en alcanzar la mitad del valor méximo, esto es
[A]~/2, como se conoce que

k,
4.1

e’ d
reemplazando ambos valores en la expresion obtenida
anteriormente

k; —y
Al=——1—e™
A= =)
resulta
4] =[4 ][(]]_e—kez)
2 0
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distribuyendo [As]

4]
2

[4.]-[4.]e™

reagrupando los términos con [A.] , se obtiene

_l4.]

— _ —k,t
7 - [Aoo] Lé

simplificando y reemplazando t por ti,, debido que a ese tiempo la
concentracion de A es igual a [A.]/2, resulta

—In2 :_ketl/Z

despejando t;»

_In2

Sy

Como se puede observar el tiempo para alcanzar una
fraccion (en este caso 50%) del valor méximo es independiente de la
ki e inversamente proporcional a k.

De la misma manera se pueden obtener valores del tiempo
para alcanzar un x% del valor méximo. Siguiendo una deduccion
similar se obtiene

. = In10o —In(100 —x)
o k

€

Existe otra metodologia para obtener los pardmetros
farmacocinéticos, especialmente cuando el tiempo necesario para la
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estabilizacion es muy largo. En este caso se utiliza la derivada de la
funcion. Si se deriva la expresion

B
se obtiene
o)

reordenando resulta

Al = ——
[4] iy

e

ki (k e_k"m)

simplificando y pasando el término exponencial al denominador

k.
[A] = ——
v, ek

A tiempo cero, el valor de la derivada resulta

kA4
[A4]; _Vd 0 N
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Como indica la ecuacion anterior, la derivada a tiempo cero’
se puede aproximar por el cociente incremental entre la
concentracion de la sustancia y el tiempo. El valor obtenido del
cociente incremental'® sera tanto mas proximo al valor de la
derivada, cuanto mas pequefio sea el valor de At. En este punto es
importante resaltar que la amplitud del At puede estar restringida
por diferentes motivos. Por ejemplo se debe tener un At de
dimensién suficiente como para que la técnica utilizada para medir
[A] detecte diferencias significativas entre los valores, de manera
que el A[A] sea un valor confiable y no una mera representacion del
error experimental de la determinacion. Como se observa en la
figura 5.2 cuanto mayor sea el At, peor serd la estimacion que se

obtendra de la derivada.
Uno de los inconvenientes que se puede presentar es

alcanzar el valor A. cuando k. tiene un valor pequefio. Observando
la siguiente expresion

[ Al t

figura 5.2

? es la pendiente de la recta t en la figura 5.2
' es la pendiente de la recta s en la ﬁggba 5.2



(AT, =2t
d

se deduce que la derivada a tiempo cero es directamente
proporcional a ki. En base a esto se puede modificar la infusién para
alcanzar el plateau en un tiempo mas corto. Para ello al inicio se
infunde a una velocidad mayor, de manera que k; sea mayor que la
que se utilizara en el resto de la infusion. Como se puede ver en la
figura 5.3, la linea continua muestra la evolucion que seguiria la
concentracion de A con la constante ki, mientras que la linea de
puntos muestra la evolucion con una k; mayor. Como lo muestran
las flechas las tasas de infusion tienen una relacion inversa con el
tiempo necesario para alcanzar A., .

Otra manera es inyectando una dosis Unica inicial, Do, de tal
manera que se cumpla que

ool

d
y simultaneamente infundir a velocidad k;. De esta manera se
alcanzaria el valor del plateau al inicio del experimento y luego lo
mantendriamos. Se debe observar que con ambas metodologias se
necesita tener una nocién del proceso. En el primer caso se deberia
conocer cuando se ha alcanzado la concentracion constante y

[A] [A] con ki mayor
Ao —
t con ki t con ki
[ mayor menor Y
t
figura 5.3

61



cambiar la velocidad de infusion al valor previsto. En el segundo
caso se deberia tener una estimacion del volumen de distribucion.

Al aplicar estas metodologias la constante k; es un valor
conocido. Para el caso de las bombas peristalticas y de infusion, este
valor se puede conocer con precision, apelando a los valores de
velocidad de movimiento de las bombas de infusion y los grosores
de los catéteres o jeringas utilizadas. Ademas es posible recolectar
el liquido en tubos y con la ayuda de una balanza conocer
exactamente el volumen emitido por la bomba de infusion. Para el
caso de las minibombas osmoticas, es mas dificultoso conocer el
valor, ya que las mismas no se comportan homogéneamente y los
volumenes que las bombas emiten son muy pequeios. Ademas para
que la bomba presente un flujo debe estar en contacto con una
solucion. De todas maneras k; es un valor que se puede comprobar
previo a la infusion. Para cumplir con este ultimo objetivo, se
coloca una minibomba osmdtica en un recipiente con una solucioén
de caracteristicas fisicoquimicas (pH, fuerza ionica, temperatura y
tipos de solutos) similares al medio en el cual se encontrard durante
el experimento. Luego se mide la concentracion de la sustancia A a
lo largo del tiempo en el recipiente. Conociendo el volumen del
recipiente se puede calcular con exactitud el flujo del dispositivo.

Ademas como se observa en la figura 5.4 se puede estimar el
tiempo que la minibomba osmoética presenta un flujo regular. Para
este ejemplo es de aproximadamente 25 horas. La linea de puntos
muestra la variacion real de la concentracion de la sustancia A en el
recipiente, mientras que la linea continua corresponde a la recta que
ajusta los valores con un comportamiento lineal cuya pendiente es
1,1 pM/hora. Si el recipiente en que se colocd la minibomba tiene
un volumen de 1 litro, esto indica que cada hora se vuelcan al
recipiente 1,1 pmol de la sustancia. Este es el flujo de la bomba, el

que proporciona un valor de k= 1,1 pmol /hora.
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[A]: | [Aleo e o o
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4 I
T °
» L fin infusiéon
L hd ! ! ! ¢ | | hd [

0 60 120 180 240 300 310 320 330 340

figura 5.5

Aplicacion a un caso particular

En la tabla 5.II se muestran los valores obtenidos en una
infusion continua con un k= 0,017 pmol/min (1 pmol/hora). Estos
mismos valores se visualizan en la figura 5.5. De 0 a 300 minutos se
infunde a velocidad constante. En este periodo esta presente la

infusion y la excrecion. A los 300 minutos | Tabla 5.11: infusion
se suspende la infusion. continua
De la tabla 5.1 se puede obtener t [A] pM

el valor [A]. , en este caso dicho valor es 0 0.1
igual a 5,2 uM. De la regresion entre el 16200 (2)2
In[A] y el tiempo para t >300 minutos se [ gq 51
obtiene k.. Para los datos de la tabla 5.1I, [ 239 59
k= 0,14+0,01 min" (r= 0,99 p < 0,01). [ 300 5.2
Estos valores confirman ademds que el | 310 S}
proceso de eliminacion es de primer | 320 2.1
orden. En el caso que la regresion entre el ;318 8?

In[A] y el tiempo no fuera significativa, el
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modelo planteado no seria correcto, ya que el orden del proceso de
eliminacién no seria uno.
Conociendo estos valores y aplicando la expresion

k,
[4],, =", obtenemos el valor de Vd
ke Vd

0.017 famol.min

k.
V, = : = — —— =0.023 litros
k. A].  0.14min ~.5.2 zamol litro

Si se utiliza la derivada de la funcién a tiempo cero para
obtener el valor del volumen de distribucion se obtendria

k, _NAl _03-0.1 oo
A, =—"= = =0.00333 pmol I~ .min
LT, v, I 60 —0
despejando V4
.
v, k; __0.017 ol .min — 5 liros

©0.00333 gamol I .min 7 0.00333 ganol 17 .min

como se puede observar el valor obtenido del volumen de
distribucion es notablemente diferente al obtenido anteriormente. La
razon principal radica en que al utilizar la ecuacion de la derivada a
tiempo cero, el intervalo de tiempo empleado es 60 minutos. Este
valor de intervalo determina que el cociente incremental no sea una
buena aproximacion de la derivada.

Los célculos anteriores indican que la disposicion de una
ecuacion no implica que la misma pueda ser utilizada
indiscriminadamente y sin criterio.
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CAPITULO 6
ESTUDIOS DE ABSORCION EN ORGANOS AISLADOS

En este capitulo se describirdn experimentos y se
desarrollaran modelos aplicados a estudios de absorcion y
metabolismo de sustancias en 6rganos aislados in sifu. La expresion
"organo aislado in situ" se refiere a un 6rgano que se encuentra en
el animal, preservando o no todas sus funciones, manteniendo la
innervacion e irrigacion sanguinea. A través de ciertas
manipulaciones, quimicas y quirurgicas, se logran controlar
algunos de los procesos que en €l ocurren. Durante la realizacion
del experimento el animal de experimentacién permanece vivo, bajo
los efectos de algun anestésico. Los modelos que se presentaran a
continuacion han sido desarrollados para el estudio de los procesos
de absorcion del monofluorofosfato (MFP) y el fluoruro de sodio
(NaF) [4] en estdmago e intestino. Se discutiran a continuacion los
experimentos y la interpretacion de los datos que permitieron
desarrollar los modelos definitivos.

MODELO DE ESTOMAGO AISLADO

A continuacién se estudiard el proceso de absorcion géstrica
de una o mas drogas. En particular seran analizados los procesos de
absorcion e hidrolisis del MFP. Hipotéticamente, el MFP (figura
6.1) ingresa al tubo digestivo, por via oral, el proceso tendria una
constante de velocidad k;. Al llegar al estobmago éste se podria
absorber a través de la mucosa géstrica con una constante k, o
metabolizar a fluoruro (F), proceso cuya constante de velocidad
seria k;. A su vez el MFP podria absorberse (k) a través de la
mucosa y pasar al torrente circulatorio. Por ltimo el MFP y el F
podrian pasar al duodeno (ks y ke). Algunos de estos procesos son
ya conocidos, otros son el motivo de la investigacion.

Si se desea conocer el metabolismo en la luz del estémago es

conveniente - esofago Fo MFPo siguientes
k7 k1
%5 K3 k2
, F C MFP} >
estomago
k4
intestino K6 k5

figura 6.1



recursos son aplicables con el objetivo de lograr dicha

simplificacion.

* Bloqueo del pasaje de las sustancias al duodeno mediante
ligadura en el piloro. Con esta ligadura se logra que ks y ke sean
cero. El estomago se aisla del resto del tubo digestivo, pero
mantiene su irrigacion e innervacion. Este modelo se denomina
estomago aislado in situ. La ligadura del piloro implica una
laparotomia abdominal, por lo que es imprescindible una

anestesia  total del animal [Tapla 6.1: concentraciones de

utilizado. MFP y F en la luz del
* Administracién de una dosis |estomago luego de colocar 2

unica a un dado tiempo, | ml de MFP 60 mM
utilizando una sonda gastrica. |tiempo |[MFP] |[F]

Con esta maniobra, se logra |(min) UM UM

que no exista un proceso 0 2+5 [126+2

continuo de aporte de la 15 48 + 4 13.i 5

sustancia via eséfago por lo 30 3717 10+2

tantOAk11Z kﬁ Osrzln Eir Oélantear o 145 37+4 |9+1
problema, por supuesto son 2(5) 3(5) i ? g i i‘
importantes los conocimientos 90 2310 71

previos. Al inicio de estos estudios

se conocia que

* el MFP se hidroliza y da como productos fluoruro (F) y fosfato
(P) ['"]. Si bien este proceso esta descripto en intestino no existia
informacion sobre su existencia en estdémago, en el momento de
desarrollar el modelo.

* el fluoruro se absorbe a nivel gastrico, proceso que es favorecido
por la formaciéon de acido fluorhidrico (HF). Este fenomeno es
dependiente del pH, dado que este acido es débil, su formacion
esta favorecida por el bajo pH que presenta la luz del estomago.

En base a las observaciones anteriores y las restricciones
impuestas, se pueden despreciar las constantes ki , ks, k¢ y ks, Sin
embargo la posibilidad de absorcion de MFP intacto y su
metabolizacion a F, no pueden ser descartadas. Por otro lado la
absorcion de F, es un hecho ya ggmprobado.




Se realiz6 un experimento de estdmago aislado in sifu y se
midi6 la concentracion de MFP y F en funcién del tiempo . Los
resultados de estos experimentos se muestran en la tabla 6.1. Como
se puede observar tanto el MFP como el F disminuyen a lo largo
del tiempo. La disminucion de la concentracion de MFP determina
que no se puedan descartar los procesos cuyas constantes son k, y
ks. En base a estas observaciones se establecid un modelo
preliminar para someter al estudio. El mismo esté representado en la
figura 6.2

Con el objetivo de determinar la existencia del proceso cuya
constante es ks se administraron 2 ml de MFP 80 mM a ratas cuyo
estbmago se habia

aislado in situ. Los ) o dosis tnica
. esofago
animales se K1=0
ayunaron 13 ©
. F < MFP—
previamente durante .
. estomago k4
24 horas para evitar >

la  presencia de
alimentos en la luz
gastrica. A los 2
minutos de la
administracion ~ se intestino
retird el contenido
del interior  del
estomago y se incub6 a 37° C durante 385 minutos.

Ligadura en el pilorc

figura 6.2
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Con esta maniobra se logra mezclar la solucion de MFP con
algun posible factor de la luz gastrica (si existe) que pudiera
metabolizar el MFP a F, para luego estudiarlo in vitro. Se debe
notar que al incubar el contenido géstrico in vitro, las constantes k,
y k4 se desprecian, ya que in vitro, el MFP y el F~, como tales, no

podrian salir del sistema (figura 6.3).

En estas
condiciones se
determind la
concentracion de

kl1=0

esofago k7=0

dosis tnica

F en funcién del
tiempo en el buffer
de incubacién. La

estomago

k3
F<—MFP——>

\ k4
—>

: i:igadura en el

piloro

hipotesis que se
maneja es la
siguiente: si en el
estdbmago el
proceso de
transformacioén de
MFP a F tiene
lugar, la
concentracion de F in vitro debe aumentar.

intestino

figura 6.3

l

k3
F < MFF

Los datos que se obtuvieron del proceso son los que se

muestran en la tabla 6.II. Analizando los
datos de esta tabla mediante regresion
lineal se puede ver que la pendiente de la
recta que ajusta a los valores de [F] en
funcion del tiempo no discrepa de cero (-
0.001151+0.0007062 pmol/litro.min), por
lo que se puede establecer que el proceso
de transformacion de MFP a F  es
despreciable, es decir k; = 0.

Con los resultados del experimento
anterior se puede suponer que la presencia
de algun factor soluble en la luz gastrica es
despreciable, pero no se puede
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Tabla 6.11: [F] en el
contenido  gastrico
incubado in  vitro
(n=3)
tiempo [F]
(min) uM
0 54+04
20 5.6 +0.6
70 54+0.1
130 54+0.5
385 51+04

descartar la presencia de una



enzima de membrana que produjera dicha metabolizacion o algin
factor que fuera secretado a la luz no inmediatamente (dentro de los
2 minutos de preincubacion in sifu). Este ultimo problema seria
solucionable si se preincubaran a diferentes tiempos y luego se
incubaran las soluciones in vitro repitiendo el experimento anterior.

En base a los experimentos detallados anteriormente y con
las limitaciones impuestas, el modelo para estomago aislado in situ
luego de una dosis unica de MFP queda representado por la figura
6.4

En este punto se puede concluir que el MFP y F
desaparecen de la luz gastrica por absorcion a través de la mucosa
gastrica o bien por unioén a la membrana.

Para dilucidar si se trata de unioén a la membrana o absorcion
se midio fltor en sangre por microdestilacion isotérmica [''] después
de 15 minutos de haber llenado el estdémago aislado in situ con las
soluciones que se detallan en tabla 6.111.

esofago Kl=0 dosis tnica

k3=0 K2

>

\——>
k4

Ligadura en el piloro

estomago

intestino

figura 6.4
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Tabla 6.11I: [F] determinada por PUDI en plasma luego de 15
minutos de llenar el estbmago con 2 ml de las soluciones de la
primer columna (n=4)

solucion de llenado [F] determinado por uDI, uM
MFP 0 mM, NaF 0 mM 1.6 £0.5

NaF 80 mM 79.0 £ 14

NaF 80 mM + Al"™ 80 mM 1.8+1.0

MFP 80 mM, NaF 5 mM 5.8+ 1.1

MFP 80 mM, NaF 5 mM + 3.9+0.8

Al 5 mM
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Cuando en la luz del estdbmago se coloco una soluciéon de
MFP 0 mM y NaF 0 mM, en el plasma se determind una
concentracion de fluor de 1,6+0.5 pM. Esta seria la concentracion
basal en un animal no expuesto a una dosis de compuestos con
flior. Cuando el estomago se llen6 con una solucion de NaF 80
mM a los 15 minutos en el plasma la concentracion de F alcanzo el
valor de 79 UM, lo que est4 confirmando la absorcion de fluoruro a
nivel gastrico. Esto indica que el decrecimiento de la concentracion
de fluoruro a nivel gastrico, se debe en parte a un proceso de
absorcion (la fijacién no puede ser descartada). Cuando se utilizo la
misma concentracion de fluoruro de sodio, pero simultdneamente
con concentraciones equimolares de aluminio, que forma un
complejo no absorbible entre ambos elementos, concentraciones
plasmaticas compatibles con esta inhibicion fueron detectadas en
plasma 15 minutos después de colocar la solucion en la luz géstrica
(1,8+1.0 pM). Cuando se coloco una soluciéon de MFP 80 mM que
esta acompafiada por NaF 5 mM la concentracion plasmatica
asciende a 5.8 = 1.1 UM. En este caso no podemos afirmar que el
aumento de la concentracion plasmatica sea por absorcion del MFP.
Sin embargo si la soluciéon ademas tiene aluminio: MFP 80 mM,
NaF 5 mM + Al 5 mM, la fluoremia es 3.9 + 0.8 uM. Este tltimo
dato indica que aun cuando el F no se absorbe por la union a
Aluminio, el MFP se absorbe y no forma complejo con el AI™™.

En base a las observaciones realizadas hasta este momento
se podria afirmar que la disminucion de la concentracion de MFP en
la luz intestinal se debe a absorcidn a través de la mucosa géstrica y
no por hidrolisis a fluoruro. Obviamente no se puede descartar que
la unién a estructuras tisulares no existe, pero al menos se puede
afirmar que ese no es el tnico proceso que determina la disminucion
de la concentracion de MFP en el estomago.

La ecuacion diferencial que representaria el proceso a nivel
gastrico quedaria representada de la siguiente manera

dAg L -k, ourpe
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Como el ajuste de los datos de [MFP] en funcion del tiempo
mediante una funcién exponencial, es bueno, se puede asumir que el
orden del proceso es 1.

dAflf P =k, ovurp

Esta ultima ecuacion es a variables separables por lo tanto
de sencilla resolucion. Aplicando transformadas de Laplace (Ver
apéndice 3), se obtiene
s LMFP — MFP, = —k, LMFP

reagrupando

MFP (s +k,) = MFP,

despejando la transformada de MFP

VEP = MFP,
(s+k2)

y aplicando la antitransformada se obtiene la funcion para la
cantidad de MFP en la luz gastrica en funcion del tiempo

MFP= MFP, [&™""
dividiendo ambos miembros por el volumen

MFP _ MFP, _ 4

V V
0
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| MFH =| MFR|[27""

Realizando las regresiones de [MFP] vs tiempo o In [MFP]
vs tiempo, se obtiene en ambos casos un buen ajuste de la funcién a
los datos experimentales. La constante k, se obtuvo de la regresion
entre In[MFP] vs tiempo, k, = 0.008197 £ 0.0009846 min*
MODELO DE INTESTINO AISLADO

Para estudios de absorcién o metabolizacioén intestinal de
una sustancia se puede utilizar el modelo de intestino aislado in situ.
Este modelo es similar al realizado con el estdbmago aislado de la
rata. Como se dijo al inicio de este capitulo se analizara este modelo
aplicado al estudio de la absorcion de MFP.

Luego de una dosis oral de MFP, al intestino llega una
fraccion del MFP y del F, provenientes del estdbmago, figura 6.5.

En el intestino
existen las posibilidades , MFP  F
de metabolizacion, <™
excrecion y absorcion de
las sustancias, procesos
cuyas constantes  de
velocidad son ki, ki, ks,
ks, ks, ks, ki Con el
proposito de simplificar el
estudio y circunscribir el
mismo al intestino, se aisla
el intestino in situ. Para
cumplir con este objetivo,
se practican dos ligaduras,
una en el piloro y otra aproximadamente 4 cm mas adelante. En uno
de las dos ligaduras se coloca un catéter, por el cual se introduciran
las soluciones y se extraerdn las muestras.

Utilizando este recurso se logra independizar el estudio del
pasaje del estobmago al intestino y de la eliminacion de ambas

piloro

intestino

figura 6.5
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sustancias por materia fecal. De esta manera ki, ki, ke y k7 se
consideran iguales a cero.

