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ES 2413757713

DESCRIPCION
Procedimiento para el andlisis de la funcién renal

La presente solicitud de patente reivindica prioridad a y el beneficio de la Solicitud de Patente Provisional de Estados
Unidos N° 60/672.708 titulada “Method and Apparatus For Kidney Function Analysis” [Procedimiento y aparato para
el andlisis de la funcion renal], que fue presentada el 19 de abril de 2005, cuya totalidad se incorpora expresamente
en el presente documento como referencia.

Antecedentes de la invencion

La presente divulgacion se refiere, en general, a procedimientos y aparatos para el diagndsticos de érganos y, mas
particularmente, a procedimientos y aparatos para diagnosticos renales.

La medicién de las funciones renales es una etapa importante en el diagnéstico y el tratamiento de enfermedades
renales. Una de dichas mediciones de la funcién renal es la tasa de filtracion glomerular (GFR). La GFR se define
como el volumen de sangre (plasma sanguineo) filtrado por el rifién dentro de un periodo dado y se mide
normalmente en mililitros por minuto (ml/min). El procedimiento clinico habitual usado para medir la GFR es la
medicién de la depuracion de creatinina en orina. La creatinina es un producto metabdlico del cuerpo. Sin embargo,
la GFR estimada midiendo el nivel de creatinina en la orina es solamente una estimaciéon y no una medicioén directa
de la GFR real. Esto es debido a que la creatinina es producida por el cuerpo de forma constante y secretada a la
orina ademas de la filtracion. Las mediciones de GFR tipicas requieren al menos de 6 horas a 24 horas para
completarse. Sin embargo, las mediciones de GFR pueden no ser posibles cuando los niveles de creatinina en suero
no estan en equilibrio tal como durante insuficiencia renal aguda. Las técnicas de medicién de GFR tipicas requieren
recoger muestras de orina y/o extraer muestras de sangre.

Existen muchas enfermedades que afectan al rifién o a las funciones del rifndn. La proteinuria es un marcador de
enfermedad crénica. Un animal (por ejemplo, un paciente humano) con proteinuria puede desarrollar insuficiencia
renal, y la deteccién temprana de la proteinuria es beneficiosa en el tratamiento de muchas enfermedades
subyacentes. El procedimiento de diagnéstico tipico para proteinuria es la medicién del nivel de albumina en la orina.
Dicha medicion se realiza normalmente de forma semi-cuantitativa usando varillas de medicién del nivel de orina o
midiendo quimicamente la relacién urinaria de proteina con respecto a creatina. El analisis cuantitativo normalmente
requiere una recogida de orina durante 24 horas. Sin embargo, incluso una recogida de orina de 24 horas puede dar
como resultado un diagnéstico retardado debido a la eliminacion de proteinas de la orina por reabsorcion por células
de los tubulos proximales. Por ejemplo, las proteinas pueden pasar a través de los glomérulos (barrera de filtracion
renal), entrar en el filtrado renal y ser reabsorbidas por las células tubulares renales dejando de pocas a ninguna
proteina en la orina. Esto puede ser particularmente preocupante en nefropatia diabética cuando la deteccién mas
temprana de una permeabilidad glomerular a proteinas alterada es crucial para el inicio de la terapia.

Los niveles de glucosa en sangre y orina también se usan como medicién de diagndstico. Los niveles anormales de
glucosa en sangre estan relacionados directamente con diabetes y otras enfermedades. Los procedimientos tipicos
usados para determinar los niveles de glucosa en sangre y orina requieren la extraccion de sangre y/o la medicion
del contenido de glucosa en la orina. Estos procedimientos son relativamente lentos y no permiten monitorizacion en
tiempo real de los niveles de glucosa en sangre.

Ademads, en muchas aplicaciones, es deseable conocer la farmacocinética de un farmaco. Los procedimientos
tipicos usados para medir la farmacocinética de un farmaco requieren la extraccion de sangre de un animal (por
ejemplo, un paciente humano) lo que puede ser doloroso y lento. Otros procedimientos usados para medir la
farmacocinética de un farmaco incluyen el uso de dispositivos de imaginologia médica pesados y costosos tales
como IRM.

Sumario de la invencion

La presente invencién comprende una o mas de las caracteristicas mencionadas en las reivindicaciones adjuntas y/o
las siguientes caracteristicas que, en solitario o0 en combinacion, pueden constituir materia patentable:

Se proporciona un procedimiento para determinar un diagnéstico fisiolégico de un animal. El procedimiento puede
incluir la etapa de inyectar una mezcla de una serie de primeras moléculas y una serie de segundas moléculas al
animal. El peso molecular de la segunda molécula puede ser mayor que el de la primera molécula. Las primera y
segunda moléculas pueden ser sondas fluorescentes. El procedimiento también puede incluir la etapa de determinar
una relacion molecular de las primeras moléculas y las segundas moléculas. La relacion molecular puede ser una
relacién de intensidad fluorescente de las primera y segunda moléculas. El procedimiento puede incluir, ademas,
determinar datos fisiolégicos. Los datos fisiolégicos pueden ser, por ejemplo, una constante de velocidad de
depuracién en plasma de un farmaco o compuesto quimico, una tasa de filtracién glomerular, una resistencia a la
filtracion, una velocidad de depuracién de glucosa, un valor de resistencia a la filtracion de glucosa, un indice
metabdlico de glucosa y/o un indice metabdlico de un farmaco. El indice metabdlico de glucosa o de un farmaco
puede determinarse basandose en la velocidad de depuracién de la glucosa o del farmaco y el valor de resistencia a
la filtracién de la glucosa o del farmaco, respectivamente.
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También se proporciona un aparato para determinar un diagnéstico fisiolégico de un animal. El aparato puede incluir
una serie de aberturas para recibir a un dedo. El aparato también puede incluir una serie de fuentes de luz y una
serie de receptores de luz asociados. Cada una de la serie de fuentes de luz y receptores de luz asociados puede
estar asociada con una de la serie de aberturas para recibir a un dedo. Las fuentes de luz pueden ser diodos
emisores de luz, laseres, laseres de diodo y/o fuentes de luz blanca acopladas con 6pticos de seleccién de longitud
de onda. El aparato puede incluir, ademas, un circuito de generacion de luz acoplado a la serie de fuentes de luz y
un circuito de deteccion de luz acoplado a la serie de receptores de luz asociados. El circuito de generacién de luz
puede incluir un circuito convertidor digital a analdgico. El circuito de deteccion de luz puede estar configurado para
detectar una serie de senales dpticas procedentes de los receptores de luz. El circuito de deteccién de luz también
puede incluir una serie de amplificadores y/o una serie de filtros. El aparato puede incluir, adicionalmente, un circuito
de recuento de pulsos fotdnicos. El circuito de recuento de pulsos fotonicos puede usar TTL para la deteccién de
una sefal digital. El circuito de recuento de pulsos puede estar acoplado al circuito de deteccion de luz. El circuito de
recuento de pulsos puede estar configurado para determinar un valor de diagnostico fisiolégico basandose en el
numero de sefales épticas. Como alternativa, en algunas realizaciones, un circuito convertidor analégico a digital
puede usarse y configurarse para la deteccion de sefiales analdgicas. El aparato puede incluir, ademas, una interfaz
del usuario acoplada eléctricamente al circuito de recuento de pulsos. La interfaz del usuario puede incluir una
pantalla de visualizacion para mostrar el valor de diagnoéstico fisiolégico. El circuito de recuento de pulsos (0 un
circuito convertidor analdgico a digital) puede estar acoplado de forma que pueda comunicarse de manera
inaldmbrica al circuito de deteccion de luz. Ademas, el circuito de generacién de luz, el circuito de recuento de
pulsos, o el circuito convertidor analdgico a digital, y la interfaz del usuario pueden formar parte de un ordenador
personal.

