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PREPARACAO DE OURO COLOIDAL RADIOATIVO — '98ay:
ESTUDO DOS PARAMETROS QUE AFETAM O TAMANHO DAS PARTICULAS

SOnia Aparecida Cammarosano

RESUMO

Descreve-se Wmﬁiﬁds presaracSo de cotbides de ouro radicativo com particulas de 300 A. & pertir de
um ““germe’”’ com partfculas de 50/\ estabilizado com gelating, utilizando-se squipamentos simples. Amlim‘b—l
alguns pardmetros fisico-guimicos que podem afetar a formaclo das partfculas rom didmatro médio de 300 A e o3 suss
d:mens8es s3o determinadas com auxfho de microscdpio eletrdnico,

Estuda-se também a influéncia da diluigdo, tempo & pH na estabilidade .+ Cuid de.

O progresso de formagio do germe e do coldide & estudado por espectrofotometria. Seus espectros de absorgo
s30 apresentados & comparados.

Faz-se o controle de quslidade da produto analisando-se s pureza radioative, radioquimica @ 8 distribuicdo
biolbgica, que 8 estudada em ratos. injetando-se o colbdide de ouro por vis endovenosa.

CAPITULO |
INTRODUGAO

1.1 — Uso Médico de Substincias Radinativas

As preparacBes redioativas, usadas em medicins, classificam-s¢ em dois grupos: em um deles as
preparacBes destinam-se 8o exame diagndstico e no outro, A terapia.

Os compostos radioterapluticos servem pars irradiar 0s focos patolégicos de érgBos ou cavidades
produzindo efeitos de cura # cicatrizantes. As preparacBes radiodiagndsticas devem ser tais que produzam
efeitos minimos e radiagso pelo corpo e ar, mesmo tempo seiam detectadas, imediataments, por
instrumentos de medidas externas.

Para diagndstico, geraimente sSo usados radicisdtopos emisiores gama de energis beixs que sfo
absorvidos pelos tecidos do corpo e detectiveis por contadores de cintileclo. Os radioisdtopos com
meia-vida curta usados em disgndstico podem ser elufdos de geradores e os mais usados para esse
oropdsito s8o o tecnécio-89m (t%=6,04 h), ghlio-68 fty, = 68,3 min}, indio-113m (|%=99,8 min) e o
do-132 (ty, = 2,4h)'79),

Aprovacias para publicaclo em Agosto/ 1978,



Os compastos radioteraputicas geralmente sio preparados com isbropos que emitem particulas
beta de energia alta e téBm meia-vida curte {alguns minutos até poucos dias). Essas particulas beta
irradiam uniformemente o oOrgdo afetado na regido onde o composto ¢ introduzido. Muitas vezes,
prefere-se usar um elemento emissor de raios gama fracos e beta de energia alta, porque a localizagio do
radioisbtopo no &rgido desejado pode ser determinada pelos raios yama e a energia gama sendo baixa,
evita a irradiaco dos tecidos vizinhos

Os emissores beta puros ndo irradiam o orgapsmas comoe i tode, mas rectrinoem sua ac3o
radioativa ao foco patolbgico no qual & intraduzida. Os pacwntes tratados com radiosotopos deste tipo,
n3o irradiam outras pessoas com as quais tém contacto.

Finalmente, o uso de radioisbétopos que emitem raios-X sdo algumas verses recomendados para
finalidades terapduticas, por exemplo, o paléduc»lOZ!‘Jo’.

Muitas vezes, o tratamento com solugdes radioativas no estado idnico (particulas menores do

qus 0,001 um) é prejudicial ao paciente, porque estas particulas podem passar rapidamente 3 circulagdo
ou difundirem nos tecidos. Também, & importante considerar que certos 6rgios retém apenas particulas
com determinadas dimens3es. Por isso, surge a necessidade do uso de solugdes radioativas com particulas
de dimensBes maiores ou tamanhos ideais a0 6rgio correspondente. O emprego de solugdes coloidais
(partfculas com pelo menos uma dimensdo entre 1 um — 0,001 um) pode satisfazer essas exigéncias. Por
exemplo: gquando um sistema disperso é introduzido intravenosamente, part(culas maiores do que 20 um
sdo retidas pelo sistema capilar dos pulmdes. As partfculas menores que atravessam 0s capilares dos
pulmdes, sdo retidas ao nfvel celular pelos Orgdos do sistema reticulo endotelial (células de Kupffer do
figado, células reticulares do bago, medula dssea e nbdulos linfaticos, células endoteliais dos capilares da
glandula adrenal e os tecidos histibcitos)'z'm'.
De acordo com os dados de Dobson“:”, a distribuigdo no sistema reticulo endotelial &
dependente do tamanho de particula: as partfculas da ordem de 1um sio captadas pelo bago, as
particulas menores do que 0,02 um pela medula Ossea e sistema linfatico e, particulas de tamanho entre
0s dois limites citados acima pelo flgaco.

O primeiro e até agora um dos isdtopos mais usados em preparacBes coloidais radioterapduticas
4 o ouro-198 (ty, =2,697d; Eg=u29MeV (1,1%), 0,96 MeV (989%), 1,37 MeV  (0,03%),
E7=0,4118 MeV (99,8%}, 0,676 MeV (0,9%) e 1,088 MeV (0,16%). Muitas vezes, preparacBes coloidais
contendo radioisOtopos emissores beta puros sdo usadas{ a saber: fOsforo-32 ‘t‘b= 14,3 d,
Egmax = 171 MeV) e 11090 (ty, =648, Eg , =227 MeV)>?. Ao lado do ouro coloidal, a
literatura contém referdncias sobre o uso terapdutico de solugBes coloidais contendo rénio-188
(ty, =889h, E sx = 1,07 MeV  (73%), 083 MeV (23%), E,=0,14 MeV), érbio-169 (1,,=9,0d,
E fx =0,34 MeV (58%), Eg . =033MeV (42%), E, =84 IZoV (42%)) o lutécio-177 (1, =6,8d,
fmex = 0,50 MeV (90%), 0.7 ¥ev (8.7%) E,=0.2) MeV (B%) e 0,11 MoV (3%))32),

Além dos coléides j& mencionados, também & muito usedo em Medicina o tecnécio-99m

coloidal! 2439

i12 - AplicagBes @ Caracteristicas Especificas do Ouro-198 Coloidsl

O ouro radioativo {'**Au) na forma de coldide cujas particulas tém didmetro médio da 300 A
vem sendo comumenie empreqado para inameros fing terapduticos e diagndsticos, por causa de suas
propriedades f(sicas e quimicas favorbveis, Assim, é usado extensivamente em tratamento de tumores
intracavitérios (pleura e peritdnic), em casos de cincer dos ovérios'33 o disgndstico da funclo hepética.
O colbide é administrado por meio de injecBes intra vasculares (intra venoss ou intra arterial), injecles
intra mimm {intra peritonial & intra pleursl) e muitss vezes injecBes intersticiais ou diretamente no
tumor .



Para uso sm medicina, 0 ouro coloidal radioativo deve corresponder ao méximb As
caracter (sticas especificas seguintes:

8) Grande estabilidade para evitar o fendmeno de floculagdo.

b} Deve ser utilizado com atividades espacfficas altas para permitir a injecdo em pequenos
volumes.

c) Auséncia de produtos nocivos. Deve ser preparado a partir de um elemento
tisiologicamente inofensivo e ester¢lizado no final da preparac3o.

d} pH entre 5 — 7.

e} Auséncia de partfculas pequenas (didmetro inferior a 30 A) que rv dem s difundir nos
tecidos.

f) Baixo conteido de fons Auricos {menor do que 2%)(23’, que passam rapidamente 3
sirculagdo.

g) Particulas de dimensBes regulares e com didmetro médio de 300 A, de modo a garantir
uma distribui¢do uniforme no 6rgdo ou cavidade em que ¢ introduzido.

O tamanho das particulas coloidais é um requisito importante no emprego do ouro coloidal
radioativo, por isso muitas técnicas foram desenvolvidas no sentido de melhorar a determinacio de suas
dimens8es. Entre esses métodos destacam-se aqueles nos quais se utiliza a microscopia
e'nrbnicauﬁ'“'“'“i, a espectrofotomatria”"o’, a ultra cemrifugacSo”"’g"g’, os

raios-X!7-27.28.47.48) ¢ 5 j4ra filtracﬁo”z’.

A Tabela 1.1 apresenta os radioisbtopos do ouro, suas caracteristicas fisicas e modos de
formaclo. De todos os isOtopos radioativos, aquele que apresenta caracter(sticas favordveis para o uso em
medicina é o ouro-198 e além disso, pode ser obtido facilmente em reatores nucleares.