Con la operatoria
mencionada el sistema en

estudio queda reducido a piloro ligadura
lo representado por la
k3
figura 6.6. MFP X > F
En este modelo se =
, ntestino
representara con k K5
(constante total de

., ligadura
desaparicion) a la suma de

las constantes de hidrolisis
del MFP (ki) y constante
de absorcion del MFP (ks).
La constante k es la
constante de velocidad del proceso de desaparicion del MFP de la
luz intestinal, sin discriminar los procesos de hidrolisis y absorcion

figura 6.6

k =k, +k,

Se realizO un experimento con fines exploratorios. Los
resultados de éste seran posteriormente utilizados para obtener las
constantes de velocidad. En este experimento se colocaron por el
catéter 2 ml de una solucion de MFP 80 mM. Se debe recordar que
aun en los casos de contar con drogas de gran pureza, siempre
estara presente el fluoruro. Durante 90 minutos se extrajeron
muestras de 100 pl. En estas soluciones, utilizando las técnicas
descriptas anteriormente, se determinaron las concentraciones de
fluoruro y MFP. Los valores obtenidos se muestran en la tabla 6.IV.
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De la observacion de los valores obtenidos, se puede deducir
que no existen procesos que puedan ser despreciados. La
disminucion de la concentracion de MFP, estd indicando que k, no
puede ser considerada cero. Los valores de la concentracion de F
correspondientes a los tiempos comprendidos en el intervalo 0 - 45
minutos, indican que k4 es diferente de cero. Esta afirmacion se
basa en la observacion de un incremento en la concentracion del
anion. A priori es imposible deducir si ks serd o no diferente de
cero. Por otra parte el decaimiento de la concentracion del fluoruro
en tiempos superiores a los 45 minutos estd indicando que el i6n
desaparece de la luz intestinal, muy probablemente por absorcion a
través de la mucosa.

Utilizando los valores de [MFP] de la tabla 6.1V, se puede
hacer un primer analisis. Los logaritmos naturales de estos valores
ajustan con una gran significacion estadistica a una funcion lineal del
tiempo (r = 0.9898, p < 0,01), cuya pendiente es -0,0502+0.0042

1

min'. Se debe recordar

que en caso de existir este | Tabla 6.IV. Concentraciones de MFP

tipo de ajuste, indica que |y F en la luz intestinal luego de

la concentracion de MFP |llenarlo con MFP 80 mM

en la luz intestinal es una | t, min [MFP], [F —], mM

funcion exponencial mM

decreciente del tiempo, del 0 64,5 &= 13| 42 &2

tipo 15 40,9 &= 18] 258 %9
30 154 = 13] 39,7 =47

[MFP| =[MFP,_ | 3 7+® 45 95 + 1 | 44,6 + 85
60 3,1 #=0,5]39,0 125

De la misma 75 0 26,9 &+ 12,1
manera se pueden analizar 90 0 199 &= 9.8

los valores de la concentracion de fluoruro para tiempos superiores
a 45 minutos''. Si se correlacionan los valores de In[F] en funcion

" De la observacion de los valores de la tabla 6.1V, se puede deducir que mas
alla de los 45 minutos, el proceso de hidrdlisis es despreciable. La ausencia casi
total de MFP en la luz intestinal y el franco decaimiento de la concentraciéon de
fluoruro son las pruebas de esa afirmacion. Por lo tanto a t>45 minutos se puede
afirmar que solo estaria presente el pr()fgso cuya constante de velocidad es ks



del tiempo, se obtiene un
ajuste estadisticamente  piioro ligadura
significativo (r = 0.9889 p<
0,01) con una pendiente

-0.0186+0.0023 min’!, F——
Estos resultados indican  intestino
que el fluoruro desaparece ligadura

de la luz intestinal en forma

proporcional al logaritmo

de su concentracion. En figura 6.7

base a estas observaciones

se puede afirmar que la concentracion de fluoruro en la luz del
intestino es un proceso de primer orden ajustado por una funcion
exponencial del tipo

GRS

FO

Se realiz6 un experimento con el intestino aislado, pero en
este caso el lumen se llen6 con una solucion que sélo contenia NaF,
figura 6.7. En este experimento sélo esta presente el proceso de
absorcion del Fluoruro. Los datos obtenidos se muestran en la tabla
6.V. Correlacionando el In de la [F] con el tiempo, se obtuvo un
significativo ajuste por una recta, lo que confirma que la
desaparicion del F es un proceso de primer orden.

La pendiente de la recta (k;) fue 0,0132+ 0.0007 min™.
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Comparando el valor de ks obtenido con los datos de [F7]
para t>45 minutos de la tabla 6.1V, con el valor de la k; hallado a

partir de los datos de la tabla 6.V,

se puede deducir que el proceso

de absorcion del F es independiente del metabolismo del MFP.

Con el fin de investigar el proceso de hidrolisis del MFP en
la luz intestinal, se llend el intestino con una solucion de MFP 80
mM, figura 6.8. Luego de 5 minutos se extrajo el contenido y se lo

incubd in vitro a 37° C durante 90 minutos.

De esta manera se

pudo estudiar el proceso de hidrélisis anulando el proceso de
absorcion intestinal. A intervalos de 15 minutos se extrajeron

alicuotas del incubado y se
determind la concentracion de
fluoruro y monofluorfosfato de
sodio.

Los valores obtenidos se
muestran en la tabla 6.VI.

Estos resultados indican
que el MFP se hidroliza a F- en la
luz intestinal.

piloro

intestino
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Tabla 6.V: concentracion de F
en la luz intestinal luego de
llenar la luz con NaF 80 mM

tiempo, min | F mM n
0 75+ 4 3
15 72+ 7 3
30 61+6 3
45 49+ 5 3
60 40+ 4 3
75 31+£6 3
90 23+4 3

105 19+5 3
120 19+1 3
ligadura
MFP
ligadura A 4
k3
F<MF
figura 6.8



El MFP es un sustrato
de la fosfatasa alcalina [1].
Para comprobar que el
proceso de hidrolisis es
llevado a cabo por dicha
enzima, se realizd un
experimento similar  al
descripto pero en presencia
de  L-fenilalanina  (FAL,
inhibidor especifico de la
fosfatasa alcalina intestinal).
Se llen6 el intestino con
solucion de MFP 80 mM en

Tabla 6.VI. Incubacién de
contenido de intestino

Tiempo [[F],mM |[MFP] mM
0 6£3 74 +£5

15 10+9 63+16

30 21+ 4 58+9

45 294+ 10 45+ 5

60 39+4 39+4

75 41 £ 15 30+ 6

90 65=+1 20+ 4

un grupo de animales en presencia de FAL 14 mM y en el grupo
control en ausencia del aminodcido. A los 5 minutos se extrajo la
solucion y se incub6 a 37 © C. A los tiempos indicados en la tabla
6.VII se extrajeron alicuotas y se determind la concentracion de
MFP remanente. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla

En ambos casos existe una correlacion significativa entre el

6.VIL.

In[MFP] y el tiempo,
confirmando que la
velocidad de desaparicion

del MFP depende de 1la
concentracion de MFP. En
ausencia de L-fenilalanina, k4
= 0,0352+0.0014 min’,
mientras que en presencia de
L-fenilalanina 14 mM, k4
=0,0071+0.0003 min™.
Ambas pendientes discrepan
significativamente de cero y
son diferentes entre  si
(p<0,0001). Estos datos
indican que al menos en

Tabla 6.VII. Concentracion de MFP
(mM) en asa intestinal aislada
tiempo, min | [FAL]=0 | [FAL]=14mM
0 99 97
1 97 97
2 94 96
5 85 96
10 71 93
15 56 89
20 50 85
25 43 82
30 30 77
45 22 72
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parte el decrecimiento de la concentracion de MFP se debe al
proceso de hidrdlisis catalizado por la fosfatasa alcalina.

Atin con concentraciones muy elevadas de Fenilalanina no se
logré una inhibicién completa de la hidrolisis. Esto puede deberse a
que existe en intestino una fraccion de la fosfatasa alcalina insensible
a la inhibicion por fenilalanina ['?]. La imposibilidad de producir una
hidrolisis completa no permite utilizar al aminoacido para inhibir la
hidrdlisis in vivo y medir de esta manera el proceso de absorcion de
MFP intacto cuya constante de velocidad llamamos ks. Por lo tanto
si bien es posible afirmar que el proceso de hidrdlisis de MFP a F-
existe, es imposible con estos datos verificar la presencia o ausencia
del proceso de absorcion de MFP intacto.

Por lo tanto, en base a las evidencias obtenidas con los
experimentos descriptos se aceptd como modelo el planteado en la
figura 6.6; las constantes ks y ks han sido verificadas mientras que el
proceso cuya constante es ks no ha sido atin comprobado.

k =k, +k,

dMFP
dt

=—k LMFP

aplicando Transformadas de Laplace
s LMFP — MFP, = —k [MFP
MFP [{ls + k) = MFP,

MFP,

(*)
aplicando antitransformadas
MFP = MFP, (87"
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dividiendo por volumen:
|MFP| =[MFP,| (&™*"

que corresponde a la ley que ajusta la concentraciéon de MFP en el
intestino en funcion del tiempo.

Para la cantidad de fluoruro en la luz del intestino podemos
plantear la siguiente ecuacion diferencial

9 MFP —k, F~
dt

aplicando las Transformadas de Laplace correspondiente a cada
miembro de la ecuacion anterior, obtenemos:

sF~ —F, =k, (MFP —k,.F~
suponemos que £, =0 (si el MFP tiene un grado de hidrolisis
pequeio esta aproximacion es correcta)

sF~ =k, MFP —k, F~
reemplazando la transformada de la cantidad de MFP en el intestino
(*), resulta

— P
F~ s +k) =k, s+ka)

-_ Kk, IMFP,
(s + k) Us + k.

aplicando las antitransformadas para ambos miembros de la
expresion anterior obtenemos:
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— ky IMFP, | g _e—k3m)
ky—k

F-

dividiendo ambos miembros por el volumen:

[F_] — k, [[]MFPO] [(]e—km _e—kzlzl)

se obtiene la ley que ajusta la concentracion de F ~en la luz del asa
intestinal aislada.

Se le debe sumar [F,] si el MFP tiene un porcentaje de
hidrolisis importante.

Si se analiza esta expresion para t > 45 minutos, se puede
suponer que la desaparicion del MFP fue total y por lo tanto el
término e*= 0. Por lo tanto la expresion queda reducida a

[F—] — _k4 [[]MFPO] PLL
k, —k

Si aplicamos In a ambos miembros obtenemos una recta,
cuya pendiente es - ks. Como se puede observar esto fundamenta el
modo en que se obtuvo la constante k; a partir de los datos de la
tabla 6. VL.

El problema que se plante6 a esta altura del analisis fue
hallar el valor de ks. Dado que los valores de ks y k han sido
obtenidos de las correlaciones entre In[F"] y In[MFP] y el tiempo, se
puede calcular el valor de k4 utilizando dichos valores, la ecuacion
para la concentracion de F- y los valores experimentales de la tabla
6.IV. En este ajuste la constante ks se deja como variable, de
manera que un programa de ajuste halle el valor de esta constante
que haga minima la suma de cuadrados de las diferencias de los
valores experimentales y los calculados por la funcion, figura 6.9.
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Comok =k;+ks
entonces ks=k - k4

El valor de k fue hallado en base a los datos de la tabla 6.1V
onteniéndose, k = 0.0502+0.0042 min’

El valor de k&, fue hallado como se explico en el
parrafo anterior, el valor obtenido fue: ks = 0.04720 min™

75+

50

[F] mM

254 { {

1
0 25 50 75 100
minutos

figura 6.9

Se puede calcular entonces ks
ks=0.0502 - 0.04720 = 0.003+0.0042 min’'

Como se puede observar la ks, no es diferente de cero
Al considerar k4= 0, el modelo planteado queda:

[F_] — k [[]MFPO [(]e—km _e—k3m)

ky —k

Analisis de la funcion hallada para la concentracion de fluoruro
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En todos los casos es posible estudiar la funcion y
comprobar si la misma se ajusta a lo esperado desde el punto de
vista bioldgico. A partir de la ley obtenida

[F—] - k ;[]j\l_F:O [(]e—km _e—k@)

se obtiene la derivada primera con respecto al tiempo

[F_] — k EE]W_FZ’O [(]—k @-km +k3 @—kﬁ
3

y se investiga si la funcion presenta extremos relativos. Para que
esto ocurra se debe cumplir que la derivada primera sea cero

7] =0

Para que la derivada primera sea cero, se debe cumplir que
-k k=0

0 sea

k, ke = [p+0

Ink, —k,[@=Ink —k [@

reagrupando

Ink, —Ink =(k, k)2

se obtiene
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Ink, —Ink
RS S—
k, —k
Para comprobar si este tiempo corresponde a un maximo o
minimo, se deberia reemplazar este tiempo en la derivada segunda
de la funcién y de acuerdo al signo se obtendria la informacién
requerida. En este caso es mas sencillo hacer el siguiente

razonamiento. Si se trata de un maximo para

Ink, —Ink
>3 =
ky—k

se deberia cumplir que la funcion decreciera y por lo tanto la
derivada primera debe ser negativa. Para tiempos menores la
funcion debe crecer y por lo tanto la derivada primera ser positiva.
A continuaciéon se hard el razonamiento para tiempos
mayores. Si a partir de la tltima expresion se opera, se obtiene

tlky —k)>Ink, —Ink ks-k>0
thy —tk >Ink, —Ink

Ink —tk >1n k, —tk,

Ink —Ineldk >Ink; —lneltk,
Ink+Ine™ >Ink, +Ine™

Inke™ >Ink,e™

ke * > k3e—tk3
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Como se cumple esta desigualdad, la derivada primera sera
negativa, lo que confirma que la funcién decrece para t mayores al
tiempo correspondiente al extremo relativo. El mismo razonamiento
puede hacerse para t menores.

Esto indica que la funcion tiene un méximo, lo cual es
coherente con el comportamiento de la concentracion de fluoruro
observado en la tabla 6. V.

Otra comprobacion que puede hacerse es analizar el
comportamiento de la funcion para tiempos muy grandes, es decir
obtener el limite de la funcion para el tiempo tendiendo a infinito

R

ky —k

lim [F~ = tim,

{5 ky -k
1mJFﬂ—k¢MFB[m—ﬂ 0
— 00 k3_

como se puede observar el limite es cero, lo cual es también
compatible con los datos de tabla 6.1V, aun cuando en el intervalo
de duracion del experimento la concentracion de fluoruro no se hizo
cero.

ABSORCION INTESTINAL DE MFP EN PRESENCIA DE
CALCIO

En este capitulo se planted un mecanismo para la absorcion
de MFP en intestino y se desarrollé6 un modelo matematico que
describe dicho mecanismo (figura 6.10).

piloro ligadura

intestino

ligadura

figura 6.10



Se demostré que en el intestino aislado in situ de la rata, el
MFP sufre hidrélisis a fluoruro (F°), proceso cuya constante de
velocidad simbolizamos k.. El fluoruro generado por el proceso
hidrolitico se absorbe a través de la mucosa con una constante de
velocidad k;. Utilizando el modelo matematico desarrollado
previamente en este mismo capitulo, se demostrd que en las
condiciones de los experimentos realizados no existe absorcion de
MEFP sin hidrolizar. Por lo que en estas condiciones k; no difiere de
cero. Esto podria deberse a que el proceso de hidrolisis es
cinéticamente favorable respecto de la absorcion del MFP. Los
procesos quimicos que ocurren en el intestino han sido modelizados
obteniéndose las siguientes leyes para la concentracion de MFP y
Fluoruro:

[P | A mFP ], o7 (1)

- kzl[::lfvi]o (e—kt _e—k3t) (2)

Los experimentos que se mostraron anteriormente,
destinados a investigar el mecanismo de absorcion del MFP se
realizaron en ausencia de calcio. Sin embargo la terapia de la
osteoporosis con MFP es habitualmente acompanada por sales de
calcio. Se demostré a través de experimentos in vitro, que la
fosfatasa alcalina intestinal es inhibida por el calcio 50 mM ["]. Si
el fendbmeno se repitiera in vivo, se deberia observar una
disminucion en el valor de k, . Este cambio produciria un aumento
de la vida media del MFP en la luz intestinal, posibilitando su
absorcion. Por otra parte, el MFP forma con el calcio un
compuesto de caracteristicas mas liposolubles y mejor
permeabilidad [13] a membranas. Trabajos anteriores utilizando un
modelo experimental similar al descripto en este capitulo no
demostraron efectos del calcio sobre la absorcion del MFP ['].

7]
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Tabla 6.VIII. Concentraciones de MFP y F en la luz del
intestino aislado in situ en ausencia y en presencia de calcio
[Ca]=0mM [Ca'] =50 mM
minutos | [MFP]mM |[F]l,mM |n |[MFP]mM |[F], mM |n
0 65+14 4.2+2.1 5 |62£9 5.1£2.0 |4
15 41+18 26+8.7 5 30+12 11+1.0 |4
30 15+14 40+4.7 5 16+11 11+£1.8 |4
45 3.7+5 45+8.5 5 |4.3+£34 16£1.0 |4
60 0.6x1 39+12.5 5 2724 14+1.5 |4
75 2.7+6 27+12 5 10.3+0.6 13£3.2 |4
90 1.8+4 20+9.7 5 10.01+0.001 [6.7+7.8 (4

A continuacion se describird el uso el mismo modelo
experimental y el modelo matematico planteado para investigar el
efecto del calcio sobre el mecanismo propuesto.

Con el objetivo de investigar los efectos del calcio sobre los
procesos intestinales involucrados en la absorcion de la droga, se
realizaron experimentos de intestino aislado in situ, como se detallo
anteriormente. En la luz intestinal de un grupo de animales se
colocd una solucion de MFP 70 mM en ausencia de calcio
(repitiendo el experimento detallado anteriormente en este capitulo).

El asa intestinal de otro grupo de animales se lleno con la
misma solucidon con el agregado de cloruro de calcio con una
concentracion final de 50 mM'. Se extrajeron muestras a los
tiempos indicados en la tabla 6.VIII en la que se muestran los
valores obtenidos para [MFP] y [F]. Los datos se expresan como
media + desvio standard.

2 La concentracion de calcio 50 mM fue elegida teniendo en cuenta que
habitualmente un comprimido de MFP tiene 500 mg de Calcio y al ingerir este
con un vaso de agua (aproximadamente 250 ml) la concentracién que se
alcanzaria seria 50 mM. ]7



La figura 6.11 muestra la representacion grafica de los datos
y el ajuste realizado con las funciones (1) y (2).

La regresion entre In [MFP] y tiempo fue altamente
significativa. La pendiente de esta recta da el valor de la constante
k. Analizando dichas regresiones en presencia y ausencia de Calcio
se obtuvieron los siguientes valores: Kn catcio= 0,04713 min™ y Keon
calcio— 0,0545 min‘l .

Como k = k; + k, , el valor hallado de k en presencia de
calcio no parece corresponder con una disminucion de k. (por
inhibicion de la hidrolisis). De existir una inhibicion de la fosfatasa
alcalina, el resultado hallado estaria indicando que la presencia de
calcio permitiria la absorcion intestinal del MFP. Este fenomeno no
habia sido observado en experimentos previos realizados sin calcio.

Para corroborar la suposicién anterior se analizaron los
datos de [F], con el objetivo de hallar el valor de k,. De la
observacion de los datos de la tabla 6.VIII se puede deducir que a
partir de los 45 minutos, el proceso de hidrdlisis del MFP es

100 30r
10 +
é 1
= +
S 0.1
+
0.01 ot/ + +
+ +
0.00l—530"75 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90
minutos minutos
@ [Ca]=0mM + [Ca]=50mM
figura 6.11
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despreciable debido al agotamiento del sustrato, por lo tanto el
primer término exponencial de la ecuacion (2) se puede aproximar a
cero. Con esta aproximacion la ley 2 resulta:

— _kz[WP]o e_kat

==

)

La recta que ajusta los valores de los In[F] en funcion del
tiempo tiene como pendiente ks;. Los valores hallados utilizando los
datos de la tabla 6.VIII fueron: en ausencia de calcio ki;=
0.02278+0.006997 min' p<0,01, en presencia de calcio ks=
0.04996+0.02052min™ p< 0,05. La diferencia entre las pendientes
no es estadisticamente significativa. Esto estaria indicando que la
presencia de calcio no afectaria el proceso de absorcion del fluoruro
generado por la hidrolisis del MFP. Si podria estar modificandose la
velocidad de absorcion del mismo, ya que el fluoruro con el calcio
forman compuestos insolubles que disminuirian la concentracion del
anion.

Calculo de k: y k;

Se pueden obtener los valores de estas constantes utilizando
los datos experimentales y el modelo matematico de las siguientes
maneras:

1- Utilizando los valores de k; y k hallados: con los valores de k;
obtenidos de la regresion In[F] y tiempo (para t> 45 min) y los
valores de k, obtenidos de la regresion de In[MFP] y tiempo, se
calcula k, ajustando la funcioén 2 a los datos experimentales de la
concentracion de F. En este cdlculo sélo k, se mantiene como
variable, el valor hallado es aquel que hace minima la suma de
cuadrados de las diferencias de los valores experimentales con el
valor hallado con la funcidn, para cada valor de k.. En este caso se
obtuvieron los siguientes valores: sin calcio ko= 0.05705 min" ,con
calcio ko= 0.03388 min'. Las sumas de cuadrados obtenidas fueron,

sin calcio 3310 y con calcio 1404. Los valores hallados de k; con
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este método fueron sin calcio k; = 0.04713-0.05705 00 min™, con
calcio k;= 0.0545-0.03388 = 0.02062 min’'. Se debe tener en cuenta
que en este célculo la constante k; utilizada fue obtenida sélo con 4
puntos, incluyendo aun el tiempo del maximo donde la hidrdlisis no
ha finalizado.

