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Resumen

En el trabajo se estudia la fagocitosis in vivo e in vitro de una suspensién de fosfato de cromo (lll)
marcada con 5'Cr y %P. Las particulas radiactivas, dispersas en un medio de gelatina al 2 % en
buffer acetato de pH 4-4.5, tienen principalmente tamafos entre 0.8 um y 5 um. De acuerdo con los
experimentos de distribucion bioldgica en ratas a los 30 minutos se registra una acumulacion de ra-
diactividad cercana al 80 % en higado, lo que se atribuye a la fagocitosis por las células de Kupffer
de este 6rgano. También se evidencia que las particulas de la suspension son fagocitadas in vitro por
macroéfagos peritoneales de raton. Todo ello indica que la suspensidn estudiada reline caracteristicas
apropiadas para su uso en radiosinoviortesis de acuerdo con el mecanismo principal de accién en
este procedimiento, fagocitosis de las particulas por células presentes en la sinovia inflamada.
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Phagocytosis in phosphate chromium (I11) suspensions

Abstract

Phagocytosis in vivo and in vitro of a suspension of chromic phosphate (lll) labeled with %'Cr and 32P
is studied. The radioactive particles dispersed in a media of 2 % gelatin in acetate buffer pH 4-4.5
have a predominant size of 0.8 um and 5 um. According with biodistribution experiments in rats after
30 minutes near the 80 % of radioactivity is registered in the liver, probably associated with phago-
cytosis of the particles by liver Kupffer cells. Is also showed that the suspension particles are pha-
gocytized in vitro by mouse peritoneal macrophages. This facts indicate that the studied suspension
have appropriate characteristics to be used in radiosynoviorthesis according to the principal action
mechanism described for this procedure, particles phagocytosis by cells present in the inflamed sy-

novium.
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Introduccion

La sinovitis crénica, complicacion articular frecuente
de artritis reumatoide, hemofilia y otras enfermedades
sistémicas, se trata mediante inyecciones intrarticulares
de dispersiones radiactivas, procedimiento conocido
como radiosinoviortesis (RSV). Esta modalidad tera-
péutica se realiza de forma ambulatoria y se caracteri-
za por su elevada tasa de éxito, bajo costo y limitados
efectos secundarios [1-3]. Los esfuerzos investigativos
se han encaminado a la busqueda de radiofarmacos de
alta eficacia clinica y baja irradiacion, principalmen-
te de ndodulos linfaticos regionales e higado, resultado
de una distribucién uniforme de las particulas inyecta-
das, depdsito de altas dosis en la sinovia dafada, sin
afectar el cartilago subyacente y baja o ninguna migra-
cién (fuga) articular [4-7]. Un factor clave a estos efectos
es el tamano de las particulas inyectadas, que debe ser

lo suficientemente pequefio como para que sean fagoci-
tadas por las células presentes en la sinovia inflamada,
distribuirse en esta de manera uniforme, evitando exce-
siva irradiacion local y lo suficientemente grande como
para que no tenga lugar migracion de la articulacion y se
irradien innecesariamente érganos vecinos [2].

Se han considerado 6ptimos, tamanos entre 2 um y
5 um [8], aunque se han recomendado también tamarfios
mayores [2,9]. Los sinoviocitos durante sinovitis pueden
llegar a fagocitar eritrocitos enteros y restos de fibrina,
y la matriz extracelular esta expuesta también a la ca-
vidad [10], lo que favorece la accién de las radiaciones
sobre la sinovia enferma, ademas de la accion directa
sobre las células que han incorporado las particulas ra-
diactivas. Como quiera que en el mecanismo principal
se considera la fagocitosis, en el presente trabajo se es-
tima la capacidad de ser fagocitada suspensiones de
fosfato de cromo (lll) marcadas con 5'Cr y 2P median-
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te estudios de fagocitosis in vivo e in vitro. El tamafio
predominante de particulas de estas suspensiones esta
entre 0.8 umy 5 um.

