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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo a sintese e a caracterizacdo de diferentes
tipos de familias zeoliticas e a avaliagdo do uso como agentes hemostaticos coagulantes.
Foram sintetizadas trés classes de zedlitas: faujasita (FAU), gismondina (GIS) e
mordenita (MOR) em sua forma sodica, e estas zeodlitas foram convertidas para as
formas Ca”" pelo processo de troca iénica. ApOs a caracterizagio desses materiais,
foram avaliados seus potenciais como agentes hemostaticos coagulantes, tanto em sua
forma sddica como a forma Ca”", com testes in vitro utilizando a tromboelastografia.
Para que se obtivesse dados comparativos, foi utilizado nos testes um agente
hemostatico ja conhecido, o Caolin. Os resultados mostraram que os seis materiais
zeoliticos sintetizados agiram como agente hemostatico coagulante diminuindo
consideravelmente o tempo de coagulagdo e aumentando a taxa de geracao de trombina.
Entretanto, a zedlita GIS/Ca>" exibiu maior eficicia nos pardmetros gerais como taxa
de geracdo do coagulo (K), taxa de geragdo de trombina (a) e propriedade eldstica da
fibrina (AM), enquanto que a MOR/Ca®" exibiu resultados menos eficazes nos
parametros gerais de coagulagcdo, demostrando que sua estrutura ¢ de dificil acesso ao

. A . ~
Ca®" durante o processo de troca idnica, interferindo no processo de coagulacio.

Palavras chave: zeodlitas, agente hemostatico, coagulacdo, troca i6nica e

tromboelastografia.



ABSTRACT

The main goals of this research work were the synthesis and characterization of
different types of zeolites and evaluation of their use as hemostatic agents. Initially,
three differents zeolites were synthesized: faujasite (FAU), gismondine (GIS) and
mordenite (MOR). The three zeolites were first prepared in their sodium form and
thereafter they were submitted to an ion exchange process in order to the replace extra-
framework Ca’". After characterization these materials, were assessed in their
potential as hemostatic agents, both the sodium as weel as the calcium forms, in vitro
tests using thromboelastography. In order obtain comparative data was used in testing
agent hemostatic already know, the Kaolin. The resultds showed that all six zeolites
materials have successfully as a agent hemostatic reducing the coagulation time and
increasing the rate of clot thrombin generation. Altrought, zeolite GIS/Ca’" to be more
efficient in general parameters such as rate of generation (K), thrombin generation
rates (o) and elastic property of fibrin (AM), while the results showed MOR/Ca’" less
efficient in the general parameters of coagulation, showing that its structure is difficult

2+ . .
acess to Ca”" in the ion exchange process.

Keywords:  zeolites, hemostatic — agent, coagulation, ion exchange and

thromboelastography.



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 Estrutura cristalografica das zeolitas Faujasita, Gismondina e

IMOTARIIEA. ...ttt sttt ettt ettt se e st et et ereae seens 18
Figura 2 Unidades primarias de CONStIUGAO. ........ovuereerueeriertieeieieie ettt esieeieeeee e 19
Figura 3 Unidades secundarias de CONStIrUGAO. .......ccueevuiiriiirniieniecieeieeteeeee e 20
Figura 4 Unidades poliédricas de CONStrUGAO. ......cccueeeuuieieiriiiiieniie et 21
Figura 5 Formacao estrutural da zeolita A € Y...oooooeeiiiiiiiiiiiiecccee s 22
Figura 6 Esquema da cascata de coagulagdo, padrdes intrinseco e extrinseco................ 31
Figura 7 Esquema da nova cascata de coagulacdo, modelo celular...............ccccceeienie, 34
Figura 8 Esquema representativo da ativacao de contato.........c.cceeveeeveeenienieeieenieennienns 35

Figura 9 Imagem do aparelho Tromboelastografo............ccceeevviviieeniiieiicieciieceeee, 37
Figura 10 Esquema do tromboelastograma............cccoecueeeeieieeieienieeesie e 37
Figura 11 Difratograma da zeo6lita faujasita (FAU/PURA)........ccooveevvieiciieeieeeiee e 43

Figura 12 Difratograma da zeodlita faujasita pura e com calcio (FAU/PURA e
FAU/CEY ).ttt e e ee e ee s eee e ee s 44

Figura 13 Difratograma da zeo6lita gismondina (GIS/PURA).........ccccevvevviieiciieeiinens 45

Figura 14 Difratograma da zedlita gismondina pura e com calcio (GIS/PURA e
GIS/CAT ).t 46

Figura 15 Difratograma da ze6lita mordenita (MOR/PURA).........cccovivvviiiiiinienens 47

Figura 16 Difratograma da zeodlita mordenita pura e com calcio (MOR/PURA e

Figura 17 Difratograma da zeolita mordenita com célcio, comparando o primeiro e

seguNdo Processo de trOCA I0TICA. .. ..cc.vieuieriieiiertieieeeteet e eteeeateeete et e e eeesseeesbeeneenn eees 49



Figura 18 Termograma da zedlita faujasita (FAU/PURA)......ccc.evveriiinieieniinneeeeee 50