O ouro radioativo {*®® Au) decri por emissSo de particulas beta com meia vida de 2,697 dias. O
decaimento se di por espectros beta de Emh. = 0,290 MeV (1,1%) e 0,961 MeV (88,9%) a0 nivel de
excitagSo de 1,088 e 0,412 MeV do merclrio {'**Hg) respectivaments ¢, por um espectro beta de
E sx. = 1:372MeV (0,03%) s0 nivel fundamental do mercOrio-198. Emite também trds raios gama de
0,412 (99,8%), 0,676 (0,9%) e 1,088 MeV (0,16%)23,

O alcance méximo da radiacfo bets no tecido ou na égua é 3,8 mm e o slcance médio &
1 mm'4), Portantu. por causa de seu slcance pequeno o ouro-198 pode produzir um efeito considerével
sobre tumores no tecido sem causar um dano excessivo na estrutura normal que o circunds.

1.3 - Objetivos

O ouro coloidal radioativo com perticulas de 300 A vem sendo produrido, rotinsirsments, no
Instituto de Energia Atdmica. O método usado & aquele de A. M. Del Turco e R. Pietra'*! ¢ R. Henry
¢ col.'2") qus pertem do ouro coloidst com particulas de dismetro médio de 50 A servindo de “germe’
pars o crescimento do coldids. Mesmo obedecendo bs condicles experimentsis spresentadas por esses
pesquisadores pers se abter perticulss com didmetro médio 300 A, verificou-se, algumas vezes, que na
curva de distribuicBo spareciam perticulas com didmetro inferior a 100 A (Figuras 1.1 ¢ 1.2).

Todos os germes apresentavam-se¢ com perticulss uniformes, conforme mostrem o
elstronmicrogratia (Figure 1.3) @ a curva de distribuicBo (Figura 1.4), nio podendo ser o germe o
responsével pela formacBo irreguisr do colbide de 300 A



Nuclideos Radioativos do Quro
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Tabela 1.1

{18,34)

Modo de Decaimento e

v=0,354, 0,331, 0,43
=027

1s6topo Meia-Vida Energia das RadiagGes Modos de Obtencao
Emitidas (MeV)
18eAy 15,0 min CE
}__.
188 Au 4.5 min CE
1% Au 42 min CE
¥=0,29, 0,135
191 Au 30h CE Y ra4n)! 7 Ay
v =0,30, 0,14, 0,60 192p41(d,3n)' * Au
0,048, 0,48
192 Au 48h CE Y2 r(a,3n)' P2 Au
g =22 192py(¢,2n)! *2 Ay
v =0,316, 0,296, 0,045
1,16
193mpy 40s TI 195)r(a,2n)' 72 mAy
v =0,258, 0,032, 0,29 192ptig,n)! 72 mAy
19%Au 170h CE 194p1(d,3n)! * 2 Au
¥=0,186, 0,112, 0,256
0,174, 0,013, 0,49
194 A0 39h CE 193r(2,3n)' P4 AL
6. = 1,49 ”‘Pt(d,2n)"‘Au
y =0,328, 0,293, 0,10, 195p1(d,3n)' ** AU
23 194p¢(p,n ' 74 Au
L o
19imAy 310s T
v=0,318, 0,216, 0,057
128 Ay 180,0d CE e CI 1931r(a,2n)' * S Au
¥ =0,099, 0,031, 0,130 194ptid.n'* AL
"°Pﬂd,3n)'”Au
'"Pt(p,ni'”Au
1Pemp,, 140h CEouTl 197 Auin,2n)! P2 MAY
9% AU 56d CE e CI

19 ‘VAU(,Y'n)I DGAU

195p1(d.n)' ** Au
197 Auln,2n)! ?% AL

continua ., . .



continuaclo

Modo de Decaimerto e
Isétopo Meia-Vida Energia das Radiacdes Modos de Obtenclo
Emitidas (MaV)
197may 7.3s Ti,C! 9 7Auy P TmAY
¥=0,297, 0,130, 0.4 197 Au(n,n)! ?7mAy
198 Ay 27d cl 197 Auiny}! *2Au
$7=0,96, 0,28 198 Auin,p) ! 8 AL
v=0,412, 0,69, 1,09
1298, 3,15d $=0,3, 0,25, 0,48
v=0,158, 0,208, 0,05 198py(d.n)' *%Au
199 Hg(n,p)l ”AU
198 Au(n,‘ﬂ' ”AU
2004, 48,0 min =22 07 200 Ho(n,p)22%Au
¥=1,23, 0,37, 1,6
014, 26.0 min g =15 102 holy,p) 2% Au
1=0,55 10lm(n'p)ﬂDlAu
101, 0.4 min B ou TI 102 H5(n,p) 22 Au
038, 56,08 B =19 104 Loin.np) 102 Au
v=0,68 105 po(y.np) 2?2 Au
CE = CAPTURA ELETRONICA
Cl = CONVERSAO INTEANA
T! = TRANSICAO ISOMERICA
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Figurs 1.1 — Eletronmicrografia Apresentando o Aspecto de um Coléide de Ouro com Perticulss
de DimensBes Irregulares. (x 84000)
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Figurs 1.2 — Curva de DistribuicSo des Particulas do Coldide Referente § Figurs 1.1
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Este trabaiho objetiva, porunio, estudar as causas da mé distribuiclo des perticulas do cotdide
de 300 A e pars isso snalisa-se os seguintes fatores:

a) Evaporacio da solucBo de #cido clorodurico para posterior transformacio em cloroaurato
de sbdio.

b} Gotejamento de solugclo de cloroaurato de sbdio sobre a soluclio redutora de gelatina e
germe para a formacic do colbide com particulas de 300 A.

c) Temperatura durante o gotejamento.

d) Agitacio durante o gotejamento.

Estuda-se a estabilidade do colbide em relaclo a0 pH do produto hml em relacdo ¥ diluiclo
em soluco fisiologica e no decorrer do tempo apbs a sus preparacBo.

Estuda-se também, por espectrofotometria, 0 progresso da formaclio dos colbides com particulas
de 50 e de 300 A.

O produto final é examinado quanto 3 pureza radioativa e radioquimica e as dimensSes das
particulas sJo determinadas por microscopia eletrdnica.

Por Gltimo, analisa-se 0 comportamento biolbgico do coldide com particulas de 300 A

O trabalho em questio tem também por finalidade simplificar a metodologia de preparaclo,
usando-se copos de laboratério e evaporando-se 3 pressdo ambiente a soluclo de dcido clorodurico, 0 que
¢ normalmente feito d pressio reduzida (100 mmHg}!14.21.49)

CAPITULO I
METODOS DE PREPARACAO DO OURO-198 COLOIDAL

Os métodos cléssicos de preparaclo do ouro coloidsi bassiam-se na reduclo de uma soluclo de
um sal da ouro por sgentes redutores, 8 saber: mondxido de carbono, acetileno, formsideido e
'Mao(lﬂ)

Esiss agentes redutores sfio fisiologicamente téxicos ¢ também nfo produzem particulas
coloidsis uniformes, por isso nlo sSo empregados na preparaclo do ouro coloidal pers fins medicinais.

Os coldides de ouro radiostivo, psrs uso médico, tbm Mo preparados usando-se glicoss ou
scido ascorbico como agents redutnr e gelatina como estabilizador'11.16.:21,31.40),

Este trabslho baseou-se no método de A. M. Del Turco e R. Pletia'*®? ¢ no método
desenvolvido por R, Hmry, C. Herczeg ¢ C. Fischer'21), Henry, em ssus experimentos, considerou o
dedos de Turkevich!45 que sepers duss fases distintas durants s formeclo do colbide: nuciescio ¢
crescimento. Em técmca foi elsborods por Zslgmondy‘ 50) ¢m 1.906 ¢ estudada cineticamente por
Turkevich e col.'*?) em 1,051,
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Nucleaclio ou Germinacio

A germinago ou nucleaco consiste na preparacdo de um germe por recucio do Acido
clorourico com glicose e estabilizado com gelatina. A glicose é aquecida com hidréxido de sbdio sendo
hidrolisada em &cido latico e aldeido pin’.wioo””, gue s30 mais redutores que a propria glicose. Usa-» a
glicose como redutor pois esta fase requer um potencial de reducdo elevado. No final da preparagdo o
produto & autoclavado.

As particulas do germe tém didmetro médio de 50 A e servem como ""agentes de nucleacio” na
preparazio do colbide radioativo de 300 A.

