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Los coloides de oro radiactivo ('"“Au)
inyectados por via endovenosa, se acumu-
lan predominantemente en el higado en
un tiempo relativamente breve. Este
hecho, debido a la fagocitosis de las par-
ticulas por las células de Kupffer, permite
determinar el flujo sanguineo hepatico.
La cinética con que se realiza este pro-
ceso fue materia de discusion durante
algian tiempo, especialmente en lo que se
refiere a la influencia del diametro medio
de las particulas y de la dosis del coloide
inyectado. Asi, Sheppard y col. (1) ¥y
Schoenberg y col. (2) comprobaron que
el diametro de las micelas no influye
sobre la velocidad de fagocitosis, mien-
tras que Dobson y col. (3) y Zilversmit
y col. (4) mantienen el criterio opuesto.
En lo que respecta al problema de la
influencia de la dosis de coloide sobre
la velocidad de captacion, los trabajos de
Meredith (5) e Iio y Wagner (6) permi-
tieron demostrar que, para dispersiones
con tamanos de particulas constantes, la
cinética de fagocitosis puede asimilarse
a las ecuaciones matematicas propuestas
por Michaelis y Menten para reacciones
enzimaticas, expresando la dosis en mg
o ug por Kg de animal. Recientemente
Cohen y col. (7), trabajando con coloides
de 'Au protegidos con gelatina, han
ampliado este criterio al proponer un
modelo cinético que explica las discre-
pancias referentes a la influencia del ta-
mano medio de las particulas sobre la
velocidad con que las mismas son fago-
citadas. Dado.que las experiencias fueron
realizadas con coloides de tamano medio
de particulas variable, se demuestra que
la fagocitosis es un proceso que sigue una
cinética que matematicamente se puede
asimilar a las ecuaciones de Michaelis-
Menten, siempre y cuando se las planteen
en funcién del numero de particulas co-
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loidales inyectadas por Kg de animal
(N,,). Por lo tanto, la velocidad de fa-
gocitosis no esta influida especifica.
mente por el tamano medio de las par
ticulas coloidales administradas y séla
depende de N,,.

La reaccion que representa el procest
de la fagociiosis en téerminos de una ciné
tica del tipo arriba mencionado se puede
escribir como sigue:

k, k;
{Au) + (SRE)= (Au — SRE)| —>
k.

k;
—(Au — C) + (SRE) (1)
En esta ecuacién, los simbolos utiliza-
dos tienen el significado siguiente:
(Au) es la concentracion de oro co-
loidal libre, expresada en nu-
mero de particulas por Kg de
animal.
es el namero total de lugares
activos de adsorcion en la
superficie de las células re-
ticuloendoteliales por Kg de
animal.
es el nimero de particulas de
oro coloidal adsorbidas en la
superficie de las células re-
ticuloendoteliales por Kg de
animal. Se sabe que en el pro-
ceso de la fagocitosis de par-
ticulas coloidales, la primera
etapa es la adsorcion de la
micela sobre la superficie ce-
lular. En el caso del oro coloi-
dal, esto ha sido visualizado
por microscopia electrénica por

(SRE)

( Au-SRE)
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Parks y Chiquoine (8) y de-
mostrado indirectamente por
Sicot y col. (9). Posteriormen-
te, la particula coloidal entra
a la célula reticuloendotelial
por micropinocitosis.

es el numero de particulas de
oro coloidal que se encuentran
en el interior de las células
reticuloendoteliales por Kg de
animal.

(Au-C)

Considerando que las mediciones se
realizan cuando el sistema se encuentra
en estado estacionario, y efectuando los
tratamientos cinéticos habituales (10, 11),
se demuestra que:

1 K, 1 1

— = X o+ (2)
V VIJI l NIl|i I VIII

En esta ecuacion, V es la velocidad de
depuracion de los coloides de la sangre,
expresada en numero de particulas por
Kg de animal por minuto; V,, velocidad
maxima de depuracion expresada en las
mismas unidades, se obtiene cuando todos
los “lugares” superficiales estan ocupa-
dos con particulas de oro coloidal. En
estas condiciones, la velocidad de entrada
de las particulas al interior de la célula
reticuloendotelial, es decir, la velocidad
de fagocitosis, es maxima. Por lo tanto,
V. = k; x (SRE). Como es habitual, K,
es igual a (k. + ki) /k, y debido a que
k. es igual a cero (6), K. resulta equi-
valente a ki/k,.