Figura 19 Termograma da zedlita faujasita pura e com célcio (FAU/PURA e

FAU/CA™ ).t e re e er s 51
Figura 20 Termograma da zeo6lita gismondina (GIS/PURA)...........ccccervvivviienieeiecneenne, 52

Figura 21 Termograma da zeolita gismondina pura e com calcio (GIS/PURA e

GIS/CA% ) ettt e 53
Figura 22 Termograma da zeolita mordenita (MOR/PURA)........cccceeiiiniinniiniccneene 54

Figura 23 Termograma da zedlita mordenita pura e com calcio (MOR/PURA e

Figura 24 Infravermelho da zeolita faujasita pura e com calcio (FAU/PURA e

FAU/Ca™) (400 ¢m™ @ 1200 CIN™)..oovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 57

Figura 25 Infravermelho da zeolita faujasita pura e com calcio (FAU/PURA e

FAU/Ca>") (1200 ¢m™ @ 4000 CIN™ ..o, 58

Figura 26 Infravermelho da zedlita gismondina pura e com calcio (GIS/PURA e

GIS/Ca®) (400 cm™ @ 1200 CIN™)..oeoeeeeeeeeeeeeeeee e 59

Figura 27 Infravermelho da zedlita gismondina pura e com calcio (GIS/PURA e

GIS/Ca®) (1200 ¢m™ @ 4000 CIN™)...ovoeeeeeeeeeeeeeeeeeee et ee e se e e 59

Figura 28 Infravermelho da zedlita mordenita pura e com calcio (MOR/PURA e
MOR/Ca® (400 1™ @ 1200 €)oot 60

Figura 29 Infravermelho da zedlita mordenita pura e com calcio (MOR/PURA e

MOR/Ca® )(1200 cm™ @ 4000 CIN ). 61
Figura 30 Micrografia eletronica da ze6lita faujasita pura (FAU/PURA).........ccccceee..... 62
Figura 31 Micrografia eletronica da zeolita faujasita com calcio (FAU/Ca™).............. 62

Figura 32 Micrografia eletronica da zeolita gismondina pura (GIS/PURA)................... 63
Figura 33 Micrografia eletronica da zedlita gismonida com calcio (GIS/Ca™)............. 63
Figura 34 Micrografia eletronica da zeolita mordenita pura (MOR/PURA)................... 64

v



Figura 35 Micrografia eletronica da ze6lita mordenita com calcio (MOR/Ca*")........... 64
Figura 36 Tromboelastograma do sangue total puro............cceeceeeeviieeieciieneeeeesee e 65

Figura 37 Tromboelastograma do sangue total tratado com a zeoélita faujasita

(FAU/PURA).....ccee e seeeeeee oo seeeeeseseeeeees e eeseeeseesseeesss e eeseseaeesseeseseseeeeeeseesees o 66

Figura 38 Tromboelastograma do sangue total tratado com a zedlita faujasita com calcio

(FAU/ICA™ ). oot 66

Figura 39 Tromboelastograma do sangue total tratado com a zeélita gismondina

(GIS/PURA). ... oe.cooe oo ee e e e seseeeseesesesessses e eseesesseneeesesesee e sesnseseeseessseee e eseesees 67

Figura 40 Tromboelastograma do sangue total tratado com a zeodlita gismonidna com

CALCIO (GIS/CATM) oot e eean 67

Figura 41 Tromboelastograma do sangue total tratado com a zeodlita mordenita

(MOR/PURA. ...t ee e eeseeeeeeesessesseessees e eesseeeesesseeeseeeessseseess s sesseens 68

Figura 42 Tromboelastograma do sangue total tratado com a zedlita mordenita com

CALCIO (IMORVCAT ).ttt ee e s ee e 68

Figura 43 Tromboelastograma do sangue total tratado com o agente hemostatico

CAONIMNL .. ettt h e et et e e eh e sate e e e ean 69
Figura 44 Grafico referente a média obtida dos valores do tempo R.........c..ccccuvrennennne. 70
Figura 45 Grafico referente a média obtida dos valores do tempo K...........ccceeveunennnne. 71
Figura 46 Grafico referente a média obtida dos valores do angulo a...........c.cc........... 72
Figura 47 Gréfico referente a média obtida dos valores da MA...........ccccoveviniincennene 73

Figura 48 Grafico referente a média obtida de todos os indices de coagulagdo do sangue

total puro e do sangue total tratado com os materiais zeoliticos..........c.cceeruerueenennne. 74



INDICE DE TABELAS

Tabela 1 Atribuigdes de infra-vermelho comum a todas as zedlitas...........ccceeeveeenennnen. 56

Tabela 2 Dados obtidos das analises do tromboelastograma, paramétros R, K, a e

\



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AM — amplitude méxima ou maxima amplitude (MA)

ATR-FTIR — espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier com
refletancia atenuada

DAS — agente direcionador de estrutura

FAU - faujasita

FAU/Ca”" - faujasita trocada com célcio

FDA - Food and Drug Administration

GIS — gismondina

GIS/Ca®" — gismondina trocada com calcio
HMWK - cinindgenio de alto peso molecular
IZA — International Zeolites Administration
MEYV — micrografia eletronica de varredura
MOR — mordenita