Las anteriores y otras caracteristicas de la presente divulgacion, que en solitario o en cualquier combinacion pueden
constituir materia patentable, seran evidentes a partir de la siguiente descripcion y los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

La descripcién detallada se refiere, particularmente, a las siguientes figuras, en las que:
La figura 1 es un diagrama de flujo del procedimiento de un algoritmo para determinar un diagndstico renal;

La figura 2 es un diagrama de flujo del procedimiento de una realizacion del algoritmo de la figura 1 para determinar
una tasa de filtracion glomerular de un rifién;

La figura 3 es un diagrama de flujo del procedimiento de una realizacion del algoritmo de la figura 1 para determinar
una resistencia a la filtracion de proteinas;

La figura 4 es un diagrama de flujo del procedimiento de una realizacion del algoritmo de la figura 1 para determinar
una velocidad de depuracion de glucosa en sangre y un indice metabdlico;

La figura 5 es un diagrama de flujo del procedimiento de una realizacién de un algoritmo para determinar una tasa
de filtracién glomerular de un rifldn usando un volumen de distribucién calculado;

La figura 6 es una vista en perspectiva de un cabezal de medicion de un aparato para determinar diagnésticos
fisiologicos;

La figura 7 es una vista en planta superior del cabezal de medicién de la figura 6;
La figura 8 es una vista en perspectiva de una realizacién alternativa del cabezal de medicion de la figura 6; y

La figura 9 es una ilustracién esquematica de una unidad de control de un aparato para determinar diagnésticos
fisiolégicos para su uso con el cabezal de medicién de la figura 6 o la figura 8.

Descripcion detallada de los dibujos

Aunque los conceptos de la presente divulgacion son susceptiblesde diversas modificaciones y formas alternativas,
realizaciones a modo de ejemplo de la misma se han mostrado a modo de ejemplos en los dibujos y se describiran
en el presente documento en detalle. Debe entenderse, sin embargo, que no existe ninguna intencién de limitar los
conceptos de la presente divulgacion a las formas particulares desveladas sino que, por el contrario, la intencién es
cubrir todas las modificaciones, equivalentes y alternativas que estan dentro del espiritu y el alcance de la
divulgacion.

Con referencia a la figura 1, se muestra un algoritmo 10 para determinar datos fisioldgicos, tales como datos de
diagnéstico renal. El algoritmo 10 puede usarse para determinar la tasa de filtracion glomerular de los rifiones, la
resistencia a la filtracion molecular de una molécula y/o particulas con tamafos predeterminados, y otras mediciones
de diagnéstico renal. Para hacer esto, en la etapa 12 del procedimiento, una mezcla de dos (o mas) moléculas, es
decir A & B (0o mas), se inyectan en un animal vivo. Tal como se usa en el presente documento, el término “animal”
pretende incluir seres humanos. Las dos (0 mas) moléculas son de diferentes tamafios (es decir, diferente peso
molecular). Las moléculas con grandes pesos moleculares (MW) normalmente son retenidas en el torrente
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sanguineo durante un largo periodo de tiempo (de horas a dias) en animales (por ejemplo, pacientes seres
humanos) con funciones renales relativamente normales. Si una de las dos 0 mas moléculas es de un peso
molecular grande (por ejemplo molécula A >70 kiloDalton), la filtracion de la otra molécula o moléculas (por ejemplo,
molécula B) puede monitorizarse y la velocidad de depuracion de la molécula B puede calcularse basandose en
ésta.

En la etapa 14 del procedimiento, se determina la relacion molecular de las moléculas. La relacién molecular (o
polaridad generalizada (GP)) de B/A, Rga, medida en el torrente sanguineo en funcién del tiempo esta relacionada
directamente con las tasas de filtracién relativas (velocidades de depuracion) de estas moléculas, A & B (o mas). La
sefal que representa la relacion molecular, Rga, incluye cualesquiera propiedades que pueden medirse a partir de A
y B y pueden determinarse basandose en la siguiente ecuacion:

Sy

E (1)

Ry =

donde, Sa es uno cualquiera de una serie de tipos de sefiales medidos a partir de A y Sg es uno cualquiera de una
serie de tipos de senales medidas a partir de B. Los tipos de sefales, Sa y Sg, pueden incluir, aunque no se limitan
a, intensidad fluorescente, cualquier sefal de dispersién (dispersion de Rayleigh, Raman, dispersion coherente
antichoque, etc.) de luz incidente (a una o mas longitudes de onda), fracciéon de tiempos de vida de fluorescencia (en
este caso, la sefial de relacion Rga es una relacion entre la contribucion fraccional del tiempo de vida de
fluorescencia de B y la contribucion fraccional del tiempo de vida de fluorescencia de A), absorbancia y polarizacion.
Esta senal de relacién (entre A y B o mas) también incluye cualesquiera combinaciones entre cualesquiera tipos de
sefales procedentes de A y B, por ejemplo relacién entre sefal fluorescente procedente de A y sefal de dispersion
procedente de B. Ademas, puede usarse una sefal de relacion, Rea = S, cuando Sa = 1 (una sefal estacionaria de
A normalizada a 1).

En la etapa 16 del procedimiento, el diagndstico renal de interés se determina basandose en la relacion de
moléculas. Por ejemplo, la funcién de descomposicion de Rga(t) (0 GP(t)) después de la infusién inicial de la mezcla
de A, B (0 mas) puede describirse con un modelo matematico (ecuacién):

Ry )=+ explkt) - )

i=1

donde Rga(t) es la relacion molecular de moléculas B y A medida en funciéon del tiempo; N es el nimero total de
procedimientos exponenciales implicados incluyendo cualquier procedimiento de filtracién glomerular, procedimiento
de distribucion de las moléculas de sonda en el torrente sanguineo, pérdida no especifica de moléculas de sonda en
el cuerpo, etc.; ¢ es un constante; a; es un factor pre-exponencial o una amplitud; y ki es la constante de
descomposicién relativa (o constante de velocidad) de procedimientos individuales, respectivamente. Los valores
individuales de k pueden determinarse realizando ajuste por minimos cuadrados lineal (o no lineal si se desea) de la
serie temporal Rg(t) (0 GP(1)).

Cuando solamente esta presente el procedimiento de filtracién glomerular, la funciéon de descomposicion Rga(t) es
una Unica exponencial:

Ry, 4(8) = c +aexp(-i) @)

donde Rg/a(t) es la relacion molecular de moléculas B y A medida en funcion del tiempo, ¢ es una constante y a es el
factor pre-exponencial o la amplitud y k es la constante de descomposicién relativa (o constante de velocidad). Tal
como se ha descrito anteriormente, si la molécula A tiene un peso molecular grande (por ejemplo, mayor de
aproximadamente 70 kD) y, por lo tanto, es retenida en el rifién, la concentracién de la molécula A en el torrente
sanguineo puede considerarse estacionaria. Realizando ajuste lineal (o no lineal si se desea) por minimos
cuadrados de la serie temporal Rga(t) (0 GP(t)), el valor de k puede determinarse. La constante de velocidad k (del
procedimiento de filtracién glomerular) esta relacionada directamente con la tasa de filtracion glomerular (GFR) y el
volumen total de plasma sanguineo, Vpiasma Y la resistencia molecular, &, de acuerdo con la siguiente relacion:

GFR
=g
37

plasma

4

El valor de resistencia a la filtracién molecular £ es una medida de la dificultad con la que puede pasar una molécula
a través del riidn. Si una molécula (o sustancia) tiene & = 1, la molécula (o sustancia) puede pasar libremente a
través de la barrera de filtracién renal sin resistencia. Si una molécula (o sustancia) tiene & < 1, la molécula (o
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sustancia) no puede pasar liboremente a través de la barrera de filtracién renal. Si una molécula (o sustancia) tiene &
> 1, la molécula (o sustancia) esta pasando activamente a través de (debido a mecanismos de transporte activo) la
barrera de filtracion renal.

El volumen de plasma, Vpiasma, €S proporcional al peso corporal W; y estos tienen la siguiente relacién:

Vplasma = p (nnfb) (5 )

donde 7 es un factor de peso-volumen de sangre completa (incluyendo tanto plasma como células sanguineas) y p
es un factor de porcentaje del volumen de plasma sanguineo del volumen de sangre completa. Los valores promedio
de p y n de ser humano son conocidos o pueden medirse. En otras realizaciones, pueden usarse otros
procedimientos de determinacién del volumen de plasma, Vpiasma. Por ejemplo, el Vyiasma puede determinarse usando
uno 0 mas cualquiera de los procedimientos de determinacién y/o ecuaciones descritas en detalle a continuacién en
relacién con la etapa 60 del procedimiento del algoritmo 50, que se ilustra en la figura 5.

