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INTRODUCCION GENERAL

El término "coloide" fue utilizado por primera vez hace más de 100 

años por GRAHAM,l86l,(l), quién clasificó las sustancias disueltas en 

cristaloides y coloides, según su mayor o menor velocidad de difusión a 

través de una membrana de pergamino. A pesar de múltiples objeciones, 

el segundo de estos términos se ha seguido empleando, consagrado por el 

uso, para diferenciar un grupo de sustancias con propiedades fisicoquí­

micas y biológicas particulares, que tiene importancia científica y 

práctica.

Un criterio más moderno para definir el estado coloidal, surge de 

los trabajos de OSTWALD,1921,(2), donde se demuestra que las propieda­

des de los sistemas coloidales están relacionadas fundamentalmente con 

el tamaño y la superficie libre de sus partículas. Generalmente se acep 

ta que cuando la fase dispersa está constituida por partículas mayqres 

que 100 mp., se obtienen suspensiones groseras; entre' 1 y 100 mp, se ori 

ginan dispersiones coloidales, y menores a 1 m^i, se producen soluciones 

verdaderas.

Debido a la posibilidad de que una partícula no posea forma esfé­

rica, es conveniente adoptar el criterio sugerido por STAUDJ.NGER,195O»
(3). Según este autor, aquellas partículas oue están formadas por 10^

9
a 10 átomos, dan lugar a dispersiones coloidales. Guando cada partí- 

9
cula contiene más que 10 átomos permite obtener suspensiones y cuan­

do posea menos que 10átomos origina soluciones verdaderas.

Ninguno de estos puntos de vista puede ser aceptado en forma es­
tricta y la transición es gradual.

Cuando se estudian los sistemas coloidales se acostumbra a divi — 

dirlos según distintos criterios. En el esquema siguiente se presenta 

una clasificación aceptada generalmente. Creemos innecesario insistir 
en la definición de cada tipo de coloide, por cuanto ellos son bien 
conocidos.
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En el oaso del coloide de oro radiactivo (198—Au) utilizado en me­
dicina y en biología, nos encontramos en presencia de un sol, inorgáni­
co, metálico y liòfobo.

Bebido a sus características liófobas y a la presencia de electro­
litos en el medio dispersante, es neoesaria la protección de las partí­
culas de oro, para asegurar su estabilidad. Esto se logra agregando un 
exceso de algún coloide liòfilo, que recubre las partículas coloidales 
con una capa de sus moléculas. El poder estabilizante de un coloide pro­
tector se expresa por su número de oro, tal como ha sido definido por 
ZSIGMONBT,1901,(4).

Usos del coloide de oro radiactivo (198-Au)
Antes de exponer nuestro plan de trabajo, hemos creído oportuno 

incluir aquí un breve resumen acerca de los múltiples usos del coloi­
de 198-Au en medicina, como agente diagnòstico o terapéutico. SCHHEI- 
DER,1963,(5), ha publicado una revisión bibliográfica (hasta 1962), de 
los usos del coloide de 198-Aa en biología y medicina, de la cual trans­
cribiremos los puntos más importantes.
A) Usos terapéuticos.

Junto con la irradiación externa, por ejemplo con 60-Co, y algunos 
otros métodos aislados, la terapia con radiocoloides es una de las for-
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mas más usadas en el tratamiento de tumores malignos.

a) Infiltración de tumores.- Un material en dispersión coloidal inyec­

tado en un tejido vivo, es eliminado lentamente por drenaje linfático.

Si el material utilizado es un coloide radiactivo, se logra una irradia­

ción importante en la zona de infiltración, sin afectar otras regiones 

de organismo. Por esta razón se emplea el coloide de 198-Au para infil­

trar e irradiar los restos de tumores que quedan después de una inter­

vención quirúrgica. Dioha terapia se usa principalmente en oasos de car­

cinomas de próstata y mama.

b) Administración intraoavitaria. - Uno de los usos más comunes del co­

loide de 198-Au, es el tratamiento de metástasis en la oavidad pleural 

o peritoneal. Si se inyectan en los líquidos cavitarios, las partículas 

coloidales tienden a depositarse sobre las serosas, irradiando asi los 

depósitos carcinomatosos. Si bien la prolongación de la vida de los pa­

cientes no es muy grande3 los efectps paliativos son notables, obtenién­

dose en más de un 50% de los casos una considerable y definida disminu­

ción de la velocidad de acumulación de líquidos. Se utiliza también el 

coloide de oro radiactivo, para irradiar carcinomas de vejiga, ofrecien­

do ventajas sobre aquellos métodos que emplean soluoiones radiactivas.

c) Administración endovenosa.- Una dispersión coloidal, introducida en 

la circulación sanguínea, es eliminada de. la misma casi exclusivamente 

por medio de la células reticuloendoteliales hepáticas y esplénicas. De 

esta forma, inyectando por vía endovenosa coloides radiactivos, como el 

de 198-Au, se obtendrá una irradiación altamente selectiva del hígado y 

del bazo. Dicho procedimiento se ha mostrado de gran utilidad para la 

terapia de pacientes con distintas afecciones carcinomatosas»
d) Terapia con grandes partículas.- Para irradiar selectivamente algu­

nas zonas del pulmón, se puede emplear el coloide de 198-Au adsorbido so 

bre partículas de carbón de 30 u aproximadamente. Debido a múltiples 

efectos secundarios, este tratamiento ha sido prácticamente abandonado.

También es posible irradiar oarcinomas de los bronquios, adminis­

trando partículas coloidales de oro radiactivo, reoubiertas con plata. 

Con este procedimiento se logra una rápida concentración del compuesto 

radiactivo en los ganglios, linfáticos locales.
B) Usos diagnósticos.

En el campo diagnóstico el coloide de 198-Au está adquiriendo una
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importancia cada vez mayor. Su propiedad de coloide particularmente esta­

ble, y el hecho de que emita radiación gamma, lo que hace faotihle su fá­

cil detección "in vivo", lo definen como excepcionalmente apropiado para, 

uso diagnóstico, localización de tumores y estudios funcionales.

a) Gentellografia.- Para el diagnóstico no quirúrgico de metástasis he­

páticas se utiliza el coloide de 198-Au, debido a que las células cance­

rosas no fagocitan las partículas coloidales, diferenciándose así del te­

jido reticuloendotelial hepático sano. De esta forma, administrando el 

material por vía endovenosa y practicando un barrido de la actividad 

(centellografía). en la zona hepática, con un detector adeauado, se pue­

de determinar la existencia de zonas que no han fijado el compuesto ra­

diactivo, lo que indica una posible infiltración carcinomatosa.

Se han utilizado las partículas de carbón, cubiertas con oro coloi­

dal radiactivo, para efectuar centellogramas de pulmón. Actualícente es­

to procedimiento ha sido reemplazado con ventaja gracias al uso de macro- 

agregados de albúmina humana marcados con 131-1 o 125-1, ( TAPLIN y col. 

1964,(6)) o con 99m-Tc, ( LE PAOLI y col.,1966,(7)).

b) Flujo sanguíneo hepático.- La determinación del flujo sanguíneo he­

pático, o sea el volumen de sangre que irriga el hígado en la unidad de 

tiempo, se basa en la propiedad de las células reticuloendoteliales he­

páticas de retener las partículas coloidales circulantes en la sangre 

por fagocitosis. Esta determinación es de particular importancia en el 
diagnóstico de ciertas enfermedades hepáticas. Se inyecta el coloide de 

198-Au por vía endovenosa y se mide "in vivo" la actividad del compues­

to radiactivo en sangre en función del tiempo. Es posible elegir la geo­

metría más conveniente para cada caso. A partir de la curva de desapari­

ción de la actividad en sangre, se puede calcular fácilmente el flujo 

sanguíneo hepático. En esta determinación se deben utilizar coloides cu­

yas características fisicoquímicas estén perfectamente definidas^ se de­

ben cumplir además otras condiciones, que hemos logrado precisar en el 

presente trabajo.

El ,incremento en el uso de este tipo de técnicas es debido princi­

palmente a la facilidad con que ellas pueden ser aplicadas, sin necesi­

dad de disponer de personal altamente .especializado, o de intervenir' 

quirúrgicamente al paciente. Es interesante mencionar que la determina­
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ción cLel flujo sanguíneo hepático, según las técnicas convencionales, 

obliga a la canulacién de la vena hepática.

Exposición del plan de trabajo,

Gomo puede apreciarse, los usos médicos de los coloides de 198-Au 

son múltiples^ por otra parte la cantidad de trabajos publicados al res­

pecto es elevada.

Sin embargo, este campo de aplicación se ha visto restringido mu­

chas veces,debido al escaso conocimiento que se posee sobre el estado fi 

sicoqulmico de los preparados y a la relativamente escasa reproduoibi - 

lidad de los métodos de obtención conocidos. Por otro lado, estos mis­

mos factores hacen que sea muy difícil e inseguro un estudio completo de 

la distribución del coloide de 198-Au en el organismo. Es tanta la impor 

tancia que se atribuye a estos problemas, que, desde hace algunos años 

funciona un comité permanente de expertos, cuya tarea es coordinar y o- 

rientar las investigaciones en el campo de los coloides radiactivos, en 
distintos países europeos.

ha meta de nuestro trabajo es la de contribuir a una mejor informa­

ción básica sobre este tipo de preparados, a los fines de una utiliza - 

ción más racional de los mismos. Para lograrlo hemos debido abordar el 

estudio de un conjunto de problemas, que obligaron a introducirnos en di' 

versas disciplinas. Por esto creemos que, a los fines de una mejor com­

prensión de oada una de las etapas de esta labor, es conveniente reali­

zar en forma separada, su actualización bibliográfica, su consideración 
experimental y su discusión.

Por otra parte, es necesario señalar que el tema que hemos elegido 

es novedoso en nuestro medios por lo tanto consideramos oportuno reali­

zar una prolija investigación bibliográfica previa al tratamiento de ca­
da uno de los capítulos.

En cuanto a la parte experimental se refiere, fue realizada en el 

Laboratorio de Radioisótopos de la Orientación Física del Departamento 

de Fisicoquímica, de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Univer­
sidad de Buenos Aires, durante los años 1963 y 1964. Fue continuada en 

los laboratorios del Grupo de Control Farmacéutico del Departamento de 

Radioelementos del Centro de Estudios Nucleares de Saclay, Francia, du­

rante el periodo de octubre de 1964 a octubre de 1965, para ser concluí-
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da en los laboratorios de la Cátedra de Física, antes mencionados, y en 

ios de la Comisión Nacional de Energía Atómica, Buenos Aires, Argentina, 

durante el año 1966.

Esquemáticamente, podemos dividir nuestro trabajo en las siguien - 

tes partes»
Capítulo I: Determinación experimental del tamaño de las partículas y 

de la concentración en oro de los coloides.

Capítulo II: Preparación de colo_ ,es de 198-Au protegidos con gelatina 

o con polivinilpirrolidona (PVP).

Capitulo III: Distribución biológica de estos compuestos.

Capitulo IV: Cinética de la desaparición de los coloides del caudal 

sanguíneo.

Capítulo V: Bloqueo del Sistema Retiouioendotelial.
Es necesario destacar que, en algunos de estos capítulos, se han

resuelto no solamente problemas de tipo experimental, sino algunos de 

naturaleza teórioa, lo que nos ha permitido aportar métodos o criterios, 

que pueden resultar interesantes para una mejor caracterización fisico­

química y biológica de estos radiocoloides.

Esperamos que la labor realizada, signifique un aporte que contri­

buya a una utilización más segura de los coloides de 198-Au. ,

Es de desear que lo mucho que queda aun por hacer, constituya el mo­

tivo de futuras investigaciones.

o-o-o-o-
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CAPITOLO I

DETERMINACION DEL TAMAÑO DE PARTICULAS COLOIDALES

I-l„- INTRODUCCION.-

La determinación del tamaño de las partículas ocupa un lugar impor­

tante entre las determinaciones fisicoquímicas necesarias para la carac­

terización de un coloide. Si bien hay otros valores que pueden ofrecer 

cierto interés, como por ejemplo pH, contenido en electrolitos, cantidad 

de material no coloidal, movilidad electroforética, etc., el tamaño de 

las partíoulas constituye el parámetro fundamental y necesario para cual 

quier estudio fisicoquimico o biológico del coloide.
En el caso de las dispersiones estudiadas por nosotros, la nroblemá 

tica experimental se complica, debido a las características radiactivas 

de las mismas, que dificultan su manipulación.

Los métodos empleados en la determinación del tamaño de las partí­

culas son múltiples, pero en principio pueden dividirse en dos catego - 

rías principales. En la primera,,representada fundamentalmente por la mi 

crascopía electrónica, se mide -el diámetro de una serie, lo más grande 

posible, de partículas, y se determina el diámetro medio según diversos 

criterios. En la segunda, que aplica difracción, coeficiente de extin­

ción, velocidad de sedimentación, etc. , se estudia una propiedad fisico­

química del material, de la cual se puede deducir el tamaño de las par­

tículas si se conocen una serie de otros parámetros.

1—2. - ESTUDIO CRITICO DE LOS PRINCIPAL ;S 1! TODOS. -

A los efectos de un mejor ordenamiento, haremos primeramente una 

revisión de los métodos más importantes aplicables a la determinación 

del tamaño de las partículas coloidales, mencionando especialmente los 

que han sido usados en el caso del oro coloidal radiactivo.

1-2-1.- Ultramicroscopía. -

Históricamente es el primer método que ha permitido la determina­

ción del diámetro medio de partículas coloidales con. relativo éxito. El 

primer ultramicroscopio fue construido por SIEDENTOPP y ZSIGMONDY,1903,
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(8). El aparato se fundamenta en la difracción que sufre un haz lumino­

so de incidencia lateral al. chocar con las partículas coloidales, lo que 

facilita su visualización y contaje. Se determina el tamaño de las partí­
culas conociendo su número, masa y densidad en un volumen dado. Asi:

mv 1-1
n . &

donde: v es el volumen de cada partícula

m ee a masa total de las partículas con­

tadas
n es el número de partículas contadas 

£ es la densidad de las partículas

Si las partículas son cúbicas, su volumen será igual a l\ donde 

L es la arista del cubo. Si las partículas son esféricas, v será igual 
a V D^/6, donde D es el diámetro de las esferas.

No se obtienen buenos resultados con todo tipo de coloides, aunque 

oon el de oro pueden considerarse satisfactorios.

Posteriormente se han introducido modificaciones en el instrumental, 

que han permitido una mejor realización del método? a pesar de ello no 

se lo aplica actualmente, debido a las dificultades técnicas que presen­

ta la determinación.

1-2-2.- Ultrafiltración y Diálisis.-

Es posible determinar el tamaño de las partículas coloidales utili­

zando ultrafiltros apropiados, cuyos poros tienen un tamaño conocido. El 

método ha sido aplicado para coloides oon partículas pequeñas, pero es 

necesario señalar que los valores obtenidos deben manejarse cuidadosamen­

te. GENIN,1928,(9), ha revisado los distintos problemas de esta técnica, 

que fue muy utilizada en las primeras investigaciones. Para cierto tipo 

de sustancias se suele recurrir aun a ella, según JIRGENSONS y STRAUíIANIS, 

1964,(lO,pag. 21-26).

La diálisis también puede utilizarse para medir el tamaño de las 

partículas coloidales, yaque la velocidad de diálisis es inversamente 

proporcional al diámetro de aquellas. En el caso del oro coloidal, IIOL- 

LIDAY,1947,(ll) ha observado que se producen fenómenos de agregación, 

que probablemente están relacionados con la carga de las partículas.

De todas formas, ambos métodos presentan serios inconvenientes ex­
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perimentales, por lo cual han sido abandonados.

1-2-3.- Métodos Osmóticos.-

A partir de las investigaciones de van’t HOPP,l887,(12) nació la 

posibilidad de aplicar leyes cuantitativas a los fenómenos osmóticos.

En principio se puede aceptar que la ley descubierta por este autor:

Tf = _J_5L c 1-2
M

sigue siendo válida. En esta ecuación, Tí es la presión osmótica, R la 

constante general de los gases, la temperatura absoluta, M el peso mo­

lecular de la sustancia y c su concentración. Si las soluciones estudia­

das son diluidas y las partículas poseen geometría esférica, esta ley se 

cumple dentro de ciertos limites. En coloides con partículas no esféri­

cas, deben efectuarse correcciones debido a la interacción de aquellas 
con la fase dispersante^ según OSTWALD y MUENDLER,1919, (13) » ^aY M.ue 

considerar la presión de hinchamiento, cuando se trabaja con soluciones 

más concentradas.
El método osmótico, ha sido empleado principalmente para coloides 

orgánicos, pero en el caso del coloide de oro ha encontrado aplicación 

cuando las partículas son muy pequeñas. Por ejemplo, ZSIGMORDY,1927, 

(l4,pag. 3l) encontró a 8 *C, una presión osmótica de 3.1 ero de agua, 

para una dispersión de 0.562 g de oro en 100 mi de agua, de lo que pudo 

deducir un diámetro medio de las partículas coloidales de aproximadamen­
te 16 A. Es posible, según ZSIGMONDY y THIESSEN,1925, (15) • ^<lue cuando se 

trabaja con coloides protegidos, la gelatina se elimine por lavado en 

los pasos preliminares, o que la membrana del osmómetro sea permeable a 

esta sustancia.

Debe señalarse que cuando se estudian coloides ordinarios, la pre­

sión osmótica es muy pequeña, difícil de determinar y sujeta a grandes 

errores. El tema fue tratado por PIRDLAY,1914,(16) y en fecha más recien 

te por Jirgensons y Straumanis,(10,pag. 200-206).

El método no se utiliza corrientemente para coloides de oro por los 
inconvenientes señalados.

1-2-4.- Difracción de Rayos-X.-

La idea de usar rayos-X monocromáticos, en la determinación del ta­

maño de las partículas de un coloide, fue elaborada por SCHERRER,19l8, 

(17). Este autor demostró, que, por medio de las ecuaciones de Bragg, es
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posible obtener información sobre el tamaño de las partículas de la dis­

persión, tomando oomo referencia el ancho de las lineas de difracción.

Si se define el ancho medio, B, como la distancia que separa a dos pun­

tos en los cuales la intensidad de la banda es igual a la mitad de su va 

lor máximo, a como el ángulo de incidencia de los rayos-X y a X como 

su longitud de onda, se puede demostrar que para partículas cúbicas de 

arista L, se cumple la siguiente ecuación:

B . eos

Esta técnica fue utilizada por Soherrer para medir el tamaño de las 

partículas de los ooloides preparados por Zsigmondy, encontrándose en a- 

cuerdo con otras determinaciones, por ejemplo osmóticas. Posteriormente 

el método fue utilizado por JONES,1938,(l8) y por MILLIOAN y M0RRI3S, 

1964,(l9)» SPROULL,1946,(20,pag. 438-46?) revisó diversos aspectos rela­

cionados con esta técnica.

Una solución diferente al problema, fue propuesta por DEBYE y MEN- 
CKE,1931,(2l), quienes demostraron que el tamaño de las partículas de un 

coloide puede calcularse a partir de las intensidades de difracción a 

ángulos pequeños. Para partículas esféricas, se puede establecer que:

I K Io
2JL (sen U - U 

U3
eos TJ) •1-4

donde U es igual a —4.yftr sen ; ya que f es pequeño, U será igual a

—ÉJTfi-X.. . En la ecuación 1-4, los distintos parámetros tienen la si - 
•X

guiente significación:

I : intensidad de radiación difractada.

I : intensidad de radiación incidente.

K : una constante, que depende de la geometría utilizada.

R : radio de las partículas.

: ángulo de incidencia de los rayos-X.

'X: longitud de onda de los rayos-X.

Las ecuaciones se complican cuando las partículas no son esféricas, 

como fue demostrado por SHULL y ROESS,1947,(22). Es necesario también es
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tudiar factores téonioos, a los fines de evaluar oorreotamente la cons­
tante K.

TURKEVICH y ool. ,1950» (23) 7 TURKEVICH y HUBBELL,1951,(24), han es 
tudiado diversos ooloides de oro aplioando este método y han encontrado 
una buena correlación oon los datos provistos por la miorosoopia elec­
trónica. Es neceeario destacar que esta téaaioa ha sido desarrollada 
también para efeotuar un análisis de la distribución de tamaños de las 
partículas, en sistemas heterodispersés.

Si bien la difraooión de i¿/os-X presenta posibilidades de aplioa- 
oión, su empleo no se ha difundido, probablemente debido al oosto del 
equipo neoesario.

1-2-5.- Yelooidad de Sedimentación.-

Cuando una partícula esférioa de radio a, se encuentra suspendida 
en un medio liquido, tiende a oaer oon una velocidad oonstante, p, lla­
mada velocidad limite de sedimentación, que se puede calcular por medio 
de la siguiente eouaoiónt

2 U - i ’ ) » 1-5

derivada de la ley de Stokes. En la misma S y S ' son las densidades
de la partícula y del medio de suspensión, respectivamente, g es la ace 
leraoión de la gravedad, es la viscosidad del medio, a es el radio de 
la partícula y p su velocidad limite de sedimentación.

Cuando las partloulas son muy pequeñas, su sedimentación no es es­
pontánea y para lograrla se las debe someter a un campo gravitaoional 
intenso. Experimentalmente se realiza ésto, haoiendo actuar sobre ellas 
una fuerza oentrlpeta apropiada en un equipo de centrifugación. En este
oaso la aceleración de la gravedad se reemplaza por la aoeleraoión oen- 

2trlpeta, que es igual aU) . r, donde (jó es la velocidad angular de la 
centrifuga y r es la distancia de la partícula al eje de rotaoión. La 
ecuaoión 1-5 se transformará entonoes en la siguiente:

2 a2 ( S- S')U2r
1-6

Esta eouaoión es la base para la determinación de los pesos moleou
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lares de proteínas u otras sustancias por ultracentrifugaoión. Dicho mé­

todo ha sido utilizado por SUITO y ool.,195^,(25)» para la determinación 

de los diámetros de las partículas de coloides de oro, cuando las dimen­

siones de aquellas son muy pequeñas.
En el caso de las dispersiones coloidales formadas por partículas 

más o menos grandes y densas, se puede recurrir al empleo de una centri­

fuga cjpmún, aplicando entonces un criterio teórico y experimental dife­

rente. BECHHOLD y SCHLESINGER,1931,(26), estudiaron la posibilidad de 

determinar el tamaño de distintos virus por centrifugación y elaboraron 

un tratamiento matemático que puede aplicarse al caso de las dispersio­

nes coloidales. En el mismo se supone que los movimientos de vibración, 

que siempre están presentes en una centrífuga común, son suficientes pa­

ra homogeneizar la dispersión sobrenadante, pero que son débiles como 

para remover el fondo, es deoir para hacer que las partículas ya preci­

pitadas pasen nuevamente a la dispersión. Se pudo demostrar experimen— 

talmente que no hay variación de concentraciones en el sobrenadante y 

que las partículas precipitadas no vuelven a aquel. Por otra parte los 

tubos de centrifuga deben girar en forma horizontal.

Para estudiar el fenómeno desde el punto de vista cuantitativo, es 

necesario elaborar una fórmula a partir de la ley de Stokes, que contem­

ple las nuevas condiciones. Para ello definiremos los siguientes paráme­

tros, que están esquematizados en la figura 1-1.

Fig. 1-1.- Esquema de las condiciones geométricas en una determinación 

del tamaño de partículas por centrifugación.

En este esquema la significación de los parámetros es la siguiente: 

h : altura del liquido en el tubo de centrifugación, 

q : sección transversal del tubo de centrifugación.

R : distancia desde el eje de rotación hasta el fondo del
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Si en la ecuación 1-6, la expresión

dfc] tubo de centrifugación.
j distancia desda el eje de rotación hasta una partícula, 

al tiempo T.

0 : eje de rotación.

$ - )U 2
7

se haoe igual a una constante K, la velocidad limite de sedimentación, 

ji, de una partícula que se ene ntra en r^, al tiempo T es igual a K.rT.

Por otra parte se puede demostrar que el númeho de partículas que 

llega al fondo del tubo, dn, estando muy cerca de é-1, en una diferencial 

de tiempo, dt, es igual a?
dn = q.c.R.K. dt 1-7

donde K es la constante definida anteriormente, rT se hace sensiblemen­

te igual a R y c es la concentración expresada en número de partículas 

en 1 mililitro. La disminución de- la concentración, en una diferencial 

de tiempo dt, es igual a:

¿o — c.q.R.K. dt _ c . R . K . dt j g
q . h h

donde el producto q.h representa el volumen de líquido en el tubo. Si 

reordenamos la ecuación anterior, tenemos:

1-9

'En un sistema homodisperso, K es constante en función del tiempo, 

por lo tanto la integración de la fórmula anterior entre los limites-c 

y o, y t y t, es igual a:

ln ----- £----- = - -A_ . K . T 1-10
c ho

donde T es el tiempo total de centrifugación.

La fórmula completa es:

c
co

ln
___ R . 2 a2 ( S - S1 ) tu 2 T

h 9 1-11

A partir de la mispa, se puede calcular el diámetro de las partícu-
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las, 2a, expresado en Á, Que es igual ai

2 a 6.44 x 10
c
o

o 1-128

De las dos fórmulas anteriores, se puede concluir, que,si se cono­

cen todos los parámetros que intervienen en el segundo miembro, es posi­

ble calcular fácilmente el diámetro de las partículas coloidales.

En el caso de los coloides < oro, ésto es válido solamente si las 

partículas no están protegidas, ya que entonces su densidad es igual' a 

la del oro metálico. Cuando se estudia el coloide de 198-Au protegido 

con gelatina, la densidad de las partículas es menor, como fue observa­

do por ZILVERSMI? y col.,1952,(27), si bien se desconooe su valor.
Por otra párte, es necesario señalar, que la integración para pasar 

de la fórmula 1-9 a la 1-10 se puede efectuar solamente en la forma indi 

cada, cuando el sistema es homogéneo. En caso contrario,el radio de las 

partículas, oue hay que considerar en la fórmula, varia en los diferen­

tes tiempos de centrifugación, ya que las partículas grandes llegan al 

fondo del tubo antes que las pequeñas. Esto se traduce en la práctica en 

una curva cuyos valores de pendiente negativa deorecen, ouando se repre­

senta log (o/cq) «= f(T). ZKMLITSKII ,1965, (28) ha propuesto un tratamien­

to matemático, mediante el cual es posible calcular la heterodispersión- 
del sistema a partir de datos de velocidad de sedimentación, cuando en 

la experiencia se eligen condiciones apropiadas.

Los problemas experimentales distan mucho de encontrarse resiíeltos. 

Para medir las actividades del sobrenadante a distintos tiempos, es nece 

sari© detener la centrifuga, causa probable de una redispersión del ma­

terial precipitado. El mismo efecto puede producirse debido a vibracio­

nes excesivas del aparato. Estos inconvenientes son subsanables en par­

te, colocarido material adsorbente en el fondo del tubo.

El desconocimiento de la densidad de las partículas de oro coioidal 

protegidas oon gelatina, fue solucionado parcialmente por GIRARDI y PIE- 

TRA,196l,(29)» quienes efectuaron una calibración previa^ midiendo el 

diámetro medio de las partículas por microscopía electrónica. Se puede 

tener una idea acerca de la heterodispersión del sistema en base a la 
separación de la curva experimental del log(c/cQ) = f(T) de una recta 

teórica, trazada a partir de la unión de los puntos correspondientes a
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la actividad, inicial y al 5$ de ésta.
ANOOSO-MARINA,1964,(30), enoontró una solución más lógioa al pro­

blema, efectuando corridas simultáneas en varios tubos y midiendo las ac­
tividades del sobrenadante a distintos tiempos en un tubo diferente cada 
vez.

De lo expuesto se desprende que el método presenta un tratamiento 
teórico simple, pero que distintos problemas de Indole experimental di­
ficultan su difusión.

1-2-6.- Microscopía Eleotrónioa.-
•

Con la aparición de la teoría de de Broglie sobre la naturaleza on­
da - oorpúsoulo del electrón y -el descubrimiento de que oampos magnéti­
cos o eleotrostátioos pueden ser utilizados como "lentes" para un haz de 
electrones en movimiento, el advenimiento del microscopio electrónico so­
lo fue cuestión de tiempo y de la resolución de distintos problemas téo- 
nioos. Di la década de 1930 aparecieron los primeros microscopios elec­
trónicos, por oierto rudimentarios si se los compara oon los achuales.

La posibilidad de obtener aumentos hasta entonoes inalcanzables y 
los conocimientos acumulados sobre la elaboración del oro coloidal, hi- 
oieron de este preparado uno de los primeros motivos de estudio oon el 
nuevo instrumento. La primera impresión fue optimista, ya que aparente­
mente se logró resolver el problema midiendo simplemente el diámetro de 
una serie grande de partículas, estableciéndose luego el diámetro medio 
y la curva de distribución de tamaños. Los primeros trabajos, en los cua­
les se observaron muestras de oro coloidal por mioroscopla eleotrónioa, 
fueron los de BE13CHES y KBAUSB,1937,(31), v. BORRIES y KAUSCHE,194O,(32) 
y ANBSRSON,1942,(33). Posteriormente siguieron los de TURKEVICH y HIL- 
LIER,1949,(34) y TURKEVICH y ool. ,1951,(35) ,1953,(36). Más tarde TAKIYA- 
NA,1958,(37) estudió nuevamente la oinétioa del oreoimiento de las par­
tículas de oro ooloidal mediante la misma téonioa.

£h fecha más reoiente, han surgido algunas dudas oon respecto a la 
validez de los datos provistos por la microscopía electrónica, sobre to­
do cuando se estudia la forma de partículas pequeñas. Milligan y Morriss 
(19) han llamado la atenoión sobre este punto. Por otra parte resulta e- 
vidente que en el caso del oro ooloidal radiactivo, protegido con algún 
agente estabilizante liófilo, se determina el diámetro de la partícula 
de oro solamente, ya que el material protector es transparente a los e-
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leotrones.
Si bien no poseemos referencias espeoifioas para el oro coloidal, 

se oonooen alteraoiones en otros materiales inorgánicos debidas al bom­
bardeo eleotrónioo, demostradas por BURTON y ool.,1947,(38)»

En el oaso del oro ooloidal radiaotivo, es probable que ocurran al­
gunas variaciones en la curva de distribución de tamaños de las partícu­
las durante la preparación de la muestra, procedimiento que incluye una 
deseoaoión suave y luego un lavado oon agua destilada. Es posible que 
durante la etapa de deseoaoión, xas partículas más grandes sedimenten 
más rápidamente que las pequeñas. Esto tendría por efecto la visualiza- 
ción de una mayor oantidad de partloulas grandes, y por ende, la obten­
ción de un diámetro medio mayor que el real. Tampooo debe desestimarse 
la posibilidad de que se produzcan principios de coagulación parcial, 
durante la preparación de la muestra, lo que provocarla el mismo efeoto.

No debe olvidarse, que la oantidad de partloulas que se miden es 
relativamente pequeña, si se la oompara oon su número total, lo que pue­
de dificultar la valoraoión estadística del diámetro medio. Este proble­
ma fue analizado por STOEBER,1965,(39) y por COOPER y col.,1965,(40).

Uno de los problemas más importantes en la evaluaoión del diámetro 
medio de las partloulas de un coloide por miorosoopla electrónica, es la 
definioión de este parámetro y su correlación oon los valores obtenidos 
mediante otros métodos. Este punto fuó analizado por EISCHER,195O,(41, 
Cap.2). En prinoipio, se pueden distinguir varios tipos de diámetros me­
dios, siendo los más usuales los que tienen en cuenta el diámetro o la 
superficie o el volumen o masa de las partloulas medidas, cuando éstas 
son esférioas o pueden ser consideradas oomo tales.

HARON y col.,1952,(42) definen los siguientes diámetros medios, que 
henos adoptado en nuestro trabajo»

a) El diámetro medio numérioo. Se lo simboliza oon y su defini­
oión es»

donde n^ es el número de partloulas oon diámetro D^,
Este diámetro se obtiene ouando se utilizan métodos osmótioos 
para determinar el tamaño de las partloulas, ya que la presión 
osmótica depende solo del número de mioelas presentes, oomo
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lo han señalado JirgensonB y Straumanis,(lO,pag.212). 
b) £1 diámetro medio, relaoión volumen-superfioie. Su símbolo es

Dq y se lo define oomos

1-14

donde n^ es el número de partloulas de diámetro D^.
Este diámetro debe empl rae cuando se trabaja oon agentes ten— 
sioaotivos.

o) El diámetro medio aásico. Se lo simboliza oon D^ y su definí - 
oión est

donde n^ es el número de partloulas de diámetro D^ o masa-M^, 
Este diámetro medio se determina ouando se utilizan métodos dé 
difracoión luminosa, según MAROS y ELDER,1963,(43)»

De aouerdo oon estos autores, mediante las relaoiones ■ D^ / 
y Rg « Djj / Dg, se puede tener una idea sobre el grado de heterodisper- 
sión del sistema, siendo ésta mayor a medida que creoen las relaoiones 
anteriormente oitadas. Resulta evidente que en un sistema heterodisperso 
Djj será menor que D^ y éste a bu vez será menor que D^, ya que la in - 
fluencia de la superficie o del. volumen se haoe mayor a medida que au­
menta el diámetro de una partícula.

Cuando se determina el tamaño de las partloulas coloidales por mi- 
orosoopla electrónica, se suele representar una ourva de distribución de 
tamaños, que indios la fi-ouencia oon que aparecen partloulas de oierto 
diámetro en función de éste último. El problema o rnéis te en determinar 
la funoión de distribución adecuaos. El oaso más simplo serla una distri 
buoión de tipo gaussiano, on la o-xali

d n
d D

- - 5;
_____ .A..... . e 2 O-2
VÍ1? <T í-16

Las curvas de distribución de tacaños de partloulas determinadas en
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forma experimental, no son simétricas. Por esta razón se buscó otra fun­

ción de distribución, en la cual se sustituye el diámetro por el logarit­

mo de este valor, llamándosela función de distribución logarítmica normal 

La ecuación correspondiente es:
2

- (log P - 3-og P)

Í. ■ 2 <r2
____  = ... ■ .. - -1----------- . e I_17

d log D

En las ecuaciones 1-16 y 1-17, O-es la desviación standard y 5 el 

diámetro medio.
Posiblemente esta ultima fórmula sea la que rige la estadística de 

distribución del tamaño de las partículas de un coloide. Stoeber (39) ha 

deducido expresiones similares para los diámetros en superficie y en vo­

lumen.
Sin embargo ESPENSGHElD y col. ,1964,.(44) han encontrado un tipo de 

distribución logarítmica biparamétrica, de orden cero, que se ajustarla 

más al caso que nos ocupa. Según HONIG,1965,(45), esta nueva función 

puede ser convertida en una distribución logarítmica normal, mediante 

artificios matemáticos.

Es conveniente determinar las consecuencias prácticas del análisis 

de distribución de tamaños de partículas coloidales. Si imaginamos un co­

loide compuesto por partículas de distintos diámetros, es fácil observar, 

que, cuando se realiza el estudio de su.distribución según su número, su 

superficie o su volumen, la proporción de partículas que se encuentran 

en los distintos rangos de tamaños varia de acuerdocon el criterio ele­

gido. Se Comprueba una disminución en el número de partículas pequeñas 

y un aumento en la cantidad de partículas grandes, con la consecuente 

variación en los máximos correspondientes, cuando se pasa de un diámetro 

medio D„ a otro de tipo D„. En el caso de los coloides radiactivos ésto 

es importante, ya que la actividad de cada partícula está relacionada 

con su volumen o su masa. Por lo tanto, si bien se puede encontrar un 

número relativamente elevado de partículas pequeñas en una preparación 

determinada, éste disminuye sensiblemente cuando se hace el cálculo en 

base al volumen <e las partículas, es decir sus actividades. De lo dicho 

se desprende que en el case de los radiocoloides, el valor de D puede 

tener tanta o más importancia que el de D,^, si bien los autores han tra­
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bajado en la mayoría de los casos solamente con éste último.

De lo anterior resulta evidente, que, si bien hasta épocas relati­

vamente recientes, la microscopía electrónica se ha considerado como el 

método de elección para determinar el diámetro de las partículas coloi­

dales, existen ciertos problemas teóricos y experimentales, que obligan 

a manejar los resultados con alguna cautela.

Por otra parte, es necesario señalar, que, entre los radiocoloides 

utilizados en medicina, se encuentran materiales que son muy difíciles 

de visualizar mediante este mú.jdo, debido a su baja dens'idad o a pro­

blemas de volatilización.

1-2-7.- Métodos Opticos.-

La determinación del tamaño de las partículas coloidales por inter­

acción de la luz con aquellas, ofrece interesantes posibilidades. Debe 

señalarse que esta interacción no mo'difica en manera alguna el sistema 

en estudio. Además requiere un mínimo de manipulaciones, lo que la hace 

espeqialmente atractiva, particularmente en el caso ue los coloides ra­

diactivos.
Probablemente fue PARADAY,l857,(46) quien observó por primera vez 

el interesante comportamiento de la luz cuando ésta pasa a través de una 

dispersión de oro coloidal. Posteriormente TYRDALL,l869,(47) y STRUTT 
(Lord Rayleigh),1871,(48), estudiaron el fenómeno en forma más general y 

completa. Las primeras investigaciones en el campo de la óptica de los 

sistemas coloidales, fueron revisadas por OSTWALD,1924,(49)•
En general se puede considerar que, cuando la luz atraviesa una 

dispersión coloidal, el campo eléctrico asociado con la onda luminosa, 

polariza la nube de electrones de los átomos que constituyen la partícu­

la, sirviendo eventualmente aquéllos como fuentes secundarias de luz, la 

que se emite en distintas direcciones. Asimismo puede haber absorción de 

la onda luminosa. Cuando se trabaja en la parte visible del espectro, 

las ecuaciones de la teoría electromagnética clásica de la luz, debidas 

a Maxwell, permiten el estudio de este problema.

Conviene considerar el tratamiento cuantitativo de la difracción de 

un rayo luminoso que pasa a través de una dispersión coloidal, bajo tres 
aspectos:

a) Difracción de Rayleigh.- Se observa cuando el tamaño de las partícu­

las es muy pequeño comparado con la longitud de onda de la luz inci-
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dente. HELLER,1965,(50) indico la posibilidad de utilizar las ecua­

ciones de Rayleigh para partículas de 1.5 u si se trabaja con luz vi­

sible, así como para cuerpos de 10 cm de diámetro, cuando se emplean 

longitudes de onda de 21 cm. Esto último resultaría de utilidad en 

problemas meteorológicos y espaciales, y su aplicación sería factible 

debido a la compensación de ciertos errores.
b) Difracción de Debye o Rayleigh-Gans.- Se aplica cuando las partíoulas 

son grandes, pero sus propiedades ópticas difieren poco de las del me­
dio que las rodea.

c) Difracción de Mié.- Es válida para partíoulas de cualquier tamaño y 

diferentes propiedades refringentes.
Gomo óstas últimas son las condiciones que se observan en nuestro 

caso, estudiaremos el problema más detenidamente.
El tema fue revisado en forma general por van de HULST,1957,(51)»

08TÍR,1948,(52),i960,(53) y KERKER,1963,(54).

La elaboración de una teoría que contemple la interacción de la luz

con las partículas de una dispersión coloidal, representa un interesante 

problema teórico.
Las primeras hipótesis propuestas para explicar el color de algu­

nas dispersiones metálicas, suponían distintos estados del metal diver­

samente coloreados. Luego, EHRENHAPT,19O5,(55) consideró la posibilidad 

de que este fenómeno pudiera explicarse con el de resonancia óptica. Por 
otra parte, MAXWELL-GARNETT,1904,(56),1906,(57), demostró que el compor­

tamiento de la luz frente a un coloide podía predecirse a partir- de la 

teoría de Lorentz-Lorentz.

DEBYE,1909,(58) propuso una solución teórica al problema y GANS, 

1912,(59) postuló ecuaoiones válidas para partículas elipsoidales, de 
tamaño menor que la longitud de onda de la luz incidente.

MIE,1907,(60),1908,(61) elaboró una teoría que explica el comporta­

miento de la luz del espectro visible al atravesar una dispersión ooloi- 

dal. Esta teoría, que aun sigue siendo válida en sus partes escenoialee 

y que hemos considerado la más adecuada a la resolución de nuestro pro- 

blente. experimental, fue verificada prácticamente por primera vez por 
STEUBING,19O8,(62). Mié pudo calcular a partir de las ecuaoiones de Max­

well, las ondas parciales que son emitidas por las partículas ooloi<Xales, 

que se comportan como emisores secundarios, cuando una radiación lumino­
sa incide sobre ellas. Estas ondas parciales pueden ser representadas ba-
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jo forma de una serie, en la que intervienen distintos términos, que 

corresponden a las oscilaciones magnéticas y eléctricas. Siempre es po­

sible trabajar con Tin númSTo finito de términos, siendo u el de la osci­

lación eléctrica y u - 1 el de la oscilación magnética correspondiente.

En el desarrollo cuantitativo de esta teoría es necesario hacer una 

serie de suposiciones previas. Las partículas deben ser esféricas, o de­

be ser posible considerarlas como tales. La solución analizada tiene que 

ser lo suficientemente diluida, como para que pueda aceptarse que un ra­
yo de luz incide solamente sobi<. una partícula, es decir que no se pro­

duzca difracción múltiple. Según van de Hulst (51,pag. 397) es además 

conveniente que las partículas sean liófobas, a los fines de eliminar el 

problema de un límite poco neto entre ellas y el medio de dispersión.

En las ecuaciones correspondientes, se utilizan algunos parámetros 

que conviene definir previamente, 

a » radio de las partículas
I

nQ s índice de refracción absoluto del medio de dispersión.

: longitud de onda de la luz incidente, en el vacío.

t longitud de onda de la luz incidente en el medio de dispersión» por
lo tanto *x' = *X / n .