2- Utilizando solo el valor de k hallado: el valor de k es mas
confiable que el de ki, ya que el primero es obtenido en base a 7
puntos. En este caso, k; y k. se mantienen como variables, ajustando
la funcion 2 a los valores experimentales de concentracion de
Fluoruro. Los valores hallados de k; y k, fueron: sin calcio k; =
0.01592 min™, k,= 0.04740 min, con calcio k3= 0.01036 min" y k,
= 0.01607 min". Las sumas de cuadrados fueron: 2878 sin calcio y
472 con calcio. Los valores hallados de k; con este método fueron
sin calcio k; = 0.04713-0.04740 00, con calcio k;= 0.0545-0.01607
= 0.03843 min". Como se puede observar en este caso las sumas de
cuadrados halladas, que miden la aproximacion de la curva a los
datos experimentales son menores, indicando un mejor ajuste.

3- Utilizando la ordenada al origen de la regresion In[F] y tiempo:
la ordenada al origen de la recta obtenida a partir de (3) esta dada
por la expresion

ln% = ordenada al origen
k —k,

Los valores hallados de la ordenada al origen en ausencia y
presencia de calcio fueron 4.875 y 5.448. Utilizando estos valores y
las constantes k y k; hallados a partir de las regresiones
mencionadas, se obtuvieron para k, los siguientes valores en
ausencia y presencia de calcio 0.0455 y 0.01507 respectivamente. A
partir de estos ultimos se calculd k;: en ausencia de calcio k=
0.00163 min™ y en presencia de calcio k;= 0.03943 min™.

Analizando los valores obtenidos por los tres métodos
descriptos se puede concluir que independientemente del método
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utilizado la  relacion entre las constantes no  difiere
significativamente. Por los tres métodos se demuestra que el MFP
en presencia de calcio tiene una constante de velocidad de absorcion
que es diferente de cero y que el calcio produce una disminucién del
proceso de hidrdlisis.
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CAPITULO 7
FARMACOCINETICA DEL FLUORURO DE SODIO (NaF)

El fluoruro de sodio es una droga que se encuentra en la
naturaleza y es utilizada desde hace décadas para el tratamiento de
las caries y de la osteoporosis ["°]. Esta aplicacién surgio de
observaciones acerca de la incidencia de osteoporosis en zonas con
agua de consumo con alto contenido de flior comparadas con otras
sin flaor ['¢]. Este beneficio se debe a que el fluoruro reemplaza al
oxhidrilo en el cristal de hidroxiapatita 6sea, formando fluorapatita
que tiene mayor cristalinidad ['7]. El metabolismo del fluoruro ha
sido muy estudiado tanto en seres humanos como en animales de
laboratorio y una revision extensa de este se encuentra disponible en
la actualidad [", "]. La tnica forma posible de administracion de
fluoruro de sodio para actuar a nivel sistémico es a través de una
dosis oral. En la figura 7.1 se esquematiza el metabolismo del F,
luego de una dosis oral (D,).

Do huesol
esofago ko
kg
D F ke
estomago
ku
. . \ 4 .
intestino ki
D
figura 7.1
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Luego de administrar la dosis, en el tubo digestivo existe una
cantidad de fluoruro: D que ird decreciendo a medida que progrese
el proceso de absorcion. Este proceso es influenciado por el pH de
los compartimientos. Esta influencia se debe a que el F- es una base
conjugada fuerte, que puede generar HF (pKa = 3,45) que es mas
lipofilico y puede atravesar las membranas con mas facilidad que el
F. El fluoruro se absorbe a nivel gastrico, proceso cuya constante

de velocidad sera representada como kg. El fluoruro no absorbido a
nivel géstrico se absorbe a nivel intestinal, cuya constante de
velocidad es ki. Ambos procesos contribuyen a la absorcion
gastrointestinal cuya constante de velocidad es k,

k, =k, +k,

Luego de la absorcion aparece una cantidad de fluoruro (F°)
en plasma y demas fluidos del organismo. El espacio de distribucion
del fluoruro, no coincide con su volumen de distribucion (V) ©.

El fluoruro se encuentra en el plasma sin ligarse a
componentes del mismo. El F es depurado del plasma, proceso
caracterizado por una constante de velocidad: k.. Este proceso es
llevado a cabo principalmente por el tejido dseo y los rifiones. El F-
puede ser incorporado al tejido dseo por dos mecanismos:
incorporacion al hueso en formacién y reemplazando al oxhidrilo

B El volumen de distribucion de una sustancia es un valor tedrico que surge del
calculo

. cantidad de droga en un espacio
sustancia | = -

Si de la cantidad de sustancia una parte se fija en membranas, su concentracion
en la solucion sera baja y como consecuencia el Vd elevado.

En el caso en que la sustancia no se fije a ninguna estructura el Vd sera igual al
volumen del espacio de distribucién®, mientras que si la sustancia presenta
fijacion el Vd aumentara.

* el espacio de distribucion es el compartimiento liquido en que se distribuye la
sustancia. Como los volimenes de los compartimientos liquidos pueden ser
estimados, el calculo del Vd puede dar idea de cudles compartimientos alcanza
la sustancia y si se liga 0 no a estructura.
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del cristal de hidroxiapatita existente. En ambos casos la constante
de velocidad del fendémeno se denominara k.. A nivel glomerular el
fluoruro filtra libremente por ser un soluto de bajo peso molecular y
no encontrarse ligado a las proteinas. Este proceso tiene una
constante de velocidad, k,. Por lo tanto se puede decir que

k, =k, +k,

Una vez que el fluoruro filtr6 a nivel renal, puede ser
reabsorbido, proceso que es dependiente del pH. Esta dependencia
de la acidez se debe a que el HF es un acido débil con caracteristicas
mas hidrofobicas que el F. Del balance entre el fluoruro filtrado y
reabsorbido surgira la masa de fluoruro en orina (U).

A continuacion se analizaran los procesos mencionados,
obteniéndose el orden de los mismos y sus constantes de velocidad
en la rata.

Absorcion gastrica de Fluoruro

Con el objetivo de comprobar el orden del proceso de
absorcion gastrico se realizd un experimento de estdbmago aislado in
situ (ver capitulo 6). En este experimento se lleno el estomago de 6
ratas, con una solucion de FNa

(58 == 13) UM. Se realizaron dos [Tapla 7.1: concentraciones de
ligaduras, una a la altura del |NaF en luz gastrica de ratas
cardias y otra en el piloro. En este | con estémago aislado
ultimo se colocd un catéter para | Tiempo, [F] n
obtener muestras a los tiempos | minutos UM
indicados en la tabla 7.1. 0 58 £13 6
15 52+3 6
Realizando las regresiones 30 42+7 6
de los datos experimentales ([ ] 45 37+8 6
vs tiempo, In[ | vs tiempo y 1/[ ] gg g? i}g 2
vs tiempo, ver apéndice 1), se 90 6Ll 6

obtuvieron los valores de los
coeficientes de correlacion (r). En todos los casos los ajustes fueron

estadisticamente significativos (r = 0.979; r = 0.992; r = 0.991
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respectivamente). Cualquier ajuste es aceptable, debido al elevado
grado de correlacion entre los datos. Para un proceso de absorcion
regido por fendmenos pasivos el mas adecuado es el segundo caso,
que corresponde a orden 1.

En base a este andlisis se puede plantear la siguiente
ecuacion diferencial, que expresa la variacion de la cantidad de
fluoruro (D) en la luz géstrica

@ =%k D
dt €

aplicando las transformadas de Laplace
sD—D, =—%k < D
reagrupando

Ds+k,)=D,
y despejando, se obtiene

. Do
D=0

cuya antitransformada es
D=D, "

dividiendo ambos miembros por el volumen de la solucion

2 = DU @_ké’m

V V

se obtiene
F]=[F| ™"
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que es la ecuacion que ajusta la concentracion de fluoruro en
estdmago

Absorcion intestinal de Fluoruro

Para averiguar el orden del proceso de absorcion intestinal
se realizd un experimento utilizando el modelo de intestino aislado
in situ (ver capitulo 6). En este experimento se llenaron
aproximadamente 4 cm de intestino delgado con una solucion de
FNa (74.8 == 4.8) uM. El experimento se realiz6 con 6 ratas, que
recibieron el mismo tratamiento. Durante el experimento los
animales se mantuvieron anestesiados con uretano.

Se realizaron dos ligaduras del intestino delgado, uno en el
piloro y otra ligadura distal, en la que se colocd un catéter para
introducir la solucion. Por este mismo catéter se obtuvieron las
muestras a los tiempos indicados en la tabla 7.11.

Con los datos de la tabla 7.1I se realizaron las regresiones
lineales ([ ] vs tiempo, In[ ] vs tiempo y 1/[ ] vs tiempo ver
apéndice 1). Se obtuvieron los valores de los coeficientes de
correlacion (r). En todos los casos los ajustes fueron altamente
significativos (r = 0,9855; r = 0,9913; r = 0,9723 respectivamente).

Se puede observar que el -
me'olz adiuste se loard Ci:on ol Tabla 7.II: concentraciones de
d J gro NaF en luz del duodeno de ratas
Inf[ ], lo que indica que . . . .
. g con intestino aislado in situ
proceso tiene una cinética de - -
tiempo, [F] n
orden uno. o minutos uM
En base a este'anghs1s 0 74848 6
se puede plantear la siguiente G 42168 6
ecuacion diferencial para la 30 58.0 + 8.5 6
variacion de la cantidad de 45 479+54 6
fluoruro (D) en la luz del 60 39.2+3.9 6
intestino: 75 29,9 £ 6,2 6
90 22+4,0 6
105 19,7 £ 6,5 6
b _ . —p 120 18.0 £ 8.5 6
dt !
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aplicando las transformadas de Laplace, se obtiene
sD—D, =—k,D

que reagrupando términos, resulta
D [(]S + kl) = Do

despejando la transformada de D

D,
D=0
s+k,
y hallando ' la tubo hueso y
antltransfqnnada, se thlene digestivo plasma rifion
la expresion que relaciona la . .
a (5]

cantidad de fluoruro en > F
intestino luego de una dosis
en funcion del tiempo

v

D=D, ™"
0 figura 7.2

dividiendo ambos miembros

por el volumen, se obtiene la ley para la concentracion de fluoruro

en el intestino

2 :&@_kig
V V
|F|=[F| "

Concentracion plasmatica de fluoruro

Para obtener una ley que describa el comportamiento de la

concentracion plasmatica del fluoruro luego de una dosis oral, se
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simplificara el esquema de la figura 7.1, utilizando en este punto el
esquema de la figura 7.2. En este caso se considerard la entrada
desde el aparato digestivo como una Unica via, cuya constante es k.

La eliminacion de fluoruro del compartimiento plasmatico se
considerard como un unico proceso, cuya constante de velocidad es
k.

Si a priori se acepta que los 6rdenes de los procesos de
excrecion y absorcion son iguales a uno, la variacion de la cantidad
plasmatica de fluoruro, queda descripta por la siguiente ecuacion
diferencial

9 o -k, F
dt
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aplicando transformadas de Laplace
sF—F, =k,D —k,F

En el tratamiento de esta expresion se considerara que la
cantidad de fluoruro en plasma a tiempo cero es despreciable (Fo =
0). Afirmacion que es correcta si el individuo al que se aplica el
estudio no tuvo ingesta previa de fluoruro. En este caso esto es
avalado por el valor de [F] a tiempo 0 (ver tabla 7.III). Si se
desprecia Fy por la razén expuesta mas arriba y se reemplaza la
transformada de la cantidad de fltior en aparato digestivo ( 7>)", se
obtiene

stF =k, 0——-k, F

que reordenando, resulta

Flis+k,)=k, P
s+k,

despejando la transformada de la cantidad de fluoruro

' Variacion de la cantidad de fluoruro en tubo gastrointestinal

Dls+k,)=D,
p="
s+k
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F_ kaDo
stk Jls+ k)

aplicando la antitransformada de la expresion anterior, se obtiene la
funcion que ajusta la cantidad de fluoruro en plasma

_ k. D,
k, —k

e a

F (e_k"t —e_ke’)

dividiendo por el volumen de distribucion del fluoruro: Vg, se
obtiene

como la cantidad de fluoruro (F) dividido por el volumen de
distribucion (Vg) es la concentracion de fluoruro en plasma [F], la
expresion resulta

< (e_k“’ —e_ka)

_ k, D
T

(&, =

Es importante tener en cuenta que la expresion anterior se
obtuvo bajo ciertas suposiciones, algunas de las cuales fueron ya
mencionadas y posteriormente se demostrardn experimentalmente
(Fo, = 0 y ordenes de los procesos iguales a 1). Ademas se ha
considerado que la absorcion de fluoruro a nivel gastrointestinal es
igual a un 100%. Esta ultima consideracion determina que en la
expresion la cantidad inicial de fluoruro es Dy, que es la dosis total
administrada. Esta suposicion es correcta dado que luego de una
dosis oral de fluoruro la excrecion por materia fecal es despreciable.

Si la concentracion basal de F, no pudiera ser considerada
igual a cero, la ecuacion resultaria:
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)= b2

(ke _ka) Vd
es decir que simplemente a la expresion hallada se le suma el valor
basal que tiene el fluoruro al momento de comenzar el estudio.

(e —k, it __ e—ket ) +

F,]

Comprobacion de los supuestos

Absorcion total del Fluoruro a nivel gastrointestinal: Este planteo
tiene en cuenta que la absorcion sea aproximadamente 100%. Para
verificar esta suposicion se realizd un experimento en el que se
administrd a ratas una dosis diaria de 80 pmoles de FNa por sonda
gastrica. Se recolectd material fecal y se determin6 la excrecion de
F en heces. Se pudo determinar que en estas condiciones la
excrecion de F no discrepaba de cero. Es importante tener en
cuenta que el modelo podria fracasar si la dosis fuera administrada
simultaneamente con cationes como Fe™", Co™", AI'™ con los
cuales el F* forma compuestos de poca absorcion, provocando un
aumento de la pérdida de fluoruro por materia fecal.

Orden del proceso de excrecion: Con el fin de obtener los 6érdenes

de los procesos de excrecion 'y |Tabla 7.I1I: concentraciones de
absorcién, se realizd un |NaF en plasma en ratas luego de
experimento con animales |yna dosis oral de NaF.

intactos. Se administré a ratas | tiempo, min.| [F]uM #

adultas ayunadas durante 24 0 2+0.6

hs, una dosis de NaF de 80 7.5 60+ 11

Mmol por sonda gastrica. 15 8117

Antes de la administracion de 2(5) i}g i 22

la dosis y a los tiempos 50 10525

indicados en la tabla 7.11I, se 75 30 + 24

extrajo sangre y se determiné 90 50+ 18

la concentracion de F en 120 21+13

plasma. Como se puede 130 186

observar en la tabla 7.111 y en 360 221

la figura 7.3, la fluoremia alcanza un méximo a los 45 minutos de
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administrada la dosis. “vu

A partir de este =

momento existe un =

decrecimiento de la gwo

concentraciébn ~ para 8 |

alcanzar valores que &

no discrepan de los

basales al cabo de 6 hs. 0 . . . .
A partir del 0 100 200 300 400

mAaximo en la minutes

concentracion

plasmatica, se puede figura 7.3

considerar que la
excrecion es el proceso dominante. Por lo tanto si la ecuacion
deducida anteriormente

[F—] - ka Do (e—kat _e—kgt)
(k, =k, )V,

es considerada s6lo para tiempos superiores a aquel en que se
alcanza el maximo en la concentracion (t,), se puede considerar que
el proceso de absorcion es despreciable. En estas condiciones, el
primer término exponencial se anula, resultando

e kDo o
(k, =k, )V,

Esta ecuacion exponencial ajustaria  los valores de
concentracion plasmatica a tiempos superiores a t,, en el caso que el
orden del proceso fuera 1. Con el objetivo de constatar dicha
suposicion se realizaron las correlaciones habituales entre la [F] y el
tiempo (apéndice 1), considerando solo los datos para t iguales o
superiores a 60 minutos. Los valores hallados para las correlaciones
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fueron: [F] vs tiempo, r = -0.7753, en este caso la pendiente no
discrepa significativamente de cero. In[F] vs tiempo, r = -0.9775,
en este caso la correlacion es estadisticamente significativa y la
pendiente toma el valor -0.01254+0.001354 min™. Este ultimo valor
seria la constante de velocidad k.. 1/[F] vs tiempo, r = -0.9564,
correlacion que con un menor significado que la anterior, también es
significativa.

Ya comprobado que el orden del proceso de excrecion es 1,
si se aplica logaritmo a la funcion anterior, se obtiene la ecuacion de

una recta.

g - 0
In/F']=In k. D, Tk,
ke=k,) 0,0

que es la ecuacion de la recta B, cuya ordenada al origen es
0 -k, D, 0O

ln Eke _ka)[yd%

En la figura 7.4, se grafica B, habiendo tomado logaritmo a
la variable dependiente. La pendiente de esta recta da el valor de k.

[Fluorgr B
L C
===--=C -B
10-!‘ A
|t
I
(S
0 i
\
1 ' T T T 1
0 t 10 ( 2.0 ( 30 ( 40 (
0 \
m inut
figura 7.4

15 Se representa con una letra mintscula a la ecuacion y con la misma letra
mayuscula a su correspondiente gréﬁc;i 03



Aunque esta recta es aplicable a los datos para t > t,, si se
extrapola a t = 0 se obtiene el valor h, que es la ordenada al origen.

Para estos datos ese valor es 5,112+0.2432. Este valor sera
finalmente utilizado para obtener el valor del Vd.

La funcion exponencial obtenida mas arriba:

[F-]=o KeDe o
k. =k, T, b

ajusta la concentracion de F soélo en presencia de excrecion,
mientras que la expresion

[F—] - ka |Do e—kam_e—keil
(ke - ka) D/d

ajusta los valores de concentracion plasmatica de F cuando existe

proceso de excrecion y absorcion. Al aplicar propiedad distributiva

en esta expresion se obtiene

D
[F-] - ka 0 e-kat _ ka Do e-ket
(ke - ka) Vd (ke B ka) Vd

c
restando ¢ - b

Fle kDo ol KDy, KD,

Sk, (k- k)V, (kK Y,

simplificando los dos Ultimos términos que son opuestos, se obtiene
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(k, =k V,

expresion que da la concentracion de fluoruro remanente en la luz
gastrointestinal luego de una dosis oral de fluoruro: D,.
Si a esta expresion se le aplica logaritmo, resulta
k, [D
« 0~k [1

ln’F'IZIn(ke_ka)Wd

c—b

Esta expresion en la figura 7.4 queda representada por la
linea C-B. A partir de la pendiente de esta recta se obtiene el valor
de k.. Esta ecuacion equivale a restar los valores experimentales y la
extrapolacion de la ecuacion B Por lo tanto si se utiliza la ecuacion
en presencia solo de excrecion (B), con los pardmetros obtenidos
(ke y h), y se reconstruye la ecuacion, se obtiene

Tabla 7.IV: concentraciones de NaF en plasma en
ratas luego de una dosis oral de NaF.
min. [F-] [F-] diferencia
experimental extrapolacion
0 2+0.6 166 164
7.5 70+ 11 151 91
15 91 £17 138 57
30 110 £ 56 114 4

lF—J =166 [g 0120

Meétodo de los residuales para obtener k,
Con la ecuacioén anterior se obtienen los valores de [F] para
t <t,. Los valores obtenidos se muestran en la tabla 7.1V, junto con
los valores ya conocidos obtenidos al realizar el experimento.
La ultima columna de la tabla 7.1.V, muestra la diferencia,
que corresponde a la concentracion residual en tubo digestivo.
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Realizando las correlaciones habituales, obtenemos: para la
regresion [ ] vs tiempo, r = -0.9667. La correlacion In [ ] vs tiempo,
tiene un valor de r = -0.9729, y la pendiente de la recta de regresion
es -0.125+0.021, que corresponde a la constante k,. Finalmente la
regresion 1/[ | vs tiempo, presentd un valor de r = -0.8963.

Como se puede observar y coincidiendo con los
experimentos de estomago e intestino aislado, el proceso de
absorcion tiene una cinética de orden uno y la constante de
velocidad del proceso es -0.1246+0.02091 min.

Finalmente, de la ordenada al origen de la recta B (h), se
obtiene el valor del Vd, utilizando los valores de las constantes k., y
k. halladas anteriormente.

- ka D)U

e =166
(ke - ku) [E/d

—0.1246 [80 ~ 166
(0.01254 —0.1246 ) I,
despejando Vd

—0.1246 80 =y,

(0.01254 —0.1246 ) (166

resulta
Va4 =0.535 litros

Este valor indica que el fluoruro no se distribuye
uniformemente, dado que el volumen hallado es mayor que el
volumen de la rata utilizada'®.