MOR/Ca*" — mordenita trocada com calcio
SBU - secondary building units

TAFI — inibidor de fibrindlise ativado pela trombina
TF — fator tecidual

TFPI — inibidor proteico do fator tecidual
TEAOH - tetraetilamonio

TEG — tromboelastograma

TGA - termogravimetria

TPAOH - tetrapropilamdnio

VI



VI



1 INTRODUGAQ . c..euceerereeencrenrensesesesessesesssssssssessssssssesessssssessssssssssssese sssssssssessssssssens 15
2 FUNDAMENTACAOQ TEORICA....uueerceernncrencsesnssesessesssssessssssssessssssessssessssssoss 17
2.1 DefinicA0 de ZEOIItaS...uueceeerereecisrneecissnnecsssssesssnsssssssssssssssssses sasessssnsssssssssssssssannass 17
2.1.1 Propriedades das ZeOMIAS. .........cceeeieeiieiiiiiieiieeiie ettt s 19
2.1.2 Sintese das ZEOIEAS. ....cc.ueeuieiiiiiiiiie et e e 23
2.1.3 Zeolita na medicina veterinaria (AgrobuSINess)......c.eeevveereeveeeeveesineeenneeeee. 24
2.1.4 Zeolita aplicada a medicina humana.............ccceeevveeeieienie e 24
2.2 HEmMOSEASIA..ccouiieriiierinssenncsencssnecsssneesseessssnssssssnssssasssssssssssssssssasssssssssssnsssssassssasesses 26
2.2.1 Coagulagdo sanguinea (cascata de coagulacao)........ccceevvvvieercvieeivienieeenieenns 27
2.2.1.1 V12 INEINSECA. ... eueeniteet et ettt ettt ettt sb e et en et e et eesaeeenbeaneeaseens 28
2.2.1.2 V12 @XITINSECA. ...eeuetiiutieetie ettt ettt ettt sate et e e e s ebeesabeeabeenaeeeeeesaae e 29
2.2.1.3 PAdrao COMUIML....c.eiiiiiiiiie ettt ettt e et sate e e e e eeas 30
2.2.2 MOEIO CEIUIAT.......cciiiiiie et e e e eare e e e e e eaaeeens 31
2.2 2.1 INICIACAOD . .. vt ittt et ettt ettt e et e e e et ae e e e e eeetaeeeeeeaaeaeeeenaeeas 32
2.2.2.2 AMPITICAGAO. ..eeuviieiiiieciie ittt ettt e e stae e e e et ee e eeeereeeensseeeens 32
2.2.2.3 PIOPAZAGAOD. ...eeueieiieee ettt ettt ettt ettt ettt ettt st st e sabe s 33
2.2.3 AtIVaga0 A€ COMLALO.......uvviiiiiiieee ettt e e et eeeaae e e e eraeae e 34
2.3 Tromboelastorafo.......ceicceiciseiiisseiiiseicssneinseecssanecssnnessssecssssssssssessessssssssssssssssees 35
S JUSTIFICATIV A....uiiiiintinnninsiininsssisssssssssssssssssssssssssssssssss sesssssssssssssssssssssssassss 38

4 OBJETIVO GERAL...ucouuiiuieneennnennnnisnenssesssnesssnssssssssssssesssses sossssssasssssssssssssssssssssses 38



5 OBJETIVOS ESPECIFICOS....uoueeeveeeeeesesesesssesenssssssssssssssasnsssssssssssssnssssssesasnsssses 38

6 MATERIAS E METODO ... cimccumnsinnnccussssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 39
T SINTESES....couuiuceumsincsmsssssssmssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssss ssssssssssssssssssssessssssess 39
7.1 Sintese da zedlita faujasita........cccevverervrriessnissnisssanissnncssnssssssssssssssssssssssssssssassss 39
7.2 Sintese da zeodlita GiSMONAINA.......cccoviieirrriisrurissancssnnssssncsssrissnssssnssssssssssssssssssssnns 39
7.3 Sintese da zeolita MOrdenita.........ceceveiiveisenseinseecsenssnnnssenssssessensssccssecsssesansans 40

8 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS MATERIAIS

ZEOLITICOS.c.ucouiunccnmsinncensssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss stssssssssssssssssssssssssssss 40
8.1 Difracio de raio-X..eieiicciinisessnnrseiscsssssssssssscssssssssssssesscssosssssssssssassssssssssssssssassesssss 40
8.2 Microscopia eletronica de varredura.........ccueececeeccsnccsseressssassssssnsssssssssssssssassoss 41

8.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier com refletincia

ALCNUAAAu...cueeeiinriiiieicnenisinneeiistecssseecsssanssssasssssnesssnsssssasssssassssessssss sessssasssssnsssssassssassssas 41
8.4 Analise TermogravimeétriCa......ccceereresssrrcssnisssanesssassressasssssssssssasssssssssssssssssssssssssses 41
8.5 Tromboelastrografia..........ccvceicccsnricnissnniccsssnnecssssssssssssssssssssssssssssssss sssssssssssssose 41
9 RESULTADOS....ucoiittistintinntiseissstcsssssssnssssisssissssssssssssssssss sesssssssssssssssssssssssssssssans 43
9.1 DifracAo de raio-X..ueeeiiciiiiienssnsaniecssssssssssssessssssssssssssecssssssssassssssssssssssssassssscs saasans 43
9.2 Analise TermogravimeétriCa....c.cccerreresssriessarcessanssssanessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssses 50