' o
. ftTa, : parámetro adimensional que relaciona el tamaño de la partícula

% *
con la longitud de onda de la luz incidente. Se lo suele simbo­
lizar con x.

m t índice de refracción complejo absoluto del metal» m = n - ik, donde 

n es un valor relacionado con la refracción y k, otro relacionado 
con la absorción» i es igual a

m’ » índice de refracción complejo relativo del metal respecto al medio 
de dispersión. Por lo tanto m* = m / no

N » número de partículas coloidales por mililitro de dispersión.

Lxisten dos aproximaciones -posibles para solucionar el problema me­

diante las ecuaciones de Mié. En una de ellas, se analizan la intensidad 

polarización y distribución angular de la luz difractada, mientras que 

en la otra, se estudian los coeficientes de extinción.

A) Estudio de la luz difractada.-

En el primer caso, se suele expresar la intensidad de la luz difrac
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tada en un ángulo © , formado por la dirección de la luz incidente y la 

del observador, estando la luz polarizada vertical u horizontalmente. Pa­

ra la luz polarizada en forma vertical se puede escribir:

sx (6)V = i^e) =
n=«o
’\~2n + 1 
Z_n(n+l)

f
a V (cosG) + p X (eos 6 ) 
n n ' 2n n' '

n=l

y para lus polarizada horizontalmente:
f X
n=»

|s2 (6)1 = i2(0) = \ 2n + 1 
/ n(n+l)

a Y (eos G ) + p TT (eos© ) n n ' n n '
n=l

1-19

En estas ecuaciones a y p son funciones de x y de m, o sea que 

son números complejos. Las funciones son las de Bessel de orden n + l/2 

de x y dé m.x. La función angular TT es la derivada primera respecto a 
- eos 6 del polinomio de Legendre de orden n:Xn es una función algebrái- 

ca de - cos0 y de la derivada primeraíy segunda del p.olinomi-o de Legen­

dre de orden n. Las intensidades de la luz son iguales al cuadrado de 

las amplitudes complejas.

Del estudio de esta’s ecuaciones se deduce que su solución formal ri­

gurosa es prácticamente imposible. Físicamente se encuentra que ello tam­

poco es necesario y que basta con pocos términos de la serie. Por otra 
parte se ha recurrido a varios artificios que permiten determinar el ta­

maño de las partículas de distintos materiales en forma práctica, arti­

ficios que son válidos sobre todo cuando los preparados son homogéneos.

'Uno de los más simples fue utilizado por Marón y Eider (43)» donde 

se busca el ángulo en el cual la intensidad de luz difractada presenta 
el primer mínimo. Asi:

~~ sen ( 0 / 2 ). =

ionde depende del Indice de refracción complejo m' y a, es el radio 
de las partículas.

Por otra parte MARON y col.,1964,(63), utilizaron expresiones que 

permiten relacionar las posiciones angulares de los mínimos y máximos de 

la relación de polarización, P , definida ésta última como la relación 

existente entre las intensidades deluz difractada polarizada horizontal
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y verticalmente, con los diámetros de las partículas coloidales. Se de­

mostró que ’este valor, simbolizado como 2a, puede determinarse a partir 

de las siguientes expresiones:

sen (5i / 2) =1.
• 1

2 a5— sen (l*)i / 2) = L.

donde $ i y U) i son los ángulos en que aparecen los mínimos y máximos 

de respectivamente, i es igual a 1, 2, 3» etc., o sea que correspon­

den al orden de aparición de dichos mínimos y máximos? K y K son cons­

tantes que dependen de m'.
El problema se complica cuando las dispersiones son heterogéneas.

En este caso se compara la relación de polarización experimental con los 

valores calculados teóricamente en base a distintas distribuciones de 

tamaños, supuestas previamente, como fue propuesto por KERKER y col., 

1963»(64),1964»(65) y ESPENSCHEED y col.,1964,(66). Los cálculos son com­

plicados y se requiere el concurso de computadoras de gran eficiencia de­

bidamente programadas. NAKAGAKI y SHIMOYAKA,1964,(67) han estudiado este 

problema en forma teórica. Por otra parte, SHIFRIN y PERELMAN,1964,(68) 
han propuesto una solución algo distinta, calculando la función de dis­

tribución de tamaños directamente mediante los datos experimentales. A- 
VERINK y col.,1966,(69) establecen la curva de distribución de partícu­

las de látex, utilizando datos obtenidos mediante una combinación de mé­
todos ópticos y de ultracentrifugación.

El problema se complica aun más cuando las dispersiones analizadas 

contienen partículas protegidas con algún agente estabilizante, que al 

mismo tiempo son heterogéneas. BRUN,1965,(70) ha podido determinar eft 

forma aproximada el espesor de la cana de gelatina en coloides de oro 

protegidos con estp sustancia, utilizando métodos de difracción relati­

vamente laboriosos. Una solución más exacta puede lograrse, si se utili­

zan las ecuaciones de difracción múltiple, qúe son más complicadas y fue­

ron analizadas teóricamente por MATUR y YSH,1964,(71). ESPENSCHEID y col. 
1965,(72) han estudiado de esta manera una dispersión heterogénea de un 

aerosol de clorttro de plata, cuyas partículas estaban recubiertas con
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una qsfera concéntrica de ácido linolénico. Hasta el momento, creemos 

que este trabajo representa una de las soluciones más generales del pro­

blema tratado.
Como se puede observar en las consideraciones expuestas, el estrujio 

de dispersiones coloidales con este tipo de métodos no está resuelto en 

forma completa, ofreciendo cada coloide características particulares.

El empleo de los métpdos descriptos, requiere la utilización de fo­

tómetros especiales adaptados a la medida de la intensidad y polariza­

ción de la luz difractada en distintos ángulos. El instrumento más cono­
cido es el que ha sido puesto a punto por BRICE y col. ,1950,(73)

Por otra parte se puede encontrar una ayuda importante en algunas 

tablas, en las que se calculan las funciones de difracción para distin­
tos valores de x, dé n y de | . Las tablas más usadas sorillas de PANGO- 

NIS y ool.,1957,(74), PEHNDORF,1958-9,(75) y DENMAN y col.,1963,(76).

Otra dificultad experimental en las determinaciones de ljuz difrac­

tada, es la naturaleza de la fuente luminosa. WOODWARD,1963,(77) propuso 

el empleo de un láser de He-Ne, lo que podría resultar de interés en in­

vestigaciones futuras.

B) Estudio de los coeficientes de extinción.-

La segunda posibilidad de estudiar la interacción de la luz con par­

tículas coloidales, aplica la determinación de los coeficientes de extin— 

en distintas longitudes de onda. Si bien la información que se puede ex­

traer de dichos resultados es menos completa que con los métodos anterio­

res , el equipo necesario es un buen espectrofotómetro y las medidas pue­

den real zarse oon relativa rapidez.

El método fue desarrollado en forma teórica principalmente por van 
de Hulst (51). Este autor, basándose en la teoría de Mié, pudo calcular 

coeficientes relativamente simples para los distintos términos de la se­

rie. En general se puede formular que el coeficiente de extinción, Y 
es igual a:

2N . a' 'ext 1-23. Q

dónde ? incluye la serie de Mié, y es igual a:
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Q Mext
♦ {V-1'

P2U‘) + P3(m') 1-24

Begûn van de Hulst (51,pag. 270), las’- funciones complejas de m', 

F^ra'), F2(m') y F^im'), son iguales a:

F1(m’) = - Im 4
V 2 

m' - 1 1-25

F2(m') = - Im

F3(m‘)

m* + 2 ;

-J-
15

f m'2 - 1 m'4 + 27 m'2 + 38
l m’2 +

2 (
J 2 m'2 +

3

Re
í 8 f m'2 - 1

fi

3 ,2( m’ + 2 / /

1-26

1-27

donde im indica que se toma la parte imaginaria y Re, la parte 

real, de la expresión que sigue a estas siglas.

La fórmula 1-24 fue utilizada por JEPPESEN y BARLOW,1962,(78) pa­

ra determinar el tamaño de las partículas de oro coloidal. El desarrollo 

de la misma, condujo a estos autores a la siguiente expresión:

donde G es la concentración en oro del coloide y D la densidad de 

sus partículas. Como resulta evidente, para utilizar esta ecuación es 

necesario conocer la concentración en forma muy precisa.

Posteriormente, JAUCHOT y WA'PILLO1J,1967, (79) calcularon los coefi­
cientes de soles de selenio a partir de las ecuaciones de Kie. Asimismo 

analizaron la influencia de la heterodispersión del sistema sobre las 
curvas de extinción.

Una solución menos exacta se puede lograr si se compara la.forma de 

los espectros de absorción con la calculada a partir de las teorías de 
Mie y/o Gans. Este criterio fue seguido por 'PURKEVHCH y col.,1954,(80) y 

por Milligan y Morriss (19). De esta forma se puede hallar el tamaño a- 
proximado de las partículas a partir de la longitud de onda en la que s« 

produce la absorbancia máxima. Guando las partículas no son esfórioas,
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los pioos de absorción se muestran achatados, por lo que la determina­
ción del espeotro completo de una dispersión de oro, puede proporcionar 
una idea sobre la forma de aquellas. MORRISS y COLLINS,1964,(8l) han oal- 
culado el máximo de absorción para partículas pequeñas y por otra parte 
han determinado el tamaño de micelas de oro coloidal cubiertas con plata. 
Para ello utilizaron el tratamiento teórico de difracción múltiple pro­
puesto por ADEN y KERKER,1951,(82).

CHIANG y TURKEVIGH,1963, (8.3) determinaron que los coloides de oro, 
cuyas partículas poseen la forma de placas trigonales, presentan un se­
gundo pico de absorbancia en 675 aproximadamente.

La teoría de Gans fue utilizada por KRISHNAN,1937,(84), para deter­
minar el tamaño y la forma de partículas de oro coloidal no esférioas. 
Para ello realizó medioiones de la luz difractada y absorbida por estas 
dispersiones.

Conviene señalar, que en el tratamiento teórico propuesto por Mié,' 1no se oopsidera la influencia de fenómenos de tipo cuántico sobre la ab- 
soroión de la luz por las partículas coloidales. Sin embargo, SERAPHIN, 
1952»(85) ha comprobado que dichos efectos deben tenerse en cuenta si se 
trabaja oon longitudes de onda menores que 450 mu y especialmente cuancb 
se efeotúan las medioiones sobre coloides de oro cuyas partículas son 
pequeñas. En la prdctioa se puede verificar un aumento de los coeficien­
tes de extinoión observados con respeoto a los calculados mediante la 
teoría de Mié. Este fenómeno se debe probablemente a efectos plasmáticos. 
El incremento pudo ser oaloulado en forma aproximada por Seraphin (85) y 
por DOYLE,196O,(86), para otros tipos de coloides.

Como puede observarse, en las dos aproximaciones a la teoría de Mié 
que hemos descripto anteriormente, intervienen como variables en las dis­
tintas fórmulas, la longitud de onda de la luz incidente, el radio y el 
índice de refracción complejo de las partículas. La principal dificultad 
en el estudio ouantitativo de las dispersiones coloidales empleando es­
tas Souaoiones, radica en la necesidad de la determinación práctica de 
este valor. Las primeras experiencias con oro fueron realizadas por HA- 
OENS y RlíBEHS,1902, (87) y las mismas sirvieron de base para los cálcu­
los efectuados por Mié. Posteriormente hubo un gran incremento en el nú­
mero y en la calidad de las mediciones, efectuadas principalmente sobre
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oro macizo y capas delgadas de estq metal, en el caso que nos ocupa» Ge­
neralmente se aceptan como las determinaciones más fidedignas, las rea­
lizadas por OTTER,196l, (88), ABELES y col. ,1962, (89) y las de v.PRAG - 
STEIN y KAMPERMANN, 1963,(90). Por otra parte OTTER,196l,(9l) ha podido 
comprobar que las variaciones relativamente importantes de temperatura, 
afectan los valores de n y de k. Las discrepancias se hacen particular­
mente evidentes, cuando el metal pasa al estado liquido. Asimismo DORE- 
MUS,1964,(92) ha observado que las propiedades ópticas de coloides de 
oro incluidos en vidrio, cambian en forma manifiesta cuando se pasa de 
la temperatura ambiente a la de 540 *C. Es interesante mencionar, que 
este autor utiliza las constantes dieléctricas en lugar de los Indices 
de refraooión, para caracterizar las propiedades óptioas de los coloi­
des.

Los indices de refracción complejos varían en grado apreciable cuan 
do se disminuye mucho el espesor del material medido.* La interpretación 
teórica de este fenómeno ha sido elaborada, principalmente por v.PRAG - 
STEIN y ROEMER,1958,(93), ORARD,1964,(94) y COOPER y col.,1965,(95).

En el caso de los coloides de oro, ROEMBR y v. PRAGSTEIN,196l,(96) 
han determinado sus indioes de refracción para distintas longitudes de 
onda y tamaños de partículas, encontrando que los valores son distintos 
a los que corresponden a espesores similares de oro en capas delgadas.

1-3.- PARTE EXPERIMENTAL.-

Dadas las consideraciones efectuadas en el párrafo anterior, hemos 
dedicado atención preferente a la elaboración de un método de determina­
ción del tamaño de las partloulas de coloides de 198-Au. El hqcho de que 
los mismos presentan una coloración característica y que sus partloulas 
son de tamaño relativamente pequeño, nos incitó a ensayar el camino de 
la espectrofotometrla.

1-3-1.- Fundamento teórioo del método ensayado.-

1-3-1-1.- Determinación del tamaño de las partículas.-
Del estudio de las fórmulas 1-24 a í-27 del párrafo 1-2-7 se puede 

deducir que cuando el diámetro de las partículas es apreciablemente me­
nor que la longitud de onda de la luz inoidente, el segundo y el tercer
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término de la serie de Mié pueden ser eliminados, ya que Pifa /*’ se 

hace rauoho menor que la unidad.; este valor elevado al cubo o a la cuar­
ta potencia evidentemente incide coco en los valores del coeficiente de 

extinción.
Asi tenemos que, para narticulas de hasta 30 de diámetro, y es 

igual a;

Pita Im 1-29Nlf a2y

o sea:

Y
-- R«2 3
JlL * H

9/
1-30

Por otra parte se puede demostrar experimentalmente que, en las 
concentraciones utilizadas, las dispersiones coloidales cumplen con la 

ley de Lambert — Beer, de donde:

2-.3.O. ...__ djo.___ I_31
1 . C J

donde 1 : espesor de dispersión atravesado por la luz.
C : concentración de la dispersión, expresada en g/ml.

d.o.: densidad óptica, o sea log ( I / I ), donde IQ es 
la intensidad de luz incidente e I la intensidad de 

luz transmitida.

Si se emplea la concentración voldmica, es decir, el volumen de me­
tal por unidad de volumen de dispersión, resulta práctico introducir en 

la fórmula 1-30 el coeficiente de extinción voldmico, que simbolizaremos 
con K, que es la densidad óptica por unidad de concentración voldmica 

para un espesor unitario. Por .lo tanto K será igual a:

K Y
lí | TTa3

1-32

De donde se deduce que:
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K 6 vr Im
f ra’2 — 1

,2k ra' + 2
1-33

Si recordamos que *X * = *X / nQ, podemos escribir la expresión

anterior como:

6 ir n . ImK m* - 1
m ,21 +

1-34

Por otra parte, la ley de Lambert - Beer queda expresada de la si 

guiente forma:

K = ■ -----  d. o. 1-35
1 • c

donde c es la concentración volúmica.

Para desarrollar la fórmula 1-33» consideramos, en primer lugar

que:

1-36

Luego desarrollamos el término 

1-34, y tendremos que:

(m*2 - l) / (m*2 + 2) de la fórmula

,2 , 2,2-., 2m' - 1 n - k - 2.i.k,n- n______________ _ o
m'2 +2 n2 - k2 - 2.i.k.b+2n 2

o

luego:

1-37

Im

y ’
m’2- 1 ((n2- k2- nQ2) - 2. i.k.n) £(n2- k2+ 2n

m'2+ 2 ((n2- k2+2nQ2) - 2. i.k.n) ((n2- k2+ 2n

6 . k. n . no
72 ~2 “ 2»2 ' 2 , 2
(n - k + 2nQ J + 4.n .k

o2) + 2. i.k.n)
2 'io ) + 2. i.k.n)

i

1-38

En consecuencia:
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n . kK = 36. Tf— n 3
o (n2 - k2 + 2nQ2)¿ + 4.n2.k2

1-39

de donde

d. o. = (O«43«3.*c) n . k
2^~* (n2— k2+ 2» 2)" ♦ 4.n2.k2

1-40> Z~ „ 3

En esta fórmula se observa que si se conocen todos los parámetros 

que intervienen en el segundo mitu'oro de la ecuación, es posible calcu­

lar teóricamente la densidad óptica de un coloide.
Sin embargo, como se ha señalado también en el párrafo 1-2-7, es 

necesario conocer la concentración en oro de los coloides, cuando se de­

sea calcular el diámetro de sus partículas a partir de una sola lectura 
de densidad óptica. Ante la dificultad de una evaluación suficientemen­
te precisa de la concentración en oro de los coloides terminados, hemos 

preferido adoptar un método relativo, en el cual no es necesario tener 

en cuenta este parámetro.
En efecto, si se realizan las lecturas de densidades ópticas sobre 

la misma dispersión a dos longitudes de onda diferentes 9^ y ^2’ 

relación entre las dos lecturas de densidades ópticas, d.o.^ y d.o.^, 

será igual a:

^o,!3^^ nrki/ (ni2~ ki2 + 2no,i2)' + 4 *1-

(“o,2 n2,k2 / ^n2 “ k2 + 2n0,2 + 4 n2 ’
1-41

En esta ecuación, no interviene la concentración del coloide. En la
misma, n . es el indice de refracción del medio de dispersión a la lon- o,l
giíuB. de onda | n o, el índice de refracción del medio de dispersión 

a>2, n^ y k^ son el índice de refracción y el de absorción a*\^} n2 y 

k2 el índice de refracción y el de absorción a'X?, respectivamente.

En la fórmula 1-41 se observa que la relación entre dos densidades 

ópticas a diferentes frecuencias, es función de las propiedades ópticas 

del coloide en dichas longitudes de onda. En el caso del coloide de oro,
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Roemer y v.Fragstein (96) han podido demostrar que las propiedades ópti­

cas se apartan de las del oro macizo a medida que el tamaño de las par­

tículas disminuye. Si se calculan los coeficientes de extinción volúmi- 
cos, expresados en mm en función de la longitud de onda de la luz in­
cidente, para coloides de distinto tamaño de partículas y para una con­
centración volómica en oro de 10 &, se obtienen las curvas de la figura

1-2.

Fig. 1-2.- Relación entre el coeficiente de extinción K y la
longitud de onda, para tres diámetros de partlcu- 

q o
las diferentes: 35 A (----), 140 A 

280 A (-------------- ).

Para el cálculo de los distintos coeficientes de extinción se uti­

lizaron los valores de n y de k, determinados por Roemer y v.Fragstein 

(96) y los valores de n consignados en el American Institute of Physics 

Handhook,1963,(97,pag. 6-90). El cálculo teórico de los espectros de ab­
sorción de coloides de distinto tamaño de partículas, (Pig. 1-2), per­

mite oomprobar que la variación de la forma de aquellos en función del 

diámetro de las micelas, cuando este valor es menor que 30 mp, está im­

plícito en la fórmula 1-39, y se debe a la variación de los valores de 

n y de k.
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Para la elección de las longitudes de onda en las cuales se reali­
zan las lecturas de densidad óptica, se deben observar una serie de con­
diciones. En primer lugar, los valores de n y de k, cuya medida experi­
mental es complicada, se conocen hasta el momento para las siguientes 

longitudes d§ onda: 436, 492, 526, .546, 578, 612 y 642 nyi.
Es conveniente que en la región elegida no exista la posibilidad de 

que se manifiesten efectos plasmáticos, lo que implica la eliminación de 

la lectura a 436 mp.
Por otra parte, las solución s matemáticas de la ecuación 1-41 para 

distintos tamaños de partículas, deben ser unívocas. Esto lleva a la 
eliminación de las siguientes relaciones: d. o. a 546 mp / d. o. a 492 npi 

y d.o. a 578 mp / d.o. a 642 mp.

La variación de la luz difundida, cuando se pasa de una longitud de 
onda a otra, debe ser despreciable. Si bien esta condición varía con la 

geometría del aparato de medición utilizado, es conveniente que las dos 
longitudes de onda sean próximas. Este problema fue analizado por HEIR—

W GH,1966,(98).
Por otra parte, es conveniente que para una variación pequeña del 

tamaño de las partículas, se observe una variación apreciable de la re­
lación de densidades ópticas en las

Eig.1-3.- Relación entre d.o. a 526 
mp / d.o. a 492 mp (orde­
nadas) y el diámetro de 
las partículas de oro co­
loidal (abscisas).

longitudes de onda elegidas.
De las posibles relaciones, que sa­
tisfacen en mayor o menor grado las 
condiciones expuestas anteriormen­

te, hemos elegido la de d.o. a 526 
mp /d.o. a 492 mp, ya que es la 

que presenta mayor variación con el 
tamaño de las partículas, para dos 

longitudes de onda relativamente 

próximas.
Si se representan los valores 

de la relación de las densidades óp­

ticas a 526 mp y a 492 mp en función 

del diámetro de las partículas, se 

obtiene la curva de la figura

1-3
En dicha curva se púede determinar el diámetro medio 'de las partí­
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mayor densidad óptica. Si se representan

culas de oro coloidal, por interpolación.
Es posible trabajar con la relación d.o. a 546 mp / d.o. a 612 mp, 

solo cuando se dispone de un espectrofotómetro en el que la medición de 
luz difundida es mínima, dado que el efecto de difusión es más evidente 

a medida que aumenta la longitud de onda.

Otro camino para analizar el espectro de absorción de una disper­
sión de oro coloidal, se realiza considerando su forma y su pico de ab- 

sorbancia. Si las partículas son v. féricas, se obtienen máximos bastan­

te bien delimitados y es posible lograr una información aproximada so­

bre su tamaño, determinando la longitud de onda en la que se observa la 
estos valores en función del 

diámetro medio de las partícu­
las coloidales, se obtiene la 

recta indicada en la figura
1-4, que permite determinar es­

te parámetro, por interpola - 

ción. La posibilidad de extra­
polar los picos para tamaños 
pequeños, fue comprobada, por 

Morriss y Collins (8l), quie­

nes calcularon un máximo de ab- 

sorbancia situado a 518 mp a- 
proximadamente, para un coloi­

de cuyas partículas poseen un 

diámetro de 6 mp.

Este análisis permite fijar con cierta precisión el dominio de apli­
cación del método fundamentado en la relación de densidades ópticas. En 
efecto, ya que éste concierne solamente a aquellas dispersiones que con­

tienen partículas de un diámetro medio de hasta 30 mp, la fórmula 1-41 
será válida únicamente para aquellos coloides cuyo espectro presenta un 

máximo de absorbancia a una longitud de onda de 529 mp o menor. Por otra 
parte, es posible comparar los resultados obtenidos con ambos métodos, 
(relación de densidades ópticas y longitud de onda de máxima absorbancia) 

siendo generalmente aceptable la concordancia observada.

Es necesario señalar que una pequeña variación en los valores expe­

Pig.I-4.- Relación entre la longitud de 
onda del pico de absorbancia 
máxima, (ordenadas) y el diá­
metro de las partículas de o- 
ro coloidal, (abscisas).
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rimentales de la longitud de onda de absorbancia máxima, entraña un cam­
bio importante en los diámetros hallados. Esto indica, que el error expe 

rimental que se comete con este método es elevado.
Por otra parte, si se observara una alteración significativa de la 

forma de los espectros, es licito suponer que las partículas no poseen 

geometría esférica, según lo observado por Gans.(59)- Si bien Milligan y 

Morriss (19) han demostrado que las partículas de los coloides de oro, 
normalmente son de forma cubotetrahédrica, la misma puede asimilarse a 

la esférica desde el punto de vi: a óptico.

1-3-1-2.- Determinación de la concentración en oro.-

Una consecuencia importante del método estudiado, es la posibilidad 

de determinar experimentalmente la concentración en oro de los coloides.
Dicha determinación es engorrosa y lenta si se realiza por métodos 

químicos ordinarios. PIJCK,1965,(99) ña propuesto un método para deter­
minar la concentración en oro, en coloides de dicho metal, recurriendo 

al análisis por activación.
Se puede calcular la concentración c, expresada en volumen de oro 

por unidad de volumen de dispersión, a partir de la fórmula 1-35« Luego:

c d, o,
0.43. K.l 1-42

donde d.o. es la densidad óptica, K es el coeficiente de extinción 
volúmico y 1 es el espesor de dispersión atravesado por la luz inciden­
te.

Si deseamos calcular la concentración G, expresada ahora en ^ig de 
oro / mi de dispersión, utilizando al mismo tiempo el coeficiente de ex­

tinción volúmico, debemos emplear la fórmula 1-43:

C = --------------------- x 4.49 x 107 1-43
.< K. 1

' Para una longitud de onda determinada, por ejemplo 526 npi, se pue­
de calcular el valor de K mediante la fórmula 1-39, suponiendo un valor 

de C y del diámetro medio de las partículas. La elección del valor de 

526 mp, se hizo considerando que se conocen las propiedades ópticas del
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coloide para esa longitud de onda? además para valores menores de esta 

magnitud, comienza a manifestarse con más intensidad el efecto plasmá­

tico señalado por Seraphin (85). Para frecuencias menores, la determi­
nación de la densidad óptica puede verse afectada por las condiciones 
experimentales, en especial por las características del espectrofotóme— 

tro utilizado, en lo que se refiere a la luz difundida. Es necesario 

destacar, que en este caso se analiza el problema de una sola lectura 
de densidad óptica, a una longitud de onda determinada.

Hemos calculado-, mediante las fórmulas 1-39 y 1-40, la densidad óp­
tica a 526 m¿i, de un sol que posee una concentración de 10 jug de oro / 

mi de dispersión, en función del tamaño de sus partículas, utilizando 
los valores de n y de k determinados por Roemer y.v.Pragstein (96)» Ade­

más hemos obtenido dicha función con los n y k del oro macizo* tomando 
como base los valores de Jeppesen y Bario* (78).

De las dos funciones calculadas, para el sol de oro y para el oro 

macizo, la que tiene en cuenta los valores de n y de k para coloides, de­
biera ajustarse más a la realidad. Sin embargo, el efecto plasmático, no 
tenido en ouenta en nuestros cálculos, produce un aumento de la densidad 

óptica de los soles, cuyas partículas poseen un tamaño menor que 15 nyn.

La dificultad de evaluar cuantitativamente el aporte debido a este efec­

to, y la estimación de los errores experimentales que se cometen al a- 

doptar uno u otro criterio, nos ha llevado a caloular una nueva función, 
que por compensación de errores permite obtener la densidad óptica para 
distintos diámetros de partículas, más ajustada a la realidad experimen­

tal. Estos valores se obtuvieron promediando para cada tamaño de partí­
culas, los calculados según los dos criterios mencionados anteriormente.

Con el fin de facilitar la determinación experimental de la concen­
tración en oro de los coloides, hemos elaborado, sobre la base de los 
cálculos descriptos, un nomograma, que permite conocer la concentración 

del sol de oro a partir de la densidad óptica a 526 mji y del tamaño de 

partículas, determinado por el método descripto anteriormente.

En el nomograma de la figura 1-5, la primera columna corresponde al 
diámetro medio de las partículas del preparado. A la derecha de dicha co­
lumna, se han indicado los valores de la relación d.o. a 526 mji / d. o. 

a 492 mji. En la segunda columna, se da la concentración del sol de oro 
expresada, en ^ig/ml. Hay que destacar que dicha concentración correspon­

de a la de una determinada dilución del coloide, (en nuestro caso 1:100),
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Pig» I—5«~ Nomograma para el cálculo de la concentración de soles de oro
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valor que debe tenerse en cuenta para calcular la oonoentraoión real de 
la nuestra analizada. Por último, en la tercera oolumna, se expresa la 
densidad óptica del sol a 526 mji.

Sq el nomograma original, ouya dimensión es diferente al de la fi­
gura 1-5* la escala en la primera oolumna está dada por la eouaoiónt

y^ . 24.5 - 0.06 . d 1-44

donde y, es la distancia en oentlmetros desde el extremo inferior 1 •y d es el diámetro medio de las partloulas expresado en A.

La eouaoiont

y2 - 20.9 . log C - 17 1-45

define la escala de oonoentraoión en la segunda oolumna, que se en­
cuentra a 7*7 om de la primera. Eki esta oolumna y? es la distanoia en 
centímetros desde el extremo inferior del segmento y C es la concentra­
ción del sol expresada en pg/ml.

La esoala de la tercera oolumna, ubicada a 9* 5 <*> de la primera, 
sigue la ecuaoiónt

y3 - 21.30 + 25.82 . log (d.o.) 1-46

donde nuevamente y^ es la distanoia en oentlmetros desde el extre­
mo inferior de la oolumna, mientras que d.o. es la densidad óptioa del 
sol a 526 mp.

1-3-2.- Estudio Experimental Crltioo de los Métodos.-

Haremos una desoripoión del material, equipos y téonioas utilizadas 
así como de las experiencias realizadas, a los fines de evaluar el méto­
do de determinación de tamaño de partloulas y establecer la oorrelaoión 
existente entre los datos proporcionados por la miorosoopla eleotrónioa 
y por la espeotrofotometrla de absoroión. Por otra parte, se inoluye una 
verificación experimental del método espectrofotométrioo, que permite de 
terminar la oonoentraoión en oro de los soles de este metal.
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I-3-2-1.- Oro Coloidal Radiactivo.-

Se utilizaron los coloides de oro radiactivo (198-Au) producidos 

por e'1 Departamento de Radioelementos del Centro de Estudios Nucleares 

de Saclay, Francia, identificados en las especificaciones del Comisaria- 
do de Energía Atómica del año 1964,(100), con las siglas S-2 y S-6.

Características de los coloides:
S-2 : Concentración en oro, 3.5 mg/ml; en gelatina, 30 mg/ml; en

glucosa, 2 mg/ml; en cloruro de sodio, 5 mg/ml; en ácido as­

còrbico, 7 mg/ml; en oxo iónico, menos que 2%.

Tamaño declarado de partículas: entre 20 y 40 mu; pH entre 5 

y 7; estéril, isotónico y carente de piretógénos.
S-6 : Concentración en oro, 3.5 mg/ml; en gelatina, 30 mg/ml: en 

glucosa, 200 mg/ml; en cloruro de sodio, 5 mg/ml; en oro 

iónico, menos que 2%.

Tamaño declarado de partículas: entre 4 y 5 nyx; pH entre 5 
y 7? estéril y carente de piretógenos.

I-3-2-2.- Microscopía Electrónica.-

Se dispuso de un microscopio electrónico JEM modelo 6 A.

Se trabajó con una tensión de aceleración de 100.000 Voltios.

Se lograron aumentos directos de 50.000 los Que por ampliación
fotográfica se llevaron a valores de hasta 600.000 x.

Preparación de la muestra: se dejó secar a temperatura ambiente una 
microgota del coloide de oro radiactivo sobre una grilla de carbón. Pro­
ducida la desecación, se lavó la grilla con agua destilada a 400 C has­
ta desaparición casi total del color sobre la misma.

Fotomicrografías Electrónicas: se obtuvieron del material desecado.
Cálculo de D^, Dp, y D^ : se midió con compás de espesor, de 200 a 

400 partículas y se hizo el histograma de distribución. Para los cálculos 

délos distintos diámetros medios se utilizaron las fórmulas 1-13, 1-14 

y 1-15, respectivamente. Asimismo se calcularon los valores de R^ y R^ 
propuestos por Marón y Eider (43).(>)

(') Agradecemos al ingeniero H. 0kuzu»i del Servicio de Física del Sóli­
do y de Resonancia Magnética, del Centro de Estudios Nucleares de Sa- 
clay, Francia, la colaboración crestada en las observaciones en el 
microscopio -electrónico
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I-3-2-3.- Bspeotrofotometría.-

Se trabajó con un espectrofotómetro Jobin — Yvon, tipo Maroc, de 

una fotocélula, ventana variable y cubetas de 1 era.
Mediciones s se efectuaron sobre una dilución al 1.00% del coloide 

original en agua destilada. Como blanco se utilizó una 
solución al 1% del medio de dispersión.

Lecturas de densidad óptica, (d.o.): se realizaron 
cada 10 mp entre 650 y 600 mp

cada 5 mP enxre 600 y 530 mp

cada 1 mp entre 530 y 5^5 "V1

cada 5 entre 515 y 4-80 mp
cada 10 mp entre 480 y 400 mp
En el ultravioleta se realizaron cada 10 mp hasta 

240 mp.
Además se hicieron lecturas en 642, 612, 578, 546, 526, 492 y 436 

mp, dado que se conocen las propiedades ópticas del coloide para esas 

longitudes de onda. Se prestó especial atención a las lecturas en '526 mp 
y 492 mp y a la determinación del pico de absorbancia máxima. Las expe­
riencias espectrofotométricas y las de microscopía electrónica se efec­

tuaron en el más corto plazo después de la entrega del coloide.

I-3-2-4.- Resultados cualitativos.-

En lo que concierne a los espectros obtenidos (fig. 1-6), se ha po­
dido comprobar, en general, un acuerdo satisfactorio con los logrados 
por Seraphin (85), Turkevich y col. (80), Loremus (92) y Milligan y Mor- 

riss (19).

No pudimos observar el pequeño pico en 630 mp, encontrado por PABRI- 

KANOS y col., 1963,(lOl). Esta pequeña diferencia podría atribuirse a mé­
todos de preparación diferentes del coloide.

Cuando se hicieron las observaciones en las condiciones indicadas, 
las determinaciones.coincidieron también en el ultravioleta con las de 
Seraphin (85), encontrándose un pico alrededor de 300 mp, cuya altura se 

hizo mayor a medida que disminuyó el tamaño de las partículas del coloi­

de analizado, lo que está de acuerdo con la teoría.

Cuando se usó agua aest'ilada como blanco, la fuerte absorbancia de 

la gelatina en la región mencionada, enmascaró los resultados. Sin em­
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bargo en la región del espectro visible, los valores de las densidades 

ópticas con los dos blancos diferentes fueron perfectamente coinciden­

tes; ósto constituye una prueba indirecta de que las constantes ópticas 
del oro coloidal no varían apreciablemente, cuando éste está protegido 
con gelatina, en las diluciones usadas.

En lo que concierne a la comparación de los espectros obtenidos 

con los calculados teóricamente, (ver Pig. 1-2), se observó una con­

cordancia satisfactoria, aunque e comprobó sistemáticamente un pe­

queño achatamiento de los picos experimentales con respecto a los 
teóricos. Esta diferencia podría ser atribuida a la técnica experi­

mental utilizada, o a factores independientes del método, como ser 
la presencia de partículas no esféricas o a la heterodispersión del 

sistema.

I-3-2-5.- Resultados Cuantitativos.-

Hemos trabajado con cinco dispersiones S-2 y cinco S-6.

En la tabla 1-1 se resumen las principales características de los 

coloides utilizados, así como los resultados logrados con los métodos 
aplicados. Se indican los diámetros medios calculados a partir de la 
relación d. o. a 526 nyji / d.o. a 492 mjt, los diámetros obtenidos con 
el pico de absorbancia máxima y la concentración en oro de los co­
loides originales, determinados espectrofotométricamente.

Los datos de microscopía electrónica se consignan como los diá­
metros medios D^T, y D^, así como las relaciones y R^.

Las muestras 1 a 5 son coloides S-6, mientras que los preparados 

6 a 10 son dispersiones S-2.

Los valores espectrofotométricos representan el promedio de las 
determinaciones realizadas con por lo menos tres diluciones del mis­

mo coloide.
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Kn la figura 1-6 se presentan los espectros de absorción de 

las muestras 1 y 8 de la tabla I—1» determinados en un caso, con 

un blanco de agua destilada y en el otro, con uno del medio de 

dispersión diluido al 1%.

Erg. 1-6. - Espectros de absorción de dos coloides de 198—Au 
cuyas partículas poseen diámetros diferentes, 

(muestras 1 y 8 de la tabla I-l).

Curvas a: blanco, agua destilada.
Curvas b: blanco, medio de dispersión diluido al 1$.

En las figuras 1-7 y 1-8 se pueden observar las fotomicrogra 

fías electrónicas de estos coloides; en las figuras 1-9 y 1-10 se 
presentan los histogramas de distribución correspondientes.
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Fig. 1-7.- Fotomicrografia Electrónica del coloide 1 de la 
Tabia 1-1.-

Aunento Total: 160.000 x.

Fig. 1-8.- Fotomicrografía Electrónica del coloide 8 de la 

Tabla I—1.-

Aumento Total: 160.000 x.
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Pig. 1-9.- Histograma de distribución de tamaños de las par­
tículas del coloide 1 de la Tabla 1-1.-

Pig. I—10.— Histograma de distribución de tamaños de las par­
tículas del ooloide 8 de la Tabla 1-1._

Puede observarse que los resultados obtenidos con la muestra núme­
ro 5 de la Tabla I—1 difieren de los que podrían esperarse de un coloide 
de oro de tipo S-6.

En la figura 1-11 se presenta su espeotro de absoroión.
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Fig. 1-11.- Espectro de absorción del coloide 5 de la Tabla 1-1.-

En la figura 1-12 se muestra la fotomicrografia electrónica cor­

respondiente, en la que, aun sin considerar los agregados que proba­
blemente son artificios de preparación, es evidente la presencia de 
partículas de tamaño superior al normal.
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Fig. 1-12.- Fotomicrografía Electrónica del coloide 5 ¿Le la 
Tabla 1-1.- Aumento Total: 200.000 x.

En general se comprueba que los valores del diámetro medio obteni­
dos a partir de la relación d.o. a 526 nju / d. o. a 492 m^t, son siempre 

superiores a D^, superiores o inferiores a Dg e inferiores a D^. Esta 

comparación con los datos provistos por la miorosoopía electrónica, es 
necesaria a fin de conocer la significación del valor obtenido por espec 

trofotometría. Los diámetros D^, Dg y son solo iguales si la muestra 
es perfectamente homogénea. Guando existen partloulas de distinto tamaño 

las grandes ejercen una influencia mayor Sobre la absorbancia que las 
pequeñas, por lo que es lógico suponer que el diámetro obtenido por es- 

pectrofotoraetría corresponde a Dg o a D^. Analizando la fórmula 1-30, se 

puede observar que los coeficientes de extinción, y , son función de 
a^j por lo tanto es válido suponer que los diámetros medios espectrofo- 

tométricos debieran corresponder a D^.

Hemos completado el estudio crítico del método, trabajando con mués
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tras preparadas por mezcla, en distintas proporciones, de dispersiones 

de partículas de tamaño conocidq, para lo cual hicimos las experiencias 

siguientes: se determinó el diámetro de las partículas coloidales de las 

muestras números 1 y 3 de la Tabla 1-1. Luego se mezclaron en proporcio­

nes variables, y se repitieron los análisis espectrofotométricos. Los da 
tos correspondientes a la microscopía electrónica se calcularon tomando 
como base los histogramas de distribución de las muestras originales y 
admitiendo una distribución en diámetros, superficie y volumen. Para e- 

11o se utilizaron las fórmulas 1-13 a 1-15, aplicando cada función de 
distribución a las distintas cantidades de coloides originales utiliza­
das.

Los resultados están resumidos en la Tabla 1-2. En la misma, 2a^ es 
el diámetro medio determinado a partir de la relación d.o. a 526 m|l / 

d.o. a 492 nyjt y 2a^ corresponde al diámetro obtenido a partir de la lon­
gitud de onda de absorbancia máxima.

Tabla 1-2.- Cuadro comparativo de los resultados de las determinaciones 
del diámetro medio de oro coloidal radiactivo, efectuados 
por microscopía electrónica y espectrofotometrla, sobre mez» 
cías que contienen proporciones variables de dos dispersio­

nes diferentes.

Mezola Volumen de 
coloide 8

Volumen de 
coloide 1 dn DS DW 2 al 2 a2

n* - -
4
A

•
A

•
A

•
A A

l(') 5 0 188 222 238 225 245

2 5 1 75 172 234 212 218

3 4 1 72 165 232 204 196

4 3 2 64 129 222 183 170

5 2 3 60 105 205 158 122

6 1 4 59 87 178 128 122

7(") 0 5 58 74 99 86 50

(') Muestra 8 de la Tabla 1-1. 

(”) Muestra 1 de la Tabla 1-1.
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Se puede observar que los valores del diámetro medio obtenido a 
partir de la relación de d.o. a 526 mjj. / d.o. a 492 mp, están nuevamen­

te comprendidos entre Dg y D^. Lógicamente en este caso, los errores co­

metidos en la determinación de los diámetros medios y de los distintos 
histogramas de distribución, por microscopía electrónica, afectan los 
resultados en forma importante.

Fig. 1-13.- Comparación de los diámetros medios obtenidos por microscopía 
electrónica y espectrofotometrla, de mezclas en proporciones 
variables de las muestras 1 y 5 de la Tabla 1-1. Diámetros me­
dios (ordenadas) en función de la cantidad porcentual de mues­
tra número 8 de la Tabla 1-1. DTT, Do y D.. han sido calculadosNSW
mediante las fórmulas 1-13 a 1-15. D corresponde al diámetro o
medio determinado a partir de la relación d.o. a 526 my. / d.o. 
a 492 nyi.
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Si se representan los distintos diámetros medios, calculados a par­

tir de los histogramas de distribución obtenidos por miorosoopla electró­

nica, asi como los diámetros medios determinados espeotrofotométricamen- 
te, en funoión de la santidad de muestra número 8 de la Tabla 1-1 presen­
te en las mezclas, se obtienen las curvas de la figura 1-13.