Excrecion urinaria de Fluoruro después de una dosis oral

La cantidad de fluoruro en orina (U), depende de Ia
concentracion plasmatica de fluoruro (F). La velocidad de cambio

' Para una rata de 200 g, como las utilizadas en estos experimentos, se puede
suponer que el volumen total del animal es 200 ml, suponiendo una densidad
promedio de 1 g/ml. 106



de U es proporcional a la cantidad de F en plasma. El fluoruro filtra
libremente a nivel de los glomérulos renales, por tener bajo peso
molecular y no estar ligado a proteinas del plasma. Por lo tanto la
derivada de U respecto de t queda expresada como:
d7U e ku F

dt
aplicando transformadas de Laplace a la expresion anterior, se

obtiene

sU—-U, =k, F

Si el animal no recibid previamente fluoruro, a t = 0 la
cantidad de fluoruro en orina es despreciable, por lo que podemos
considerar que U,= 0. Con esta tltima suposicion y reemplazando la
transformada de la cantidad de F en plasma, hallada al desarrollar la
ecuacion de fluoremia

_ k, D,

T ek Jls k)
se obtiene

T7 — ku Bca D)a
U (ork, ) s k)

despejando la transformada de la excrecion urinaria

U — ku IIa |Do
s(s+k,) (s+k,)
y aplicando la antitransformada a esta expresion, se obtiene

01 1 L 1
U=k, k,D, + et -~
H k. &, (k, —k.) k, (k, —k,)

*
i

que da la cantidad de fluoruro en orina en funcion del tiempo luego
de una dosis oral de fluoruro de sodio.
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CAPITULO 8

FARMACOCINETICA DEL MONOFLUOROFOSFATO DE
SODIO

El monofluorofosfato de sodio (MFPNa, o simplemente
MFP) se utiliza en el tratamiento de caries dentales y osteoporosis
[*°]. Como se detalla en la figura 8.1, el MFP administrado por via
oral se hidroliza a F en el intestino por accién de la fosfatasa
alcalina intestinal [2]. A nivel géstrico el MFP es absorbido intacto
sin sufrir hidrélisis [4]. Esto determina que a nivel plasmatico
existan dos formas de fltior: el fluoruro ionico (F°) y el MFP. Este
ultimo en el plasma sanguineo, se encuentra ligado a las proteinas
alfa-2-macroglobulina (a,M) y al componente C3 del sistema del
complemento [5,6]. Esta ultima fraccion determina que la
composicion de la fluoremia de pacientes que reciben fluoruro de
sodio 0 MFP sea muy diferente [*'].

dosi

esofa ‘/ \
kg'

U
Fo M R ~tyM F__—t y
| > >
estom a ke aAr ke
v
intesti F M F
k
Y ki
|

¢ ki

figura 8.1
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El MFP es una sustancia que se hidroliza espontdneamente
a fluoruro, aun almacenado en condiciones de baja humedad, sin
exposicion a altas temperaturas ni a radiaciones. Por esta razén es
practicamente imposible obtener MFP con 100 % de pureza. Aln en
el caso de contar con MFP de gran pureza, éste es acompanado
por fluoruro [*]. Por esta razon al administrar una dosis de MFP,
ésta estara compuesta por una parte de fluoruro (F,) y otra de MFP
(MFP,). Al llegar al estomago el fluoruro se absorbe a través de la
mucosa gastrica en forma de acido fluorhidrico con una constante
de velocidad k.. Simultdneamente el MFP se absorbe a nivel de la
mucosa estomacal con una constante k',. El fluoruro y el MFP que
no se absorben a nivel del estdbmago pasan al duodeno. El fluoruro
se absorbe en este caso como anidn fluoruro con una constante de
velocidad ki Por otro lado el MFP es hidrolizado a F por accion de
la fosfatasa alcalina intestinal. Este fluoruro originado de Ia
hidrélisis se absorbe de la misma manera que el fluoruro que
acompafia al MFP, como se ha demostrado en el capitulo 6. En
ausencia de calcio la absorcion del MFP intacto a nivel intestinal es
despreciable.

En base a estos fendmenos se pueden plantear ecuaciones
que ajustaran tanto la concentraciéon de F- como la de MFP en los
diferentes compartimientos, en funcidon del tiempo.

En plasma, la variacion de la cantidad de MFP queda
expresada por la siguiente ecuacion diferencial

dMFP
dt

=ky MFPOZ —k, MFPO™!

estomago

donde MFPessmago €s la cantidad de MFP en la luz géstrica a un
tiempo t. MFP es la cantidad de MFP en plasma a un dado tiempo.
El orden del proceso de absorcion se considera igual a 1 en base a
los experimentos de estomago aislado, detallados en el capitulo 6.
Por otro lado el orden de la cinética del proceso de eliminacién es 1,
orden que queda establecido del analisis de la correlacion entre el
In[MFP] en plasma y el tiempo.

aplicando transformadas de Laplace, se obtiene
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SMP —MP ; =—ky MP o —k, MP

reemplazando MFP eomago  poOT la expresion detallada en nota al pie
17 se obtiene

MFPy

s+kg

s MFP =k, k, MFP
reagrupando

mrp (s +k) =k, Mo

s +k
g
y despejando la transformada de la cantidad de MFP en plasma (
MP )

MFP,

MFP =k, >
ok Jls+ )

aplicando la antitransformada, se obtiene la expresion para la

cantidad de MFP en plasma, proveniente de la absorcion gastrica,

luego de una dosis oral MFP,.

v = K MEP,
(&, —&.)

—k. —k, ¢
el —e s )

dividiendo ambos miembros por el volumen de distribucion del MFP
(Va), se obtiene

dAMFP . - o
v — L =—kyg MFPyy U sMP o —MP o =—k , MP
' ——  _ MFP,
O MP oy (s +kg)=W0 0 MFPest = ,
stkg
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MFP k, MFP, (_k,t _k,)
= ' e < —e ¢
v, (& -x)7,

en esta ultima expresion el cociente , es la concentracion

plasmatica del MFP, por lo que la expresion se puede escribir

k., MFP, (e‘ké’ _ )

M

(1)

esta ultima expresion relaciona la concentracion de MFP luego de
una dosis oral de la droga (MFP,), con las constantes de absorcion
gastrica y de eliminacién del compartimiento plasmatico como
funcion del tiempo. Si se dispone de medidas de concentracion de
MFP en plasma, se pueden obtener los valores de las constantes k',
k'. y Vd. A tiempos mayores al méximo de concentracion, se puede
suponer que el proceso de absorcion ha finalizado o es en todo caso
despreciable, por lo tanto la expresion del la [MFP] queda:

si se aplica logaritmo a ambos miembros se obtiene

Uk MFP, S_k, :

In[MFP| =InG—%— .
kg _ke)VdE
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La representacién grafica de esta funcion es la recta que
ajusta los valores de concentracion luego que se ha superado el
maximo de la funcion

(figura 8.2). 5

La pendiente de  coneentracion Kk's . MEP,
esta recta de regresion N — (k's -k'9). Vd
permite conocer el valor £
de k. . Como Ila

rectificacion  se  logra
aplicando In a la [MFP], el
orden del proceso de
excrecion es 1. El valor
de k', se obtiene de aplicar tiempo (hs)
el método de los residuales
para los valores de
concentracion  plasmatica
anteriores al tiempo en que se alcanza el maximo en la
concentracion. Este método consiste en restar a los valores tedricos
de concentraciéon obtenidos con la funcion cuando sélo existe
excrecion, los valores reales de concentracion cuando existe
excrecion y absorcion. Los valores obtenidos corresponden a los
valores de concentracion residual en el tubo digestivo. La regresion
lineal con estos valores (----) permite conocer k', valor que se
obtiene de la pendiente de la recta. EI orden del proceso de
absorcion de MFP es 1, dado que el logaritmo de las
concentraciones residuales ajusta perfectamente a los valores
obtenidos. A partir del valor de la ordenada al origen, los valores
calculados de k', y k'. y la dosis MFP,, se puede conocer el valor del
volumen de distribucion

La variacion de la concentracion de fluoruro en plasma:[F]
queda representada por la expresion
dF’

Z = kaFg(esl +int) kel

Figura 8.2

donde Fy s + iy representa la cantidad de fluoruro en estomago e
intestino. Cuando se analiza la variacion de la cantidad de fluoruro
plasmadtico, se deben tener en cuenta ambos aportes, dado que el
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fluoruro ingresa al compartimiento plasmatico a través de la mucosa
gastrica con una constante de velocidad (k) y a través de la mucosa
intestinal con una constante de velocidad ki. Si los ordenes del
proceso gastrico e intestinal son iguales (en este caso 1) dicha
variacion se podria expresar como

k,F +k (F =Flk, +k) = F &,

aplicando las transformadas de Laplace adecuadas, se obtiene

SF —F; =k, F g —k,F

Fi, la cantidad de fluoruro inicial, se puede considerar cero para la
resolucion. Luego se hard la correccién en el caso que Fi sea

distinto de cero.

y, reemplazando F, por la expresion deducida al pie de la pagina
18

— Fy —
sF =k, —k. F
s+k,
reagrupando
— F
Fls+k,) =k, —2
s+k,

y despejando la transformada de la cantidad de fluoruro en plasma :
F

se obtiene
dF _ _
g _ =
18 dt =—k, Fg ] sFg —Fg=—%k,Fg [
_ F
Fg(S+ka):F0 [ Fg_S'l'k
a
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& )
sk s+ i)
que buscando su antitransformada resulta:

_ ku FO —kut_ —ket
Py e

dividiendo ambos miembros por el volumen de distribucién del
fluoruro: Vd

F — kaFO ( —k,t _ —k,t
—=—\e e

Vd (ke _ka) Vd

se obtiene la expresion que da la concentracion de fluoruro en
plasma [F] proveniente del F~ que acompafa al MFP, como funcién

del tiempo

ka FO (e_k“t _e—ket

=,

2)

En el caso que Fi no pudiera ser despreciado, a esta
expresion se le sumara dicho valor, resultando

k, Fy
(ke _ka) Vd
La wvariacion de la cantidad de fluoruro en plasma

proveniente de la hidrolisis del MFP en intestino queda expresada
por la siguiente ecuacion diferencial

7= [ =) 4[],

darF

7 kiFing —keF
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Fie y F son las cantidades de fluoruro en intestino proveniente del
proceso de hidrolisis y en plasma. Aplicando transformadas de
Laplace, se obtiene

Sf —E) :ki fint —kef

suponiendo que F, es despreciable y reemplazando las
transformadas detalladas al pie "y *° se obtiene

- k MFP, -

SF=k, Oy =

s+kls+k])
reagrupando

k, k MFP,

Ptk = (s ]

y despejando la transformada de F en plasma,

— k. k MFP
F: ! 0
(s + ks + ks + k)
19 dF‘_mt :kMFP—kl. Fvint O sFin —F, =kMFP —kifim
dt
L (Por) SF int :kWPO _kifint 0]
s +k
_ MFP — MFP
wls+k) = : Fiw =k
Fulssk) =k O =k s+
. df‘gp ——kMFP O sMFP —MFP, =—k MFP [
MFP
P="2
s+k
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por el proceso de antitransformada, se obtiene la variacion de la
cantidad de fluoruro en plasma proveniente del proceso hidrolitico
del MFP en intestino como funcion del tiempo

~k, k MFP,
(k, =k, )k, =)k~ k)

=k, ) e +(k, k) e + (k=) ]

si se dividen ambos miembros de la expresion anterior por el
volumen de distribucion del fluoruro: Vd, se obtiene

F —k, k MFP,

V7d ) (kl - ke)(ke - k)(k - kl) Vd
que da la concentracion de fluoruro en plasma en funcion del
tiempo. Esta funcion ajusta aquella fraccion del fluoruro
proveniente del proceso hidrolitico.

(k, =) e™ +(k, —k)e™" +(k—k,)e™]

e g i e e
&)

Sumando las expresiones (2) y (3) se obtiene la ecuacion
que describe el comportamiento de la concentracion de fluoruro en
plasma. Esta expresion tiene en cuenta tanto la variacion de F~ en
plasma proveniente de la hidrolisis del MFP como la del fluoruro
que acompafia al MFP como consecuencia de su hidrolisis
espontanea.

q —k, k MFP, e
[F ]P_(ki_ke)(ke_k)(k_ki)Vd’(ki k)e ™ +(k, —k)e™ +(k—k)e ]+
ﬂ k.t _ k.t (4)
+(ke—ka)Vd(e ¢ )+[FO]P
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Al terminar los procesos de absorcion e hidrolisis la
concentracion de fluoruro plasmatico como funcion del tiempo
queda representada por la ecuacion:

- -k, k MFP, B k F i
F = ! 0o —_ K. ke t _a "o |- k‘, t F
’ ]P (ki_ke)(ke_k)(k_ki)Vd’( l)e ]+(ke—ka)Vd( e )+[ O]P
despreciando [F,]p y simplificando y eliminando paréntesis, se
obtiene

[F_]P:( kK kMFP, Lk F,

e e
ki _ke)(ke _k) Vd (ke _ka)Vd
sacando como factor comun el término exponencial

[_] :D -k, k MFP,  k,F, O_,
’ %kz _ke)(ke _k) Vd (ke _ka)Vd g

Si llamamos A al corchete de la expresion anterior
U -k; k MFR) k, Fp L

A= - 0
Hki _ke)(ke _k) Va (ke _ka)Vd C

la expresion se puede escribir

|F|=am™

calculando el logaritmo de ambos ~ concentracion F
miembros, se obtiene la ecuacion <«<—— 1n A
de una recta donde la ordenada al
origen es In A y la pendiente -k.
(figura 8.3). Utilizando el valor de
la ordenada al origen (InA),
MFPo, Fo, los valores de Vg4 y k, ke
obtenidos en un  estudio
farmacocinético con FNa, y una
estimacion de k (constante de
hidrolisis de MFP en intestino) se figura 8.3
puede obtener el valor de ki.

tiempo (hs)
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CAPITULO 9
FARMACOCINETICA SIMPLIFICADA DEL NaF

Uno de los métodos para obtener informacion respecto de la
farmacocinética de una droga es a través del andlisis de las curvas
que ajustan los valores de la concentracion plasmatica de la
sustancia en funcién del tiempo. La obtencion de los valores de
concentracion plasmatica presenta ciertas dificultades de indole
préctica. En primer lugar, la técnica de medicion de la sustancia y el
instrumental necesario. Por otro lado la molestia que se ocasiona al
paciente. Normalmente se requiere una importante cantidad de
determinaciones por lo que el paciente debera ser sometido a
numerosas extracciones sanguineas. Como consecuencia de esto el
tiempo que dura el estudio suele ser largo, lo que acarrea
dificultades, especialmente para un paciente que no se encuentra
internado.

En el caso del fluoruro de sodio, la segunda dificultad es la
mas dificil de solucionar. Son necesarias aproximadamente 10
muestras de sangre del paciente, para obtener una curva de
concentracion plasmatica de fluoruro, que permita calcular valores
confiables de las constantes farmacocinéticas del fluoruro.

Se debe recordar que luego de una dosis de fluoruro por via
oral (D,), el fluoruro se hues
absorbe a nivel tubo plasma
gastrointestinal [4,8] | dEesio
(figura 9.1). Este proceso ko
sigue una cinética de Do &
primer orden con una ku
constante de velocidad de
absorcion gastrointestinal:
k.. El fluoruro absorbido
se distribuye en el espacio
sanguineo (F), en un
volumen de distribucion: figura 9.1
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Vd. En plasma puede existir una concentracién basal de fluoruro:
F,, valor que puede o no ser despreciable, dependiendo de la
exposicion previa del paciente a compuestos con fluor. De este
espacio es depurado siguiendo un proceso de primer orden, con una
constante de velocidad de eliminacién: k.. Este proceso de
depuracion tiene dos componentes. Por un lado la depuracion renal,
ya que el fluoruro al hallarse libre en plasma y ser un compuesto de
bajo peso molecular, filtra libremente en el rifion. Este proceso tiene
una constante de velocidad de eliminacion urinaria que se
representara como k. Por otro lado el hueso capta fluoruro por la
afinidad que tiene éste Ultimo por el cristal de hidroxiapatita, donde
reemplaza al oxhidrilo, formando fluorapatita. Este ltimo proceso
tiene una constante de captacion Osea: k, De la dosis administrada
(Do), una fraccion variable es excretada por orina (U) dentro de las
24 horas.

La obtencion de 10 muestras de sangre es un problema real
para el paciente, teniendo en cuenta que se deberian obtener dichas
muestras en un periodo de 6-8 hs.

Como ya se ha demostrado, luego de una dosis oral de
fluoruro:(D,), la concentracion plasmatica de flior idnico: [F7], se
ajusta por la siguiente ecuacion

F, |,

Ecuacion 9.1

y la excrecion urinaria acumulada hasta un tiempo t, queda
expresada por la siguiente ecuacion

1 1 @ 1 @l
U=k [k [D 17 i ——
o O@Qm*kamka—m Kk, —k)

Ecuacion 9.2

A partir de ellas, utilizando limite y derivacion, se pueden
obtener algunas expresiones, Utiles para un andlisis farmacocinético.
A continuacion se detallan ecuaciones obtenidas a partir de 9.1 y
9.2
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1) Derivando la ecuacion 9.1 respecto del tiempo se obtiene:

[F‘]’ T, kj kEDOD/ E@—kd rEyy @‘kf‘)
e a d

valorizando la ecuacion anterior en t = 0, se obtiene

ka Ij)0

[F . = —(ke —ka) D/d [(]—ka +ke
que reordenandola
| = L T

° (ke - ka [Vd

simplificando se obtiene asi la derivada de la ecuacion 9.1 at = 0.

. _k,D,
0 Vd

[F - Ecuacion 9.3

Si la concentracion basal de fluoruro fuera distinto de cero,
la derivada de [F"] plasmatica seria la misma funcion que cuando la
[F] basal es cero. Esto se debe a que la derivada de una constante
€s Cero.

2) obteniendo el limite de U a tiempo infinito

0 C
limU =lim k, (%, [D, ! ! 37" — ! P

How ke k) ek k)

limU=k &, 0,0 - =U,
e k, k

a e

120



simplificando se obtiene

—_ kuDo
ok

e

U

Ecuacion 9.4

que es la excrecion urinaria de fluoruro a tiempo infinito, contando
el tiempo a partir del momento que se administra una dosis oral.
Este valor es la cantidad de fluoruro que no es retenida en el
organismo y se elimina por orina. Se puede considerar que por esta
via se elimina aproximadamente el 100 % de flior no retenido. Este
valor no es dificil de obtener en un caso como el fluoruro, dado que
dentro de las 24 horas, se excreta por orina la mayor parte del fluor
no retenido. En el caso de drogas donde el tiempo de excrecion sea
mas prolongado, puede ser dificultoso obtener su valor dado que se
deberia recolectar orina durante varios dias, lo que seria
practicamente complejo y ademds ocasionaria molestias a los
pacientes.

3) derivando la ecuacion 9.2 respecto del tiempo

1

simplificando y reordenando, resulta

_ 1

B )= e, —k,

u

0
U =k, &, D, [+
0

U, = ku |}a |])a -k,@ _ -k E]
(ka _ke)

La grafica de la funcion U'y es una campana, su maximo valor se
obtiene en el tiempo:
Uk, O
In[-=0 .,
Uk, O Ecuacion 9.5

k, - k,|

Zm

121

B0k )

C



En base a las ecuaciones 9.3, 9.4 y 9.5 se puede disefiar un
método para obtener datos  farmacocinéticos soélo con tres
extracciones de sangre, en un periodo de 2 a 3 horas. Como se
esquematiza en la figura 9.2, este método consiste en dar una dosis
de fluoruro D, Cuando la ...
concentracion de fluoruro

comienza a bajar 10| 0 Do
(aproximadamente 4  hs. ¢ ke
después de la dosis) se 1 ¢o [FTo

obtiene una muestra de
sangre, 1-2 horas méstarde %% 7 4 6 8 10 1 1 16

se obtiene una segunda ¢ % \ e
muestra sanguinea. En este IO S
periodo se puede asumir

que la variacion de la figura 9.2

concentracion de fluoruro

es sOlo debido a la

eliminacion, por lo tanto los niveles plasmaticos de fluoruro
quedarian ajustado por la ecuacion

g e

que reordenada
[F—] — ka D)o @—k t
(ka - ke) Eﬂ/d

es una funcidon exponencial. Aplicando logaritmo y valorizandola
para la 1* y 2* muestra

ln’F _]l”muestra =In k ki gowd ;_ €19 muestra
ln[F _]2" muestra In k ki ]?30[11/(1 é— ketz” muestra
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restando miembro a miembro

lan J 2% muestra ln{F J 14 muestra = _ke t2” muestra €1 muestra
reordenando
lan J 2 muestra lnIF J 1/ muestra — k
_ — e
19 muestra 2% muestra

Utilizando esta ultima expresion, los logaritmos de los dos
valores de concentracion obtenidos, y el intervalo de tiempo
comprendido entre la 1* y 2* muestra, se puede obtener el valor de
k.

Inmediatamente se da otra dosis oral de fluoruro y se
obtiene una muestra de sangre a los pocos minutos (15-30) de la
dosis. Con la diferencia de concentracion plasmatica de fltior de las
dos ultimas determinaciones y el intervalo de tiempo se puede
calcular un valor aproximado de la derivada de la concentracion de
fluoruro plasmatica a tiempo cero: [F]'.. A partir de la segunda dosis
se recolecta orina por 24 hs. Durante las primeras 5 horas se debe
juntar la orina en recipientes separados para poder calcular la
derivada de la excrecion urinaria. Con estos valores se obtiene una
aproximacion de U'. Con la grafica de U' vs. t se obtiene el valor de
tm, que corresponde al maximo de la funcion.

Utilizando la ecuacion 9.4 y los valores de U. , D, y ke, se
obtiene k,. Con k. y k, se obtiene k,, dado que k. = k, + k.
Utilizando t, y k. se obtiene k,, a partir de la ecuacion 9.5. Con el
valor calculado de k. y [F]'s y la dosis administrada: D, se halla Vi,
utilizando la ecuacion 9.3.
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CAPITULO 10
METABOLISMO DEL COMPLEJO o, MMFP

En este capitulo se desarrollaran dos modelos matematicos
para el estudio del metabolismo de la a,-macroglobulina. El primero
de ellos, aplicable a animales de experimentacion, sirvid como
exploraciéon del fendmeno para luego desarrollar un modelo
aplicable a seres humanos. El segundo modelo que se desarrollara
tiene la ventaja de ser aplicable a animales de experimentacion y
seres humanos bajo condiciones experimentales menos rigidas.