A verificacfo das dimensBes das particulas do germe & feita com o aux(lio da microscopia
eletrdnica, que permite a elimina¢cdo de prepara¢des insatisfatdrias, garantindo-se assim @ regularidade dos
colbides que se formam a partir dos germes.

Crescimento

O crescimento consiste na preparagdo do coldide final com particulas ao redor de 300 A. O
&cido clorodurico é neutralizado a cloroaurato de sbdio e este & reduzido por solugdo de gelating
contendo o germe. Terminada a preparagdo o colbide é autoclavado.

Nesta fase 0 germe age como um niicleo de crescimento do ouro e auxilia na obtenclo de um
sistema coloidal com particulas de dimensSes uniformes. A gefatina atua como redutora e estabilizadora
do meio.

(21)

Henry e colaboradores atribuem & acdo redutora da gelatina aos grupos amiry e guanidino

presentes na moiécula.

lya, Gopal e Clwudhary(?s' mostraram que a solucdo de gelatina, quando autoclavada, sofre
uma degradac¢Jo parcial e os produtos resuitantes sdo responsiveis pela reduco inicial do Au® a Au**
durante e imediatamente apds a adicJo de cloroaurato de sbdio d mistura redutora. Esses autores
provaram ainda gque o Au™ e o Au'* permanecem em solucSo por um perfodo muito pequeno e em
menos de cinco minutos o Au™ sa reuuz a Au'* ¢ posteriormente a Au®.

De acordo com lys e colaboradores' 2% » estabilizacBo de colbides de ouro pela gelatine deve-se
8 ionizacio de grupos carbox(licos livres das moléculas de gelatins, em pH acima do seu ponto
isoelétrico.

Veijkovit e Stevovic“s’ estudaram 8 estabilizagfo do ouro-198 coloidal e mostraram que écidos
orghnicos policarboxllicos podem, em parte, substituir a gelstina como estabilizador, pois a presenca de
grupos carbox{licos nas proximidsdes sumenta o efeito estabilizante.

Pora se obter colbides com partfculas de tamanhos uniformes é aconssihdvel que s duss fases
(nuclesclo e crescimento) sejam seperadas e sucessives. Isto § importante pois nfo hé crescimento,
snquanto » germinaclo estiver ocorrendo. '

Além da distribuiclo uniforme do tamanho das particules, 0 método de formaglio do colbide
pels introduclo de um germe apresents outrs vantsgem: s glicose nio ¢ usada como redutor durante o
orescimento, hé portanto eliminacBo de todos os seus produtos de hidrolise ¢ oxidaclo que so toxicos ¢
coussm grende diminuiclio no pH do meio. Os produtos de oxideco da gelstine nlio sBo tbxicos exceto
seus grupamentos smidas que sfo parcisimente hidroliséveis. € pera evitar ests desvantagem, que s
adiciona & misturs redutors o cloroaurato de s6dio am luger de Acido clorodurico na fase de crescimento
do coldide.
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Outro método de preparacSo do ouro coloidal & descrito por Hudswell e colaboradores' 22!, que
nlo utiliza separadamente 8 nucieacso e o crescimento e empregs 8 glicoss como redutor. A medida que
um certo nOmero de particulas vio se formando outras vio crescendo, de modo suss dimens3es se
tornam irregulares. Aldm disso, 0 meio n¥o proporciona uma reduclio eonmnu‘” endo este mais um
motivo para que o colbide nio apresente particulas de tamanhos uniformes.

Apesar de ser nulo o contedo de ouro idnico no meio, pelo método de Hudmllum,
preferimos utilizar aquele de Henrv'z " que leva A formacSo de um sistems coloidal com particulas de
dimensBes uniformes. Em nosso trabalho estudam-se todos os perimetros fisico-quimicos com o
finalidade de se obter um sistema coloidal adequado para uso em medicina & com teor beixo de ouro
ibnico.

CAPITULO Il
PARTE EXPERIMENTAL

111.1 = Reagentss, Equipamentos e Vidraria
11.1.9 — Reagentes
Ouro metilico, purezs 99,09%, Vecambrés, nacional.
Acido Nftrico, analftico, Merck, procedincia slems.
Acido Clorfdrico, snalftico, Merck, procedncia alemd.
D(+) Glicose Anidra, analftico, Car.o Erbe, procedincia italiana,
Acido Asobrbico, Merck, procedincia slemd.
Golnim,' Pralabo, procedéncia francesa.
Hidréxido de sbdio, analitico, Cerlo Erbe, nacionel.

Cloreto de sbdio, snaiitico, Carlo Erbe, nacional.

11.1.2 - Equipsmentos
Agitador magnético, METROHM, Tipo E349A; berrs magnética com as dimensBes: 2,6 x 0.6 cm.
Espectrofotdmetro UV-VIS, PERKIN-ELMER, Modelo Colemen 130,
Medidor de pH METROHM HERISAU, Modelo E3508.
Chmars de lonizaco, Medisc, Nuclesr Chicago, Modelo 6362,

Termbmet.o de mercirio, escala (- 10 a 160°C), precisfo 1°C, JUMO, procedéncia slemd.
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N1.1.3 — Vidraria

Todo material utilizado § fabricado em vidro “pyrex”.

111.2 — Preparacgio do Germe
111.2.1 — Preparaclio do Acido Clorourico

Dissolvern-se 100 mg de ouro metdlico com um mi de dgua régia (1 volume de #~ido nitrico
concentrado: 3 volumes de 4cido clor{drico concentrado) em .m copo de laboratério, aquecendo-se em
banho maria. A dissolugdo se dd entre 9 - 15 minutos. A soluglo de &cido clorodurico é evaporada 3
pressSo ambiente, tomando-se cuidado para que a temperatura da solugfo nio o'~ 100°C a fim de
evitar 8 decomposicdo do produto.

O 4cido clorodurico assim obtido, apresenta-se como cristais amarelo£ em forma de agulhas. Os
cristais sdo dissolvidos em 100 ml de &gua bidestilada.

111.2.2 — Reduglo do Acido CloroSurico

Ao mesmo tempo em que se forma o &cido clorodurico, prepara-se a soluco redutors,
constitulda por: 569 de glicose, 4 ml de gelatina 20% (P/V) e 10 ml de &gua bidestilada, que sio
aquecidos em um copo “‘pyrex”, mantendo-se essa mistura sob agitagio constante. Quando a
temperatura atinge 80 — 82°C, adicionase 1,2 mi de hidroxido de sddio 4,5 N. Apds cinco minutos
inicia-se o0 gotejamento da solugdo de 4cido clorodurico (filtrada 8 vécuo em placa poross G4) sobre a
mistura redutora, que deve continuar sob agitacBo e temperatura constantes.

Terminado o gotejamento, o recipiente contendo o &cido clorodurico é lavado com trés mi de
&ua bidestilada que s3o adicionados guta a gota 3 mistura redutora. Continua-se a agitaglo por vinte
minutos.

O colbide assim obtido com particulas de 50 A (germe) & esterilizado 3 130°C durante vinte
minutos e analisado em microscdpic eletrdnico.

111.3 = Preparaglo do Coldide Radicetivo com Particulss de 300 A
115.3.9 — Preparacio do Alvo

Para alvo utilizam-se liminas de ouro methlico, purezs 99,99%

100 mg de ouro sfo colocsdos em recipiente cilindrico de sluminio de 1.0cmx30cm ¢
fechado com tampa rosqueads. O alva & irradiado durants ums hors na posiclo 27, prateleirs 8, do
reator {EAR-1, onde o fluxo de nutrons térmicos é 4 x 10' 2 n/cm?.seg.

111.3.2 ~ Preparaglio do Clorosurato de Sbdio
Primeiramente, prepara-se o écido cloroburico conforme especificacBes contidas no item 111.2.1.

Em seguida, neutraliza-ss 0 fcido com hidroxido de sédio IN (=2,2mi) até pH 12. Esta soluclo ¢
filtradla a vicuo em plsce porosa G4.

111.3.3 ~ Formaglio do Colbide
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Nesta fase, o cloroaurato de sddio obtido em H1.3.2 ¢ gotejado d mistura redutora composts
por 4ml de gelatina 20%, 0,17 ml do germe preparade conforme o item 11,2 ¢ 10 ml de Sgus
bidestilada.

Para infcio do gotejamento, a solug3o redutora deve estar b temperatura de 80 — B2°C e soh
agitagSo constante.

Terminado o gotejamento lava-se o recipiente com trés ml de sgua bidestilada e adicions-se gota
a gota & mistura redutora. Posteriormente, adicionam-se dois m! de dcido ascbrbico 10%.