Materiales y Métodos

Las suspensiones marcadas de fosfato de cromo
(1) con mas del 90 % de las particulas, con un tamano
entre 0.8 um y 5 um, dispersas en buffer acetato de pH
4- 4.5, se obtuvieron segun la metodologia descrita en
[11]. La distribucion biolégica se estudié inyectando en
la vena dorso lateral de la cola de ratones OF-1, de 20 g
a 30 g de peso, suministrados por el Centro para la
Producciéon de Animales de Laboratorio (CENPALAB)
de Cuba; 0.2 mL de la suspensién marcada con *'Cr,
resultado de diluir 1 mL de la suspensién original en 5
mL de solucion de gelatina en tampédn acetato. El en-
sayo se realiz6 en 5 animales y la dispersion se agitd
fuertemente antes de la administracion. Los conteos de
actividad de las jeringas se registraron antes y después
de la inyeccién. Los ratones se sacrificaron a los 30 mi-
nutos mediante extraccion de sangre por puncién car-
diaca. Se colectaron sangre, higado, bazo, pulmones,
rifiones, fémur y musculo, asi como la cola y orina (en
papel absorbente colocado en la jaula en la que se con-
finaron los animales). Las mediciones se realizaron en
contador LB 2040 (Berthold) con detector de Nal(Tl) ca-
librado para ®'Cr. El calculo de las dosis administradas y
acumuladas se hizo con ayuda del programa Biodist, en
plataforma de Microsoft Excel. Las hojas de calculo se
disenaron para la entrada directa de los datos: actividad
de las jeringuillas llenas y vacias, actividad de las mues-
tras y de una dilucién estandar de referencia y fecha,
y hora de medicién de cada muestra. El programa dio
como resultado los porcentajes de captacidon por masa
de tejido (%D/g) [DCC.PNO.033, 2004].

En el caso de la sangre, para calcular la dosis to-
tal acumulada, se asumié que representa el 7.4 % del
peso del animal [12]. Para los ensayos de fagocitosis in
vitro se utilizaron macrofagos de rata obtenidos a par-
tir de fluido peritoneal extraido cuatro dias después de
una inyeccion intraperitoneal de 1 mL de solucién de
tioglicolato al 3 % (Merck, Alemania) [13]. Una vez la-
vadas, las células se resuspendieron en solucién salina
balanceada de Hank a una concentracién de 2 x 10°
células/mL. La suspension de macréfagos peritonea-
les se colocd en tubos Lp3 (200 pL por tubo) y se incu-
bé durante dos horas a 37 °C. Las células no adheridas
se eliminaron por lavado con solucién salina 0.9 %. La
capa de macroéfagos adherida se cubrié con 400 puL de
suspension de particulas de CrPO,[**P] en medio de cul-
tivo DMEM (Dulbbeco’s Modified Eagle Médium, Gibco
BRL, EE.UU), al que se le afadié un suplemento de sue-
ro bovino fetal, L-glutamina y una mezcla de antibi6ticos
al 1 %. Se realizaron cinco series de experimentos en
las que se evaluaron cinco concentraciones de particulas
obtenidas por diluciones sucesivas de la suspension,
desde 1:2 hasta 1:48. Después de la incubacion durante
18 h a 37 °C (Incubadora Jouan |G 150, Francia), se mi-
dio la actividad a cada uno de los tubos (actividad inicial,

A). A cada tubo se afadié 1 mL de solucion de NaCl
0.9 % y se descarto el sobrenadante. Los tubos se lava-
ron 2 veces con 1 mL de solucion salina 0.9 % y se se-
caron sobre papel absorbente. Posteriormente se midié
la actividad que permanecio en los tubos (actividad final,
A) y se calcul6 el porcentaje de actividad retenida me-
diante la relacion (A/ A ) x100. El por ciento de actividad
retenida en los tubos de manera inespecifica se calculo
a través de la medicién de la actividad que permanecié
unida a tubos que no contenian células. Las mediciones
se realizaron en contador LB 2040 (Berthold) con detec-
tor de Nal(Tl) calibrado para *?P.

Resultados y Discusion

Los resultados de la distribucion bioldgica en rato-
nes y los del estudio de fagocitosis se muestran en las
tablas 1y 2.

Tabla 1. Resultados de distribucion biologica del CrPO,[*'Cr] en ratones

Organo Por ciento dosis inyeccion
Higado 77+8

Bazo 22+0.2
Pulmones 3.8+0.3

Rifiones 1.6 +0.1

Cola 49+05

Sangre* 10.6 £ 0.8

n=>5

*Dosis total en sangre
El intervalo indicado de los datos corresponde a sus desviaciones estandar.

