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PREPARAÇÃO DE OURO COLOIDAL RADIOATIVO - 1 9 8Au:

ESTUDO DOS PARÂMETROS QUE AFETAM O TAMANHO DAS PARTÍCULAS

Sônia Aparecida Cammarosano

RESUMO

Descreve-se iijpsfj'-frafSsmafa preparação de colóides da ouro radioativo com partículas de 300 A, a partir de

um "germe" com partículas de 50 A, estabilizado com gelatina, utilizando-se equipamentos simples. AnalisaiMto-M

alguns parâmetros físico-qufmicos que poo>m afetar a formação das partícula* m m diâmetro médio de 3 0 0 A e as tuas

d:m*n*8es *3o determinadas com auxílio de microscópio eletr&nico.

Estuda-se também a influência da diluição, tempo e pH na estabilidade <•, LÜÍÔ de.

O progresso de formação do germe e do colóide é estudado por espectrofotometria. Seus espectros de absorçío

«3o apresentados e comparados.

Faz-se o controle de qualidade do produto analisando-se a pureza radioativa, redioquímica e a distribuição

biológica, que í estudada em ratos, injetando-se o colóide de ouro por via endovenosa.

CAPITULO I

INTRODUÇÃO

1.1 - Uso Médico de Substancias Radioativas

As preparações radioativas, usadas em medicina, classificam-se em dois grupos: em um deles as

preparações destinam-se ao exame diagnóstico e no outro, è terapia.

Os compostos radioterapèuticos servem para irradiar os focos patológicos de órgffos ou cavidades

produzindo efeitos de cura e cicatrizantes. As preparapSes radiodiagnósticas devem ser tais que produzam

efeitos mfr.imoí te radiação pelo corpo a an mesmo tempo seiam detectadas, imediatamente, por

instrumentos de medidas externas.

Para diagnóstico, geralmente sSo usados radioUôtopos emisiore* gama de energia beixt que slo

absorvidos pelos tecidos do corpo e detectáveis por contadores de cintílaclo. Os radioisotopos com

meia-vida curta usados em diagnóstico podem ser aluídos de geradores e os mais usados para esse

propósito sío o teenécio-OSm (ti / - 6 , 0 4 b), galio-68 (t., 68,3 mini, índif>113m ( t v = 9 9 , 8 min) e o

i d i 3 2 ( 24h)(2'" A ' A

AprrtvarJe per» publlcaçín em



Os compostos radioteraoêuticos geralmente são pieii<u<«los com isntopos que emitem partículas

beta de energia alta e têm meia-vicla curti) (alguns minutos até poucos dias). Essas partículas beta

irradiam uniformemente o órgão afetado n.i região onde o composto é introduzido. Muitas vezes,

prefere-se usar um elemento emissor de raios gama fracos e bpta rie energia alta, porque a localização do

radioisótopo no órgão desejado pode ser determinad.i pelos raios gama e a energia çiama sendo baixa,

evita a irradiação dos lecidos vizinhor.

Os emissores beta puros não irradi.iT> n o" |J !n^n corr;1 um toilo. "v- rcvtnnopm 511a ação

radioativa ao foco patológico no qual é introduzido. Os parent»"; tratados com r»ri>oisòtopob deste tipo,

n5o irradiam outras pessoas com as quais têm contacto

Finalmente, o uso de radioisótopos que emitem raios-X são alguma; ve/es rpoomendados para

finalidades terapêuticas, por exemplo, o paládio-1031301.

Muitas vezes, o tratamento com soluções radioativas no estado iònico (partículas menores do

qu<; 0,001 /im) é prejudicial ao paciente, porque estas partículas podem passar rapidamente à circulação

ou difundirem nos tecidos. Também, é importante considerar que certos órgãos retêm apenas partículas

com determinadas dimensões. Por isso, surge a necessidade do uso de soluções radioativas com partículas

de dimensões maiores ou tamanhos ideais ao órgão correspondente. O emprego de soluções coloidais

(partículas com pelo menos uma dimensão entre 1 iim — 0,001 ^m) pode satisfazer essas exigências. Por

exemplo: quando um sistema disperso é introduzido intravenosamente, partículas maiores do que 2 0 p m

são retidas pelo sistema capilar dos pulmões. As partículas menores que atravessam os capilares dos

pulmões, são retidas ao nível celular pelos órgãos do sistema retículo endotelial (células de Kupffer do

fígado, células reticulares do baço, medula óssea e nódulos linfáticos, células endoteliais dos capilares da

glândula adrenal e os tecidos histiócitos)1 2 3 0 1 .

De acordo com os dados de Dobson , a distribuição no sistema retículo endotelial é

dependente do tamanho de partícula: as partículas da ordem de 1 um são captadas pelo baço, as

partículas menores do que 0 ,02^m pela medula óssea e sistema linfático e, partículas de tamanho entre

os dois limites citados acima pelo fígado.

O primeiro e até agora um dos isótopos mais usados em preparaçOes coloidais radioterapêuticas

é o o u r o - 1 9 8 ( t % = 2 . 6 9 7 d ; E« = U.29 MeV (1,1%), 0,96 MeV (98,9%), 1.37 MeV (0.03%).

E 7 = 0,4118 MeV (99.8%), 0,676 MeV (0,9%) e 1.088 MeV (0,16%). Muitas vezes, preparaçOes coloidais

contendo radio isótopos emissores beta puros são usadas, a saber: fósforo-32 ( t ^ = 1 4 , 3 d ,
E0máx = 1 > 7 1 M e V ) • ' t f ' 0 " 9 0 (1-4 = 64.811, Epmén = 2,27 M e V ) ' 3 2 1 . Ao lado do ouro coloidal, a

literatura contém referências sobre o uso terapêutico de soluções coloidais contendo rênio-186

( t % = 8 8 , 9 h , E a ^ = 1,07 MeV (73%), 0.93 MeV (23%), E = 0 , 1 4 M e V ) , érbio-169 (t, / | = 9 , 0d ,

E- í x = 0,34 MeV (58%), E * ^ = 0,33 MeV (42%), E = 8,4 tfeV (42%)) e lutécio-177 (1,^ = 6,80,
^ á x =0,50MeV (90%), 0,17 MeV (6/%), ET=0,21 MeV (15%) e 0,11 MeV (3%)) (32 ).

Além dot colo ides Já mencionados, também é muito usado em Medicina o tecnécio-99m

ooloidal ' 2 4 - 3 9 ' .

\2 - Apltcaofte» • Carartarfiticas Eipacfficas do Ouro-198 Coloidal

0 ouro radioativo (' * * A u ) na forma de colóide cujas partículas têm diâmetro médio da 300 A

vem tendo comumente empregado para inumero» f im terapêutico» • diagnóstico», por causa da suas

propriedades fíiicai e química* favoráveis. Assim, é usado extensivamente em tratamento de tumores

intracavitarios (pleura e peritònío), am cato» de cancer dot ovárío*'3 3 1 t diagnostico da funçío heoática.

0 colóide é adminiitrado por meio de injeções intra viscularet (intra venose ou intra arterial), injeçOe»

intra cavitarias (intra peritonial a intra pleura); e multai veze» injeçOet intertticiai» ou diretamente no

tumor14 ' .



Para uso am medicina, o ouro coloidal radioativo deve corresponder ao máximo às
características especificas seguintes:

a) Grande estabilidade para evitar o fenômeno de floculação.

b) Deve ser utilizado com atividades específicas altas para permitir a injeção em pequenos
volumes.

c) Ausência de produtos nocivos. Deve ser preparado a partir de um elemento
fisiologicamente inofensivo e esterilizado no final da preparação.

d) pH entre 5 - 7 .

e) Ausência de partículas pequenas (diâmetro inferior a 30 Â) OUR rv r|pm v difundir nos
tecidos.

f) Baixo conteúdo de íons áuricos (menor do que 2%) ( 2 3 ) . que passam rapidamente à
:irculação.

g) Partículas de dimensões regulares e com diâmetro médio de 300 Â, de modo a garantir
uma distribuição uniforme no órgSo ou cavidade em que é introduzido.

O tamanho das partículas coloidais é um requisito importante no emprego do ouro coloidal
radioativo, por isso muitas técnicas foram desenvolvidas no sentido de melhorar a determinação de suas
dimensSes. Entre esses métodos destacam-se aqueles nos quais se utiliza a microscopia
e le t rôn ica 1 2 6 - 3 8 - 4 1 - 4 3 " ' , a espectrofotometria1 7-1 0 1 , a ultra centrifugaçâo114-19-491 os
raios-X'7 '27 '28-47 '48 ' e a ultra filtração1121.