Por consiguiente, basandose en la relacién molecular segin lo determinado mediante la ecuacion 1 descrita
anteriormente, la GFR del rifién y la resistencia a la filtracién molecular &, pueden determinarse para cualesquiera
moléculas (0 sustancias) usando una o mas de las ecuaciones 2-5 tal como se ha descrito anteriormente.

En la siguiente descripcion de la constante de descomposicién k, tasa de filtracion molecular, velocidad de
depuracion, y constante de velocidad se usan de forma sinénima. La separacion molecular relativa entre la molécula
Ay la molécula B puede cuantificarse usando la Polaridad Generalizada basandose en la siguiente ecuacion:

GP = ;A( grande) IB‘ (pequeiia) (6)
1,

Ai(grande) I( pequeiia)

donde Iagrande) €5 la sefial de la molécula mas grande e lgpequena) €S la sefal de la molécula mas pequefia. GP = 1,
cuando solamente hay sefal de la molécula més grande (solamente la molécula A esta presente), y GP = -1 cuando
solamente hay sefnal de la molécula mas pequefia (solamente la molécula B esta presente).

Como alternativa, GP también puede definirse como GP = (Ig(pequeiia) - |A(grande))/(Iagrande) + IB(pequenia)). Para los fines de
convencioén y descripcién, se usa la definicion de GP en la Ecuacién 6, pero otras definiciones de GP pueden usarse
en otras realizaciones. El valor de GP puede usarse para cuantificacion de la potencia relativa (concretamente la
polaridad de ocupacion relativa de la molécula A y la molécula B) de las dos sefales individuales de la molécula A 'y
B, respectivamente.

Debe apreciarse que el algoritmo 10 puede usarse para determinar uno cualquiera de una serie de diagndsticos
renales. Por ejemplo, con referencia ahora a la figura 2, se muestra un algoritmo 20 para determinar una tasa de
filtracion glomerular de un rifidn. El algoritmo 20 incluye la etapa 22 del procedimiento en la que una mezcla de dos
sondas fluorescentes (A y B) disueltas en solucion salina u otras soluciones acuosas se inyecta en el torrente
sanguineo de un animal. Las sondas fluorescentes son de diferentes tamarios. Por ejemplo, una de las sondas
fluorescentes (por ejemplo, la sonda A) puede tener un peso molecular (WM) de mas de 70 kD tal como un dextrano
marcado con fluorescencia de 70 kD o 500 kD. La sefal fluorescente de la sonda A se usa como sefial de
referencia. La otra sonda fluorescente (sonda B) tiene un peso molecular mas pequefio que no se metaboliza en el
cuerpo. Por ejemplo, la sonda B fluorescente puede ser moléculas fluorescentes pequenas tales como fluoresceina,
azul cascada, inulina marcada con fluorescencia, u otros compuestos no toxicos.

En la etapa 24 del procedimiento, se determina la relacion de intensidad de fluorescencia para las sondas
inyectadas. La relaciéon de intensidad de fluorescencia puede determinarse de acuerdo con la ecuacién: Rga(t) =
Is(t)/Ia(t), donde Ig(t) e Ia(t) son intensidades de fluorescencia de las moléculas B y A medidas en funcién del tiempo,
respectivamente. La relacion de intensidad de fluorescencia se mide a partir del torrente sanguineo (vaso
sanguineo/vasos) en funcién del tiempo después de la inyeccion de la mezcla colorante inicial. En la etapa 26 del
procedimiento, la GFR se calcula usando las ecuaciones descritas anteriormente 1-5 y ajustes por minimos
cuadrados, suponiendo que & para la sonda mas pequefia esta cerca de la unidad (§ = 1).

Adicionalmente, el algoritmo 10 puede usarse como una medida de diagnéstico para Proteinuria. Por ejemplo, con
referencia a la figura 3, se muestra un algoritmo 30 para determinar una resistencia a la filtracién de proteinas como
medicién de diagnostico para Proteinuria. El algoritmo 30 incluye una etapa 32 del procedimiento en la que una
mezcla de tres sondas fluorescentes (A, B y C) disueltas en solucién salina u otras soluciones acuosas se inyecta en
el torrente sanguineo. Las sondas A y B son andlogas a A y B descritas anteriormente en relacién con el algoritmo
20. La sonda C es una proteina marcada con fluorescencia (la proteina marcadora) de cualquier tipo (proteinas
globulares o no globulares), por ejemplo, una albumina conjugada a Rojo Texas o FITC (isotiocianato de
fluoresceina).
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En la etapa 34 del procedimiento, las sefiales fluorescentes de las sondas A, B y C en los vasos sanguineos se
registran en funciéon del tiempo. Al realizar el ajuste por minimos cuadrados de la relacion de intensidad de
fluorescencia, Rea(t) = Is(t)/Ia(t), usando la ecuacién descrita anteriormente 2 6 3, puede determinarse la constante
de velocidad ki de la sonda B. Andlogamente, ajustando la relacion de intensidad, Rc(t) = Ic(t)/1a(t), puede
determinarse la constante de velocidad k- de C(la proteina). En la etapa 36 del procedimiento, se determina la
resistencia a la filtracién. La resistencia relativa a la filtracion &cs puede calcularse directamente de acuerdo con la
siguiente ecuacion:

k.

P (7

§C/B =
1

Si &g = 1, la resistencia relativa a la filtracion Ecs = &c (resistencia a la filtracidén de la proteina marcadora).

La resistencia a la filtracion puede usarse como un indicador de los niveles de dificultad de la proteina marcadora
para pasar a través de la barrera de filtracion renal. Un valor mas pequefio de &c indica un mayor nivel de dificultad
para que la proteina pase a través de la barrera de filtracion renal. Esta propiedad de resistencia a la filtracion de
proteinas & puede usarse para diagnosticar Proteinuria. Si un animal (por ejemplo, un paciente humano) tiene un
valor de resistencia a la filtracion (de la proteina marcadora) mayor que el valor de resistencia a la filtracion de
proteinas promedio de individuos sanos Epaciente > Epromedio, €5 pProbable que el animal haya desarrollado Proteinuria.

En una realizacion alternativa, la resistencia a la filtracién de proteinas puede determinarse usando dos inyecciones
diferentes y mediciones asociadas. En la primera etapa de inyeccién y mediciéon, una mezcla que incluye solamente
las sondas A y B se inyecta y la constante de velocidad ky se determina a continuacién. Posteriormente, una mezcla
que incluye solamente las sondas A y C se inyecta y la constante de velocidad k2 se determina a continuacion.

Adicionalmente, el algoritmo 10 puede usarse como una medicion de diagnéstico para la glucosa en sangre. Por
ejemplo, con referencia a la figura 4, se muestra un algoritmo 40 para determinar una velocidad de depuracion de
glucosa en sangre y un indice metabdlico. El algoritmo 40 incluye una etapa 42 del procedimiento, en la que una
mezcla de tres sondas fluorescentes (A, B y C1) disueltas en solucién salina u otras soluciones acuosas se inyecta
en el torrente sanguineo. Las sondas A y B son andlogas a A y B descritas anteriormente en relaciéon con el
algoritmo 20. La sonda C1 es un andlogo de glucosa fluorescente (L-glucosa) donde la glucosa tiene una quiralidad
levogira (Levo-glucosa en latin). La L-glucosa no es dulce y no es metabolizada por el cuerpo. En la etapa 44 del
procedimiento, se determinan la velocidad de depuracion kry la resistencia a la filtracion & de glucosa (obtenida de
L-glucosa). La velocidad de depuracion kry la resistencia a la filtracion & de glucosa pueden determinarse usando el
algoritmo 30 descrito anteriormente en relacion con la figura 3.