Tabla 2. Actividad retenida en los tubos con células para diferentes con-
centraciones de [*P]CrPO,

Dilucién CrPO,[**P] Actividad retenida (Ar, por ciento)
1:2 0.9-71

1:4 2.5-10.4

1:8 8.9-18.1

1:16 20.8-46.1

1:48 37.6-58.1

Como se aprecia en la tabla 1, cerca del 80 % de
la dosis inyectada se registra en higado y bazo. La baja
retencién en pulmones (3.8 %) permite afirmar que la
fraccion mas abundante tiene un tamafo menor de
10 um, pues se conoce que las particulas con tama-
fAos mayores de 10 pm son retenidas por los capilares
pulmonares [3,14]. Los datos de distribucién biologica
de otras dispersiones de fosfato de cromo (lll) indican
que cuando se administran por via endovenosa pre-
paraciones con tamafos de particulas entre 0.1 pm
y 1 um, estas son rapidamente aclaradas en sangre y
fagocitadas por higado y bazo [14-19]. Si se usa via
intracavitaria (principalmente intraperitoneal) las solu-
ciones coloidales alcanzan también estos 6rganos del
Sistema Reticulo Endotelial (SER), no asi si se inyectan
suspensiones (de mayores tamafos de particulas) dada
la dificultad en la migracién por via linfatica. La observa-
cién de una acumulacioén rapida y persistente en hueso,
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principalmente en médula ésea, seguida sobre todo de
inyeccion intracavitaria, indica también que se deben
extremar los cuidados en el uso terapéutico del fosfato
de cromo (lll)-*?P de pequefios tamafos de particulas.
Esto puede acentuar el riesgo del efecto deletéreo de
una irradiacion prolongada a médula ésea por particu-
las beta de dificil deteccion por rastreo centelleografico
superficial [14-19]. El empleo de macroagregados de al-
bumina sérica humana con tamafios predominantes en-
tre 0.5 umy 2.0 um ha evidenciado fagocitosis por parte
de las células de Kupffer del higado, indicandose que
aproximadamente el 65 % se acumula en ese érgano a
los 4 min después de la inyeccion [20]. Las evidencias
y resultados de la distribucién bioldgica indican que las
suspensiones tienen tamafnos que favorecen su fagoci-
tosis. Como elemento de comprobacién de este impor-
tante hallazgo se emple6é un modelo in vitro a partir de
macréfagos obtenidos en el fluido peritoneal de ratas
[13].

En la bibliografia especializada no se encontraron
estudios de fagocitosis in vitro de los radiofarmacos
aprobados actualmente para uso en RSV. En un expe-
rimento inicial orientativo se demostro la existencia de
retencidn de las particulas en presencia de células tipo
macréfago, estadisticamente diferente de la retencion
inespecifica (en ausencia de células), lo que permite
afirmar que la retencion se debe a la interaccion parti-
culas-células. En experimentos posteriores se demos-
tré que la retencién varia al disminuir la concentracién
de las particulas (tabla 2), con un aumento de la acti-
vidad retenida y, por lo tanto, de las que son fagocita-
das. Como la retencidon esta expresada en porcentaje,
este resulta mayor con un menor nimero de particulas,
lo que apoya la idea de la fagocitosis en lugar de otro
tipo de interaccién. Estos resultados evidencian que
las particulas de fosfato de cromo (lll) obtenidas por el
procedimiento establecido, con un tamafio mayoritario
entre 0.8 um y 5 um, son fagocitadas por células del
SRE del higado al ser inyectadas en ratones y por ma-
créfagos peritoneales aislados de rata, lo que permite
considerar se comporten de manera similar in vivo. Es
presumible por tanto, que los radiofarmacos de fosfato
de cromo (lll) marcados con adecuados emisores beta
(®P) en particular, sean eficaces en el tratamiento de si-
novitis cronica mediante RSV.

Conclusiones

Las suspensiones de fosfato de cromo (lll) marcado
con ¥ Cr, con tamafo predominante de particulas entre
0.8 umy 5 um, se acumulan cerca de un 80 % en higa-
do de ratas. Ello es atribuible a fagocitosis por las cé-
lulas del SER de este érgano, presumiblemente células
de Kupffer. Marcado con *P el producto es asimismo
fagocitado in vitro por macréfagos peritoneales de ra-
ton. Ello hace a estas suspensiones marcadas con un
radionuclido apropiado como P, potencialmente efica-
ces para su uso en radiosinoviortesis.
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