A Tabela 1.1 apresenta os radioisótopos do ouro, suas características físicas e modos da
formaçSo. De todos os isótopos radioativos, aquele que apresenta características favoráveis para o uso em
medicina é o ouro-198 e além disso, pode ser obtido facilmente em rejtores nucleares.

O ouro radioativo ("*Au) deoii por emissão de partículas beta com meia vida de 2,697 dias. O
decaimento se dá por espectros beta de Emáj( = 0,290 MeV (1,1%) e 0,961 MeV (98,9%) ao nível de
excítaçSo de 1,088 e 0,412 MeV do mercúrio (>9êHg) respectivamente e, por um espectro beta da
Emáx ~ 1 - 3 7 2 M e V (0,03%) ao nível fundamental do mercúrio-198. Emite também três raios gama de
0.412 (99,8%), 0,676 (0.9%) e 1,088 MeV (0,16%)1231.

O alcance máximo da radiação beta no tecido ou na água é 3,8 mm e o alcance médio é
1 mm'4 ' , Portanto por causa de seu alcance pequeno o ourc-198 pode produzir um efeito considerável
•obre tumores no tecido sem causar um dano excessivo na estrutura normal que o circunda.

1.3-Objetivos

O ouro coloidal radioativo com partículas da 300 A vem «ando produzido, rotineiramente, no
Instituto de Energia Atômica. O método usado é aquele da A. M. Del Turco e R. Pietra'40' • R. Henry
• col. ( 2 1 ) , que partem do ouro coloidal com partículas da diâmetro médio de 60 A servindo da "germe"
para o crescimento do colôide. Mesmo obedecendo As condições experimentais apresentadas por estes
pesquisadores para sa obter partículas com diâmetro médio 300 A, verificou-se, algumas vezes, que na
curva de diitribuicfo apareciam partícula* com diâmetro Inferior a 100 A (Figuras 1.1 • 1.2).

Todos os germes apresentavam-se com partículas uniformes, conforme mostram a
eletronmicrografia (Figura 1.3) • a curva de dlstrlbulçlo (Figura 1.4), nfo podendo ser o germe o
responsável pala formaçlo irregular do colóide de 300 A



Tabela 1.1

Nuclídeos Radioativos do O u r o 1 1 8 3 4 1

1 só topo

l 8 e A u

' " A u

I B 9 A u

1 9 1 A u

" 2 A u

'" • "Au

" J A u

194 Au

" 5 m A u

" ' A u

"'""Au

" * A u

Meia-Vida

15,0 min

4,5 min

42 min

3,0 h

4,8 h

4,0 s

17,0 h

39 h

31,0$

180,0 d

14,0 h

5,6 d

Modo de Decaimento e

Energia das Radiações

Emitidas (MeV)

CE

CE

CE

7 = 0.29, 0,135

CE
7 = 0,30, 0.14, 0,60

0,048, 0,48

CE
fl* - 2,2
y = 0,316, 0,296, 0,045

1,16

TI
7-0,258, 0,032, 0,29

CE
7 = 0,186, 0,112, 0,256

0,174, 0,013, 0,49

CE
0* = 1,49
7 = 0,328, 0,293, 0,10,

2,3

TI
7 = 0,318. 0,216, 0,057

CE e Cl
7 = 0,099, 0,031, 0,130

CE ou TI

CE a Cl
7 = 0,354, 0,331, 0,43
0=0,27

Modos de Obtenção

l 9 l l r (o,4n) l 9 lAu
192Pt(d,3n)"'Au

l 1"lr(a,3n)"2Au
192Ptld,2n)"2Au

l 9 5 l r (a,2n| l 9 J mAu
192Ptld,n>193mAu

l94Pt|d,3n) l93Au

l 9 J lr(%3n| l 9 4Au
l9*Ptld,2n)'»4Au
l9sPtld,3n) l94Au
l 94Pt(p,nl l 94Au

l 9J lr(a,2n) l 95Au
l 94Pt|d,n) l 9$Au
"'Pt ld^ni^'Au
l9SPt(p,n) l9íAu

l9TAu(n,2n)'**mAu

"'Pt(d,n) l9*Au
I97Au(n,2n)l96Au
|g iAu(7,n|"*Au

contínuo .



continuação

Isótopo Meia-Vida

" 7 m A u 7,3s

' • •Au 2,7 d

l 9 *Au 3,15d

2 0 0 Au 48,0 min

1 0 1 Au 26,0 min

J 0 2Au 0,4 min

3 0 3 Au 55,0$

CE = CAPTURA ELETRÔNICA

Cl = CONVERSÃO INTERNA

TI = TRANSIÇÃO ISOMÉRICA

Modo de Decaimento e
Energia das Radiações

Emitidas (MBVI

T I , Cl
7 = 0,297, 0.130, 0,41

Cl
|T=0,96, 0,28
7 = 0,412, 0,69, 1,09

0"=O,3, 0,25. 0.46
7 = 0,158, 0,208. 0,05

0"=2,2, 0,7
7=1,23, 0,37, 1,6

0~=1,5
7 = 0,55

p" ou TI

p"~=1.»
7 = 0,69

Modos de Obtenção

" 7 Au(7 ,7 )" 7 m Au
" T Au(n.n)" 7 m Au

"7Au(n.7) l ! > lAu
•••Aufn.pJ^Au

l 9SPt(d.n)"9Au
l "Hg(n ,p )" 'Au
'•eAu(n.7) '"Au

2OOHg(n,p)looAu

203Hfl{7,p)2OIAu
2<MHg(n.p)10lAu

202Hg(n,p)ao2Au

204Hg(n.np)203Au
2O$Hg(7.np)2O3Au



1,088 MeV

0,412

19S

d« Dacainwnto134)
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Figura 1.1 - Eletronmicrografia Apresentando o Aspecto de um Colóide de Ouro com Partículas
de Dimensões Irregulares, (x 84000)

150 •

100

n9 de
partículas

50

Clfl£
ses
&

150 250 550

Figura 1.2 - Curva de Distribuição dai Partículas do Cold Ide Referente I Flgurt 1.1
Diâmetro Médio = (132 ±91) A
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Figura 1.3 - Eletrortmjcrografia Apresentando o Aspecto do Germe (x 84000).
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150

100
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80
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Figura 1.4 ~ Curva da Dutnbuiçlo dai Partículas do Germe Referente A Figura 1.3. Diâmetro MMio

das Partfculai " (62 1 13)A



Esto trabalho objetiva, portanto, estudar as causas da má distribuição dai partículas do colóide
de 300 À e para isso analisa-se os seguintes fatores:

a) Evaporação da soluçSo de ácido cloroéurico para posterior transformaçlo em cloroaurato
de sódio.

b) Gotejamento da solução de cloroaurato de sódio sobre a solucSo redutora de gelatina a
germe para a formação do colóide com partículas de 300 À.

c) Temperatura durante o gotejamento.

d) Agitação durante o gotejamento.

Estuda-se a estabilidade do colóide em relação ao pH do produto final, em relação è diluição
em solução fisiológica e no decorrer do tempo após a sua preparação.

Estuda-se também, por espectrofotometria, o progresso da formação dos oolóides com partículas
de 50 e de 300 A.

O produto final é examinado quanto a pureza radioativa e radioquímica e as dimensões das
partículas sSo determinadas por microscopia eletrônica.

Por último, analisa-se o comportamento biológico do colóide com partículas de 300 A.

O trabalho em questão tem também por finalidade simplificar a metodologia de preparação,
usando-ss copos de laboratório e evapora ndo-w a pressão ambiente a soluçSo de ácido ctoroáurico, o qua
é normalmente feito à preisSo reduzida (100 mmHgi 1 1 4 2 1 <1° l

CAPITULO II

MÉTODOS DE PREPARAÇÃO DO OURO-198 COLOIDAL

Os métodos clássicos de preparação do ouro coloidal baseiam-se na reduçfo da uma solução da
um tal do ouro por agentet redutores, a saber: monóxido da carbono, acetileno, formaldeido a
f ó s W 1 6 1 .

Estas agentes redutores t f o fisiologicamante tóxicos a também nfo produzem partículas
coloidais uniformas, por isso nSo tab empregados na preparação do ouro onloidal para fins medicinais.

Oi colóidet da ouro radioativo, para uso médico, tlm tido preparados usando-sa glicose ou
ácido iscórbico como agente redutor a gelatina como estabilizador111'16'21'31-401.