De la forma de estas curvas se puede deducir que la progresión de 
los diámetros medios obtenidos por espectrofotometria se ajusta más a 
los oalculados suponiendo una distribución de tamaños en volumen.

Los diámetros establecidos t partir de la longitud de onda del má­

ximo de absorbanoia son de interpretación más difícil, y solo tienen in­

terés como guia para el trabajo.

I-3-2-6.- Concentración en oro. Verificación Experimental.-

Con el fin de proceder a la verificación experimental del método ex­
puesto en el párrafo 1-3-1-2, hemos representado los valores teóricos de 
la densidad óptica a 526 m|i de un coloide de oro de 10 pg/ml, para dis­

tintos diámetros medios de partículas, oalculada de acuerdo con lo men- 
oionado en dicho párrafo. En la misma recta se han indicado además con 
fines comparativos, varios puntos, que corresponden a las densidades óp- 
tioas a 526 mp, establecidas experimentalmente, divididas por 0.1 C, don­
de C es la concentración de la dilución ensayada, expresada en pg/ml, de­
terminada prácticamente por análisis radiométrico.

Para realizar estas comprobaciones, hemos preparado por una parte, 

distintos coloides de 198-Au, tal como se detallará en el Capitulo II.
Por otra parte, empleando oro metálico radiactivo (198-Au) de igual ac­
tividad específica, se preparó en cada caso una solución patrón de áoi— 

do oloroáurico, ataoando el oro metálico oon agua regia caliente. El vo­
lumen final de la solución de ácido oloroáurico era igual al del coloi­
de.

Por otra parte, se han analizado los coloides mediante cromatogra­
fía sobre papel, según lo que se indicará en el Capitulo II, para garan­
tizar la ausencia de oro iónico. En todos los casos, la conoentraoión de 
3 98-Au no coloidal fue inferior a 1%.

La funoión teórica calculada, asi como los puntos experimentales 
obtenidos en la forma descripta, se han indicado en la figura I—14.

Se puede observar en la figura I—14, que la concordancia entre la
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concentración determinada por análisis radiométrico y por espectrofoto— 

metría, es mejor que el 10%. Las diferencias entre ambos valores, se dis­

cutirán más adelante, pero es necesario destacar que las mismas son pe­
queñas, si se tienen en cuenta loa errores experimentales posibles.

1-3-3«- Estudio del oro coloidal radiactivo en diferentes condiciones.-

Una vez establecido que los métodos espectrofotométricos descriptos 

permiten determinar el diámetro me'io de las partículas y la concentra­
ción en oro de los coloideo de 198-Au con buena aproximación, creimos 

oportuno estudiar las dispersiones en distintas condiciones físicas o 

químicas, con el fin de determinar si se producen cambios apreciables 

en estos parámetros en dichas circunstancias.

1-3-3-1«- Diluoión en distintos medios.-

Las primeras experiencias realizadas con dicho propósito, se efec­

tuaron diluyendo el coloide de 198-Au en distintas soluciones que con­
tenían algunos de los constituyentes del medio de dispersión.

En especial nos pareció interesante determinar si habla alguna 
variación en el tamaño de las partículas o en su forma, al preparar una 
solución al 1%, usando como disolvente GlWa al 0.9^>. Esta manipulación 

se efectúa generalmente cuando se inyectan las dispersiones coloidales 
de 198—Au a seres humanos o a animales de laboratorio.

Por otra parte, en las especificaciones del Comisariado de Energía 
Atómica de Francia (100), figura una dispersión identificada oon la si­

gla S-3. La misma es una dilución del coloide S-2 en gelatina al 3%, y 
se utiliza como trazador con diversas finalidades diagnóstioas. Por lo 

tanto se estudió el tamaño de las partículas de coloides de 198-Au di­
sueltos en gelatina al 3%, con o sin esterilización posterior en auto­
clave, a 121 *C, durante 30 minutos. También se estudió la influencia 

de la dilución al 1% en una solución comercial de gelatina, que óontie— 

ne distintos electrolitos, como ser el "plasmagel".

Los resultados de todas estas experiencias están resumidas en la 

Tabla 1-3 para el caso de un coloide S-2. El blanco utilizado fue siem­
pre igual a la solución con la que se efectuaron las diluciones.

Las mismas experiencias realizadas con un coloide de tipo S-6, arro­
jan los resultados que se consignan en la Tabla 1-4.

Comisión Nacional de Energía Atómica
biblioteca
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Pabla 1-3.- Efecto del diluyente sobre el tamaño de partículas. 

Coloide de 198-Au S-2.

Experiencia Diluyente d.o. a 526 nyi
d.o. a 492 mji 2 a Pico 2 a Observacio­

nes

- - -
•
A mji

•
A -

1 Agua
Destilada 1.3915 245 527 245 -

2 C1 Na al 
o.<$ 1.3553 230 528 268 -

3 Gelatina 
al 3% 1.3510 228 530 316 -

4

Gelatina 
al 3$ oon 
esterili­
zación 
posterior 
en auto­
clave a

121 *.C

1. 3663 235 534 414 pioo ohato

5 Plasmagel 1. 3*48 225 527 245 -

6
Medio do 
disper­
sión

1.3111 210 526 218

■
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Tabla 1-4.- Efecto del diluyente sobre el tamaño de partículas. 

Coloide de 198-Au S-6.

Experiencia Diluyente d. 0. a 526 nyu. 2 a Pico 2 a Observacionesd. 0. a 492 nyu

— — — A m¿i A —

1 Agua
Destilada 1.1313 119 520 80 -

2 C1 Na al 
0.9$ 1.1275 116 520 80 -

3 Gelatina 
al 3$ 1.0994 100 519 50 -

4

Gelatina 
al 3$ con 
esterili­
zación 

posterior 
en auto - 
clave a
121 °C

1.1206 113 528 268 pico chato

5 Plasmagel 1.1208 113 519 80 -

6
Medio de 
disper­
sión

1.1182 112 523 148

En todos los casos las diluciones fueron efectuadas al 1$>.

Los valores consignados representan el promedio de por lo menos tres
determinaciones efectuadas en iguales condiciones.

De los resultados obtenidos se puede concluir que el tamaño de las
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partículas de oro coloidal radiactivo, solo varía en forma apreciadle, 

cuando se lo diluye en una solución de gelatina, y se procede a una es­
terilización en autoclave a 121° G durante 30 minutos, de dicha dilu­
ción. En las figuras 1-15 y I-l6 se ha efectuado una comparación de los 

espectros obtenidos en las experiencias número 3 y 4 de las tablas 1—3 

v 1-4.

Eig. 1-15.- Comparación de los espectros de absorción obtenidos en las 

experiencias 3 y 4 de la Tabla 1—3»
Curva 1: Dilución en Gelatina al 3$ sin esterilización pos­

terior.
Curva 2: Dilución en Gelatina al' 3/® con esterilización pos­

terior.
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h’ig. 1-16.- Comparación de los espectros de absorción obtenidos en las 

experiencias 3 y 4 de la Tabla 1-4.

Curva 1: Dilución en Gelatina al 3/ó sin esterilización pos­
terior.

Curva 2: Dilución en Gelatina al 3% con esterilización pos­
terior.

Los espectros obtenidos con lai diluciones esterilizadas posterior­
mente, permiten suponer que estamos en presencia de una alteración de la 
forma de las partículas o de un principio de aglomeración de las mismas, 
si bien esto último es difícil de admitir en presencia de un exceso de 

gelatina. Es importante observar que los valores de los diámetros medios 
obtenidos a partir de las relaciones d.o. a 526 np. / d.o. a 492 mp, en 

las experiencias número 4 de las tablas 1-3 y 1-4, demuestran que no se 
puede aplicar dicho método en estos casos.
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Cabe señalar, que se observa un efecto semejante, aunque no tan pro 

nunciado, cuando se esteriliza una dilución al 1$ del coloide en agua 

destilada.

I-3-3-2.- Influenoia de la temperatura.-

Se ha determinado la influencia de diversas condiciones térmicas so 
bre el tamaño de las partículas coloidales. Esto puede ser útil, ya que 

cuando se envían estos preparados por vía aérea a los centros de consumo 

se los suele mantener en una cáma. fría a - 4 *C. Por otra parte, en mu 
chos casos, antes de inyectar el radiocoloide en seres humanos, se lo 

lleva a 37 cC.
Para estudiar esta cuestión se sometió la muestra número 9 de la ta 

bla 1-1 a la influencia de distintas condiciones térmicas. Para ello se 
la dividió en tres porciones. La primera se mantuvo durante 24 horas a 

37 0C y la segunda a - 4 *C por igual lapso. La tercera fue sometida a 
una temperatura de - 4°C durante 7 horas, luego fue dejada a temperatu­
ra ambiente (25 *C) durante una hora, jr por último se la mantuvo a 37° C 
durante 16 horas.

En la tabla 1-5 se resumen los resultados obtenidos. Las muestras 

tratadas en la forma indicada anteriormente, se consignan como 9-a,

9-b y 9-o, respectivamente.

Tabla 1-5.- Influencia de distintas condiciones térmicas sobre el diáme­

tro medio de las partículas de un coloide de 198-Au.

Muestra d.o. a 526 mu
d.o. a 492 mp Diámetro medio Pico Diámetro medio

-
•
A mp

•
A

9 1.3507 228 527 245

9-a 1. 3600 232 528 268

9-b 1.3655 234 528 268

9-c 1.3558 230 527 245
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Gomo se puede observar, el tamaño de las partículas no sufrió ningu 

na variación debido a las condiciones térmicas a las que fue sometido el 
coloide. El estudio de los espectros no permite suponer tampoco una alte 
ración de la forma de las partículas.

Cabe señalar, que en este caso se han confirmado los resultados con 
observaciones en el microscopio electrónico, las cuales permitieron esta 

blecer que los histogramas de distribución de tamaños no varían en forma 
apreciable.

I-3-3-3-- Influencia de la Dilución.-

El efecto del grado de dilución sobre el tamaño de las partículas 

del coloide de 198-Au, presenta interés por cuanto estos radiocoloides 
se inyectan en seres humanos o en animales de laboratorio, diluidos en 

distinta proporción, según la actividad de la muestra.

Por otra parte, creimos oportuno investigar, si la dilución elegi­
da para determinar el tamaño de las partículas según 'el método propues­

to,' era lo suficientemente elevada como para que no se observen fenóme­
nos de difracción múltiple. Si éste fuera el caso, los diámetros deter­
minados sobre diluciones diversas hubieran diferido.

Para estudiar el problema, hemos preparado diluciones crecientes 
de distintas muestras de oro coloidal radiactivo, con agua destilada.
Los resultados obtenidos so resumen en la Tabla 1-6.

Asimismo hemos comparado la concentración final, calculada a partir 

de la dilución efectuada, tomando como real la más concentrada, ( conc. 
cale., en la Tabla 1—6), con la determinada espectrofotoraétricamente a 

partir de la absorbancia a 526 m^i, (conc. exp. , en la Tabla 1-6).

Los resultados obtenidos indican que el tamaño de laspartículas de 
oro coloidal radiactivo no varía apreciablemente, en los rangos de con­
centración estudiados, hecho que conviene tener en cuenta cuando se es­
tudian las propiedades biológicas de estos preparados.

Por otra parte, las concentraciones establecidas a partir de 1 as 
absorbancias a 526 mji, son coincidentes dentro del 10$, con las calcu­
ladas a partir de las diluciones efectuadas.
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Tabla 1-6.- Influencia del grado de dilución sobre el tamaño medio de 

las partículas- de coloides de 198-Au.

Preparación Dilución Conc.
Calo.

Conc.
Exp.

d.o. a 526 nui 2 a Pico 2 ad. 0. a 492 mji

- - ¿tg/ml pg/ml -
•
A mp

*
A

1 1 : 100 48 48 1.3349 221 525 196

1 1 : 20Ó 24 23 1.3377 222 525 196

1 1 s 300 16 15 1.3399 223 525 196

2 1 s 50 76 76 1.0277 45 519 50

2 1 j 100 38 38 1.0246 42 519 50

2 1 s 200 19 19 1.0258 43 519 50

La determinación de las densidades ópticas a distintas longitudes 

de onda, en función de la concentración, permitió comprobar que en las 

condiciones experimentales consignadas, los preparados cumplen con la 
ley de Lambert - Beer.

La constancia de los diámetros de las partículas en distintas con­

centraciones, indican indirectamente la ausencia de difracción múltiple.

1-3-3-4.- Influencia del pH.-

La influencia de variaciones de pH es importante durante el proce­

so de preparación de los coloides? pero cuando las mismas se producen en 
la dilución al 1% de las dispersiones terminadas, no afectan en forma 

inmediata y apreciable, el diámetro medio de las partículas.
Se experimentó oon diluciones al 1$ (pH = 6.4), de un coloide cu—

o
yas partículas poseían un diámetro medio'de 221 A, y que fueron lleva­

das a pH 7.6 y 3.5» En el primer caso, el diámetro medio observado fue
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nuevamente 221 A, y la dilución se mantuvo estable durante un tiempo pro 

longado.
Cuando l,a dilución se llevó a pH 3.5, el diámetro medio calculado a 

partir de su espectro, ouya forma no habla sufrido mayores alteraciones, 

era de 222 A. Sin embargo debe mencionarse el hecho de que, parte del oo 

loide precipitó al cabo de una semana, presentando el sobrenadante un oo 

lor azul violeta y un espectro muy achatado.

1-4.- DISCUSION.—

El estudio de los distintos métodos que han sido considerados en el 

párrafo 1-2, con el fin áe evaluarlos como técnicas de análisis rutina­

rio de los coloides de 198-Au, permite desestimar la ultramicrosoopla, 

la ultrafiltración, la diálisis, los métodos osmóticos y aquellos que 

emplead la difracción de rayos—X, dadas las apreciaciones efectuadas en 

oportunidad de su tratamiento.

La aplioaoión de la velocidad de sedimentación puede considerarse 

poco probable, hasta tanto no se hayan logrado resolver los diversos pro 

blemas experimentales que involucra.

Puede afirmarse que hasta el momento, la microscopía electrónica ha 

sido prácticamente el camino de elección para determinar el diámetro de 
las partículas de estos radiocoloides. Sin embargo conviene recordar las 

limitaoiones del método, señaladas en el párrafo 1-2-6. Además debe te­

nerse en cuenta que esta técnica es demasiado larga y engorrosa, como 
para ser adaptada a determinaciones corrientes de aquel valor.

En este sentido nos pareció útil disponer de un procedimiento más 

simple y que faoilitara efectuar la determinación en plazo breve. Al pro 

pió tiempo, la técnica elegida deberla ser lo suficientemente exaota co­

mo para permitir la correcta evaluación del parámetro en estudio.

La coloración de la dispersión, asi como el hecho de que el tamaño 

de sus partículas es más pequeño que la longitud de- onda de la luz visi­

ble, nos impulsó a utilizar la espectrofotometrla de absoroión.

Para interpretar correctamente los resultados obtenidos por este 

camino, conviene tener en cuenta algunas consideraciones adicionales.

Serla interesante obtener un conocimiento acerca del diámetro glo­
bal de la partícula de oro envuelta en su capa protectora de gelatina o
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de í/Py, eventualmente, del espesor de lk envoltura. La resolución de 

este problema hace necesaria una serie de aproximaciones, ya que se des­

conocen las propiedades ópticas de estos agentes estabilizantes, ouando 

recubren una partícula de oro coloidal. Por otra parte, los cálculos ne­
cesarios serian más engorrosos y los datos que eventualmente se podrían 

establecer en forma aproximada, no justifioan esta complicación. En nues­

tro caso, se obtiene el diámetro de la partícula ooloidal sin su capa 

orotectora, y, en las diluciones utilizadas, el efecto de la misma sobre 

el coeficiente de extinción es prácticamente despreciable. El diámetro 

de las partículas obtenido de esta manera, junto con el conocimiento del 

valor.de la concentración en oro del coloide, es suficiente para calcu»- 

lar el número de partículas contenidas en la unidad de volumen de la 

dispersión, dato que conviene conocer para interpretar ciertas propie­

dades biológicas de estos preparados.

Por otra parte, el diámetro de las partículas coloidales calculado 

a partir de la relación de las densidades ópticas determinadas a dos lon­
gitudes de onda diferentes, es el que se obtendría si todas las partícu­

las tuvieran teóricamente el mismo tamaño. En la práctica, las dispersio­

nes analizadas contienen partículas do distintos diámetros, que pueden 

ser ordenadas en un número restringido de grupos, relativamente homogé­

neos.

En estas condiciones, los coeficientes de extinción medidos repre­

sentan la suma de los coeficientes do extinción que se obtendrían sepa­

radamente oon cada grupa de partículas, supuestamente distribuidas en el 

mismo volumen de fase dispersante.

Según van de Hulst (51» pag. 16 y 129)» si las partículas poseen un 

radio diferente, existiendo N (a) da partículas, cuyo radio está compren­

dido entre a y a + da, el coeficiente de extinción, , será igual a:

xoo
Y = / Qext • N (a) a2 . da 1-47

/o

En esta ecuación hay que indicar que no solamente varía en fun­

ción de 2 'TI' a / sino también según los distintos valores de n y de

k.
El análisis de una dispersión coloidal heterogénea, y la obtención 

de los resultados bajo la forma de la función de distribución correspon-

valor.de
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diente, requiere el enpleo de computadoras electrónicas, dada la comple­
jidad de los oáloulos a realizar. Para efectuarlos, es necesario intro­
ducir en los programas los valores de a, de *> ', de n y de k, supuestos 
teóricamente o determinados en forma experimental. Debe señalarse, que, 
como lo han observado Xorriss y Gollins (8l), las computadoras no dife­
rencian entre números reales e imaginarios; por lo tanto este problema 
debe ser resuelto por el programador.

En el oaso de los ooloides estudiados por nosotros, se conooen so­
lamente los valores de n y de k pa_u las longitudes de onda señaladas en 
el párrafo 1-3-1-1, y para tres diámetros de partículas» 35» 140 y 280 
A. Si bien podrían eventualmente obtenerse valores intermedios por in­
terpolación, estimamos suficiente limitar nuestro estudio al oáloulo de 
los distintos ooefioientes de extinción y utilizar la relación de las 
densidades óptioas a 526 mji y a 492 mp, para determinar el diámetro de 
las partloulas. Ello teniendo en cuenta el desconocimiento de la concen­
tración en oro de los ooloides analizados, asi oomo las consideraciones 
teórioas y experimentales ya formuladas, pag. 32, concernientes a la e- 
leooión de diohas longitudes de onda. Es interesante destacar que la 
oomparaoión entre un espectro práotioo y otro calculado teóricamente pa­
ra la misma oonoentraoión y tamaño de partículas, permite verificar que 
la ooinoidenoia entre ambos es máxima en la región comprendida entre las 
longitudes de onda anteriormente mencionadas. Esto oonstituye una prueba 
indirecta de que la relaoión de densidades óptioas elegida, es la que per 
mite oonooer el diámetro medio de las partloulas con mayor aproximación.

Eb interesante menoionar, que la determinación de este parámetro a 
partir de la relaoión de dos densidades ópticas, oonstituye una forma o— 
riginal de analizar las propiedades espectrofotométricas do una disper­
sión ooloidal. CIGOTO y col. ,1966, (102), han realizado intentos preli­
minares para relaoionar las absorbanoias máximas y mínimas del espectro 
de absorción de ooloides de 198—Au, con el diámetro de sus partículas de­
terminado por miorosoopla electrónica, oon resultados negativos. Debe 
señalarse que en la metodología por nosotros propuesta, se determina es­
te valor a partir de datos teórioos, siendo innecesaria una calibración 
previa mediante otras tdonioas. La miorosoopla eleotrónioa fue utiliza­
da solamente oon el fin de verificar la exactitud de los datos obtenidos 
por espeotrofotometrla.

Cabe destacar que la oomparaoión de los valores obtenidos espeotro—
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fotomètricamente, con los distintos diámetros medios determinados por 
microscopía electrónica, asi como las consideraciones teóricas ya formu­
ladas, pag. 46, permiten suponer que el tamaño medio caloulado a partir 
de la relación de las densidades óptioas a 526 mp y a 492 mp, es compa­
rable al valor de D^.

De acuerdo con todas estas consideraciones, puede apreciarse que el 
método que proponemos posee una serie de ventajas que creemos convenien­
te resumir:
a) se requiere una manipulación experimental muy sencilla y rápida, sien­

do mínimos los riesgos de oontaminaoión. Los resultados pueden obte­
nerse en el mismo día de la preparación del coloide.

b) las medidas no modifioan en manera alguna el sistema en estudio.
o) a partir de los valores logrados, es posible calcular la conoentra - 

ción en oro del coloide. Debe señalarse que algunas apreciaciones más 
arriba formuladas, pag. 60 - 61, son válidas también para esta deter­
minación. Los factores allí expuestos podrían ser la oausa de las di­
ferencias observadas con respecto a las concentraciones determinadas 
por análisis radiomètrico. Creemos sin embargo, que, siendo las mis­
mas menores que el 10%, pueden imputarse asimismo a errores aleatorios 
cometidos en uno u otro método. La exactitud del camino propuesto es 
compatible con la requerida en este tipo de análisis.

d) la correlación entre los diámetros de partículas calculados a partir 
de datos espectrofotométricos, colnoide satisfactoriamente con los 
obtenidos por microscopia electrónica. Por lo tanto la precisión del 
método elegido es suficiente para las determinaciones rutinarias del 
parámetro en estudio.

Este procedimiento oonstituye una téonioa útil para el análisis 
corriente de los ooloides de 198-Au. Al respeoto cabe señalar que se lo 
utiliza desde prinoipios de 1965 en el Departamento de Radioelementos 
del Centro de Estudios Nucleares de Saclay, Paranoia, y desde comienzos 
de 1966 en nuestra Comisión Naoional de Energía Atómioa, oon buen éxito.

Cuando se adopta esta téonioa de oontrol oomo análisis rutinario de 
los ooloides de 198-Au, oonviene tener presente que los prooesos de ob­
tención de estos radioooloides se desrrollaa en oondioiones similares 
en cada oentro de produoción. Consecuentemente es dable esperar una oier-
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ta regularidad, en el tamaño de las partículas formadas, y, por lo tanto, 
en el espectro de absorción de las dispersiones. Este último se modifi­

ca- en mayor o menor grado, ante cualquier variación importante de las 
propiedades de la preparación terminadas el achatamiento o corrimiento
de los picos de absorbancia máxima hacia longitudes de onda más eleva- 

■ • ' í

das, son las alteraciones más frecuentes.
Una vez analizada detalladamente la forma de los espectros de absor­

ción, es posible proceder a la eliminación de las preparaciones cuyas ca­

racterísticas ópticas se alejan mucadamente de las normales. En este 
sentido conviene recordar también, que el método propuesto es válido so­
lamente para los coloides cuyas partículas poseen un diámetro igual o 

menor que 30 mj|, o sea aquellos cuyo pico de absorbancia máxima se pre­

senta a longitudes de onda de hasta 529 mju.

oo o-o
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CAPITULO II

II-l.- INTRODUCCION. -

Para preparar una dispersión de 198-Au de uso médido o biológico es 
importante disponer de un método que permita obtenerla en condiciones de 

bidamente normalizadas y con la pureza radiactiva y radioquímica conve­

niente.
Dadas las altas actividades que intervienen, el método a utilizar 

debo nosibilitar el empleo de un dispositivo manejado mediante control 
remoto. Se requiere que el coloide terminado responda a ciertas caracte­
rísticas! prolongada estabilidad, ausencia de sustancias tóxicas o pire- 
togénicas, esterilidad, pH entre 5 y 7, escasa proporción de partículas 
nenuefías y ausencia fye compuestos radiactivos solubles. Para obtener el 
producto en estas’ condiciones, es necesario utilizar sustancias reduc­
tores que no sean nocivas para el organismo. Asimismo, durante la reac­

ción no deben originarse compuestos de esas características.

En cuanto a los métodos de preparación conocidos, de los coloides 
de 198-Au, pueden clasificarse en dos categorías. En la primera, la re­

ducción de las sales de oro se completa en una sola etapas cuando se si­
gue este camino, se obtienen coloides muy heterogéneos, en cuanto se re­
fiere al tamaño de sus partículas. En la segunda, se prepara en primer ; 
lugar un coloide con partículas muy pequeñas, llamado coloide germen? 
luego éstas se hacen crecer de modo conveniente y se obtienen dispersio­
nes homogéneas. En la actualidad, los coloides de 198-Au destinados a 
uso médico, se preparan casi siempre por este último método.

11-2.- ANTECEDENTES. -

Los estudios modernos sobre la preparación de coloides de 198-Au, 
se fundamentan en las experiencias realizadas por diversos autores con 

coloides de oro inactivo. Por ello creemos conveniente incluir en este 

capítulo, un breve estudio, en el cual se analizan los principales mé­

todos de elaboración de estos preparados. Por otra parte, se referirán 

los trabajos que posibilitaron la preparación de oro radiactivo (198-Au)
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así como los procedimientos aplicados a la obtención de los coloides de 

este radioisótopo.

11-2-1.- Oro Coloidal no Radiactivo.-

Según Zsigmondy y Thiessen (15), probablemente fue Paracelso quien 
preparó por primera vez una dispersión de oro coloidal, por reducción de 
cloruro de oro con distintos extractos vegetales, a los que a veces agre 

gaba azúcar.

De acuerdo con SVfiDBERG,1920,(103), Andreas Cassius preparó oro co­

loidal en 1663, por reducción de sales áuricas con cloruro estannoso: 

Kunkel, en 1679, describió por primera vez en forma completa la prepara 
ción de coloides de oro incluidos en vidrio, (vidrio rubí). En lo que 

concierne a esta preparación, ya se encuentran referencias previas debi­

das al alquimista Andreas Libavius, según DURANT y DURADT,196l,(104)•

«TOTCKER,1749,(105) notó que aparecía una coloración rojiza cuando 

se agregaba cloruro estannqso sobre una solución muy diluida de una sal 

de oro. FrJLEAl’4E,1794, (106) observó el cambio del color de amarillo a vio 

leta en tejidos de seda impregnados con sales de oro, cuando eran some­

tidos a la acción de una corriente de hidrógeno, o de fosfina, o de fós­
foro disuelto en éter o de dióxido de azufre. Observó el mismo efecto, 
cuando exponía, los tejidos a los rayos solares.

Con la llegada del siglo XIX, la cantidad de trabajos aumenta. OBER 
KAMPF,l8ll,(107) redujo sales de oro mediante hidrógeno gaseoso o fosfi-

t V
na, formándose soluciones purpúreas bastante estables. KRUEGER,l821,
(l08) investigó la acción de la ovoalbúmina coagulada sobre sales de 

oro. PFAFF, 1822, (109) estudió'-la acción de distintos reductores, por e- 
jemplo; hidrógeno, sulfuro de hidrógeno, ácido oxálico y otras sustan­
cias, algunas de las cuales fueron estudiadas también por PELLEIlIER,l820 
(llO). WACKHiROEDHR,1839,(lll) verificó la acoión reductora de cloruro 

estannoso, ácido oxálico y sulfato ferroso sobre, sales de oro. A pesar 
de éstos y de otros trabajos aparecidos durante la primera mitad del si­

glo XIX, estas preparaciones no despertaron mayor interés', hallándose en 

muy pocos casos una referencia a la naturaleza metálica del oro reducido

Se llega asi a la primera contribución verdaderamente científica al 

conocimiento del coloide de oro. FARADAY,l857,(112) preparó oro coloidal 

reduciendo sales áuricas con fósforo, disuelto o no en éter o sulfuro de
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carbono. Asimismo utilizó sulfato ferroso, cloruro estannoso, ácido cí­
trico y azúcar. Es notable la olarividenoia de su trabajo ouando llama 
la atención sobre la limpieza del material de vidrio a utilizar y aoer— 
oa de la naturaleza metálioa de las partículas de oro. Investigó además 
la influenoia de soluciones salinas o áoidas, sobre las propiedades del 
ooloide formado. Lamentablemente su trabajo oayó en el olvido, hasta ser 
redescubierto por Zsigmondy.

Se oonooen algunos experimentos posteriores al de Paraday, oomo ser 
el de LIVERSIDG0S,1890,(113), en el que se estudia la influenoia del ore- 
cimiento de hongos sobre soluoiones de sales áurioas, oon o sin agrega­
do de otros agentes reduotores. La historia del oro ooloidal, anterior 
al siglo XX, fue analizada por ZSIGMONDY, 1905, (U4), OSTWALD,1909,(115) 
y LCESKER,1910,(lió).

Las investigaciones modernas sobre la qulmioa del oro ooloidal 00- 
mienzan oon el trabajo de ZSIGMONDY,1898,(117)» Este autor preparó coloi­
des de oro muy estables, reduciendo sales áurioas oon formol y carbonato 
de potasio. El prooeso fue interpretado quimioamente por NAUMOI*P,1914, 
(118), de la siguiente manera.

I ) 2 Cl^AuH + 4 GO3K2 + 2 H20 --------- 2 Au(OH)3 + 4 COg + 8 C1K

II ) 2 Au(OH)3 + CO3K2----------------- 2 AuOgK + 3 HgO + COg

III) 2 AuOgK + 3 H-C*g + COjKg ----- 2 Au + 3 + COjHK 4-HgO

Posteriormente PAULI,1949,(119) sugirió que la reacción serla más 
oomplicada, siendo el complejo (AuClg)H, que se disooia en (AuClg)- y 
H+, el responsable de la carga de las partloulas.

ZSIGMONDY,1906,(120), preparó soles de oro oon partloulas extremada­
mente finas, modifioando el método de Paraday» empleó una solución etérea 
de fósforo y oarbonato de potasio oomo agentes reductores. Las partloulas 
de los ooloides asi preparados, son muy pequeñas, presentando un diámetro 
de 2 a 3 mp. En nuestro medio, este método fue estudiado por WERNICKE y 
LOSSOM,1930,(121).

Es interesante menoionar que estas pequeñas partloulas, que llama­
remos gérmenes, pueden ser utilizadas en oiertas oondioiones oomo núcleos 
de oreoimiento, para la formación de otras más grandes. En efeoto, si se
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agrega un coloide de aquellas características, mezclado con carbonato de 

potasio y formol, a una solución de sales áuricas, se obtienen soles de 
gran estabilidad, aun en presencia de impurezas. Las partículas forma­

das son homogéneas.
A principios del siglo actual, se estudiaron preparaciones de oro 

coloidal obtenidas por medio de otras sustancias reductores. PAAL,19O2,

(122) estudió la acción de las sales alcalinas de ácido lisalbínico y 
protalbínicoj KUESPERT,19O2,(123) utilizó la formalina como agente.reduc 
•tor y estabilizó los coloides formados con ácido silícico. Posteriormen­

te GARBOV?SKI,1903,(124) redujo sales áuricas con distintas sustancias 
con función fenólica, incluyendo ácido tánico y BLAKE,19O3,(125) estu­

dió la acción reductora de una solución etérea do acetileno. Otros a- 

gentes estudiados fueron, la acrolelna y el alcohol alilioo, (CASTORO, 

1904, (126)el monóxido de carbono, (DORAU,19O5,(127), el peróxido de 

hidrógeno, (DOERIMCKEL,19O9,(128)), y la hidroxilamina e hídracina, 
(REITSTOETTER,19l8,(129)).

Oreemos innecesario enumerar todos los métodos ensayados, que se 
pueden consultar en las obras de Svedberg (103), Zsigmondy (14) y Zsig- 
mondy y Thiesson (IB). Todos estos métodos adicionales no ofrecen mayor 

interés para el desarrollo posterior de la ouímica‘del oro coloidal. Es­

to se debe probablemente a la fa.lta do una. exhaustiva caracterización 
fisicoquímica de los preparados obtenidos. Él método de Zsigmondy, fue 
el más utilizado en la primera mitad del siglo XX, y con los coloides 
así obtenidos se han efectuado la mayor parte de las experiencias fisi­
coquímicas y biológicas, que han sido revisadas en el libro de JOEL, 
1925,(130).

HAUSER y LYNW,194O,(131,pag.18), propusieron el empleo del citrato 
de sodio como agente reductor. Turkevich y col» (35)(3<$), estudiaron ex­
haustivamente el meoanismo.'de acción “do esta sustancia. Según estos au­

tores, aparecen en primer término núcleos de oro coloidal, formándose 

luego las partículas crecidas, que son muy' homogéneas y popeon un diáme­

tro medio de 20 raji. Los coloides asi formados presentan un color rojo - 
violáceo, y su concentración es de 50 pg/ml. Los autores estudiaron la 

cinética del proceso de nucleamiento y do drocimiento, por ultramicros- 

copía, nefelometría y microscopía electrónica. Mediante este último mé­
todo analizaron igualmente distintos coloides preparados con algunos de 

los agentes reductores mencionados preceden-cemente. La acción del citra-
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to de sodio se realiza por su oxidación a ácido acetona-dicarboxilico, 
como primer paso. Para explicar la ^parición de núcleos, esbozaron la 
teoría de los "organizadores". Según la misma, en primer lugar se for­
maría una macromolécula por agrupación de numerosas moléculas del agen­
te nuoleante y de iones de oro. En cierto momento, cuando aquella resul­
ta inestable, se produciría un reordenamiento en el cual se genera una 
partícula de oro metálico y el producto de oxidación del agente nuclean- 
te. Es significativo que todos los reductores empleados en la prepara­
ción del oro coloidal, tienen cap :idad completante.

Aceptando como premisa que en el método de crecimiento no se for­

man germenes nuevos, el número de partículas se mantiene constante.

Si Au es la masa de oro bajo forma de germenes y Au la masa de 
g a

oro agregada posteriormente, el número de núcleos de oro serás

Au
g

n! = --------------
4/3 ira]

y el número de partículas crecidas:

Au +
n_ = ---- &--------

4/3TTa235

donde a^ y a^ son los radios de los_núcleos y de las partículas ere 
cidas respectivamente y (5 su densidad, que es la del oro metálico en am­

bos casos. Dado que, en las condiciones más arriba indicadas, n^ y n2 
son iguales:

= a.,
Au + Au

g a
Au

1/3

II-3

Mediante esta fórmula se puede calcular el radio de las partículas 

crecidas. Otra .aplicación de la misma es el cálculo del radio de los gerr
menos, si se puede determinar el tamaño de las partículas crecidas en 
forma experimental.

A los fines de completar nuestro estudio, debemos referirnos breve­
mente a los métodos mediante los cuales se pueden obtener coloides de o­
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ro por acción de ciertos agentes físicos. Las primeras contribuciones al 

respecto fueron probablemente las incluidas en el trabajo ya citado de 

Fulhame (106): el estudio de la obtención de oro coloidal por acción de 
rayos solares sobre una solución'de sacarosa y sales de oro, realizado 

por VANIRC,1907,(132), siguió esta misma linea de investigación.
BREIFG,l89&,(l33) obtuvo coloides de oro y de otros metales, esta­

bleciendo un arco entre electrodos del metala dispersar, sumergidos en 
una solución acuosa, con corriente continua. Resultados análogos fueron 
logrados por 3VEIBERG ,1905, (134) 906,(135).

En fecha más reciente se ha comenzado a estudiar la influencia de 
otros agentes físicos sobre soluciones de oro. FtTJITA y col.,1962,(136), 

obtuvieron soles de oro a partir de una solución de ácido cloroáurico 

en la cual se hacia burbujear oxigeno, irradiándola con radiaciones gam­

ma provenientes de una fuente de 60-Co: la dosis total era de 6.51 x 
107 r, y las partículas formadas tenían un diámetro de alrededor de 80 
mja. E4C-ELHARBT y .FROBEN, 1962, (137) consiguieron resultados análogos uti­

lizando rayos-X. Fabricanos y col. (lOl) lograron obtener coloides de 
oro y de plata con FITA e irradiación con partículas beta, fotones gam­

ma o rayos ultravioletas. KRAMAGHI,1963.(138) observó la formación de 
iones complejos subcoloidales, al exponer una solución de cloruro áurico 

a la acción de luz roja, en presencia de una superficie sólida, donde el 

producto formado podía adsorberse. El mecanismo por el cual se producen 
estas reacciones no está aun suficientemente aclarado.

11-2-2.- Cro Radiactivo (198-Au),-

La preparación de oro radiactivo (198-Au) fue lograda por primera
I

vez por AJíALHt y SEORE,1934,(139), utilizando el método elaborado pre­
viamente por FERLI,1934,(l40).

El mismo consiste esencialmente en bombardear oro metálico con neu­

trones térmicos. La reacción nuclear producida es la siguiente:

Las características del núclido formado están representadas en su

esduema de desintegración, Fig. II—1, extraído de las tablas de STROl'ÍIN-
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CER y col.,1958,(l4l)»

1.088

0.412

Pig. II-l. - Esquema de desintegración del 198-Au. -

Es necesario mencionar que pueden obtenerse otros radioisótopos, 

especialmente 199-Au, según las condiciones del reactor, la duración de 

la irradiación y el lugar donde se lleva a cabo la misma.
La actividad de la muestra irradiada durante un tiempo t, se puede 

calcular a partir de la fórmula general:

- 0.693 . —1—
- T

A = N<rj(l-e ) II-4

donde A : actividad absoluta expresada en desintegraciones por 

segundo.
<T : sección eficaz para neutrones térmicos, del elemento a

irradiar, en cm . Para el oro, dicho vp.lor es de 98 x 
-24 210 cm , que equivale a 9° barns.

: flujo de neutrones térmicos en el lugar de la irradia­
ción del reactor utilizado, en neutrones/cm^. segundo, 

t : tiempo de irradiación.
T : periodo de semidesintegración del elemento formado, ex­

presado en las mismas unidades que t. i 198-Au posee 

un T de 2.7 días.

Cuando se irradia oro metálico durante mucho tiempo, hay que tener 

en cuenta la formación de 199-Au, con lo cual la fórmula se complica.
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Igualmente es necesario estudiar la autoabsorción de neutrones térmicos, 
cuando la maestra no es muy delgada. BARRACHINA y RADICELLA,1967,(142), 

han estudiado este efecto en muestras cilindricas de oro y elaborado las 

ecuaciones a utilizar para su evaluación cuantitativa.
Generalmente resulta más práctico realizar un cálculo aproximado del 

tiempo de irradiación neoesario para obtener una actividad determinada y 
luego proceder a la calibración absoluta de la muestra obtenida.

II-2-3.- Coloide de 198-Au.-

SHEPPARD y col.,1947,(143) obtuvieron por primera vez un preparado 

heterogéneo de oro coloidal radiactivo, mezclando una solución de cloro- 
aurato de sodio oon gelatina, empleando como reductor ácido ascòrbico. 

Posteriormente Zilversmit y col. (27), prepararon coloides de 198-Au por 

reducción de sales áuricas con peróxido de hidrógeno. Este método tam­
bién fue utilizado aplicando la técnica de 'Purkevich y col. , obteniéndo­

se preparados homogéneos.
La primera producción de coloides de 198-Au que fue aplicada rutina­

riamente en medicina, se debe a HUDSWKLL y col.,1954,(144)• Estos autores 
utilizaron un método en una etapa, reduciendo cloroaurato de sodio con 

una solución concentrada y caliente de.glucosa. Durante la reacción se 

forma ácido láctico y aldehido pirúvico, cuyos potenciales de reducción 
son mayores que el de la glucosa. Estos coloides son marcadamente hetero­
géneos, a pesar de lo cual s siguen utilizando en algunos centros de a- 
plicación médioa.

HENRY y ool, ,1957, (145) han propuesto qn método en dos etapas, que 
puede oonsiderarse como el de mayor difusión hasta el presente. Se prepa­

ra un coloide germen, reduciendo ácido cloroáurico en medio alcalino con 
una solución concentrada de glucosa a 90*C. Luego se reduoe en forma len 
ta, una s'olueión de cloroaurato sódico en presencia del coloide germen y 

de gelatina, a 70 0 Ct esta última sustancia actúa como agente reductor y 
estabilizante. Según DAVIS,1957,(146) este último efecto puede deberse a 
la presencia de grupos guanidinoj Henry y col. (145) han indicado que la 
acción reductora se debe a los mismos grupos.

Con posterioridad CONSTANT y col;,1960,(147) observaron que el agre­

gado de ascorbato de sodio una vez completada la reacción, disminuye la 
oantidad de oro iónico remanente. Del TURGQO y PIETRA,1960,(148) emplean
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50 — 100 mg de ácido ascòrbico por cada 100 mg de oro, mientras que LOUIS, 

1963,(149)» enuna modificación al método de Henry y col., agrega 200 mg 

de àcido ascòrbico por oada 100 mg de oro.
Puede afirmarse que el método de Henry y col., se ha impuesto en la 

mayoría de los centros de producción. Métodos similares, fueron puestos a 
punto por OELLINI y col.,1961,(150), JIMETTO de OSSO,1965,(l5l), IYA y col., 

1965,(152) y CAVILA y col.,1965,(153).
Por otra parte KARAIVANOV,1965,(154) ha elaborado un método diferen­

te, que puede resultar práctico.

Debe señalarse sin embargo, que en muchos trabajos se ha objetado 

el difícil comportamiento de la gelatina, durante la etapa del crecimien­

to de las partículas. SEREBRYAKOV,1958,(155) ha utilizado como agente es­

tabilizante una fracción soluble de gelatina, obtenida por irradiación de 

esta sustancia con una fuente de 60-Go, con buenos resultados. LEVIN y 

SEREBRYAKOV,1960,(156), han elaborado asimismo un coloide de oro radiac­

tivo cuyas partículas están recubiertas con plata.

BURK,1961,(157) ha estudiado la capacidad proteotora de distintos 

agentes estabilizantes y KNOLL y LEUSCHKE,196l,(158) prepararon oro coloi­

dal radiactivo, extrayendo mediante éter etílico el ácido cloroáurico 

formado por ataque del oro metálico con agua regia. Posteriormente redu­

jeron el cloroaurato sódico con ácido ascòrbico, en presencia de Peris- 

tan N como coloide protector.
THIELE y v.LEUERN,1965,(159) han investigado la utilización de co­

loides estabilizantes derivados de la polietilenimina y de la hidrazida 

del ácido poliacrílico, que poseen un número de oro superior al de la 

gelatina, y algunas otras ventajas con respecto a esta sustancia.