Agita-se por mais vinte minutos e esteriliza-se o colbide a 130°C durante vinte minutos.
O produto ¢ analisado em microscopio eletrdnico.
O volume final & 32 ml e as caracter(sticas do colbide sSo:

a) dimensSo das particulas: didmetro médio de 300 A.

b) pH final: 5 - 7.

¢) concentrac3o em ouro: 3,1 mg Au/ml.

d) concentracio radioativa: 0,90 — 0,27 mCi/ml.

e) cor: violeta.

Na Figura 3.5 apresenta-se o esquema da aparelhagem usads nas preparacBes do germe e do
colbide radioativo,

111.4 = Estudo dos Parimetros qus Podem Afstar a Formagio de Particulas com Tamanhos Regulsres
(Didmetro Médio 300 A)

Conforme citado no item 1.3, estudaram-se durante s preparaclio do coldide com perticulss de
300 A os fatores seguintes: '

8) Temperatura de evaporacio da soluclo de écido clorodurico para posterior transformaclo
em cloroaurato de sodio.

b) Gotejamento da soluclo de clorosurato de sbdio sobre 8 soluclo redutora de gelatine ¢
germe.

¢} Agitaclo durante o gotejamento.

d) Temperatura da mistura redutors durante o gotejamento.

111.4.1 — Estudo ds Temperaturs de Evaporaclio da Soluclio de Acido Clorodurico

Fizeram-se experimentos veriando-se a temperaturs de evaporaclo do écido cloroburico de
85 1)°C a (88 £ 1)°C, mantendose constantes a vazSo, & agitscho ¢ a temperetura durante ©
gotejamento das soluclo de clorosurato de sbdio & misturs redutora.

Os resultados spresentam-se na Tabels 111.2.
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pars Obtencfo do Coldide com Particulss de (300 A)
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111.4.2 — Variaglo da Vazlio da Soluglo do Clorosurato de Sédio sobre a Mistura Redutors
Fizeram-se experimentos variando-se a vazJo da soluco de cloroaurato de sbdio, mantendo-se
constantes a temperatura de evaporacdo do Acido clorodurico, a agitagSo e a temperatura da soluglo

redutora durante o gotejamento.

Utilizou-se para o gotejamento uma bureta de vidro “pyrex”, cujo volume da gota de ouro
coloidal é 0,05 ml, aproximadamente.

A Tabela 111.3 mostra os resuitados dos experimentos.

11.4.3 — Estudo da Influlncia da Agitaglio de Misturs Redutors Durante o Gotejamento do Clorosursto
de S&dio '

Fizeram-se experimentos variando-se a agitagdo da mistura redutora mantendo-se constantes a
temperatura de evaporagdo do scido clorodurico @ a temperatura durante o gotejamento. A vazfo da
solucdo de cloroaurato de s6dic permaneceu constante em duas a duas experidncias.

Os resultados apresentam-se na Tabela 111.4,

101.4.4 - Estudo ds Temperaturs da Mistura Redutora Durants o Gotejamento de Soluclio de

Cloroaurato de Sédio

Nesta fase, variou-se a temperatura durante o gotejamento da solugSo de cloroaurato de sddio
sobre a mistura redutora e foram mantidos fixo: os demais parAmetros, a saber: temperatura de
evaporacdo do 4cido clorodurico, agitacdo durante o gotejamento e vazio da soluglo de cloroaursto de

sbdio.

A Tabela 111.5 mostra o0s resuitados obtidos.

1115 — Influlncia ds Diluiglo, Tempo ¢ pH na Estabilidade do Colbide
Esta fase teve por finalidade verificar se tais pardmetros alteran as caracterfsticas iniciais do
sistems coloidal.
*11.5.1 — Estudo da Diluiclo do Colbide
Inicialmente, preparou-se o coldide nas condicBes experimentais seguintes:
8) Temperaturs de evaporacBo do écido cloroburico: (80 ¢ 2)°C.

b) Tsmperatura da soluglo redutora durants o gotejamento da solucko de clorosursto de
sodio: (80 £ 2)°C.

¢) AgitacSo durante o gotejamento: 140 rpm.

d) Vazlo da solugBo de clorosurato de sédio: {28 ¢ 1) gotss por minuto.

O pH finsl do groduto foi 8,2, Anslisou-se 0 produto em microscopio eletrdnico Carl Zeim,
modelo EM9S, ¢ 0 aspecto foi wmtisfatério (Figurs 3.6).
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Tabela 1112

Vanagio da Temperatura de Evaporacdo da Solugdo de Acido Clorosurico

Evaporacio Didmetro
da solugdo Gotejamento da sol. de pH Médio + Desvio
Exp. de dc. clo- cloroaurato de sédio final padrdo
rodurico,
v E
NO 70 ho T°C) (A)
(gotas/min.) {rpm)
1 8511 2721 310 802 53 225134
2 85¢1 27 1 310 80t2 54 281t 24
3 90t2 27 1 310 80t 2 59 234137
4 90+2 2741 310 80t2 6.0 282138
5 98+1° - - - - -
6 a8+ 1° - - - - -

* Decomposicdo do #cido clorosurico.

Variagio da Vaz3o da Solugdo de Cloroaurato de Sédio sobre

Tabele 1.3

8 Mistura Redutors

i
i
1

Evaporacfo Dismetro
da solugdo Gotejamento da sol. de pH Médio t Desvio
Exp. de 4c. clo- cloroaurato de sédio final padrio
rodurico,
\'4 Ag.
No TC) T(°C) {A)
(gotas/min.} {rpm)
1 902 1861 310 8012 48 409 t 69
2 00 +2 161 310 8012 4,1 485197
3 00t 2 21 310 8012 6.6 364 ¢ 62
4 90 £2 211 310 80%2 73 376 £ 205
] 8012 211 310 8012 48 308 £+ 123
(-] 9012 27 1 310 8012 8.4 186+ 21
7 8012 27 t1 310 8012 6,0 324134
8 80+2 271 310 8012 8,6 20313




Veriagio da Agitagdo da Mistura Redutora Durante o Gotejamento
Je Solugio de Cloroaurato de Sédio

Tabela 111.4

17

Evaporacdo Didmetro
da solucBo Gotejamento da sol. de pH Médio t Desvio
Exp. de 4c. clo- cloroaurato de sbdio final padrio
rodurico.
v Ag.
NO T{°C) T(°C) (A)
(gotas/min.) (rpm)
1 00t 2 222 310 802 6,5 364 1 62
2 002 2212 140 802 6,0 30935
3 9012 261 310 8012 6.8 346 £ 41
4 80t2 261 140 8012 5.9 200129
5 8012 2811 310 80t2 6.8 276134
6 90t2 281 140 802 56 288 + 31
Tabels 1INS
Variacso da Temperaturs ds Mistura Redutors Durante o
Gotejamento da Solugclo de Cloroaurato de Sédio
Evsporaclo Diémetro
ds soluco Gotejemento ds sol. de pH Médio £ Desvio
Exp. de &c. clo clorosurato de sédio finel pedrio
rodurico.
v Ag.
NO T°C) Ti°C) (A
(gotes/min.) (rpm) '
1 80t2 2t1 140 00122 . 65 274139
2 0012 26%1 140 8012 8,0 261223
3 902 261 140 781 5,5 285237
4 00%2 2611 140 7821 58 320+ 21
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Figure 3.6 — Eletronmicrografia Apresentando o Aspecto do Colbide de Ouro, sem Adicfo de Solugdo
Fisioldgica, Logo Apos sua Preparagdo, (x 84000)

Posteriormente, diluiram-se .inostras desse colbide em solugdo fisioldgica nas proporcBes 15 e
1:10 e analisou-se em microscHpio eletrd:ico (Figuras 3.7 e 3.8).
111.5.2 - Influéncia do Tempo na Estabilidade do Coldide

Amostras de ouro coloida (preparade conforme o tzm i11.5,1), conservadas em tempersturs
ambiente por dois meses apds sua p-ep.ra¢do, foram observ.das .1 1 microscOpio eletrdnico.

As Figuras 3.9 e 3.10 mostram o aspecto do colbide logo apds a preparaclo e apbs dois meses,
respectivamenic.
111.5.3 — Eswdo do pH Final do Colbide

E fato observado que se a preparacdo do colbide é efetuada em condicBes tais que o pH final
do produto seja superior a 8, nfo se tem mai: distribuicdo uniforme das portfculas“o’.

Neste trubalho fizeram-se preparacBes nas quais adicionou-se hidroxido de sdédio 1N #0 écido
clorodurico (item 111.3.2) de tal maneira gue o produto final atingisse pH = 9,5, A Figurs 3.11 spresents
o resuitado deste coldide.