Este trabalho baseou-se no método de A. M. Oal Turco a R. Pletrauo) a no método
desenvolvido por R. Henry, C Herczeg a C. Fischer121'. Henry, am teus experimentos, considerou os
dados da Turkevich'46' que separa duas fases distintas durante a formaçfo do coMfde: nuctaaçfo •
crescimento. Esta técnica foi elaborada por Zsigmondy160' am 1.006 a estudada cineticamente por
Turkevich a ool.1431 em 1.061.
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NucleaçSo ou Germinação

A germinação ou nudeaçSo consiite na preparação de um germe por reduçSo do ácido
cloroáurico com glicose e estabilizado com gelatina. A glicose é aquecida com hidróxido de sódio sendo
hidrolisada em ácido lático e aldeido pirúvico , que $5o mais redutores que a própria glicose. Usa * a
glicose como redutor pois esta fase requer um potential de redução elevado. No final da preparação o
produto é autoclavado.

As partículas do germe têm diâmetro médio de 50 A e servem como "agentes de nucleaçSo" na
preparação do colóide radioativo de 300 A.

A verificação das dimensões das partículas do germe é feita com o auxílio da microscopia
eletrônica, que permite a eliminação de preparações insatisfatórias, garantindo» assim a regularidade dos
colóides que se formam a partir dos germes.

Crescimento

O crescimento consiste na preparação do colóide final com partículas ao redor de 300 A. O
ácido cloroáurico é neutralizado a cloroaurato de sódio e este é reduzido por solução de gelatina
contendo o germe. Terminada a preparação o colóide é autoclavado.

Nesta fase o germe age como um núcleo de crescimento do ouro e auxilia na obtençSo de um
sistema coloidal com partículas de dimensões uniformes. A gelatina atua como redutora e estabilizadora
do meio.

Henry e colaboradores'21' atribuem a ação redutora da gelatina aos grupos amii\> e guanidino
presentes na molécula.

lya, Gopal e Chaudhary1251 mostraram que a solução de gelatina, quando autoclavada, sofre
uma degradaçSo parcial e os produtos resultantes sSo responsáveis pela redução inicial do Au** a Au1*
durante e imediatamente após a adição de cloroaurato de sódio à mistura redutora. Esses autores
provaram ainda que o Au3* e o Au1* permanecem em solução por um período muito pequeno e em
menos de cinco minutos o Au3* » reuuz s Au1* • posteriormente • Au°.

De acordo com lya a colaboradores1261 • estabilização de colóides de ouro pela gelatina deve-se
à ionizaçSo de grupos carboxílicos livres das moléculas de gelatina, em pH acima do seu ponto
isoelétrico.

Veljkovic e Stevovic1461 estudaram • estabilização do ouro-198 coloidal e mostraram que ácidos
orgânicos policarboxílícos podem, em parte, substituir • gelatina como estabilizador, poisa presença de
grupos carboxílicos nas proximidades aumenta o efeito estabilizinte.

Para se obter colóides com partículas de tamanhos uniformas á aconselhável que at duas fases
(nucleaçlo • crescimento) sejam separadas a sucessivas. Isto 4 importante pois nfo há crescimento,
enquanto a germinacfò estiver ocorrendo.

Alem da diitribuiçfo uniforme do tamanho dai partículas, o método de formaçfo do colóide
pela Introdução de um germe apresenta outra vantagem: • glicose nlo é usada como redutor durante o
crescimento, há portanto eliminação de todos os seus produtos de hidrôllse e oxideçeo que sfo tóxicos «
causam grande díminuicfo no pH do melo. Os produtos da oxidtçfo da gelatina nlo sfo tóxicos exceto
seus grupamentos amidas que sfo parcialmente hldrollsével*. É para evitar esta desvantagem, que se
adiciona è mistura redutora o cloroaurato de sódio am lugar de ácido cloroáurico n$ fase de crescimento
do colóide.
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Outro mítodo de preparaçSo do ouro coloidal é descrito por Hudswell e colaboradores1221, que
nlo utiliza separadamente a nucleacSo e o crescimento e emprega a glicose como redutor. À medida que
um certo número de partículas wa*o se formando outras vío crescendo, de modo que suas dimensOes se
tornam irregulares. Além disso, o meio TJO proporciona uma reduçfo constante ' tendo este mais um
motivo para que o colóide nSo apresente partículas de tamanhos uniformes.

Apesar de ser nulo o conteúdo de ouro ionico no m i o , pelo método de Hudswwll122',
preferimos utilizar aquele de Henry'21 ' que leva à formaçSo da um sistema coloidal com partículas da
dimensões uniformes. Em nosso trabalho estudam-se todos os perímetros físico-qufmicos com a
finalidade de se obter um sistema coloidal adequado para uso em medicina e com teor baixo de ouro
ionico.

CAPÍtULO II I

PARTE EXPERIMENTAL

••1.1 - Reagentas, Equipamentos • Vidraria

111.1.1 - ReagentM

Ouro metálico, pureza 99,99%, Vecambras, nacional.

Ácido Nftricô, analítico, Merck, procedência aleml.

Ácido Clorídrico, analítico, Merck, procedência aleml.

D(+) Glicose Anidra, analítico, Caco Erbe, procedência italiana.

Ácido Ascórbioo, Merck, procedência alemff.

Gelatina, Prolabo, procedência francesa.

Hidróxido de sódio, analítico, Cario Erba, racional.

Cloreto de sódio, analítico, Cario Erba, nacional.

111.1.2 — Equipamento*

Agitador magnético, METROHM, Tipo E349A; barra magnética com as dimensões: 2,6 x 0,6 cm.

Esptctrofotómetro UV-VIS, PERKINELMER, Modelo Coleman 139.

Medidor de pH METROHM HERISAU, Modelo E360B.

Cêmara de loninçfo, Mediae, Nuclear Chicago, Modelo 6362.

Termômeto de mercúrio, escala ( 10 a 160°O, precisfo 1SC, JUMO, procedência aleml.
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111.1.3 - Vidraria

Todo material utilizado é fabricado em vidro "pyiex".

111.2 - Preparação do Germe

111.2.1 - Preparaçio do Ácido Cloroéurico

Dissolvem-se 100 mg de ouro metálico com um ml de água regia (1 volume de árido nítrico
concentrado: 3 volumes de ácido clorídrico concentrado) em om copo de laboratório, aquecendo-se em
banho maria. A dissolução » dá entre 9 — 15 minutos. A solucSo de ácido cloroáurico é evaporada è
pressSo ambiente, tomando-se cuidado para que a temperatura da solução nffn o*-- 1OO°C a fim de
evitar a decomposição do produto.

O ácido cloroáurico assim obtido, apresenta-se como cristais amarelos em forma de agulhas. Os
cristais sSo dissolvidos em 100 ml de água hidestilada.

111.2.2 - ReducSo do Ácido Cloroáurico

Ao mesmo tempo em que se forma o ácido cloroáurico, prepara-se a solução redutora,
constituída por: 5,6 g de glicose, 4 ml de gelatina 20% (P/V) e 10 ml de água bidestilada, que sío
aquecidos em um copo "pyrex", mantendo-se essa mistura sob agitação constante. Quando a
temperatura atinge 8 0 - 8 2 ° C , adiciona-se 1,2 ml de hidróxido de sódio 4,5 N. Após cinco minutos
inicia-se o gotejamento da solução de ácido cloroáurico (filtrada a vácuo em placa porosa G4) sobre a
mistura redutora, que deve continuar sob agitaçSo e temperatura constantes.

Terminado o gotejamento, o recipiente contendo o ácido cloroáurico á lavado com três ml de
água bidestilada que são adicionados gota a gota a mistura redutora. Continua-se a agitacfo por vinte
minutos.

O colôide assim obtido com partículas de 60 A (germe) é esterilizado à 130°C durante vinte
minutos e analisado em microscopic eletrônico.

Ill J - Preparação do Colóide Radioativo com Partículas da 300 A

111.3.1 - Preparaçio do Alvo

Para alvo utilizam-se lâminas de ouro metálico, pureza 99,99%.

100 mg de ouro sfo colocbdos em recipiente cilíndrico de alumínio de 1,0cmx3,0cm e
fechado com tampa rosqueada. O alvo é irradiado durante uma hora na posição 27, prateleira 8, do
reator IEAR-1, onde o fluxo de neutrons térmicos é 4 x 10' * n/cm1.sag.

111.3.2 - Prcparaçlo do Ctoroaurato da Sódio

Primeiramente, prepara-se o ácido cloroéurico conforme especificações contidas no item III.2.1.
Em seguida, neutraliza-sa o ácido com hidróxido da sódio I N (=2,2 ml) até p H I Z Esta solurio é
filtraHa a vácuo em placa porosa G4.

111.3.3 - Formaçfo do Colóide
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Nesta fase, o cloroaurato de sódio obtido em III.3.2 é gotejado a mistura redutora composta
por 4 ml de gelatina 20%, 0,17 ml do germe preparado conforme o item III.2 e 10 ml de água
bidestilada.

Para início do gotejamento, a solução redutora deve estar à temperatura de 80 - 82°C e sob
agitação constante.