Dadas las caracteristicas exponenciales
de las curvas de la actividad remanente
en sangre en funciéon del tiempo, es po-
sible evaluar la constante de depuracion
k, a partir de la igualdad k = 0.693/T,
donde T es el periodo de semidepuracion,
o sea el tiempo requerido para que la
actividad sanguinea se reduzca a la mitad.

Tasra 1I

Coeficiente de Correlacion: 4 0.886.

Pendiente: (1.68 + 0.08) x 10-'% (particulas
por Kg de animal por minuto)-1.

Valor del Test “T": 20.27.
Ordenada en el origen: 3.49 =+ 0.22 minutos.
Valor del Test “T": 15.80.

V,: (413 = 0.20) x 10 particulas por Kg
de animal por minuto.

K,: (2.08 = 0.16) x 10' particulas por Kg
de animal.
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FIG. 1. Variacion del pericdo de semidepuracién de coloides de '""Au protegidos con polivinilpirrolidona
(PVP) en funciéon del numero de particulas invectadas por Kg de animal.

Por otra parte, siendo V = K x (N,,), ya
que se admite que el sistema se encuen-
tra en estado estacionario, se demuestra
que la ecuacién (2) se transforma en

T = 0.693 X (N,,) + 0.693 x K. (3)
V". VIII

donde 0.693/V,, es la pendiente y 0.693 x
K./V, es la ordenada en el origen de la
recta que se obtiene cuando se representa
T en funciéon de (N,,).

Es evidente que, si la ecuacion (3) es
valida independientemente del tamano
medio de las particulas coloidales inyec-
tadas, el modelo propuesto es correcto.
Cohen y col. (7) aplicaron dicho modelo
a coloides protegidos con gelatina.

El objeto del presente trabajo consiste
en establecer si el tratamiento arriba
expuesto es valido también para coloides
de '"SAu protegidos con polivinilpirroli-
dona (PVP) y si se observa alguna va-
riacién en el valor de V,,. Por otra parte,
se han realizado experiencias tendientes
a demostrar si se produce o no el fené-
meno de kloqueo del sistema reticuloen-
dotelial cuando se suministra un exceso
de PVP junto con una dosis indicadora
del coloide de '""*Au estabilizado con dicho
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agente. Como se sabe, el fendmeno de
bloqueo consiste en un aumento anormal
del valor de T, y se observa perfectamente
cuando se inyecta un exceso de gelatina
junto con un coloide protegido con dicha
sustancia (12).

Material y método

Hemos utilizado 6 coloides de oro ra-
diactivo '""Au estabilizados con PVP, pre-
parados segun la técnica propuesta por
Caro y col. (13). Todas las preparaciones
fueron estériles, estaban exentas de sus-
tancias piretogénicas y evidenciaron un
contenido en ' Au idénico menor que
0.5 %. Las demas caracteristicas de los
preparados se consignan en la tabla 1.

Las concentraciones de actividad estan
referidas al dia de la preparacién del
coloide.

Los valores del diametro medio de las
particulas y de la concentracién en oro
de los coloides fueron determinados por
métodos espectrofotomeétricos elaborados
previamente (14, 15). Con estos datos se
calcula N,, mediante la féormula:

9.86 x 10" x d
D,

Nup = ( 44}
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FI1G. 2, Variacion del periodo de semidepuracion de coloides de '™Au protegidos con gelatina (I) ¥ con

polivinilpirrolidona (11}

donde d es la dosis expresada en mg de
oro por Kg de animal, determinada a par-
tir del volumen de coloide inyectado, la
concentracion en oro del coloide y el peso
del animal, y D es el diametro medio de
las particulas, expresado en Angstrom.

Hemos utilizado 114 ratas blancas de
la cepa “Wistar”, machos y hembras, que
pesaban aproximadamente 350 g.

La desaparicion de los coloides de la
sangre se determino por medicion con-
tinua y registro automatico de la activi-
dad remanente en sangre. Para ello se
usé una técnica de canulacion caroti-
deo-carotidiana propuesta por Cohen
y col. (16), mediante la cual se obtiene
una circulacién sanguinea extracorporal.
Las dispersiones, llevadas a un volumen
de 0.7 ml con una soluciéon de CINa al
0.9 %, fueron inyectadas por via endo-
venosa a través de una canula plastica
insertada en la vena yugular. El valor
de T se obtuvo a partir de las curvas
representadas en papel semilogaritmico,
previa sustraccion del fondo y de la com-
ponente lenta que aparece al final de la
curva. En nuestros experimentos, el valor
de (N, ), oscilé6 entre 7.99 x 10 y
1.05 x 10'¢ particulas por Kg de animal.
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en funcién del numero de particulas inyectadas por Kg de animal.