9.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier com refletincia

ALENUAAA....cueeeiinriiineristrinintetecitnessteessstecssstesssnsssssssssssessssssssssssssssesssssessasassssssssssssssssees 56
9.4 Microscopia eletronica de Varredura........ccceeecesveeccsncccsenccsssssssssssssssssssssassossassose 62
9.5 Tromboelastrografia.......ceeenennseensecnnncsenseenseensenssesssnesss seesssssssassssessssssssssses 65
10 DiISCUSSAO.ccciiiuriissrricssrnecssrnessrnssssnessssnsssssssssssssssssesssssessssssssssssssss ssssssssssssssssssssssssssssens 75

11 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..o.ouoeeeeeeeeeeeeeeeesesesssss sesesssenssssssssssssssssnens 76






15

1 - INTRODUCAO

A hemorragia descontrolada decorrente de trauma ¢ a segunda maior causa de
mortes em comunidades civis. E € a lider na causa de mortes resultante de traumas de
batalhas (Pusateri et al., 2004). No Brasil, a hemorragia é responsavel por cerca de 45%
das mortes causadas por traumas; além de ser considerada a primeira causa de Obitos
nas primeiras 48 horas apds o trauma e contribuir também para a mortalidade tardia
(Parreira, Sold4d e Rasslan, 2002). Sobreviventes de traumas tem a incapacidade de
controlar o sangramento levando a transfusdo de sangue, aumento na taxa de
complicagdes, imunosupressdo, incapacidade de gerar células vermelhas e tempo
prolongado de internagdo. A solugdo ideal para estes problemas ¢ o controle inicial da
hemorragia (Wright et al., 2004).

Celsus, no século I a.C., descreveu algumas praticas de contengdo do
sangramento como: aplicacdo de pressdo na feridas, ligacdo dos vasos e cauterizagao;
praticas similares as atuais; métodos melhores de alcangar a hemostasia aumentardo a
sobrevivéncia e reduzirdo significativamente as sequelas dos sobreviventes. Pesquisas
efetivas nas ultimas décadas produziram numerosos agentes hemostaticos que
atualmente estdo em fase de avaliacao (Acheson et al., 2005; Pusateri ef al., 2006).

Os materiais zeoliticos, aluminosilicatos, possuem propriedades hemostaticas e
foram utilizados no desenvolvimento de novos agentes. As zedlitas oferecem uma
grande area superficial ¢ agem como uma peneira molecular, separando as moléculas
por tamanho. Quando entram em contato com o sangue, as zeolitas adsorvem
rapidamente e prendem as moléculas de d4gua nos seus poros; essa sua acao tem como
efeito a concentracdo das proteinas e elementos celulares resultando na formagao do
coagulo (Arnaud et al., 2008).

Devido a importancia do controle do sangramento em batalhas e traumas civis,
as pesquisas focam na procura de um agente hemostatico ideal para uso pré-hospitalar,
este agente deve atender alguns critérios como: capacidade de estancar o sangramento,
tanto arterial quanto venoso, dentro de 2 minutos apds a aplicagdo na lesdo; deve estar
pronto para o uso sem necessidade de preparacdo prévia ou pessoal especializado; de
facil aplicacdo, ou seja, o individuo pode aplica-lo sem ajuda; deve ser leve e duravel,
funcional em temperatura ambiente por pelo menos por 2 anos; deve ser seguro, sem

riscos de dano a qualquer tecido que seja aplicado ou transmissdo bacteriana ou viral; e
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finalmente, deve ser barato (Pusateri et al., 2004; Acheson et al., 2005; Pusateri et al.,
2006; Snow, Olson ¢ Melcer, 2006; Arnaud et al., 2008).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi & sintese e a caracterizacdo de
diferentes materiais zeoliticos que atuariam como agente hemostatico no controle de
sangramentos através da aceleracdo do processo de coagulacdo, e que ndo teriam
nenhum tipo de reacdo adversa ao tecido aplicado e ao paciente, e a possivel

comercializa¢do desse material.
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2 - FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Definicao de zeoélitas

O termo zeodlita vem do grego, e significa “pedra de ebulicdo”. Foi o nome dado
pelo mineralogista Axel von Cronstedt (1756), a um mineral que liberava agua,
visivelmente, quando aquecido ( propriedade de intumescéncia) (Dyer, 2001 ).

A partir dai, muitos outros minerais similares a estes foram descobertos e a
palavra zedlita passou a descrever uma familia de minerais. Eles s3o comumente
formados como o resultado da atividade vulcanica e também pela agdo da agua em
ambientes proximos a vulcdes (Dyer 2001).