11-3.- PARTE KXPER3M NTAI„-

II-3-1.- Consideraciones preliminares.-

La finalidad de esta etapa de nuestro trabajo, fue lograr un método 

de preparación del coloide de 198-Au, que perm.iti.era obtener un producto 

de características constantes y que respondiera a las especificaciones 

mencionadas en el párrafo II-l.-

Para ello, primeramente pusimos en práctica diversos métodos de nre- 
paración de oro coloidal inactivo, analizando sus ventajas e inconvenien-
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tés.
Abordamos luego el estudio de los problemas de la irradiación del 

oro metálico.

Por último consideramos-la construcción de un aparato que permite la 
preparación de coloides de 198-Au mediante control remoto.

Hemos elaborado asi un método de obtención de oro coloidal radiacti­
vo, y además hemos puesto a punto otro, que sigue esencialmente el de 
Henry y col. , con algunas modificaciones que a nuestro entender le con­

fieren ciertas ventajas con respecte al original.

En el método adoptado y por reducción enérgica de ácido cloroáurico, 

se prepara un coloide germen, que luego es utilizado como núcleo de cre­

cimiento para la formación de partículas más grandes» éstas se obtienen 

por reducción suave de cloroaurato sódico en presencia del coloide pro­

tector y de partículas tipo germen.

En la realización práctica de los métodos de preparación conocidos, 

observamos ciertas dificultades que hemos tratado de subsanar, introducien 

do algunas modificaciones basadas en experiencias que señalamos a conti­
nuación.

a) Una de las etapas más engorrosas es la preparación del ácido clo­

roáurico. Generalmente se lo obtiene atacando oro metálico, irradiado o 

no, con agua regia en caliente, procediéndose luego a la desecaoión de la 
solución, a presión reducida, con el fin de eliminaí el excedente de áci­

dos. El desecado debe hacerse con muy especial cuidado, por cuanto puede 

entrañar la descomposición del ácido cloroáurico formado. Para evitar esa 
operación, intentamos preparar dicho ácido disolviendo óxido áurico en la 
cantidad estequiométrica de C1H 1 lí. El óxido áurico se preparó atacando 
oro metálico con agua regia en ebullición y agregando luego un exceso de 
HONa 10 N, en caliente. El precipitado rojo anaranjado formado, se lavó 
tres veces con agua bidestilada para eliminar el exceso de hidróxido.

Al efectuar las reacciones indicadas con oro inactivo, los resulta­
dos obtenidos fueron satisfactorios.

Luego se trató de adaptar el procedimiento a la obtención de ácido 
cloroáurico radiactivo» para ello es necesaria la irradiación del óxido 

áurico. Pero se oomprobó que durante esta etapa, se produce la descompo­

sición de esta sustancia, que se transforma parcialmente en un producto 

osouro, insoluble en ácido clorhídrico.
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Esta circunstancia nos obligó retornar al método anterior, pese a 
la objeoión más arriba formulada.

b) Los métodos generalmente aplioados requieren utilizar dispositi­
vos relativamente oomplicados.

Serebryakov,(155)> logró el orecimiento de las partículas agregando 
el agente reduotor sobre una dispersión formada por oloroaurato de sodio, 
el agente estabilizante y una oantidad de partículas germen, fiste proce­
dimiento simplifica el instrumental neoesario. Pero hemos intentado po­
nerlo en marcha, sin obtener rec 'tados satisfactorios.

o) Otro inconveniente hallado en el método original de Henry y ool., 
radioa en las difioultades que trae aparejado el empleo de la gelatina.
En primer lugar, se observan variaoiones maroadas en las oaraoterlstioas 
de productos de distinta prooedenoia. Por otra parte, la abundante for- 
maoión de espuma durante la etapa del crecimiento de las partículas, di­
ficulta la agitaoión del liquido y la mezola de los reactivos. Una vez 
finalizada la preparaoión se observa que la limpieza de los recipientes 
de vidrio es engorrosa.

Debido a la naturaleza proteica de la gelatina, no se puede exoluix 
la posibilidad de que se produzcan fenómenos inmunológioos, ya sean de 
tipo alérgioo o anafiláotioo, especialmente ouando es neoesario adminis­
trar el producto más de una vez. DRILL,1958,(16O), ha llamado la aten- 
oión sobre este punto.

Por estas razones hemos ensayado el empleo, oomo agente estabilizan­
te, de una solución al 20% de polivinilpirrolidona (PVP). Elegimos esta 
sustancia por sus propiedades fisicoquímicas% por no presentar loa incon­
venientes que señalamos en el caso de la gelatina y por ser biológicamen­
te inocua, oomo lo demostrara RAVDIN,1952,(161).

iii lo que oonoieme al poder protector de la PVP, MEUHHQBR,1947, 
(162) habla observado que lo posee en grado semejante al de la gelatina 
oon respeoto a coloides de plata. En experiencias preliminares, verifica­
mos que esta similitud se mantiene para los coloides de oro.

II-3-2.- Material y Reactivos.-

Material de vidrio» el utilizado en todo nuestro trabajo fue de la 
marca "Pyrex" o equivalente. Se lo empleó cuidando en todo momento su es­
crupulosa limpieza. Para ello, después de cada experiencia, fue enjuaga-
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do primeramente con abundante agua corriente, luego tratado con mezcla 
sulfocrómica caliente y por último enjuagado varias veces con agua bides- 
tilada.

Reactivos: se utilizaron los siguientes:
a) Oro metálico de 24 quilates, de pureza 99»9^•
b) Acido Clorhídrico concentrado de pureza para análisis, de densidad 

1.19, marca "Merck".
o) Acido Nítrico concentrado, de pureza para análisis, de densidad 1.40,- 

marca "Merck".

d) Hidróxido de Sodio de pureza para análisis, bajo forma de pastillas, 

marca "Merck", con el cual se prepararon soluciones valoradas 1 N y 

5 N, usando agua bidestilada como disolvente.
e) Glucosa anhidra, de pureza para análisis, maroa "Baker". Con la misma 

se prepararon soluciones al 56%.
f) Gelatina de tipo "Grenetine", en placas translúcidas, provista por los 

laboratorios Prolabo de Paris, Francia. Su punto isoeléctrico era de 
4»7 * 0.1. Se prepararon soluciones al 20%, las cuales se fraccionaron 
en porciones de 4 mi, que fueron esterilizadas durante 30 minutos a 

121°C en autoclave. Comprobamos que este paso es imprescindible para 
obtener buenos resultados en la preparación.

g) Polivinilpirrolidona, (PVP), de la Badische-Anylin und Soda Fabrik, de 

Ludwigshafen am Rheih, Alemania Occidental, identificada con la marca 
registrada "Kollidon - 25". Su peso molecular era de 25.000 ± 5.000, 
su proporción en cenizas de 0.02% y su contenido máximo en monómeros 
de 0.8%; La preparación era inyectable por vía endovenosa: la viscosi­

dad en agua de una solución al 5% a 25 °C era de 1.8 centipoise.
h) Acido ascòrbico de marca "Erba", de pureza para análisis. Las solucio­

nes fueron preparadas al 10%, inmediatamente antes de ser utilizadas. 

La sustancia fue mantenida en todo momento al abrigo de la luz.

Todas las soluciones fueron preparadas usando agua bidestilada como 

disolvente y empleando material de vidrio cuya limpieza se realizó como 
se indicara más arriba.

11-3-3»- Aparato para la preparación, con manejo a distancia.-

A los fines dé trabajar con la debida radioprotección, se encaró la
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construcción de un sistema que permitiera la obtención de los coloides 
de 198-Au Integramente por control remoto. Para ello diseñamos un apa­
rato adeouado a la realización de las distintas etapas, que necesaria­
mente deben afrontarse en preparaciones de este tipo y que fue construi­
do en los talleres de la Comisión Nacional de Energía Atómica. Las men­
cionadas etapas fueron establecidas en una serie de experiencias preli­
minares.

Para el cálculo de las dimensiones del mismo, se tomó como base una 
producción db oro coloidal a partí- de 100 a 500 mg de oro metálico irra­
diado por partida. En las condiciones aotuales del reactor RA-1 de la 
CNEA, se obtienen actividades comprendidas entre 0.5 y 2.5 Curies, para 
dichas masas, respectivamente.

El aparato fue ubicado tras el blindaje de plomo neoesario. Todos 
los pasos de la técnioa de preparación pueden.ser realizados desde el 
exterior.

En la figura II-2, pag. 77» se presenta un esquema del dispositivo 
oonstruido, que permite explioar su funcionamiento.

El balón A es el recipiente de ataque. Una vez introducido el oro 
metálico en el mismo, se disuelve el metal agregando agua regia; para 
ello el baño de agua que rodea el recipiente A debe estar en ebullición.

P es una placa filtrante de vidrio poroso, desmontable y cuyo fin 
es filtrar las soluciones obtenidas en A.

R es el balón en el cual se efectúa la reducción: está rodeado por 
un manguito calefactor. La temperatura de la soluoión reductora se veri­
fica desde el exterior con un mioroamperimetro, cuya esoala llega a 50 
pA, y que está conectado con un termistor, no esquematizado en la Figura
II-2, que se introduce por (T) y que se encuentra en el interior de un 
tubo de vidrio delgado ubioado en el seno de la solución. La calibración 
del termistor se efectuó de forma tal que se determina la temperatura 
real de la solución reductora.

IXirante la preparación se debe hacer llegar gota a gota la solución 
de ácido cloroáurico o de cloroaurato sódico, sobre la solución reductora 
colocada en el balón R. Para ello, se regula la velocidad de goteo con 
una llave de teflón de paso variable, L, accionada desde el exterior me­
diante una manivela, solidaria a un eje con rótula oardánioa. Una vez 
finalizada la preparación, se pasa el coloide al vaso madre, VM, y de 
allí a la bureta de llenado, B, en la cual se fracciona la muestra»
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Pig. II-2.- Esquema del aparato de producción de coloides de 198-áu.
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Las pinzas a, b y c, son pinzas de Mohr, de control remoto.

Para facilitar el traslado de los líquidos es posible aplicar pre­

siones y vacíos en los lugares correspondientes, (l, 2, 3 y 4), mediante 

un juego de llaves de doble vía manejadas desde el exterior. Para intro­
ducir líquidos en A y desecar la solución de ácido cloroáurico, se debe 

aplicar vacio en 1 y para pasar las soluciones obtenidas en tticho reci­
piente por la placa filtrante, se hace vacio en 2. Se puede acelerar la 

introducción de líquidos en el balón R, haciendo vacio en 3: para pasar 
el coloide formado al vaso madre, se aplica vacio en 4. La agitación de 
la solución reductora durante la formación del coloide, se logra con una 

pera de goma, conectada con la llave 4.

Se puede desmontar la placa filtrante para proceder a su limpieza, 
sumergiéndola en agua regia caliente.

Pig. II—3.— Fotografía del dispositivo para producción de coloides de 
198-Au con control remoto. Parte interna.
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La figura II-3 muestra una fotografía del dispositivo, en la cual 
se pueden apreciar sus partes constituyentes: la figura II-4 es una .fo 

tografía de la parte exterior del aparato.

Pig. II-4.- Fotografía de la parte extorna del aparato para pro­

ducción de coloides de 198-Áu mediante control remoto
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II-3-4.- Métodos.-

Los métodos de preparación-de los coloides de 198—Au que se indican 

a continuación, se experimentaron previamente oon material inaotivo. Du­

rante estos ensayos investigamos las cantidades y ooncentraoiones de los 

reactivos intervinientes, a los fines de obtener productos que respondan 

a las especificaciones establecidas en el párrafo II—1. Fue necesario de­
terminar las proporciones de agente protector a utilizar y fijar oon to­

da exactitud la cantidad de hidró~ido de sodio a agregar en las distin­

tas etapas, para obtener preparados cuyo pH no fuese menor que 5» Asi - 

mismo se han ensayado distintas temperaturas de reducción, lo que permi­

tió determinar que las que se proponen son las óptimas. Los métodos que 

indicaremos a continuación permiten obtener los radiocoloides de oro en 

las condiciones deseadas, con la máxima seguridad. Las cantidades se con­

signan para 100 mg de oro metálico? la preparación insume una hora, apro­

ximadamente.

II-3-4-1.- Irradiación de oro metálico.-

Se pesan exactamente alrededor de 100 mg de oro metálico cuya pure­

za no sea inferior a la indicada en el párrafo II—3-2. Conviene utilizar 

alambres de oro, a los cuales se les da la forma de un resorte, para fa­

cilitar su introducción en el recipiente A.
Se dispone el metal en un reservorio pequeño que puede ser de mate­

rial plástico o de aluminio, el cual se coloca a su vez en una "bala" de 

este metal, la que se sella. El oro asi preparado se somete a la acción 

de neutrones térmicos, en un orificio conveniente del reactor, durante

tres a seis días. En nuestro caso se utilizó el reactor RA-1 de la CHEA,
12 2cuyo flujo de neutrones térmicos se estimó en 1 x 10 neutrones/cm .seg., 

aproximadamente. Utilizando la fórmula II-4 se calculó que irradiando el 

oro a saturación, la concentración radiactiva de los coloides obtenidos 
seria de 30 mCi/ml, aproximadamente. En la práctica hemos obtenido con­

centraciones de actividad de 10 mCi/ml o algo superiores.

11-3-4—2.- Preparación de coloides de oro germen.-

Pueden ser preparados empleando oro metálico inactivo cuando se los 

utilice como núcleos de crecimiento para la formación de los coloides 

crecidos, o con oro radiactivo (198—Au) si se les desea dar una aplica—
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oión biológica.
a) Con ooloide protector gelatina.

Se ataoan 100 mg de oro metAlioo oon 1 mi de agua regia, en ca­
liente. Esta ae prepara en el momento de usar, mezolando una parte de áoi 
do altrioo oon tres partes de Aoido clorhídrico, ambos concentrados.

Conoluido el ataque, se evapora la solución formada hasta oonsisten- 
oia siruposa, para lo oual se aplioa vacío por la llave 1. El Acido olo­
roAurioo originado se disuelve en 3 mi de agua bidestilada, la que se ha- 
oe llegar al recipiente A abriendo la pinza a, la soluoión obtenida, se 
vuelve a evaporar hasta oonsistenoia siruposa. Se repite dos veoes este 
prooeso, oon el fin de eliminar el Acido exoedente.

Debe evitarse una oonoentraoión excesiva de la soluoión de Acido 
oloroAurioo, por cuanto esta sustanoia puede descomponerse fAoilmente en 
este oaso. Consideramos que el grado de evaporaoión es oorreoto, en el 
momento en que la soluoión vira de amarillo olaro a anaranjado oobrizo.

Finalizada la última evaporaoión se agregan 5 ®1 de agua bidestila­
da y se agita la soluoión en forma endrgioa, haciendo llegar vaoio por 
la llave 1. Se pasa la soluoión a través de la plaoa filtrante aplicando 
vaoio en el punto 2 oon la llave correspondiente. Se agregan nuevamente 
5 mi de agua bidestilada en el recipiente de ataque, se agita la soluoión 
oon lo oual se arrastran los últimos vestigios de Aoido cloroáurico. Es­
ta soluoión se pasa igualmente por la plaoa filtrante.

Mientras tanto, en el balón K, se lleva a 75 “ 80 °C una soluoión 
reduotora oompuesta por« 4 al de gelatina "Qrenetine" al 20$, 10 mi de 
glucosa al %$, 1.1 mi de HONa 5 N y 4 mi de agua bidestilada. Cuando el 
liquido llega a la temperatura más arriba indicada, se dejan transcurrir 
5 minutos y luego se haoe gotear en forma lenta pero ininterrumpida, el 
Aoido oloroAurioo.

Se forma un coloide de oolor rojo, cuyas partículas poseen un diáme­
tro medio de 4 a 6 mjx. Debe agitarse el liquido en forma intermitente du­
rante la reduooión.

Una vez terminada la reacción, se envasa el coloide en frascos ade- 
ouados que se cierran herméticamente^ se lo esteriliza 30 minutos a 121 
®C, en autoclave.

El aparato de vidrio debe limpiarse inmediatamente como fue indicado 
en el párrafo II-3-2.
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b) Con coloide protector PVP.
Se preparan 10 mi de solución de áoido oloroáurioo a partir de 

100 mg de oro metálico, oomo fue indioado en el párrafo anterior.
íh el balón de reduooión se lleva a 75 - 80 ®C una soluoión reduoto- 

ra, que está oompuesta por» 5 “1 de PVP al 20$, 1.1 mi de HONa 5 10
de glucosa al 56$ y 3 mi de agua bidestilada. Puede aparecer una pequeña 
turbiedad en el momento de agregar el hidrózido de sodio, pero la misma 
desapareoe fácilmente por agitaoión.

Cuando la soluoión reductora ha alcanzado la temperatura indioada y 
luego de transcurridos 5 minutos, se deja gotear lenta pero ininterrumpi­
damente la soluoión de ácido oloroáurioo, debiéndose mantener una agita­
ción intermitente. Se obtienen coloides de oolor rojo, ouyas partículas 
poseen un diámetro medio que oscila entre 4 y 6 mp.

£1 envasado y la esterilización se realizan en la misma forma que 
para el ooloide protegido oon gelatina.

La limpieza del aparato de vidrio puede llevarse a cabo oomo fue se­
ñalado en el párrafo II-3-2. Debe señalarse sin embargo, que, dalas las 
características del agente protector utilizado, estas manipulaciones pue­
den ser reemplazadas simplemente por un abundante lavado oon agua bides­
tilada oaliente.

11-3-4-3.- Preparación del ooloide de 198-Au.-
a) Con ooloide protector gelatina.

Una vez obtenido el oro radiaotivo (198-Au) se deja transour-
rir un periodo de 1 a 2 horas, tiempo que permite la desintegración del 
28-A1 y del 27-Mg formados en el proceso de irradiación del envase.

Se extrae oon ouidado la muestra de oro irradiado del frasquito. 
Luego se introduoe el 198-Au oon las debidas preoauoiones, en el balón 
de ataque A, donde se encuentra 1 mi de agua regia, preparada en la for­
ma indioada anteriormente. El baño marla debe enoontrarse en ebullición.

El áoido oloroáurioo obtenido se purifica oomo fue especificado en 
el párrafo II-3-4-2-a. Una vez efeotuada la última evaporaoión, se intro­
ducen 5 ral de agua bidestilada y se agita vigorosamente la soluoión. In­
mediatamente se refrigera el recipiente de ataque, haoiendo circular «g»« 
fría por el baño, durante 2 o 3 minutos. Se añaden entonces 2.4 ral de 
HONa 1 N exactamente medidos y por último 2.6 mi de agua bidestilada. Ob­
tenida esta soluoión, se la agita enérgicamente y se la pasa por la pía-
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oa filtrante. Eètas manipulaciones deben realizarse en la forma más rápi­
da posible, ya que el oloroaurato sódioo es relativamente inestable. Se 
puede lavar el balón de ataque oon 2 a 3 ni de agua bidestilada, si se ob 
serva la presenoia de vestigios de oloroaurato de sodio.

Eh el balón R se ha llevado mientras tanto a 70 a 75 una solu­
ción reduotora compuesta por» 4 mi de gelatina "arenatine" al 20%, 9 mi 
de agua bidestilada y 0.17 ol del coloide germen no radiactivo protegido 
oon gelatina, preparado según las indicaciones referidas en el párrafo
II-3-4-2-a. Una vez que la soluoión ha alcanzado la temperatura menciona­
da, se le adioiona gota a gota la de oloroaurato sódioo. Debe agitarse en 
forma intermitente, por ejemplo después de la calda de cada gota. La for^ 
maoión del coloide crecido debe lograrse en un plazo no menor de 15 minu­
tos, ouando se trabaja oon 100 mg de oro. Se obtiene un coloide de color 
violáoeo. Suele originarse abundante espuma durante esta etapa, lo que 
generalmente no impide la formación del producto, si bien dificulta nota­
blemente la visibilidad y la mezcla de los reaotivos. Este efecto no se 
observa en la preparación del coloide germen protegido oon gelatina.

Finalizada la reducción, se agrega 1 mi de una soluoión compuesta 
por 200 mg de ácido ascòrbico, 1 mi de agua bidestilada y 1 mi de HONa 
1 N, Con ello se logra la eliminación de los restos de oro iónico que no 
han sido reducidos anteriormente. La solución toma un intenso oolor vio­
leta azulado.

Colooada la dispersión en envases apropiados, se los oierra herméti­
camente} se la esteriliza en autoolave durante 30 minutos a 121 ®C. Se 
obtiene un sol de oro radiactivo (198—Au), de oolor rojo violáoeo, ouyas 
partículas poseen un diámetro medio comprendido entre 20 y 30 mp.

El aparato de vidrio debe limpiarse como fue señalado en el párrafo
II-3-2.

b) Con coloide protector PVP.
Se prepara una soluoión de ácido cloroáurico (198-Au) como se 

indicó en el párrafo anterior. Terminado el prooeso de evaporación, se a— 
ñaden 5 de agua bidestilada. Se agita la solución en èrgi n«mawt a; ha­
ciendo circular agua fría por la oamisa del balón de ataque} se añaden 
2.0 mi de HONa 1 N y 3»0 mi de agua bidestilada. Se agita la solución vi­
gorosamente y se la pasa por la placa filtrante.

La soluoión reduotora, introducida en el balón R y llevada a 70 - 75
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©C, está compuesta en este oaso por: 13 mi de PVP al 20$, 0.17 mi del 
ooloide germen no radiactivo protegido con PVP, preparado según las es­
pecificaciones consignadas en el párrafo 11-3-4-2-b, 2 mi de áoido as- 
oórbioo al 10$ y 2 ral de HONa 1 N. Se agrega gota a gota la soluoión de 
cloroaurato sódico sobre la solución reductora, debiéndose emplear en 
esta operaoión no menos de 15 minutos. Se agita después de la oalda de 
cada gota. No se observa la formación de espuma. Se produce asi un oo­
loide de color rojo violáoeo, cuyas partloulas poseen un diámetro medio 
comprendido entre 20 y 30 mp. Se es <.criliza el preparado durante 30 mi­
nutos a 1210 G en autoolave. Bebe señalarse que durante este proceso, no 
se observa ninguna alteración aparente del ooloide, manteniéndose el ta­
maño de sus partloulas esencialmente constante.

El aparato de vidrio puede lavarse oon agua bidestilada caliente.

11-3-5«- Métodos de análisis.-
Preparado asi el coloide de 198-Au, deben realizarse los ensayos fi- 

siooqulmicos y biológicos, que permiten verificar si el preparado respon­
de a las características señaladas en el párrafo 11-1.

Las determinaciones practicadas regularmente en nuestro caso, fueron 
las requeridas por la Farmacopea Francesa, VIII Edición,1965,(163,pag. 
1074 y sig.) y las elaboradas por COHEN,1959,(164). Dadas las apreciacio­
nes formuladas en el Capitulo I, hemos incluido en nuestro protocolo de 
oontrol, la determinación del espectro de absorción de los coloides.

Sobre todas las muestras preparadas se hicieron los siguientes ensa­
yos analltioost a) pH, b) contenido en oro iónico (198-Au) por cromato­
grafía sobre papel, o) espectro de absorción, medición del tamaño de las 
partloulas y determinación de la concentración en oro del ooloide; d) en­
sayo de sustanoias piretogénioas, e) determinación de la oonoentraoión 
radiactiva absoluta.

Por otra parte se hicieron, en algunos casos, las siguientes deter­
minaciones, f) ensayos de esterilidad; g) miorosoopla electrónica; h) pu­
reza radiaotiva; i) estabilidad frente a electrolitos.

A continuación detallaremos brevemente los métodos empleados para 
efectuar las determinaciones citadas precedentemente.
a) El pH se determinó sobre aproximadamente 7 mi del ooloide oonoentrado. 

Se empleó un pH-metro de marca "Beokmann", de esoala expandida, tipo 
76001, previamente oalibrado.
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b) La determinación del contenido en oro iónico (198-Au), cuyo «ak»» 

aoeptado es de 1%, es importante para una oorreota evaluación fisico­
química del ooloide de 198-Au destinado a uso médioo, ya que el oro 
iónioo, al no oomportarse biológicamente como un ooloide, puede falsear 
los ensayos diagnósticos. Por otra parte, si en las dispersiones uti­
lizadas oon fines terapóutioos aquel valor es elevado, se corre el 
riesgo de provocar una irradiación generalizada del paoiente.

La proporoión de oro iónioo en los radioooloides, fue determina­
da mediante oromatografía de partioión sobre papel Whatman n* 1, em­
pleando la técnica asoendente. Para el oaso de las dispersiones esta­
bilizadas oon gelatina, se utilizó el solvente propuesto por MAJUMBAR 
y CHAKRABARTTY,1958,(165), cuya oqmposioión est aoetona » 7 partes5 
agua bidestilada t 2 partes y áoido olorhidrioo oonoentrado (densidad 
1.19) t 1 parte. El solvente debe ser preparado extemporáneamente y 
las corridas se realizan al abrigo de la luz y en un reointo donde las 
variaciones de temperatura sean mínimas. Efa estas condiciones, el oo­
loide de 198-Au posee un Rf igual a cero, mientras que el oro iónioo 
oorre con el frente del solvente.

Cuando se analiza una dispersión de 198-Au protegida oon PVF, el 
solvente indicado no puede utilizarse, ya que el ooloide corre oon el 
frente del mismo y no se separa del oro iónioo. Por lo tanto hemos de­
bido ensayar otros, de los cuales hemos elegido el constituido por 3 
partes de acetona y 1 parte de agua bidestilada, que no neoesita pre­
pararse extemporáneamente, dada su exoelente oonservaoión y oon el oual 
hemos obtenido resultados satisfaotorios.

La evaluaoión ouantitativa se realizó, midiendo la aotivldad del 
cromatograma en función de la distancia al punto de siembra, oon un 
radiooromatógrafo apropiado.

BEES y H07E,1965,(166) han elaborado un método eleotroforétioo 
que permite determinar el contenido en oro iónioo de ooloidee estabi­
lizados oon gelatina en forma más rápida.

o) Los espeotros de absorción de los radioooloides fueron determinados 
oon un espectrofotómetro marca "Beokmann", tipo DB, o oon un espeotro- 
fotómetro registrador maroa "Beokmann", tipo HC2. (')

(') Agradecemos a la Orientación Fisicoquímica del Departamento de 
Fisicoquímica de la Facultad de Farmaoia y Bioquímioa de la Uni­
versidad de Buenos Aires, el habernos facilitado el uso de es­
tos espeotrofotómetros.
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Los detalles experimentales del método espeotrofotométrioo para 
la determinación del diámetro medio de las partioulas y la concentra­
ción en oro de los radioooloides, asi como su fundamentación teórica, 
fueron considerados en el Capitulo 1.

d) La determinación de la presencia de sustancias piretogénioas se rea­
lizó según las especificaciones de la F&rmaoopea Argentina, IV Edi- 
oión,1956,(I67»pag.696 y sig.) y de RECCHI,1963,(168). Se inyectan 
alrededor de 3 mCi de oro ooloidal radiactivo en la vena marginal de 
la oreja de cada uno de 3 conejus sometidos a ayuno de 4 horas y cu­
ya temperatura rectal debe estar comprendida entre 38*9 y 39.8 °C, 
sin acusar variaciones superiores a 0.2®C durante 20 minutos. Se to­
ma la temperatura rectal a los 60, 90, 120 y 180 minutos de inyecta­
da la muestra. Se considera que el producto no oontiene sustancias 
piretogénioas, sí la suma de los incrementos de la temperatura en los 
tres conejos es menor que 1.40 C.

e) La determinación de la concentración radiactiva absoluta del coloide, 
se realizó sobre una alícuota exactamente medida del mismo, mediante 
una cámara de ionización de pozo, calibrada en miliouries de 198-Au, 
o en un oontador proporcional oon geometría 4 Tf . La coincidencia en­
tre ambas determinaciones fue siempre mejor que el ^¡o.

f) En los centros de produooión se considera generalmente que las prepa­
raciones oon radioisótopos ouyo período de semidesintegración es rela­
tivamente corto y que han sido sometidas a un proceso de calentamien­
to en autoclave durante no menos de 30 minutos a una atmósfera, no ne­
cesitan una determinación rutinaria de su esterilidad. Aoeptamos este 
temperamento, a pesar de lo oual orelmos oportuno ensayar la esterili­
dad de algunas muestras, para determinar si efectivamente esta suposi­
ción era correcta.

Para ello hicimos las determinaciones en tres medios: caldo sim­
ple, caldo tioglicolato y medio de Sabouraud para hongos. Las verifi- 
oaoiones se efectuaron a las 24 horas y a los 7 días de sembrada la 
muestra. En todos los casos los resultados fueron negativos.

g) Realizamos observaciones de dos de las dispersiones obtenidas, al mi­
croscopio electrónico. Para ello se oontó oon un instrumento Philips- 
200, oon el cual se hicieron las determinaciones siguiendo la téonioa 
desoripta en el Capítulo I.
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Loe aumentos totales logrados, fueron de 200.000 z 7 de 130.000
x.C)

h) Coaparamos la pureaa radiactiva de un ooloide de tipo S-2, provisto 
por el Departamento de Sadioelomentos del Centro de Estudios Nuolea- 
res de Saolay, Eranoia, oon la de un ooloide de 198-Au elaborado por 
nosotros.

Para ello hioimos mediciones seriadas de la aotivldad de la mués 
tra, oon el fin de evaluar experimentalmente su periodo de semidesin­
tegraoión, cuidando mantener unc geometría oonstante. Por otra parte, 
determinamos los espeotros gamma a distintos tiempos, utilizando un 
espectrómetro gamma monooanal para el oontrol del ooloide S-2 y uno 
multioanal para el oaso de la dispersión preparada por nosotros. Los 
experimentos fueron seguidos durante por lo menos dos meses, empleán­
dose oantidades crecientes de los ooloides.

En el oaso del ooloide de 198-Au S-2, deteotamos una impureza de 
periodo de semidesintegraoión largo, cuyo valor y espeotro gamma eo - 
rrespondla a los del 192-Ir. Su proporción fue menor que 0.01% en la 
muestra analizada.El espeotro del ooloide elaborado por nosotros, 
coincidía oon el del 198-Au, aun 3 meses después de preparado, sin 
poder observar ningún pico correspondiente a una eventual impureza. 
Esto indioa una pureza radiactiva de por lo menos 99*99%.

En ninguno de los dos oasos comprobamos la presencia de 199-Au.
i) Para comparar la estabilidad de las dispersiones protegidas con gela­

tina o oon PVP, frente a soluciones de electrolitos de elevada fuer­
za iónioa, efectuamos diluciones de ambos soles oon soluciones de con­
centración creciente de C1 Na. Para ello, a 0.1 mi de ooloide agrega­
mos 4.9 rol de soluciones de oloruro de sodio al 5, 10, 15, 20 y 29%. 
También efectuamos una prueba en blanco realizando la dilución oon 
agua bidestilada. En ninguna de las diluoiones observamos un cambio 
de coloración, un prinoipio de flooulación o cualquier otra altera­
ción fisicoquímica, durante un periodo de varios meses. Esto indioa

(') Agradecemos a la Dra. M.J. de Abeledo y a la Dra. L.S. de 
Wainer, del Grupo de Cristalografía de la CNEA, la oolaboraoión pres­
tada en las observaciones en el microsoopio eleotrónioo.
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que ambos productos poseen una elevada estabilidad frente a electro­
litos.

Los estudios realizados oon los coloides no tratados, permitie­
ron determinar que se estabilidad es elevada, no observándose en la 
mayoría de los oasos, ninguna alteraoión, aun varios meses después 
de haber sido preparados.

11-3-6«- Resultados. -

En la tabla 11-1 se exponen los resultados obtenidos oon veinte 
preparaciones de coloides de 198-Au,, empleando los métodos desoriptos 
en el párrafo II-3-4.

En la columna 1 se indica el número de la preparaoión y en la co­
lumna 2, su concentración radiactiva expresada en mCi / mi, determina­
da el día de su obtenoiÓQ. íki las oolumnas 3 y 4 se consignan los diá­
metros medios de las partículas y la concentración en oro de las dis­
persiones, respectivamente. EBtos valores fueron obtenidos oon los mé­
todos espeotrofotométrioos detallados en el Capitulo I. En la oolumna 
5 figura el pH de oada preparaoión.

Todos los coloides presentaban concentraciones de oro iónico (198- 
Au) no deteotables, es decir inferiores a 1%, eran estériles y apire- 
togénioos.

Los coloides oreoidos eran isotónioos oon el medio interno.
Todas las preparaciones evidenciaban una perfeota estabilidad, que 

exoedla ampliamente su tiempo de empleo útil.
Los rendimientos en 198-Au alcanzados en todas las producciones, 

estaban oomprendidos entre 80 y 90%.
La pureza radiaotiva de todas las dispersiones era mayor que el 

99«

Los coloides 1 a 5 son 4e tipo germen, protegidos oon gelatina, 
mientras que las dispersiones 6 a 10, son de la misma oategorla, pero 
estabilizados oon PVP. Los preparados 11 a 15» son ooloides oreoidos, 
protegidos oon gelatina, mientras que los 16 a 20 son del mismo tipo, 
pero estabilizados oon PVP.
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Tabla IX-1.- Resultados obtenidos en veinte preparaciones de 
coloides de 198-Au.

Preparación Concentración
Radiaotiva

Diámetro medio 
de partículas

Conoentraoión
en oro p H

- ¡nCi / mi m p mg / mi -

1 10.0 4.2 3.7 5.3
2 22.0 7.4 4.3 5.1
3 11.5 4.4 3.8 5.7
4 12.5 5.2 3.9 5.4
5 10.5 4.8 4.0 5.2
6 10.0 4.4 3.2 5.2
7 9.6 5.5 2.6 5.5
8 9.8 3.5 3.0 5.8
9 10.0 3.0 3.2 5.6

1 0 10.5 4.0 3.3 5.2

1 1 11.0 29.0 3.0 5.0
1 2 H.5 25.3 3.8 5.9
1 3 9.4 29.2 3.4 6.0
1 4 11.0 25.6 3.5 6.4
1 5 16.0 29.2 3.8 5.1
1 6 10.5 21.4 3.3 5-4
1 7 9.5 21.5 3.0 5.6
1 8 9.5 23.0 3.0 5.7
1 9 11.0 25.3 3.2 5.1
2 0 10.5 25.2 3.8 6.4

Como puede observarse, el tamaño de las partículas del coloide ger­
men varia entre 3 y 6 rap, debiéndose señalar una excepoión en el oaso de 
un ooloide germen protegido oon gelatina. Los soles creoidos, estabiliza­
dos oon PVP o oon gelatina, oontianen partículas cuyo diámetro medio osoi 
la entre 20 y 30 mp.
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na concentración radiactiva lograda en estas preparaciones es igual 
o mayor que 10 mCi/ml, lo que equivale a una actividad espeolfioa igual 
o mayor que 3 mCi/mg de oro. EL pH de todas las dispersiones está compren 
dido entre 5 y 7.

En las figuras II—4 y II-5» Be pueden observar los histograaas de 
los ooloides números 15 y 20 de la tabla II-1. Las muestras para la mi- 
oros oopla eleotrónioa fueron preparadas tal oomo se indicó en el párrafo 
I-3-2-2. Se indican asimismo, los diámetros medios D^, Dg y 13^, obtenidos 
para cada caso mediante las fórmulas 1-13 a 1-15» asi oomo las relaoiones

y Rg, definidas por Marón y Eider (43).

Fig. II-4. - Histograma de distribución de tamaños de partículas 
del ooloide número 15 de la Tabla II-1. -

Djj i 20.2 mp.. Dg j 23.7 D^ t 27.7 myu

» 1.37. R2 » 1.17.
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Mg. II-5.- Histograma de distribución de tamaños de partículas 
del ooloide número 20 de la Tabla II-l.-

Djj : 18.5 mp. Dg : 22.0 mp. : 24.8 myi.

S1 « 1.34 H2 « 1.19

En las tablas 11-2 a II-5, se oonsignan las oanoentraciones medias 
de los distintos componentes que intervienen en la oomposioión de los 
diferentes preparados.

Tabla II-2.- Oomposioión de los coloides tipo germen, protegidos con 
gelatina.

Oro 3.0 - 3.5 mg
Oluoosa 200 mg
Cloruro de Sodio 5 mg
Gelatina 30 mg
Agua bidestilada c.s.p. 1 mi
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Tabla II-3.- Composioión de loa coloides tipo germen, protegidos 

oon PVP.

Oro 3.0 - 3.5 mg
Glucosa 200 mg
Cloruro de Sodio 5 mg
P . V . P . 37 mg
Agua bidéstilada o. s.p. 1 mi

Tabla II—4»— Composioión de los ooloides tipo crecido, protegidos 
oon gelatina.

Oro 3.0 - 3.5 mg
Glucosa 1.2 mg
Aoido Ascórbico 3.5 mg
Cloruro de Sodio 5 mg
Gelatina 30 mg
Agua bidéstilada c.s.p. 1 mi

Tabla II-5.- Composioión de los coloides tipo crecido, protegidos 
oon P.V. P.

Oro 3.0 - 3.5 mg
Gluoosa 1.2 mg
Aoido Asoórbioo 7 mg
Cloruro de Sodio 5 mg
P . V . P . 96 mg
Agua bidéstilada o. s.p. 1 mi

Como puede observarse, la composición de los coloides protegidos oon 
gelatina es sensiblemente igual a la de los soles S-2 y S-ó provistos por 
el Centro de Estudios Nucleares de Saolay, ft?anoia, salvo muy pequeñas 
diferencias que no modifioan sus propiedades biológicas. En el caso de 
las dispersiones protegidas oon PVP, hemos considerado oonveniente la in- 
oorporaoión de una mayor cantidad de este producto, con el fin de garan­
tizar su estabilidad ante una mayor proporoión de electrolitos. Como se
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demostrará posteriormente, este heoho no altera las propiedades "bioló­
gicas del preparado.

11-3-7«- Estudio del mecanismo de formaoión del ooloide de 198-Au,
oreoido, estabilizado con gelatina. -

Al hacer menoión al método de obtención de este ooloide, destaoamos 
que su color rojo violáoeo característico aparece solamente durante la 
etapa de la esterilización. Este hecho nos indujo a pensar que el meca­
nismo de formación de la mioela serla más oomplioado de lo generalmente 
admitido. Por lo tanto realizamos algunos estudios tendientes a aclarar 
dicho mecanismo.

Para ello analizamos algunas preparaciones en oada una de las eta­
pas de su elaboración, determinando su espeotro de absorción, su conte­
nido en oro iónioo y su pH.

Finalizada la reducción del oloroaurato sódico oon gelatina, pero 
antes del agregado de ascorbato de sodio, las preparaciones presentan 
un oolor violáceo, no evidenciando sus espectros de absoroión, la ban­
da de absorbencia máxima en la zona de 525 que es caraoterlstioa de 
estos ooloides. El pH oscila entre 6.8 y 7.4. Por cromatografía sobre 
papel, determinamos que el contenido en oro iónioo está comprendido en­
tre 30 y 40 %.

Al agregar el ascorbato de sodio, se observa un viraje inmediato de 
la ooloración a azul violáceo. El pioo de absorbencia máxima de los es­
pectros de absoroión, se muestra completamente achatado y desplazado a 
altas longitudes de onda. El contenido en oro iónioo oscila alrededor 
de 1 %.

Esterilizado el ooloide 30 minutos a 121° G en autoclave, se encon­
tró un contenido en oro iónioo menor que 1^4, un pH comprendido entre 5 
y 6, asi como los espeotros de absoroión característicos.

Guando se analizaron ooloides esterilizados, a los cuales no se les 
habla agregado previamente ascorbato de sodio, se pudo observar que los 
mismos poseían las propiedades fisicoquímicas habituales, si bien en al­
gunos oasos, el oontenido en oro iónioo era ligeramente superior al nor­
mal.

Por otra parte, caben consignar algunos resultados obtenidos duran­
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te el ensayo previo de los solventes oromatográfioos, utilizados para de 
terminar el contenido en oro iónioo de los coloides protegidos con PVP. 
Para verifioar la oorreota separación del oro iónioo de los coloides, se 
sembraron en el mismo punto, oantidades determinadas de ambos productos 
marcados oon 198-Au? la separaoión fue neta cuando se ensayó el solvente 
propuesto. Debe destacarse el hecho de que cuando se raezolan el ooloide 
y el oloroaurato sódico en el lugar de la siembra, apareoe de inmediato 
una ooloraoión azul violácea, que es muy similar a la anteriormente men­
cionada. El ooloide vuelve a tomar ¿u coloración normal, ouando el oro 
iónioo se ha separado de él.

IH.- DISCUSION. -

Es dable observar que las propiedades fisicoquímicas de los ooloi- 
des de 198-Au protegidos con gelatina o oon PVP, son semejantes, princi­
palmente en lo que concierne al tamaño medio y homogeneidad de sus par­
tículas. No se demostró la presencia de mioelas menores de 5 en los 
soles oreoidos.

Las experiencias de dilución de las dispersiones, en soluoiones de* 
fuerza iónioa creoiente, permitieron demostrar que su estabilidad es se­
mejante y elevada.

Como hemos indicado en el párrafo II-3-1, los inconvenientes que 
presenta el uso de la gelatina oomo agente estabilizante, son múltiples. 
Por otra parte, las experiencias descriptas en el párrafo 11-3-7, indi- 
oan que el mecanismo de formación de los coloides crecidos, estabiliza­
dos oon aquella sustancia, es más complejo de lo que generalmente suele 
admitirse? resulta evidente que en la primera etapa de la reduooión oon 
gelatina aislada, solamente se produce, parcialmente, la del cloroaura- 
to sódico.

