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RESUMEN

Se estudia el efecto de estímulos farmacológicos en el  metabolismo de calcio extracelular   como un mecanismo de auto-organización temporal. La concentración de calcio en plasma se analizó por métodos espectrofotómetricos en 4 grupos de ratas macho Wistar tratados con: I) Fosfato de calcio ultra-diluído (( 10-60 M), II) Fosfato de calcio, III) Fosfato de calcio ultra-diluído (( 10-60 M),  + fosfato de calcio y IV) Vehículo/Control.  La gráfica de absorbancia vs tiempo, muestran un patrón oscilatorio en el tiempo. Resultados parciales sugieren una concentración de calcio extracelular menor en el grupo tratado con fosfato de calcio comparado con el control, lo que implica un mecanismo alterno al molecular.   

INTRODUCCIÓN

El  mecanismo de auto-organización, que se ha comprobado que  es la regla y no la excepción, confiere una ventaja selectiva frente a perturbaciones del sistema: mayor adaptabilidad, posibilidades de sincronización, reconocimiento y comunicación  a través de los diferentes procesos involucrados
. Se ha identificado un modelo de auto-organización en el metabolismo del calcio en donde un aspecto importante en la homeostasis del mismo está relacionado con  la interacción entre osciladores no lineales  correspondiente al metabolismo y a las hormonas reguladoras del calcio (J. F. Staub. et alt, 1989). El metabolismo del calcio, considerado como un sistema biológico, es un sistema dinámico complejo auto-organizado. Simultáneamente, la variación rítmica de las hormonas reguladoras (paratiroidea, calcitonina y vitamina D) origina un fenómeno de auto-organización espacio-temporal (J. F. Staub. et alt, 1988). 
MÉTODO

Animales

El estudio se realizó en cuatro grupos de ratas macho  de la cepa Wistar, con pesos iniciales: 180-205g, en la edad de pubertad (6 -14 semanas). Las ratas fueron alimentadas ad libitum con una dieta estándar de agua purificada y comida (Pelet, marca “Harlan”).  Los animales se mantuvieron agrupados en cajas de plástico a temperatura ambiente con un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. 

Materiales

1. Reactivos: 

· Fosfato de calcio ultra-diluído (( 10-60 M), Laboratorios Médicor (.   

· Fosfato de calcio, 36- 40% de Ca, marca SIGMA(.

· Vehículo: Alcohol etílico al 87 %.

· Kit, método colorimétrico para el análisis cuantitativo  in vitro de calcio en suero, plasma y orina (o-cresolftaleína complexota sin desproteinización)  marca Randox.  

· Anestésico, pentobarbital sódico, ANESTESAL(.

2. Equipo: 

· Espectrofotómetro UV-visible modelo Cary 5000, marca Varian. El certificado de calibración trazable al patrón nacional, mantenido por el CENAM, reporta una incertidumbre, U, igual a 0.0032 en la escala de absorbancia para las condiciones experimentales reportadas.

· Microcentrifuga, modelo MICRO 7, marca Fisher Scientific.
Procedimiento Experimental

Las concentraciones de calcio en suero se analizaron colorimétricamente; se midieron los valores de absorbancia para cada muestra, obteniéndose ocho valores para cada animal.  El suero fue obtenido de las ratas al inicio de las seis semanas de edad, correspondiente al inicio de la maduración sexual, una vez por semana, durante ocho semanas. Al término de las ocho semanas, los animales fueron sacrificados, con una sobre dosis de anestésico (pentobarbital sódico).

Tratamiento: Dosis y periodicidad

Se trabajo con  4 grupos de 5 animales a los cuales se les administró el fármaco por vía oral, utilizando una sonda de alimentación neonatal y tratados como se indica:

G1. Fosfato de calcio ultra-diluído  (( 10-60 M): 67µL en 1ml agua destilada, por animal. 

G2. Fosfato de calcio: 0.016g de fosfato de calcio  diluído en 67µL de solución vehículo en 1ml agua destilada por animal.
G3. Fosfato de calcio + Fosfato de calcio ultra-diluído (( 10-60 M). Se administró la dosis correspondiente al grupo I + la dosis correspondiente al grupo II. 

G4. Control: 67µL de vehículo en 1ml de agua destilada por animal.

La toma de muestra para cada lote se inició el primer día de tratamiento ( t = 0); para tal fin, las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sódico vía intraperitoneal (1ml/2.5Kg de peso vivo), las muestras fueron colectadas por punción cardiaca y centrifugadas para obtener el suero, se congelaron para su posterior análisis.

 Se midieron tres valores de absorbancia para cada muestra los cuales se promediaron, al final del estudio se contó con ocho valores de absorbancia para cada animal, de los cuales se han procesado los primeros 7 de los grupos 1, 2 y 4.  

RESULTADOS

El análisis de resultados parciales se realizó directamente en los valores de absorbancia, toda vez que éstos son directamente proporcionales a la concentración de calcio (Ley de Lambert y Beer). 

Con la finalidad de dar un tratamiento uniforme de los datos, el análisis estadístico se realizó en ciego. Asimismo se comprobó la tendencia de normalidad estadística en las muestras mediante la prueba de Kolmogorov Smirnov, con una p=0.05, eliminándose en todos los grupos los “outlayers”, dada la discriminación fuera de la consideración de  k=2 (nivel de confianza de 95,4%), lo cual es congruente con la exactitud del aparato de medición trazado al patrón nacional. Una vez analizada la tendencia normal, se realizó comparación entre variabilidad mediante el método de ANOVA, lo que conduce a una diferencia estadísticamente significativa con p=0.05, entre los grupos I y IV en las lecturas correspondientes a la semana  número 1 y 3. El tratamiento estadístico se realizó mediante el software Statistica(. Ver 5.
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Figura 1.  Valores promedio de Absorbancia para cada grupo, (, vs. tiempo (semanas). Se observa un comportamiento oscilatorio en los tres grupos analizados. También se observa diferencias estadísticamente significante entre los grupos I y IV en las lecturas correspondientes a la semana  número 1 y 3. 
CONCLUSIONES

El análisis estadístico muestra un comportamiento normal en los datos, y del análisis de varianza se pudo observar diferencias significativas entre los grupos I y IV en las lecturas correspondientes a la semana  número 1 y 3. Sin embargo,  no menos importante es el hecho que se observa en  el sistema, el cual  presenta un comportamiento  no lineal auto-oscilatorio,  congruente con lo que se ha reportado en la literatura (J. F. Staub. et alt, 1989),  lo que es  un  reflejo de la presencia de fenómenos endógenos rítmicos que son intrínsecos al metabolismo del calcio, el cual se identifica en el grupo control 

Un análisis por más tiempo, seguramente pondrá conducirnos a una confirmación más apropiada del comportamiento oscilatorio observado en los datos obtenidos hasta el momento, lo que podría confirmar la presencia de fenómenos rítmicos intrínsecos en  la administración de calcio.

Se ha identificado un modelo de auto-organización en el metabolismo del calcio en donde un aspecto importante en la homeostasis del mismo está relacionado con  la interacción entre osciladores no lineales  correspondiente al metabolismo y a las hormonas reguladoras del calcio
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