Historicamente, as zedlitas sdo definidas como aluminosilicatos que possuem
estrutura tridimensional com ligacdes tetraédricas de Silicio-Aluminio-Oxigénio. Esta
definicdo foi ampliada para incluir todos materiais caracterizados como materiais
cristalinos de estrutura tetraédrica que contenha 4 (quatro) Oxigénio circundado por
cations que podem ser Al, Si, P, Be, Zn, Mg, Co, B, etc. Esta estrutura contém canais e
cavidades em que podem ser encontrado moléculas de agua e cations. As moléculas de
agua podem ser liberadas reversivelmente e os cations usualmente substituidos, pelo
método de troca i6nica. Os canais podem ter regides microporosas € serem grandes o
suficiente para acomodar determinadas moleculas, que podem ou nao serem organicas
(Dyer, 2001 ). Os tetraedros TO4 nas zeodlitas sdo aproximadamente regulares, com
angulos T-O-T em torno dos atomos de Oxigénio no intervalo de 125° a 180°, sendo
essa uma das razdes da existéncia de tantas estruturas diferentes (Vasconcellos, 2010).

A férmula geral de uma zeolita a base de aluminossilicato pode ser escrita como:

My [(8i02)x(A10,),].zH, O

Onde,

M = cation de compensagdo, que pode ser alcalino ou alcalino terroso.

n = nimero de valéncia do cation de compensagao.

x = mimero de aluminio por férmula unitaria.

y = nimero de silicio por formula unitaria.

z = numero de moléculas de dgua no sistema de cavidades (Ghobarkar, Schaf e Guth,
1999).

A relacdo entre o atomo T (T=Al Si) e o dtomo de oxigénio ¢ de 1:2 e a

presenca dos atomos de aluminio na rede induz a uma carga liquida negativa que pode
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ser variada, mudando a relacdo de Si/Al. Essa carga negativa ¢ neutralizada pela
presenca dos cations metalicos ou organicos. Os cations extra-rede estdo geralmente
localizados nos canais e cavidades, podendo ser trocados pelo tratamento de troca idnica
com uma solugdo salina em condi¢des fisico-quimicas apropriadas.

O terceiro componente da formula geral é a fase adsorvida. Esta ¢ dada
geralmente como agua na féormula acima, porém, pode ser também um componente
organico, como por exemplo, o benzeno. O componente aquoso ou organico
desempenha um importante papel durante a sintese das zeodlitas, tornando-se uma parte
integrante da estrutra em desenvolvimento. A fase adsorvida pode ser removida da
zeoblita cristalina por aquecimento ou sob pressdao reduzida sem destruigdo da estrutura
zeolitica. Os trés componentes da estrutura (esqueleto cristalino, cations extra-rede de
compensacdo ¢ a fase adsorvida) sdo alvos de intenso interesse e desempenham um
papel cujo grau de importancia varia de acordo com a sua aplicacdo (Cundy e Cox,

2005).

Figura 1: estrutura cristalografica das zeélitas Faujasita (a), Gismondina (b) e Mordenita (c).
Fonte IZA (Internacional Zeolite Association)
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2.1.1 Propriedades das zeélitas

A maioria das propriedades fisico-quimica das zeoélitas estdo diretamente
relacionadas a sua estrutura cristalografica. Por essa razdo, a caracterizacdo ¢ a
descrigdo estrutural dos materiais zeoliticos sdo muito importantes.

Para explicar as estruturas cristalograficas das zedlitas, utilizam-se recursos
didaticos como a divisdo em subunidades com o intuito de descrevé-las e classifica-las,
sendo que as mais simples sdo as chamadas unidades de construgdes primarias e
secundarias, até se chegar as unidades mais complexas, as unidades de construgdes
poliédricas. Nas zedlitas, a unidade estrutural basica (unidade primaria de construcao) ¢
a configuracdo tetraédrica de quatro atomos de oxigénio ao redor de um atomo central,
geralmente Si e Al. A figura 2 ilustra as unidades primdrias que sao os tetraedros TO4
(onde T ¢ um atomo com coordenacao tetraédrica Si, Al, P, Ga, B, Be, etc.) no qual
cada atomo T possui 4 ligacdes, enquanto que o O possui 2, formando assim uma rede

tridimensional (Vasconcellos, 2010).

Figura 2: unidades primarias de construcio

Embora seja dificil imaginar a constru¢do de uma estrutura espacial continua e
complexa por intermédio da simples unido de um pequeno niumero de tetraedros, a
unidade de formacdo dessas estruturas pode ser facilmente visualizada por meio da
existéncia de unidades secundarias de constru¢do (Secondary Bulding Units ou SBU).
As SBU sao 16 unidades propostas por Meir (1968) e sdo formadas pelo agrupamento
das unidades primarias. Dessa forma os tetraedros formam unidades secundarias mais
complexas que consistem de 4 a 16 atomos T e que podem ser ligadas para construir
diferentes tipos de redes zeoliticas. Essas unidades estdo representadas na figura 3 e as
ligagdes sdo ilustradas pelo desenho de linhas retas, que representam as pontes de

oxigénio conectando duas unidades tetraédricas (Vasconcellos, 2010).
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Figura 3: As 16 unidades secundarias de construcdo propostas por Meir (1968). Essas unidades
consistem de 4 a 16 atomos T formanda diferentes tipos de redes zeoliticas (Vasconcellos, 2010)