En la etapa 44 del procedimiento, se determina el indice metabdlico de glucosa. Para D-glucosa (Dextro-glucosa,
que tiene una quiralidad dextrégira), el cuerpo metabolizara esta glucosa asi como la depurara (filtrard) de la sangre.
Si una mezcla de tres sondas fluorescentes (A, B y C2) con C2 siendo un analogo de glucosa fluorescente, tal como
2-NBDG [2-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il)Jamino)-2-desoxiglucosa] o 6-NBDG, donde la glucosa tiene una
quiralidad dextrogira, la relacion de intensidad de fluorescencia Rcaa(t)= lca(t)/1a(t) medida en funcién del tiempo
puede determinarse basandose en la siguiente ecuacion:

Reyya(t) = c+ aexp(—k 1)+ M(k,,f) ®)

donde ks es la tasa de filtracion de glucosa exclusivamente debida a filtracion, y M(km,t) es una funcién que describe
la cinética del metabolismo de la glucosa, y kn es el indice metabdlico de glucosa. kr se conoce de la etapa 42 del
procedimiento, descrita anteriormente, usando el analogo fluorescente L-glucosa. El indice metabdlico de glucosa,
km, puede determinarse en la etapa del procedimiento 44 ajustando la funcién metabdlica de la glucosa M(km,t).

Como alternativa, el indice metabdlico de glucosa puede determinarse usando una Unica inyeccion de mezcla de
sonda fluorescente (A, C1y C2) con A siendo la molécula fluorescente méas grande (dextrano >70 kD), siendo C1 el
andlogo fluorescente L-glucosa, y siendo C2 el andlogo fluorescente D-glucosa. La funcién metabdlica de glucosa
puede determinarse a continuacion basandose en la siguiente ecuacion:

Icz(t)_la (t)
1,@)

Ademas, el algoritmo 10 puede usarse para determinar la velocidad de depuracion y/o el indice metabdlico de un
farmaco. Por ejemplo, la farmacocinética de farmacos metabdlicos y no metabdlicos puede monitorizarse y medirse
usando el algoritmo 30 descrito anteriormente en relacion con la figura 3. Para farmacos no metabdlicos (en los que
solamente se considera la velocidad de depuracion del farmaco), C1 de la mezcla de sondas fluorescentes (A, By

MKy ,t) = Rey s (6) ~ Reyy o) = ©)
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C1) descrita anteriormente en relacion con el algoritmo 30 se sustituye por un compuesto de farmaco para medir la
velocidad de depuracion ky la resistencia a la filtracion & de este farmaco. Para un farmaco metabdlico, el algoritmo
40 descrito anteriormente en relacion con la figura 4 puede usarse sustituyendo la glucosa por un compuesto de
farmaco respectivo para determinar su velocidad de depuracion y el indice metabdlico.

Debe apreciarse que la determinacion de la tasa de filtracién glomerular (GFR) de los rifiones, y la resistencia a la
filtracion molecular de una molécula si se desea, pueden mejorarse considerando mecanismos de depuraciéon no
renales (es decir, considerando la parte de depuracion no renal de k de la ecuacion 3 anteriormente). Ademas,
dichas determinaciones pueden mejorarse calculando el volumen de distribucién, Vp, del animal (por ejemplo, un
paciente humano) que se esta sometiendo al ensayo en lugar de basar el volumen de distribucion en valores
promedio tal como se ha descrito anteriormente en relacién con la ecuacion 5. Para hacer esto, puede usarse un
algoritmo 50 para determinar una tasa de filtracién glomerular de un rifidn, tal como se ilustra en la figura 5.

El algoritmo 50 comienza con la etapa 52 del procedimiento en la que una mezcla de dos sondas fluorescentes (A 'y
B) disueltas en solucion salina u otras soluciones acuosas se inyecta en el torrente sanguineo de un animal. Las
sondas fluorescentes son de diferentes tamarfos. Por ejemplo, una de las sondas fluorescentes (por ejemplo, la
sonda A) puede tener un peso molecular (WM) de mas de 70 kD tal como un dextrano marcado con fluorescencia de
70 kD o 500 kD. La senal fluorescente de la sonda A se usa como sefial de referencia. La otra sonda fluorescente
(sonda B) tiene un peso molecular mas pequefio que no se metaboliza en el cuerpo. Por ejemplo, la sonda
fluorescente B puede ser moléculas fluorescentes pequefias tales como fluoresceina, azul cascada, inulina marcada
con fluorescencia u otros compuestos no téxicos.

En la etapa 54 del procedimiento, se determina la relacion de intensidad de fluorescencia para las sondas
inyectadas. La relacion de intensidad de fluorescencia puede determinarse de acuerdo con la ecuacion:

Reu(®) = In(t) / 1u(t) (10)

donde IB(t) e IA(t) son intensidades de fluorescencia de las moléculas B y A medidas en funcién del tiempo,
respectivamente. La relacion de intensidad de fluorescencia se mide a partir del torrente sanguineo (vaso
sanguineo/vasos) en funcién del tiempo después de la inyeccion inicial de la mezcla de colorantes. La relacion de
intensidad de fluorescencia puede determinarse usando cualquier aparato de andlisis por imaginologia adecuado.
Por ejemplo, en una realizacién particular, puede usarse el aparato 100 ilustrado en y descrito a continuacion en
relacion con las figuras 6-9.

Como alternativa, en otra realizacion, la relacion de intensidad puede determinarse generando en primer lugar
imagenes microvasulares del rifidn usando un sistema de microscopio de barrido de fluorescencia con laser de dos
fotones tal como un microscopio MRC-1024P, disponible en el mercado de Bio-Rad Laboratories de Hercules, CA,
equipado con un microscopio invertido Nikon Diaphot, que esta disponible en el mercado de Fryer Company
Incorporated de Huntley, lllinois, y detectores externos (por ejemplo, detectores de 440-470 nm, 500-550 nm, y 560-
650 nm). Posteriormente, las imagenes pueden ser analizadas para determinar la relacion de intensidad de
fluorescencia usando cualquier sistema de andlisis de imaginologia adecuado. Por ejemplo, en una realizacién
particular, las imagenes pueden analizarse para determinar la relacién de intensidad de fluorescencia usando el
software Meta Imagining Series de la Version 6, que esta disponible en el mercado de Universal Imaging Corporation
de West Chester, Pennsylvania. Para hacer esto, el nivel umbral de cada canal de deteccién (es decir, cada
detector) puede ajustarse accediendo al valor de pixeles promedio de una zona de la imagen sin autofluorescencia
significativa de imagenes tomadas antes de la infusion de colorante. Los valores de pixeles promedio de la relacién
de intensidad, R, de una region de interés pueden exportarse a continuacion a un programa de analisis y
representacion grafica de datos tal como PSI-PLOT Version 6, que esta disponible en el mercado de Poly Software
International de Pearl River, Nueva York, para analisis.

Una vez que se ha determinado la relacién de intensidad de fluorescencia, la velocidad de depuracién en plasma
global se determina en la etapa 56 del procedimiento. Tal como se ha descrito anteriormente en relacién con la
ecuacion 3, cuando solamente esta presente el procedimiento de filtracion glomerular, la funcién de descomposicién
Rea(t) es una Unica serie temporal exponencial. La velocidad de depuracién en plasma global puede determinarse
realizando ajuste lineal (o no lineal si se desea) por minimos cuadrados de esta Unica serie temporal exponencial.
Por ejemplo, puede usarse la siguiente funciéon de descomposicion, Rvaso(t).

Ruso (1) = aexp(-kyt) + ¢ (11)

donde Ryaso(t) €s el valor de pixeles promedio de la relacion de intensidad de una zona dada (es decir, de una regién
de la luz de un vaso sanguineo dado) extraida en puntos temporales diferentes, a es la amplitud o el factor pre-
exponencial, ¢ es una constante, tes el tiempo, y ka es la velocidad de depuracion en plasma global. Tal como se ha
descrito anteriormente, el valor de ka puede determinarse realizando ajuste no lineal por minimos cuadrados en la
ecuacion 11.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2413757713

Debe apreciarse que la velocidad de depuracion en plasma global, ks, incluye tanto la velocidad de depuracion renal,
ka" como la velocidad de depuracion no renal (por ejemplo, captacion por el higado), ka,. Como tal, para mejorar la
precision de los célculos basandose en la velocidad de depuracién, tal como determinar la tasa de filtracion
glomerular y/o la resistencia a la filtracion molecular, la velocidad de depuraciéon no renal puede restarse de la
velocidad de depuracion en plasma global o considerarse de otro modo. Para hacer esto, puede usarse la siguiente
ecuacion:

ky=kpthkr o (12)
kp = -kA - kT | (13)

en la que ka es la velocidad de depuracion en plasma global, ke es la constante de velocidad de la depuracion en
plasma intrinseca (es decir, la depuracién renal), y kr es la constante de velocidad de distribucion tisular no
especifica de una molécula filirada libremente (es decir, la depuracién no renal). Tal como se ha descrito
anteriormente, el valor de k4 puede determinarse usando la ecuacién 11 y, en realizaciones en las que el animal en
el que esté siendo realizado el procedimiento de andlisis de rifidn es un animal no humano, el valor de la constante
de velocidad de distribucion tisular no especifica, kr, puede determinarse mediante un procedimiento de nefrectomia
de rindn completa doble. Dado que el valor de la velocidad de depuracion en plasma global, ka, y el valor de la
constante de velocidad de distribucion tisular no especifica (es decir, la velocidad de depuracién no renal), k7, son
conocidos, el valor de la constante de velocidad de la depuraciéon en plasma intrinseca (es decir, la velocidad de
depuracion renal), kp, puede determinarse mediante la ecuacion 13.