Terminado o gotejamento lava-se o recipiente com três ml de água bidestilada e adiciona-se gota
a gota a mistura redutora. Posteriormente, adicionam-se dois ml de ácido ascórbico 10%.

Agita-se por mais vinte minutos e esteriliza-se o colôide a 130°C durante vinte minutos.

0 produto é analisado em microscópio eletrônico.

0 volume final á 32 ml e as características do colóide sío:

a) dimensSo das partículas: diâmetro médio de 300 A.

b) pH final: 5 - 7 .

c) concentração em ouro: 3,1 mg Au/ml.

d) concentracSo radioativa: 0,10 - 0,27 mCi/ml.

e) cor: violeta.

Na Figura 3.5 apresenta-se o esquema da aparelhagem usada nas preparações do germe a do
colóide radioativo.

111.4- Esttido dos Parâmetros qua Podem Afetar a Formação da Partículas com Tamanhos Regulam
(Dilmetro Médio 300 A)

Conforme citado no item 1.3, estudaram-se durante a preparação do colóids COST» partículas de
300 A os fatores seguintes:

a) Temperatura de evaporaçSo da soluçio da ácido cloroáurieo para posterior transformação
em cloroaurato de sódio.

b) Gotejamento da soluçio de cloroaurato de sódio sobra a soluçio redutora d* gelatina a
germe.

c) AghaçBò durante o gotejamento.

d) Temperatura da mistura redutora durante o goMjamento.

Ml.4.1 - Estudo dt Temperatura de Evaporeçle de Sobclo de Ácido Cloroáurieo

Fizeram-se experimentos variando-ss a temperatura da evaporaçfo da ácido cloroáurieo de
( 8 5 t 1 ) ° C • (98 ± 1)°C, mantendo-» constante* e vazio, a agítaclo a a temperatura durante o
gotejamento da soluçio de cloroaurato de sódio à mistura redutora.

Os resultados apresentam-se na Tabela 111.2.
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Ftoura3.5 - Eiquema da Aparelhagem Utilizada na Preparação • no Crescimento do Germe (60 A)
para Obtençfo do Colóide com Partícula» de (300 A)
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111.4.2 - Variação da Vario da Solução de Cloroaurato de Sódio tobra a Mitlura Redutora

Fizeram-se experimentos variando-se a vazSo da solução de cloroaurato de sódio, mantendo-se
constantes a temperatura de evaporação do ácido cloroáurico, a agitação e a temperatura da soluçfo
redutora durante o gotejamento.

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

A Tabela II 1.3 mostra os resultados dos experimentos.

111.4,3 - Estudo da Influência da AgitacSo da Mistura Redutora Durante o Gotejamento do Cloroaurato
da Sódio

Fizeram-se experimentos variando-se a agitação da mistura redutora mantendo-se constantes a
temperatura de evaporação do ácido cloroáurico e a temperatura durante o gotejamento. A vazSo da
solução de cloroaurato de sódio permaneceu constante em duas a duas experiências.

Os resultados apresentam-se na Tabela 111.4.

I I 1.4.4-Estudo da Temperatura da Mistura Redutora Durante o Gotejamento da Solução da
Cloroaurato de Sódio

Nesta fase, variou-se a temperatura durante o gotejamento da solução de cloroaurato de sódio
sobre a mistura redutora e foram mantidos f ixo: os demais parâmetros, a saber: temperatura de
evaporaçSo do ácido cloroáurico, agitação durante o gotejamento e vazSo da solução de cloroaurato de
sódio.

A Tabela III.5 mostra os resultados obtidos.

111.5 - Influência da Diluição, Tempo a pH na Estabilidade do Colóide

Esta fase teve por finalidade verificar se tais parâmetros alteram as características iniciais do
sistema coloidal.

•'1.5.1 - Estudo da Diluiçfo do Colóide

Inicialmente, preparou-se o colóide nas condições experimentais seguintes:

a) Temperatura de evaporação do ácido cloroáurico: (9012)°C.

b) Temperatura da soluçSo redutora durante o gotejimento da soluçfo da cloroaurato de
sódio: (80 ±2)°C.

c) Agitaçfo durante o gotejamento: 140 rpm.

d) Vazio da toluçfo de cloroaurato de tódio: (2611) gotas por minuto.

O pH final do produto foi 6,3. Analisou-te o produto em microscópio eletrônico Carl Zelff,
modelo EM9S, e o aspecto foi satisfatório (Figura 3.6).
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Tabela

Variação da Temperatura de Evaporação da Solução de Ácido Cloroáurico

Exp.

N°

1
2
3
4
5
6

Evaporação
da solução
de ác. clo-
roáurico.

T(°C)

85 ±1
85 ±1
90 ±2
90 ±2
98 ± T
98 ± T

* Decomposição do ácido

Gotejamento
cloroaurato

V

(gotas/min.)

27 ± 1
27 ± 1
27 ± 1
27 ± 1

—
-

cloroáuríco.

da sol. de
de sódio

Ag.

(rpm)

310
310
310
310
-
—

T(°C)

8O±2
80 ±2
80±2
8012

-

-

pH
final

5,3
5,4
5,9
6,0
—
-

Diâmetro
Médio ± Desvio

padrão

(A)

225134
281 1 24
234137
282138

-
—

Tabala 111.3

Variação da Vazão da Solução de Cloroaurato de Sódio jobr» a Mistura Radutora

Exp.

N°

1
2
3
4
5
6
7
8

Evaporação
da solução
de ác. clo-
roáurico.

T<°C)

9012
9012
9012
9012
9012
9012
9 0 1 2
90 t 2

Gotejamento da sol. da
cloroaurato da sódio

V

(gotas/min.)

1 6 H
1 6 1 1
2 2 1 1
2 2 1 1
2 2 1 1
27 11
2 7 H
2 7 H

Ag.

(rpm)

310
310
310
310
310
319
310
310

T(°C)

8012
8012.
8012
8012
8012
8012
8012
8012

pH
final

4,8
4,1
6,6
7,3
4,6
6,4
5,0
8,6

Diâmetro
Médio 1 Desvio

padrlo

(A)

409169
485 197
364162
3761205
3081123
186121
324134
293133
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Tabela lkl.4

Variação da Agitação da Mistura Redutora Durante o Gotejamento
uò Solução de Cloroaurato de Sódio

Exp.

N°

1
2
3
4
5
6

Evaporação
da solução
de ác. cio-
roáurico.

T(°C)

90±2
90±2
90±2
90±2
90±2
9012

Gotejamento da sol. de
cloroaurato de sódio

V

(gotas/min.)

22 ±2
22±2
2611
2811
2811
2811

Ag,

(rpm)

310
140
310
140
310
140

T(°C)

8012
8012
8012
8012
8012
8012

pH
final

6.5
6.0
6.8
5.9
6.8
5,6

Diâmetro
Médio 1 Desvio

padrão

(A)

364162
309135
348141
290129
276134
288131

Tabela

Variacfo da Temperatura da Mistura Redutora Durante o
Gotejamento da Solução de Cloroaurato de Sódio

Exp.

1
2
3
4

Evaporação
da solução
de ác.do-
roiurico.

T(°C>

9012
90±2
9012
90*2

Gotejamento da tol. do
cloroaurato d» sódio

V

(gotas/min.)

2611
2611
2611
2611

Ag.

(rpm)

140
140
140
140

8 0 1 2
8012
7811
7611

pH
final

6,6
6,0
6,6
6,8

Dilmetro
Médio 1 Desvio

podrlb

(A)

274139
26H23
285137
320121



Figura 3.6 - Eletronmicrografia Apresentando o Aspecto do Colóide de Ouro, sem Adição de Soluçio
Fisiológica, Logo Após sua Preparação, (x 84000)

Posteriormente, diluiram-se .or.ostras desse colóide em solução fisiológica nas proporções l i e
1:10 e analisou-se em microscópio eletrônico (Figuras 3.7 e 3.8).

111.5.2 - Influência do Tempo na Estabilidade do Colóide

Amostras de ouro coloida (preparado conforme o t?m ill.5.1), conservadas em temperatura
ambiente por dois meses .pós sua pep,ração, foram observadas -\ i microscópio eletrônico.

As Figiras 3.9 e 3.10 mostram o aspecto do colóid» logo após a preparação e após dois metes,
respectivameníc

111.6.3- Estudo do pH Final do Colóide

É fato observado que se a preparação do colóide é efetuada em condições tais que o pH final
do produto seja superior a 8, não se tem mai; distribuição uniforme das partículas'40'.

Neste trabalho fizeram-se preparaçfies nas quais adicionou-se hidróxido de sódio IN ao ácido
doroéurico (item 111.3.2) de tal maneira que o produto final atingisse pH = 9,6. A Figura 3.11 apresenta
o resultado deste colóide.