A terceira e ultima ramifica¢dao ¢ obtida pelas diferentes maneiras por quais as
unidades secundarias de construgdo se unem para formar uma estrutura tridimensional,
contendo canais e poros interconectados. Dessa forma, as estruturas das zeolitas podem
ser mais facilmente visualizadas empregando-se o conceito de unidades poliédricas de
construgdo (Vasconcellos, 2010). A figura 4 mostra as diferentes unidades poliédricas

de construgdo existentes.
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Figura 4: unidades poliédricas de construcdo. A= 4 anéis, B= 6 anéis, C= gaiola 6, D= gaiola 4-4, E=
8 anéis, F= gaiola &, G= gaiola y, H= gaiola 6-6, I= gaiola sodalitica, J= gaiola levina, K= gaiola
chabazita, L= gaiola o, M= gaiola eronita, N= supergaiola faujasita

Por exemplo, a gaiola sodalitica (figura 4 — I) consiste de um octaedro truncado
formado por anéis de 4 a 6 tetraedros e que facilmente descreve a estrutura das zeolitas
A e Faujasita, zedlita esta isoestrutural das zedlitas sintéticas X e Y, conforme mostrado
na figura 5. Embora a gaiola sodalitica possa ser usada para descrever tanto a zedlita A
quanto a Y, podemos observar na figura que o tamanho do diametro da cavidade de
entrada ¢ diferente em cada uma delas. A estrutura da zedlita Y possui um sistema de
poros tridimensionais formado por 12 atomos T com didmetro de entrada de 7.4 A, e
apresenta dois sistemas de canais interconectados entre si, sendo um sistema formado
pela unido de supergaiolas o e outro sistema formado pela conexdo alternada de sodalita
e supergaiolas a. No caso da zeolita A, o sistema de poros tridimensionais ¢ formado
pela conexao alternada de gaiolas sodaliticas e gaiolas 4-4, resultando numa abertura de
8 atomos T com didmetro de 4,2 A (Vasconcellos, 2010).

Uma das propriedades que distinguem as zeodlitas de outros materiais porosos €
justamente sua variedade de tamanhos e formas, que definem os parametros estruturais
de um determinado tipo zeolitico. As propriedades das zeodlitas, tais como: troca idOnica,
poros intercristalinos (que discriminam moléculas de dimensdes diferentes), sitios
acidos e reservatdrios ativos para as reacdes catalisadas por metais, tem recebido
extenso uso industrial. Sua a aplicabilidade vai desde utilizagdes bioquimicas,
agroindustriais, detergentes, melhorias no solo, indistria nuclear, armazenamento de

energia, a industria téxtil (Pavelic e Hadzija, 2003; Suib, 2003).
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Al*%ou si** - Zeblita A
Angulo da ligagdo
RS it 2 de
ametro
k\ Angulo da ligaglo entrada
T-0-T

Unidade Poliédrica

Gaiola de Sodalita

Zedlita Y

Figura 5: Formacao estrutural das zedlitas A e Y. Fonte: Vasconcellos 2010

Uma caracteristica importante das zeoélitas, ¢ sua capacidade de troca i6nica. Sua
estrutura negativamente carregada atrai cations para que venham residir dentro dos seus
poros e canais. Tal estrutura possui grandes espacos vazios, ou cargas, que podem
acomodar cations tais como Na’, K', Br' e Ca®’, e até mesmo moléculas relativamente
grandes e grupos catidnicos como: agua, amonia, ions de carbonato e ions de nitrato. O
processo de troca idnica ¢ reversivel, permitindo a adsor¢do de ions e moléculas,
fazendo das zeodlitas ferramentas tteis como filtros para poeira, absor¢ao de toxinas e
como peneiras moleculares. As ze6litas podem conter 4gua como parte de sua estrutura;
apos a liberagdo da dgua por aquecimento, a estrutura basica da zedlita permanece
intacta; subsequentemente outras solugdes podem ser adicionadas a estrutura e a zedlita
age como um sistema de entrega por um novo fluido; este processo pode ser empregado
e aplicado amplamente na medicina, alimentacdo animal, e outros tipos de pesquisa

(Pavelic e Hadzija, 2003).
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2.1.2 Sintese das zeolitas

Uma sintese tipica de zedlita pode ser descrita pelo processo hidrotérmico. Os
regentes utilizados sdo uma fonte de silicio, uma fonte de aluminio, um agente
mineralizante como OH- e, para zeolitas com alta razdo Si/Al, moléculas organicas
atuando como agente direcionador de estrutura (“template” organico ou DAS). Os
cations metalicos inorganicos, como Nat+ ou K+, tem papel importante para
neutralizacdo da carga da estrutura. As fontes de silica sdo numerosas e incluem silica
coloidal, silica amorfa, silica precipitada e fontes organicas de silicio. As fontes de
aluminio sdo Aluminato de So6dio, Boemita, Hidroxido de Aluminio, Nitrato de
Aluminio e Alumina. Normalmente, o agente mineralizador ¢ um metal alcalino na
forma de hidréxido, como por exemplo, o hidroxido de sodio ou o ion fluoreto (F-). O
template organico € uma espécie organica solivel em dgua, como por exemplo, os sais
quaternarios de amonia.