Qutros experime:tos foram desenvo!-ido: nos quais o pH do produto final variou entre 4,1 ¢
73. As Figuras 3.12, 3.13 ¢ 3.14 mostram o aspecio de alguns desses coldides.
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Figurs 3.10 ~ Eletronmicrografis do Coléide de Ouro dois Meses Apds sue Prepersclio (x 84000)



Figura3.11 — Eletronmicrografis do Ouro Coloidel em pH 0,5 {x 84000)
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111.6 — Estudo do Espectro cde Absorg3o do Germe e do Colbide com Particulas de 300 A

Colbides de ouro preparados por métodos diferentes, ou por um mesmo método mas sob outras
ocondigBes experimentais, apresentam coloragdes diversas. isto & atribufdo aos tamanhos variados das
particulas, s formas, fases de agregacdo e composicdo do meio de dispersdo.

Espectros de absor¢io de colbides de ouro preparados por diferentes agentes redutores foram
estudados por virios pesquisadores(25'37'4".

Turkevich, Carton e Stevenson‘“’, com a finalidade de acompanhar o progresso de formagio

do coléide, estudaram espectros de colbides preparados pela redugdo com citrato de sbdio, lya, Gopal e
G\audhary‘zs' estudaram colbides preparados pefa reducdo com glicose e gelatina.

Neste trabalho fizeram-se experimentos comparaveis aos de lya e colaboradores' 257

111.8.1 — Espectro de Absorg3o do Germe
111.6.1 — 1) Espectro de Absorgo do “Branco” na Preparagio do Germe

Uma mistura de 4 mi de solugio de gelatina 20%, 10 ml de dgua bidestilada e 5,6 g de glicose
foram aquecidas até 82°C sob agitagio constante. Adicionou-se 1,2 ml de hidréxido de sbdio 4,5 N.

Apbs cinco minutos, em lugar de se adicionar solugdo de Acidc clorodurico adicionou-se &cido
clor(drico até atingir pH 6 — 7.

Manteve-se 0 aquecimento e a agitacdo constantes por mais de vinte minutos. O produto foi
esterilizado a 130°C por vinte minutos.

Deixou-se esfriar e diluiu-se com &gua destilada (1:200) para o estudo espectrofotométrico
{Figura 3.15). Utilizou-se espectrofotdmetro UV-VIS, Perkin Eimer, modelo Coleman-139, com ldmpada
de filamento de tungstdnio (400 — 80O mu) 170,

11.6.1 - 2) Espectro de Absor¢fo do Germs Durante s sus Formeglo

Preparou-se o0 germe conforme especificacdes do item 111.2, nas condicBes experimentais
seguintes:

a) Temperatura de evaporagdo do Acido clorodurico (80 £ 2)°C.
b} Temperatura durante o gotejamento ds soluco de cloroeursto de sodio: B0 — 82°C.
¢} AgitacBo durante o gotejamento: 310 rpm.

d) Vezfo ds solucSo de cloroaursto de sbdio: 26 — 28 gotas/minuto.

Apbs adicionsr 8 solugio de &cido cloroburico d mistura redutors, retiraram-se sliquotas em
vérios intervalos de tempo ¢ diluiv-se na proporgio 1200 com &gus destileda. Essas emostras foram
removidss nos tempos: 0, 5, 10, 15, 20, 30 ¢ 60 minutos apds a adi¢lo de Scido clorofurico. Umae
slfquots foi retirsda apOs autoclavagem.

A Figurs 3.15 apresenta o espectro de absorcBo do germe na regillo visivel durents a sua
formeacfo,
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11).6.2 — Espactro de Absorglio do Colbide com Particulas de 300 A
111.6.2 — 1) Espactro de Absor¢lio do “’Branco’”” na Preparaclio do Colbide Final

A solugfo de gelatina 20% e 10 mi de 4gua bidestilada, adicionou-se &cido clorfdrico e 2.2mi
de hidréxido de s6dio 1N. Por Gltimo, adicionou-se 2 ml de dcido ascérbico 10%.

Depois de esterilizado, o produto final foi dilufdo (1:200) para as medidas espectrofotométricas.

11.6.2 — 2} Espectro de Absorg3o do Colbide com Particulas 300 A Dursnts a sua Formaglio
Preparou-se o colbide conforme citado no item 111.3, nas condicBes experimentais seguintes:
a) Temperatura de evaporagdo do 4cido clorodurico: (90 £ 2)°C.
b} Temperatura durante o gotejamento da solucSo de cloroaurato: (80 ¢ 2)°C.
c} Agita¢do durante o gotejamento: 140 rpm,

d) Vaz3o da solu¢do de cloroaurato de sbdio: (26 + 1) gotas/minuto.

Apbs adicionar o cloroaurato de sbdio 4 mistura redutora, removeram-se aliquotas em vérios
intervalos de tempo e diluiu-se na propor¢io 1:200 com sgua destilada. Esses intervalos de tempo foram:
0, 5, 10, 20, 30, 60 e 75 minutos apbs a adicdo de cloroaurato de s6dio A mistura redutora. Retirou-se
uma allquota apbs a autoclavagem,

Os espectros de absorgdo do coloide de 300 A durante 8 sus formacio ¢ do branco sfo
apresentados na Figura 3.16.

CAP(TULO IV
CONTROLE DE QUALIDADE DO COLOIDE COM PARTICULAS 300 A

V.1 = Determina¢So do Tamanho das Particulas do Coldide

As particulas coloidais sSo pequenas (0,001 um 8 1um) parsa permitirem uma observaclo
microscpica direta, O poder de resolucio de um microscdpio dptico & limitado principalmente pelo
comprimento de onda da luz utilizade pars » ;lumimdo"e’.

Além do problema do poder de resoluclo, 8 visibilidade de um objeto pode ser limitada por
causa da felta de contraste Hptico entre 0 objeto ¢ 0 meio que o cerca.

Para superar essas dificuidades, duas técnicas slio particulsrmente valioses no estudo de sistemas
coloidais. S50 elas: 8 microscopia eletrbnica em que o limite de resoluclio & grandements amplisdo
parmitindo visualizar particulas ds ordem de 5x 107 um e & ultra microscopis (microscopis sm campo
escuro), riue & uma técnics muito Otil para detectsr 8 presenca de particulas coloideis em suspenslo (de
ordem oc 5 x 1072 um 8 107 um), detesminar o Wwu nimero ¢ investigsr © seu Movimento,
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Outros métodos usados para a medida de materiais de dimensBes coloidais {j4 citados no item
1.2) sdo: espectrofotomtria”'w , ultra centvifugacxo“‘-w"g', raios-x'n'""e', ultra ﬁltvado"”,
espathamento da luz e press3o osmética' 18!,

Para medidas do tamanho de particulas de coldides de ouro alguns desses métodos nSo s3o
préticos ou apresentam inconvenientes. O espalhamento da luz, embora simples em principio, apresenta
uma série de dificuldades de carater experimental, sendo a mais importante a necessidade de ter-se uma
amostra totalmente isenta de impurezas, por exemplo pbd, cujas particulas relativamente grandes
provocam também espalhamento da luz e introduzem erros sérios nas medidas. A ultra filtracSo tem

nptes‘enéa:jgl insucesso por causa da forte absor¢o de partfculas de ouro dentro Gas membranas do
filro! 1649,

Diante desses problemas, neste trabalho preferiu-se usar a microscopia eletrdnica pars @
determinacfo das dimensBes das partfculas coloidais. Um fator de importdncia a considerar-se ¢ o fato
deste instrumento permitir uma observacJo direta das particulas logo apbs a sua preparagdo, favorecendo
deste modo a selecio de colbides bons.

Como um sistema coloidal & de natureza polidispersa, ou seja, as particulas de uma determinada
amostra variam de tamanho, & freqientemente impossivel uma determinag§o pormenorizada ds
distribuicdo relativa de tamanho das particulas. Portanto, torna-se necessdrio admitir métodos
erperimentais menos exatos, que fornecem valores médios.

O método escolhido nests trabalho consiste em fotografar-se o sistems coloidal de ouro com um
sumento de 2B000 vezes e medir o didmetro das particulas pela projecSo dos negativos de suas
eletronmicrografias. Os valores das medidas s§o convertidos em ““Angstrons” utilizando-se como padrio o
virus do “Mosaico de Tabaco” cujo didmetro médio & de 150 A (Figurs 4.17).

Figurs 4.7 ~ Eletronmicrogrstie do Virus do “Mossico de Tsbeco” (Didmetro Médio de 160A) Uti-
fizsdo como Psdrfo nss Medidss dos Perticulss de Ouro Coloidal (x B4000)



A sequir constroi-se a curva de distribuicio das particulss do colbide, calcula-se o didmetro
médio e 0 seu desvio padrio.