Outro* experimentos foram desenvolvido: nos quais o pH do produto final variou entre 4,1 •
7,3. As Figura* 3.12, 3.13 e 3.14 mostram o aspecto de alguns danes colóide*.
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Figura 3.7 - Eletronmicrografia do Colóide Dilu/do 1:5 em Soiuçáo Fisiológica 'x 84000)

• • • • / '

•• . : OV
•?$-' . . - >

F . • •

:iqvra3.8 • Eletronmicrografia do Colóide Diluído 1:10 com Ctluçáo Fisiológica (x84000)



20

Figura 3.9 - Eletronmiwografia do Colóide de Ouro Logo Apô» a sua Preparação (x 84000)

F»flura3.10 - El«tronmicrogr«fia do Colólda d* Ouro dofi M M M Apoi wa Prtparaçfo (x 84000)
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\í£0-.\^ í#

Figura 3.11 - ElftronmiCfOflfafia do Ouro Cololdil tm pH 9,5 (x 84000)
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Figura 3.12 - Eletronmicrografia do Ouro Coloidal em pH 4,1 (x 84000)
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Fio.un3.13 - Eletronmtcrogrtfit do Ouro Coloidil tm pH 5,0. UB4000)
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Figura 3.14 - Eletronmicrografia do Ouro Coloidal em pH = 6,8. (x 84000)
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111.6- Estudo do Espectro de AbsorçSo do Germe e do Colóide com Partículas de 300 Â

Colo ides de ouro preparados por métodos diferentes, ou por um mesmo método mas sob outras
condiçOes experimentais, apresentam colorações diversas. Isto é atribuído aos tamanhos variados das
partículas, às formas, fases de agregação e composição do meio de dispersão.

Espectros de absorção de colóides de ouro preparados por diferentes agentes redutores foram
estudados por vários pesquisadores'25 '37-44 ' .

Turkevich, Carton e Stevenson' , com a finalidade de acompanhar o progresso de formação
do colóide, estudaram espectros de colóides preparados pela redução com citrato de sódio, lya, Gopal e
Chaudhary estudaram colóides preparados pela redução com glicose e gelatina.

Neste trabalho fizeram-se experimentos comparáveis aos de lya e colaboradores'25\

111.6.1 — Espectro de Absorção do Germe

111.6.1 — 1) Espectro de Absorção do "Branco" na Preparação do Germe

Uma mistura de 4 ml de solução de gelatina 20%, 10 ml de água bidestilada e 5,6 g de glicose
foram aquecidas até 82°C sob agitação constante. Adicionou-se 1,2 ml de hidróxido de sódio 4,5 N.

Após cinco minutos, em lugar de se adicionar solução de ácido cloroáurico adicionou-se ácido
clorídrico até atingir pH 6 — 7.

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

Deixou-se esfriar e diluiu-se com água destilada (1200) para o estudo espectrofotométrico
(Figura 3.15). Utilizou-se espectrofotómetro UV-VIS, Perkin Elmer, modelo Coleman-139, com limpada
de filamento de tungstênio (400 - 800 mu)1 1 7 ) .

111.6.1 - 21 Espectro d« Absorçfo do Garme Durante a sua Formação

Preparou-se o germe conforme especificações do item 111.2, nas condições experimentai*

seguintes:

a) Temperatura de evaporação do ácido cloroáurico (90 ± 2)°C

b) Temperatura durante o gotejamento da solução de cloroaurato de sodk>: 80 - 82°C

c) Agitação durante o gotejamento: 310 rpm.

d) Vazão da solução de cloroaurato de sódio: 2 6 - 2 8 gotas/minuto.

Apôs adicionar a solução de ácido cloroáurico á mistura reduto», retiraram-se alíquotas em
vários intervalos de tempo t diluiu-se na proporção 1200 com água destilada. Essas amostras foram
removidas nos tempos: 0, 6, 10, 15, 20, 30 e 60 minutos após a adição de ácido cloroáurico. Uma
alíquota foi retirada após autoclavagem.

A Figura 3.15 apresenta o espectro de absorção do germe na regilo visível durante • sua
formação.
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III.6.2 - Espectro da Absorção do Coloide com Partículas da 300 A

111.6.2 - 1) Espectro de Absorção do "Branco" na Preparação do Colóide Final

À solução de gelatina 20% e 10 ml de água bidestilada, adicionou-se ácido clorídrico e 2.2 ml
de hidróxido de sódio 1N. Por último, adicionou-se 2 ml de ácido ascórbico 10%.

Depois de esterilizado, o produto final foi diluído (1200) para as medidas espectrofotométrícas.

II 1.6.2 - 2) Espectro de Absorção do Colóide com Partículas 300 A Durante a tua Fonnaçlo

Preparou-se o colóide conforme citado no item II 1.3, nas condições experimentais seguintes:

a) Temperatura de evaporação do ácido cloroáurico: (90 1 2)°C -

b) Temperatura durante o gotejamento da solução de cloroaurato: (80± 2)°C

d Agitação durante o gotejamento: 140 rpm.

d) VazJo da soluçSo de cloroaurato de sódio: (26 ± 1) gotas/minuto.

Após adicionar o cloroaurato de sódio i mistura redutora, removeram-se alíquotas em vários
intervalos de tempo e diluiu-se na proporção 1200 com água destilada. Esses intervalos de tempo foram:
0, 5, 10, 20, 30, 60 e 75 minutos após a adição de cloroaurato de sódio è mistura redutora. Retirou-se
uma alíquota após a autoclavagem.

Os espectros de absorção do coloide de 300 A durante a sua formação e do branco sao
apresentados na Figura 3.16.

CAPÍTULO IV

CONTROLE OE QUALIDADE DO COLÓIDE COM PARTÍCULAS 300 A

IV.1 - Detarminaçlo do Tamanho das Partículas do Colóide

As partículas coloidais sSo pequenas (0,001 um a 1*im) para permitirem uma observaçSo
microscópica direta. O poder de resoluçlo de um microscópio óptico é limitado principalmente pelo
comprimento de onda da luz utilizada para • Iluminação1161.

Além do problema do poder de resoluçlo, a visibilidade de um objeto pode ser limitada por
causa da falta da contrasta óptico entra o objeto • o meio que o cerca.

Para superar essas dificuldades, duas técnicas tio particularmente valiosas no estudo de sistemas
cotoídau SSo elas: a microscopia eletrônica em que o limit» 6* resoluçlo é grandemente ampliado
permitindo visualizar partículas da ordem de 6x 10'* um • • ultra microscopia (microscopia am campo
escuro). ',ue é uma técnica muito útil para detectar a presença de partículas coloidais em suspensão (da
ordem iii 6 x 10~3 fim s 10"J um), determinar o seu número e Investigar o seu movimento.
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Outros métodos usados para a medida de materiais de dimensBes coloidais (jâ citados no item
1.21 sSo: espectrofotometria1710'. ultra amtrifugaçao"419-49», raios-X128 '47-481. ultra filtraç«o l12).
espalhamento da luz e pressão osmôtica1161.

Para medidas do tamanho de partículas de colóides de ouro alguns desses métodos nJo sSo
práticos ou apresentam inconvenientes. O espalhamento da luz. embora simples em princípio, apresenta
uma série de dificuldades de caráter experimental, sendo a mais importante a necessidade de ter-se uma
amostra totalmente isenta de impurezas, por exemplo pó, cujas partículas relativamente grandes
provocam também espalhamento da luz e introduzem erros sérios nas medidas. A ultra filtracSo tem
apresentado insucesso por causa da forte absorçSo de partículas de ouro dentro das membranas do
filtro',(16,49)

Diante desses problemas, neste trabalho preferiu-se usar a microscopia eletrônica para a
determinação das dimensfies das partículas coloidais. Um fator de importância a considerar-se é o fato
deste instrumento permitir uma observação direta das partículas logo após a sua preparaçSo. favorecendo
deste modo a seleção de colóides bons.

Como um sistema coloidal é de natureza polidispersa, ou seja, as partículas de uma determinada
amostra variam de tamanho, é freqüentemente impossível uma determinação pormenorizada da
distribuiçSo relativa de tamanho das partículas. Portanto, torna-se necessário admitir métodos
experimentais menos exatos, que fornecem valores médios.

O método escolhido neste trabalho consiste em fotografar-se o sistema coloidal de ouro com um
aumento de 28000 vezes e medir o diâmetro das partículas pela projeçSo dos negativos de suas
eletronmicrografias. Os valores das medidas sJo convertidos em "Angstrom" utilizando-se como padrlo o
virus do "Mosaico da Tabaco" cujo diâmetro médio é de 150 A (Figura 4.17).