La aparioión de una coloración azul violácea, en el momento de agre 
gar asoorbato de sodio, puede interpretarse fácilmente en base a las ex­
periencias detalladas en la segunda parte del párrafo 11-3-7 y a las de­
terminaciones efectuadas por Pauli (119). Este autor demostró que ouan­
do sobre las partículas de oro coloidal se encuentran adsorbidos iones 
complejos de oro, las dispersiones toman aquella coloración. Este efeo- 
to pudo ser demostrado igualmente en forma teórica.

Aceptando la teoría de los "organizadores", propuesta por Turkevioh
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y ool.,(35), es posible suponer, que, aun después del agregado de asoor­
bato de sodio, (que provooa una reducción prácticamente total del oro ió 
nioo libre remanente), las partículas de oro coloidal formadas posean 
nwa. oierta proporoitfn de iones oomplejos de oro adsorbidos en su super­
ficie; ésto explioarla la coloración de la dispersión. EBtas micelas es­
tarían unidas todavía al ión asoorbato y/o a la gelatina.

Puede postularse que el prooeso de calentamiento en autoolave es ne 
oesario para la separaoión de la partícula de oro coloidal aislada, de 
este complejo. Creemos interesante '.enoionar que ouando se deja una pre­
paración del ooloide no esterilizado, pero a la que se le ha agregado 
ascorbato sódico, a la temperatura ambiente, se puede observar que el oo 
lor rojo violáoeo característico aparece muy lentamente.

Por otra parte, la disminución del pH, que experimenta el ooloide 
en el proceso de esterilización, demostrarla igualmente que durante es­
ta etapa se produoe una reduoción adicional, ya que en la misma hay li­
beración de hidrogeniones.

Estas observaciones demuestran que la formación del coloide orecido 
de 198-Au, cuyas partloulas están protegidas con gelatina, transourre en 
varias etapas y que el agregado de asoorbato sódico es conveniente. La 
esterilización final es imprescindible para la correota formación del 
producto y no solamente para garantizar su esterilidad. Iya y col.,(152) 
han observado problemas análogos durante la preparación de estos coloi­
des.

El uso de la PVP como agente estabilizante de coloides crecidos de 
198-Au se justifioa por lo expresado en el párrafo II-3-1. Se puede com­
probar que estas dispersiones se forman definitivamente en la primera 
etapa de la reducción, debido a la incorporación de ascorbato sódico co­
mo agente reductor. Posteriormente no evidencian cambio alguno al ser 
esterilizadas.

El estudio de los procesos de obtención de los coloides de tipo ger­
men protegidos oon gelatina o con PVP, permitió establecer que ambos se 
producen durante la primera etapa, sin observarse variaciones posterio­
res o diferencias en su mecanismo de formación. EL análisis de los pro­
ductos terminados, no permite apreciar ninguna ventaja derivada del uso 
de uno u otro agente estabilizante.

Finalmente, oreemos importante reiterar, que los estudios efectua­
dos sobre ambos ooloides crecidos, indioan que el protegido con PVP ofre­



- 96 -

ce ventajas evidentes con respeoto al estabilizado oon gelatina. Las mis­
mas, son especialmente maroadas en lo que concierne a la senoillez del 
proceso técnico de obtención y a la mayor seguridad de elaboración, deri­
vada ésta, de un meoanismo de formación más direoto.

Además, oomo se demostrará en capítulos siguientes, el preparado oon 
PVP también presenta propiedades biológioas ventajosas, oon respecto al 
estabilizado oon gelatina.

-o-o-o-o-
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CAPITULO III

DISTRIBUCION BIOLOGICA BE COLOIDES DB ORO RADIACTIVO (198-Au)

III-l.- INTRODUCCION. -

Debido al uso médico y biológioo a que están destinados los coloi­
des de 198-Au, es neoesario estudiar su distribución en un organismo a- 
nimal, antes de administrarlos a eres humanos.

En este capitulo se oompara el comportamiento biológico de los co­
loides de oro radiaotivo protegidos oon gelatina o oon polivinilpirro- 
1idona (PVP).

III—2. - ANTECEDENTES. -

III-2-1.- Estudios de distribución biológioa t téenloas generales y
resultados obtenidos,-

Con el fin de estudiar la distribución del coloide de 198-Au en el 
organismo de animales de experimentación, se puede recurrir a diferentes 
métodos. Los mismos son aplicables, en general, al estudio de cualquier 
material radiaotivo.

üi la meyor parte de las técnicas, se inyecta la sustancia en el 
animal en estudio, se extraen luego sus diferentes órganos y se miden 
sus actividades. Este prooeder, que es uno de los empleados por nosotros 
en el presente trabajo, permite obtener una buena cuantificaoión de los 
resultados.

Realizando experiencias de este tipo, Sheppard y ool.,(143) estu­
diaron el oomportamienxo biológico de coloides de oro radiaotivo en 
perros y en seres humanos, concluyendo que, ouando estos preparados se 
inyeotan por via endovenosa, se localizan rápidamente en las oélulas 
retiouloendoteliales del hígado en vina proporción generalmente igual o 
mayor que 90%. JONES y ool.,1944,(169) hablan efectuado observaciones 
similares oon un coloide de fosfato de cromo marcado oon 32-P.

SHEPPARD y col.,1947,(170) demostraron asimismo la posibilidad de 
lograr irradiaciones internas selectivas en algunas enfermedades del 
sistema linfátioo, mediante aplicaoión de dispersiones de 198-Au. HAHN
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y ool.,1947»(171) establecieran que los radiocoloid.es en estudio, se man­
tienen en forma apreoiable en las cavidades del organismo en las cuales 
han sido infiltradas, depositándose en las serosas e irradiando sanas pre 
det Geminadas.

Análogamente, ZILVERSJQT y ool.,1952,(172) estudiaron ooloides de 
198-Au cuyas partloulas poseían diferentes diámetros medios. ROOT y ool., 
1954,(173) realisaron estas determinaoianes en seres humanos, investigan­
do también el efecto biológico de las radiaciones emitidas por el 198- 
Au. Por otra parte, SPOEE y BDRK, 1^3,(174) analizaron la distribución 
de ooloides de oro radiactivo, ouyas partloulas poseían distintos tama­
ños o estaban recubiertas oon plata.

KATAJCÜRA,1965,(175) efectuó un estudio oomparativo de la distribu­
ción biológioa de ooloides de oro radiactivo y no radiactivo. Batos últi­
mos fueron determinados cuantitativamente por análisis de aotivaoión.
Se verificó que las propiedades fisiológicas de ambos son esenoialmente 
similares.

MIQI'BA y ool. ,1966,(176) han establecido que el Rosa de Bengala - 
125—I y el coloide de 198-Au, sustancias ambas utilizadas oon análoga 
finalidad diagnóstioa, se localizan en tejidos diferentes de la masa he­
pática.

BHLLION y ool.,1962,(177) han elaborado una téanioa experimental 
que permite estudiar la movilización linfática do los radioooloidee in­
troducidos en oavidades del organismo. Bato puede resultar interesante 
para verificar si las dispersiones asi inysotadas, quedan retenidas en 
las oavidades, lo que es necesario si se desea lograr una oorreota irra­
diación cuando se efeotúa la terapia de tumores por este camino. El mé­
todo consiste en inyectar las dispersiones en la cavidad aponeurótioa o 
en el tejido subcutáneo del espacio interdigital de la pata posterior 
del animal de experimentación. La movilización linfática se determina 
midiendo la actividad del sistema ganglianar satélite y la acumulación 
hepática del producto. Este prooeder fue utilizado por COHíS y ool., 
1964,(178) para el estudio de un coloide de fosfato de oromo (32-P) y 
por KORCBART y RAEICELLA,1965,(179), quienes lo aplioaron para la ca­
racterización biológica de un coloide de hidróxido férrico maroado oon 
32-P. Eb de destacar, que el estudio de la migración linfática de un ra— 
dioooloide alojado en la oavldad peritoneal es mucho más dificultoso.
Sin embargo, BELL10N y col.,1964,(180) han podido estableoer que un 00—

radiocoloid.es
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loide de 198-Au protegido oon gelatina, inyeotado en dioha región, se en 
ouentra en proporoión importante, al oabo de algún tiempo, en hígado.

Cuando se utilizan téonioas del tipo hasta ahora menoionado, gene­
ralmente no es posible determinar la distribuoión del material aotivo en 
distintas zonas de un cierto órgano. Para lograr informaoión de esta na­
turaleza es neoesario emplear métodos autorradiográficos.

Una de las téonioas aplioable consiste en obtener oortes sagitales 
del animal entero por miorotomla de congelación. Una vez deseoados los 
oortes por volatilización a - 30°C, se los pone en contacto oon una pe- 
lloula radiográfica durante un tiempo predeterminado. Las zonas activas 
del animal ennegreoen la placa en los lugares correspondientes.

Este méttodo fue utilizado por primera vez por ULLBERO,1954,(l8l) 
para estudiar la distribuoión biológicas de la penioilina-35-S* SCHMIT- 
TERLOEW y COHEN,1957,(182) han aplioado una téonioa semejante para in­
vestigar la fijaoión de sustanoias antimicrobianas en el sistema nervio­
so central. Posteriormente ULLBERG,195^,(183) ha propuesto modificacio­
nes a su metodología original» COHEN y DELASSUE,1959»(l84) han elabora­
do igualmente mejoras en el método primitivo, adaptándolo al estudio de 
sustanoias marcadas volátiles.

Es interesante mencionar que FRIES y WALINDER,1957,(185) han demos­
trado mediante autorradiograflas de este tipo, que la absoroión del co­
loide de 198-Au de la oavidad peritoneal es inhibida cuando se lo inyec­
ta junto oon fosfato de polifloretina. La movilización de un ooloide de 
198-Au oreoido, protegido oon gelatina, administrado por vía intraperi- 
toneal, fue confirmada posteriormente por el mismo camino por Cohén y 
ool.,(178). Estos autores verificaron una radiactividad importante en 
el hígado, ya una hora después de la inyección. Con el transourso del 
tiempo, la aotividad hepática aumenta, disminuyendo en forma oonoomitan- 
te y maroada la presente en el peritoneo.

Utilizando métodos autorradiográficos y de conteo de los huesos, 
GREENBERG y ool.,1966,(l86) comprobaron que las zonas reticuloemdote— 
lial y eritropoyétioa de la médula de los huesos largos, son ooinoiden— 
tes. Para ello utilizaron 59—Fe y un ooloide maroado con 99®~Te oomo 
agentes trazadores.

Otro método interesante para determinar la distribuoión de ooloi-
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des de oro, especialmente en una oierta célula o tejido, es la observa-* 
ción de las zonas a estudiar mediante aioroscopia eleotróhioa. Dado el 
contraste de las partículas de oro, las mismas pueden diferenciarse oon 
facilidad de otros elementos cito o histológioos. De esta manera PELD- 
HBKR y MARSHALL,1962,(l87) investigaron la distribuoión intraoelular de 
un coloide de oro no radiaotivo en la ameba "ohaos - ohaos". Aplicando 
el mismo método, FELDHERR,1965,(188) estudié en dioho microorganismo la 
distribución intranuolear del preparado mencionado. Demostré que la lo- 
oalizaoión de las dispersiones en el nuoleoplasma es mayor que en el nu­
cléolo y que las partloulas ouye diámetro sobrepasa los 11 mp, no son 
oapaoes de penetrar en el núoleo de la ameba estudiada.

Asimismo THQMAS y KERR,1965,(189) lograron determinar la absorción 
de ooloides de 198-Au del espaoio subaraonoideo mediante miorosoopla e- 
leotrénioa

Sb necesario referirse además, a los estudios realizados oon el fin 
de investigar los posibles efectos de la aplioaoión de ooloides radiacti­
vos.

KELLY y JONES,1950,(190 ) observaron una disminución en la formaoión 
de ácidos nucleicos de tumores hepáticos, cuando se administra un ooloi- 
de de Ytrio radiaotivo (90 - Y), por vía endovenosa.

GOLDIE y HAHN,195O,(l9l) inooularon ratones oon alrededor de 10^ 
células del Sarcoma-37, demostrando que, cuando de 2 a 5 días antes de 
este tratamiento se administra oro coloidal radiaotivo, no se encuen­
tran células tumorales en los extendidos de fluido peritoneal. Las célu­
las cancerosas remanentes no se multiplican cuando son inyeotadas en o- 
tro animal. En todos los casos se estableció que el coloide de 198—Au 
se looaliza en el oitoplasma de los maorófagoe.

WHEELER y col.,1951,(192) estudiaron la hematología de perros tra­
tados oon oro coloidal radiactivo por vía endovenosa, verificando un 
cuadro hemático y una función hepática normales, con solo una ligera dis- 
minuoión del número de leucocitos. UPTON y col.,1956,(193) observaron 
que, solo ouando se suministran dosis muy elevadas de dispersiones de 
198-Au a ratones, se producen hepatomas.

KERR y ool.,1954,(194) investigaron los efectos clínioos del trata­
miento de tumores cerebrales, ouando se inyectan coloides de 198-Au en 
el espaoio subaraonoideo. Mc-CLURE y ool.,1955,(195) estudiaron los re-
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sultados de la administración intraoerebral e intraventrioular de diver­
sos tipos de coloides de oro radiaotivo, pudiendo observar su conoentra- 
oión en el plexo ooroideo sin cambios histológicos aparentes.

ROSSOTTO y ool.,1964,(196) evidenciaron una potenoializaoión de la 
actividad ionizant del ooloide de 198-Au, cuando se lo inooula junto 
con peróxido de hidrógeno.

Todas estas investigaciones permiten comprobar la efioaoia de la 
administración del coloide de oro radiaotivo a los fines de irradiar lo- 
oalmente distintas zonas tumoral v3. MUELLER,1962,(197), «n nna revisión 
general de estos temas, demostró que los efectos secundarios son mínimos 
8i se los compara oon los paliativos.

III-2-2, - Centellografla.-

El comportamiento biológioo de una sustancia radiactiva se investi­
ga primeramente en animales de laboratorio, empleando alguna de las téc­
nicas ya referidas. Es evidente que ninguna de ellas es aplioable al a- 
nálisis de la distribuóión en seres humanos. Para esto, deberla ser po­
sible looalizar el compuesto aotivo desde el exterior, sin perjudicar al 
organismo en estudio.

En el oaso del ooloide de oro radiactivo, uno de los primeros órga­
nos estudiados fue el hígado, dados los resultados analizados en el pá­
rrafo anterior.

La visualizaoión hepática mediante rayos-X presenta múltiples pro­
blemas debido al poco contraste de este órgano. RAOT,1929,(198) intentó 
soluoionar este inconveniente administrando dióxido de torio coloidal 
("Thorotrast") por vía endovenosa. Sin embargo este método debe desechar 
se en el ser humano, debido a sus efeotos perniciosos, como fue demos­
trado por LANARI y ool.,1937,(199).

Una soluoión práctioa e inocua fue utilizada por DOERING,1957,(200) 
quien inyeotó oro ooloidal radiactivo por vía endovenosa para visuali­
zar desde el exterior el hígado de conejos y de ratas. La looalización 
seleotiva del producto en dioho órgano permitió aplicar el denominado mé­
todo oentellográfioot éste oonsiste en barrer mediante un deteotor móvil 
adeouado, que generalmente es un cristal de centelleo para radiaciones 
gamma, el cuerpo entero o una de sus regiones, de un ser vivo inyectado 
oon la sustancia radiactiva. Por distintos mecanismos se inscribe la ac-
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tividad de cada punto explorado sobre un plano, determinándose de esta 
manera su ubicación en el órgano en el que se ha concentrado.

La oentellografla se utiliza en diversas aplicaciones ollnioas, ha­
biéndose resumido las principales técnicas en "Sointigraphie Médioale'*, 
1965»(20l) y en algunos de los capítulos del libro editado por HIÑE,1967 
(202).

Casi simultáneamente oon Doering, FRIEDEL y ool.,1957,(203) aplica­
ron igualmente este procedimiento, para determinar la forma y la estruc­
tura del hígado. BENDER,1957,(204> elaboró un fotooentelleador oon el 
cual es posible la visualización prácticamente inmediata de las zonas 
radiactivas.

Con posterioridad se han introducido distintas modificaoiones y me­
joras en los equipos de detección y de procesamiento de datos.

ANGER,1958,(205) utilizó por primera vez una oáraara de centelleo, 
que actualmente lleva su nombre y se encuentra muy difundida. Mediante 
su empleo se reduce en diez veoes el tiempo requerido para una centello- 
grafía normal.

FLEMING y ool.,1962,(206) perfeooionaron un sistema en el que se 
utiliza un oircuito cerrado de televisión; ésto permite eliminar el fon­
do de manera prácticamente total.

KAKEHI y col.,1962,(207) introdujeron la oentellografla en oolores. 
Mediante esta téonioa se diferenoian las regiones oon distintos rangos 
de aotividad, inscribiendo cada una de ellas oon un color diferente. De 
esta manera, la evaluaoión de la actividad en zonas diversas es más ob­
jetiva.

KELLERSOHN y ool.,1964,(208) ha propuesto el empleo de una cámara 
de chispas, con el fin de reducir el tiempo neoesario para la determina­
ción.

BENDER y BLAU,1962,(209) aplicaron un sistema denominado "autofluo- 
rosoopio", que permite la visualización muy rápida y segura de las dis­
tintas zonas activas. SPEROEL,1966,(210) combinó este dispositivo oon 
una computadora digital, lo que posibilita un análisis de las activida­
des distribuidas en el organismo entero, en forma cuantitativa. Asimis­
mo, si se retienen los datos en la memoria de la computadora, es posible 
utilizarlos en posteriores determinaciones.

Todas estas modificaciones han permitido el estudio de las distribu 
oiones de diversas sustancias en seres humanos, en función del tiempo.
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En el aspeoto olinico, la administración del oro coloidal radiacti­
vo por via endovenosa, permite la visualización del hígado de manera ino 
oua. Además, su imagen oentellográfioa es también fisiológica, ya que, 
las zonas no funcionantes o no irrigadas, debido a la presenoia de quis­
tes o de tumores primarios o secundarios, aparecen en el oentellograaa 
como regiones menos aotivas, oonooidas con el nombre de "nódulos o zonas 
frías". Frecuentemente no es posible detectar estas alteraciones median­
te rayos-X.

* La oentellografla hepática, obtenida mediante administración endo­
venosa de coloides de 198-Au, ha sido estudiada por múltiples autores, 
entre los ouales se destaoan DONATO y col.,1959»(211), CHRISTIE y Mo-IN- 
TRYB,1962,(212) y CZERNIAK,1964,(213)« Todos ellos han obtenido excelen­
tes resultados, sin aparición de efectos secundarios, en la deteoción de 
tumores hepátioos. CZERNIAK y col.,1963»(214) han utilizado este método 
con éxito para looalizar y diagnosticar quistes hidatidicos en ese órga­
no? asimismo han logrado seguir los resultados de la terapéutica aplioa- 
da en cada oaso.

Para efectuar la oentellografla hepática se suelen administrar 100 
a 150 jiCi del coloide de 198-Au. QUIMBY,19óO,(215) oalouló que para 150 
juCi de dioho producto, el hígado absorbe una dosis de 5»7 Rads. GOTT - 
SCHALK y ANGER,1965,(216) compararon las ventajas e inconvenientes deri­
vados de la utilización de este radioooloide y del Rosa de Bengala - 131 
I como agentes trazadores. El último compuesto se concentra en las cé­
lulas del parénquima hepático, de las cuales es eliminado por vía biliar 
y duodenal. Esto provoca la pérdida de nitidez de la imagen oentellográ— 
fioa. La principal ventaja del ooloide de 198-Au radioa en su permanen­
cia definitiva en el sistema reticuloendotelial hepátioo.

LARSSON y J0N38CN,1964,(217) han logrado visualizar la médula ósea, 
administrando cantidades elevadas del ooloide de 198—Au por via endove­
nosa, que corresponden a 2.5 mCi aproximadamente. Si bien la dosis absor­
bida en este caso es apreoiable, EDWARDS y col.,1964,(2l8) han utilizado 
este método para diagnosticar casos de la enfermedad de Hodgkin. KNISE- 
LEY y col.,1966,(219) han oomparado la utilidad de distintos radiocoloi- 
des en este tipo de diagnóstico.
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DBLALOYB y MAGEHANT,1964, (220) han empleado los ooloid.es de 198-Au 
de tipo germen, para -visualizar los ganglios linfátioos de las extremi­
dades inferiores, por linfografla indireota. Para ello se inyecta el co­
loide en la zona tributaria a la región linfàtica a estudiar, siri neoe- 
sidad de aislar el vaso correspondiente. Suele agregarse xilooaina oon 
el -f-iw de atenuar el posible efeoto doloroso de la administración. RO­
SSI y FERRI,1966,(22l) han estudiado de esta manera la oadena linfáti­
ca mamaria interna.

Por otra parte, OBORGI y col.,1966,(222) determinaron mediante una 
cámara de centelleo, el tiempo de pasaje de una sustanoia del estómago 
al intestino delgado, administrando 100 a 120 pCi de 198-Au ooloidal 
por vía bucal. Los datos obtenidos no permiten una evaluaoión exacta 
del parámetro estudiado.

II1-3.- PARTE EXPERIMENTAL.-

Se encaró el estudio comparativo del comportamiento biológico de 
los cuatro tipos de ooloide de oro radiactivo (198-Au) mencionados en el 
Capitulo II. Paura ello se eligió como animal de experimentación el ratón 
albino. Se efectuaron medioiones de ouerpo entero en funoión del tiempo, 
para estudiar una posible eliminación metabòlica. Por otra parte, se de­
terminaron las distribuciones en distintos órganos para diferentes pe­
riodos, después de la administración endovenosa o intraoavitaria de los 
produotos.

Posteriormente se hioieron determinaciones oenteliográficas en se­
res humanos.

111-3-1«- Material. -

Se utilizaron los ooloides de 198-Au números 2, 9, 15 y 20 de la 
Tabla II-l.

Los preparados fueron inyeotados un día después de haber sido ela­
borados. Durante ese lapso, se los mantuvo en los reoipientes en que ha­
blan sido esterilizados.

ooloid.es
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III-3-2.- Animales,-

Se utilizaron 360 ratones blancos, hembras, de cepa standard., ouya 
masa osoilaba entre 25 y 30 gramos^ recibieron alimentación sintétioa y 
agua "ad-libitum" y fueron mantenidos en jaulas apropiadas, a temperatu­
ra ambiente, hasta el momento de realizarse las experienoias.

111-3-3,- Téonioas utilizadas.-

Los animales fueron divididos en ouatro grupos, cada uno de los oua- 
les fue subdividido en dos subgrupos. En uno de éstos, se estudió la dis­
tribución biológica después de la inyección de uno de los radioooloides 
mencionados, en la vena dorsal de la oola. En el otro subgrupo, se anali­
zó el comportamiento del mismo radioooloide, con posterioridad a su ad­
ministración en la cavidad aponeurótica de la pata trasera.

A su vez, oada subgrupo fue distribuido en varios lotes de 6 y de 7 
animales cada uno, para los ooloides números 9 y 20 y para los prepara­
dos números 2 y 15, respectivamente.

Cada ratón recibió, por una de las vías mencionadas, 0.1 mi de una 
dilución al 10% del ooloide original, en una solución de cloruro de so­
dio al 0.9%« Esta cantidad oorresponde a 1 x 10^, 1 x ÍO^, i, 5 x 10^^ 
y 2.3 1 1011 partículas y a 170, 80, 130 y 80 jiCi para las preparacio­
nes números 2, 9, 15 y 20, respectivamente.

Todos los animales toleraron perfectamente la administración de los 
productos, sin manifestar ningún síntoma de anormalidad. Es de destacar 
que el volumen inysotado, oorresponde a la administración de 20 a 30 mi 
de las dispersiones concentradas, a un ser humano de aproximadamente 70 
Kg.

Suministrados los productos, uno de los lotes de oada subgrupo fué 
reservado para las mediciones de ouerpo entero. Estas determinaciones 
fueron efectuadas midiendo la actividad de cada animal oon geometría 
constante, mediante un cristal de centelleo para radiaciones gamma, de 
INa (IT1) de 2" x 2", conectado a un espectrómetro gamma monooanal, en 
el pico fotoeléctrico del 198—Au (411 KeV), por duplicado. Al mismo tiem­
po, y en idénticas oondioiones de geometría y medioión, se efectuaron 
las determinaciones de la actividad de un patrón de 198-Au.

Los ratones restantes fueron sacrificados a tiempos prefijados,
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comprendidos entre 1 hora y 8 días después de la inyección. Para ello se 
anestesió primeramente cada animal con éter etilioo y se le extrajo san­
gre por punoión oardlaca, previa apertura de la oaja toráxioa. Se sepa­
raron los órganos más importantes, los que fueron lavados con el fin de 
eliminar los posibles restos de sangre, y luego pesados.

Posteriormente, manteniendo una geometría constante, se midieron 
las actividades de los órganos enteros, oon un equipo similar al mencio­
nado más arriba. Las condiciones eleotrónioas fueron variadas de acuer­
do con las aotividades presentes, pero cuidando mantenerlas oonstantes 
para cada lote de animales, lo que fue verificado por medioión del pa­
trón de 198-Au correspondiente. En la misma forma se midieron las aoti­
vidades de los restos de los animales, previo corte de la cola, en el 
caso de los inyectados por vía endovenosa.

La aotividad total para cada animal se obtuvo mediante la-suma de 
las correspondientes a cada uno de los órganos y la del resto del ani­
mal. Con aquel valor se caloularon las actividades porcentuales de oa- 
da órgano, la sanguínea, oonsignada en el oaso de las distribuciones del 
ooloide administrado por vía endovenosa, fué oaloulada para la sangre 
total tomando oomo base la masa de los ratones utilizados.

De esta manera se determinó la localizaoión porcentual del material 
en estudio en hígado, bazo, sangre, riñones, pulmones, esternón y lo re­
manente. Cuando se administró el ooloide en la cavidad aponeurótioa de 
la pata trasera, se midió además la aotividad de ésta y la del sistema 
ganglionar satélite, (3 . 0 . 3 .)

Eh todos los animales se oalouló la relaoión entre las aotividades 
espeolfioas del hígado y del bazo.

Con todos estos datos se establecieron los valores medios y la des­
viación standard correspondiente a cada uno de ellos. Este último valor 
se define mediante la fórmula 111-1»

donde x es el promedio de n determinaciones y x el valor de una de
ellas
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III-3-4. - Resultados.-

En las figuras III-l y III-2 se encuentran esquematizados los re­
sultados obtenidos a partir de las mediciones de la actividad remanen­
te en el cuerpo entero de los distintos animales. En la primera de ellas 
se indican los resultados obtenidos con los coloides protegidos con ge­
latina y en la segunda los logrados con las dispersiones estabilizadas 
con PVP. Todas las determinaciones se efectuaron frente a un patrón de 
198-Au medido en las mismas condiciones. Los resultados fueron normali­
zados, tomando oomo 100% las actividades iniciales de oada animal, asi 
como la de los patrones de 198-Au respectivos.

Se calcularon luego los porcentajes de aotividad remanente en ca­
da ratón, con los cuales se obtuvieron los promedios y las desviaoiones 
standard correspondientes a oada día de medioión.

En los gráficos de las figuras III-l y III-2 se puede observar que 
el periodo de semidesintegración efeotivo de los coloides de 19ü-Au en 
todos los casos, es igual al T fisico del 198-Au. Esto indica la ausen­
cia de una eliminación metabòlica significativa.

En las tablas III-l a III-4 figuran los resultados obtenidos en el 
estudio de la distribución biológica de los cuatro tipos de coloides 
mencionados, administrados por vía endovenosa.

Los resultados más importantes se resumen en los gráficos de las 
figuras III-3 y III-4j en los que se facilita la oomparaoión de la dis­
tribución en funoión del tiempo, de ambos coloides oreoidos y germen.

En las tablas III-5 a III-8 se indican los resultados logrados en 
el análisis del comportamiento de los cuatro tipos de radiocoloides en 
estudio, inyectados en la cavidad aponeurótica de la pata trasera de 
los animales de experimentación.

Los valores más significativos se comparan en las figuras III—5 y
III-6.

Es necesario recordar que, en los oasos en que las actividades me­
didas son bajas, los errores relativos cometidos en las determinaciones 
resultan elevados. Por lo tanto, en los órganos en los cuales la locali­
zación de las dispersiones es pequeña, se puede observar que generalmen­
te las desviaciones standard son relativamente apreciables.
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Pig 1II-1.- Resultados obtenidos a partir de las medioiones de la aoti 
vidad de los animales enteros, inyectados con dispersiones 
de 198-Au ooloidal, protegidas oon gelatina.-



- 109

Pig. III-2.- Resultados obtenidos a partir de las mediciones de la acti­
vidad de los animales enteros, inyectados oon dispersiones 
de 198-Au ooloidal, protegidas con polivinilpirrolidona (PVP).
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Pig. 111-3.- Hesultados más importantes obtenidos en el estudio del com­
portamiento biológioo de los coloides números 2 y 9 de la 
Tabla 11-1, administrados por vía endovenosa.-
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portamiento biológico de los coloides números 15 y 20 de la 
Tabla II-l, administrados por via endovenosa.-
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Pig. III-5. - Resultados más importantes obtenidos en el estudio del com­
portamiento biológioo de los coloides números 2 y 9 de la 
Tabla II-l, administrados por vía iatraoavitaria.-
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111-3-5.- Centellografía.- (')

Para evaluar el comportamiento de los radiocoloides en estudio, co­
mo agente diagnóatioo en el ser humano, se encaró la realización de al­
gunos ensayos centellográfioos.

Para ello se oontó con un oentellógrafo marca "Nuoleograph", de la 
firma Siemens, modelo 1965. El aparato posee un cristal de centelleo pa­
ra radiaciones gamma, de INa (iTl) de 2" i 2” y un colimador de 7 orifi­
cios, ouya distancia fooal es de ° om. Este sistema está ooneotado a un 
espectrómetro gamma monocanal y a un disoriminador de intervalos. La ins 
oripoión se realiza por percusión.

Consideramos importante destacar la necesidad de utilizar la míni­
ma actividad, compatible oon la obtenoión de una imagen suficientemente 
contrastada del órgano total. La inyección de una actividad excesiva 
puede enmascarar eventuales zonas que no han captado la dispersión. En 
los casos de centellografía hepátioa que presentamos y que fueron estu­
diados oon el fin de evaluar la forma y la funcionalidad del hígado, en 
oiertos oasos patológicos, la actividad inyeotada fué siempre menor o 
igual a 70 jiCi.

Además se estudiaron los ganglios de distintas cadenas linfátioas, 
mediante linfografla indireota.

Todas las observaciones fueron realizadas en niños ouya edad osci­
laba entre los 2 y 9 años.

Caso 1.

til este paoiente se oompara la imagen centellogrdfioa obtenida oon 
un coloide crecido protegido oon gelatina y la lograda con una disper- 
sión del mismo tipo estabilizada oon PVP, una vez que la aotividad de 
la primera, se hizo prácticamente despreciable.

Se estudió la presencia de una metástasis hepátioa de un carcinoma

(’) Agradecemos la colaboración y el asesoramiento prestados por el 
Doctor Eduardo Lanari (hijo), del Laboratorio Central de Radioisótopos 
del Hospital de Niños, en las observaciones centellográficas que se de­
tallan ex el presente capitulo.
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renal, en un niño do 7 años. Efa las figuras III-7 y III-7-a» se reprodu- 
oen las oentellograflas hepáticas obtenidas oon un ooloide de 198-Au pro 
tegido oon gelatina y oon PVP, respectivamente.

Pig. III-7.-

Pig. III-7-a.-
Aotividad Inyectada» 70 pCi. Aotividad máxima medida: 2.000 o/min. 

Supresión de fondo: 300 o/min.
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Se verifloa la presencia de una metástasis única en el lóbulo hepá­
tico dereoho. Dicha metástasis no era claramente diagnosticada eon Ha­
yos -X.

Caso 2.

Esta observaoión se efeotuó en un niño de 8 años de edad, al cual 
se le había realisado previamente una hepateotomla pardal quirúrgica.

Los resultados obtenidos mediante la inyeooión de 70 pfli de un oo- 
loide de 198-Au oreoido protegido con PVP, se muestran en la figura 111- 
8.

Pig. III-8.-
Aotividad Inyectada: 70 )»Ci Aotividad máxima medida: 3.000 o/min.

Supresión de fondo: 300 o/min.
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Caso 3.

Beta observación fué realizada en un niño de 2 años de edad, inyeo- 
tado oon 70 pCi de un coloide de 198-Au oreoido, protegido oon PVP. EL 
paciente presentaba hepatomegalia e hipertensión portal. Bata última, se 
diagnostioó por medio de la determinación de la diferenoia entre la velo­
cidad de oiroulaoión sanguínea entre el plexo hemorroidal superior y el 
hígado y, entre la primera región y el oorazón, utilizando 131-1.

»

Pig. III-9.-
Áotividad Inyectada« 70 pCi Aotividad máxima medida« 2.000 o/min.

Supresión de fondo« 300 o/min.

Bs de señalar que el hígado ooupa todo el anoho de la oavidad abdo­
minal y que la imagen oentellográfioa de dioho órgano se presenta marca­
damente difusa.

Todos estos signos indican una cirrosis hepática, la que fue confir­
mada posteriormente por biopsia.
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Caso 4.

Con el fin de realisar una linfografla Indirecta de los ganglios 
inguinoorurales, se inyeotó 40 pCi de un coloide germen de 198-Au pro­
tegido oon gelatina, en el espaoio interdigital de ambos pies de un ni­
ño de 9 años de edad. EL paciente presentaba una adenopatia en el plie­
gue inguinal derecho.

Las observaciones se realisaron a las 12 y 24 horas de inyeotado el 
preparado, hablándose reproduoi- los resultados logrados,en las figu­
ras 111-10 y 111-10-«, respectivamente.

Pig. III-10<-
Aotividad Inyeotadat 40 pCi en oada pie.

Actividad máxima medida t 12.000 o/min. 
Supresión de fondo : 300 o/min.

Tieapo t 12 horas.
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Pig. III-10-a.-
Ao ti vi dad. Inyeotada» 40 yiCi en cada pie. 

Actividad máxima medida t 28.000 o/min.
Supresión de fondo t 300 o/min.

Tiempo t 24 horas.

Con la aotividad administrada se logró una oorrcosa visualización 
de los ganglios orurales e inguinales. üo nübo acumulación hepática del 
coloide. En esta determinaoión se comparó la movilidad linfátioa en am­
bas extremidades inferiores. Dado que ambas eran semejantes, se pudo 
descartar la presanoia de una infiltración del ganglio inguinal. Se oom 
probó la aoumulaoión del radiooololde en los ganglios precitados, en 
función del tiempo.

Caso

Con fines terapéuticos, se administraron 5 ®Ci de 198—Au ooloidal, 
de tipo germen, estabilizado oon gelatina, en cada uno de los espacios
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interdigitales de loe pies de una ñifla de 7 años, que padeola de un neu- 
roblastona oon netdstasis en la oadena llnfdtioa luaboaórtioa. Las obser 
▼solones se realisaron a las 48 7 72 horas de inyectado el producto) los 
resultados respeotlvos se encuentran en las figuras III-ll 7 III-11-a.

Pig. III-ll.- Pig. III-11-a.-
Tieapot 48 horas. Tienpot 72 horas.

Actividad Inyectada 1 5 «Ci en oada pie.
Actividad ndxina nedida en hígado 1 2.800 o/nin.
Actividad ndxina nedida en el ganglio inguinal t 13.000 o/nin.
Supresión de fondo t 300 o/nin.

Se verificó la creciente aounulaoión del radioooloide en los gan­
glios regionales( asi oono tanbidn su oonoentraoión sinultdnea en el hí­
gado. La forna de este órgano es nornal. Bate detalle pernitió verifioar 
que la anatonla 7 fisiología del hígado probablemente no habla sufrido 
alteraoión.
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Ho se pudo deteotar actividad en la sona lumhoaórtioa, por posible 
reemplazo del estrone ganglionar. Esto confirmó la presunción diagnòsti 
oa de metástasis en los ganglios mencionados.

Caso 6.

ai este paciente, un niño de 7 años, se estudió la movilización 
linfátioa de un coloide de 198-Au germen protegido oon gelatina, cuan­
do se lo inyecta en la zona tributaria de un sistema ganglionar afecta­
do por la enfermedad de Hodgkin, ouyo diagnóstico había sido estableoi- 
do por biopsia. La afeooión estaba looalizada en el paquete ganglionar 
oervioal y supraolavioular, del lado izquierdo.

Se inyectaron 40 pCi del preparado, en forma simétrioa, debajo del 
ouero cabelludo de ambas regiones oooipito-parietales.

Las observaciones oentellográfioas fueron realizadas a las 12 y 24 
horas de administrado el produotof los resultados respectivos se enouen 
tran en las figuras 111-12 y III-12-a.

Pig. 111-12.- 
Tiempo t 12 horas.

Aotividad Inyeotadat 40 ¿iCi en oada región tributaria. 
Aotividad máxima medidat 1.500 o/min.

Supresión de fondo i 200 o/min.
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Pig. III-12-a.
Tienpo t 24 horas.

Aotividad Inyectada: 40 pCi en cada región tributaria.
Aotividad máxima medida t 1.500 o/min.

Supresión de fondo t 200 o/min.

Se comprobó la diferenoia entre la estruotura ganglionar derecha, 
que es normal y la izquierda, que está alterada por invasión neoplásioa 
de dioho paquete ganglionar.

La alta aotividad espeoífioa, asi oomo la inoouidad, estabilidad y 
la oonstanoia de las propiedades fisiooqulmioas, especialmente el diáme­
tro medio de las partioulas, que puede ser prefijado en forma aproxima­
da, permiten vislumbrar que los ooloides de 198-Au pueden utilizarse en 
una amplia gama de aplioaoiones diagnósticas y terapéuticas.

Las observaoiones oentellográfioas realizadas, demuestran la posi­
bilidad de utilizar el coloide oreoido, protegido oon PVP, en el diagúós- 
tioo de afecciones hepátioaa.

III-4.- DISCUSION.-

Antes de entrar en la discusión detallada de los resultados obteni­
dos, oreemos oonveniente referirnos en forma breve a algunos aspeotos re­
lacionados oon las téonioas de medición empleadas en los estudios de dis­
tribución en animales.

Cuando se efeotúa este tipo de determinaciones y oon el fin de obte-
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ner geometrías perfectamente oomparatoles, es corriente prooeder a una mi- 
neralizaoión de los órganos en estudio, o por lo menos realizar una homo- 
geneisaoión de los mismos, antes de medir sus aotividades.

Sin embargo, en el oaso que nos ooupa, existen varios inconvenien­
tes que haoen pooo aconsejable este prooeder. Eta primer lugar se requie­
re un tratamiento químico que puede tener oierto grado de oomplejidad y 
de riesgo. Existe además la posibilidad de que se formen depósitos de oro 
radiactivo en las paredes de los recipientes en los que se realizan las 
mineralizaoiones. Dado que debe efectuarse la medioión sobre partes all- 
ouotas de los líquidos resultantes del tratamiento anterior, diobos depó­
sitos no serán medidos, con lo que se falsearán los resultados.

Eb neoesario considerar también los probables errores cometidos en 
la determinación de voldmenes de los líquidos aotivos. Cuando se ha rea­
lizado la homogeneizaoión de los órganos, estas medidas suelen ser difi­
cultosas, dada la oonsistenoia del material a manipular.

Teniendo en cuenta estos heohos, hemos resuelto aplioar la técnioa 
desoripta en el párrafo III-3-3, que ounsiste en la medioión de los ór­
ganos enteros. La ventaja de este método radica en su gran simplioidad. 
Sin embargo debido a que las determinaciones de aotividad se efeotdan 
oon fuentes de distinto volumen, las muestras deben ubioarse a una dis­
tancia de por lo menos 20 om del oristal de oentelleo, para disminuir 
las variaciones del ángulo oónico. Debe señalarse además que el volumen 
de los órganos estudiados es relativamente pequeño y la energía del fo­
tón gamma emitido por el 198-Au es medianamente elevada.

Estas consideraciones nos haoen suponer que los errores que pudi­
mos haber cometido, atribulbles a las pequeñas diferencias geométricas, 
son marcadamente inferiores a los que se hubieran originado oon el em­
pleo de otro tipo de métodos.

Cuando se midieron animales enteros, se mantuvo una d-i «tan ni« si­
milar entre las fuentes y el oristal. Con la téonioa elegida, de fáoil 
realización, N1C0L1N1 y ool.,1966,(223) estudiando coloides maroados con 
99m-To, han podido determinar eliminaciones metabólioas significativas a 
partir de la diferenoia entre el periodo de semidesintegración efeotivo 
y el T flsioo de ese núolido. En este caso, la eliminación oaloulada a 
partir de las medioionea de los ouerpos enteros de los ratones, ooinoi- 
dió satisfactoriamente oon la determinada a partir de las aotividades de 
las heoes y de la orina.
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Eh nuestros experimentos, la igualdad, del T fisioo y del periodo de 
semidesintegraoión efectivo, indica la ausencia de una tal eliminación. 
En algunas oportunidades, en que se lograron efectuar medioiones de la 
actividad urinaria, se comprobó que la misma alcanzaba oomo máximo a 
0.1$ de la actividad inyectada.

Puede decirse que, en general, hemos obtenido distribuciones bioló­
gicas de las dispersiones en estudio, que son compatibles oon su natura­
leza coloidal. En efecto, ouando I03 preparados se inyeotan por vía en­
dovenosa, se observa su localización preferencial en los órganos que po­
seen un elevado número de células retiouloendoteliales. Asimismo, se ve­
rifica una permanencia relativamente apreciable en el sitio de la inyeo- 
ción, cuando se los administra en cavidades del organismo.