El monofluorofosfato de sodio (MFP) es un compuesto que
contiene flior en su estructura. Esta sal es utilizada en el trata-
miento de la osteoporosis [*]. La hidrolisis del enlace F-P produce
fluoruro i6nico, especie quimica que tiene actividad sobre las células
Oseas, estimulando la proliferacion osteoblastica [*'].

El MFP es hidrolizado a fluoruro y fosfato por la accion
catalitica de la fosfatasa alcalina intestinal. El fluoruro producto de
la reaccidon, se absorbe a nivel intestinal [2]. Una fraccion de la
droga (1-2%) se absorbe intacta a nivel gastrico [4] y se une a las
globulinas plasmaticas [8]. La 0»-macroglobulina (0,M:
antiproteasa del suero) y el C3 (componente del sistema del
complemento) son las proteinas responsables de esta union [5]. El
sitio y mecanismo de union del MFP a estas proteinas es aln
desconocido. Se ha podido determinar que la relacion molar de
MFP a proteina es 1:1 y la unién del MFP a la a,M y C3 produce
pérdida de la actividad biologica de ambas proteinas. El complejo
formado por la a,M y el MFP es captado in vitro por células
hepaticas y dseas; el mecanismo es dependiente de energia, requiere
la participacion de microtubulos y la accién de enzimas lisosomales
[6]. Se ha demostrado que el MFP tiene el doble de
biodisponibilidad de flior que el NaF (fluoruro de sodio) en dosis
equivalentes de fltior. La mayor biodisponibilidad fue demostrada en
ratas y seres humanos [*]. El responsable de la mayor
biodisponibilidad de fltior, que presenta el MFP respecto de otras
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sales como el NaF, seria el metabolismo de la fraccion de flaor
ligado a las proteinas.

Aunque se conoce el gen y la regulacion de la expresion del
receptor de 0,M, el control de la concentracion plasmatica de o.M
es desconocido. Su inactivacion (por tripsina) determina cambios
estructurales que aceleran su captacion por receptores tisulares. El
estudio de los mecanismos involucrados en la regulacion de la
concentracion plasmatica utilizando tripsina como disparador del
proceso es inadecuado, sin embargo el MFP al imitar parcialmente
este proceso es una herramienta Util para estudiar los mecanismos
involucrados en el control de la concentracion plasmatica. Una de las
ventajas de utilizar MFP radica en la posibilidad de determinar las
concentraciones del complejo formado por el MFP y la o.M

(0:MMFP) y a partir de estos datos es posible conocer las constantes
de velocidades de los procesos involucrados en la homeostasis
plasmatica de la proteina.

MODELO EXPLORATORIO.

En esta seccion del capitulo se desarrollara un modelo
matematico que permite estudiar la cinética de los procesos de
inactivacion de o,M por su union al MFP, la reposicion de o.M a
la circulacion como consecuencia de su inactivacion y la cinética de
captacion del complejo a,MMFP. Este modelo es aplicable a
animales de experimentacion dado que requiere de la inyeccion
endovenosa de MFP y del complejo a.M-MFP purificado a partir de
un pool de plasmas.

La determinacion del complejo o.MMFP se realizd
utilizando la técnica descripta en un trabajo de nuestro laboratorio
[7]. Para la determinacién de la concentracion plasmatica del
complejo, las muestras se ultrafiltraron a través de membranas
sintéticas AMICON" que permiten el paso de sustancias de peso
molecular menor a 30 KDa. La concentracion de fliior total en
plasma y en el ultrafiltrado (flior difusible) se determind por
potenciometria. Antes de la lectura potenciométrica el fllior es
aislado de las muestras utilizando la técnica de difusion isotérmica
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[*°]. Simultdneamente se procesaron testigos de fluoruro de sodio en
agua destilada de concentraciones 1, 10, 20, 100 y 1000 mM. El
fluor ligado a las proteinas se determind por diferencia entre el
fluor total y el difusible. Para la determinacion de flior se utilizd un
electrodo de 16n especifico Orion 94-09 conectado a un electrodo de
referencia Ag/AgCl adaptado para la medicion de volimenes de 50-
100 pl [*].

La determinacion de actividad de o.M se realiz6 utilizando
la propiedad del complejo 0,M-tripsina de hidrolizar sustratos de
bajo peso molecular [**]. Las muestras con a,M se incubaron con un
exceso de tripsina, luego de formado el complejo a,M-tripsina, se
adicion6 un sustrato que el complejo puede hidrolizar,
determinando un aumento de absorbancia que se midiod
espectrofotométricamente a 243 nm. El cambio que se produce en
la absorbancia es proporcional a la cantidad de a,M presente en la
muestra.

En aquellos experimentos en que se requirid el complejo
0>MMFP purificado, éste fue obtenido por adicion de MFP a
plasma de ratas, de manera que la concentracion de MFP supere 10
veces la concentracion de 0,M. Luego de incubar durante 30

minutos a temperatura ambiente, el complejo 0.bMMFP se purifico
de acuerdo a la técnica de Swenson [28]. Finalmente utilizando una
columna de Sephadex G100 se obtuvo la fraccion de proteinas de
PM 180 KDa (peso molecular de la a,M).

Estudio de la cinética de secrecion e inactivacion.

En los experimentos se utilizaron ratas adultas (linea "m"
hembras de 200+£20 gramos), anestesiadas con uretano 120 mg/100
g de peso corporal, por via intraperitoneal.

A través de un catéter en la arteria femoral se inyectdo 1 ml
de solucion 1 mM de MFP en solucion fisiologica, con heparina
(5mg de heparina/kg de peso corporal).

Antes de la inyeccion del MFP (t = 0) y en los tiempos
indicados en tabla 10.I y figura 10.2 se extrajeron muestras de
sangre, por el catéter colocado en la arteria femoral. La solucion de
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MFP* fue preparada en base al tamafio de la rata y la concentracion
de la proteina en sangre.

Como se puede observar en el esquema representado en la
figura 10.1, la actividad de 0-M en plasma es la resultante de tres

TABLA 10.I: Valores de a,M, Ftotal, Fionico y F

ligado luego de una dosis i.v de MFP (n=4)

tiempo 0,M Ftotal Fdifusible | Fligado

minutos umol/min. L pmol/L pmol/L pmol/L
0 353 3,3 2,4 1,2
10 37,0 21,8 15,3 6,5
20 38,3 6,2 7,8 1,5
30 36,5 5,5 7,9 0,7
40 33,8 2,3 6,1 0,0
50 30,7 3,9 5,3 1,4
60 28,8 5.1 5.3 0,0
70 26,1 3,4 3,8 0,0

fendmenos, por lo menos, cada uno de ellos caracterizado por una
velocidad:

I Célculo de la concentracion MFP a inyectar por via endovenosa: Los calculos
se realizaron de manera que la concentracion de MFP (teodrica) alcanzada en
plasma luego de la inyeccion de MFP supere al menos 10 veces la concentracion
de 0oM. La concentracion de 0>M en el plasma de ratas es aproximadamente
0,2 g% (10 pmol /1). Las ratas de 200 g tienen aproximadamente 10 ml de
plasma [Guy Poumeau-Delille. Technique Biologiques en endocrinologie
Experimentale Chez le Rat Masson et Cie, Ed. Paris. 1953.] , lo que indica que
una rata contiene aproximadamente 0,1 pmol de a2M. Al inyectar 1 ml de MFP
1 mM (1pmol) en solucion fisiologica, suponiendo una distribucion inmediata
en el espacio plasmatico, la concentracion alcanzada de MFP seria aproxi-
madamente 100 UM (10 veces mayor que la concentracion tedrica de 0.M
plasmatica).
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a) velocidad de secrecion de 0-M activa por tejidos: vs.

b) velocidad de inactivacion por union de MFP a a,M: vi.
¢) velocidad de captacion por los receptores tisulares: ve.

Cada uno de estos procesos fue estudiado utilizando los
datos del experimento en periodos de tiempo adecuados, como se
muestra en la figura 10.1 y se fundamenta mas adelante.

En la figura 10.2 se muestra la representacion de los datos
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figura 10.1

de la tabla 10.1.
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los datos de la figura 50+ 10
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A) 0-20 minutos figura 10.2
B) 20-30 minutos
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C) méas de 30 minutos

Analisis del proceso a tiempos superiores a 30 minutos (C)

Como se muestra en la figura 10.2, durante este periodo se
observa decaimiento de la actividad de a,M y ausencia de flaor
ligado a las proteinas. Estos datos indican que la velocidad de
formacion del complejo es inferior a la de captacion del mismo por
los receptores de los tejidos. El decaimiento de la actividad de o.M
observado a partir de los 30 minutos esta representado por la
inactivacion que seria el paso limitante del proceso global. Se puede
considerar la velocidad de secrecion despreciable (Ver mas
adelante).

En este periodo la reaccion

oM + MEP ————P a,MMFP

se comportaria como una reaccion aislada, dado que [a,MMFP]LD,
por lo tanto podemos escribir la reaccion como

o.M+ MFP ——p

La velocidad de inactivacion de MFP por a,M (vi) , como
reaccion aislada sera regida por la ecuacion

o, M [[]MFP] SMFP

vi: velocidad de inactivacién de MFP a a,M.

v, = ki.[azM

ki: constante de inactivacién a,M por MFP in vivo.
[a,M] concentracion de a,M activa

00,M: orden de la reaccion para la 0,M.
[MFP]: concentracion de MFP libre

OMFP: orden de la reaccion para el MFP
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Como la concentracion de MFP en el plasma (consecuencia
de la inyeccion) es muy superior a la de o.M, se puede suponer que
la vi sera independiente de la [MFP], haciendo a la reaccion de
pseudo-orden cero respecto del MFP. La ecuacion que expresaria
la velocidad seria

v, = ki.[azM] oaM

Del analisis de las regresiones de los datos de actividad (o
sus transformaciones: log, inversas, etc) de 0.M en funcion del
tiempo se deducira el orden (d0,M) de la cinética del proceso de
inactivacion, k; y el tiempo de vida medio de a,M en presencia de
MEFP in vivo: t,.

Andlisis del proceso en el intervalo 0-20 minutos (A).

En este periodo se observa un aumento de la actividad de
0,M. Durante esta fase la concentracion de MFP fue elevada (MFP:
0-M = 10:1). existiendo fijacion de MFP a a,M ya que se observa
fltor ligado a las proteinas.

Esta fijacion a la a,M, produciria una disminucion
transitoria de la concentracion de 0,M activa, lo que serviria de
estimulo para producir
la liberacion de o.M
activa (posiblemente a
partir de un pool
intracelular). El &Y
aumento de la
actividad y presencia
de fluor ligado a las
proteinas  observados

304

en este periodo en la 20o 10 20 30 40 50 60 70 80
figura 10.2, confirman

la hipétesis anterior. minutos

Las observaciones del

parrafo anterior figura 10.3
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también indican que en este periodo la velocidad de produccion de
la a,M activa es mayor que la velocidad de inactivacion de la a,M
por el MFP y su posterior captacion por los tejidos. La presencia de
fluor ligado estaria indicando que la velocidad de formacion del
complejo a,MMFP es mayor que la velocidad de captacion del
complejo por los receptores. Esto es congruente con los elevados
niveles de [MFP] y a,M en plasma, que contribuirian a una elevada
velocidad de formacion del complejo. Inicialmente la concentracion
del complejo y la velocidad de captacion son despreciables. Esta
velocidad se iria incrementando con el tiempo al aumentar la
concentracion del complejo 0.MMFP circulante.

En conclusion hasta los 20 minutos el aumento de actividad
de la a,M observado en la figura 10.2 seria la resultante de los
procesos de secrecion e inactivacion por MFP.

Se aplico el método de las residuales (ver capitulo 7) para
obtener la actividad de ;M en las células productoras. Para ello se
extrapold a tiempo cero la funcion que representa el proceso de
inactivacion (figura 10.3). Por diferencia entre las actividades de
0-M teodricas (extrapolacion de la funcion del proceso de inactiva-
cion) con las actividades de a,M reales, se obtuvo el decaimiento en
la actividad de a,M en las células productoras. A partir del analisis
de regresion de la actividad de o.M en las células productoras (o
sus transformaciones) en funcién del tiempo se pudo conocer el
orden de este proceso.

Analisis del periodo 20-30 minutos (B)

En este periodo la actividad de o.M comienza a decrecer,
fenomeno que sugiere un agotamiento del pool de reserva, y como
consecuencia se observa una disminucion de la concentracion de
0>M activa, este proceso es acompafiado de una disminucion en la
velocidad de formacion del complejo (debido a que disminuyen las
concentraciones de 0.M y MFP). Este periodo no es utilizado para
el calculo dado que concurren simultineamente los fendmenos de
secrecion, inactivacion y fijacion.
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En base al modelo matematico planteado para tiempos
mayores a 30 minutos (periodo C), se determind la cinética de
inactivacion de 0,M y su constante: k;.

Cdlculo de los parametros

El mejor ajuste de los datos a partir de los 30 minutos se
logré utilizando el logaritmo de los valores de la actividad de la
antiproteasa, en este caso el coeficiente de correlacion fue: r =
0,997. Esto indica que el proceso sigue una cinética de orden 1,
cuya ley de velocidad es:

Vi— ki.[azM]
0
d[a,M]/dt = - ki.[a,M]

Se obtuvo un valor de ki = -0.0083+0,0012 min™y un t;, =
82,9 min. La correlacion de las actividades de o.M en la células
secretoras, obtenidas por el método de las residuales en el periodo
A: 0-20 minutos, permiti6 identificar que el mecanismo de secrecion
es ajustado a una cinética de orden cero, indicando que es un
proceso independiente de concentracion intracelular. El valor
obtenido para la constante de secrecion fue: k, = -0,512+0,031
pMmol/minuto.L

Analisis del proceso de captacion del complejo a2M —-MFP

En los experimentos donde se investigd la captacion
0oMMFP  por los receptores, se inyectd 1 ml de solucion
fisiologica con heparina (Smg/kg peso corporal) conteniendo 75
nmoles del complejo a.MMFP. El complejo se purific6 como se
indica mas arriba y se inyectd por el catéter ubicado en la arteria
femoral. Por el mismo catéter se extrajeron muestras de sangre
antes de la inyeccion del complejo y a los 5, 15, 30, 45 y 60
minutos. Se determiné fluor total, flaor difusible y fltior ligado a las
proteinas en el plasma como se indic6 anteriormente. Todo el flior
ligado a las proteinas fue considerado como complejo a.MMFP,
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debido a que estos animales no poseian tratamiento previo con
compuestos fluorados. Se realizaron correlaciones entre la
concentracion de a,MMFP y el tiempo con el objeto de determinar
la cinética de captacion del complejo, en el periodo de 0-30
minutos.

En animales con las mismas caracteristicas, se realizd un
experimento en el que se administraron 5 mg de acido poliinosinico
por el catéter arterial, 5 minutos antes de la inyeccion del complejo
0>MMFP. El acido poli-inosinico es un inhibidor especifico del
receptor de 0>M. El objetivo de este experimento fue verificar si la
desaparicion del complejo 0.MMFP era debido al clearance por lo
tejidos que contienen receptores que reconocen al complejo
0>_MMFP.

En estos experimentos con ratas, se inyectd el complejo
0oMMFP  preformado. La etapa limitante del proceso es la
captacion del mismo por los receptores. Este proceso esta
inicialmente representado por la ecuacion

oa,MMFP ——p»

cuya ley de velocidad es

ve= ke.[0,MMFP]>2MMFP

o bien

d[0,MMFP)/ dt = - k.. [a,M-MFP]2MMFP

donde

v.: velocidad de captacion del complejo a,MMFP

k.: constante de captacion del complejo 0.MMFP in vivo.
[a,MMFP] concentracion del complejo 0.MMFP en plasma

00, MMFP: orden de la reaccion para el complejo t.MMFP.
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La velocidad de formacion del complejo en esta experiencia
es nula, ya que se inyect6 el complejo d.MMFP purificado in vitro.

Del andlisis de las correlaciones entre la concentraciones del
complejo A, MMFP y el tiempo, se pudo deducir que la cinética de
desaparicion del complejo del plasma, es de primer orden, con una
constante de captacion, k=0,1266+0,019 min" (t;»= 5,5 minutos).
figura 10.4

En presencia de acido Poli-inosinico la k. fue 0,00057+0,014
min" que no difiri6 significativante de cero.

Estos tultimos resultados confirman que la depuracion del
complejo del espacio plasmatico es realizada predominantemente
por los receptores no especi-ficos para el complejo a.MMFP (figura
10.4).

Los fendémenos
de inactivacion de la
0>M y la captacion del
complejo siguen
cinéticas de orden 1
respecto de la
concentracion de o.M
en plasma. Sin embargo
esto no coincide con los
resultados obtenidos en
otros experimentos. En
aquellos  experimentos,
al reducir a la mitad la
dosis de MFP
administrada a ratas, el
contenido de flaor 6seo se redujo en forma proporcional [8]. Esto
indica que si bien en estos experimentos (por el disefio aplicado
MFP: a,M =10:1) el orden es 1 respecto a 0.M, in vivo no se
obtendria tal relacion molar y la concentracion limitante seria el
MFP. Esto estaria indicando que cuando el MFP es el limitante, el
orden de la reaccion es uno respecto del MFP.

La cinética del proceso secretorio es de orden cero. Esta
independencia de la concentracion intracelular seria entendible dado

100 » POLI(I)

= CONTROL
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0 50 100
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figura 10.4
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que las proteinas de secrecion se hallan empaquetadas en vesiculas
y su velocidad de secrecion esta regida por los mecanismos que
involucran sefiales que sensan las concentraciones plasmaticas. Los
resultados de estos experimentos indicarian que el restablecimiento
de la concentraciéon de 0,M es un fendmeno altamente regulado.
Los resultados también estarian indicando que los niveles
plasmaticos de 0,M activa serian los encargados de esta regulacion.

MODELO MATEMATICO COMPLETO

El desarrollo que se muestra tiene como objetivo obtener un
modelo matematico para estudiar la cinética de los procesos de
inactivacion de 0>M por su union al MFP, la reposicion de o.M a la
circulacion como consecuencia de su inactivacion y la cinética de
captacion del complejo a,MMFP utilizando técnicas no invasivas y
que puedan ser aplicables a seres humanos.

La determinacion de la concentracion de 0.MMFP se realizd
como se detall6 en el modelo anterior.

La concentracion plasmética de o.M depende de ciertos
procesos  que  se

representan en la ﬁgura LUZINTESTINAL ~ MFP — 5 FuoRuRO
10.5. |
CELULAS ka PLASMA
PRODUCTORAS
Descripcion de los ke
r +MFP
términos 02M ——> 2M 255 goM- MFP
ks: constante de
velocidad de secrecidon
de a,M. e
ki constante de )
velocidad de
inactivacion de o.M RECEPTORES
por MFP.
figura 10.5
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k.: constante de velocidad de captacion del complejo a.MMFP.

ke: constante de velocidad de depuracion del MFP por via renal y
otras vias posibles.

ki constante de velocidad de hidrolisis de MFP en intestino.

k.: constante de velocidad de absorcion intestinal de MFP.

0:>M(t): concentracion de 0>M a tiempo t.

0>Mo: concentracion de 0,M basal a tiempo 0.
MFP(t): concentracion de MFP en plasma a tiempo t.
MFPi(t): concentracion de MFP en intestino a tiempo t.

0.MMFP(t): concentracion del complejo a,Macroglobulina en
plasma a tiempo t.

da,M/dt: velocidad de cambio de la a,M activa en plasma.
do,M-MFP/dt: velocidad de cambio de la concentracion del
complejo a,M-MFP en plasma .

dMFP/dt: velocidad de cambio del MFP en plasma.
dMFPi/dt: velocidad de cambio del MFP en intestino.

Fundamentacion del sistema

La concentracion de o.M plasmatica tiene un valor
constante, que indica la presencia de un proceso regulador. Ante
aumentos o disminuciones de la concentracion de 0,M existirian
mecanismos que restablecerian la concentracion plasmatica a su
valor basal.

El proceso involucrado en la regulacion de la concentracion
puede representarse por el término: -ks.(0:M, - d,Mo). Cuando la
concentracion de 0,M supere valores normales, la diferencia de
concentraciones (0,M - 0.Mo) serd positiva, lo que indica que la
concentracion de a,M descenderd. En aquellas situaciones en las
que 0,M sea inferior a lo normal, el término (0,M - 0,:Mo) sera
negativo indicando que la concentracion de 0,M aumentara.

El MFP libre en plasma, producird descenso de la
concentracion de O,M activa, al producir su inactivacion.
Experimentos previos en los que se determind la  do,M/dt
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utilizando MFP en concentracion 10 veces superior a 0,M
indicaron que es de primer orden respecto a 0,M.