Fl|ura4.17 - Eletronmícrografia do Virus do "Mosaico da Tabaco" (Diâmetro Médio d* 160A) Uti-
lizado como Padrlo nai Medidu dai Partículas da Ouro Coloidal (x 84000)
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A st'iitJi' t.onstroi-se a curva de distribuição das partículas do colóide, calcula-se o diâmetro
médio e o seu desvio padrSo.

O microscópio eletrônico utilizado para esta análise foi o da Carl Zfeiss, modelo EM 9S com
poder de resolução de 7 A.

IV.2 — Controle da Puma Radioativa e Radraqufmtae

IV.2.1 - Considerações Gerais

Todas as preparações de substâncias radioativas exigem uma série de provas analíticas que têm
por finalidade garantir a pureza do produto obtido. Além da detetminacSo das impurezas radioativas, ou
seja, outras espécies radioativas eventualmente presentes, deve-se também determinar as formas químicas
do radioisôtopo preparado (pure~.a radioquímica).

Quando o radioisótopo destina-se para a medicina, é conveniente que se faça um controle
biológico do produto.

As impurezas radioativas podem resultar da presença de impurezas químicas no alvo, as quais
por irradiação dío origem a produtos ativos, sendo por este motivo muito important», que o alvo seja
quimicamente puro. As impurezas radioativas também podem resultar de outras reações nucleares, além
daquela responsável pelo produto principal.

As impurezas radioqufmicas podem aparecer durante o processamento químico ou mesmo
durante a estocagem do produto, por causa da auto decomposição pela radiação.

WI22 — Pureza Radioativa

Prepararam-se os colóides conforme descrito em 111.3.3 • nas condições seguintes:

a) Temperatura de evaporação do ácido doroáurico: (90 ± 21°C

b) Temperatura durante o gotejamento d* solução de cloroaurato de sódio: (80 ± 2)°C

cl AgítacSo durante o gotejamento: 140 rpm.

d) VazSo da solução de cloroaurato: 2 6 - 2 8 gotas/minuto.

Características do colóíde:

Concentração Radioativa: 0,20 mCi/ml

Concentração em ouro: 3,1 mg Au/ml

Diâmetro Médio: (290 * 29)A.

Dependendo do fluxo de neutron* • do tempo d* Irradiação do alvo de " T A u , um
oontaminante que possivelmente pode aparecer no i M A u 4 o " * A u ( t % » 3,16dias, E • 168, 208. •
50 KeV), a partir da reaçlo:

I M A u ( n , 7 ) • • ' A u
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Para a identificação de impurezas emissoras de raios gama, utilizou-se um detector de
germânio-lítio Camberra Industries, modelo 7229; acoplado a um analisador de 256 canais. Texas
Measurements Co.. modelo CN-256.

O espectro de raios gama do colóide é visto na Figura 4.18.

IV.2.3 - Pureza Radioquimica

A determinação da porcentagem de ouro iònico presente no colóide radioativo foi feita por
cromatografia de partição em papel Whatman n° 1, empregando-se a técnica ascendente.

O solvente usado foi uma mistura de acetona. ácido clorídrico e água na proporção
7020:10 ml. que normalmente é utilizada para sistemas coloidais de ouro estabilizados com gelatina1291.

I V . 2 . 3 - 1 ) Procedimento

Transferiu-se para a fita de papel 12 cm x 15 cm) alguns microlitros do colóide preparado
conforme especificaçCes do item IV.2.2. Após secagem em corrente de ar, desenvolveu-se o
cromatograma com o solvente acima citado, por uma hora

Novamente deixou-se a fita secar ao ar e cortou-se o papel em intervalos de 1 era

Mediram-se as atividades das tiras de papel (1 cm) em um detector Bioron, modelo 3M3, série
K777 com cristal de iodeto de sódio (TI), acoplado a um analisador monocanal, Ortec. Modelo 455.

Os resultados obtidos na cromatografia de dois sistemas coloidais encontram-se nas Tabelas IV.6
e IV.7.

IV.3 - Comportamento Biológico do Colóide com Partículas «to 300 A

Nesta fase, estudou-se a distribuição biológica porcentual da deposiçfo do ouro coloidal no
fígado, beco, rins, coração, pulmOes • sangue.

A literatura apresente vários trabalhos sobre o comportamento biológico d* sistemas coloidais
de o u r o - 1 9 8 ( 8 " ' 3 6 ) . Entre eles destacam-se os estudos feitos por Caro e colaboradores'8', nos quais
sfo feitas comparações entre as propriedades biológicas do colóide protegido por gelatina e do colóide
protegido por polívinílpirrolkJona (PVP).

Para a distribuiçJo biológica usaram-se nesta trabalho, ratos brancos de pesos compreendidos
entre 200 e 300 gramas.

Injetou-se o colóide na veia dorsal do rabo. Em todos os experimentos usou-se 0,1 ml d*
soluçío coloidal, preparada nas condições citadas no item IV.2.2.

Em um primeiro experimento • atividade do colóide era de 10VCI em 0,1 ml. O volume
injetado correspondeu • 1,16 x 1 0 " ptrtículai, aproximadamente.

Em outros dois experimentos a atividade foi 7/iCi em 0,1 ml c o número de partículas eri de
0,57 x 10 ' J , aproximadamente.
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1$ - Eipectro at Raioi Gama do " a A u Coloidal com Partfailai da Dilmttro Médio
290 t 29 A
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Tabela JV.6

Cromatografia Ascendente de Colóide de l 9 S Au com Partículas de 300 A. Papel Usado:
Whatman N ° 1 . Solvente: Acetona, Ácido Clorídrvo e Água

(70, 20, 10 ml). Tempo de Corrida: 1 hora

Fração
(cm)

Origem
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

Contagens/minuto
t Desvio Padrão

38 763 ± 197
586t 14
634t 15
632± 15
637± 15
6271 14
600± 14
6001 14
620t 25
597 t 14
674 t 15

Conta gens/minuto-BG
± Desvio Padrão

38 205 ±197
28 t 18
76 t 19
74 1 19
79 ± 19
69 ± 18
42 ± 18
42 ± 18
62 ± 27
39 1 18

116 ± 19

Tabela IV.7

Cromatografia Ascendente de Colóide da " * A u com Partículas de 300 A. Papal Usado:
Whatman N? 1. Solvente: Acetona, Ácido Clorídrico a Água

(70. 20, 10 ml). Tempo da Corrida: 1 Hora

Fração
(cm)

Origem
1
2
3
4
6
6
7
8
9

10

Contagens/minuto
± Desvio Padrão

88 3141210
1401 1
1151 1
1181 1
1051 1
1231 1
1141 1
1211
131 ± 2
1341 2
1731 2

Contagens/minuto-BG
± Desvio Padrto

88 228 1210
641
291
321
191
37 1
281
3 6 i
461 2
481 2
871 2
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Sacrificaram-se os animais em tempos distintos conforma mostram as Tabelai IV.8, IV.9 t
IV.10.

Posteriormente, determinou-se a atividade percentual, presente em cada órgfo. em relaçio à
atividade total injetada. Fizeram-se as medidas de atividade com um cintilador d* poço com cristal d*
iodeto de sódio (TI) Nuclear Chicago, modelo Ultrascaler II, mantendo-se as condições geométricas
apropriadas.

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

IV.4 - Mapeamento

Para complementar o trabalho, 4QuCí do colóide de " * A u com partículas dt 300 A foram
injetados em ratos e fizeram-se mapeamentos após quinze e trinta minutos, utilizando-se o cintitografo
Siemens, modelo Scintimat 2 F.

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

CAPITULO V

RESULTADOS, DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

V.1 - Estudo da Temperatura de Evaporação do Ácido Ctoroéurico

Mirza e Akhthar131', Domingues . colaboradores'141 e Henry e colaboradores12" mostraram
que o ácido cloroáurico decompSe-se com aquecimento prolongado, em temperaturas próximas a 100°C
e em pres$3o reduzida. Os experimentos 5 e 6 da Tabela III.2 foram feitos evaporando-sc o excesso d»
ácido cloroáurico em pressSo ambiente num intervalo de temperatura de 97 - 99°C Nesses casos ocorre
decomposição do ácido cloroáurico, o que foi observado pelo aparecimento de pequenas partículas
negras.

Durante a evaporaçJo pode ocorrer, acidentalmente, um aumento da temperatura de maneira •
provocar a decomposição óo ácido cloroáurico. Para que este problema nâo prejudique o andamento de
preparacío do ouro coloidal, pode-se adicionar a soluçSo uma a duas gotas de ácido clorídrico
concentrado e repetir a evaporaçJo'23'31'. É provável que as partículas escuras sejam de oxido de ouro
que por adiçSo de ácido clorídrico dissolvem-se formando novamente o ácido cloroáurico • água.