O microschpio eletrdnico utilizedo para esta andlise foi 0 da Cerl Zeiss, modelo EM 8S com
poder de resolugio de 7 A.
V.2 - Controle da Pureza Radioativa ¢ Radioguimics
IV.2.1 — Consideraces Gerais

Todas as preparagBes de substancias radioativas exigem uma série de provas snallticas que tdm
por finalidade garantir a pureza do produto obtido. Além da determinacSo das impurezas radioativas, ou
smja, outras espécies radioativas eventualmente presentes, deve-se também determinar as formas quimicas

do radioisOtopo preparado {pure-a radioquimica).

Quando o radioisbtopo destina-se para a medicins, § conveniente que se faca um controle
biolégico do produto.

As impurezas radioativas podem resultar da presenca de impurezas quimicas no alvo, as quais
por irradiagio dio origem a produtos ativos, sendo por este motivo muito importante, que o0 slvo seja
quimicamente puro. As impurezas radioativas também podem resultar de outras resgBes nuclesres, além
daquela responsdvel pelo produto principal.

As impurezas radioquimicas podem aparecer dursnie 0 processamento quimico ou mesmo
durante a estocagem do produto, por causa do auto decomposico pela radiacio.

IV.2.2 — Pureza Radioative
Prepararam-se 0s colbides conforme descrito em 111.3.3 e nas condighes seguintes:
3) Temperstura de evaporagdo do Acido clorodurico: (80 £ 2)°C.
b) Temperatura durante o gotejamento ds solucBo de clorosurato de sédio: (80 £ 2)°C.
c) Agitagio durante o gotejsmento: 140 rpm.
d) Vaz5o da solucio de clorosurato: 26 — 28 gotas/minuto.

Caracteristicas do colbide:

Concentracio Radiostivs: 0,20 mCi/mi

Concentraclio em ouro: 3,1 mg Au/mli

Dismetro Médio: (290 ¢ 20)A,

Dependendo do fluxo de ndutrons ¢ do tempo de irradisclo do eivo de '*7Au um
contaminante que possiveiments pode sparecer no ‘**Au 6 o '**Au (ty = 3,16 dias, E, =158, 208, o
50 KeV), s partir da reaclo:

1080 (n,v) *°Au
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Para a identificagdo de impurezas emissoras de raios gama, utilizouse um detector de
germdnio-Iftio Camberra Industries, modelo 7229; acoplado a um analisador de 256 canais, Texas
Measurements Co., modelo CN-256.

O espectro de raios gama do colbide é visto na Figura 4,18,

V2.3 — Pureza Radioguimica

A determinagio da porcentagem de ouro idnico presente no colbide radioativo foi feita por
cromatografia de particio em papel Whatman n? 1, empregando-se a técnica ascendente.

O solvente usado foi uma mistura de acetona, &cido cloridrico e #Agua na proporgio
7020:10 ml, que normalmente é utilizada para sistemas coloidais de ouro estabilizados com gelatina‘ze'.
W.2.3 - 1) Procedimento

Transferiu-se para a fita de papel (2cmx 15¢cm) alguns microlitros do coldide preparado
conforme especificagBes do item 1V.2.2. Apbs secagem em corrente de ar, desenvolveu-se o
cromatograma com 0 solvente acima citado, por uma hora

Novamente deixou-se a fita secar a0 ar e cortou-se o papel em intervalos de 1 cm.

Mediram-se as atividades das tiras de papel {1 cm) em um detector Bicron, modelo 3M3, série
K777 com cristal de iodeto de s6dio [T!), acoplado a um analisador monocanal, Ortec, Modelo 455.

Os resuitados obtidos na cromatografia de dois sistemas coloidais encontram-se nas Tabelss |V.6
eiv.2.

IV.3 — Comportamento Bioldgico do Coldide com Particulss de 300 A

Nesta fase, estudou-se a distribuicfo biolbgica porcentual da deposiclo do ouro coloidal no
figado, beco, rins, coracdo, puimbes ¢ sangue,

A literaturs apresents vérios trabalhos sobre o comportamento biolbgicc de sistemas coloidais
de ouro-108/8.11.38) ‘Entre efes destacam-se os estudos feitos por Caro e colaborsdores'®, nos queis
sfo feitas comparacSes entre as propriedades bioldgicas do colbide protegido por gelstina e do colbdide
protegido por polivinilpirrolidons (PVP).

Pars » distribuicBo bioldgica useram-se neste trabsiho, ratos brancos de pesos compreendidos
entre 200 e 300 gramas. -

Injetou-se o coldide ne veia dorssl do rabo. Em todos os experimentos usou-se 0,1 ml de
wluclo coloidsl, preparada nes condicbes citedas no item IV.2.2,

Em um primeiro experimento a stividade do coldide era de 10uCi em 0,1 mi. O volume
injetado correspondeu 8 1,15 x 10'? particulss, aproximadaments.

Em outros dois sxperimentos a atividade foi 7uCi am 0,1 ml @ o nOUmero de particulas era de
0,57 x 10' 2, aproximadaments.
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Tabelas V.6

Cromatogratia Ascendente de Coldide de '*®*Au com Particulas de 300 A. Papel Usado:
Whatman N° 1. Solvente: Acetona, Acido Cloridrico e Agua
(70, 20, 10 mi}). Tempo da Corrida: 1 Jiora

Fragao Contagens/minuto Contagens/minuto-BG
{cm) ¥ Desvio Padrao t Desvio Padrfo

Origem 38 763t 197 38 205 +197
1 586t 14 28 t 18
2 634t 15 76 £ 19
3 632t 15 74 £ 19
4 637t 15 79 19
5 627¢ 14 69 t 18
6 600t 14 42 + 18
7 600t 14 42 ¢t 18
8 620t 25 62 + 27
9 597 + 14 39 + 18
10 674+ 15 116 t 19

Tabela IV.7

Cromatografia Ascendents de Coldide de '**Au com Particulas de 300 A. Pspel Usado:
Whatman N9 1. Solvente: Acetons, Acido Clorfdrico e Agua
(70, 20, 10 mi). Tempo de Corride: 1 Hora

Fracio Contagens/minuto Contagens/minuto-BG
{cm) t Desvio Padréo t Desvio Padréo
Origem 88 314t 210 88 228 £ 210
1 140+ 1 64t 1
2 115+ 1 2+ 1
3 118¢ 1 32+ 1
4 105¢ 1 19¢ 1
6 123+ 1 37+ 1
6 114 1 28+ 1
7 121¢ 1 B 1
8 131 2 48+ 2
] 134+ 2 48t 2
10 173+ 2 87+ 2




Sucrificaram-se os animais em tempos distintos conforme mostram as Tabela: IV.B, IV.9 ¢
1v.10.

Posteriormente, determinou-se a atividade porcentual, presente em cada érglo, em relacho 3
atividade total injetada. Fizeram-se as medidas de atividade com um cintilador de pogo com cristal de
jodeto de sb6dio (T1) Nuclear Chicago, modelo Ultrascaler ||, mantendo-se as condicBes geométricas
apropriadas.

As atividades do sangue foram calculadas para o sangue total, tomando-se por base 0 peso dos
ratos utilizados'?).

IV.4 - Mapeamento

Para complementar o trabatho, 40uCi do coldide de '*®Au com particulas de 300 A foram
injetados em ratos e fizeram-se mapeamentos apbs quinze e trinta minutos, utilizando-se o cintilogrifo
Siemens, modefo Scintimat 2 F.

Os cintilogramas obtidos encontram-se nas Figuras 4.19 ¢ 4.20.

CAPITULO V

RESULTADOS, DISCUSSAO E CONCLUSOES

V.1 —- Estudo da Temperatura de EvaporagSo do Acido Cloroburico

Mirza e Akhtharm”, Domingues . colaboradores' 14 ¢ Henry e colaborodons‘z" mostraram
que o icido clorodurico decomp8e-se com aquecimento prolongado, em temperaturas proximas a 100°C
e em pressJo reduzida. Os experimentos 5 e 6 da Tabela 111.2 foram feitos evaporando-se 0 excesso de
4cido clorodurico em pressTo ambiente num intervalo de temperatura de 97 — 99°C. Nesses casos ocorre
decomposic3o do 4icido clorodurico, o que foi observado pelo aparecimento de pequenas particulas
negras.