Considerando aisladamente los coloides estabilizados oon PVP, se 
puede observar que la diferencia más importante en su comportamiento bio 
lógico, cuando se los inyecta en la oavidad aponeurótica de la pata pos­
terior, es la migración linfática y la localizaoión renal netamente su­
periores del coloide germen, oon respecto a las del oreoido.

Resulta interesante comparar las propiedades biológicas de los co­
loides estudiados, teniendo en ouenta los diferentes agentes estabili­
zantes.

Puede observarse que las distribuciones obtenidas después de inyec­
ción endovenosa de los coloides orecidos, protegidos con gelatina o con 
PVP, son prácticamente idénticas. Lo mismo se comprueba luego de la ad­
ministración endovenosa de uno u otro ooloide germen. Es interesante 
destacar sobre todo la similitud en la localización en el hígado y en el 
bazo. Las relaciones entre las actividades específicas de estos dos ór­
ganos, son prácticamente iguales cuando se oomparan ambos coloides cre­
cido o ambos germenes. Consideramos que las pequeñas diferencias obser­
vadas en los órganos donde las actividades son minimas, (riñones, pulmo­
nes y esternón), oareoen de significado práctico.

Cuando los preparados se inoculan en la cavidad aponeurótioa de la 
pata trasera de los ratones, se observan diferencias en sus distribucio­
nes , que son aún más evidentes oon ambos coloides creoidos. La acumula­
ción hepátioa de ambas dispersiones protegidas oon gelatina es elevada 
y semejante. A pesar de ésto, la localización en el sistema ganglionar 
satélite es superior en el caso del ooloide germen. Esta diferenoia, que



- 133 -

oomo ya señaláramos, también se ha observado en el oaso de los soles es­
tabilizados oon PVP, podría atribuirse al pequeño diámetro medio de las 
partículas de tipo germen.

La movilización linfátioa de los coloides germen protegidos oon ge­
latina, permite utilizarlos oomo agentes trazadores en linfograflas in­
directas. Esto ha sido comprobado en las observaciones centellográfioas 
detalladas en el párrafo III-3-5 y estimamos que su uso podría resultar 
de importancia práotioa. Debe desi caree que durante la preparación de 
estos ooloides germen, no se produoe ninguno de los inconvenientes seña­
lados en el Capitulo II para el caso de los ooloides oreoidos estabili­
zados oon gelatina, por lo que estimamos puede procederse a la utiliza­
ción rutinaria de los coloides de 198-Au de tipo germen protegidos oon 
esa sustanoia.

La comparación de los resultados centellográficos obtenidos cuando 
uno u otro ooloide crecido fue administrado por vía endovenosa, permite 
comprobar una gran ooinoidenoia entre ambos oentellogramas. Por esta ra­
zón, asi oomo por la nitidez de las imágenes obtenidas con el coloide de 
198-Au crecido protegido con PVP, se infiere que es posible utilizar ea- 
te preparado oomo agente trazador en centellograflas hepáticas. La seme­
janza en su comportamiento biológico oon el de coloides del mismo tipo 
estabilizados oon gelatina, cuando son administrados por vía endovenosa, 
asi como su mayor facilidad y seguridad de preparación, permite predeoir 
que estos preparados pueden reemplazar oon ventaja a los ooloides oreoi­
dos protegidos oon aquella sustanoia.

Por otra parte serla interesante enoarar la posibilidad de utilizar 
el ooloide crecido protegido oon PVP, cuando se realioen aplicaciones in- 
traoavitarias de 198-Au. Su menor movilización linfática permite compa­
rarlo favorablemente, también en este sentido, con los coloides del mis­
mo tipo estabilizados oon gelatina. Es de señalar que las cantidades que 
hemos administrado por vía intracavitaria, no se inyectan habitualmente 
en seres humanos oon fines diagnósticos. Sin embargo elegimos expresamen­
te estas dosis elevadas, con el fin de diferenciar el comportamiento bio­
lógico de los preparados en estas condiciones.

-o-o-o-o-
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CAPITULO IV

CINETICA DE LA DESAPARICION DE COLOIDES BE

ORO RADIACTIVO BEL CAUDAL SANGUINEO

IV-1,- INTRODUCCION. -

Anteriormente se determinó la distribución biológioa de ooloides de 
198-Au inyectados por vía endovenosa, demostrándose que estos preparados 
se looalizan preferentemente en los órganos que poseen oélulas retioulo- 
endoteliales, de los cuales el hígado es el que oapta el coloide en ma­
yor proporción.

En el presente oapltulo se estudiará la rapidez oon que los ooloi­
des radiactivos desaparecen del caudal sanguíneo, constituyendo dicho va 
lor un lndioe de la velooidad oon que estas dispersiones se fijan en la 
zona mencionada. Analizando el fenómeno desde el punto de vista cuanti­
tativo, es posible obtener información sobre el flujo sanguíneo hepáti- 
00, el estado funcional del sistema retiouloendotelial de dicho órgano, 
asi como el mecanismo por el cual se realiza la captación hepática de la 
partícula coloidal, informaciones éstas que tienen sentido práctico, por 
ouanto se las requiere habitualmente en estudios de diagnóstico clínico.

IY-2. - ANTECEDENTES, -

METCHNIKOPP,I884,(224),1901,(225) demostró por primera vez que el 
fenómeno de la fagooitosis puede ser considerado oomo un prooeso general 
por el oual ciertas células extraen del sistema circulatorio, partloulas 
extrañas al organismo.

Corrientemente se olasifioan esas células en polimorfonuoleadas y 
mononucleadas. Entre las primeras se enouentran los neutrófilos, heteró- 
filos y eosinófilos polimorfonuoleados presentes en la sangre, la médu­
la ósea y en ciertos tejidos, üitre los segundos oabe oitar los monooi- 
tos de la sangre ciroulante, asi oomo los macrófagos de los tejidos y de 
ciertos órganos como el hígado, bazo, nódulos linfátioos y médula ósea, 
donde se encuentran fijos y alineados en los bordes de los vasos sanguí­
neos y linfáticos. El conjunto de este tipo de células fué denominado
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Sistema Reticuloendotelial (SRE) por ASCHOFF, 1924,(226). A partir de en­
tonces una serie considerable de estudios, principalmente efeotuados "in 
▼itro", demostraron la efioienoia del SRE corno medio de defensa del orga 
nismo.

E1 SRE hepátioo está representado fundamentalmente por las células 
estrelladas de von Kupffer, (v. KUPFFER,1899,(22?)), Que se encuentran 
en los sinusoides del hígado. La captación de las partículas coloidales 
circulantes en el caudal sanguíneo, se realiza preponderantemente por es 
tas células, debido a causas hemoa., námioas y meoánioas. En el bazo, nò­
dulo s linfáticos y médula ósea, las oélulas retiouloendoteliales bordean 
los senos de estos órganos. Se investiga la presencia de elementos del 
SRE en otras regiones del organismo, principalmente el pulmón, (COLLBT 
y POLIGARD,1962,(228)).

Desde el punto de vista ultraestruotural, la aotividad fagocitarla 
está asociada oon los lisosomas, de IXJVE y WATTIAUX,1966,(229) estudia­
ron la correlación funoional entre estos organoides y el fenómeno de la 
fagocitosis. Generalmente se considera que este proceso se realiza en 
dos etapas, en la primera la célula reticuloendotelial adsorbe la partí­
cula en su superficie, en la segunda aquélla es engolfada por el meca­
nismo de pinooitosis. Según de ROBERTIS y ool.,1965,(230,pag.489) la 
primera etapa puede deberse a causas físicas, por ejemplo electrostáti­
cas, o químicas, mientras que la segynda requiere un oierto trabajo oe- 
lular. HIRSGE,1965,(231) ha logrado visualizar ambas etapas mediante mi- 
orooinematografla. Cuando ésto es posible, la partloula engolfada es di­
gerida. Dado que los ooloides de oro no se digieren, permaneciendo defi­
nitivamente en el interior de la célula, GORDON y ool.,1965,(232) han 
maroado con estos preparados sustanoias oon el fin de seguir el prooeso 
de su digestión. este fenómeno intervienen activamente los lisosomas.

Si las partloulas captadas son de naturaleza coloidal, algunos au­
tores prefieren denominar al fenómeno ooloidopexia o ultrafagocitosis.

Cuando una dispersión ooloidal oiroula por el caudal sanguíneo, pue 
de demostrarse que la velooidad con que desaparece del sistema circula­
torio, es un Indice de la rapidez con que es fagooitada por el hígado. 
Por lo tanto, la determinación de ese valor, constituye un método impor­
tante para estudiar el estado funoional del SRE hepátioo.

SULL,1915,(233) estudió por primera vez la velocidad oon que desapa'
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rece un material oorpusoular del caudal sanguíneo, utilizando "bacilo ti­
foideo. DRINKER y SHAN,1921,(234) estudiaron el mismo parámetro emplean­
do dióxido de manganeso. Estas determinaciones fueron efectuadas por pri­
mera vez oon ooloides radiactivos por Jones y ool.,(l69).

Posteriormente, se oomenzó a investigar la influencia del diámetro 
medio de las partículas inyectadas sobre la velooidad de oaptaoión.

Sheppard y ool.,(143) y SHEPPARD y ool.,1951»(235) estudiaron este
problema oon ooloides de 198-Au comprobando que no se puede verifioar una
influencia del tamaño de las partículas inyectadas sobre el tiempo que
tardan en desaparecer de la sangre. Por lo contrario, DOBSON y ool.,1949,
(236) y Zilversmit y ool.,(172) observaron que el diámetro medio de las
partículas ooloidales que circulan por el caudal sanguíneo influye sobre
la velooidad oon que son fagooitadas. En fecha más reoiente, SCHCENBERG 

6 7y ool.,1961,(237) demostraron que cuando se inyeota 10 a 10 partículas 
/ Kg, de látex de poliestireno de tamaño uniforme y apreoiablemente ma­
yor que el de los ooloides de 198-Au en estudio, su diámetro no influye 
sobre la velooidad de desaparición.

QABRIELI,1951,(238) estudió la velooidad oon que desaparecen del 
oaudal sanguíneo de ratas, las partículas de oro coloidal radiactivo in­
yectadas en el mismo, llegando a la oonolusión de que esta determinación 
oonstituye un Indice de la funoión fagooitaria.

El primer modelo matemático que permitió explicar en forma olara las 
curvas de desaparición de la actividad sanguínea ouando se inyeotan oo­
loides radiactivos, fue elaborada por DOBSON y JONES,1952,(239) para un 
ooloide de fosfato de cromo-32-P. Al mismo tiempo estos autores estable­
cieron la forma y las condiciones en las cuales se puede determinar el 
flujo sanguíneo hepático a partir de la velooidad oon que desaparece un 
ooloide de la sangre, hki este sentido es interesante mencionar que antes 
de la elaboración de esta téonioa, el flujo sanguíneo hepático solamente 
podía determinarse oon métodos como los elaborados por BRADLET y ool., 
1945»(240) y MYERS,1947,(241), los cuales implican la necesidad de oanu­
lar las venas hepátioas.

Siguiendo a Dobson y Jones (239), supongamos que un material se mez­
cla perfectamente oon la sangre sin fijarse a ninguno de sus elementos^ 
que siempre la misma fraooión del volumen sanguíneo total irriga oierto 
órgano, por ejemplo el hígado, captando éste una determinada porción 
constante del material ooloidal. Luego su velooidad de desaparición de
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la sangre será proporcional a la oantidad de ooloide presente, en la mis 
ma, en cada instante.

Matemáticamente ésto corresponde a una eouaoión del tipot

- do . k.o IV-1
dt

donde o es la oonoentraoión del ooloide, t, el tiempo y k, una oonstante 
de proporcionalidad que suele llamarse oonstante de desaparición. Esta 
eouaoión es similar a la que caracteriza una reacción de primer orden. 
Transponiendo en la eouaoión IV-1, tendremos:

_ do - k . dt IV—2
o

Esta eouaoión puede integrarse entre los limites tQ y t y entre oq 

y o.. El resultado obtenido será el siguiente:

- (lno. - lno) - k.t IV-3v O

que puede ser escrita igualmente como:

lno. - -k.t + lno IV-4t o

Si representamos el logaritmo natural de la oonoentraoión en fun­
dón del tiempo, obtendremos una reota de pendiente negativa, ouyo valor 
será iguál a k, siendo su ordenada en el origen igual a oQ. Generalmen­
te se expresa este tipo de ecuación en la forma exponencial, oon lo que 
resulta:

k.to oo et IV-5

donde k es la constante de desaparición.
Suponiendo que el órgano en estudio, en este oaso el hígado, puede 

captar todo el material coloidal que pasa por él, k nos da una medida de 
la fTaooión de volumen sanguíneo que irriga el órgano en un instante. 
Conooiendo el volumen sanguíneo total, determinado experimentalmente por 
medio del colorante T-1824 o empleando seroalbúmina humana marcada oon 
132-1, oomo fué sugerido por KELLERSOHN,1960,(242), el flujo sanguíneo
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hepátioo, (F.H.) será igual at

F.H. - k . V.S. 1V-6

donde F.H. es el flujo sanguíneo hepático, expresado en litros / mi­
nuto, k es la oonstante de desaparición, expresada en min y V.S. es el 
volumen sanguíneo total, expresado en litros.

El valor de k puede determinarse faoilmente a partir del periodo de 
semidesaparioión, que 80 como el tiempo neoesario para que
la aotividad sanguínea disminuya a la mitad. A partir de la eouaoión IV- 
3 se puede deducir que:

Tl/2 " 0.693 IV-7

Si el órgano en estudio no capta todas las partloulas ooloidales 
presentes, debe introducirse un factor de eficiencia, que se define oomoi

7 - -f- IT-®

donde k es la oonstante de desaparición determinada a partir del 
^l/2 y K eB la fraooión del volumen sanguíneo total que irriga el órga­
no. Este último valor debe utilizarse para calcular el flujo sanguíneo. 
BENHAMOU y col.,1957,(243) han determinado en el hígado de conejo aisla­
do, una efioienoia de aproximadamente 71%, para un pasaje del coloide. 
Cuando se desconoce el valor de , se puede calcular el flujo mínimo 
que atraviesa el órgano, utilizando la oonstante de desaparición, k, ob­
tenida a partir del

OBte método ha sido aplicado en seres humanos por DOBSON y col., 
1953,(244) y a partir de entonoes se lo utiliza corrientemente en deter­
minaciones clínicas. En la práotioa se aceptan como T^/g norma^es para 
coloides de 198-Au, los valores cemprendidos entre 1 y 4 minutos. Si el 
volumen sanguíneo no está alterado, y el ^y/2 8UPera 108 4 minutos, pue­
de suponerse que existen alteraciones en la circulación o función hepá­
tica. Mediante este procedimiento se ha logrado diagnosticar diversos oa- 
sos de cirrosis. VETTER y eol.,1954,(245) 7 KROOK,1956,(246) han estudia­
do la aplicación de este método en clínica humana.

Sin embargo es neoesario aclarar que los datos obtenidos no proveen
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un diagnóstioo univalente. STROUN y col.,1964,(247) han analizado este 
problema, llegando a la conclusión de que el método es de indudable va­
lor práotioo, pero que se lo debe oorrelaoionar oon los datos provistos 
por el laboratorio. Por otra parte SALKY y ool.,1965,(248) han observado 
que se produoen alteraciones en la función fagocitarta, en individuos 
con enfermedades inmunitartas. Un efeoto semejante ha sido determinado 
por GROCH y ool.,1965,(249) en casos de leucemia aguda.

SAGE y ool.,1964,(250) han utilizado un método similar para deter­
minar el flujo linfátioo en las extremidades de seres humanos, inyectan­
do ooloides de 198-Au con partículas muy pequeñas.

HOLLENBERQ y DOUGHERTY,1966,(251) determinaron los flujos sanguíneos 
de la arteria hepática y de la vena porta, en perros, mediante una solu- 
oión salina de 85-Kr. ORÍNGSJO y ool.,1966,(252) han logrado establecer 
el flujo sanguíneo en zonas muy pequeñas, midiendo la actividad remanen­
te de hematíes marcados con 32-P, mediante semiconductores que detecta­
ban la radiactividad en lugares apropiados, donde fueron insertados.

TURCO y ool.,1966,(253) han investigado la cinética de la oaptaoión 
del Rosa de Bengala. Como fué señalado en el Capitulo 111, esta sustan­
cia no se fija permanentemente en el hígado, eliminándose por vía biliar 
y duodenal. Los oáloulos cinéticos fueron realizados mediante análisis 
compartamental, empleándose una computadora digital. Eki este sentido oon- 
viene recordar que el Rosa de Bengala se localiza en las células paren— 
quimatosas del hígado.

DOBSON y ool.,1966,(254) han revisado diversos problemas fisiooquí- 
mioos y biológicos relacionados oon la determinación del flujo sanguíneo 
hepátioo mediante radioooloides, especialmente fosfato de oromo-32-P.

BIOZZI y ool.,1953,(255) estudiaron igualmente la velooidad de des­
aparición de ooloides del sistema circulatorio. Utilizaron generalmonte 
oarbón ooloidal como material de experimentación y han propuesto un tra­
tamiento matemátioo, que difiere del formulado por Dobson y Jones.

Biozzi y col. definen la oonstante de desaparición K como:

log Oj^ lo« o?K
t t2 1

IV-9

Por otra parte se puede definir una nueva oonstante, simbolizada
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oon 9Í- , que es igual a:

V» • ~r- - <=<
* O IV-10

La constante Ot, tiene distintos valores según la espeoie animal
oonsiderada. En la fórmula IV-10, F es la masa del animal y P es la su a o
made las masas del hígado y del bazo. Para las cantidades relativamente 
elevadas de carbón coloidal que fueron utilizadas en estas experiencias, 
los autores propusieron la siguiente ecuación oinétioa:

- __S2__ - K . ___ .?___ IV-11dt oO

BENACERRAF y ool. ,1955» (256) han propuesto el empleo de mioroagre- 
gados de albúmina humana maroados oon 131-1, oomo material de estudio. 
Esta sustanoia tiene la oaraoterlstioa interesante de ser metabolizada 
por las oólulas de Kupffer. BIOZZI,1965»(257) y PAIJÍER y ool.,1966,(258) 
han estudiado este prooeso, siguiendo el destino ulterior del 131-1.

Para estudiar la desaparición de los ooloides del sistema oiroula- 
torio, se.puede recurrir a diversas téonioas. Primeramente se utilizó un 
procedimiento en el oual se extraen muestras de sangre a distintos tiem­
pos. La ooncentraoión del coloide se verifica a partir de medioiones de 
las aotividades de volúmenes iguales de sangre. Si se utiliza oarbón co­
loidal, se la puede determinar midiendo las absorbanoias a 750 mji. Cuan­
do se emplea esta téonioa, es muy difícil analizar las aotividades san­
guíneas, a pesar de lo oual ha permitido estableoer algunos hechos impor­
tantes.

Éh estos trabajos se observó generalmente un aumento de los lj/2’ 
cuando se inorementan las dosis de los ooloides inyeotados.

Las curvas de desaparición suelen presentar una parte final ouyo 
^l/2 eB mu°k° más elevado que el de la inioial. La actividad correspon­
diente a esa poroión es más o menos elevada, según el material coloidal 
empleado. Eh el oaso de los ooloides de 198-Au, SICOT y ool.,1966,(259) 
han demostrado que la oomponente lenta se debe al 198-Au iónioo presen­
te en el coloide. Para determinar el correspondiente al comparti­
miento hepátioo es neoesario sustraer la oomponente final a la ourva to-
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tal. £h algunos oasos puede observarse una porolón inicial breve 7 de 
sumamente pequeño, admitiéndose generalmente que esta componente

de la curva se debe a la mezola de la sustancia aotiva en el volumen 
sanguíneo total, fenómeno oonooido oon el nombre de "mixing".

MEREDITH,1961,(260) analizó el problema del aumento de los 
oon dosis oreoientes de ooloides de 198-Au, en forma más completa, plan­
teando la posibilidad de utilizar un tratamiento matemátioo similar al 
propuesto por MICHAELIS 7 MEHTEN, 1913, (261) para las reaooiones enz i mí­
ticas. Este oriterio será analizauo oon más detalle en el párrafo IV-
3-2. La técnica experimental utilizada por Meredith consistía esencial­
mente en determinar la oonoentraoión del coloide de 198-Au en la sangre 
en funoión del tiempo, midiendo la aotividad en la cabeza del animal en 
forma continua, por integración 7 registro automático. Bata técnica se 
basa en la suposición de que el coloide no se fija en el sistema nervio­
so oentral, o sea de que toda la actividad medida a nivel de la oabeza 
del animal oorresponde a la actividad sanguínea. Se puede determinar al 
mismo tiempo la curva de oaptación hepática, colocando otro centellea- 
dor en la zona del hígado, midiendo la aotividad de la misma por inte­
gración 7 registro automático.

Utilizando un tratamiento matemátioo similar pero simplifioado, 110 
7 WAQNER,1963,(262) estudiaron la funoión fagooitaria en el hombre, em­
pleando mioroagregados de albúmina humana marcados oon 131-1. Asimismo 
WAQNER 7 ool.,1963,(263) investigaron la influencia de diversos estados 
infecciosos sobre aquella funoión. CASTRO-FTORE,1964,(264) estudió el 
problema, empleando microagregados de albúmina marcados oon 131-1 7 la 
téonioa experimental propuesta por Meredith (260).

Cohén 7 ool.,(178) propusieron otra técnica de medioión continua de 
la actividad sanguínea, que oonsiste en efeotuar una derivaoión oarotl- 
deo - oarotidiana, oon lo que se obtiene una ciroulaoión extraoorporal.
De esta manera se puede medir la radiactividad de la sangre con un cris­
tal de pozo, por integraoión 7 registro automátioo, lográndose una me­
jor efioienoia.

En nuestro país, LOTTI,1964,(265) estudió el flujo hepático en se­
res humanos, empleando ooloides de 198—Au oomo agentes trazadores.
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IV-3. - PARTE EXPERIMENTAL. -

Como resulta evidente de lo expuesto, el estudio de la influenoia 
de la dosis y del diámetro medio de las partloulas inyeotadas sobre el 
periodo de semidesaparición de la sangre de los coloides de 198—Au, o— 
frece interés teórico y práctico. Además, se observa que los resultados 
obtenidos, presentan ciertas contradicciones.

En este oapítulo hemos abordado el tema desde el punto de vista fi- 
siooqulmioo y biológico. Para ell ' hemos analizado primeramente los re­
sultados logrados por otros autores, estableciendo luego un modelo, que, 
oreemos, permite explicar las diferencias observadas en los trabajos ci­
tados, asi como algunos aspectos de la función del sistema retiouloendo— 
telial. Asimismo hemos verificado experimentalmente el modelo propuesto.

IV-3-1.- Fundamento teórioo.-
Partiendo del trabajo de Dobson y Jones (239), en el cual se supone 

que la velooidad de desaparición de los ooloides administrados por vía 
endovenosa es proporcional a la concentración de los mismos en oada ins­
tante, puede demostrarse que la conoentraoión inicial del ooloide de 
oro en la sangre no debe influir sobre el observado. En este senti­
do conviene recordar que este valor es igual a 0.693 / k y por ende in­
dependiente de oq. Esta es precisamente una de las propiedades fundamen­
tales de una reacoión de primer orden.

Sin embargo, existen varios autores, oitados en el párrafo anterior, 
que han comprobado un aumento del con dosis crecientes de ooloide»
Este fenómeno también ha sido verificado por nosotros.

Creemos que una aproximación válida al problema, es el replanteo de 
la ecuación IV-lj en lugar de expresar las oantidades del coloide en mg 
de oro, las hemos indicado en número de partículas.

Para llevar este valor a concentraciones sanguíneas o a algún pará­
metro proporcional, es necesario oonsiderar que las experiencias se han 
realizado sobre distintos animales, de diferente volumen sanguíneo. La 
relación entre este valor y la masa del animal es constante, en una es­
pecie dada. Por lo tanto, consideramos posible expresar la concentración 
del ooloide en número de partículas / Kg de animal. De esta manera la e- 
cuación se escribe como:
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d N
k . N

d t P IV—12

La integración en la forma usual, nos lleva a la eouaoión:

- k . tS eop ’P IV-13

tante de desaparioión definida anteriormente, cuyo valor evidentemente 
no oambia.

Puede demostrarse que si la desaparición de ooloides del caudal 
sanguíneo estuviese regida por la ecuación IV-13, serla de esperar que 
el independiente del número de partículas inyectadas, es de-
oir de la oantidad de ooloide e igualmente del diámetro medio de sus 
partículas.

Esta independencia no puede comprobarse experimentalmente en todos 
los oasos, lo que permite suponer que el fenómeno en estudio responde a 
una oinétioa de primer orden con respeoto al número de partículas inyec­
tadas, solamente cuando este valor es bajo. Si el mismo aumenta, se ten­
derla a una reacción de orden cero, en la que existe una influencia del 
diámetro medio de las partículas inyectadas, sobre el Otra posibi­
lidad es que el proceso responda a una cinética de orden fraccionario, 
como fuó propuesto por PARKER y FINNEY,1960,(266).

Pe cualquier modo es evidente que una explicación oinética de la 
desaparición de coloides radiactivos del caudal sanguíneo no responde a 
un esquema sencillo. Estimamos que la aplioación de un tratamiento mate­
mático similar al propuesto por Miohaelis y Menten para las reacciones 
enzimáticas puede oonstituir una solución valedera. Este modelo ya fue 
aplicado por Meredith (260) y en forma algo diferente por lio y Wagner 
(262). Sin embargo en esos trabajos, se expresan las concentraciones de 
los coloides en mg / Kg, oon lo cual se restringe el tratamiento a dis­
persiones de propiedades fisicoquímicas características y oonstantes.
En nuestro caso, al expresar la dosis del ooloide en número de partícu­
las / Kg de animal, es posible aplioar el modelo a ooloides de 198-Au, 
oon diferente tamaño de partículas.
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En el razonamiento que sigue, (Au) representa la oonoentraoión de 
oro coloidal libre y (SRE) la oonoentraoión total de oélulas retículoon- 
doteliales. Guando dichas oélulas oaptan una partícula ooloidal, ésta es 
adsorbida sobre la superficie celular, lo que puede asmilarse a la for­
mación del complejo enzima - sustrato. La oonoentraoión de este "comple­
jo”, se simbolizará oon (Au-SRE); su existenoia ha sido demostrada me­
diante miorosoopia electrónioa por PARES y CHIQUOINE,1957,(267), e in­
directamente por SICOT y ool.,1963,(268). Posteriormente la partloula 
de oro es engolfada; este último fenómeno se conoce también oon el nom­
bre de mioropinooitosis. La concentración de oro en el interior de la 
oélula se simboliza oon (Au-C).

La ecuación que representa el fenómeno puede esquematizarse así»

Au + SRE -.... 1 —* I Au-SRE I----------2---- Au-C . + SRE IV-14
X I I

Las barras significan que el oomplejo intermedio es inestable.
De acuerdo oon BRIGGS y HALDANE,1925, (269), la velooidad de forraa- 

oión del oomplejo Au-SRE es la siguiente;

-- [(SRE) - (Au-SRE) ] (Au) - k2(Au-SRE) - k^Au-SRE)

1V-15

o sea;

-A-lAüZ§RE)_ _ ^SRE) _ (Au_SRE)J (Au) _ ^(Au_sre). (k2 + k3)J IV-16

Cuando el oro ooloidal adsorbido sobre la célula retiouloendotelial 
llega a un máximo, d (Au-SRE) ¡ dt será igual a cero. Por lo tanto;

(Au-SRE).(k2 + k3) - kx [(SRE) - (Au-SRE) ) (Au) -

- kT [(SRE). (Au) - (Au-SRE). (Au)J 17-17

_ k2 + k3 = (SRE).(Au) - (Au-SRE). (Au) _
(Au-SRE)
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(SRE) . (Au)
(Au-SRE)

(4«)

* <-> -

(Au-SRE) . -—-Igftft)—t—ÍAü)-----  IV-18k_ + k,
♦ (Au)

Por otra parte, es posible demostrar por oonsideraoiones oinótioas 
olásioas, que»

d (Au) _ _ d (Au-SRE) _ d (Au-C)
d t d t d t

IV-19

Nuevamente, cuando d (Au-SRE) / dt es igual a oero, es deoir cuando
la reaooión se encuentra en estado estacionario,

íltiL . - .d (Aq-P) 
d t d t

se puede esoribirt

iv-20

o sea

. . d ,(Au) . . d(Au-C) . k (Au—SRE) IV—21
d t d t 3

Combinando esta eouaoión oon la fórmula IV-18, puede demostrarse 
que la velocidad de desaparición del oro ooloidal radiactivo de la san» 
gre es igual as

V - - ■ - ky (Au-SRE)
k^ . (SRE) . (Au)

(Au)
IV-22

Cuando todas las oólulas retiouloendoteliales han adsorbido partí­
culas de oro ooloidal, la velocidad de desaparición será máxima, siendo 
la oonoentraoión del oomplejo (Au-SRE) igual a la de las oólulas retiou— 
loendoteliales totales (SRE). Por lo tonto, la velocidad máxima de des-
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aparioidn, simbolizada oon V*, es igual as

k3 . (Au-SRE) - kj . (SRB) IV-23

Sustituyendo este valor en la eouaoidn IV-22, puede escribirse que 
la velooidad de desaparioidn del ooloide de la sangre en cualquier ins­
tante, ▼, es igual as

V. . (Au)
v - k ♦ kl-^-r—1 * (*“)

IV-24

Eh oinétioa ensimdtioa se reemplaza generalmente el valor de 
(kg + k^) / k^ por una únioa oonstante, oonooida oon el nombre de cons­
tante del sustrato, simbolizada oon Kg. Por lo tanto escribiremos la e- 
ouaoión IV-24 oomoi

V. •
K.+

(Au)
(Au) IV-25

Una vez analizado el fenómeno hasta este punto, es necesario enoon- 
trar una forma prdotioa para expresar los datos experimentales y adaptar­
los al modelo desoripto. Sabemos que la velooidad de desaparioidn del 
ooloide de la sangre puede esoribirse oomos

v - - " ""j, (6^- ■ k • (Au) IV-26d t

donde k es la oonstante de desaparioidn.
ai nuestro oaso, expresamos la oonoentraoidn del ooloide

de partioulas / Kg. Por lo tantos
en número

d N
v - - k . Id t IV-27

Para oaloular el número de partioulas presentes en cualquier instan­
te, dt, puede utilizarse la eouaoidn IV-1J. Por lo tanto, la velooidad 
de desaparioidn, v, es igual as

d H ___ 1d t
- k . t- k . Iop IV-28v - -
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Puede considerarse que un minuto después de la inyeooión del ooloi- 
de, ya se produjo el "mixing" y que la reaooión está por lo tanto en es­
tado estacionario. Si, oomo ya hemos señalado, expresamos la oonoentra— 
oión del oro coloidal libre, (Au), oon ®Op» Ia ©ouaoión 17-25 puede es­
cribirse oomo t

k . V - k.t
op 17-29

íh esta eouaoión, Kg representa, oomo anteriormente a (kg + kj) / 
kj. Para aplicar este tratamiento, conviene destacar que el valor de k, 
debe calcularse a partir del correspondiente al compartimiento he­
pático, obtenido por sustracción de la oomponente lenta a la curva to­
tal. Eh este oaso, puede oonsiderarse que la velooidad de desaparición 
oaloulada, corresponde a la velooidad de oaptaoión hepátioa.

Para utilizar la eouaoión 17-29 en forma más práctica, conviene in­
vertirla, siguiendo el procedimiento propuesto por LINE7EA7ER y BUHE, 
1934,(270). Puede demostrarse que la inversa de la velooidad de desapa­
rición del coloide de la sangre es igual at

k.H - k.t 17-30
op op

Por lo tanto, si representamos 1 / k.!^.e * en funoión de l/H^,

obtendremos una reota, si la reaooión sigue el modelo que proponemos. La 
ordenada en el origen de esta reota será igual a 1 / 7 y su pendiente 
será igual a K / 7 . Por otra parte, se demuestra fácilmente que el va- 
lor de 1 / B , cuando la reota oorta al eje de las abscisas, es igual 
• - 1 / K, •

El tratamiento matemático que hemos desoripto, utilisa por primera 
ves el número de partículas por Eg de animal oomo expresión de la oonoen- 
tración de oro coloidal) al número de partículas que desapareoe del cau­
dal sanguíneo por minuto, por Eg de animal, lo emplea oomo unidad de ve­
looidad de deeaparioión o de oaptaoión hepátioa. Si lo postulado es vá­
lido, la eouaoión 17-30 debe cumplirse para ooloides de cualquier diáme­
tro de partículas.
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Por último, oreemos oon veniente ««Balar que en el aodelo preoeden­
te se supone que el número de células fagooltarlas peraaneoe oonstante. 
Sin embargo KELLT y ool. ,1960,(271) han obe errado que luego de la fija- 
oión hepátioa de aaterial ooloidal, tiene lugar una proliferación de oé< 
lulas retiouloendotelialea en ese órgano. Beto se puso en evidencia por 
una aayor incorporación de 32-P. Sin embargo, el fenómeno no se produoe 
inaediataaente después de la inyeooión del ooloide, por lo que oreemos 
válida la supoaioión de que en el tiempo relativamente breve en que se 
realisan nuestras experiencias, el número de oélulas fagooitarias hepá­
ticas peraaneoe oonstante.

IY-3-2.- Verificación Experimental.-

Detallaremos las experiencias efeotuadas oon el fin de oomprobar 
prácticamente la valides del aodelo propuesto en el párrafo anterior.

IV-3-2-1.- Material.-
Hemos utilisado los ooloides de oro radiactivo (198-Au) preparados 

por el Departamento de Radioelementos del Centro de Estudios Nucleares 
de Saolay, Rranoia. Sus características fueron señaladas en el párrafo 
I-3-2-1.

Hemos trabajado oon dooe dispersiones, cuyas propiedades fisiooqui- 
aioas han sido resumidas en la Tabla IY-1. El diámetro medio, expresado 
en A, y la oonoentraoión en oro de los radioooloides, expresada en mg / 
mi, fueron determinados mediante los métodos espeotrofotométrioos des- 
oriptos en el Capítulo I, los demás valores, oon los procedimientos in­
dicados en el Capitulo II.

Las oonoentraoiones radiactivas absolutas están referidas al día 
de la elaboraoión del ooloide.

Todas las dispersiones eran estériles, estaban exentas de sustan­
cias piretogénioas y fueron mantenidas en frascos herméticamente cerra­
dos a temperatura ambiente. Las preparaciones 1 y 2 son ooloides de ti­
po germen, las restantes son ooloides oreoidos.

La dosis suministrada, expresada en ag de oro / Kg, puede calcular­
se faoilmente a partir del volumen inyeotado, de la oonoentraoión del co­
loide y de la masa del animal. Con esé valor, se determina el número de
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partículas / Kg, aplicando la fórmula:

9*86 x 1019 . d
(2 a)3 IV-31

donde d, es la dosis expresada en mg de oro / Kg de animal y 2a es 
oel diámetro medio de las partículas, expresado en A.

Tabla IV-1.- Caraoterlstioas fis ■» ooqulmioaa de los preparados de oro oo- 
loidal radiactivo (u>8-Au), utilizados en la determinaoión

de la velocidad de desaparioión del oaudal sanguíneo.

Freparaoión Diámetro
medio

Concentración
en oro P H Oro

Iónioo
Conoentraoión
Sadiaotiva

- oA mg / mi - % mCi / mi

1 74 3.5 5.4 2.7 23.1
2 92 3.4 5.7 1.0 21.3
3 244 3.8 6.0 1.1 53.5
4 247 3.7 5.7 0.3 135.0
5 253 4.0 5.7 1.9 38.6
6 255 4.3 5.5 0.9 34.8
7 258 3.9 5.7 2.6 23.1
8 266 3.9 5.1 0.5 29.5
9 267 3.7 5.6 0.7 39.1

10 273 6.6 5.1 1.3 107.5
11 280 4.4 5.7 1.2 52.1
12 292 3.7 5.5 0.6 31.8

IV-3-2-2.- Animales.-

Las experienoias fueron realizadas sobre 100 ratas albinas de la 
oepa "Mistar", maohos y hembras, ouyas masas estaban comprendidas entre 
200 y 400 gramos. Los animales reoibieron una alimentaoión sintética 
normalizada, agua "ad-libitum" y fueron mantenidos a temperatura ambien­
te en jaulas apropiadas, hasta el momento de las experienoias.
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IV-3-2-3.- Técnica Experimental.-
La velooidad relativamente elevada oon que los ooloides desapare­

cen del sistema oiroulatorio, haoe neoesaria la medioidn continua de la 
actividad sanguínea por integración y registro automático, para lo cual 
hemos adoptado el método propuesto por Cohén y ool.,(178). Debido a la 
oonstanoia de la actividad especifica del preparado, resulta evidente 
quela actividad sanguínea es proporcional a la oonoentraoión del ooloi- 
de en oada momento y por lo tantc al número de partíoulas presentes en 
la sangre.
a) Se anestesia una rata de alrededor de 300 g oon 0.1 g de uretano por 
oada 100 g de animal. Se descubre la vena yugular externa dereoha y la 
arteria carótida primitiva izquierda, eliminando completamente las ad­
venticias. Se introduce una oánula metálica en la vena yugular, la que 
es mantenida allí durante toda la experiencia, por lo que oonviene fi­
jarla a la piel. Por ella se introducen 500 Unidades Internacionales de 
heparina por oada 100 g de animal. Luego se inserta, en la extremidad 
oefálioa y oardíaoa de la arteria carótida un oatéter de polietileno, 
que en nuestras experienoias poseía 0.76 mm de diámetro interno y 1.22 
mm de diámetro externo. Esta etapa debe realizarse rápidamente, oon el 
fin de evitar en lo posible una prolongada disminuoión del oaudal san­
guíneo en la región oefálioa. Conviene fijar el oatéter a la piel del 
animal, para oonservar la geometría. El oatéter, ouya longitud es de 1 
metro, oontiene una soluoión de heparina ltl en soluoión de oloruro de 
sodio al 0.9%. Su parte media se halla enrollada alrededor de un tubo
de 1 om de diámetro externo. Una vez realizadas las operaoiones descrip­
tas, se obtiene una oiroulaoión extraoorporal, en la oual el tiempo de 
pasaje de la sangre por el oatéter osoila entre 10 y 20 segundos. El vo­
lumen sanguíneo extraoorporal es de aproximadamente 0.5 mi, lo que re­
presenta entre 2 y 5% del volumen total de sangre. La operaoión dura 
corrientemente entre 20 y 30 minutos, siendo mínima la pérdida de San­
gre experimentada por la rata.
b) Preparado el animal, se lo oolooa lo más oeroa posible del sistema de 
medioión y se introduce cuidadosamente en el oristal de pozo, convenien­
temente blindado, el tubo a ouyo alrededor se ha fijado la parte media 
del oatéter. El oristal está ooneotado oon un espectrómetro gamma mono- 
canal, un integrador y un registrador automátioo. Las oondioiones eleo-
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trónicas del sistema usado en todas las experiencias, fueron las alguien 
tes:

Voltaje del fotomultiplicador 1.200 Voltios.
Base del disoriminador 5 Voltios.
Ancho de Canal Infinito.
Qananoia 100 - 100 (Máxima).
Rango del Integrador 150.000 impulsos/minuto.
Constante de tiempo 0.56 segundos.
Velooidad del Papel del Registrador 10 mra / minuto.

La efiolenoia de medición del 198-Au en las oondioiones indioadas 
era de 46% •
o) Para preparar la solución del coloide de oro radiactivo a inyeotar, 
se mide exactamente un volumen que posea aproximadamente una actividad 
de 12 pCi / 100 g de animal y se lo lleva a 0.7 al oon una solución de 
cloruro de sodio al 0.9^. Se toma esta dilución oon una jeringa de 1 al 
y se la inyeota por la oánula metálioa insertada en la vena yugular, en 
alrededor de 2 a 3 segundos. La aotividad oomienza a subir al cabo de
15 a 30 segundos de finalizada la inyeoción.v.;'Una vez que la aotividad ha descendido hasta formar la componente 
lenta, la que debe ser lo suficientemente larga oomo para permitir su 
oorreota extrapolación, se suspende la experiencia. Se llevan los datos 
de las actividades oorregidas por fondo, en función del tiempo, a coor­
denadas semilogarltmioas. Se resta da la curva total la componente len­
ta y se determina mediante la recta asi obtenida el periodo de semides- 
aparioión, ¿ partir de este valor se oaloula k, empleando la fór­
mula IV-7.

Eh la figura IV-1, pag. 152, puede observarse el esquema de un ex­
perimento de derivaoión oarotldeo - oarptidiana.

IV-3-2-4. - Resultados.-
Eta la figura IV-2, pag. 153, se muestra una curva de desaparición 

de la aotividad sanguínea obtenida en las condiciones establecidas en 
el párrafo anterior. £1 análisis de la misma se presenta en la figura 
IV-3, pag. 154. Puede observarse que la curva correspondiente al compar­
timiento hepátioo, responde exaotamente a una función exponencial.
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PROTECCION 
DE PLOMO'

Cánula me­
tálica en 
la vena yu-. 
guiar exter 
na derecha.

Extremo ce­
fálico de la 
arteria * 
carótida Iz­
quierda

Extremo car- • * 
díaco de la 
arteria caróti-' 
da Izquierda.

Pig. 1V-1.- Esquema de un experimento de derivaoión carotideo -
oarotidiana.-
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Pig. IV—2.— Curva de desaparioión de la actividad sanguínea, obtenida me 
diante derivaoidn oarotideo-oarotidiana e integración y re­
gistro automático de la aotividad sanguínea«-
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Ad- (c/min) COLOIDE DE ORO RADIACTIVO NO 9 
EXPERIENCIA NO 1Rata, sexo: macho 

MASA: 310 g 

’ 1»5 mln.