Nos experimentos 3 e 4 da Tabela III.2, or>de se fez a evaporação do ácido cloroáurico dentro
de um intervalo de temperatura de 8 8 - 9 2 ° C , obteve-se cristais amarelos em forma de agulhas
transparentes, sem qualquer lormaçBo de partículas rtejras. Essts condições sfo vantajosa* em relaçio aos
experimentos 1 e 2 da Tabela III.2 no que se refere ao menor tampo necessário a evaporação.

Finalmente, pelos dados da Tabela III.2 nlo te observa correlação alguma entra a temperatura
de evaporaçJo da soluçSo de ácido cloroáurico e o diâmetro médio final das partículas coloidaii
Verifica-se que os experimentos feitos em du» temperaturas de evaporação (experimentos 1 a 2, 3 a 4)
conduziram a resultados semelhantes onde os diâmetros médios das partículas s» encontram dentro da

mesma faixa de dímensfies.
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TabeU I V J

Distribuição Biológica da Colóide da Ouro-198, com Partículas
de 300 A. Dosa Injetada = 10/iCi em 0,1 ml

Rato

(1)

20 minutos

após injaçio.

(2)

35 minutos

•pós injaçiò.

13)

60 minutos

após infeçJò.

(4)

85 mini/ios

aprii injoçJo

órgão

coração
baço
pulmões
rins
fígado
sangue

coraçfo
baço
pulmões
rins
ligado

sangue

coraçfo
baço
pulmões
rins
fígado
sangue

coraçfo
baço
pulmões
rins
fígado
sangue

Massa do

órgão (g)

0,9252
0,6633
1,2053
1,9075
8,2465

«17,25 ml

1,1226
0.6541
1.5614
1.7803
8,3634

* 17.25 ml

0,9031
0.9237
1.7443
1.8453
8.3244

=-17,25 ml

0,9062
0.5589
1.5384
1.8370
7.8984

«17,26 ml

. Contagens/

min. no

órgão

4385
89815
36010
30045

5854583
18127

1586
109977
28875
13630

6342270
13807

863
172787
13465
13616

6783283
18990

936
158833
26736
19078

7669496
16387

% de ativida-
de retida no
órgfo em re-
laçfo à dosa
injetada.

0.05
1.04
0,42
0,35

67,82
0,21

0,02
1.27
0,33
0,16

73,47
0,16

0,01
2.00
0.15
0,16

78,58
0,22

0,01
1,84
041
0.22

88,85
0.18
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Tateia IV.9

Distribuição Biológica d* Colóide da Ouro-198, com Partículas
de 300 A. Dose Injetada = 7pCi «m 0,1 ml

Rato

<1>

20 minutos

após injeçfo.

(2)

60 minuto»

após injaclo.

(3)

85 minuto»

•pó* injeçio.

órgão

coração
pulmões
rins
baço
fígado
sangue

coraçfo
pulmões
rins
baço
fígado
sangue

coraçfo
pulmdet
rim

baço
fígado
sangue

Massa do

órgfo (g)

0.9394
2,3712
1,8606
0,8460

10,8323
17,71 ml

0,9461
1,9868
2,2030
0,9497

11,3863
20.10 ml

0,9219
2,1397
1,8125
0.6415
9,7956

18,60 ml

Contagens/

min* no

órgão

12
36
54

341
129965

164

24
42
38

314
135787

111

29
49
39

199
12067!

93

% de ativida-
de retida no
órgfo em re-
lação á dosa
injetada.

0,01
0,02
0,03
0,21

80,77
0,09

0,02
0,03
0,02
0,19

84,39
0,07

0,02
0,03
0,02
0.12

74,99
0,06
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Tabela IV.10

DistribuiçSo Biológica de Colóide de Ouro-198, com Partículas
de 300 A. Dose Injetada = 7/iCi em 0,1 ml

Rato

(D

20 minutos

após injeçio.

(2)

60 minutos

após injeçio.

(3)

85 minutos

após injeção.

Órgão

coração
pulmões
rins
baco
fígado
sangue

coraçJb
pulmões
rins
baco
ffgedo
sangue

ooraçfo
pulmões
rins
baco
fígado
sangue

Massa do

órgfo (g)

1.0569
2,2206
2,0523
0,6771

11,0577
19,20 ml

1.0595
1,9302
1,9561
0,5981

11,5025
19,30 ml

0,9439
1,9118
1,9052

0,7110
9,3300

17,54 ml

Contagens/

min. no

ôrgfo

82
58
51

222
120082

192

15
99
33

343
142516

183

19
64
30

316
130442

97

% de ativida-
de retida no
órgfo em re-
lação i dose
injetada.

0,01
0,04
0.03
0,14

74,63
0,12

0.01
0,06
0.02
0,21

88,57
0,11

0X11
0,03
0,02
0,20

81,06
0,06
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i
i

Figura4.19 - Cintilograma do Rato, Quinze Minutos Após a Injaçfo do l 9 * A u Coloidal. Do-
sa = 40pCi

Figura 4.20 - Cintilograma do Rato, Trinta Minutos Após a Injeçfo do " * Au Coloidal. Dosa - 40jiCi
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Portanto, pode-se concluir que a temperatura de evaporação do ácido cinroãurico é importante

apenas na etapa de cristalização do ácido.

V.2-Var iação da VazSo Duram* a Adição da Solução da Cloroaurato de Sódio tobr» a Mistura
Redutora

Analisando-se a Tabela II 1.3, nota-se que é possível controlar, dentro dos limites experimentais,
o diâmetro médio final das partículas segundo a vazSo de gotejamento da solução de cloroaurato de
sódio à mistura redutora.

Observa-se uma tendência em aumentar o diâmetro médio das partículas coloidais a medida que
diminue a vazSo do gotejamento. Uma primeira explicação para esse comportamento seria o fato de que
gotejando-se mais lentamente a solução de cloroaurato de sódio à mistura redutora, os núcleos de
crescimento formados tem mais tempo para crescer.

Numa segunda hipótese pode-se pensar em termos do número de núcleos formados.
Aumentando-se a vazSo do gotejamento da solução de cloroaurato de sódio a mistura redutora,
aumentar-seá a concentração de Au** no meio redutor. Formar-se-âo muitos núcleos que crescerSo
menos do que quando a vazão de gotejamento é rrienor (Figura 5.21).

a) b)

6 9 .
( 6 4

d d
e <! o

6 á

6
6 6

I •-
0

T

0

0

- •-

\
0

-

0

\

0

1
o

• - /

•

0

\

9 - núcleos de crescimento.

-» • ouro que está se reduzindo e se depositando nos
núcleos.

Figura 5.21 - a) Eiqutmf Raprtttniativo dt Vt f lo Maior da Solução d» Clorosurato dt Sódio,
b) Eiqutma R«prt*#ntatlvo da Vtzfo Mtnor da Soluçlo d* Clorosurtto de Sódio.
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Esta fase de trabalho apresenta dificuldades para se conseguir vazão constante durante todo o
gotejamento da solução de cloroaurato de sódio, porque à medida que o volume da solução diminui a
vazSo varia. Fez-se o controle do gotejamento manualmente, a fim de que a vazão permanecesse
constante.

V.3 - Estudo da Influência da AgitaçSo da Mistura Redutora Durante o Gotejamento do Cloroaurato da
Sódio

Observa-se na Tabela III.4 que a variação da agitação (140 -310 rpm) não causa mudança
considerável nos diâmetros médios das partíc ilas. Isso não se fez porque nos experimentos 2, 4 e 6 da
Tabela t l l .4 onde se usou agitação de 140 rpm os resultados já foram satisfatórios (Figuras 5.22 e 5.23,
5.24 e 5.25) e conseguiu-se atingir o objetivo do trabalho em questão.

V.4 — VariaçSo da Temperatura da Mistura Redutora Durante o Gotejamento da Solução de Cloroaurato
de Sódio

Os resultados apresentados na Tabela III.5 mostram uma tendência em aumentar o diâmetro
médio das partículas à medida que diminui a temperatura da mistura redutora durante o gotejamento da
solução de cloroaurato de sódio.

Barrabin, Caro e lh io ( 3 ) explicam que ao diminuir a temperatura do meio redutor, a velocidade
de redução torna-se menor e desta maneira os núcleos formados têm possibilidade de crescer por
deposição do ouro que está sendo reduzido, lentamente, no decorrer da reação.