Os processos fisico-quimicos que ocorrem durante a sintese da zeolita sdo
bastante sensiveis ao tipo dos reagentes e a ordem de adicao dos mesmos. Outros fatores
criticos sao a velocidade de agitacao do sistema (homogeneizagdo da mistura reacional),
o envelhecimento do gel, a temperatura e o tempo de cristalizacdo. Existem muitas
reagdes quimicas que ocorrem durante o processo de cristalizagdo das zeodlitas, e durante
a sintese as interagdes entre as espécies organicas e inorganicas sao muito complexas.
Sendo assim, fazendo variar a composicao da solugao (ou gel de sintese) e as condigdes
operacionais, ¢ possivel sintetizar materiais com caracteristicas estruturais e
composigoes diferentes (Vasconcellos, 2010). As sinteses de novas estruturas zeoliticas,
com propriedades caracteristicas diferentes, podem ser obtidas ajustando-se variaveis
que participam do processo de sintese, como temperatura, pressdo, pH, fontes de
aluminio, silicio e contra-ions catidnicos. Para formar diferentes espécies zeoliticas,
usam-se direcionadores organicos e também cations na interacdo com a rede negativa
formada nas ligacdes tetraédricas entre Si e Al. O tipo de cétion presente pode dirigir a
estrutura a ser formada agindo como um molde (“template”). Assim, cations organicos

maiores podem levar a um aumento do volume dos canais (Vasconcellos, 2010).
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2.1.3 Zeolitas e medicina veterinaria (Agrobusiness)

O uso das zeolitas na medicina € relativamente recente, e tem despertado grande
interesse na comunidade cientifica. Especialmente a zeolita natural, clinoptilolita, que
tem recebido destaque devido a suas aplicagdes, sua abundancia, seu baixo custo e a
variedade de ions em sua estrutura. Algumas pesquisas provaram que a inclusdo dessa
zeoblita na dieta de animais fornece um aumento no peso de porcos, bezerros, ovelhas e
frangos. Isto deve se ao fato da zedlita absorver o amdnio (NH4') no intestino dos
animais permintindo assim que possam usar o nitrogenio (Nz) mais eficientemente
(Mumpton, 1999; Papaioannou et al., 2002; Papaioannou et al., 2005). A zedlita
revelou-se também util contra os efeitos toxicos das micotoxinas, e tem a capacidade de
absorver, sequestar, as micotoxinas reduzindo sua absor¢do no intestino dos animais

(Papaioannou et al., 2005).

2.1.4 Zeolitas aplicada a medicina humana

As zeolitas também sdo utilizadas no tratamento de doengas em humanos. A
clinoptilolita, foi analisada como adsorvente de glicose, o que favoreceria os doentes
que sofrem de diabete (Diabete mellitus), auxiliando no controle dos niveis de glicose
no sangue (Concepcion-Rosabal, Rodriguez-Fuentes e Simon-Carballo, 1997). As
zeolitas também podem ser usadas como agentes antibacterianos especialmente quando
a prata (Ag) ¢ incorporada em sua estrutura através do processo de troca idOnica
(Ceyhan, Tatlier ¢ Akcakaya, 2007). Assim, as zeolitas também podem ser utilizadas
como agentes antivirais; o material natural foi testado in vitro na replicacdo de
adenovirus, herpesvirus e enterovirus (Grce e Pavelic, 2005). A zedlita Y foi bem
estudada e mostrou-se capaz de liberar lentamente alguns antihelminticos e
antinflamatorio (Horcajada et al., 2006). As zedlitas podem também ser utilizadas como
biosensores e algumas podem ser co-imobilizadas com enzimas e mediar a prepara¢do
dos mesmos. A prevencdo de diarréia parece possivel usando drogas complexadas a
clinoptilolita. Nesse caso, elas atuam na alteracdo do metabolismo acidofilo por meio
dos efeitos da pressdo osmotica, retadardando a passagem do ingesto e aumentando a
retengdo do entero-patdogeno (E. Coli) (Rodrigues-Fuentes et al., 1997). O silicio ¢ um
agente que tem sido utilizado no processo de calcificagdo dos ossos e, devido ao alto

teor de silicio nas zeodlitas, estes materiais podem ser utilizados na melhoria da saude
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Ossea. A zeolita A, por exemplo, tem mostrado-se um 6timo indutor na producdo de
ostoblasto in vitro. A zedlita Na Y (faujasita) também ja foi estudada como agente de
contraste para ressonancia magnética, originando o agente Gadolite (Balkus e
Bresinska, 1994).

Além do exposto anteriormente sobre zedlita e seu uso na medicina, a partir de
2002, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou o uso de zedlitas para cuidados
de sangramento em vitimas de guerra, o Quikclot, um agente hemostatico com base em
zeolitas que passou a ser comercializado pela Z-Médica Corp. O Quikclot ¢ composto
por aluminosilicatos porosos que oferecem uma grande area superficial e agem como
uma peneira molecular, separando as moléculas por tamanho (Arnaud et al., 2008). Em
1989 surgiu a primeira patente de zedlita utilizada como adjuvante no tratamento
hemostéasico onde, nos estudos, a zeodlita fornece um ligante adequado cuja forma
esterilizada pode ser aplicada diretamente na ferida aberta, fazendo com que o sangue
da ferida seja absorvido nos intersticios presentes no material zeolitico, resultando no
aumento da coagulagdo devido ao fato de que as moléculas de 4gua sdo retiradas do
sangue, resultado da passagem do mesmo nas camadas do material zeolitico (Hursey,
1989).