Por lo tanto la velocidad de cambio de la concentracion de
0,M en plasma queda modelizada por la ecuacion 1

da,M/dt = -ks.(0,M(t) - 0.Mo) — ki.MFP(t) Ecuacion 1

Dado que la formacion del complejo a,MMFP depende de
las concentraciones de a,M y MFP, por la ley de accion de masas la

velocidad de cambio del complejo a,MMFP queda representada por
la siguiente ecuacion

da; MMFP/dt = ki.0,M(t). MFP(t) - ke.0,MMFP

El término: ki.ooM(t). MFP(t), se dividi6 en dos términos, ki.o,M(t)
y ki.MFP(t), de manera de linealizar la ecuacion, con el objetivo de
facilitar su resolucion analitica.

De esta manera la ecuacion anterior, queda planteada

da,MMFP/dt = ki.a,M(t) - kc.0oMMFP(t) + ki. MFP(t) Ecuacion 2

Esta ecuacion representa la velocidad de cambio de la
concentracion del complejo 0.MMFP en plasma. Este complejo
existe cuando hay MFP. El primer término indica que a mayor
concentracion plasmatica de 0,M existira mayor velocidad de
formacion del complejo

El segundo término representa el proceso de captacion del
complejo por los receptores de membrana, cuanto mayor sea su
concentracion mayor serd la captacion del complejo (siempre y
cuando el proceso de captacion y reexposicion de receptores no se
convierta en el paso limitante). El tercer término indica que a mayor
concentraciéon de MFP libre la velocidad de formacion del complejo
sera mayor. La igualdad de los o6rdenes utilizados en MFP y o.M
esta avalada por trabajos previos en que se determind que la
relacion molar a,M: MFP de 1:1.
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En experimentos previos en los que se midi6 la desaparicion
del complejo a.MMFP purificado e inyectado a la rata se demostro

que la da,MMFP/dt es de primer orden respecto de a0.MMFP
La variacion de la concentracion de MFP en plasma queda
representada por la ecuacion 3.

dMFP/dt = -k;.0,M(t) - k. MFP(t) + k,.MFP Ecuacién 3

El primer término indica que a mayor concentracion de 0.M
mayor serd la velocidad de desaparicion del MFP. El segundo
término da cuenta de la desaparicion de MFP por otros mecanismos
(especialmente renal debido a ser soluto que filtra a nivel
glomerular, su peso molecular es 144 Da). El tercer término
representa el proceso de absorcion gastrica cuando el MFP es
administrado por via oral.

El proceso de absorcion gastrointestinal de MFP sigue una
cinética de primer orden, como ha sido demostrado en trabajos
anteriores realizados en la rata con estdmago e intestino aislado. La
velocidad de desaparicion es directamente proporcional a la
cantidad de MFP en la luz del tubo digestivo cuya constante de
velocidad de desaparicion es (k, + kn). Entonces la variacion de la
concentracion de MFP en la luz gastrointestinal luego de una
administracion oral queda representada por la ecuacion 4

dMFPy/dt = -(k.+kn)MFP; Ecuacion 4
En base a estos modelos se planted el siguiente sistema de

ecuaciones lineales a coeficientes constantes, aplicable a seres
humanos y ratas, a los que se administra MFP por via oral,

endovenosa, o administracion del complejo ., MMFP por via
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endovenosa.

Oda .M
i = -k o, M(t)-0,M, |- EMFR)

]
H‘MJMF}:) ka M(0)-ka M- MFR)
t

IMFP

H dt
dM F P
I =k +k |MFRt

Con las condiciones iniciales :
a, M, =a,M(0)

= -ka,M()- kM F R+ kM F i)

MFP, = MFP (0)
a, MMFP , = a, MMFP (0)
MFP ,, = MFP,(0)

Ec 1

Ec 2

Ec 3

Ec 4

Las variables originales se cambiaron por los siguientes simbolos

xX= 0 2M(t)

z= 0, MMFP(t)

y= MFP(t)

w= MFPy(t)

El sistema en estas variables resulta
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Dd_z -ks(x-xo)-kiy Ecl
—=kl~x-kcz+kl~y Ec?2
a0y —kix = k,y + k,w Ec3

D—=-(ka+kh)w Ec 4

Con las condiciones iniciales :
a,M, =x,
MFP, =y,
a, MMFP , =z,
MFP ,, =w,

Resolucion matematica del sistema

Este modelo corresponde a un sistema de ecuaciones
diferenciales lineales, de primer orden con coeficientes constantes:
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)= ; (0y=y,
z0)=0 : wl)= w,

Teniendo en cuenta las caracteristicas del sistema, la Gltima
ecuacion se resuelve con el método de separacion de variables
obteniendo la siguiente solucion general:

w(t) = wo.e_(k”+kh)"

El sistema anterior resulta :

ik ek 1k

2 faby 44z k(1

) b (kg (0
T T S I

El uso de la notacion matricial simplifica la escritura del
sistema y se adecua a la aplicacion del método de valores propios
para su resolucion.

SIST. 1
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e O
Sean X(t) =z(O [ y X'(t) ==Z'(HLC
HmE Hok
k. 0 —kAE
Si definimos la matriz de coeficientes4 =0k, k., k, E y

H_ ki 0 - ];e
E k,.x,

B =0 0 C el vector de términos independientes, el

~k, +h;, ).t E
B" W€

sistema tiene la escritura matricial:
X'=AX +B

Una solucidn de esta ecuacion en un intervalo I es un vector
columna X(t) tal que las funciones componentes verifican las
ecuaciones del sistema en el intervalo 1.

El problema a valores iniciales:

0X'= A X+ B
I

I

D ol
X(,)= C siend e Cz(t)T
)

H

Para resolver este sistema se utilizo la metodologia del algebra
vectorial.

Se obtuvieron soluciones de la forma: +.e™ donde r es un
autovalor de la matriz A y v el correspondiente autovector
asociado. En este sistema en particular se obtienen tres autovalores:

tiene solucidn Gnica
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n =%
Ckork o[k, -k ) 4K,

r, = 5
k, vk, ~|[k, k) + 4k
r,=- 5

Para garantizar la estabilidad del sistema, los autovalores
deben ser reales, negativos y distintos. Estas condiciones se

cumplen si: k;? —k. kg <0

Los valores de las constantes obtenidas en la rata luego de
una inyeccién endovenosa cumplen con esta condicion.

Utilizando el método de resoluciéon convencional y el

software adecuado se obtuvo la solucion del sistema, que puede
expresarse como :

Donde A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K, L y M dependen no
linealmente de las constantes de velocidades y las condiciones
iniciales. Su obtencion se detalla en el Anexo 10.

En las figuras 10.6 se muestran las representaciones de
las funciones solucion utilizando las constantes de velocidades
obtenidas en los experimentos descriptos al principio de este capitulo.

azm a2M-MFP MFP

12 30
! 143
2 2
£ 10 £
° o
5o
10
8
5

50 100 150 200 4 50 100 150 200 0 50 100 150 200
minutos minutos minutos

pmolllit
umollitro
| »

figura 10.6



El comportamiento de las funciones solucion graficadas
responde satisfactoriamente a los procesos estudiados in vivo. Por
lo tanto la solucion del sistema planteado predice el
comportamiento de las concentraciones plasmaticas de O,M,

0, MMFP y MFP en plasma y de MFP; en aparato digestivo.

Determinacion de las constantes de velocidades

Se utiliz6 un software matematico [*'] que permite:

a) Graficar en un sistema cartesiano los datos experimentales.

b) Obtener los parametros involucrados (Constantes de velocidades)
aproximando los datos a través de la funcion correspondiente
utilizando el método Simplex.

Validacion del modelo en ratas y seres humanos

A) Experimentos con ratas: se utilizaron animales [IM/FcM hembras,
sublinea "m" [**] de 200+20 g, las que recibieron 80 pumoles de MFP
por sonda gastrica. En algunos experimentos los animales se
anestesiaron con uretano (120 mg/100 g de peso corporal, por via
intraperitoneal) cateterizando la arteria femoral para obtener muestras
de sangre cada 15 minutos durante 4 horas. En el plasma se
determino el complejo a,MMFP como se indicd mas arriba.

Para la validacion del modelo se utilizaron dos sustancias que
afectan procesos metabolicos medidos por el modelo. El acido [5°]-
poliinosinico [Poli(I)], es un inhibidor de la captacion de la a,M
inactivada [*'] y el Calcio que aumenta la absorcion de MFP a nivel
intestinal [*].

En los experimentos con &cido [5°]-poliinosinico, las ratas
recibieron 80 pumoles de MFP por sonda gastrica. Un subgrupo
recibié ademas 5 mg de Poli(I) por un catéter colocado en la vena
femoral, 15 minutos antes del maximo en la concentracion plasmatica
del complejo. El tiempo en el que se produce el maximo en la
concentracion plasmatica del complejo 0.MMFP, fue estimado en
base a resultados de trabajos publicados anteriormente. Se extrajeron
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muestras de sangre por el mismo catéter y en el plasma se determind
la concentracion del complejo a,MMFP como se detallo mas arriba.

En las validaciones con calcio las ratas recibieron 80 pmoles
de MFP por sonda gastrica. Un subgrupo recibid6 el MFP
simultdneamente con una solucion 50 mM de CaCl, [32].

En la tabla 10.I se muestran las constantes que surgen de
analizar los datos de los animales que recibieron MFP por sonda
gastrica. La figura 10.7 muestra los valores de la concentracion del
complejo a,MMFP y la funcion de ajuste

Tabla 10.II. Constantes obtenidas en la rata en presencia y
ausencia de Poli(I) luego de una dosis oral MFP en ratas.
Sin Poli(I) Con Poli(I)

Ki, min™! 0.047+0.011 0.046+0.015 p>0,05

Ks, min’! 0.48+0.27 0.52+0.40 p>0,05

K¢, min™! 0.029+0.02 0.00002540.000003 | p<0.05

Ka, min’ 0.026+0.009 0.041+0.003 p>0,05
o,MMFP méxima, UM | 72+10 212+18 p<0.05

Como se puede
observar en la tabla 10.II, 3001
las constantes obtenidas con
este modelo estan de
acuerdo con los efectos
esperados para la presencia
de acido poliinosinico. La
presencia de acido
poliinosinico produjo una
disminucion significativa de
la constante de captacion 00 A 0 a0
del complejo (kc) y un )
aumento de la minutos
concentracion maxima del ~@-sin Poli (I) ~—= con Poli(l)
complejo (figura 10.7).

2004

100+

a2M-MFP, umol/L

figura 10.7
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En la tabla 10.III se muestran los valores de las
constantes obtenidas en presencia y ausencia de calcio, estimulador
de la absorcion intestinal de MFP.

Tabla 10.II. constantes de velocidad en la rata
luego de una dosis oral MFP con y sin Calcio

Sin calcio Con calcio
ki, min™! 0.029+0.011 0.030+0.015 p>0,05
ks, min’! 0.068+0.027 0.079+0.040 p>0,05
kc, min™! 0.0041+0.002 [ 0.0042+0.0035 [p>0.05
ka, min’! 0.028+0.003 0.052+0.008 p<0,005

La figura 10.8
muestra las concentraciones
del complejo en presencia y
ausencia de calcio con las
funciones de ajuste.

Como se puede
observar  las  constantes
obtenidas con el modelo son
las  esperadas para la
presencia de calcio. La
presencia de este cation
aument6 significativamente la
constante =~ de  absorcion
intestinal de MFP (k).

o 2M-MFP, pmol/L

T
0 100

T 1
200 300

minutos

—-&- sin Ca

—=—con Ca

figura 10.8

B) Experimentos en seres humanos: 2 voluntarios recibieron 750
pMmoles de MFP por via oral y se extrajo sangre venosa a tiempo 0y
ala’s 1, 2,4, 8, 10 horas, utilizando heparina como anticoagulante.
Se determind a,MMFP en el plasma como se detallo anteriormente.

Los valores hallados fueron:
ke=0.014+0.005 min™,

k= 0.015+0.012 min’,

k= 0.80+0.08 min’’,

k= 0.16+£0.08 min™.
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La figura 10.9 muestra los
valores de la concentracion del
complejo en seres humanos y la
funcion de ajuste obtenida con el
modelo, a partir de la cual se
obtuvieron los valores de las
constantes. il i

a2M-MFP, umol/L
g &

-

0

T T T T 1
0 100 200 300l 400 500
minutos

ANEXO 10 figura 10.9

inyeccion endovenosa de MFP

En el caso de suministro de MFP por medio de una
inyeccion endovenosa a partir del SIST. 1, con wo=0 se obtiene el
siguiente sistema:

% {0)2 - kgl kple)t kg
HUR () kezle) iyt
102kt k0

X(O):Xo 0y 00

En este caso particular el vector solucion dado por SIST. 2 tiene los
siguientes coeficientes:

k% kpollky —kg)? +4k2 k(xo.k,-+2y0.ks)+k,-.(2y0.ki—xo.kS)E

z\/ 2 a2 (k2 —ko k)
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ki'%O'ki'\/(ke _ks)z +4k1'2 +ke(x0'ki +2y0'ks) _ki'(2J/O'ki _XO'ks)E
B =

2k, —k,)? +ak? .(k,-2 —k, .ks)

C =0
D:— xo .ke.ks
kP —k, kg
Fe- ki {2 Lo + o) + kellk; = keg)[xo + yo) = xo ke ) + xo ks ke _ki))
kelk2 =k, Lo + ky) = (k2 = ko ks |
ki'@/(ke _ks)z +4ki2 +ke +2ki _ks %0 ’ki '\/(ke _ks)2 +4ki2 _ke '(x0~ki +2y0~ks)+ki -(2)/'(
e
2k, —ky)? +ak? .(k,-2 —ky ke ).@kc —Jlk, —k)? +ak? —k, —k, E
ki- e_s2 iz_e_i s K. e_s2 12 e- K HKe ) K-
o g/(k k)2 +ak? —k, —2k; +k %Ok Sy k()2 +ak? +ik (xo.k; +2y0.k ) —k; (2
2k, —k)? +ak? .(k,~2 —k ke, )@kc ke, —ky)? +ak? —k, —k, E
H =0
o Kok [k, = k;)
- 2
ko i — ko e, |
g/(ke _ks)2 +4ki2 +ke _ks @O'ki'\/(ke _ks)z +4ki2 _ke'(xO'ki +2y0-ks) +ki'(2y0-ki —XQ-
J =

4k, =k, )? +ak? .(k,~2 —ke.ks)
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@/(ke _ks)2 +4ki2 —ke +hkg %O'ki'\/(ke _ks)z +4ki2 +ke'(x0'ki +2y0'ks) _ki'(ZyO'ki >

K=-—
4.\/(k€ —kg)? +4k? .(k,? —ke.ks)
L =0
M= Xo.ki.ks
ki2 _keks

Como z(t) debe anularse para algun valor finito de t o hacerse
muy pequeiio, del coeficiente I surge la condicion: 4, Lk,

Esta condicion se cumple, como se puede observar
comparando el valor de ki obtenido en los experimentos preliminares
mostrados en el modelo anterior y el valor de ke calculado en trabajos
previos.

dosis oral de MFP

Los coeficientes del vector solucion dados por el SIST. 2 son
los siguientes :

ki ko Ay + xk; 45
A3

A=

4 =x0ki \/(ke _ks)2 +4ki2 _ke(xoki +2W0ks) +ki(2W0ki _xoks)

Ay =kl — k)2 +4K2 =k, (ky, —2k;) —hyky —2K2

Az =\/(ke _ks)2 +4ki2 (k12 —kekg )@ka _\/(ke _ks)2 +4ki2 —ko —kg +2ky E

ki(ky By +xok;B;)
By

B =

By = xok; \/(ke —kg)? +akF +ko(xok; +2wok) —k;(2wok; —xoks)

B, :kh\/(ke _ks)z "'4ki2 +ke(kh _2ks) +hpkg +2ki2

B3 =\/(ke _ks)2 +4ki2 (klz —keky )@ka +\/(ke _k5)2 +4ki2 —ke —ky +2ky E
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WOkaki

C =
kg = kglke + kg = 2kp) + kol = key) + e = hepkey — k7
D:— xo.ke.ks
kP —k, kg
E=- ki Ly Lk Lk wo + x0) = xg.k + ki lwo + xq)) = kg [k wg = x| + x0 [k, = K, s

ke lleg =g + k2 =k Jkeg + ky) = (k7 ko k|

+ B kixo-(kc _,ke + ki)-(kh B kc)'(ks + kc) N
ke lleg = ke W2 = kel + ky) = (k2 - o
kilky .Fy +xok; . F>)(Fs + Fy)
Fs.Fy

F =

F = xokilke ks )? +4Kk2 ko (xok; +2woky) +k; (2wok; —xoks)

F :kh\/(ke _ks)2 +4ki2 _ke(kh _2ks) —kpkg _2ki2

kekg = ki2 ) + kgks
-k} (41@2 +k?

F3 :(ke +2ki _ks)\/(ke _ks)z +4ki2
Fy = —k2 (k,? +2k2 |+ k kg

6k? +k?

Fs :((ke _ks)z +4ki2 )@kc _\/(ke _ks)z +4ki2 —k, —kg E

2
Fg =@ka _\/(ke _ks)2 "_4']‘71'2 —ke —kg +2ky, @‘12 _kekS)

ki(kq Gy +x0k;.Go )| G5 + Gy)
Gs.Gg

G =

Gy = xokiJlk, —ky )2 +4k7 +k,(xok; +2woky ) — ki (2wok; —xoks )
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— 2 2 2 3
Gs = (ke +2k; _ks)\/(ke _ks) +aki \keky —k; )_keks
G, =k?2 (k,-2 +2kS2)—keks (6k,-2 +kS2)+k,-2 (4/«,-2 +k§)

Gs z((ke _ks)2 +4ki2)@kc +\/(ke _ks)z +4ki2 —ke —kg E

2
Ge nga +\/(ke _ks)2 +4ki2 —ke —kg +2ky, @12 _keks)

WOki(ka +kh +ki _ks)

= 2 2]
(ka tky, _kc) kg _ka(ke + kg _Zkh) +(ke _kh)(ks _kh) ~ ki J
I:_xo.kl-.ks.(ke — k;)
ke \kZ —k k)
J:_Jl'(ka"]2 +X0.ki.]3)

2.J4

Ji :(ke _ks)\/(ke _ks)2 +4ki2 (ke'ks _kiz)+k¢§ks _ke2 ki2 +2kS2)+

+kyk (6/«1.2 + ksz) —k? (4kl~2 + kf)

J2 =x0ki\/(ke _ks)2 +4ki2 _ke(kai +2W0ks) +ki(2W0ki _XOkS)

J3 :kh\/(ke _ks)2 +4ki2 +ke(2ks _kh) _khks _2ki2

J4 =((ke —ky)? +ak? )(keks —k} )2 @kd +2ky, —\/(ke —ky)? +4k? —k, —k, E

Kl'(ka .K2 +XO.kl-K3)
2.K4

K=-

Ky :(ke _ks)\/(ke _ks)2 +4ki2 ke'ks _kiz)_kgks "'ke2 kiz +2k52

—k, kg (6kl-2 +k? ) +k? (4k,~2 +k? )

K, =x0ki \/(ke _ks)2 +4ki2 +ke(x0ki +2W0ks) _ki(zwoki _kaS)

Ky =kplke —ky )2 +4K7 =y (2k —ky) +hyky +2K2
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Ky :((ke _ks)2 +4ki2)(keks _kl‘2 )2 @ka +2ky, +\/(ke _ks)z +4k1‘2 —k, —kg E

WOka(ka + kh B ks)

L=-

kc% _ka(ke +ks _2kh) +(ks _kh)(ke _kh) _kiz
M= xO'kl"kS

ki2 _keks
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CAPITULO 11
VALORIZACION DE LA FUNCION DIASTOLICA

Modelizacion matematica de los fenomenos que ocurren en el seno
del miocardio ventricular durante el periodo diastolico. Un intento
para valorar la funcion diastolica del ventriculo izquierdo

El corazén podria ser comparado, funcionalmente, a una
bomba hidraulica: ésta toma el agua de las napas subterrdneas y la
expulsa a presion hasta una cisterna ubicada a una determinada
altura.

En el caso del corazon, son dos bombas dispuestas en serie
en el sistema circulatorio que permiten con su aporte de energia de
presion, la circulacion de la sangre por el mismo, figura 11.1.

Estudiemos  particularmente el funcionamiento  del

AD: auricula derecha
AU: auricula izquierda
VD: ventriculo derechc

A— VI: ventriculo izqui
: quierd
AD| Al VM: vélvula mitral

0
T VvD | VI
pulmones

arteria
pulmonar

L 2= laorta

tejidos en general

figura 11.1

Ventriculo Izquierdo ( V.I. ): Este, como bomba hemodindmica que
es, recepciona la sangre que se encuentra en la auricula izquierda y
que proviene del circuito pulmonar, y la eyecta hacia la Aorta
gracias a la presion que genera en su interior.

Con transductores adecuados se pueden medir las presiones
en forma continua, del interior del V.I., de la Auricula izquierda
(A.L) y de la Aorta. Al graficar los valores, se obtienen curvas que
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representan la evolucion de la presion en el tiempo en cada camara
(figura 11.2)

presion
aortica

presion
ventricular

presion
auricular

Yy,
7

periodo sistolico  periodo diastélico tiempo
figura 11.2

Se observan en la figura 11.2 cuatro cruces de presiones, a

saber:
a) En el primer cruce de presiones, el V.I., cuya presion interior

b)

viene aumentando, supera a la correspondiente de la raiz
Adrtica, con lo cual se abre la valvula Aortica y comienza la
expulsion de la sangre hacia el circuito arterial sistémico

En el cruce numero dos, la presion del V.I. que estd
descendiendo por la pérdida del volumen eyectado y por el fin
de la contraccion de sus fibras musculares, cae por debajo de la
presion Aortica, ocasionando el cierre de la vélvula.

c¢) En el cruce numero tres, la presion del V.I. desciende por

debajo de la presion Auricular izquierda, provocando la
apertura de la valvula Mitral e iniciando el llenado ventricular.

d) Finalmente, en el cuarto cruce, empieza nuevamente la

contraccion de las células miocardicas con lo cual se eleva la
presion del V.1. y al superar a la presion interior de la Auricula
izquierda, produce el cierre de la valvula Mitral
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Especificamente nos referiremos al intervalo de la curva
comprendido entre los cruces de presiones 2 y 4.