Resultados

Con los resultados obtenidos en los 114
experimentos llevados a cabo, hemos re-
presentado el periodo de semidepuracion
(T), en funcion del numero de particu-
las inyectadas por Kg de animal (Fig. 1).

Con dichos puntos hemos efectuado el
analisis de regresion correspondiente, lo
que permitié calcular la pendiente y la
ordenada en el origen de la recta de la
figura 1. Introduciendo estos valores en
la ecuacion (3), se obtuvo la velocidad
maxima de fagocitosis, V,, y el valor de
K.. Los resultados logrados, con su error
standard, se resumen en la tabla II,
donde asimismo se acotan los valores del
test “T" para la pendiente y la ordenada
en el origen.

Cabe senalar que el valor de la orde-
nada en el origen se obtiene por extrapo-
lacién de la recta de regresion.

Evidentemente, el valor de V,, asi calcu-
lado, representa la velocidad maxima con
que los coloides pueden desaparecer del
caudal sanguineo, pero este valor corres-
ponde también a la velocidad maxima con
que las particulas son fagocitadas en el
higado. Por otra parte, se puede demostrar
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una concordancia satisfactoria entre el
valor experimental de (N,,) para el cual
V/V, es igual a 0.5 y el valor de K..

En 10 de las experiencias referidas
anteriormente, se realizé una segunda in-
veccion una vez que la actividad sangui-
nea de la primera habia llegado al 26 3 %
de la actividad inicial. En dicha segunda
inyeecién, se administro una dosis de co-
loide igual a la de la primera, pero di-
suelta en una solucibn que contenia
100 mg de polivinilpirrolidona por Kg de
animal de iguales caracteristicas a las
de la utilizada como agente protector en
la preparacion del coloide y sometida al
mismo tratamiento termico (esterilizacion
en autoclave a 121° C. durante 30 minu-
tos). Si se comparan los periodos de
semidepuracion obtenidos después de la
primera y de la segunda inyeccion, se
observa un aumento de 1.2 = 0.2 minutos
en el valor del T, correspondiente a la
segunda experiencia.

Cabe senalar que, utilizando coloides
de '""“Au estabilizados con gelatina, disuel-
tos en una solucion que contiene 25 mg
por Kg de animal de gelatina de la misma
procedencia y tratada en igual forma que
la que se habia utilizado como agente
estabilizante en la preparacion de los co-
loides, se observé un aumento de T de
aproximadamente 17 minutos, trabajando
en condiciones experimentales simila-
res (17).

Discusién

Los resultados expuestos confirman, en
primer lugar, que el modelo basado en el
tratamiento matematico propuesto por
Michaelis y Menten para reacciones enzi-
maticas, también es valido para explicar
la cinética que sigue el proceso de la
fagocitosis de coloides de oro radiactivo
protegidos con polivinilpirrolidona, en el
rango estudiado, es decir, con valores de
N., comprendidos entre 7.99 x 102 y
1.05 x 10'" particulas por Kg de animal.
Si bien el coeficiente de correlacién obte-
nido, + 0.886, es menor que el logra-
do en las experiencias realizadas con
dispersiones estabilizadas con gelatina,
+ 0.984 (7), parece razonable aceptar que
los datos obtenidos en este trabajo tam-
bién se ajustan a la ecuacién (3) dentro
de los errores experimentales posibles.
Por lo tanto, cabe aceptar también en
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este caso que la velocidad de fagocitosis
no esta influida especificamente por el
tamano de las particulas inyectadas, por
lo menos, en el rango estudiado (25 a
195 Angstrom).

Lo dicho demuestra la posibilidad de
utilizar estos coloides para determinar el
flujo sanguineo hepatico.

Sin embargo, interesa fundamentalmen-
te discutir aqui la diferencia observada
entre los datos obtenidos con coloides
protegidos con gelatina y con PVP. Con
este fin, hemos representado las rectas de
regresion correspondientes a ambas series
de experiencias (Fig. 2).

Es evidente, en primer lugar, que existe
una diferencia muy significativa entre los
valores de las pendientes de ambas rec-
tas, lo que indica que las velocidades ma-
ximas de fagocitosis son también signifi-
cativamente distintas. Recordemos que
V., en el caso de dispersiones estabili-
zadas con gelatina, vale (1.39 = 0.07)
% 10" particulas por Kg de animal por
minuto, mientras en el caso estudiado en
el presente trabajo es (4.13 = 0.20) x 10
particulas por Kg de animal por minuto,
es decir, aproximadamente 30 veces
mayor. Esta observacion resulta especial-
mente llamativa si se tiene en cuenta el
hecho de que la distribucién biologica de
ambos tipos de coloides inyectados por
via endovenosa es muy semejante (18).