Durante a evaporaco pode ocorrer, acidentalmente, um sumento da temperaturs de maneira 8
provocar 8 decomposicdo do scido clorodurico. Para que este problema nfo prejudique o andamento de
preparacifo do ouro coloidal, pode-se adicionar 3 solucdo uma a duas gotss de &cido cloridrico
concentrado e repetir a cvaporaclo‘”'a n g provivel que as particulas escuras sejsm de Oxido de ouro
que por adi¢cSo de écido cloridrico dissolvem-se formando novamente o écido cloroburico e Sgua.

Nos experimentos 3 ¢ 4 de Tabela 111.2, onde se fez » evaporaclo do écido clorodurico dentro
de um intervalo de temperatura de 88 — 92°C, cbteve-se cristiis amarelos em forma de agulhes
transparentes, sem qualquer formacgo de particulas negras. Esses condicBes sBo vantajosas em relaco sos
experimentos 1 e 2 da Tabels §11.2 no que se refere 30 menor tempo necessério & eveporacio,

Finaimente, pelos dados da Tabels 111.2 nlo se observa correlsclo siguma entre a temperstura
de evaporacio da solucio de Scido clorofurico e o dimetro médio finsl des perticulas coloidals.
Verifica-se que os experimentos feitos em duas temperaturas de evaporaco (experimentos 1 ¢ 2, 3¢ 4)
conduziram » resultados semelhantes onde os didmetros médios das particulas se encontram dentro de
uma mesma faixa de dimensSes,



DistribuicBo Biolégica de Coldide de Ouro-188, com Partfculss

Tabela (V.8

de 300 A. Dose Injetada = 10uCi sm 0,1 ml

. Contagens/ % de ativida-

Massa do de retida no

Rato Orgdo min. no 6rgio em re-

Orgao (g) lscho & dose

6rgdo injetada.

coragao 0,9252 4385 0,05
1) bago 0,6633 89815 1.04
pulmdes 1,2053 36010 0,42
20 minutos rins 1,9075 30045 0,35
figado 8,2465 5854583 67,82
apds injecio, sangue %17,25ml 18127 0,21
coraclo 1,1226 1586 0,02
(2) ba¢o 0,6541 109977 1,27
pulmdes 1,5614 28875 0,33
35 minutos rins 1,7803 13630 0,18
f(gado 8,3634 6342270 73.47
spés injecho. sangue = 17.25ml 13807 0,16
coracho 0,9031 863 0,01
(3} bago 09237 172787 2,00
pulmSes 1,7443 13465 0,156
60 minutos ring 1,8453 136156 0,16
figado 8,3244 6783283 78,68
apos injeclo. sangue ~17,25ml 18990 0,22
coraclo 0,8062 835 0,01
(4) baco 0,6589 1658833 1,84
puimBes 1,6384 208736 031
85 minvios ring 1,8370 19078 0,22
ffgado 7.6984 7668496 88,656
~17,26 m} 16387 0,18

apds iniaclo.

sangue




Tabela IV.9

Distribuiclo Biolégica de Colbide de Ouro-188, com Particulas
de 300 A. Dose Injetads = 7u4Ci em 0,1 mi

Contagens/ % de ativids-
Massa do de retida no
Rato OrgBo min. no 6rgio em re-
Orgso (g iagho & dos
orglo injetada.
coracio 0,934 12 0,01
n pulmdes 23712 36 0,02
ring 1,8606 64 0,03
20 minutos baco 0,8460 3 0,21
figado 10,8323 120065 80,77
apés injeclo. sangue 12,71 mi 154 0,08
coraclio 0,9461 24 0,02
{2} pulmdes 1,0868 42 0,03
ring 2,2030 38 0,02
60 minutos baco 0,9497 314 0,19
{igado 11,3863 135787 84,39
ap6s injeclo. sangue 20,10 m! 1)) 0,07
coraclo 09219 2 0,02
{3) pulmdes 2,1397 49 0,03
rins 18126 39 0,02
85 minutos bago 0,6415 199 012
{igado 9,7056 120871 74,99

spds injeco. sangue 18,60 mi 93 0,08




Distribuiciio Biolbgice de Coldide de Ouro-198, com Particulss

Tabela V.10

de 300 A. Dose Injetada = 7uCi em 0,1 ml

7

Contagemj

% de ativide-

Massa do de retida no

Rato Orgso min. no érglo em re-

Orgéo (g lacio 4 dose

orglio injetada.

coracio 1,0568 82 po1
{1 pulmdes 2,2208 58 0,04
rins 2,0523 51 0,03
20 minutos bago 0,671 222 0,14
figado 11,0577 120082 74,63
apés injeclo. sangue 19,20 mi 192 0,12
coracho 1,0595 16 0,01
(2) puimdes 1,9302 29 0,08
rins 1,9561 33 0,02
60 minutos bago 0,5981 343 0,21
figado 11,6026 142516 88,57
apds injecho. sangue 19,30 mi 183 o1
coraclo 0,9439 19 0,01
(3 pulmdes 19118 64 0,03
rins 1,90562 0 0,02
85 minutos baco 0,7110 316 0,20
figado 9,3300 130442 81,06
apés injecho. sangue 17,54 m 87 0,08
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Portanto, pode-se concluir que a temperatura de evaporacdo do 4cido cinrodurico ¢ importante
apenas na etapa de cristalizac3o do 4cido.

V.2 — Variagio da VarBo Durante a Adiclo da Solugio de Cloroaursto de Sbdio sobre a Mistura
Redutora

Analisando-se a Tabela 111.3, nota-se que & possivel controlar, dentro dos limites experimentais,

o didmetro médio final das partfculas segundo a vaz3o de gotejamento da solucdo de cloroaurato de
sbdio 3 mistura redutora.

Observa-se uma tendéncia em aumentar o didmetro médio das particulas coloidais a medida que
diminue a vazSo do gotejamento. Uma primeira explicacio para esse comportamento seria o fato de que
gotejando-s2 mais lentamente a solucio de cloroaurato de sddio 3 mistura redutora, os nlcleos de
crescimento formados tem mais tempo para crescer. :

Numa segunda hipbtese podese pensar em termos do nGmero de nicleos formados.
Aumentando-te a vazfo do gotejamento da solucdo de cloroaurato de sbdio 3 mistura redutora,
aumentar-se-4 a concentracfo de Au® no meio redutor. Formar-se-30 muitos nucleos que crescerfo
menos do que quando a vazJo de gotejamento é menor (Figura 5.21).
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Figura .21 — ») Esquems Representstivo de Vazlo Maior ds Solucdo de Clorosursto de Sédio.
b} Esquema Representstivo de Vezlo Menor des Soluclo de Clorosursto de Sédio.



Esta fase de trabalho apresenta dificuldades para se conseguir vaz3o constante durante todo o
gotejamento da solugio de cloroaurato de sbdio, porque & medida que o volume da solucio diminui a
vazio varia. Fez-se o controle do gotejamento manualmente, a fim de que a vazio permanecesse
constante.

V.3 - Estudo da Influéncia da Agitacio da Mistura Redutora Durante o Gotejamento do Cloroaurato de
Sédio

Observa-se na Tabela 111.4 que a variacio da agitagio (140 — 310 rpm) ndo causa mudanca
considerdvel nos didmetros médios das particalas, 1sso nSo se fez porque nos experimentos 2, 4 e 6 da
Tabela ii1.4 onde se usou agitacdo de 140 rpm os resultados ja foram satisfatérios (Figuras 5.22 e 5.23,
5.24 e 5.25) e conseguiu-se atingir 0 objetivo do trabalho em quest5o.

V.4 — VariagBo da Temperatura da Mistura Redutora Durante o Goujarmnto. da Solu¢do de Cloroaurato
de Sédio

Os resultados apresentados na Tabela 111.5 mostram uma tendéncia em aumentar o didmetro
médio das particulas 3 medida que diminui a temperatura da mistura redutora durante o gotejamento da
solu¢cdo de cloroaurato de sédio.
Barrabin, Caro e thio'¥ explicam que ao diminuir a temperatura do meio redutor, a velocidade
de reducio torna-se menor e desta maneira os nlcleos formados tém pcssibilidade de crescer por
deposicdo do ouro que estd sendo reduzido, lentamente, no decorrer da reagdo,

Para melhor visualizagdo desse efeito dever-se-(a fazer expz:rimentos em intervalos maiores de
temperatura do que o estudado neste trabalho. Diversos autores!8.:<3.25.80) temperaturas ao redor
de BO°C obtendo coldides com partfculas uniformes, dessa maneira preferimos usar temperaturas
proximas desta para verificacdo da reprodutibilidade em nossas condicBes experimentais. As Figuras 5.26
e 5.27 apresentam os resultados dos col6ides obtidos com caracteristicas desejadas.

lya, Gopal e Chaudhary(zs) estudaram a reducdo do Au™ a Au’. Os autores supBem que em
um pequeno intervalo de tempo o Au®* se reduz a Au'* e depois a Au®. Além disso as espécies Au> e
Au'* formam complexos com a gelatina ou com alguns de seus produtos hidrolfticos, posteriormente o
complexo se rompe resultando a oxidacio do agente complexante e a reduco do Au>* e Au'* e AU°.