En este intervalo de tiempo, llamado Periodo Diastolico,
ocurren una serie de procesos en el V.I. cuyo objetivo es cumplir
con una Funcion Diastdlica Normal [*].

Funcion Diastdlica Normal del V.1.

Es el conjunto de procesos cardiacos que permiten:

a) obtener un volumen de llenado (V.LL.) adecuado, tal que, en
su transformacion a volumen sistolico durante la eyeccion,
permita generar un gasto cardiaco o volumen minuto cardiaco
suficiente para las necesidades metabolicas del organismo.

b) que el volumen de fin de diastole que contiene a ese V.LL. no
produzca una presion de fin de diastole superior a 12 mm Hg,
la cual alteraria el correcto funcionamiento del aparato
respiratorio al originar hipertension veno-capilar pulmonar en
forma retrograda.

De esta manera, para que no ocurra una Disfuncion Diastolica
del V.I. se deben cumplir ambas premisas.

El estudio e investigacion de la funcion diastélica
contribuiria a aportar informacion sobre las causas que conduzcan a
una disfuncion diastélica, asi como a encontrar las variables mas
apropiadas para valorar la anormalidad funcional en los estadios
mas incipientes.

(Qué es lo que ocurre en el V.I. durante el periodo
diast6lico?

Si bien el objetivo final de este periodo es el de lograr un
V.LL. adecuado, la didstole no es sinénimo de llenado ventricular,
sino de “todos los procesos y etapas que intervienen en la
produccion del llenado ventricular”.

Comprende cuatro etapas hemodinamicas, las que resultan
de dos procesos o mecanismos diferentes y que en parte se
superponen.

Las fases hemodinamicas son:

1° Relajacion isovolumétrica

2° Llenado rapido

3° Llenado lento o Diastasis
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4° Sistole auricular
Los procesos son:

1° Proceso activo: requiere de un gasto de energia para su
desarrollo.

2° Proceso pasivo: depende fundamentalmente de las

propiedades elasticas de la pared.
Proceso Activo : corresponde a la relajacion de los elementos
contractiles ( E.C.) de la pared ventricular, o sea que las variaciones
de fuerza y longitud son el resultado de los cambios que ocurren en
el propio seno del miocardio. Esto se logra con gasto de energia y la
consecuencia es el descenso de la tension de los elementos elasticos
(E.E.) de la pared [*, **]. De hecho, en esta etapa de relajacion, los
E.C. se alargan permitiendo el acortamiento de los E.E., por lo
tanto la tension disminuye y el cambio neto de longitud entre ambos
es nulo. Surge de ahi el nombre de Fase de Relajacion
Isovolumétrica.
Proceso Pasivo : en éste, las variaciones de fuerza y longitud son el
resultado de fuerzas externas al miocardio que interactian con las
fuerzas residuales del miocardio y sus elementos elésticos.
Ambos fendmenos se superponen en el tiempo en grado variable.
Hemos visto que en la fase activa la tension parietal desciende y con
¢ésta cae la presion ventricular.
(Como esta relacionada la tension con la presion?
Esta relacion queda establecida a través de la ley de Laplace[*].
Si consideramos, en forma simplificada, al ventriculo con la forma
de una esfera, tenemos que la ecuacion de Laplace relaciona a la
tension de la pared con la presion interior y el radio de la esfera de
la siguiente manera:

Si ademas se considera el espesor de la pared:

T _Pk
e 21[0é

T P 4
donde =S S=_—
en donde o 5
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S: stress parietal
e: espesor parietal

Consideremos ahora, del grafico de las presiones,
unicamente el intervalo de las curvas correspondiente al periodo
diastoélico (figura 11.3).

La primera parte de la curva de la presion del V.I. que se extiende
desde el cierre de la valvula Aoértica ( punto 2) hasta la apertura de
la vélvula Mitral (punto 3) corresponde al proceso activo de
relajacion de los E.C. A partir de ahi, la presion del V.I. medida con

Ppresion ventricular
: 2 izquierda

Presion
auricular
izquierda

—— presion de relajacion activa
Ppresion pasiva ~
>

tiempo

figura 11.3

el catéter millar’, no solamente estd influenciada por la relajacion
activa, sino que también depende de las propiedades elésticas de la
pared ventricular, la cual comienza a distenderse debido al ingreso
de sangre en el ventriculo (luego de la apertura de la valvula
Mitral). En esta etapa de superposicion de ambos procesos, la
presion medida (P.M) en cada instante seria la resultante de la suma

* r : r
Catéter con micromanometro en uno de sus extremos
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algebraica entre la presion de la relajacion activa (P.R.A) mas la
presion pasiva (P.P.).

PP= P.M.- P.RA.

Analisis de la primera etapa: en la primera etapa de la fase de
relajacion isovolumétrica, donde el proceso de relajacion activa es
puro, la tension parietal y la presion interior del V.I. estan
relacionadas en forma directamente proporcional, puesto que el
volumen del V.I. permanece constante (radio y espesor constante).
Tgl _ 1P
2[4

Entonces, la caida de la tension provoca el descenso de la
presion, y ambas disminuyen de la misma manera. Asi, con la
cateterizacion del V.I., los valores de las presiones que se registran
en cada momento, permiten conocer indirectamente la evolucion de
la tension en el tiempo. Weiss demostrd que en esta primera parte
de la curva la presion cae exponencialmente acompafiando a un
descenso similar de la tension [*7].

Veamos como se podria demostrar esta afirmacion:
Tomemos los valores registrados de la presion “P”del V.I. para
cada instante “t”, confeccionemos con los mismos una tabla de
valores, tal que: y=P, x=t

Notaremos que las variaciones que sufre la presion de un
valor a otro :AP, no son lineales con las variaciones

correspondientes al tiempo: A t

P —F=APF, t, —t,=A7,

P, —P, =AF, t; —t, =Az, P t
P, t1

NP, I, P, 5

NS P2 b
P ty
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Y si lo graficamos en un sistema de ejes, como se observa en
la figura 11.3: la linea entrecortada, que corresponde a la presion
derivada del proceso activo, resulta en una curva que decrece en sus
valores a medida que transcurre el tiempo. Por lo tanto, la velocidad
de cambio de “P” respecto al cambio de “t” no es igual a una
constante “K”.

z-K lo que implica que

=-K[P° endonde O #0

¥y 8%

Probemos entonces un orden O de P iguala 1: o=1

=- KPP

=- K Ldr

YEBRIE

_I:cﬁ = quz

ty

In P—In P=-K [{¥ —¢,) donde z.=0
hP=-K@ +hPF

Con un proceso de 1* orden llegamos a una funcion lineal. A
continuaciéon apliquemos el logaritmo natural a los valores de
presion “P” calculados en el cateterismo para cada instante “t”;
luego grafiquemos In P en funcion de Z , y con estos datos
realicemos la regresion lineal.

Seguramente que el
coeficiente r* estara cercano a 1 InPy
y la  “p” obtenida serd ipqg
significativa, indicando una alta
probabilidad de que los InP se
pueden generar al aplicar la -k

funcion lineal: AN
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mWP=—K@+In P, ;
y su grafico se aproximara al de una recta (figura 11.4).

Esta funcion lineal parte de la ecuacion: dP/dt = — g [P ,
lo que demuestra que el orden Ade P esiguala 1.

Si a esta ecuacion: nP =—-K [@+ In 7, explicitando P
resulta: P = PO (&7,

Como el exponente de € tiene que ser adimensional, entonces la

. . . 1
magnitud de & es ' para poder ser simplificado con 7: K =

donde a “ 7" es la constante de tiempo y se la denomina Tau .
t
Finalmente la ecuacion resultante es: B, =R 7 que

es la funcion con la cual se ajustan los valores de “P” del V.I. para
cada instante “t”. % es la presion del VI en el momento del cierre
de la vélvula Aortica.

Esto avalaria que, en esta fase del ciclo cardiaco, la caida de
la presion 4%,, responde a una funcién exponencial decreciente, tal
como lo demostré Weiss y colaboradores .

Comprendido esto, volvamos a uno de los objetivos del
analisis de esta primera etapa: hallar un parametro que al ser
constante, caracterice un estado particular de la relajacion activa,
propio de un determinado ventriculo y en un momento dado; y
luego, previa determinacion de los valores normales de referencia,
permitir, a través de la comparacion de estos indices con sus valores
normales, detectar precozmente una anormalidad funcional.

Algunos de los indices hasta ahora estudiados han sido:

a) Medicion del periodo de relajacion isovolumétrico (PRIV)

Comprende el tiempo transcurrido desde el cierre de la
vélvula Adrtica hasta la apertura de la valvula Mitral.

b) Calculo del @» /df maximo negativo:

Para su medicion se utiliza un catéter millar colocado en el
interior de la cavidad ventricular. El —dp /dt pico se lo encuentra
en el momento del cierre de la véalvula Adrtica.
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Cuando se deteriora la relajacion activa ante una isquemia
miocardica, la PRIV aumenta y el —dp /dt pico disminuye. Lo
inverso ocurre cuando mejora la relajacion por efecto de alguna
droga simpaticomimética.

Las desventajas de estos indices es que en algunas
situaciones pueden alterarse sin modificar la curva de relajacion,
ejemplo:

-ante un aumento de la presion sistolica Aortica el —dp /dt pico se
incrementa.

-cuando la resistencia periférica se eleva, el cierre de la valvula
Aortica se adelanta y por ende el —dp/df maximo aumenta
mientras que el PRIV se prolonga, permaneciendo en la misma
curva de relajacion isovolumétrica.

¢) Medicion de la constante Tau:

Hay dos métodos para calcularla:

1) Por cateterismo del VI se registran los valores de la presion del
VI a intervalos regulares, conformandose una curva que va a estar
comprendida entre £% ( donde ocurre el cierre de la valvula Adrtica
y coincide con el —dp /dt pico) y el momento de la apertura de la
valvula Mitral, que se encuentra aproximadamente a una presion del
VI de 5 mm Hg. A dichos valores de P se les calcula el In y luego
se los grafica en funcion del tiempo. Se realiza la regresion lineal y
se obtiene la pendiente K y su inversa 7  .La otra posibilidad es
calcular la primera derivada de P para cada intervalo y luego, con
los datos graficar
Y =dp/dt versus x = p. Se efectia la regresion lineal y con

ella se estima la pendiente K .

2) Por medio del Doppler cardiaco [*]: se calcula a partir de la
sefial espectral obtenida de un flujo regurgitante mitral en el sector
que corresponde a su pendiente de desaceleracion. Cada punto que
delimita el borde de la sefial Doppler nos informa de la velocidad
méxima del flujo entre el VI y la Al en ese instante. A través de la
ecuacion de Bernoulli modificada podemos conocer el gradiente de
presion instantaneo entre ambas camaras utilizando los valores de
velocidad que aporta la sefial del Doppler continuo.
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AP =40

siendo
AP =PVI-PAI: gradiente de presion
y V: velocidad

Con los valores del AP de cada instante se puede conformar
una curva similar a la pendiente de desaceleracion de la sefial
doppler de la Insuficiencia Mitral. Dado que las variaciones de la
PAI son pequenas y pueden despreciarse, los AP calculados se
correlacionan directamente con los valores de la presion del VI . En
consecuencia el descenso de los AP derivados de la pendiente de
desaceleracion del reflujo mitral siguen la misma evolucion que la
caida de la PVI coincidiendo con la porcion de la curva de presion
ventricular correspondiente al proceso activo de relajacion, ver
figura. 11.5.

Con esta premisa y recordando que esta parte de la curva
responde a una funcion exponencial decreciente se podria graficar
tanto la funcion: InP = —KW+InF, como: In
AP =—K [A+In AP, y ambas darian rectas similares. Aceptando
esto en base a las conclusiones previas y seleccionando
especificamente los AP calculados de las velocidades: 1m/s y
3m/s, las que se encuentran dentro del sector de la curva de
relajacion activa, (fig.11.5):
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AP, =4[(]3m/s)2 =36mm Hg

tiempow,
>

/

velociday

A
presion

presion
ventricular
izquierdo

sefial espectral de la
insuficiencia mitral con
lm/seg  Doppler

3 m/seg

presion

aortica
Evolucién de la presion
ventricular izquierda en el
tiempo en forma simultanea

con la sefial Doppler
Ny,

.

112

- ”
tiempo

figura 11.5

AP, =4[(]1m/s)2 =4mm Hg

y con ellos calculamos K como la pendiente de la recta graficada,

figura 11.6:

_InAP, —In AP,
L, —t

—-K

T

1
K

Para la resolucion
de esta ecuacion,
precisamos medir en la
sefial espectral de Doppler

In AP

In AP,

|nﬂ31

In AP,

Y t tiempo

figura 11.6
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el tiempo que transcurre de #, a z, ( Z, corresponde a la v =3
m/sy z, alav=1m/s).

Surge asi un parametro que es propio de cada curva y que
permite evaluar el proceso de relajacion activa. De hecho, puede ser
utilizado clinicamente para el diagnostico de la disfuncion diastolica
generada por una alteracion en el proceso activo de relajacion, por
ejemplo: en la isquemia miocardica. Cuando la isquemia no es
intensa no llega a alterar la contractilidad, siendo la prolongacion de
la relajacion activa su primera manifestacion y el aumento de la
Constante de Tiempo el signo que la corrobora. Situacion similar
ocurre ante los aumentos cronicos y severos de la postcarga. En
cambio, las variaciones de la precarga, dentro de ciertos limites, no
la modifican.

Como ya explicitamos al comienzo, existen dos procesos del
VI que participan en su llenado diastdlico. El primero es un proceso
totalmente activo de la pared ventricular, mientras que el segundo
depende de fuerzas extrinsecas (PVP y PAI”) y donde el miocardio
solo interviene a través de sus propiedades elésticas, pudiendo
facilitar o restringir el ingreso de sangre a la cavidad. No podemos
dejar de mencionar aqui otros factores que por ser extrinsecos al
miocardio no los vamos a desarrollar pero que también suman sus
fuerzas a las de éste, en esta etapa de adaptabilidad ventricular; ellos
son: la limitacion pericardica, la interaccién interventricular y el
llenado coronario. De esta forma, el andlisis de las propiedades
pasivas del VI completa el estudio de la Funcion Diastdlica en su
intento de pesquisar anomalias incipientes.

Estudio de las propiedades pasivas diastolicas

A continuacion de la fase de Relajacion Isovolumétrica le
sigue la etapa de Llenado Rapido ( LLR ). La primera mitad de esta
fase esta influida por la superposicion de la porcidn final del proceso
activo y el comienzo del efecto ejercido por las propiedades
elasticas pasivas del ventriculo. En realidad la fase activa tiene
relevancia en el tercio inicial del LLR., siendo nulo a partir de la
segunda mitad del mismo. Ver figura 11.7 [*,*°]

- PVP: presion venosa pulmonar- PAI: presion de auricula izquierda
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presion ventricular izquierda

presion auricular izquierda

A
- 7
v HempPop 1 R: llenado rapido
LLL: llenado lento
SA: sistole auricular

SA
sefial espectral de la
ILR LLI velocidad del flujo de
’ llenado transmitral
10 20 >

tiempd

figura 11.7

El aumento del volumen ( aumento radio ) da origen a un
aumento de la tension de los elementos elasticos que conforman la
pared ventricular con lo cual se incrementa la presion de la sangre
dentro de la cavidad. Recordando la Ley de Laplace, en esta
superposicion de ambos procesos, la presion, por un lado caeria por
el descenso de la tension activa (1) y por el otro, ascenderia por el
aumento del volumen ( aumento de radio ) (2) que se produce por
el ingreso de sangre proveniente de la auricula:

o — |
_tPLHT
A —72@
|
)

La segunda mitad del LLR depende exclusivamente del
proceso pasivo (2), lo que sugiere que a partir de aqui puede ser
evaluado sin interferencias de los mecanismos activos de relajacion.

Como vemos, las propiedades elasticas del miocardio se
manifiestan ante los cambios de volumen del ventriculo modificando
la tension ( pasiva ) y secundariamente la presion interior.
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De esta manera se puede construir una curva de presion-
volumen con los valores obtenidos a partir de esta segunda mitad
del LLR o experimentalmente empleando un ventriculo detenido en
diéstole al que se le introducen distintos volimenes y se registran las
presiones correspondientes a cada uno de ellos.

Si confeccionamos con esos datos una tabla de valores,
siendo para ¥ =F | para x =V vy lo graficamos en un sistema de
coordenadas, daria por resultado una curva,( fig 11.8 A).

P A A InPA B

Kc

\/
A\

figura 11.8

En ella podemos percibir que la velocidad de cambio de P, o
sea, la proporcion entre la variacion de P (AP) respecto a un cambio
unitario de V (AV), aumenta a medida que se incrementa el
volumen. Esto nos induce a pensar que los valores de P crecen en
forma exponencial. Por lo tanto su ecuacion debiera escribirse de la

siguiente manera:

Z;I]j =K [P° teniendo P un orden o= 1

Veamos si se cumple esta afirmacion:

di:KDD
av
dP=KBZV
P

integramos ambos miembros
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P V
P
[ =k fav
Fo P Vo
resolvemos las integrales
InP—InP, =K LW —V,) siendo ¥V, =0

InP =K I +In £, , obtuvimos una ecuacion lineal.

Si se utiliza esta funcion lineal para demostrar que la
ecuacion dP/dV=K [P tiene a P con un orden o= 1.

Primero se calculara el logaritmo natural a cada valor de “P”
registrado durante la cateterizacion del VI, a continuacion se
conforma con estos datos una tabla de valores en donde y =In P |
x =V y se grafican los datos. El dibujo que se origina se asemejara
a una recta si realmente la ecuacion era lineal, fig.11.8 B. Luego
apliquemos la regresion lineal con esos mismos datos. Si el valor de
“p” es significativo y el coeficiente r* es cercano a 1 indicard una
alta probabilidad de que esa funcion es lineal y como la cual
proviene de la ecuacion dP/dV =K [P entonces el orden O de P
esigualal.

Si se explicita P de la ecuacion ImP =K [P +InF,
quedara P =P, [@*" Esta ecuacién representaria la funcion que

mejor ajusta a los valores de “P” para cada valor del volumen “V”,
haciendo notar que la dindmica de los fendmenos pasivos de esta
fase del ciclo cardiaco responden a una funcién exponencial
creciente.

Resumiendo, ;Qué variables hemos visto hasta aqui, que se
vinculen con las propiedades elasticas del ventriculo?

En primer lugar tenemos la variacion de cambio de P
respecto a un cambio de V: dP/dV, a la cual se la conoce como
Rigidez Cavitaria “Rc”. Esta variard a medida que aumenta o
disminuye el volumen.

Un segundo parametro seria la constante K, Illamada
Constante de Rigidez Cavitaria: “Kc” [*'] que es propia y especifica
de cada curva y por ende de cada estado de los componentes
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elasticos de un ventriculo. Se la puede obtener a partir de la
regresion lineal de la recta que se generd al graficar el InP versus V,
o sea que es la pendiente de la funcion lineal: In £, ,(figura 11.8
B); o utilizando la funcion: P' = K [P+ b, aunque para esta altima,
previamente, hay que calcular la dP/dV para cada valor de P.

En base a esta descripcion y siguiendo con la busqueda de
variables que aporten informacion sobre probables alteraciones en la
funcion diastdlica y particularmente en lo que corresponde al
proceso pasivo del llenado ventricular, podemos considerar dos
situaciones: La primera de ellas,figura 11.9: que el ventriculo (B) en
estudio tenga una curva de la relacion presion-volumen compara-
tivamente distinta a la de un ventriculo (A) que presenta una funcion
diastolica normal. Esto es que el Kc (B) sea mayor que el Kc (A).
Eventualmente el ventriculo (B) puede estar operando en algliin
momento con una rigidez cavitaria igual a la del ventriculo (A) ; en
consecuencia com-probamos que la variable Rc en esta caso no es
fiable para la comparacion de ambos ventriculos y si lo seria la
constante de rigidez K¢ , que como dijimos, ca-racterizard a cada
curva: Kc(B) > Kc(A). El caso del ventriculo (B) es el que se
observa en una Miocardiopatia Hipertrofica [*].

. A A B
B A
KcB
A
ReB ReA KcA
> >
A\ v
Re(B) = Re(A) Ke(B) > Ke(A)
figura 11.9

168



La segunda posibilidad: que el ventriculo (B), patologico,
presente una curva igual a la del ventriculo (A), es decir, que sea
paralela pero desplazada hacia la derecha, figura.11.10.

Si las curvas son paralelas tienen igual Kc, en tal caso, para
iguales presiones, las rigideces de ambos ventriculos (dP/dV) seran
las mismas lo que implica que se van a llenar con iguales volumenes
(VLL). La diferencia se presenta en los distintos volumenes de fin
de diastole (VFD). Seria el caso en donde uno de los ventriculos, el
(B),corresponde a una Miocardiopatia Dilatada (figura 11.10).