Como alternativa, en realizaciones en las que el animal en el que se esta realizado el procedimiento de analisis de
rifidn es un paciente humano, las velocidades de depuracién tanto renal como no renal pueden determinarse usando
modelos de multiples componentes para considerar procedimientos cinéticos individuales. Por ejemplo, puede
usarse la siguiente ecuacion:

Rpu(t) = ¢ + aexp('krennlt) + f(kno renal ] (14)

en la que Rga(t) es la relacion de intensidad, ay ¢ con constantes, t es el tiempo, Kwena €S la constante de velocidad
de depuracion en plasma renal, fes una funcién que incluye todos los procedimientos cinéticos que no forman parte
de la depuracion renal (por ejemplo, distribucion de la sonda, absorcion tisular no especifica, etc.), y Kno renar €S la
constante de velocidad de depuracion en plasma no renal. Las velocidades de depuracion, Krenai Y Kno rena, pueden
determinarse realizando un procedimiento de ajuste por minimos cuadrados de mudltiples componentes en la
ecuacion 14. Una de una serie de diferentes funciones puede usarse para realizar modelos de la cinética de
depuracién en plasma no renal. Por ejemplo, en algunas realizaciones, puede usarse una Unica ecuacion
exponencial de la siguiente manera:

f(kno‘ renal t) =b exp(-kno renalo (15)

en la que b es una constante.

La precisién de la determinacién de las velocidades de depuracién renal y no renal puede mejorarse realizando
multiples ensayos en el paciente humano para determinar mdltiples valores o pistas de depuracién en plasma global
y posteriormente realizando un ajuste por minimos cuadrados de las multiples pistas de depuracién en plasma global
(es decir, realizando un procedimiento de ajuste global en la ecuacion 14). Por ejemplo, pueden obtenerse multiples
valores o pistas de depuracion realizando una serie de ensayos usando diversas relaciones de concentracion de las
moléculas marcadoras (por ejemplo, moléculas A y B). La depuracién no renal promedio, Kno renas puede
determinarse a continuacién para un paciente humano promedio, en base estadisticamente a los multiples ensayos.
Posteriormente, la constante de velocidad de depuracién en plasma renal, krena, puede determinarse directamente
usando una unica inyeccion de las moléculas marcadoras (por ejemplo, moléculas A y B) basandose en la siguiente
ecuacion:

krenal = kg/aba/ - kno renal promedio (1 6)

en la que Krenal €S la constante de velocidad de depuracion en plasma renal, kgoba €S 1a velocidad de depuracion en
plasma promedio obtenida ajustando las multiples pistas de depuracién con una Unica funcién exponencial, y Kno renar
promedio es la velocidad de depuracion no renal promedio.

En la etapa 60 del procedimiento, se determina el volumen de distribucion, Vp. Dado que al menos una de las
sondas o0 moléculas marcadoras (por ejemplo, sonda/molécula A) es relativamente grande (por ejemplo, un dextrano
marcado con fluorescencia de 500 kD), esta molécula o sonda no es filtrada por el rindn. Como tal, el volumen de
distribucion, Vp, puede expresarse de la siguiente manera de acuerdo con el principio de conservacién:
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VD = Va”tes * [ Q{aﬂd}an[es / [ CgrandJ plasma (17)

en la que Vp es el volumen de distribucion (es decir, el volumen de plasma), Vanes €S €l volumen de la sonda o
molécula grande (por ejemplo, la sonda de dextrano grande) antes de la infusion en el paciente, [Cgrande] antes es
la concentracion de la sonda o molécula grande antes de la infusién en el paciente, y [Cgrandelpiasma €S la
concentracién en plasma de la sonda o molécula grande después de que se ha obtenido el equilibrio. Dado que la
intensidad de fluorescencia, I, de la sonda o molécula méas grande (por ejemplo, sonda A) es proporcional a su
concentracion, [Cyrande], €l volumen de distribucion (es decir, el volumen de plasma), Vp, puede determinarse de la
siguiente manera:

VD = Van[es * [ILlntes / [IL] plasma (18)

en la que Vp es el volumen de distribucion (es decir, el volumen de plasma), Vanes €S €l volumen de la sonda o
molécula grande (por ejemplo, la sonda de dextrano grande) antes de la infusién en el paciente, [Ii]anes €S los
valores de intensidad totales de la sonda o molécula grande medidos antes de la infusion, y [l Joiasma €S los valores
de intensidad totales de la sonda o molécula grande medidos después de la infusion. El valor de volumen de la
sonda o molécula grande, Vanes, €s conocido y el valor de [l ]oasma puede determinarse a partir de las imégenes de la
serie temporal adquiridas o usando medicién por espectroscopia de fluorescencia de muestras de sangre extraidas
tomadas después de un periodo predeterminado (por ejemplo, 10 minutos) para permitir que la concentracion en
plasma se estabilice. Por ejemplo el valor de [l Juasma puede determinarse basandose en el promedio de tres a cinco
tiempos, o mas, mediciones de puntos temporales. El valor de [liJanes puede determinarse usando los mismos
ajustes del instrumento que los usados para determinar el [l Jpiasma.

En algunas realizaciones, el volumen de distribucion (es decir, el volumen de plasma), Vp, puede determinarse
basandose en el peso corporal del animal (por ejemplo, un paciente humano) en lugar del uso de la ecuacion 18
provisto anteriormente. Es decir, el volumen de sangre completa del animal puede estimarse como el 5,5 % del peso
corporal total. El volumen de plasma total, Vp, puede estimarse a continuacién como el 50 % del volumen de sangre
completa.

Aunque las etapas 56-60 del procedimiento se ilustren en la figura 5 en orden secuencial, debe apreciarse que la
velocidad de depuracion renal y el volumen de distribucion pueden determinarse en cualquier orden uno con
respecto al otro o de forma contemporanea entre si. Por ejemplo, el volumen de distribucion puede determinarse
antes de la determinacion de la velocidad de depuracion renal en algunas realizaciones. En otras realizaciones, el
volumen de distribucion puede determinarse de forma contemporanea con la determinacién de la velocidad de
depuracién renal.

Una vez que la velocidad de depuracion renal kp (0 Krena) Y €Se volumen de distribucion, Vp, se han determinado en
las etapas 58 y 60 del procedimiento, respectivamente, la tasa de filtracién glomerular (GFR) puede determinarse en
la etapa 62 del procedimiento basandose en estos. Para hacer esto, puede usarse la siguiente ecuacion:

GFR =kp *Vp (19)

en la que GFR es la tasa de filtracion glomerular, kp es la constante de velocidad de depuracién en plasma
intrinseca (es decir, la velocidad de depuracion renal), y Vp es el volumen de distribucion. Tal como se ha descrito
anteriormente, el valor de kp puede determinarse usando las ecuaciones 12-13 6 14-16 y el valor de Vp puede
determinarse usando las ecuaciones 17-18 o estimarse tal como se ha descrito anteriormente en detalle.

Ademas de la tasa de filtracion glomerular, en algunas realizaciones, la resistencia a la filtracion molecular también
puede determinarse en la etapa 64 del procedimiento. Para hacer esto, puede usarse la siguiente ecuacion.