K : 0,^62 mln"1.

¿«t- / min

Pig. IV-3. - Análisis de una curva de desaparición de la actividad 
sanguínea.-
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Eh la Tabla IV-2 se oonsignan los resultados obtenidos. Los valores 
indioados en las distintas oolumnas, tienen los siguientes signifioadost

primerai las dosis inyectadas, en mg de oro / Kg de animal.
osegundat los diámetros medios de las partloulas, en A.

tercera» dosis, en número de partloulas / Kg de animal, oalouladas 
mediante la fórmula IV-31.

cuarta : los periodos de semidesaparioión , T^y^, en minutos, co­
rrespondientes al compartimiento hepático.

quinta t constantes de desaparición, k, correspondientes, en min \ 
sexta i velocidades de desaparición, en número de partloulas des­

aparecidas / Kg de animal / minuto, calculadas mediante la 
fórmula IV-28.

séptima: las inversas de las velocidades de desaparición, 
octava t las inversas del número de partículas iniciales / Kg de

animal.

Tabla IV-2.- Velooidad de desaparición del oaudal sanguíneo de ooloides 
de oro radiaotivo (198-Au), después de inyeooión endoveno­

sa de distintas dosis de ooloides.-

Dosis 2 a Hop Tl/2 k V l/v

■eAe 0A xlO10 min . min”l xlO10 xlO"14 xlO-14

0.0101 280 4.55 2.0 0.347 1.11 2189 9009
0.0118 267 5.99 1.5 0.462 1.74 1669 5747
0.0127 267 6.44 1.7 0.408 I.69 1553 5917
0.0127 267 6.44 1.7 0.408 1.69 1553 5917
0.0161 280 7.21 2.2 0.315 1.66 1387 6024
O.OI65 280 7.41 2.4 0.288 1.60 1350 6250
0.0196 280 8.77 1.7 0.408 2.38 1140 4202
0.0226 292 8.86 1.1 0.630 2.97 1129 3367
0.0209 280 9.38 1.1 0.630 3.14 1066 3184
0.0209 280 9.38 1.7 0.408 2.54 1066 3937
0.0209 280 9.38 2.5 0.277 1.98 1066 5050
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Continuaoión de la Tabla IV-2.-

Deals 2 a ’.p ’l/2 k ▼ 1/ÈOP l/v

■«/Kg
•A xlO10 ■in ain-1 xlO10 xlO“14 xlO"14

0.0215 280 9.61 2.6 0.267 1.97 1041 5076
0.0248 292 9.75 1.9 0.365 2.47 1026 4049
0.0266 292 10.45 1.7 0.408 2.84 956 3521
O.O298 292 11.7 2.3 0.301 2.60 855 3846
O.O317 267 16.1 2.4 O.289 3.49 621 2865
O.O27O 247 17.3 1.4 0.495 5.17 578 1934
O.O4O8 267 20.7 2.1 0.331 4.82 483 2075
0.0408 267 20.7 2.0 0.347 5.06 483 1976
0.0435 267 22.0 1.7 O.4O8 5.94 455 I685
0.0432 247 27.6 1.4 0.495 8.39 362 1192
O.O45O 247 28.9 1.3 0.533 9.18 346 IO89
O.O45O 247 28.9 2.0 0.347 7.11 346 1406
O.O45O 247 28.9 2.3 0.302 6.45 346 1550
O.O45O 247 28.9 1.3 < 0.533 9.18 346 1089
0.0615 266 32.0 2.7 O.257 6.31 312 1585
O.O6I5 266 32.0 2.8 0.248 6.20 312 1613
0.0615 266 32.0 3.0 0.231 5.86 312 1706
O.O7O3 266 36.7 1.5 0.463 10.7 272 934
O.O7O3 266 36.7 1.8 0.385 9.58 272 1043
O.O7O3 266 36.7 2.4 0.289 7.89 272 1207
O.O9O7 267 45.8 1.8 0.385 12.0 212 833
0.0997 267 50.8 1.8 0.385 13.3 197 752
0.0997 267 50.8 1.8 0.385 13.3 197 752
0.114 266 59.7 2.6 0.267 12.2 167 820
O.II4 266 59.7 2.8 O.248 11.6 167 862
0.163 267 83.0 2.0 0.347 20.5 120 488
O.I4I 253 84.8 3.7 O.187 13.1 118 763
0.200 267 102 2.0 J 0.347 24.9 98.0 402
O.2O9 267 105 2.0 0.347 25.8 95.2 388
O.2O9 267 IO5 2,5 1 0.277 22.9 95.2 437
O.327 267 166 1.9 J 0.365 42.0 60.2 238
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Continuaoìdn de la Tabla IV-2.

Doala 2 a Sop Tl/2 k V ^»op l/v

■«A«
•
A xlO10 ■in tnin-^ xlO10 xlO"14 xlO“14

0.327 267 166 2.5 0.277 35.1 60.2 285
0.336 267 175 2.5 O.277 37.1 57.1 27O
0.392 258 222 1.9 0.365 56.3 45.0 178
0.392 258 222 2.8 0.248 43.0 45.0 233
0.371 253 223 3.6 0.193 35.2 44.8 284
0.389 253 232 2.4 0.289 47.0 43.1 213
0.583 258 330 4.4 O.I58 44.2 30.3 226
0.698 267 355 3.1 0.224 63.9 28.2 156
0.698 267 355 3.4 0.204 59.0 28.2 169
0.628 253 376 3.5 0.198 61.2 26.6 163
0.636 253 380 2.9 0.239 73.6 26.3 136
0.762 267 387 3.2 0.217 67.6 25.8 148
0.681 253 407 2.2 O.315 93.7 24.6 107
0.766 258 431 2.7 0.257 89.2 23.2 112
0.793 258 447 2.6 0.267 93.0 22.4 108
0.866 255 5O6 1.8 O.385 132 19.8 75.8
0.890 255 525 1.9 0.365 132 I9.O 75.8
1.22 267 617 3.0 0.231 115 16.2 87.0
1.15 255 671 2.0 0. 347 I65 14.9 60.6
1.15 255 671 2.1 0.331 159 14.9 62.9
1.48 267 685 2.3 0.301 153 14.6 65.4
1.49 273 690 2.5 0.277 146 I4.5 68.5
1.55 273 720 2.4 0.289 156 13.9 64.I
1.83 273 847 2.1 0.331 202 11.8 49.5
1.83 273 847 2.1 0.331 202 11.8 49.5
1.83 273 847 2.5 0.277 178 11.8 56.2
1.84 273 856 2.8 0.248 166 11.7 60.2
1.85 273 861 2.2 O.315 191 11.6 52.4
1.53 255 900 2.0 0.347 222 11.1 45.0
1.58 244 1054 3.9 0.178 157 9.49 63.7
1.71 244 1143 3.7 O.I87 178 8.75 56.2
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Continuación de la Tabla IV-2.-

Dosis 2 a Kop Tl/2 k V l/v

ng/kg •A xlO10 min min-1 xlO10 xlO”14 xlO“14

2.19 253 1313 4.3 0.161 179 7.61 55.9
L99 244 1326 4.0 0.173 193 7.54 51.8
2.78 267 1406 3.7 0.187 219 7.11 45.7
2.26 244 1505 4.0 0.173 219 6.64 45.7
2.26 244 1505 3.8 0.183 229 6.64 43.7
2.79 253 1671 5.3 0.131 193 5.98 51.8
2.79 253 1671 6.1 0.114 167 5.98 59.9
3.27 255 1908 3.6 0.192 300 5.24 33.3
3.27 255 1908 4.2 0.165 265 5.24 37.7
7.20 273 3343 3.7 0.187 518 2.99 19.3
0.141 74 3402 3.5 0.198 551 2.93 18.1
0.261 74 6318 5.2 0.134 735 1.58 13.6
9-47 244 6322 8.5 O.O817 476 1.58 21.0
0.522 74 12587 10.5 0.0725 851 0.79 11.8
0.554 74 13316 13 0.0533 676 0.75 14.8
0.875 74 21092 17 0.0408 824 0.47 12.1
0.923 74 22162 17 0.0408 858 0.45 11.7
1.78 74 42982 21 0.0330 1375 0.23 7.27
6.03 92 76426 42 O.OI65 1244 0.13 8.03
6.08 92 77044 51 0.0136 1051 0.13 9.51
3.91 74 93798 40 0.0173 1390 0.10 7.20
5.54 74 133164 68 0.0102 1351 0.075 7.40

Si se representa l/v en funoión de l/K se obtiene una reota, den- op
tro de los errores experimentales aceptables. En la misma no se observan 
discontinuidades imputables a la variación del tamaño de las partículas 
inyectadas. Realizando los oáloulos neoesarios, se puede demostrar que 
la ordenada en el origen es de 7 x 10”^(partloulas/Kg/minuto)""^. Por lo 
tanto, la velocidad máxima oon que desapareoen las partículas de oro co­
loidal radiactivo (198-Au) del oaudal sanguíneo, es de 1.4 x ÍO1^ partl- 
oulas / Kg / minuto. Como ya hemos señalado, este valor corresponde 1 -
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gualmente a la velocidad máxima de oaptaoión hepátioa. Por otra parte,
la pendiente de la reota es igual a 4«1, luego el valor de K es de a-T X ®proximadamente 5»7 x 10 3 partloulas / Kg< su significación será disou- 
tida en el párrafo siguiente. Bs neoesario destacar que los valores ob­
tenidos deben ser oonsiderados oomo aproximados, dada la dispersión es­
tadística de los datos experimentales.

Interesa señalar que es pasible analisar los resultados obtenidos,
mediante un criterio diferente, adaptado del trabajo de lio y Vagner,
(262). Efa efeoto, puede demostrarse que, sise representan los valores
de Tjyg en función de ®Op, se obtiene una reota, igualmente de la forma
y » a , 1 + b. & la misma, y, corresponde a y x, a *Opl «1
valor de la pendiente, a, es igual a 0.693/V^f 1* ordenada en el origen
b, vale O.693.K0/Vb. Este último valor permite determinar el l*37*
una dosis de ooloide que tiende a oero. Si se analizan nuestros datos
experimentales oon este oriterio, pueden calcularse los siguientes valo
res» 2.3 minutos, para la ordenada en el origent 1. 3 x 10^ partloulas /
Kg / minuto, para la velocidad máxima de desaparición o de oaptaoión he
pátioa y 4.3 z ÍO1^ partículas / Kg para K#. Como puede observarme, los
valores numérioos de V y de K , obtenidos oon ambos mátodos, ooinoiden m s
satisfactoriamente, especialmente si se tienen en cuenta los errores ex 
perimentales. ,

IV-4,- DISCUSION, -

La técnica oon que hemos determinado la velooidad de desaparición 
de los ooloides de 198-Au del oaudal sanguíneo, permite establecer la 
oapaoidad fagooitaria del SRE "in vivo", sin modifioar apreoiablemente 
las oondioiones hemodinámioas del animal. Asimismo, mediante su aplioa- 
oión, es posible efectuar las mediciones inmediatamente después de fi­
nalizada la inyeooión. Es fáoil verificar, que la variación de aotivi- 
dad de la sangre que oiroula por el oatéter, es proporcional a la que 
experimenta la sangre total, aun si se produjeran pequeñas alteraciones 
de la velooidad sanguínea en el oatéter.

Sin embargo, oonsideramos neoesario discutir ciertos detalles, en 
función de los cuales podría eventualmente objetarse, en parte, la téo- 
nioa experimental utilizada, asi como algunas conclusiones obtenidas.

Como hemos demostrado en el Capítulo I, la dilución de los prepa-
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rados no afecta mayormente el resultado de la determinación espeotrofo— 
tométrioa del tamaño medio de sus partículas. Por lo tanto, estimamos 
posible introducir este valor en la fórmula 1V-31, aun si la oonoentra- 
oión de las dispersiones es diferente a la utilisada en la determinación 
espeotrofotométrioa. Bs neoesarlo señalar, que las diluoiones fueron pre 
paradas inmediatamente antes de ser suministradas al animal y en ningún 
oaso se observó un enturbiamiento o un prinoipio de flooulaoión.

Ko-INTRYB y ool.,1965,(272) Lan observado que la heparina disminuye 
la oapaoidad fagooitaria del SRE. Por el oontrario, FILKIES y DI LUZIO, 
1966,(273) verificaron un aumento de dicha aotividad, en cortes de híga­
do "in vitro", en presenoia de aquella sustanoia. Be todas maneras esti­
mamos que los valores obtenidos por nosotros no demuestran una mayor al­
teración de la funcionalidad del SRE debido a la heparina, por cuanto 
son oomparables a los logrados por otros autores, que trabajaron sin la 
administraoión de dioho antiooagulante.

Las investigaciones de BARROV y ool.,1951»(274), de BENACERRAF y 
ool.,1959,(275) y de OILMAN y TROVELL,1965,(276), han establecido que, 
oon las actividades administradas en nuestras experiencias, la función 
fagooitaria de las células retiouloendoteliales hepátioas no se modifi- 
oa debido a las oaraoterlstioas radiactivas de las dispersiones inyecta­
das. Las mismas consideraciones son válidas para la determinación del 
flujo sanguíneo hepdtioo en seres humanos.

Eh el estudio completo del estado funoional del SRE, es necesario 
considerar otros factores que pueden deprimir o estimular la aotividad 
del sistema. Eh una primera etapa de nuestras experiencias, en las oua- 
lea inyectamos cantidades relativamente elevadas de coloides oon partí­
culas de distinto diámetro medio, observamos que, cuando este valor es 
pequeño, los oorre,P°ndien'fces resultan más largos que ouando se ad­
ministran dosis oomparables de dispersiones oon partículas grandes. Bb- 
to fué primeramente interpretado oomo demostración de la existencia de 
una diferente oapaoidad fagooitaria para partículas grandes o pequeñas. 
También podría suponerse que la menor velocidad de oaptaoión de coloi­
des de tipo germen, sea debida a un eventual exceso de gelatina libre 
en estas dispersiones, exoeso que, oomo se detallará en el próximo oa­
pi tul o, disminuye la oapaoidad fagooitaria del SRE. Sin embargo, las 
experiencias realizadas oon el fin de separar la gelatina libre de los 
ooloides, dieron resultados negativos. Por otra parte, si se acepta la
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teoría propuesta por JIRGfflSOTS,1958,(277) para explicar la disposición 
geoaétrioa de los agentes estabilisantes sobro las partículas ooloidales 
liófobas, es pooo probable la presenoia de una mayor oantidad de gelati­
na libre en soles oon partículas pequeñas, debiéndose observar teórica­
mente el efeoto oontrario.

EL análisis de La totalidad de los resultados obtenidos en nuestras 
experiencias muestra que la representación del periodo de semidesapari- 
oión en funoión del número de par^loulas inyeotadas por Kg de animal, es 
»n» reota. Esto signifioa que, oon dosis muy bajas de dispersiones con 
partículas pequeñas, se obtienen norma^®8» inferiores a 4 minutos,
mientras que es posible lograr suPer^ore8 • este valor oon coloides
oreoidos, cuando las dosis administradas son elevadas; ésto fué compro­
bado en forma experimental.

Eto general puede observarse que, cuando el número de partículas so­
brepasa un valor que se encuentra alrededor de 10^^ partículas/Kg de ani 
mal, los Tjy2 son superiores a 4 minutos, independientemente del diáme­
tro medio de las mioelas inyeotadas. Beto se debe probablemente a una 
inoapaoidad funcional o meoánioa de las células retiouloendoteliales he­
páticas, para fagooitar las partículas suministradas en un tiempo normal 
y/o a la existencia de un número limitado de oélulas de Kupffer. La si­
tuación analizada corresponde a lo que ollnioamente se conoce oon el nom 
bre de saturaoión del SRE. dioho oaso, la velocidad de desaparición 
del coloide de la sangre no depende del flujo sanguíneo hepático, sino 
de la oantidad inyeotada. Por lo tanto es importante señalar que, cuan­
do se realizan las determinaciones ollnioas habituales de aquel flujo, 
es neoesario administrar menos que lO^^partloulas / Kg, cuando se utili­
zan los ooloides de 198-áu estudiados.

Para explicar estas observaoiones y postular un modelo cinético ge­
neral de la fagocitosis de ooloides, es neoesario aplioar un tratamien­
to similar al propuesto por Hiohaelis y Manten para las reaooiones enzi- 
métioas, en funoión del número de partículas ooloidales administradas.
Eta este oaso, si se expresa la velooidad oon que desaparece la disper­
sión del sistema oiroulatorio, v, en número de partículas desaparecidas 
/Kg de animal/minuto y la dosis inyeotada, 11°?, en número de partículas
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espeolfioa del tamaño de las mioelas suministradas sobre la velooidad 
oon que éstas desapareoen del plasma. Beta aproximación teórioa ha podi­
do comprobarse experimentalmente dada la posibilidad de determinar prác­
ticamente el diámetro medio de las partículas y la oonoentraoidn en oro 
de los coloides de 198-Au.

Las observaciones realisadas, demuestran que los -valores del Tj/g 
dependen del número de partículas inysotadas y no de su diámetro medio. 
Por lo tanto, independientemente de este último valor, el T^/g 08 cons­
tante para un determinado número de partículas / Kg. Si se asimilan al 
fenómeno en estudio las apreoiaoiones de MUEBLAN DER y ool. ,1964, (278, 
pag. 5), oonoernientes a la ley de la desintegración radiaotiva, que tam­
bién es de primer orden, puede oonsiderarse que la constante de desapa­
rición, k, representa la probabilidad de que una partícula sea captada 
en la unidad de tiempo, dado que su número es relativamente elevado.
Beto permite suponer que el SSB hepátioo fagooita oon la misma probabi­
lidad las partículas ooloidales de distinto tamaño.

De acuerdo oon todo lo expuesto, no serla neoesario que las prepa­
raciones de oro ooloidal radiactivo utilisadas en la determinación del 
flujo sanguíneo hepátioo en seres humanos, posean una absoluta homoge-
neidad en el diámetro de sus ooao suele aceptarse en la práo
tioa ollnioa. Sin embargo, ya se ha destaoado que, la determinación es- 
peotrofotométrioa del diámetro medio de las partículas, es más insegura 
ouando las dispersiones son muy heterogéneas. Por lo tanto, si bien pa­
reos presoindible que todas las mioelas posean el mismo diámetro, oree­
mos oonveniente que los soles sean lo más homogéneos posible. Betas ob­
servaciones deben reoordarse al analisar el trabajo de PLAYOUST y ool., 
1959» (279)» «a ®1 cual se discute la utilidad del coloide de 198-Au 00- 
mo trasador para determinar el flujo sanguíneo hepátioo.

Asimismo, es posible explicar satisfactoriamente las disorepanolaa 
observadas en los trabajos lndloados en el párrafo V-2, concernientes a 
la influenoia del tamaño de las partículas sobre el T^yg. Teniendo en 
cuenta que en las experiencias de Dobson y ool.,(236) y de Zilversmit y 
ool.,(172), se inyeotaron dosis relativamente elevadas y semejantes de 
coloides oon partículas grandes y pequeñas, los periodos de semidesapa­
rición más largos observados en el último oaso son perfectamente admisi­
bles. Por otra parte, en las investigaciones de Sheppard y ool.,(235) 7® 
señaladas, se suministraron coloidea de oro ouyas partículas poseían un
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diámetro que osoilaba entre 200 y 1000 A en un oaso y entre 700 y 2000 A 
en el otro* Aunque hay una diferencia neta en el diámetro medio de las 
partloulas de ambos preparados y si bien no se han indicado las dosis 
administradas, es aceptable suponer que no se llegó a inyectar un número 
superior a 10^ partículas / Kg en ninguno de los dos oasos.

Por último analizaremos brevemente el significado del valor de K&, 
obtenido en nuestras determinado? s. Resulta evidente que la interpre­
tación de este parámetro no es simple, ya que no es posible relacionar­
lo oon la afinidad entre la partícula de oro coloidal y la célula de 
Kupffer, como podría inferirse a partir de las consideraciones habitua­
les de oinética enzimàtica* Sin embargo, puede establecerse que K oo- 
rresponde al número de partículas / Kg de animal, oon el que se obtie­
ne una velocidad de desaparición igual a la mitad de su valor máximo,
V , Esta interpretación, que es la original, ha sido aconsejada por DI-m
XON y ¥EBB,1958,(28o,pag.19), ouando se desconocen los valores de las 
distintas oonstantes de velocidad de la reaooión y dado que evidentemen­
te nos encontramos en este caso, estimamos que la misma es la únioa ad­
misible. Además, oon ella concuerdan los resultados experimentales obte­
nidos.

De las experiencias realizadas, asi oomo de lo expresado en el pre­
sente párrafo, se deduoen alguna« conclusiones generales, que oonviene 
resumir. La aplicación de un tratamiento oinétioo, del tipo propuesto 
por Hiohaelis y Menten, a la fagocitosis de partloulas coloidales, asi 
como su verificación experimental, permite establecer que la reacción 
1V-14, pag. 144» ©s válida para oualquier tamaño de mioelas. Estimamos 
que dicha reaooión rige en forma general el fenómeno en estudio. Las con 
sideraciones referentes al orden del proceso, están subordinadas al nú­
mero de partículas inyeotadas. A partir de las eouaoiones de Miohaelis 
y Menten, se puede deducir, oomo ya lo hemos indioado, que la represen­
tación del T, /„ en función de N es una recta. De los valores de su 
pendiente y ordenada en el origen se concluye que la fagocitosis cumple 
oon todas las características de una reaooión de primer orden con respeo 
to al número de partloulas, si este valor es apreciablemente menor que 
Ka. Cuando NOp se hace oomparable a Kg o aun mayor, se observa que el
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^l/2 depende del número de partículas inyectadas! por lo tanto la reao- 
oión deja de ser de primer orden, para tender a una de orden oero.

Con el fin de verificar la generalidad de las apreoiaoiones ciné­
ticas expuestas, consideramos interesante establecer oon otro tipo de
radioooloides si los valoree de K y de V se mantienen en el mismo or- s m
den de magnitud. Para ello es necesario disponer de métodos práotioos, 
mediante los ouales se pueda oonooer la oonoentraoién y el tamaño de las 
partículas de las dispersiones utilizadas. De esta manera serla posible 
lograr una normalización del método que permite determinar el flujo san­
guíneo hepático en seres humanos.

-o-o-o-o-
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CAPITULO Y

BLOQUEO BEL SISTBtA BMIOULOEMBOTELIAL

v-i.- ibtroipociqb.—
En el estudio desoripto en el oapltulo anterior, se utilizó oomo 

únioo material ooloidal una dispersión de oro radiaotivo ouyas partí­
culas estaban protegidas oon gelatina. El análisis oindtioo de las cur­
vas de desaparioión de estos ooloides del oaudal sanguíneo, demostró 
que el proceso de la fagooitosis posee todas las oaraoterlstioas de 
una reaooión de primer orden oon respeoto al número de partloulas, ouan 
do este valor es inferior a 10^ partículas / Kg de animal. Si se ad­
ministra una oantidad mayor, se observa que el periodo de semidesapa- 
rioión del ooloide de la sangre es superior a 4 minutos. EBte fenómeno 
se debe probablemente a las rasones señaladas en la discusión del oapl­
tulo anterior. Cuando se aplioa un tratamiento mateaátioo similar al 
propuesto por Miohaelis y Manten para las reaooiones ensimátioas, y se 
expresan los datos en función del número de partloulas / Kg de animal, 
se demuestra que el proceso esta regido por una oinátioa de ese tipo en 
todo el rango de número de partloulas estudiado.

Sin embargo, existe otra posibilidad de obtener 8UPer^oreB s
4 minutos, utilizando ooloides de 198-Au protegidos oon gelatina, sin 
neoesidad de inyeotar más de ÍO1^ partloulas / Kg de animal. Esto pue­
de lograrse suministrando en forma simultánea, un exoeso de gelatina. 
Cuando se inyeotan práotioamente al mismo tiempo dos ooloides diferen­
tes, se produoe un aumento anormal del T^yg de 11110 de 0ll°8f se admite 
que eso oourre cuando las propiedades superficiales son iguales. Eh es­
tas oondioiones se aoepta generalmente que, cuando el periodo de semi- 
desaparioión del ooloide de la sangre se hace mayor que 4 minutos, se 
produoe el llamado fenómeno de bloqueo del sistema retiouloendotelial.
A pesar de ese incremento, las curvas siguen manteniendo sus oaraoterlS' 
tioas exponenciales.

El mecanismo por el oual se produoe el bloqueo no está aolarado to< 
talmente aún, y el objeto de esta parte de nuestro trabajo es contri­
buir a su explioaoión. Este fenómeno tiene además oierta importancia 
práotioa, por estar ligado a procesos patológioos en los ouales la oapa-
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oicLad fagooitaria del SRE ae encuentra alterada.
Debemos destacar que exlaten varios tipos de bloqueo del SRE, estu­

diando nosotros solamente el oaso de los ooloides de oro radiactivo pro­
tegidos oon gelatina o oon PVP y el efeoto bloqueante de uno u otro de\estos oompuestos agregados en exoeso.

V-2.- ANTECEDENTES,-

Eto el oampo del estudio de los radioooloides, fueron probablemente 
MURRAY y KATZ,1955,(281), quienes verifioaron por primera vez el fenóme­
no de bloqueo del SRE al suministrar un exoeso de gelatina antes de la 
administración de un ooloide de 198-Au protegido oon ese agente» Demos­
traron que el aumento del T^/^ 08 P10?01"0^01181^ a cantidad de gelati­
na presente. Asimismo observaron que la inyeooión de un exoeso de alfa 
y beta globulinas junto oon la gelatina, provoca un inoremento del 
del ooloide de la sangre aun superior al habitual. Los autores menciona­
dos interpretaron este heoho oomo una prueba de que el efeoto bloqueante 
de la gelatina se debe a que, en Reseñóla de un exoeso de esta sustan­
cia, se produoe una unión más estable del ooloide de 198-Au protegido 
oon gelatina, oon las proteínas plasmáticas, lo que favoreoerla una per- 
manenoia más prolongada del ooloidex en la sangre. La formaoión de un

J 'oomplejo entre estos ooloides y oiertas globulinas plasmáticas fué su­
gerida por SIMON,1954»(282) y por MURRAY,1956»(283) en base a experien­
cia« de eleotroforesis sobre papel, oon sueros de animales que hablan 
reoibido dicho radioooloide por vía endovenosa. Asimismo BONT0UX,196l, 
(284) ha observado, en estudios de difraooión luminosa, una oierta in­
teracción de la gelatina oon determinadas proteínas plasmátioas.

SEAMAN y MURRAY,1957»(285) demostraron la presenoia de gelatina o 
una sustanoia similar, en el hígado de animales que hablan reoibido una 
dosis bloqueante de ese oompuesto.

JEMKIN y ROVLEY,1961,(286) postularon que para otro tipo de ooloi­
des, el bloqueo del SRE está relaoionado oon un agotamiento de las opso­
ninas plasmátioas. Posteriormente, MURRAY,1963,(287) amplió este orite— 
rio. Según este autor, el recubrimiento de las partículas de oro coloi­
dal radiaotivo por las opsoninas serla necesario para que se produzca la 
fagocitosis del ooloide. Cuando se administra un exoeso de gelatina, es-
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ta sustancia se unirla con las opsoninas, impidiendo que las mismas re- 
oubran las partículas de oro. Esto provocarla la disminución de la velo­
cidad de oaptaoión hepática de la dispersión. Según MURRAY,1963,(288), 
el depósito de opsoninas también debe agotarse para que se produzoa el 
bloqueo. Estas interpretaciones están basadas principalmente en la nece­
sidad de que el agente bloqueante posea las mismas propiedades superfi­
ciales que la sustanoia que estabilisa el ooloide.

Sin embargo, NORMAKN y BENDITO,1965,(289) demostraron que es posi­
ble lograr el bloqueo de la fagocitosis de carbón coloidal protegido oon 
gelatina, en presencia de un exoeso de seroalbúmina desnaturalizada. Los 
mismos autores,(290), han podido aislar un faotor sérioo que, cuando se 
lo adsorbe sobre las partloulas de carbón ooloidal, impedirla el bloqueo

PILKINS y col.,1966,(291) y PILKINS y DI LUZIO,1966,(292), han e- 
feotuado experiencias oon cortes de hígado "in vitro" y coloides de 198- 
Au estabilizados oon gelatina^ en presenoia de un exoeso de esta sustan­
oia, observaron un bloqueo, que interpretaron oomo produoido por un ago­
tamiento de opsoninas, ya que, cuando las partloulas coloidales se opso- 
nizaban, el fenómeno de bloqueo no se producía.

Por otra parte, BENACERRAP y col.,1957»(293) postularon que la dis­
minución de la oapaoidad fagocitarla de las oélulas de Kupffer para co­
loides de oarbón protegidos oon gelatina, frente a una excesiva cantidad 
de dicho agente, se deberla a una inhibioión competitiva de esas oélulas 
por parte de la gelatina. Eh apoyo de esta hipótesis fueron realizadas 
una serie de experienoias.

BIOZZI y ool.,1957 »(294) han determinado que oiertos estrógenos po­
seen una aooión estimulante sobre el SRE, fenómeno que también fue ob­
servado por HOWARD y ool.,1959»(295) »1 administrar una dosis de myoo- 
baoterium tuberculosis. Por otra parte, SUJART y ool.,1960,(296) esta­
blecieron que oiertos llpidos simples poseen una aooión inhibitoria más 
o menos marcada sobre la oapaoidad fagooitaria del SRE. Esto podría es­
tar relacionado oon la looalizaoión de una aoetiloolinesterasa en las 
oélulas retiouloendoteliales del hígado, señalada por BALLANTYBE,1966, 
(297).

Con posterioridad, BIOZZI y ool.,1963,(298) demostraron que la op- 
sonizaoión de partloulas coloidales inertes no disminuye el grado de 
bloqueo. Sin embargo, BIOZZI y ool. ,1963,(299) determinaron que la opso-
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nización de salmonellas con inmunosueros, tiene efecto positivo sobre la 
fagooltosis de estos microorganismos. WAGNER e 110,1964,(300), en sus 
estudios de la fagocitosis de mioroagregados de seroalbúmina humana mar­
cada con 131-1, en seres humanos 4 suponen igualmente que el bloqueo del 
SRE originado por alta concentración de gelatina, se debe a la acción 
competitiva de esta sustanoia en las oélulas de Kupffer del hígado.

Más recientemente, KOENIG y col.,1965,(301) realizaron una serie de 
experiencias, que sugieren que el bloqueo de la fagocitosis de coloides 
de 198-Au estabilizados oon gelatina, cuando ésta última se encuentra en 
exoeso, se debe a la simple presencia del agente bloqueante en el oaudal 
sanguíneo. Estos autores, no lograron impedir el bloqueo por opsonisaoión 
de las partículas de 198-Au, lo que se opone a la hipótesis formulada por 
Murray. Por otra parte, observaron que, cuando el hígado de un animal que 
previamente ha recibido una dosis bloqueante de gelatina, se perfunde 
"in vitro" oon un coloide de 198-Au, nO se logra obtener el fenómeno de 
bloqueo. Esto oontradioe claramente la hipótesis de la inhibioión compe­
titiva, por lo menos en el sentido en que fue formulada por Benaoerraf 
y ool. Cuando en el liquido de perfusión se agrega gelatina, se obtiene 
el bloqueo, tanto si el hígado estaba bloqueado previamente o no. Por va­
loración de la hidroxiprolina producida por hidrólisis de la gelatina, 
comprobaron que esta sustancia, agregada en exoeso, permanece durante 
más tiempo en el plasma que el ooloide de 198-Au.

Bi base a estas determinaciones se sugiere que la acción bloquean­
te de la gelatina se debe a su presencia "per se" en el plasma sanguí­
neo.

Dado que las hipótesis expuestas son las más importantes formuladas 
hasta el momento, oreemos conveniente resumirlas. La primera, supone una 
aooión de la gelatina en el plasma sanguíneo, ya sea, a) estabilizando 
la unión entre el ooloide de 198-Au y oiertas proteínas plasmáticas, o 
b) por agotamiento de las opsoninas circulantes o totales, que serian 
necesarias para la fagooitosiB del ooloide. En la segunda se postula una 
aooión de la gelatina a nivel hepático, por inhibioión competitiva en 
las oélulas de Kupffer. La teroera hipótesis, supone que la gelatina ac­
túa simplemente por su presenoia en el oaudal sanguíneo.
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Gon«1 óotomna oportuno además , menoionar una serie de trabajos que 
si bien no están relacionados direotamente oon el bloqueo tal como se 
ha encarado en este oapitulo, pueden proporoionar referencias de inte­
rés.

AF1EI y ool.,1965,(302) han observado que, cuando se inyeota gela­
tina, alrededor de 20 minutos después del suministro de un ooloide de 
198-Au protegido oon gelatina, se produce un nuevo incremento de la ao- 
tividad sanguínea. Los autores interpretan el fenómeno oomo debido a 
una liberación del oro coloidal adsorbido sobre la odlula fagooitaria, 
producida por la administración de un exceso de gelatina, sustancia que 
igualmente tiende a fijarse sobre las oélulas de Kupffer. La intensidad 
del fenómeno disminuye si el intervalo transourrido es mayor que 20 mi­
nutos, o si las dosis de gelatina inyectadas decrecen. Este efecto se 
oonooe oon el nombre de "fenómeno de oaza", denominaoión sugerida pre­
viamente por Sioot y ool.,(268). Los resultados son solamente positivos 
■i se utiliza gelatina y un coloide protegido con esta sustancia. Es po­
sible impedir el fenómeno, si se pinza la vena porta, observándose la 
liberación del ooloide de 198-Au a la oiroulaoión sanguínea, una vez a- 
bierto dioho vaso. Estas observaciones favoreoen marcadamente la hipó­
tesis de que la gelatina aotúa a nivel hepátioo, sugiriendo asimismo que 
la generalización propuesta por Hurray (287) debe analizarse en forma 
cuidadosa antes de ser aoeptada.

WIENER y ool.,1964,(303) estudiaron la velocidad oon que desapare­
ce de la sangre una dispersión de oarbón coloidal, en ratas bloqueadas 
previamente o no oon dióxido de torio coloidal ("Thorotrast"). Posterior 
mente se realizó el estudio de los detalles ultraestruoturales de las 
oélulas fagooitarias hepáticas, por miorosoopía eleotrónioa. Los auto­
res concluyen que, en sus condiciones de trabajo, el bloqueo del SRE 
puede deberse a una inhibioión relativa de la reconstitución de las mem­
branas de las oélulas fagooitarias, una vez realizada la micropinooito- 
sis, pero no a la destrucción de aquéllas.

Asimismo, LEMPERLE,1966,(304) comprobó que oiertas sustanoias que 
estimulan el SRE, lo haoen actuando sobre las membranas de los lisoso- 
mas de las oélulas fagooitarias.

BARANOVA y TUSTANOVSKI,1965,(305) observaron que la administración 
de "Thorotrast" inhibe la síntesis de alfa globulinas en el hígado.

NORMANN,!966,(306) estableoió que, ouando se inyeotan simultánea-
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mente una dispersión de carbón coloidal y otra de albúmina marcada con 
un colorante, se produoe una inhibición mutua de la fagocitosis de am­
bas sustancias.

HIATT y BOHORRIS,1966,(307) han demostrado que la amilasa sérioa 
no es removida del plasma sanguíneo por el hígado de perros que reci­
bieron una dosis bloqueante de "Thorotrast". Las experiencias fueron 
realizadas '*in vivo" y por estudios histológicos de cortes de hígado.

KOENIG y col.,1966,(308) verificaron que la fagocitosis de "Bta- 
phylooooous aureus" es inhibida .or la adición de arsenito o ouando la 
temperatura disminuye a menos de 20 0 G.

BLATTERBERO y LEVY,1962,(309) observaron una sustancia depresora 
del SRE, segregada por el intestino, que podría ser responsable de la 
disminución de la aotividad fagooitaria durante el shock. En fecha más 
reciente, los mismos autores, (310) y (31l), estudiaron esta sustancia 
en forma más detallada, sugiriendo que su acoión no se produoe por blo­
queo del SRE.

Todas estas últimas experiencias parecen indicar que el hígado de­
be probablemente intervenir en el fenómeno de bloqueo del SRE, pero que 
hay otros factores adioionales que es neoesario tener en ouenta para su 
explioaoión.

V-3.- PARTE EXPERIMENTAL.-

V-3-1.- Material y Métodos.-

V-3-i-l.- Oro Coloidal Radiactivo (198-Au). -

Se trabajó con distintas dispersiones de oro ooloidal radiaotivo 
(198-Au) que, en su mayor parte, fueron provistos por el Departamento 
de Radioelementos del Centro de Estudios Nucleares de Saclay, Erancia, 
y se desoriben en el párrafo IV-3-3-1.

De los ooloides consignados en la Tabla V-l, se utilizaron los 
preparados números 4, 8, 9, 11 y 12. Además se emplearon otros dos ra- 
diocoloides que respondían a las características especificadas en la 
Tabla V-l.
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Tablt V-l.- Oaraoteristioas fisiooqulmioas da coloides de 198-Au, no in- 
oluldos en la Tabla 1V-1.-

Prepa­
ración

Diámetro
medio Estabilizante Concentración 

en oro P H Conoentraoión
Radiactiva

- OA - mg / mi - mCi / mi

1 210 Gelatina Tipo 
Qr-Pr (') 2.9 5.7 74.0

2 279 Kollidos- 
25 (’) 3.6 5.1 16.0

(*) Las espeoifioaoiones de estas sustanoias han sido indicadas en 
el párrafo II-3-2, pag. 75.

V-3-1-2.- Agentes bloqueantes.-

Al efecto se utilizaron distintos tipos de gelatina ouyas oaraote- 
rlstioas fisicoquímicas se señalan en la Tabla V-2. Las propiedades de 
la PVP utilizada oomo agente proteotor de los ooloides y oomo sustancia 
bloqueante, ya han sido indicadas en el párrafo II-3-2.

Tabla V-2.- Propiedades fisiooqulmioas de los distintos tipos de gelati- 
na utilizadas en las experiencias de bloqueo del SRE. -

Tipo
Punto

Isoeléotrioo
(a)

Visoosidad Cenizas
(b)

P H 
(o)

Peso
Molecular

(d)

- - milipoise % - -

Qr-Pr 4.7 - 0.1 - - 5.5 - o.l -
R-l 4.4 - 0.1 49 0.2 5.4 - 0.1 605.000

R-2 6.8 - 0.3 27 0.2 4.8 - 0.1 275.000

R-3 9.2 i 0.5 61 1.1 4.1 - 0.1 475.000

(a) Determinación turbidimétrica efeotuada por nosotros.
(b) Dato obtenido por calentamiento de la sustancia a 550 °C, 

se inoluyen cloruros.
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(o) Determinación efectuada por nosotros, oon una solución al 3%, 
que sufrió un proceso de doble calentamiento en autoolave a 
121 9C durante 30 minutos.

(d) Determinación efectuada por el Profesor Paul Creach, a quien 
agradecemos su oolaboración.

Los datos correspondientes a la viscosidad y al contenido en ceni­
zas, fueron determinados por A. Roueselot, proveedor de las gelatinas 
tipo R-l, R-2 y R-3.

Todas las diluciones de los distintos tipos de gelatina fueron pre­
paradas oon una concentración de 30 mg/ml, similar a la que oontienen 
los ooloides de 198-Au cuando están protegidos con esta sustanoia» las 
mismas fueron oalentadas, en autoolave, dos veces, a 121 0C durante 30 
minutos. Esta operación fué realizada oon el fin de someter a la gelati­
na utilizada oomo agente bloqueante, al mismo oiolo térmioo que la em­
pleada en la elaboración del ooloide. Estas soluoiones también fueron 
utilizadas para la determinación de los pesos moleculares.

V-3-1-3. - Animales.-
Se utilizaron aproximadamente 50 ratas de las mismas característi­

cas que las señaladas en el Capítulo IV. Por otra parte, en las expe­
riencias referidas en los párrafos V-3-2-4 y V-3-2-5 86 utilizaron oone- 
jos albinos, de tipo standard, de 2 Kg aproximadamente.

V-3-1-4. - Técnica Experimental y Análisis de las curvas.

Se utilizó la técnica experimental descripta en el párrafo IV-3-2-3 
Las soluciones de gelatina fueron inyectadas, juntamente oon el ooloide 
de 198-Au por la vena yugular externa derecha.

Las curvas fueron analizadas en forma similar a la detallada en el 
mismo párrafo. Se determinó el T^y^ oorresPon^en'*:e a^- compartimiento 
hepátioo, restando a la ourva de la actividad sanguínea total en funoión 
del tiempo, la componente lenta correspondiente. Debe señalarse que en 
algunos casoí en que los ^y/2 eran muy elevados, esta componente lenta no 
fue observada, por lo que se c&louló el período de semidesaparioión oon 
la única exponenoial presente.
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V-3-¿,- Resultados, -

Se oonsideran loe resultados logrados en las diferentes experien­
cias realizadas. Debido a que oada grupo de experimentos tiene distinta 
fundamentaoión y que en algunos de ellos se realizan manipulaciones ac­
cesorias, hemos oreido conveniente analizar los datos obtenidos en for­
ma separada.

V-3-2-1.- Bloqueo oon gelatina de tipo Gr-Pr.-

En lina primera serie de experienoias se estudió la relación exis­
tente entre la dosis de gelatina y el grado de bloqueo producido. Como 
bloqueante se utilizó una solución al 3$> de gelatina tipo Gr-Pr.

Tabla V-3.- Valores del T^ y de k, para ooloides de 198-Au de tipo 3-2, 
en presenoia de diferentes dosis de gelatina tipo Gr-Pr.