Se plantea pues, emplear una variable que tenga en cuenta el
volumen con que estd operando el ventriculo. Esto es, calcular para
ese valor de presion de fin de didstole (PFD) la Rigidez Cavitaria

VR: Volumen residual
VFD - VR=VLL

P A VFD(A) < VED (B)
A B
PFD
Rc(A) Re(B)
>
VR VFD VR VFD \Y%

figura 11.10

Normalizada (RcN).
_dP _ap
V

dV/V es la proporcion entre la variacion del volumen y el volumen
final. E1 dP/(dV/V) representa la razén de cambio de P respecto al
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cambio porcentual del volumen. Particularmente: dP/(dV/VFD)
seria la medida empleada en la comparacion de ambos ventriculos.

El ventriculo(B), que maneja igual Rc con mayor volumen,
tiene una mayor RcN con igual Kc que el ventriculo(A).

Esto tiene implicancias ya no so6lo desde el punto de vista de
la funcién diastdlica, sino también desde la optica de la funcidon
sistolica: puesto que tener una curva de la relacion presion-volumen
desplazada hacia la derecha implica manejar fracciones de eyeccion
(F.Ey) menores, hecho que refleja la disfuncion sistdlica del
ventriculo dilatado. El intento de mantener un volumen sistolico
adecuado se logra a través de un mayor estiramiento de sus fibras
miocardicas durante la dias-tole [*]. De esto resulta que el
ventriculo debe trabajar con PFD mas elevada, acer-candose al
limite de precarga, lo que acota las posibilidades de compensacion
[“] figura 11.11

Si llevamos la PFD de (A) al valor que necesita operar el
ventriculo (B) para mantener la compensacion sistolica (VS

P A
A
PFD(B) Re(B)
PFD(A Re(A)
—— < 5 >

Vs Vs AV4
VS=VFD- VR
x%g*ggl’ éf(l%(B) FEy(A) — 2>~ VS _ppyp)
Kc(A) = Kc(B) VFD(A) ~ VFD(B)

Rc(A) <Re(B)

figura 11.11

adecuado) vamos a tener que la Rc(A) = Rc(B) pero si la
normalizamos por su VFD: RcN(A) < RcN(B) dado que el
VFD(A) < VFD(B).

Concluimos que una rigidez cavitaria normalizada (RcN)
elevada como en el caso B nos indica que el ventriculo en estudio
ha puesto en marcha los mecanismos compensadores de su
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disfuncion sistolica, esto es, mayor estiramiento de sus fibras, lo que
conlleva a una mayor tensioén pasiva y por ende a una PFD mas
elevada; o sea que la rigidez cavitaria de B que permite mantener un
VLL efectivo” (VS adecuado) es mayor que la rigidez cavitaria que

tiene (A) en el punto de la curva para el cual se obtiene el mismo
VLL efectivo: Re(B)>Rc(A).

ANEXO 11

Principios fisicos de la ecografia Doppler

En investigacion hemodinamica se utiliza el Doppler de la
energia ultrasonica [*, %, ¥].

Los ultrasonidos son, al igual que el sonido, movimientos
vibratorios u oscilatorios que se propagan por un medio elastico en
forma longitudinal (la direccién de la vibracion es paralela a la
direccion de la propagacion), con frecuencias que estan en el rango
de 1 a 10 MHz.

Se producen con cristales piezoeléctricos, los cuales al ser
sometidos a un campo eléctrico deforman sus caras generando
ondas de presion y a la inversa, al ser expuestos a una onda de
presion producen entre sus caras un campo eléctrico.

El transductor es el que traduce la energia mecénica en
eléctrica y viceversa.

El efecto Doppler es el cambio de frecuencia que se produce
entre la frecuencia del haz del ultrasonido emitido por un
transductor y la frecuencia del haz reflejado en un blanco que se
mueve respecto al receptor del transductor.

Pueden presentarse 3 situaciones:

a) Si el blanco esta quieto, la frecuencia del sonido que

se refleja de éste, es constante.

b) Cuando el blanco se acerca al receptor, la frecuencia

aumenta respecto a la emitida.

C) En el caso que el blanco se aleje del transductor, la

frecuencia disminuye en relacion a la emitida.

- VLL efectivo es el que se transforma durante la sistole en volumen sistdlico.
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La frecuencia Doppler “Fd” es la diferencia entre la frecuencia
reflejada FR y la frecuencia emitida FE. La Fd representa el Efecto
Doppler.

La Fd depende de una serie de factores que se discriminan en la
ecuacion Doppler:

Fd = 2FE b dos a

C
1°) La FE esta determinada por cada transductor, siendo constante.
2°) V! es lavelocidad del blanco que refleja el sonido. En nuestro
caso el blanco en movimiento es la sangre y mas especificamente:
los globulos rojos.
3°) a: es el angulo entre el vector de velocidad del flujo sanguineo y
la direccion del haz del ultrasonido.
4°) ¢ ‘es la velocidad del sonido en la sangre: aproximadamente
1540 m/s. Es constante.
De la ecuacion despejamos V, que es el dato que nos interesa
evaluar para conocer la velocidad de la sangre:

= clFd
2 LFE [dosa

Los equipos de ecografia Doppler nos proporcionan un
registro del andlisis espectral de la “Frecuencia Doppler” en cada
momento del flujo sanguineo. La Fd es proporcional a la V' por lo
que cada Fd esta representada en la pantalla como velocidad. Es
decir, nos da informacion puntual de la velocidad del flujo en cada
instante. En realidad la velocidad serd la que corresponda a esa Fd
que obtuvo el aparato siempre que el angulo o sea 0° U cosa =1.
Con la ecuacion Doppler se puede deducir:

a) El sentido del vector de velocidad del flujo sanguineo

Si FR<FE deducimos que el elemento se aleja del
transductor y por convencion en el registro del andlisis del espectro
de frecuencias Doppler (velocidades) aparece con una deflexion
negativa.

Si FR>FE, los hematies se acercan al receptor, por lo tanto
se indica como una deflexion positiva.
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Esto es 1util para el diagnostico de sentidos patologicos de
ciertos flujos, como en las regurgitaciones o para establecer la
direccion y sentido de cortocircuitos.

b) Caracteristicas del flujo: Laminar o Turbulento
Flujo Laminar: en éste las células se mueven casi todas a
velocidades similares y en la misma direccion. En el registro del
espectro de velocidades que se observa en la pantalla encontramos
un espectro fino de frecuencias que indica la escasa dispersion de
frecuencias o velocidades.
Flujo Turbulento: es un flujo que se acelera y se vuelve inestable.
Los globulos se mueven a distintas velocidades y en distintas
direcciones (el cambio de direcciones es captado en el equipo como
Fd menores: menores velocidades). Encontramos un espectro de
velocidades ancho, que significa la irregularidad del flujo o sea, las
multiples direcciones y velocidades. Esto ocurre cuando la sangre
atraviesa obstrucciones en vasos u orificios valvulares estrechos.
Existen dos procedimientos para el andlisis de la velocidad
del flujo sanguineo:

Doppler Pulsado DP

Consiste en un transductor con un solo cristal piezoeléctrico
que acttia en forma alternada, emite el ultrasonido y luego se
comporta como receptor del sonido reflejado y asi en forma
repetitiva.

El tiempo de emision de cada ciclo E-R depende de la
frecuencia de repeticion de los impulsos FRP: a menor frecuencia,
mayor tiempo de emision, lo que permite llegar a mayor
profundidad el ultrasonido y a la inversa.

_dn

t
profundidad maxima alcanzada por el ultrasonido en ese momento;
¢ :tiempo de emision; V . velocidad del sonido en los tejidos.

v siendo  d : distancia entre el transductor y la

1 i .,
Como ¢ =F ; ademas F =FRP; reemplazando en la ecuacion

superior y despejando o :
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_ v
2 LFRP
El equipo analiza sélo las Fd que retornan al transductor en
un tiempo determinado, el cual es precisado por el operador, Fig.1:

T2
/-"| | - - b
1 T3

Fig 1

t;: tiempo de emision que permite alcanzar la maxima

profundidad.
g=" [,
2

¢, : tiempo sugerido por el técnico a través de una compuerta
electronica que permite analizar las sefiales que llegan s6lo en ese
tiempo y no las anteriores o las que lleguen después. Por lo tanto la
ventaja que tiene es que evalua las sefiales (Fd o velocidades) a la
profundidad que el operador desea.

La maxima profundidad estd dada por el tiempo de emision
que a su vez depende de la FRP.

El DP so6lo puede muestrear una vez por cada pulso
transmitido. Si el blanco tiene velocidad muy elevada, tal que la Fd
sea la mitad o mayor que la FRP, el sistema es incapaz de medir esa
Fd puesto que supera la capacidad de muestreo. Se produce el
fendmeno de aliasing o saturacion: un ensanchamiento de la sefial
que no permite medir velocidad ni direccion. De ahi que Ia
desventaja del DP es la imposibilidad de detectar altas velocidades
de flujo.

Doppler Continuo DC

El transductor consta de dos cristales piezoeléctricos: uno
emite sonido en forma continua y el otro recapta también en forma
constante a todas las ondas reflejadas a lo largo del haz de sonido.
La emision y recepcion continua le otorga una elevada frecuencia de
muestreo que permite medir cualquier velocidad, por mds alta que
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sea; pero con la desventaja de no poder discriminar la zona exacta
de donde proviene la senal.

Una de las utilidades que tiene la ecografia Doppler es la de
poder calcular el gradiente de presion entre dos cavidades con una
valvula intermedia o entre dos sitios de un vaso separados por una
estrechez. Para ello se emplea la ecuacion de Bernoulli modificada:

AP = 4 3> v @ velocidad del flujo
AP =P, —P

—P5 : P. :\
/\

Fig.2

t
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APENDICE 1
LEY DE VELOCIDAD

La velocidad de un proceso quimico es la rapidez con que
cambia la concentracion de alguno de los reactivos o los productos.
Expresandola en términos matematicos, la velocidad es la derivada
de la concentracion de la sustancia con respecto del tiempo. Por
ejemplo en una reaccion quimica, como la que se detalla a
continuacion

A+2B —> C+D

la velocidad se puede escribir siguiendo la ley de accion de masas.
Esta ley establece que la velocidad de una reaccidon es igual al
producto de una constante de velocidad especifica (k) por las
concentraciones de los reactivos elevadas cada una a sus respectivos
ordenes de reaccion (0). Esta ley es una ecuacion diferencial, ya
que en ella figuran la funcién y su derivada.

p=dtdl _ —k.[A]1% . [B]®

dt

Esta ecuacion indica que la velocidad de la reaccion, en este
caso medida por la velocidad de desaparicion de la sustancia A
depende de las concentraciones de las sustancias A y B elevadas a
sus respectivos ordenes de reaccion. Estos ordenes indican el peso
que tiene cada sustancia sobre la velocidad. Por ejemplo, si se
incrementa la concentracion de una sustancia al doble y
simultaneamente la velocidad de desaparicion de A aumenta dos
veces, el orden respecto de esa sustancia es 1. En cambio si al variar
la concentracion de una sustancia la velocidad de desaparicion de A
no varia, el orden respecto de esa sustancia es cero. En este Gltimo
caso la concentracion de esa sustancia no aparece en la ecuacion. La
constante k, involucra todas las variables diferentes a las
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concentraciones, ya que la velocidad de un dado proceso podré ser
influenciada por la temperatura, presencia de catalizadores, presion,
etc. Habitualmente es mas interesante conocer el valor de esta
constante, ya que su valor dard informacion de las caracteristicas
intrinsecas del proceso. En todo caso, si se desea, la velocidad del
proceso (reaccion) podra ser calculada luego para cada situacion de
acuerdo a la concentracion de cada sustancia.

En el caso mencionado anteriormente la concentracion de la
sustancia A varia porque participa en una reaccion con B, dando
como productos Cy D. En algunas situaciones la concentracion de
una sustancia puede variar por mds de un proceso. En la misma
reaccion, por ejemplo, si el tiempo transcurrido desde que se
mezclaron las sustancias A y B es grande, las sustancias C y D
podran comenzar a reaccionar entre si. Esta ultima reaccion
generara las sustancias A y B por lo tanto la ley de velocidad
respecto de A tendra dos términos

y=4A = 0P B +k [C1F [ D]

El primer término representa la desaparicion de A por
reaccion entre A y B (de alli su valor negativo), mientras que el
segundo es positivo, dado que este proceso contribuye a un
aumento de la concentracion de la sustancia a lo largo del tiempo.

Ordenes y constantes de velocidad

Como se dijo anteriormente el orden de un proceso es un
numero que indica el grado de participacion de una variable en la
velocidad de un proceso. La velocidad de un proceso en el que se
consume o forma una sustancia A, puede o no depender de la
concentracion de esta sustancia. A continuacion se desarrollaran las
ecuaciones y el calculo de los 6rdenes de reaccion para situaciones
en que la velocidad depende solamente de la concentracion de la
sustancia A. Si el compuesto A se transforma en otra sustancia, este
proceso se puede representar por la siguiente reaccion

A ——>p
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1- Orden cero:
La ley de acciéon de masas para la velocidad directa de
reaccion queda expresada por la ecuacion

d[ A
aiA] - —k.[ AT
dt
si el orden del proceso es cero, resulta
d[A
AAl = 4P =
dt
resolviendo esta ecuacion diferencial obtenemos
Tabla A.1
tiempo | [A]
[A4] =[A,]—kt (min) | mM
0.0 85.0
que es la ley que relaciona la concentracion de A en | 5.0 76.0
un dado tiempo, ([A]), con su concentracién a [10-0 164.0
. . 15.0 60.0
tiempo cero ([Ao]) y la constante de velocidad y el 200 1560
tiempo. Esta ecuacion indica que si un proceso €s [55 o [50.0
de orden cero, la concentracion de la sustancia A [300 [45.0
variara linealmente con el tiempo. 35.0 [40.0
En la tabla A.1 se muestran una serie de valores de [40.0 |33.0

concentracion para la sustancia A a lo largo del tiempo. Los valores
experimentales se ajus-tan con un alto significado estadistico por
una funcion lineal (r = 0.9884), ver figura A.1. Esto indica que esta
reaccion es de orden cero respecto de la concentracion de A.

La pendiente de la recta vale -1.213 + 0.07034, a partir de
la cual se obtiene la constante de velocidad. En el caso que la [A]
no se ajustara por una funcioén
lineal no seria de orden cero. En
tal caso se deberian investigar 75
otros ordenes para el proceso.

o

0+

50-

[A] mM

2- Orden uno: 25
La ley de accion de .

masas para la velocidad directa o 10 20 %0 40 50

de reaccion queda expresada por minutos

la ecuacion figura A.1

179



d[A] _

_ M
o k.[A]

si el orden del proceso es uno, resulta

d[A] I
A =k [4] =—k 4
r ] ]
100 57
4
H < 3
E E 2<
N
-ﬁEO 1‘0 2‘0 I;O 4b 5‘0 0O 1b Zb 3:0 4b 5‘0 —
minutos minutos ]
uempo LA] mivi InjA|
Figura A 2ninutos
0.0 85.0 4.442651
5.0 60.0 4.094345
resolviendo esta ecuacion diferencial [10.0 42.5 3.749504
obtenemos 15.0 25.0 3.218876
20.0 21.25 3.056357
_ 25.0 13.0 2.564949
In[ A]=In[ A, ]~k 30.0 10.75 | 2.374906
35.0 7.0 1.945910
Esta ley relaciona el [40.0 5.35 1.677096

logaritmo de la concentracion de A en un dado tiempo, (In[A]), con
el logaritmo de su concentracion a tiempo cero (In[A,]), la
constante de velocidad y el tiempo. Esta ecuacion indica que si un
proceso es de orden uno, el logaritmo de la concentracion de la
sustancia A variard linealmente con el tiempo.

En la tabla A.2 se muestra una serie de valores de concen-
tracion y sus logaritmos para la sustancia A a lo largo del tiempo.

La figura A.2 muestra las graficas correspondientes a los
ajustes lineales de la concentracion y del logaritmo de la
concentracion. En el primer caso r = 0.9233 mientras que para el
ajuste del logaritmo r fue 0.9970. Estos resultados indican que el
orden respecto de la sustancia A es uno. La pendiente de la recta es
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-0.070 + 0.002 min™, que a su vez es la constante de velocidad del
proceso.

En el caso que la correlacion se realice utilizando logaritmo
de base 10, la pendiente de la recta no coincidird con la constante de
velocidad del proceso. En este caso debera hacerse una pequena
correccion. Como se desarrolld anteriormente, cuando el orden es
1, la ecuacioén valida para el proceso es

In[ A] =In[ A 1 —kt

la que puede escribirse

[A]=[4,]1087

si se aplica logaritmo de base 10

logl A] =log[ A, 1—k.t Oog e

por lo tanto, la pendiente de la recta de regresion entre log[A] y el

tiempo resulta igual a la constante k por el logaritmo de e. Por lo
tanto la constante de velocidad se hallarda como

k= pendiente
log e
3- Orden dos:

Cuando el orden de reaccion es 2, la ley de accion de masas
para la velocidad directa de reaccidbn queda expresada por la
ecuacion

d[A] _
dt

de la resolucidn de esta ecuacion diferencial obtenemos
1 1

(4] [4,]

o

—k.[A)?
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Esta ley relaciona la reciproca de la concentracion de A en
un dado tiempo, (1/[A]), con la reciproca de su concentracion a
tiempo cero (1/[A,]) y la constante de velocidad y el tiempo. Esta
ecuacion indica que si un proceso es de orden dos, la reciproca de la
concentracion de la sustancia A variara linealmente con el tiempo.

Por lo tanto si al graficar la reciproca de la concentracion de
la sustancia A en funcion del tiempo, la regresion lineal es
estadisticamente significativa, el orden del proceso serd 2 y la
constante de velocidad seré la pendiente de la curva.

4- Ordenes superiores

De manera similar a lo planteado para 6rdenes cero, uno y
dos, se puede plantear para un orden genérico n. En este caso la
ecuacion diferencial es

dlA] __, o
o k[ A]

cuya resolucion conduce a la ecuacion

l =
A

+(n—-1) 3@

Esta ecuacion puede ser utilizada para investigar cualquier
orden. Si el proceso tuviera orden 4, la regresion lineal entre la
funcion 1/[A]’ y el tiempo debe ser significativa y la pendiente de
esa recta sera igual a 3.k.

Resumen del procedimiento para hallar el orden

Una vez obtenidos los datos de concentraciéon para cada
tiempo se analizan las siguientes regresiones lineales [*, *°]
* concentracion vs. tiempo
* In de concentracion vs tiempo
* 1/concentracion vs tiempo
 1/concentracion™ vs tiempo
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Aquella regresion que mejor ajuste los datos indicara el
orden del proceso, de acuerdo al siguiente cuadro:

Mejor ajuste de los datos  orden ecuacion de concentracion
concentracion vs. tiempo  cero [A] =[A4,]1—kt
In concentracién vs tiempo  uno In[ A] =1In[ A ] —k.t
.y . 1 _ 1
1/concentracion vs. tiempo  dos (4] [A] +kt
. . 1 —
1/concentracion™ vs tiempo  n [ A]n—l - [ 4 ]n—l +(n-DEU

La pendiente de la recta de regresién permite obtener la
constante de velocidad del proceso analizado. Con este valor es
posible calcular el tiempo de vida medio del compuesto analizado,
es decir el tiempo que tarda la sustancia en disminuir su
concentracion a la mitad del valor inicial.

Las expresiones de los tiempos de vida media se deducen a
partir de las ecuaciones de la tabla anterior, valorizando t = ti, y
[A] = [A,])/2. En la tabla siguiente se muestran las expresiones
finales para los t,» para los diferentes 6rdenes

orden tiz
CECro @
2 [k
2
uno X
1
dos [A ]&
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APENDICE 2

Abreviaturas

0o.MMFP  complejo a-Macroglobulina-Monofluorofosfato

o.M 0,-macroglobulina

[A] concentracion de la sustancia A.

c concentracion de un ligando

D Transformada de Laplace de la funcion D.

0 orden de un proceso

E enzima

ES complejo Enzima-sustrato

Ki constante de equilibrio del sitio 1.

ki constante de disociacion de un ligado a una
macromolécula.

K constante equilibrio o afinidad

In logaritmo de base e

log logaritmo de base 10

LVv. via intravenosa

m concentracion de una macromolécula.

MFP monofluorofosfato de sodio

NaF fluoruro de sodio

n nimero de datos de un experimento

P producto

pNFF p-nitrofenilfosfato

Poli(I) acido [5]-poliinosinico

r 1) coeficiente de correlacion. 2) moles de ligando unido
por mol de macromolécula

T nimero de moles de ligando unido por mol de
macromolécula en el i-ésimo sitio.

S sustrato

tin tiempo de vida media

puDI microdestilacion isotérmica

VI ventriculo izquierdo

VD ventriculo derecho
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APENDICE 3

Transformadas de Laplace

Transformacion de Laplace de algunas funciones de uso frecuente
en Farmacocinética.

F(t)
1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

10)

11)

L F(t) = f(s)
Lo 1/s
K k/s
Qe Q
% ....................................................... sQ —Qgp

1

e T s +a
A s A

s +a
Ate B e, (s+Aa)2
KiQ e K.Q

1
PN 57
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s.(s +a).(s +b)
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