& = kpr /kp (20)

en la que & es la resistencia a la filtracién molecular, ker es la velocidad de depuracion en plasma intrinseca (es decir,
la velocidad de depuraciéon en plasma intrinseca del rifidn), y ke es la velocidad de depuracién en plasma intrinseca
de la molécula o sonda grande (por ejemplo, sonda A). Dado que las moléculas de gran tamafo normalmente no
pasan libremente a través de la barrera de filtracion glomerular, la depuracién de las moléculas de gran tamano de la
sangre requerird un tiempo mas largo que la de una molécula filtrada libremente. Como tal, la tasa de filtracion
molecular puede usarse para determinar el grado de lesiones glomerulares usando moléculas grandes de tamafos
variables. Dado que la resistencia a la filtracion molecular de moléculas mas pequefnas (por ejemplo, aquellas
moléculas de un tamario suficiente para ser filtradas libremente a través de la barrera de filtracion glomerular) puede
ser sustancialmente similar en riflones que tienen dafo glomerular menor y grave, las moléculas mas pequefas
normalmente no se usan para determinar la resistencia a la filtracion molecular.

En otras realizaciones, la resistencia a la filtracion molecular de la molécula grande (por ejemplo, moléculas >20 kD),
Epcrande, puede determinarse usando la siguiente ecuacion:
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ERsrande™= EFITCnuiina * [KAP(FITCinuiina) = KTPEITCinuina)] / [KAPGrande~ KThoranad  (21)

en la que &parande €S la resistencia a la filtracion molecular de la molécula grande (por ejemplo, sonda A), &rirc-inulina
es el valor de resistencia a la filtracion de FITC-inulina medido a partir de un grupo de animales de control, [kapFrc-
inulina) - KTP(FITC-inutina)] €S la velocidad de depuracién en plasma intrinseca de FITC-inulina medida a partir de animales
con nefrosis en un dia dado después del tratamiento con PAN, y [Kararande - KTrarande] €S la constante de velocidad de
depuracién de la molécula grande de interés (por ejemplo, sonda A). Debe apreciarse que el valor de la resistencia a
la filtracion molecular, &parande, puede compararse con los valores correspondientes de relacion medida de proteina
urinaria con respecto a creatinina para determinar la correlacion entre Epcrande Y 12 secrecién de proteina urinaria y la
sensibilidad de usar el valor de &parande para la deteccion temprana de proteinuria. Debe apreciarse que, en la
realizacién descrita anteriormente, FITC-inulina se usa como un marcador de GFR (por ejemplo, como
molécula/sonda B). Sin embargo, en otras realizaciones, pueden usarse otros tipos de moléculas/sondas
marcadoras de GFR, tales como otras moléculas marcadoras fluorescentes o no fluorescentes. En dichas
realizaciones, la ecuacién 20 descrita anteriormente puede usarse para determinar la resistencia a la filtracion
molecular.

Después de la inyeccion de la mezcla de sonda fluorescente de acuerdo con cualquiera de las realizaciones
descritas anteriormente, pueden realizarse mediciones usando un microscopio de fluorescencia de barrido de laser
multifotonico. La ubicacion de las mediciones microscépicas puede realizarse en cualquier punto en el cuerpo, por
ejemplo, en los labios donde la piel es relativamente fina para permitir la facil observacién de los vasos sanguineos.
La imagen de fluorescencia de cada una de las sondas fluorescentes inyectadas se adquiere posteriormente. El
valor de intensidad promedio de las regiones del vaso sanguineo se calcula y se representa graficamente en funcion
del tiempo. Estas series temporales de intensidad de estas sondas fluorescentes se usan para ajustar y recuperar
las k, & y GFR correspondientes.

Sin embargo, otros tipos de dispositivo pueden usarse para medir la intensidad de fluorescencia a partir del torrente
sanguineo del animal. Por ejemplo, instrumentos existentes, tales como instrumentos que usan principios de
tomografia 6ptica coherente o migracion (difusion) de fotones, pueden adaptarse para realizar las mediciones.

Con referencia a continuacién a la figura 6, se muestra una realizacién de un aparato 100 para determinar datos
fisiolégicos relacionados con un animal. Los datos fisioldgicos pueden usarse para una serie de propositos de
andlisis incluyendo propésitos de diagnoéstico tales como diagnésticos renales, ensayos, investigacion de farmacos,
desarrollo de farmacos, y similares. El aparato 100 permite la medicién no invasiva de las funciones renales, asi
como otras funciones fisiolégicas, usando sefnales opticas. El aparato 100 incluye un cabezal de mediciéon 102 y una
unidad controladora 120. La unidad controladora 120 se ilustra y se describe a continuacién en relacion con la figura
9. El cabezal de medicidén 102 esta disefiado de forma ilustrativa para medir sefales de las puntas de los dedos de
manos humanas. Sin embargo, en otras realizaciones, el cabezal de medicién 102 puede estar configurado para
medir sefales de otras partes del cuerpo de un paciente humano y/o animal incluyendo, por ejemplo, de los dedos
de los pies, las orejas, la muneca, etc.

El cabezal de medicion 102 incluye una serie de receptores del dedo 104 designados como H1-H4. Los receptores
del dedo estan configurados para encajar con la anatomia de los dedos de una mano humana y pueden estar
realizados como aberturas cilindricas. Por ejemplo, tal como se ilustra en la figura 7, cada uno de los receptores del
dedo 104 se extiende en un angulo, con respecto a un eje vertical, para igualar el angulo de los dedos de una mano
humana cuando los dedos estan ligeramente separados. El cabezal de medicién 102 esta hecho de un material que
limita el paso de la luz ambiente a través del cabezal 102. El cabezal de medicién 102 incluye una serie de fuentes
E1a-E4a de fibra dptica, acopladas a una serie respectiva de fuentes de luz L1-L4, de la unidad controladora (véase
la figura 9). Las fuentes E1a-E4a de fibra 6ptica, suministran una luz de iluminacion al lado de la palma de las puntas
de los dedos. El cabezal de medicion 102 incluye una serie de receptores E1-E4 de fibra Optica, que recogen
sefales Opticas generadas por las fuentes E1a-E4a de fibra 6ptica, Los receptores E1-E4 de fibra dptica, recogen
las sefales dpticas procedentes del lado opuesto de las puntas de los dedos (es decir, el lado con la ufia del dedo).
Los contactos entre la fibra E1a-E4a y E1-E4 Optica y las puntas de los dedos pueden ajustarse para garantizar un
buen contacto para iluminacion y deteccién de senales pticas. Esto puede conseguirse ajustando directamente las
posiciones de la fibra. Ademas, el contacto entre la fibra 6ptica y las ufias de los dedos puede mejorarse usando un
lubricante de acoplamiento no fluorescente, tal como gel de sacarosa.

Con referencia a continuacién a la figura 8, en una realizacién alternativa, el aparato 100 incluye un cabezal de
medicién 110 que tiene una serie de LED (diodos emisores de luz) 114, L1a-L4a, como fuentes de luz. Las fuentes
L1a-L4a de luz, estan en contacto con, o cerca de contacto con, el lado de la palma de las puntas de los dedos
cuando los dedos del animal (por ejemplo, del paciente humano) estan insertados en los receptores 112 del dedo.
Similar al cabezal de medicion 102, el cabezal de medicion 110 incluye una serie de receptores E1-E4 de fibra
Optica, para recoger las sefales opticas generadas desde las puntas de los dedos mediante iluminacion (excitacion)
procedente de las fuentes L1a-L4a de luz, respectivamente. Los receptores de fibra dptica estan situados en el lado
opuesto de las puntas de los dedos desde las fuentes de luz (es decir, el lado con la ufia del dedo). La intensidad de
los LED puede estar controlada por el controlador 120 mediante convertidores digital a analégico (convertidores
D/A). Dado que las fuentes L1a-L4a de luz, estan situadas en el cabezal de medicion 110, la pérdida de la luz de
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iluminacién se reduce.

El aparato 100 también incluye una unidad controladora 120. La unidad controladora 120 determina el diagndstico
fisiolégico mediante recuento fotonico. El recuento fotonico se usa normalmente en aplicaciones que requieren
deteccion de senales sensible. En la realizacion ilustrativa, tal como se ilustra en la figura 9, la unidad controladora
120 incluye una parte 6ptica 122 y una parte de control 124. En algunas realizaciones, la parte éptica 122 y la parte
de control 124 estan integradas en una Unica unidad portatil. En otras realizaciones, la parte éptica 122 esta
integrada en una unidad portatil y la parte de control 124 esta incluida en un ordenador personal. Debe apreciarse
que la parte de control 124 puede estar incluida en el ordenador personal como dispositivos de hardware diferentes,
algoritmos de software diferentes, o una combinacion de dispositivos de hardware y algoritmos de software.