Para melhor visualização desse efeito dever-se-ia fazer experimentos em intervalos maiores de
temperatura do que o estudado neste trabalho. Diversos au to res ' 8 ' ' 3 ' 3 5 ' 4 0 ' usam temperaturas ao redor
de 80°C obtendo colóides com partículas uniformes, dessa maneira preferimos usar temperaturas
próximas desta para verificação da reprodutibilidade em nossas condições experimentais. As Figuras 5.26
e 5.27 apresentam os resultados dos colóides obtidos com características desejadas.

lya, Gopal e Chaudhary'25 ' estudaram a redução do Au** a Au°. Os autores supõem aue em
um pequeno intervalo de tempo o Au** se reduz a Au1* e depois a Au°. Além disso as espécies Au** e
Au1* formam complexos com a gelatina ou com alguns de seus produtos hidrolíticos, posteriormente o
complexo se rompe resultando a oxidacão do aqente complexante e a redução do Au3* e Au1* e Au°.

Nesta fase de redução ocorre também uma variação no pH do meio, diffcil de ser controlada.
Possivelmente este fenômeno é ligado â redução do A u * .

Na literatura não se encontra estudo algum que mostre com certeza o mecanismo de redução do
Au3* a Au° durante a preparação do ouro coloídal.

As suposições de lya e colaboradores125' poderiam ser esclarecidas estudando-se a formação dos
complexos durante a redução do ouro, por espectroscopia no Infra Vermelho.

V.5 - Estudo dl Diluição do Colóida

Observando-se as Figuras 3.6, 3.7 e 3.8 que apresentam, respectivamente, amostras de ouro
coloídal sem diluição, diluído na proporção 1:6 e diluído na proporção 1:10, em solução fisiológica, nfo
» verifica qualquer diferença entre eles. Dessa maneira, o colóirie oriqinal pode ser diluído quando
necessário sem alteração de suai características.
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Figura 5.22 - Amostra de um Sistema Coloidal com Partículas de Diâmetro Médio = (290±29|A.
(x 84000)

150-

100-

50-

n9 de
partículas

1Ò0 1 Classes(A)

?00 <00 ' IOO '.00

Figura5.23 - Curva d« Diitribuiçío daiPartfculai do Colókfe Apreuntado na Figura 6.22
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Figura 5.24 - Amostra da um Sistema Coloidal com Partículas da Diimatro Médio = (309 ± 35)A.
(x 84000)
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n9 de
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Figura6.26 - Curva da Díttrlbuíçfo das Partícula» do Colólda Apratantado na Figura 5.24



Figura 5 2 6 - Amostra de um Sistema Coloidal com Partículas de Diâmetro Médio = (285137) A
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Figura 8.27 - Curva da Dlftrlbuiclo dai Partícula do Colôide Apraiantado na Figura 6.28
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V.6 - Influência do Tempo na Estabilidade do Colóide

Comparando-se as Figuras 3.9 (colóide recentemente preparado) e 3.10 (colóide dois meses após
a preparação) deduz se que ainda dois meses após a sua preparação o sistema coloidal apresenta seu
aspecto inicial.

Após esse tempo um efeito de aglomeração torna-se reconhecível, mesmo a olho nu.

V.7 - Estudo do pH Final do Colóide

Aralisando-se as Figuras 3.11, 3.12, 3.13 e 3.14 e as Tabelas I1I.2, 111.3, 111.4 e 111.5 verifica-se
que uma distribuição uniforme das partículas é mais favorável quando o pH final da solução estiver entre
5 e 7. Além disso este é o pH adequado para que o colóide possa ser injetado em seres humanos.

A Figura 3.11 mostra que em pH = 9,5 aparecem aglomerados característicos da floculação da
9)gelatina'9'

V.8 - Estudo do Espectro de Absorção do Germs e do Colóide com Partículas de 300 Â Duranta a sua
Formação

Analisando-se as Figuras 3.15 e 3.16 nota-se que os colóides preparados nestes experimentos
mostram absorçOes características semelhantes às dos colóides obtidos por lya e colaboradores'75'.

Comparando-se ainda os espectros de absorção do germe e do colóide final (Figuras 3.15 e
3.16), nota-se um deslocamento para comprimentos de onda maiores da absorção máxima do colóide
final em relação a absorção máxima do germe. De acordo com a observação de Turkevich'44' a mudança
da absorção máxima para comprimentos de onda mais longos indica um aumento no tamanho de
partícula.

Pelos espectros de absorção do gerrt 3 t do colóide final (Figuras 3.15 e 3.16) deduz-se também
que o mecanismo de suas formações 6 diferente.

No caso do germe (Figura 3.15) verifica-se:

1) As curvas de absorção variam pouco com o tempo decorrido após a adição dos reagentes.

2) A absorbancia máxima também não varia muito, comparando-se com as curvas de
absorção do colóide final.

Para o colóide com partículas de 300 A tem-se (Figura 3.16):

1) As curvas de absorção variam muito com o tempo decorrido após a adição dos reagent»*.

2) A absorblncia máxima aumenta pronunciadamente «té 60 minutos após a adição dos
reagentes • a partir desse momento até 76 minutos permanece constante, mostrando
novamente um ligeiro aumento quando autoclavado.

A análise eipectrofotométrica indica que o processo de redução ne preparação do germe é
rápido quando comparado com o processo de redução do colóide final. Esse fato pode ser explicado
considerando-se a ação redutora forte dos produtos de hidrólíse de glicose (aldeldo plrúvlco e ácido
Ia t ico)1 2" que causam uma formação rápida da núcleos com pouca possibilidade de crescimento
posterior.
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V.9 - Conclut&es

De nosso trabalho pode-se concluir que o colóide preparado nas condições:

a) temperatura de evaporação do icido cloroáurico: (90 ± 2)°C

b) temperatura da mistura redutora durante o gotejamento da solução de cloroaurato de
sódio: (80 i 2 ) ° C .

c) vazão da soluçío de cloroaurato de sódio: (26 i 1) gotas/min., e

d) agitaçfo da mistura redutora durante o gotejamento da solução de cloroaurato: 140 rpm,

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

A determinação da pureza radioativa do produto quando o alvo é irradiado durante uma hora
na posição 27, prateleira 8 do reator IEAR-1, com um fluxo de neutrons térmicos de 4 x 1 0 "
n/cm'.seg., mostrou a presença de " 8 A u somente; entretanto se períodos de irradiação e fluxos de
neutrons maiores forem usados, dever-se-á irradiar o alvo envolto em cádmio a fim de evitar-se a
formação de " * A u .

A pureza radioquímica pode ser considerada conveniente visto que as porcentagens de ouro
ionico calculadas para dois sistemas coloidais (Tabelas IV.6 e IV.7) foram respectivamente (0,30 ± 0,05)%
e (0,099 ± 0.002)%, satisfazendo-se assim o limite exigido em aplicações medicinais1231. Ainda,
considerando-se que o espalhamento de contagens dos cromatogramas seja um espalhamento de
ouro iónico, a pureza radioqufmica continua adequada pois os valores citados acima seriam, res-
pectivamente, (1,6 ±0,2)% e (0,469 ± 0,005)%. Em nossos experimentos obtiveram-se R f e o , 6 l d t = 0
e "'ouro iònlco -'» comparáveis aos valores encontrados na literatura, respectivamente 0 e 0,9 (B-31 )-

Pelas Tabelas IV.8, IV.9 e IV.10 verifica-se uma localização preferencial das partículas coloida>r.
de " * A u (diâmetro médio = 300 A) nos orgaos do Sistema Retfculo Endotelial18301.

Este estudo confirma a possibilidade de utilizar-se o colóide para cintilogramas do fígado,
quando injetado por via endovenosa, o que foi comprovado também por mapeamentos em ratos.

Pode-se também concluir que o uso de equipamentos simples nlo altera a qualidade) do produto
e que evaporando-se • solução de icido cloroáurico em copos de laboratório I presslo ambiente,
obtém-se cristais tio bons quanto aos obtidos em presslo reduzida (100 mmHg)121', simplificando-se
assim a metodologia da preparação do colóide.

ABSTRACT

This paper dtscribM th# preparation with simple equipment of radioactive colloidal gold of particle sit* about
approximately 300 A from "seed colloid" stabilized by gtlatina. Some physico-chemical parameters which can affect
» • process of formation of these colloidal particles ire enelyssd; particle s in has been measured with en electron
microscope. The colloid stability ha* b*tn studied as a function of dilution, age and pH. ->

NuclMtion and growth of radioactive colloidal gold have teen studied using spaclrophotomttry. Absorption
«paetra of in* two ar* pr'ewmed and compared. -

Quiltty control of in* production process was veriflad through measurement of parameters, such as radioactive
*nd radiochamical purity and biological distribution In laboratorial animals. Th* latSSf̂ wes evaluated for rats ln|eeted
•ndovcnouily wilh th« gold colloidal solution. •''•'•' ", U * •<'<.< • :• ?i o\i
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