La diferencia expuesta debe ser atri-
buida primordia!mente a la distinta natu-
raleza del agente protector que recubre
a la micela de oro en uno u otro caso.
Las experiencias de bloqueo parecen con-
firmar este punto de vista.

Creemos que seria posible explicar esta
observacion, si se tiene en cuenta que
Vi = ki X (SRE). En base a esto, podria
suponerse o bien un incremento del nu-
mero de lugares en la superficie de las
células reticuloendoteliales o, mas proba-
blemente, un aumento en el valor de ks, es
decir, de la velocidad de entrada de la
particula al interior de la célula reticu-
loendotelial.

Si, por otra parte, aceptamos como ver-
dadera la hipotesis adelantada por Drutz
y col. (19) e independientemente por
Caro (20), de que el bloqueo es un fené-
meno que tiene lugar a nivel de la super-
ficie de las células reticuloendoteliales,
los resultados obtenidos en las experien-
cias de bloqueo y en el estudio cinético
se corroboran mutuamente y apoyan la
hipotesis mencionada. En efecto, si su-
ponemos que la velocidad de entrada al

13



Bergoc, Caro, Ciscato y Radicella

interior de las células reticuloendoteliales
esta aumentada en el caso de las particu-
las protegidas con PVP, es razonable pen-
sar que cuando se inyectan dichas par-
ticulas, aun en presencia de un exceso de
su protector, el grado de bloqueo, es decir,
la disminuciéon de la velocidad de fagoci-
tosis, debe ser marcadamente menor.

Conclusiones

Se demuestra que la fagocitosis de co-
loides de '"®Au protegidos con polivinil-
pirrolidona (PVP) sigue una cinética que
matematicamente se puede asimilar a las
ecuaciones de Michaelis-Menten. El tra-
tamiento planteado en funcion del numero
de particulas inyectadas por Kg de animal
demuestra que, en el rango estudiado, el
tamano medio de las particulas no influye
especificamente sobre la velocidad de fa-
gocitosis.

Los valores de V,, y de K, son mayores
que los datos correspondientes determi-
nados con coloides de '"Au estabilizados
con gelatina. Interpretamos que esta di-
ferencia se debe fundamentalmente a la
distinta naturaleza del agente protector
utilizado en cada caso. Las experiencias
de bloqueo parecen confirmar este punto
de vista.

Por lo tanto, se puede concluir que,
tanto para el caso de los coloides de Au
protegidos con gelatina (7) como para los
estabilizados con PVP, el tamano medio
de las particulas no afecta especificamente
la velocidad con que las particulas son
fagocitadas. Sin embargo, la naturaleza
del agente protector utilizado en uno u
otro caso ejerce una influencia importante
sobre dicho parametro. Estimamos que
esta observacion podria explicarse, supo-
niendo una variacion de la velocidad con
que la particula coloidal entra en la célula
reticuloendotelial.

Resumen

Se estudio la cinética con que los co-
loides de oro radiactivo ('"®*Au) protegidos
con polivinilpirrolidona (PVP), con tama-
nos medios de particulas comprendidos
enire 25 y 195 Angstrém, desaparecen del
caudal sanguineo. Para ello se determino
la actividad del coloide en sangre en fun-
cién del tiempo, mediante una circulaciéon
extracorporal, lograda por canulacion ca-
rotideo-carotidiana y registro automatico
de la actividad sanguinea.
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Se demostré que la variacion del perio-
do de semidepuracion (T) en funcion del
numero de particulas inyectadas por Kg
de animal (N,,) es una funciéon lineal
con un coeficiente de correlacion de
+ 0.886. Esta observacion indica que la
cinética que sigue el proceso de la fago-
citosis de estos coloides es matematica-
mente asimilable a las ecuaciones pro-
puestas por Michaelis y Menten para
reacciones enzimaticas, planteadas en fun-
cion de (N,,). Por lo tanto, el tamano
medio de las particulas coloidales no
influye especificamente sobre la velocidad
de fagocitosis. Los resultados experimen-
tales obtenidos en 114 experiencias y su
correspondiente analisis de regresion, de-
muestran que la velocidad maxima de
fagocitosis, V,,, es de (4.13 = 0.20) x 10"
particulas por Kg de animal por minuto
y que K, vale (2.08 = 0.16) x 10" par-
ticulas por Kg de animal.