Nesta fase de reducSo ocorre também uma variaco no pH do meio, dificil de ser controlada.
Possivelmenta este fendmeno ¢ ligado A reduco do Au™.

Na literatura no se encontra estudo algum que mostre com certezs o mecanismo de reducio do
Au* 8 Au® durante a preparagfo do ouro coloidal,

As suposicles de lya e colaboradores' 25 poderiam ser esclarecidas estudando-se a formacio dos
complexos durante a reducdo do ouro, por espectroscopia no Infra Vermeiho.

V.5 — Estudo das Diluiglo do Coldide

Observando-se as Figuras 3.6, 3.7 e 3.8 que apresentam, respectivamente, amostras de ouro
coloidal sem diluicSo, dilufdo na propor¢o 1:6 e dilu/do na proporcio 1:10, em solucfo fisioldgica, nio
se verifica qualquer diferenca entre eles. Dessa maneirs, o coldide original pode ser dviuldo quando
necessdrio sem alterac8o de suas caracter(sticas,
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Fgura5.22 — Amostra de um Sistema Coloidal com Partfculas de Diametro Médio = (290 1 29)A.
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Figura 6.23 - Curva da Distribuicho das Particuiss do Coldiie Apresentado ne Figurs 6.22
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Figura 524 — Amostra de um Sistema Coloidal com Particulas de Didmstro Médio = (308 1 35)A.
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Figura6.26 — Curva de Distribuiclo das Perticules do Coldide Apresentado na Figura 5.24
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Figura 6.27 — Curvs de Distribuicio das Particulss do Coléide Apresentado ne Figura 5.26
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V.6 — Influlncia do Tempo na Estabilidade do Colbide

Comparando-se as Figuras 3.9 {col6ide recentemente preparado) e 3.10 (colbide dois meses apbs
a preparagdo) deduz-se que ainda dois meses apds a Sua preparagdo o sistema coloidal apresenta seu
aspecto inicial.

Apbs esse tempo um efeito de aglomerag3o torna-se reconhecivel, mesmo a otho nu.

V.7 — Estudo do pH Final do Colbide

Analisando-se as Figuras 3.11, 3.12, 3.13 e 3.14 ¢ as Tabelas 111.2, 111.3, 111.4 e 1.5 verifica-se
que uma distribuicio uniforme das particulas é mais favorivel quando o pH final da solugio estiver entre
5 e 7. Além disso este é o pH adequado para que o coldide possa ser injetado em seres humanos.

A Figura 3.11 mostra que em pH = 9,5 aparecem aglomerados caracterfsticos da floculacfo da

gelatinam.

V.8 - Eswdo do Espectro de Absorclo do Germe e do Colbide com Particulas de 300 A Durants a sus
Formagdo

Analisando-se as Figuras 3.15 e 3.16 nota-se que os coldides preparados nestes exrerimentos
mostram absor¢Bes caracter{sticas semelhantes s dos col6ides obtidos por lya e colaboradores 25),

Comparando-se ainda os espectros de absorc3o do germe e do coldide final (Figuras 3.15 e
3.16), nota-se um deslocamento para comprimentos de onda maiores da absor¢o mixima do coldide
final em relagfo a absor¢8o mixima do germe. De acordo com a observacdo de Turkevich'44) o mudanca
da absorcfo méxima para comprimentos de onda mais longos indica um aumento no tamanho de
particula.

Pelos espectros de absor¢3o do gern 2 e do colbide final {Figuras 3.15 ¢ 3.16) deduz-se também
que o mecanismo de suas formacOes é diferente.

No caso do germe (Figura 3.15) verifica-se:
1) As curvas de absorcSo variam pouco com o tempo decorrido spbs a adigBo dos reagentes.

2) A absorbincia méxima também nSo varis muito, comperando-se com as curvas de
ahsorc8o do colbide final,

Para o colbide com particulss de 300 A tem-se (Figura 3.16):
1) As curvas de ebsorclo varism muito com o tempo decorrido apds a adiclo dos reagentes.

2) A absorbincia méxims sumenta pronuncisdamente até 80 minutos apds s adicBo dos
resgentes ¢ 8 partir desse momento até 75 minutos permanece constants, mostrando
novamente um ligeiro aumento quando autoclavado.

A anblise espectrofotométrica indica que o processo de reduciio na prepsraclo do grme ¢
répido quando comparado com 0 processo de reduco do colbide final, Esse fato pode ser explicado
considerando-se a aclo redutors forte dos produtos de hidrblise da glicoss (aldeido pirGvico e écido
16tic0)' 2! que caussm uma formaclo répida de nicleos com poucs possibilidade de crescimento
posterior.
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V.9 — ConclusBes
De nosso trabalho pode-se concluir que o coldide preparado nas condigBes:
a) temperatura de evaporagio do 4cido clorodurico: (90 + 2)°C.

b) temperatura da mistura redutora durante o gotejamento da solugio de cloroaurato de
sédio: (80 £ 2)°C.

c) vazdo da solucdo de cloroaurato de sddio: (26 + 1) gotas/min., e
d) agitacdo da mistura redutora durante o gotejamento da solu¢io de cloroaurato: 140 rpm,

apresenta-se adequado para uso em medicina, e portanto pode ser aplicado 3 produgdo rotineira.

A determinacdo da pureza radioativa do produto quando o alvo é irradiado durante uma hora
na posigio 27, prateleira8 do reator IEAR-1, com um fluxo de ndutrons térmicos de 4 x 10'?
nfcm®.seg, mostrou a presenca de '’® Au somente; entretanto se perfodos de irradiaglo e fluxos de
ndutrons maiores forem usados, dever-se-§ irradiar o alvo envolto em ciddmio a fim de evitar-se a
formac3o de '*?Au.

A pureza radioqulmica pode ser cunsiderada conveniente visto que as porcentagens de ouro
idnico calculadas para dois sistemas coloidais (Tabelas IV.6 e 1V.7) foram respectivamente (0,30 t 0,05)%
e (0,099t 0,002)%, satistazendo-se assim o limite exigido em aplicacSes medicinais' 23!, Ainda,
considerandose que o espalhamento de contagens dos cromatogramas sejs um espalhamento de
ouro idnico, a pureza radioqufmica continua adequada pois os valores citados acima seriam, res-
pectivamente, (1,6 £ 0,21% e (0,469 £ 0,005)%. Em nossos experimentos obtiveram-se Rf.; 4,q4e =0
e Rfouro ibnico = 1. COMpardveis aos valores encontrados na literatura, respectivamente 0 e 0,9(6.31),

Pelas Tabelas IV.8, IV.9 e IV.10 verifica-se uma localizacio preferenc:al das partrculas coloidar
de '?3 Ay (didmetro médio = 300 A) nos brgios do Sistema Retfculo Endotelial'®-3

Este estudo confirma a possibilidade de utilizar-se 0 colbide para cintilogramas do flgado,
quando injetado por vis endovenosa, 0 que foi comprovado também por mapeamentos em ratos.

Pode-se também concluir que o uso de equipamentos simples nfo altera a qualidade do produto
e que evaporando-se¢ 8 solucio de écido clorofurico em copos de lsboratdrio d pressBo ambiente,
obtém-se cristais tho bons quanto aos obtidos em press§o reduzids (100 mmMg)‘21 ., simplificando-se
assim a metodologia da preparacfo do colbide.

ABSTRACT

This psper duaibuTM preperstion with simple squipment of radiosctive collcidal gold of perticle size about
spproximatsly 300 A from "seed colloid” suabitized by gelatine, Some physico-chemicsl perameters which can affect
the process of formetion of these colloidsl perticies e enslysed; perticie size hes been messured with an elctron
microscopes. The colioid stability hes been studied #s e function of dilution, sge and pH., ~

Nucleation ,nnd growth of radiosctive colloidel goid heve been studied using spectrophotometry. Absorption
spectrs of the two sre presnted snd compared. -

Quaslity control of the production process wes verified through messurement of perameters, such 88 radicactive
and radiochemical purity end biological distribution in jsboratoriet snimals, m\m gulum 'or raty injected
endovenously with the gold cotloide! solution. Thes o vz: ot Jram
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