En realizaciones que incluyen un cabezal de medicion 102, la parte 6ptica 122 de la unidad controladora 120 incluye
una serie de fuentes de luz 125, L1-L4, tales como LED. Las fuentes 125 de luz emiten luz a la misma o a diferentes
longitudes de onda. Las fibras épticas estan acopladas a los LED que suministran luz al cabezal de mediciéon 102. La
parte Optica 122 también incluye una serie de detectores 126, D1-D4. Para la deteccion de fluorescencia y otras
sefales dpticas, los detectores pueden realizarse como tubos fotomultiplicadores, fotodiodos, CCD u otro dispositivo
capaz de detectar la fluorescencia y otras sefales Opticas. Las sefiales dpticas son suministradas a los detectores a
través de fibras dpticas que acoplan el cabezal de medicién 102 a la unidad controladora 120. Ademas, la parte
Optica 122 incluye una serie de filtros 128, F1-F4 &pticos. Los filiros 128 opticos filtran las sefales O&pticas
rechazando o filtrando el ruido y las sefales no deseadas. La unidad controladora 120 también incluye una serie de
amplificadores 130, A1-A4, que amplifican las sefales analdgicas recibidas de los detectores 126. La unidad
controladora 120 incluye una serie de discriminadores 132, B1-B4, que discriminan pulsos foténicos individuales y
generan salidas individuales a partir de ellos. De forma ilustrativa, las sefales de salida son senales TTL (l6gica
transistor a transistor) (llamada sefal digital). Sin embargo, debe apreciarse que, en otras realizaciones, los
discriminadores 132 pueden generar otros tipos de sefales de salida.

Las senales TTL generadas por los discriminadores 132 son transmitidas a la parte de control 124 mediante una
serie de enlaces de comunicacién 134. Los enlaces de comunicacion 134 pueden estar realizados como cualquier
tipo de enlace de comunicacién incluyendo cables discretos, pistas PCB, o similares. Adicionalmente, en otras
realizaciones, los enlaces de comunicacion 134 pueden estar realizados como enlaces de comunicacion
inalambricos que usan cualquier protocolo de comunicacion inalambrica adecuado tal como, por ejemplo, Bluetooth.
Una vez que las senales de salida son recibidas por la parte de control 124, las senales de salida son procesadas
por un circuito de recuento 136 de pulsos y procesadas adicionalmente para visualizacion a través de una interfaz
del usuario 138 (por ejemplo una pantalla de ordenador o un panel de visualizacién en la unidad controladora). La
parte de control 124 también incluye convertidores digital a anal6égico 140 (DAC). Los DAC 140 pueden usarse para
ajustar los niveles de voltaje de los LED y, de este modo, controlar la intensidad de iluminacion. Debe observarse
que, en realizaciones en las que el se usa cabezal de medicion 110, las fuentes de luz L1a-L4a estan ubicadas en el
cabezal de medicién 110 en lugar de en la parte 6ptica 122. Como tales, las fuentes de luz L1a-L4a estan acopladas
directamente al bloque DAC 140 mediante una serie de interconexiones eléctricas, tales como cables discretos.
Debe apreciarse también que, aunque la realizacién ilustrativa incluye solamente cuatro fuentes de luz o fuentes de
fibra dptica y receptores de fibra 6ptica asociados, otras realizaciones pueden incluir cualquier nimero de fuentes de
luz/fuentes de fibra optica y receptores de fibra éptica asociados.

En una realizacion alternativa, los dispositivos de adquisicién y procesamiento de sefiales digitales pueden
sustituirse por dispositivos de adquisicion y procesamiento de sefales analdgicas. Por ejemplo, los discriminadores
132 pueden retirarse o sustituirse por amplificadores analdgicos y el circuito electrénico de recuento de pulsos 136
puede sustituirse por circuitos de conversién analdgico a digital. Debe apreciarse también que, aunque la realizacion
ilustrativa incluye solamente cuatro fuentes de luz o fuentes de fibra éptica y receptores de fibra dptica asociados,
otras realizaciones pueden incluir cualquier nimero de fuentes de luz/fuentes de fibra optica y receptores de fibra
oOptica asociados.

Las fuentes de luz L1a-L4a y L1-L4 pueden estar realizadas como LED, laseres de diodo, lamparas de arco de
Xenodn con filtros apropiados, u otro tipo de fuente de luz utilizable en la medicién de diagnéstico. La longitud de
onda de iluminacién usada se selecciona de acuerdo con las sondas fluorescentes disponibles. Para moléculas
marcadas con FITC, se usa una iluminaciéon a aproximadamente 488 nm para la excitacion de la molécula. Una
combinacion de filtros de blogueo (que bloquean la luz de excitacion a 488 nm) y paso de banda que permiten el
paso a través de luz de 500-550 nm puede colocarse frente al detector/detectores correspondientes usados para la
deteccion de fluorescencia de FITC. En realizaciones que usan sefial de dispersion, el filtro en frente del detector
puede permitir que la luz de iluminacion pase a su través. Los ejemplos de configuraciones para las fuentes de luz,
los filtros, las sondas fluorescentes y los detectores se proporcionan a continuacion en la tabla 1.
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TABLA 1

Ejemplo 1

Sondas (fluorescentes o

Fuentes de luz (longitud

no fluorescentes) de onda) Filtros (paso) Detectores
Azul cascada-dextrano L1 (350-372 nm) F1 (400-460 nm) | D1 (PMT)
FITC-dextrano L2 (465-490 nm) F2 (500-550 nm) | D2 (PMT)
Rojo Texas-dextrano L3 (594 nm) F3 (605-650 nm) | D3 (PMT)

Cy5-dextrano

L4 (630-640 nm)

F4 (655-700 nm)

D4 (PMT sensible al rojo)

Ejemplo 2

Sondas (fluorescentes o

Fuentes de luz (longitud

no fluorescentes) de onda) Filtros (paso) Detectores
FITC-dextrano L1 (465-490 nm) F1 (500-550 nm) | D1(PMT)
Rojo Texas-dextrano L2 (594 nm) F2 (605-650 nm) | D2 (PMT)

Cy5-dextrano

L3 (630-640 mn)

F3 (655-700 nm)

D3 (PMT sensible al rojo)

Dispersor

L4 (735 nm)

F4 (725-745 nm)

D4 (PMT sensible al rojo)

Ejemplo 3

Sondas (fluorescentes o
no fluorescentes)

Fuentes de luz (longitud
de onda)

Filtros (paso)

Detectores

FITC-dextrano

L1 (465-490 nm)

F1 (500-550 nm)

D1 (PMT)

Cy5-dextrano

L3 (632 nm)

F3 (655-700 nm)

D3 (PMT sensible al rojo)

Dispersor

L4 (632 nm)

F4 (620-650 nm)

D4 (PMT sensible al rojo)

Por consiguiente, debe apreciarse que el aparato 100 puede usarse en una serie de aplicaciones para determinar
diagnésticos fisiologicos. Por ejemplo, el aparato 100 puede usarse para determinar una tasa de filtracion glomerular
(GFR) para el diagnéstico de la funcién renal, determina una resistencia a la filtracion de proteinas para el
diagnéstico de Proteinuria y/o otras enfermedades, determinar una velocidad de depuracion de glucosa en sangre
y/o un indice metabdlico de glucosa, y/o determina una velocidad de depuraciéon de un farmaco y/o un indice
metabdlico de un farmaco. Debe apreciarse que, en algunas realizaciones, el aparato 100 puede incluir solamente
uno o un numero limitado de canales de iluminacién y canales de deteccién respectivos para una aplicacién dada
(por ejemplo, medicion de GFR usando una sonda fluorescente.).

Aunque la divulgacién se ha ilustrado y descrito en detalle en los dibujos y en la descripcién anterior, dicha
ilustracién y descripcién debe considerarse como ejemplar y de caracter no restrictivo, entendiéndose que se han
mostrado y descrito solamente realizaciones ilustrativas y que se desea que todos los cambios y modificaciones que
estén dentro del espiritu de la divulgacién estén protegidos.