Al comparar estos resultados con los
logrados en un estudio anterior (7), efec-
tuado con coloides de '"“Au estabilizados
con gelatina, se evidenci6é que el valor de
V., es aproximadamente 30 veces mayor,
es decir, que T es considerablemente in-
ferior para el mismo numero de particu-
las inyectadas por Kg de animal. Esta
observacion indica que, ademas del nu-
mero de particulas administradas por Kg
de animal, la naturaleza del agente pro-
tector que recubre la micela coloidal,
influye sobre la velocidad de fagocitosis.
Creemos que la diferencia observada
podria explicarse eventualmente, si se
admite una variacion de la velocidad con
que la particula entra al interior de la
célula reticuloendotelial, que dependeria
del agente protector utilizado.

Resumo

Estudou-se a cinética com que os coloi-
des do ouro radioativo ('"%Au) protegidos
com polivinilpirrolidona (PVP), com ta-
manhos médios de particulas compreen-
didos entre 25 e 195 Angstrom, desapa-
recem do caudal sanguineo. Para isto se
determinou a atividade do coldide no
sangue em funcao do tempo, mediante
uma circulacdo extracorporea por canu-
lacao carotidea-carotidiana, e medida
continua com registro automatico da ati-
vidade sanguinea.

Demonstrou-se que a variacao do perio-
do de semidepuracdo (T) em funcao do
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numero de particulas injetadas por Kg
de animal (N,,) € uma funcao linear com
um coeficiente de correlacdao do + 0.886.

Esta observacao indica que a cinética
que segue ao processo de fagocitose destes
coléides é matematicamente assimilavel
as equacOes propostas por Michaelis e
Menten para reacdes enzimaticas, consi-
deradas em funcao de (N,,). Por tanto,
o tamanho médio das particulas coloidais
nao influe especificamente sobre a velo-
cidade de fagocitose. Os resultados expe-
rimentais obtidos em 114 experiéncias e
sua correspondente analise de regressao,
demonstram que a velocidade maxima de
fagocitose, V,, é de (4.13 = 0.20) x 10"
particulas por Kg de animal por minuto,
e que K, vale (2.08 = 0.16) x 10" par-
ticulas por Kg de animal.

Ao comparar estes resultados com os
obtidos em um estudo anterior, efetuado
coléides de '"“Au estabilizados com gela-
tina, se evidenciou que o valor de V,, é
aproximadamente 30 vézes maior, quer
dizer que T é consideravelmente inferior
para o mesmo numero de particulas in-
jetadas por Kg de animal. Esta obser-
vacao indica que, além do numero de
particulas administradas por Kg de ani-
mal, a natureza do agente protetor que
recobre a micela coloidal, influe sobre a
velocidade de fagocitose.

Acreditamos que a diferenca observada
poderia explicar-se, eventualmente, admi-
tindo-se uma variacdo de velocidade com
que a particula entra no interior da célula
reticuloendotelial, que dependeria do
agente protetor utilizado.

Summary

The kinetics of the disappearance from
the blood stream of polyvinylpyrrolidone
(PVP) protected radiogold colloids with
mean particles sizes between 25 and 195
Angstrom, has been studied. For this pur-
pose, the disappearance of the colloids
from the blood was determined by con-
tinuous and automatic measurement of
the radioactivity remaining in the blood,
using an extracorporeal blood circulation
technique.

It could be shown that the plot of the
half-time of disappearance (T) against
the number of injected particles per Kg
of animal (N,,) gives a straight line,
having a correlation coefficient of + 0.886.
This observation indicates that the kinetics
of the process of phagocytosis of these
colloids may be assimilated from the
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mathematical standpoint, to the equations
proposed by Michaelis and Menten for
enzyme reactions. Moreover, as the treat-
ment is made in function of (N,,), it can
be shown that the rate of phagocytosis
is not affected specifically by the mean
size of the colloidal particles. The expe-
rimental results obtained in 114 experi-
ments and their corresponding regression
analysis show that the maximal rate of
phagocytosis, V,, is (4.13 = 0.20) x 10"
particles per Kg of animal per minute
and that K, has a value of (2.08 = 0.16)
x 10" particles per Kg of animal.

When these results are compared with
those obtained in a previous work (7}, in
which gelatin protected radiogold colloids
were studied, it can be shown that the
value of V,, is approximately 30 times
greater, ie. the half-time of disappea-
rance is considerably shorter for the same
number of injected particles per Kg of
animal. This observation suggests that
besides the number of administred par-
ticles per Kg of animal, the nature of the
protective agent which covers the colloi-
dal particle affects the rate of phagocy-
tosis. We think that this difference can
be explained if we admit a variation of
the rate of entrance of the particle into
the reticuloendothelial cell, when differ-
ent protective agents are used.
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