Dosis de 
Gelatina 
agregada

Dosis de 
oro

Diámetro
medio Nop *1/2 k

mg/Kg ««Ae A xlO10 min nin-^

0.40 0.0432 247 27.6 2.0 0.347
0.64 0.0408 267 20.7 2.3 0. 301
1.29 0.0408 267 20.7 2.5 0.277
2.58 0.0408 267 20.7 3.4 0.204
5.00 0.0209 280 9.38 6.0 0.115

10.65 0.0408 267 20.7 11.0 0.063
18.48 0.114 266 59.7 14.5 0.048
19.74 0.121 266 63.2 16.5 0.042
24.0 0.203 267 103 22.0 0.032
25.0 0.0432 247 27.6 29.3 0.024
26.4 0.105 267 53.2 17.5 0.040
28.1 0.121 247 77.3 19.5 0.036
34.1 0.105 266 55.0 25.0 0.028
57.8 0.050 266 26.1 38.0 0.018
85.9 0.376 266 192 53.0 0.013

Del análisis de estos valores se puede deduoir que existe una pro-
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poroionalidad direota entre la dosis de gelatina inyeotada y el T^/g 
observado para la desaparición del ooloide de 198-Au de la sangre. Es­
ta proporcionalidad ya fuS observada por Murray y Katz,(28l).

V-3-2-2.- Bloqueo con gelatinas de distinto punto isoeléctrico.-
Posteriormente se utilizaron tres tipos diferentes de gelatina, 

identifioadas oomo R—1, R—2 y R—3 en la tabla V—2. Dado que el peso 
molecular de las mismas era conocido, calculamos las dosis inyeotadas, 
an mg de gelatina / Kg de anima], y en número de moléculas de gelati­
na / Kg de animal. Estos últimos valores han sido simbolizados oon
N /Kg en la tabla V-4, en la que figuran los resultados obtenidos en m
estas experiencias.

Tabla V-4.- Valores del Tjyg y de k, para ooloides de 198-Au de tipo 
S-2, en presenoia de diferentes dosis de gelatina de ti­

po R-l, R-2 y R-3.-

Dosis de 
gelatina 
agregada

Tipo pHi ».A«
Dosis 
d e
oro

2 a a 0 •d Tl/2 k

mg/Kg - - xlO15 mg/Kg O
Á ,_10xlO min min""l

1.67 R-l 4.4 1.66 0.0943 247 60.6 3.1 0.224
5.16 R-l 4.4 5.13 0.0408 267 20.7 6.5 0.107
9.30 R-l 4.4 9.25 0.443 292 171 8.5 0.082
9.30 R-l 4.4 9.25 0.443 292 171 11.0 0.063
9.50 R-l 4.4 9.45 0.452 292 175 13.0 0.053

16.45 R-l 4.4 16.40 0.698 267 355 21.0 0.033
19.40 R-l 4.4 19.30 0.335 267 170 17.5 0.040
22.7 R-l 4.4 22.6 0.201 247 129 22.0 0.031
23.5 R-l 4.4 23.4 0.027 280 11.2 18.0 0.039
24.3 R-l 4.4 24.2 0.173 292 66.5 15.0 0.046
25.6 R-l 4.4 25.5 0.101 267 51.0 21.0 0.033
26.3 R-l 4.4 26.2 0.165 292 63.3 23.5 0.030
40.0 R-l 4.4 39.8 0.109 266 56.6 26.0 0.027

8.6 R-2 6.8 18.9 0.412 292 159 6.0 0.115
9.1 R-2 6.8 20.0 0.020 280 8.3 2.0 0.347
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Continuación de la Tabla V-4»-

Dosis de 
gelatina 
agregada

Tipo pHi
Dosis 
d e
oro

2 a Nop Tl/2 k

nig/Kg - - xlO15 mg/Kg •A xlO10 min min~l

9.55 R-2 6.8 21.0 0.022 280 8.9 2.6 0.267
9.55 R-2 6.8 21.0 0.016 280 6.7 4.0 0.173

22.8 R-2 6.8 50.2 0.162 292 62.5 14.0 0.050
23.2 R-2 6.8 51.0 0.412 292 159 11.0 0.063
24.3 R-2 6.8 53.5 0.434 292 167 17.5 0.040
25.0 R-2 6.8 55.0 0.245 247 156 14.0 0.050

10.0 R-3 9?2 12.7 0.186 292 71.8 2.1 0.330
10.0 R-3 9.2 12.7 0.165 292 63.3 1.9 0.365
10.0 R-3 9.2 12.7 0.175 292 67.7 3.2 0.217
20.2 R-3 9.2 25.7 0.119 247 76.5 6.7 0.103
21.7 R-3 9.2 27.6 0.161 247 103 10.1 0.067
24.7 R-3 9.2 31.4 0.119 247 76.5 8.0 O.O87

El análisis de los resultados oonsignados en esta tabla lleva a 
conclusiones interesantes que oonviene señalar. En primer lugar, nueva­
mente se oomprueba una proporcionalidad direota entre la dosis de gela­
tina y el ^1/2 oon ^ue desaparece el ooloide de 198-Au de la sangre.

En segundo lugar, debe destacarse el beobo de que aparentemente el 
pinito isoeléctrico de la gelatina utilizada como agente bloqueante tie­
ne alguna influenoia sobre el grado de bloqueo observado. Si se repre­
senta el ^1/2 de Ia desaparición de los ooloides de 198-Au de la sangre 
en función de la dosis agregada en exceso de las distintas gelatinas, 
expresadas en mg de gelatina / Kg de animal, se obtienen tres rectas de 
pendiente diferente. Sin embargo, cuando se hace la representación de 
los ti/2 en í'uncifin del ndmero de moléoulas de gelatina / Kg de animal, 
las rectas correspondientes a las gelatinas de punto isoeléotrioo 6.8 y 
9.2 se confunden en una sola.

Conviene destacar igualmente que el grado de bloqueo observado oon 
la gelatina de tipo Gr-Pr es prácticamente idéntioo al obtenido con la
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gelatina de tipo fi-lj se debe señalar que los puntos isoeléctricos de 
ambas sustancias son muy semejantes.

Cabe mencionar que hasta el presente no se hablan observado estas 
diferenoias en el grado de bloqueo de gelatinas de distinto punto iso­
eléctrico.

En la siguiente serie de experiencias hemos tratado de aclarar la 
incógnita relacionada oon el órc no en el que se ejerce la aooión de la 
gelatina, problema ya señalado en el párrafo V-2.

Para ello hemos efectuado una serie de tres inyecciones sucesivas 
en el mismo animal, dejando que la actividad sanguínea descienda hasta 
haoerse prácticamente igual al fondo, después de cada una de ellas. En 
la primera inyección se administró el coloide de 198-Au protegido oon 
gelatina, disuelto en soluoión de oloruro de sodio al 0. 93^1 en la según 
da se agregó además una dosis bloqueante de gelatina, lfegooitado el co­
loide, se administró una teroera inyección que inolula nuevamente el 
ooloide de 198-Au suspendido en soluoión de oloruro de sodio al 0.9^« 
Estos experimentos se realizaron oon los cuatro tipos de gelatina refe­
ridos en la tabla V-2.

El esquema que sirvió de base a estas experiencias puede ser resu­
mido de la siguiente forma: si la gelatina ejerce su aooión bloqueante 
debido a una inhibición competitiva de las oélulas de Kupffer, su efso­
to debiera mantenerse durante un tiempo apreoiable, como lo han admiti­
do también Koenig y ool. ,(30l)$ por lo tanto el ot>seTVado en la
tercera inyecoión serla comparable al determinado en la segunda.

v
Por otra parte, si la acción bloqueante de la gelatina se realiza­

ra a nivel plasmático, podría suponerse que el en bercera in -
yeooión tendría que ser comparable al de la primera, admitiendo presun­
tivamente que la gelatina ya no se encuentra en el plasma sanguíneo en 
grado apreciable.

Los resultados obtenidos se encuentran resumidos en la Tabla V-5,
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Tabla V-5. - Resultados obtenidos en las experienoias de tres inyeccio­
nes suoesivas, utilizando en la segunda de ellas, gelati -

ñas de tipo Or-Pr, R-l, R-2 y R-3. -

Expe­
riencia

Dosis de 
gelatina 
agregada

Tipo pHi

*
Dosis 
d e
oro

2 a Nop Tl/2 k

- ■g/Kg - - mg/Kg •A xlO10 min min-l

1-1 0 0.105 267 53.2 1.8 0.385
1-2 26.4 Or-Pr 4.7 0.105 267 53.2 17.5 0.040
1-3 0 - - 0.105 267 53.2 9.5 0.073

2-1 0 — — 0.030 247 27.6 1.1 0.630
2-2 26.8 Or-Pr 4.7 0.030 247 27.6 19.5 0.036
2-3 0 - - 0.030 247 27.6 10.0 0.069

3-1 0 - — 0.034 280 14.1 3.3 0.210
3-2 23.1 R-l 4.4 0.022 280 9.2 18.0 0.039
3-3 0 - - 0.034 280 14.1 10.5 0.066

4-1 0 — — 0.245 247 156 1.7 0.408
4-2 25.0 R-2 6.8 0.245 247 156 13.5 0.051
4-3 0 - - 0.245 247 156 6.5 0.107

5-1 0 - — 0.161 247 103 2.4 0.288
5-2 21.7 R-3 9.2 0.161 247 103 10.1 0.069
5-3 0 - - 0.161 247 103 3.0 0.231

6-1 0 — — 0.261 247 166 1.9 0.365
6-2 24.1 R-3 9.2 0.261 247 166 6.3 0.110
6-3 0 - - 0.261 247 166 3.4 0.204

Nuevamente es posible observar una influenoia del pHi de las gela­
tinas utilizadas, sobre el grado de bloqueo obtenido? pero el T^/^ en 
la tercera inyeooidn no oonouerda con ninguna de las posibilidades men­
cionadas previamente. Sin embargo resulta .interesante menoionar que los
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valores intermedios observados en la tercera inyección pueden ser expli­
cados admitiendo oualquiera de los dos niveles de aooión de la gelatina, 
ello si se haoen algunas suposiciones accesorias.

Si la acción bloqueante de la gelatina tiene lugar por inhibioión 
competitiva de las células de Kupffer, es razonable admitir, basándose 
en las experiencias de Afifi y col.,(302), que dicha aooión se realisa 
durante la primera etapa de la fagocitosis, es deoir cuando la gelatina 
y el oro coloidal compiten por el lugar de adsorción. Una vez que la mo­
lécula de gelatina ha sido engo?; ada, podría eventualmente suponerse que 
la célula reticuloendotelial es capaz de adsorber una partícula de oro 
ooloidal. Tampoco debe desestimarse la idea de una metabolizaoión de la 
gelatina en el interior de la célula de Kupffer. Consideramos que una 
regeneración de las células retioüloendoteliales es pooo probable, ya 
que el tiempo transcurrido entre la segunda y la teroera inyecoión es, 
como máximo, de tres horas.

Si, en oambio, se acepta que la gelatina aotúa a nivel plasmático, 
los ^1/2 Bon perfectamente explicables, suponiendo que si bien la oasi 
totalidad del coloide de 198-Au ha sido fagocitada, una parte de la ge­
latina oircula todavía en el caudal sanguíneo, ejerciendo su aooión blo­
queante de acuerdo con la cantidad remanente. Esta hipótesis estarla 
corroborada por las determinaciones efectuadas por Koenig y ool.,(30l), 
en las ouales se oomprueba que el Sela't^na 68 más prolongado
que el del coloide de 198-Au. En este sentido oreemos que las experien­
cias citadas en este párrafo pueden considerarse como una prueba indi­
recta de aquellas determinaciones.

En caso de aceptarse la teoría de Murray (287), podría igualmente 
suponerse una regeneración pardal de las opsoninas.

V-3-2-4.- Pinzamiento de la vena porta.-

Con el fin de faoilitar la consideración de esta serie de experien­
cias, es neoesario admitir como hipótesis de trabajo, que la aooión blo­
queante se realiza primordialmente en el hígado, ya sea por inhibioión 
competitiva de las oélulas de Kupffer o por simple presencia de la gela­
tina en el plasma que llega al hígado.

Pensamos que serla posible obtener una confirmación de esta hipóte­
sis, disminuyendo la oantidad de gelatina que llega específicamente al 
hígado. Para lograrlo, nos hemos valido del procedimiento de obstruir
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la circulación en la vena porta, practicando un pinzamiento de la misma. 
Si bien esta manipulación no anula completamente la llegada de gelatina 
al hígado, la disminuye en forma notable. En este sentido conviene re­
cordar las experiencias de Afifi y ool.,(302), referidas en el párrafo 
V-2.

Naturalmente el flujo de partloulas de oro disminuye igualmente, 
pero el aumento del T^/^ producido en este caso, resulta pequeño si se 
lo oompara oon el inoremento deb io a la inyección de un exoeso de ge­
latina.

Esto se ha podido oomprobar en experiencias preliminares, en las 
cuales se midió el T^/p con Que desapareoe un coloide de 198-Au de la 
sangre ouando la vena porta está cerrada mediante una pinza o no.

Por lo tanto, si la hipótesis de trabajo menoionada anteriormente 
es oorreota, ante la presencia de un exoeso de gelatina, debiera obser­
varse un ^1/2 m^s oor^° con ^a vena porta obstruida por pinzamiento, 
que cuando este vaso está abierto.

Las experiencias realizadas en este sentido, han sido resumidas en 
la Tabla V-6.

La primera determinación ha sido realizada en una rata, mientras 
que en todas las demáB se han utilizado oonejos de 2 Kg aproximadamen­
te.

Para efectuar el pinzamiento de la vena porta, se aisló, en primer 
lugar, una poroión de la misma, inmediatamente anterior al hilio hepáti­
co. En el momento conveniente, el vaso fué pinzado mediante una pinza de 
Kooher ouyos extremos hablan sido protegidos con material plástioo, o 
alternativamente, oon un hilo de lino grueso, que, pasado por debajo del 
vaso, se levantaba en el momento oportuno. Las operaoiones en las oua- 
les se había dañado inadvertidamente el hígado o algún vaso sanguíneo 
veoino, fueron desechadas. La región abdominal abierta, fué mantenida 
mojada oon algodón embebido en soluoión de cloruro de sodio al 0.9$, 
tibia.

En la cuarta columna de la Tabla V-6, que corresponde a la vena por­
ta, se ha indicado con una P, cuando la determinación se realiza oon el 
vaso obstruido por pinzamiento, ouando el mismo está abierto, se lo in-
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dioa oon la letra ki
EL punto ieoeléotrioo de la gelatina utilizada oomo agente blo­

queante era de 4«7 en todos los casos.

Tabla V-6.— Resultados logrados en las experienoias de pinzamiento de 
la vena porta.-

Expe­
riencia

Dosis de 
gelatina 
agregada

Dosis 
d e
oro

Vena
orta 2 a Nop Tl/2 k

- mg/Kg ««A« -
0A xlO10 min min-l

1-1 0 0.073 P 292 28.2 3.7 0.187

1-2 17.4 - P - - 5.7 0.122

1-3 0 - A - - 21.0 0.033

2-1 15.0 0.433 P 210 464 5.9 0.117

2-2 0 - A - - 12.1 0.057

3-1 20.0 0.115 P 210 124 1.9 0.365

3-2 0 - A - - 7.0 0.099

4-1 0 0.231 A 210 257 1.3 0.532

4-2 12.0 0.231 P 210 257 1.4 0.495

4-3 0 - A - - 9.0 0.077

4-4 0 0.058 A 210 63.9 5.8 0.120

Los resultados expuestos son difíciles de analizar desde un punto 
de vista estrictamente cuantitativo, debido a la relativamente esoasa 
cantidad de determinaciones y a las variaciones observadas en los valo­
res obtenidos



- 181 -

▲ pesar de ello es evidente que los resultados logrados sugieren 
que el ®^®°tivam®nte ®® aonor ouaado se lapide la entrada de la
gelatina al hígado por vía portal, observándose un ausento neto de a- 
quel valor ouando dioha sustancia es admitida por esa vía. Esta demos­
tración haoe necesario aceptar la suposición de que la gelatina debe 
llegar al hígado por vía portal para ejercer su aooión bloqueante.

V-3-2-5.- Bloqueo de coloides de 198-Au protegidos oon gelatina o con 
PVP mediante una de estas sustanoias agregadas en exceso.-

Por último henos realisado una serie de experienoias en las cua­
les se ha investigado la posibilidad de obtener el fenómeno de bloqueo 
del SHE, oon sustanoias de naturaleza distinta a la del agente que es­
tabiliza loo ooloides de 198-Au.

Para ello, henos utilizado los ooloides de 198-Au oonsignados en 
la tabla V-l, soluciones al 10% de las gelatinas de tipo Qr-Pr y R-3 
y una solución al 20% de Kollidon-25.

Hemos trabajado oon conejos ouya masa osoilaba alrededor de 2 Kg.

SI motivo para realisar estas experienoias surge de varias obser­
vaciones efectuadas por otros autores.

primer lugar, oabe señalar que la neoesidad de que el agente 
bloqueante sea igual a la sustancia estabilizante para que se produz­
ca el bloqueo, no es una conclusión inmediata de las experienoias re­
feridas por Murray,(287). Las determinaciones de Vagner e lio, de Nor­
mana y Benditt y de Afifi y ool., ya nenoionadas, oonfirman la neoesi­
dad de analizar esta generalización oon cuidado.

En nuestras experienoias oonsideramos de especial interés el estu­
dio de la posibilidad de demostrar si bloqueo del sistema retiouloendo- 
telial oon ooloides de 198-Au protegidos oon PVP, ouando se inyeota un 
exoeso de esta sustanoia o de gelatina.

Los resultados obtenidos se han resumido en la Tabla V-7. Debido 
al conocimiento del peso molecular medio de la polivinilpirrolidona u- 
tilizada, hemos oaloulado asimismo el número de moléculas de esta sus­
tancia administradas por Kg de animal.
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De loe resultados expuestos se desprenden varias observaciones Im­
portantes. La PVP no bloquea la fagocitosis de coloides de 198-Au prote­
gidos con gelatina, y, aun a dosis elevadas, (hasta 100 mg de PVP / Kg 
de animal), no bloquea tampóoo a dispersiones estabilizadas oon PVP.

Hemos logrado bloquear la fagocitosis de coloides de 198-Au prote­
gidos oon PVP, inyectando un exceso de gelatina de tipo Qr-Pr, (expe­
riencias 2-3, 2-4, 3-3 y 4-3) y H-3, (experiencia 4-5)» todas de la 
tabla V-7, si bien la magnitud del fenómeno es menor que oon ooloides 
de 198-Au estabilizados oon gelatina.

Hemos intentado reproduoir el "fenómeno de caza". Ph experiencias 
previas efeotuadaa oon ooloides de 198-Au protegidos oon gelatina de pHi 
igual a 4.7, lo habíamos obtenido inyeotando gelatina de iguales oarac- 
terlstioas aproximadamente 20 minutos después de la inyeooión de oro 00- 
loidal radiactivo. Sin embargo, en este oaso, ouando se utilizan soles 
de 198-Au estabilizados oon PVP, los resultados fueron completamente ne­
gativos oon PVP, y oon gelatinas de pHi 4.7 y 9.2, inyeotadas 6, 13 y 
26 minutos después de administrado el ooloide, respectivamente.

En las experienoias menoionadas en este párrafo es necesario desta­
car que, cuando se inyecta una dispersión del ooloide de 198-Au protegi­
do oon PVP, diluida en una soluoión de cloruro de sodio al 0.9^, después 
de haber obtenido el bloqueo oon gelatina, los otservad-°8 BOn nor­
males, (experienoias 3-4. 4-4 y 4-6 de la tabla V-7). Esto último se ob­
serva aun en presenoia de un exoeso de PVP en la experiencia 2-5 de la 
misma tabla. Estos experimentos indican que en este oaso la gelatina ao- 
tuaria a nivel plasmátioo.

La experimentación referida en este párrafo permite comprobar ade­
más, que el ooloide de 198-Au, oreoido, protegido oon PVP, puede reem­
plazar perfectamente a los soles del mismo tipo estabilizados oon gela­
tina, en determinaciones olínioas del flujo sanguíneo hepático en seres 
humanos.

Al respeoto oabe señalar que, en el Centro de Medicina Nuolear y en 
oolaboraoión oon loe Dootores V. Peoorini y J. Martínez - Seeber, ya lo 
hemos aplioado oon ese objeto, obteniendo resultados satisfactorios en 
determinaciones preliminares.
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V-4.- DISCUSION, -

La primera hipótesis formulada para interpretar el meoanismo por el 
que se produce el bloqueo de la fagocitosis de coloides de 198-Au prote­
gidos oon gelatina, frente a un exceso de dioha sustancia, se debe a Mu­
rray y Katz (28l), En ella se postula la formación de un oomplejc entre 
ciertas proteínas plasmáticas y el radioooloide estabilizado oon gelati­
na. La presenoia de un exceso de este compuesto favoreoerfa la estabili­
dad de aquella unión y por lo tanto se prolongarla la permanencia del 00- 
loide en la sangre. De ser oorreota esta interpretación, deberla ser po­
sible demostrar la formaoión de un complejo de la naturaleza menoionada.

Las experiencias de Simón,(282), Murray,(283) y de Bontoux,(284), 
no permiten aceptar en forma concluyente la existencia de dicho oomplejo 
"in vivo". Por otra parte, COHEN y ool.,1965,(312) han demostrado median­
te eleotroforesis sobre oellogel, que los ooloides de 198-Au protegidos 
oon gelatina, aislados, poseen la misma movilidad que ouando están mez­
clados o incubados oon proteínas séricas o presentes en el suero de ani­
males inyeotados con estos radiocoloides.

De estos experimentos se deduce que, si bien la formaoión del oom­
plejo en ouestión es posible, ésto no ha podido ser demostrado en forma 
indubitable. En nuestra opinión y con los conocimientos aotuales, la 
hipótesis de Murray y Katz (2&l), no puede aoeptarse.

Posteriormente, Murray,(287) sugirió que el bloqueo del SRE podría 
explioarse en base a un agotamiento de las opsoninas circulantes o del 
depósito de estas sustancias (288). De ser oorreota esta suposioión, de­
berla observarse una disminución neta en el grado de bloqueo, cuando se 
inyeotan partloulas ooloidales previamente opsonizadas. Esto fue oompro- 
bado Unicamente en las experiencias realizadas por Pilkins y Di Luzio, 
(292). Consideramos que, en las mismas, no se debe desestimar la posibi­
lidad de un oambio en las propiedades superficiales de las partloulas 
ooloidales, lo que podría explicar la ausencia de bloqueo. Por el con­
trario, Biozzi y ool.,(298) y Koenig y ool.,(30l), demostraron que la 
opsonizaoión de las partículas de oro ooloidal no anula el efecto blo­
queante de la gelatina "in vivo".

En algunas de nuestras experiencias, la gelatina se administró in­
mediatamente después del coloide, observándose que el bloqueo se produ-
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oía &i>anas finalizada la inyeooión del agente bloqueante y oon la inten­
sidad habitual. Resulta difíoil aoeptar que el agotamiento de las opso- 
ninas oiroulantes o el depósito de estas sustancias, pueda producirse en 
un plazo tan breve.

Recordemos también que, para formular su hipótesis, Murray tuvo en 
cuenta fundamentalmente sus observaciones experimentales, en las cuales 
solamente se producía el bloqueo ouando las propiedades superficiales de 
ambos ooloides eran iguales. Nuestras experiencias referidas en el párra 
fo V-3-3-5» asi como las ya menci ladas, realizadas por otros autores, 
demuestran claramente que esta premisa no se cumple en forma general.

Por todo lo dicho, oreemos oonveniente desestimar también la hipó­
tesis propuesta por Murray,(287)(288).

La interpretación que supone una inhibioión competitiva de las oé- 
lulas de Kupffer, para explicar la acción bloqueante de un exceso de ge­
latina, debida a Benaoerraf y col.,(293), tiene mayor apoyo experimen­
tal.

En prinoipio, nos parece razonable admitir que la gelatina aotúa a 
nivel hepático, dados los resultados obtenidos en nuestras experiencias 
de pinzamiento de la vena porta y los logrados por Afifi y ool.,(302) y 
por Biozzi y ool.,(298). Sin embargo, no estamos completamente de acuer­
do oon la idea de una inhibición competitiva. Esto implioaria aoeptar 
que la gelatina inyectada en exoeso, aun con posterioridad a la adminis­
tración del ooloide de 198-Au, se adsorbería sobre las células fagooita- 
rias antes que las partículas coloidales, inhibiendo por lo tanto la ad­
sorción de éstas últimas. La prolongada permanencia de la gelatina en el 
plasma sanguíneo, así como el heoho de que no se observa el bloqueo al 
perfundir con coloides de 198-Au el hígado de un animal que ha recibi­
do un exoeso de gelatina, se oponen a este criterio. Con el fin de com­
probar una eventual aooión bloqueante de la PVP, se inyectaron dosis re­
lativamente elevadas de esta sustancia, la oual según MAURER y col.,1955 
(313) se localiza en el hígado. En este caso, resulta muy dificultoso 
aceptar la ausencia de bloqueo, si se supone que la acción bloqueante se 
debe a una inhibición competitiva de las células de Kupffer.

Teniendo en cuenta lo expresado, estimamos que la hipótesis formu­
lada por Benaoerraf y col.,(293) no es aplicable en términos generales.
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Hasta el momento la interpretación más aceptable y amplia es la pro 
puesta por Koenig y col.,(30l). No hemos podido hallar en las experien­
cias de otros autores o en las nuestras, evidencias que contradigan su 
hipótesis. Inoluso, consideramos que nuestra labor experimental se com­
plementa con la realizada por Koenig y col. Sin embargo, estos autores, 
no formulan ninguna suposioión aoeroa del lugar espeolfioo o el mecanis­
mo de la acción bloqueante de la gelatina.

Teniendo en ouenta los resultados de nuestras experiencias de pin- 
zamiento de la vena porta, asi oe. ,o los obtenidos por Afifi y col. ,(302) 
y por Benacerraf y col.,(293), oreemos posible postular que la aooión 
bloqueante del exoeso de gelatina se realiza a nivel hepátioo, durante 
la primera etapa de la fagocitosis. La rapidez con que se produoe el fe­
nómeno, el ^y/2 e^eva<^° gelatina en sangre, asi oomo la neoesidad
de que esta sustanoia se encuentre en el oaudal sanguíneo para ejercer 
su acción bloqueante, aparentemente se oponen a lo expresado. Esta con­
tradicción puede explicarse si se supone que la gelatina actúa en el mo­
mento en que llega por via portal a los sinusoides hepáticos, donde se 
enouentran las oélulas de Kupffer, disminuyendo de alguna manera la ca­
pacidad fagocitaria de las mismas, aun sin neoesidad de unirse a ellas.

Podría suponerse que dicha acción se efectúa por intermedio de al­
guno de los factores plasmáticos oitados en el párrafo V-2. En este sen­
tido oonviene señalar las experiencias de Normann y Benditt (290), que 
hasta el momento parecen haber logrado los resultados más aceptables? 
sin embargo éstos podrían invalidarse si se supone que la adsorción del 
faotor plasmátioo aislado, sobre las partículas de oarbón, altera las 
propiedades superficiales de las mismas en forma tal, que se impide el 
bloqueo por esta circunstancia. De todas maneras, la oonsideraoión de 
esta alternativa requiere un> estudio más cuidadoso, por lo que no será 
tenida en cuenta en lo que sigue.

Las experiencias referidas en el párrafo V-3-2-2, demuestran que la 
oapaoidad bloqueante de gelatinas de distinto punto-isoeléctrico, no es 
la misma? puede pensarse que las diferencias observadas sean atribuibles 
a una distinta estructura moleoular de diohos agentes. Pero para ello, 
la espeoifioidad de las oélulas reticuloendoteliales, con respecto a la 
naturaleza química de las sustancias que fagocitan, deberla ser muy mar- 
cada. Las pruebas experimentales aportadas en este capitulo, asi oomo 
las ya mencionadas de otros autores, permiten desestimar este criterio.
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En nuestra opinión, las experiencias del párrafo V-3-2-2 hacen más 
razonable suponer que las oargas de las moléculas de gelatina intervie­
nen en el fenómeno de bloqueo. Al respecto conviene reoordar las obser­
vaciones de de Robertis y ool.,(230, pag. 489) oonceraientes a la in­
fluencia de faotores electrostáticos sobre la adsorción de partículas 
ooloidalés en las células del SRE. Por otra parte, al pH sanguíneo, el 
ooloide de 198-Au y las gelatinas de tipo Gr-Pr y R-l, de mayor efecto 
bloqueante, poseen una carga neta negativa, la gelatina de tipo R-2 práo 
tioamente se encuentra en su punto isoeléotrico, mientras que la R-3, 
presenta una carga neta positiva. Consecuentemente, podría aoeptarse 
que las moléculas de gelatina que llegan al nivel de las células fago- 
oitarias hepátioas por vía portal, provocarían una alteración en las mis 
mas, que disminuirla su oapaoidad para adsorber partículas de oro, en 
este efecto, las oargas negativas de las moléculas bloqueantes tendrían 
papel preponderante, ya que las gelatinas oon oargas netas de este signo 
poseen una aoción marcadamente superior a las de tipo R-2 y R-3.

Los resultados oonsignados en el párrafo V-3-2-5 ofrecen algunas 
comprobaciones adicionales, que sustentan la hipótesis formulada previa­
mente. Maurér y ool.,(313) han demostrado que la administración prolon­
gada de altas dosis de PVP, provoca la disminución del nivel de antiouer 
pos en el suero de oonejos. TOYAMA,1965,(314) ha observado que cantida­
des muy elevadas de PVP producen una severa linfooitopenia, asi como el 
bloqueo y oolapso de los folloulos linfátioos, a pesar de lo oual el hí­
gado no presenta cambios histológicos aparentes. Considerando las expe­
riencias de TOTHILL,1965,(315)» puede admitirse que el comportamiento 
biológioo de la PVP, principalmente la de bajo peso molecular, es apre- 
oiablemente diferente al de la gelatina, en lo que se refiere a su per­
manencia en el oaudal sanguíneo.

Si la hipótesis de Murray o la de Benacerraf y col. fuese correcta, 
deberla observarse que la PVP bloquea la fagocitosis de coloides de 198- 
Au estabilizados oon esta sustanoia. Sin embargo, hemos comprobado que 
éste no es el oaso, aun oon dosis relativamente elevadas de PVP. La cau­
sa de este hecho, podría atribuirse a que la molécula de PVP no posee 
oargas inherentes a su estructura química, tal oomo las presenta la ge­
latina debido a su caráoter protéioo. Aun más importante es la verifica­
ción de que la gelatina ejeroe un efecto bloqueante frente a coloides de 
198-Au estabilizados oon PVP, si bien la magnitud del fenómeno es menor
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a la observada oon coloides protegidos con gelatina. Esta verificación 
experimental, que se opone a la interpretación de Murray (297), puede 
explioarse igualmente si se admite el meoanismo de cargas propuesto.

Al formular la hipótesis expuesta, no pretendemos haber adelantado 
una explicación oompleta o únioa del mecanismo por el cual se produoe el 
bloqueo del SRE en las condiciones por nosotros estudiadas. Los experi­
mentos realizados, asi como las conclusiones que emanan de sus resulta­
dos, constituyen solamente un intento destinado a explicar oiertos ha­
llazgos contradictorios. Podría suponerse, por otra parte, que fueran 
varios los factores que intervienen al mismo tiempo en la produooión del 
fenómeno. En este sentido conviene mencionar la posibilidad de conside­
rar el SRE como un sistema muítioompartamental, sugerida por los traba­
jos de SCHAPIRO y col.,1966,(316) y de CARRAZ y FIORINA,1967,(317).

Para lograr una interpretación del meoanismo Intimo del bloqueo del 
SRE se requieren más aportes experimentales, incluyendo la utilización 
de métodos de otro tipo. Considerando las experiencias de Wiener y col., 
(303) y de Lemperle,(304), estimamos que resultarla de interés la inves­
tigación del papel de las membranas de las oélulas fagocitarias en el 
bloqueo. Para ello serla de utilidad realizar observaciones seriadas de 
las células de Kupffer en distintas condiciones experimentales, y en es­
pecial, de sus membranas, en el microscopio electrónico. PAPADIMITROU, 
1966,(318) ha observado de esta manera que las membranas de diversas oé­
lulas fagocitarias sufren cambios estructurales cuando un virus o una 
bacteria se aproxima a ellas o entra en su contacto. Asimismo, BRANDT y 
EREEHAN,19ó7,(319) demostraron un aumento en el espesor y una disminu­
ción en la resistencia eléotrioa de las membranas de la ameba "chaos - 
chaos", fenómenos éstos, correlacionados oon el de la pinocitosis.

Por último consideramos conveniente aclarar que en nuestros expe­
rimentos hemos estudiado únicamente los efectos inmediatos producidos 
por el agente bloqueante.

Sin embargo puede decirse que no hemos comprobado la existencia de 
un periodo de latencia en la inducción del bloqueo, como fué observado 
por Parker y Pinney,(266).

La técnica experimental empleada por nosotros, posee las ventajas 
ya señaladas en el oapítulo anterior, aunque la misma no siempre es oom-
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parable a la de algunos otros autores. Por lo tanto oonsideramos nece­
sario ser muy ouidadosos en la generalización de nuestras observacio­
nes, las que deben considerarse válidas solamente para las condiciones 
experimentales empleadas por nosotros o aquéllas que pueden aceptarse 
oomo equivalentes.

— o-o-o — o —
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RESUMEN

71-1.- CONCLUSIONES.-

1) Se propone un procedimiento espectrofotométrico basado en la 
teoría de Mié, para la determinación del tamaño medio de las partícu­
las y de la concentración en oro, de ooloides de oro radiactivo (198- 
Au).

El método propuesto es aplicable a ooloides de 198-Au ouyas 
partículas poseen un diámetro medio igual o menor que 30 mp.

Se oomparan los valores obtenidos mediante aplicaoión de es­
te método, oon los logrados por la miorosoopla eleotrónioa y el aná­
lisis radiométrioo? se comprueba una oonoordanoia satisfactoria en 
los resultados.

2) Se propone el empleo de la polivinilpirrolidona (PVP) oomo 
protector en la preparación de coloides de 198-Au. Se comprueba que 
dicho agente posee propiedades ventajosas oon respeoto a la gelati­
na, corrientemente utilizada.

3) Se estudia el comportamiento biológioo de los radioooloides 
de oro, en ratones? estas experiencias, asi oomo los ensayos oente- 
llográfioos realizados en seres humanos, permiten establecer que las 
dispersiones crecidas protegidas oon PVP, podrían reemplazar oon ven­
taja a los soles del mismo tipo estabilizados oon gelatina, en sus a- 
plicaciones médicas y biológioas.

4) El estudio de la desaparición de los coloides de 198-Au del 
oaudal sanguíneo, demuestra que el valor del periodo de semidesapa- 
rioión y el orden del proceso, dependen del número de partioulas in­
yectadas y no de su tamaño.

La cinétioa de la fagocitosis de estas partículas está regi­
da por ecuaciones del tipo de las propuestas por Michaelis y Menten 
para las reacoiones enzimáticas, planteadas en función del número de 
partioulas / Kg de animal.
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5) Se estudia el bloqueo del Sisteua Retiouloendotelial para la 
fagocitosis de ooloides de 198-Au estabilizados oon gelatina, en pre­
sencia de un exoeso de este agente.

Se explioa el fenómeno suponiendo una disminuoión de la oa- 
paoidad fagooitaria de las oélulas de Kupffer, induoida por las molé­
culas de gelatina que llegan a ellas por vía portal.

Este oriterio permite unificar las hipótesis formuladas pre­
viamente por otros autores y explioar las contradicciones observadas.

-o-o-o-o-
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VI-2.- RESUMEN,-

1) Se resumen las aplioaoiones médioas y biológioas de los coloi­
des de oro radiactivo (198—Au) y se plantea la neoesidad de obtener una 
más amplia infoxmaoión básioa aoeroa de estos preparados, especialmente 
en lo concerniente a la oorrelaoión entre sus propiedades fisicoquímicas 
y su comportamiento biológioo.

2) Se oonaideran los distintos oaminos que permiten determinar el 
tamaño de las partículas de un ooloide y se analiza exhaustivamente la 
teoría de los métodos óptioos.

Se propone un procedimiento espeotrofotométrioo, de realizaoión 
simple y rápida, basado en la teoría de Mié. El diámetro medio se obtie­
ne a partir de la relaoión entre las densidades óptioas a $26 mp. y a 492 
mp, determinadas experimentalmente. Este valor se interpola en una cur­
va oonstrulda teóricamente, en la que se representa la relaoión referi­
da, en función del diámetro medio de las partículas ooloidales»

A partir de la densidad óptioa a $26 mp, es posible opnooer la 
oonoentración en oro del ooloide. Se ha faoilitado el oáloulo de este 
último valor, trazando un nomograma.

Se estableoe que los oambios de temperatura entre - 4 *0 y + 37 
‘C y la diluoión del preparado en diversos medios y en distintas pro­
porciones , no afectan el resultado de la determinación del tamaño de par 
tlculas; el espectro de absoroión de las dispersiones se altera ouando 
se prooede a una esterilización de la diluoión.

Se disoute el dominio de aplioaoión del método propuesto y se 
estableoe su utilidad en el análisis rutinario de los soles de 198-Au.

3) Se estudia la preparación de coloides de 198-Au "germen" y "ore 
oido", protegidos oon gelatina. Se propone el empleo de la PVP oomo a- 
gente estabilizante para la elaboración de ambos tipos de coloides. En 
todos los casos se obtienen dispersiones de gran estabilidad, práotioa- 
mente libres de oro iónioo, pH oomprendido entre 5 y 7 y oon tamaños de 
partículas entre 3 y 6 mp y entre 20 y 30 mp, respectivamente. Los pre­
parados son estériles y apiretogénioos. La pureza radiactiva del 198-Au 
es superior al 99.9$.

Se disoute el meoanismo de formación de los coloides oreoidos,
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protegidos oon gelatina, estableciéndose que el mismo es más oomplioado 
de lo generalmente admitido.

El empleo de la PVP propuesto, soluoiona los inconvenientes que 
se enouentran en el uso de la gelatina. Los coloides oreoidos estabili­
zados oon PVP, presentan mayor facilidad y seguridad de preparaoldn.

El estudio fisiooqulmioo de las dispersiones de tipo germen pro 
tegidas oon gelatina o oon PVP, no permite apreciar diferencias, de las 
ouales pueda inferirse alguna ventaja derivada del empleo de uno u otro 
agente estabilizante.

4) Se investiga el comportamiento biológioo de los radioooloides 
mencionados en el punto anterior, inyectados en la vena dorsal de la oo­
la o en la oavidad aponeurdtioa de la pata posterior de ratones.

Se oomprueba que los preparados no se eliminan significativa­
mente del organismo y que la distribución de ambas dispersiones germen 
y de ambos ooloides oreoidos, administrados todos ellos por vía endove­
nosa, es muy semejante.

Se realizan ensayos oentellogrdfioos en seres humanos, demos­
trándose la nitidez de las imágenes del hígado obtenidas oon ooloides 
oreoidos protegidos oon PVP.

El estudio de la movilizaoión linfátioa de los produotos aloja­
dos en la oavidad aponeurdtioa, demuestra la superioridad de los ooloi- 
des oreoidos estabilizados oon PVP, dada su mayor permanencia en el si­
tio de inyección.

Estos estudios permiten suponer que estas dispersiones podrían 
reemplazar oon ventaja a los soles oreoidos protegidos oon gelatina para 
fines diagnósticos y eventualmente terapéuticos.

Se demuestra la posibilidad de efectuar linfograflas indireotas 
administrando ooloides germen estabilizados oon gelatina, en la región 
tributaria correspondiente?- ello meroed a su mayor movilizaoión linfá­
tioa.

5) Se analiza la oinétioa oon que los ooloides de 198-Au protegi­
dos con gelatina desapareoen del oaudal sanguíneo, en relación oon la 
dosis inyectada, expresada en número de partículas administradas / Kg 
de animal.
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La adaptación de ecuaoiones del tipo propuesto por Michaelis y 
Menten, al fenómeno de la fagooitosis, permite estableoer que la velooi- 
dad máxima de desaparición de la sangre o de captaoión hepática es de a— 
proximadamente 1.4 i 10^ partloulas / Kg / minuto, mientras que Kg es 
de alrededor de 5.7 x ÍO1^ partloulas / Kg. La verifioaoión experimen­
tal de dicho modelo permite postular la reacción IV-14, pag. 144, ove 
rige este fenómeno, independientemente del tamaño de las partloulas in­
yectadas. Las consideraciones referentes al orden del prooeso están sub­
ordinadas al valor de N . Cuando fste es apreciablemente menor que K ,op s
la reacción es de primer orden, mientras que, si N es oomparable o ma­
yor que K , el periodo de semidesaparición depende del mismo; por lo 
tanto la reaooión deja de ser de primer orden para tender a una de or­
den cero.

Se disoute la aplicación de estas experiencias a la normaliza­
ción de la determinación del flujo sanguíneo hepático en clínica humana.

6) Se estudia el fenómeno de bloqueo del sistema retiouloendote-
lial.

Las experiencias realizadas permiten concluir que el efecto blo 
queante del exceso de gelatina, inyectado en forma prácticamente simul­
tánea oon coloides de 198-Au estabilizados con esta sustancia, se ejer­
ce cuando las molóoulas de gelatina llegan por vía portal a los sinusoi­
des hepátioos, donde se encuentran las células de Kupffer. Se provocarla 
una alteración de dichas células, que disminuirla su capacidad para ad­
sorber partículas de oro coloidal. En este proceso podrían intervenir 
las oargas de las moléoulas bloqueantes.

Inoidentalmente se demuestra la posibilidad de emplear los co­
loides oreoidos, protegidos oon PVP, en la determinación clínica del flu 
jo sanguíneo hepático.
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