Existen una pluralidad de ventajas de la presente divulgacién que surgen de las diversas caracteristicas de los
procedimientos y aparatos descritos en el presente documento. Se observara que realizaciones alternativas de los
procedimientos y aparatos de la presente divulgacion pueden no incluir todas las caracteristicas descritas, aunque
seguir beneficidndose de al menos algunas de las ventajas de dichas caracteristicas. Los expertos en la materia
pueden disefar facilmente sus propias implementaciones de los procedimientos y aparatos que incorporan una o
mas de las caracteristicas de la presente invencion y estan dentro del espiritu y alcance de la presente divulgacion
tal como se define mediante las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para determinar la constante (k) de velocidad de depuracién de un compartimento corporal de
una primera molécula por un 6érgano en un animal, comprendiendo el procedimiento:

administrar la primera molécula y una segunda molécula al compartimento corporal del animal, en el que el
6rgano depura la segunda molécula del compartimento corporal a una velocidad inferior a la velocidad a la que
el 6rgano depura la primera molécula del compartimento corporal;

determinar la relacién molecular (Re/Ra) de la primera molécula con respecto a la segunda molécula en el
compartimento corporal durante un periodo de tiempo para obtener una serie temporal de relaciones
moleculares ((Re/Ra)), determinandose la relacion molecular (Re/Ra) usando la siguiente ecuacion:

Re/Ra=1Ip/la,

en la que Ig es el nivel de la primera molécula en el compartimento corporal y Ia es el nivel de la segunda
molécula en el compartimento corporal; y

realizar un ajuste por minimos cuadrados de la serie temporal de relaciones moleculares ((Rs/Ra)w) para
obtener la constante (k) de velocidad de depuracion de un compartimento corporal usando la ecuacion:

(Re/Ra)yy = ¢ +a * exp(-kt)

en la que ¢ es una constante, a es un factor pre-exponencial y t es el tiempo.
2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el compartimento corporal es el sistema vascular del animal.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el érgano se selecciona entre el grupo constituido por el rifidn, el
higado, el pulmén, el bazo, el pancreas, el cerebro, el corazén, el musculo y el intestino.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la depuracién del compartimento corporal del 6rgano se debe a
al menos a uno de filtracion, reabsorcion, 6smosis, metabolismo y secrecién activa.

5. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el nivel de la primera molécula se determina basandose en la
intensidad de una sefal generada por la primera molécula y el nivel de la segunda molécula se basa en la intensidad
de una senal generada por la segunda molécula.

6. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que la sefal generada por la primera molécula es de un tipo
diferente a la sefal generada por la segunda molécula.

7. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que la sefal generada por la primera molécula y la sefial generada
por la segunda molécula se seleccionan entre el grupo constituido por fluorescencia, una sefal de dispersién de luz
incidente, fraccion de tiempos de vida de fluorescencia, absorbancia y polarizacion.

8. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la primera molécula y la segunda molécula se administran en
una mezcla.

9. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que la relacion molecular (Rs/Ra) de la primera molécula con
respecto a la segunda molécula se sustituye por la polaridad generalizada (GP) de la primera molécula y la segunda
molécula, determinandose la polaridad generalizada (GP) usando una ecuacion seleccionada entre el grupo
constituido por:

GP

(IA - IB)/(IA + IB)

GP = (IB - IA)/(IA + IB),
en las que la es el nivel de la segunda molécula en la sangre e Ig es el nivel de la primera molécula en la sangre.

10. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende ademas determinar la tasa de filtracién glomerular (GFR)
del 6rgano usando la siguiente ecuacion:

GFR = (k * Vpiam) / €

en la que Vpasma €5 el volumen de plasma del animal, & es la resistencia a la filtracién molecular de la primera
molécula y el 6rgano es el rifidn.
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11. El procedimiento de la reivindicacion 10, en el que la resistencia a la filtracion molecular de la primera molécula
tiene un valor de aproximadamente 1.

12. El procedimiento de la reivindicacion 10, en el que la segunda molécula es una molécula marcada por
fluorescencia que tiene un peso molecular de mas de 70 kD.

13. El procedimiento de la reivindicacién 10, en el que la segunda molécula tiene un peso molecular mayor que la
primera molécula.

14. Un procedimiento para determinar la resistencia a la filtracion molecular (§) de una molécula en un animal,
comprendiendo el procedimiento:

determinar la tasa de filtracion glomerular (GFR) del animal de acuerdo con el procedimiento de la reivindicacion
10;

determinar la constante de velocidad de depuracién del compartimento corporal (kz) en el animal de acuerdo
con el procedimiento de la reivindicacion 1 con la molécula siendo la primera molécula; y

determinar la resistencia a la filtracién molecular (&) de la molécula usando la siguiente ecuacién:

&= (k2 * Vpiasma)/GFR

en la que Vpiasma €s el volumen de plasma del animal.
15. El procedimiento de la reivindicacién 14, en el que la molécula es una proteina.
16. Un procedimiento para diagnosticar permeabilidad glomerular alterada en un animal, que comprende:

determinar la resistencia a la filtracién molecular (§) de una proteina de acuerdo con el procedimiento de la
reivindicacion 15;y
comparar el valor de la resistencia a la filtracion molecular (§) del animal con una resistencia a la filtracién
molecular de un animal de control, en el que un valor mas grande de resistencia a la filtracién molecular (&) del
animal en comparacion con el del animal de referencia es indicativo de que el animal tiene permeabilidad
glomerular alterada.

17. El procedimiento de la reivindicacion 16, en el que la constante de velocidad de depuracion es la constante de
velocidad de filtracién de la D-glucosa por el rifidén (ki), en el que la primera molécula es un analogo no metabolizante
de D-glucosa.

18. El procedimiento de la reivindicacién 17, en el que el analogo no metabolizante de glucosa es una L-glucosa.

19. Un procedimiento para determinar el indice metabolico de una molécula de ensayo en un animal, comprendiendo
el procedimiento:

administrar una primera molécula y una segunda molécula al vaso sanguineo del animal y determinar la
constante de velocidad de depuracion del compartimento corporal de la primera molécula (k1) de acuerdo con el
procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la primera molécula no es metabolizada por el érgano;
administrar la molécula de ensayo para la determinacion del indice metabdlico y la segunda molécula a un vaso
sanguineo del animal y determinar la relacion molecular de la molécula de ensayo con respecto a la segunda
molécula (Rc/a) durante un periodo de tiempo para obtener una serie temporal de relaciones moleculares de la
molécula de ensayo con respecto a la segunda molécula ((Rc/a)w); ¥

realizar un ajuste por minimos cuadrados de la serie temporal de relaciones moleculares de la molécula de
ensayo con respecto a la segunda molécula ((Rca)y) para obtener la funcion metabdlica de la molécula de
ensayo (Mkm.) de acuerdo con la ecuacion:

(Roa)w = ¢ + a * exp(-kit) + Mumy)

en la que ¢ es una constante, ki es la constante de velocidad de depuracién de la primera molécula, a es un
factor pre-exponencial y t es el tiempo.

20. El procedimiento de la reivindicacion 19, en el que la molécula de ensayo, la primera molécula y la segunda

molécula se administran simultdaneamente, y la funcion metabdlica Myms se determina de acuerdo con la siguiente
ecuacion:

Mimn = Rea)o — (Rea)ay = (e — Isw)/Tag

en la que (Rca)y es la serie temporal de las relaciones moleculares de la molécula de ensayo con respecto a la
segunda molécula, (Rea)q) es la serie temporal de las relaciones moleculares de la primera molécula con respecto a
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la segunda molécula, Iy es la serie temporal de los niveles de la molécula de ensayo en la sangre, Igy es la serie
temporal de los niveles de la primera molécula en la sangre y lag es la serie temporal de los niveles de la segunda
molécula en la sangre.

21. El procedimiento de la reivindicacion 19, en el que la molécula de ensayo es un analogo metabolizante de D-
glucosa y el indice metabdlico es el indice metabdlico de D-glucosa.

22. El procedimiento de la reivindicacion 21, en el que el analogo metabolizante de D-glucosa es [2-(N-(7-nitrobenz-

2-oxa-1,3-diazol-4-il)amino)-2-desoxiglucosa]  (2-NBDG) o  [6-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il)amino)-2-
desoxiglucosa] (6-NBDG).
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