Ou seja, o material retem rapidamente a dgua em seus poros por meio das
ligacdes de hidrogénio; isto tem efeito localizado e concentra as proteinas e elementos
celulares necessarios para continuar a catalise na formacgao do coagulo (Arnaud et al.,
2008). Além disso, o material funciona com um ativador de contato do padrao
intrinseco da cascata de coagulacao ativando as proteinas, fatores, que iniciam uma série
de mecanismos em cadeia responsaveis pela associacdo da enzima trombina e a
polimeriza¢ao da fibrina (Ostomel, Shi e Stucky, 2006). O Quikclot foi amplamente
aceito pela comunidade cientifica, porém ele apresenta uma reagao adversa; a absor¢ao
da 4gua pelo material ¢ uma reagdo do tipo exotérmica, ou seja, libera energia, nesse
caso na forma de calor, gerando um aquecimento localizado. Esta propriedade foi bem
criticada como possivel risco de queimadura no paciente ou dano no tecido (Arnaud et
al., 2008).

Em uma variedade de circustancias o homem podem ser ferido. Muitas vezes o
sangramento esta associado a muitas feridas e, em algumas circustancias, a ferida e o
sangramento sdo menores, € as fun¢des de coagulacdo sanguinea ocorrem normalmente
necessitando apenas de aplicagdo de primeiros socorros. Infelizmente, em outras

circunstancias um sangramento substancial pode ocorrer. Nessas situacdes requer-se
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equipamento e materias especializados assim como pessoal treinado para administrar os
cuidados apropriados. Se o ferimento ndo for rapidamente avaliado e estancado, um
excesso de sangue ¢ perdido (Hursey e Horn, 2006).

Para soldados feridos em batalhas, o controle da hemorragia é essencial para sua
sobrevivéncia. A hemorragia descontrolada ¢ a lider em causa de mortes em periodo
pré-hospitalar, tanto para vitimas de combate quanto para traumas causados por
acidentes em civis. Geralmente, ¢ aceito que os produtos hemostaticos sejam levados a
frente, na zona de batalha, para controlar os sangramentos rapidamente, que sejam
pronto para o uso, simples de aplicar em primeiros socorros em situagdes de batalhas,
tenha uma vida util longa e previna infecg¢do bacteriana ou viral (Snow, Olson e Melcer,
20006).

O nimero de sobreviventes de lesdes graves tem aumentado ndo somente em
ambientes de guerras, mas também em ambientes de traumas civis, com a ajuda de
técnicas inovadoras e produtos que controlam, ou param, o sangramento com a maxima
rapidez possivel. A tecnologia de controle hemorragico desenvolveu uma variedade de
procedimentos, técnicas, € produtos que interrompem o sangramento tanto interno,
quanto externo (Snow, Olson e Melcer, 2006). A descoberta de um material inorganico
de baixo custo, simples, altamente efetivo como agente hemostatico, de facil aplicagdo
foi um avango notavel para o aumento na probabilidade de sobreviventes de lesdes
traumaticas e isto, ¢ uma Otima razdo para acreditarmos que tenha uma abordagem
semelhante de eficacia quando aplicada a procedimentos cirurgicos de alto-risco. O
controle do fluxo sanguineo ¢ de interesse critico tanto para o tratamento de pessoas
traumaticamente feridas como para a proje¢ao de dispositivos médicos que entram em

contato com o sangue (Ostomel et al., 2007).

2.2 Hemostasia

O aparelho circulatério de mamiferos constitui-se, em sentido geral, de um
sistema de tubos, que impede que seu contetdo, o sangue, escape para banhar
diretamente os tecidos. Os fatores sanguineos devem estar em equilibrio, permitindo
que o sangue permaneca liquido no interior dos vasos. O rompimento desse equilibrio,
qualquer que seja a natureza, poderd levar tanto a um extravasamento sanguineo quanto
a uma alteracdo da fluidez, tornando o sangue um gel, e assim dificultando ou mesmo

impedindo a circulagdo no local de sua formacdo, devido a massa solida de sangue
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formada, chamada trombo. A formagdo do trombo ou a perda de sangue (hemorragia)
terdo consequéncias variadas, dependendo do local atingido. A intensidade de ambas
(hemorragia ou trombose) vai depender da grandeza das alteragdes e do grau do
desequilibrio atingido (Carlos e Freitas, 2007).

A hemostasia ¢ o resultado de um conjunto de processos bem regulados que
executam duas fungdes importante: manter o sangue em um estado fluido, livre de
coagulo nos vasos normais e prontos para induzir o tampao hemostatico rapido,
localizado em um local de lesdo vascular (Carlos e Freitas, 2007). Apos a lesdao de um
vaso, as plaquetas aderem s macromoléculas no tecido subendotelial no sitio da lesdo e
se agregam para formar um coagulo primario. As plaquetas estimulam a ativagdo local
de fatores de coagulacdo do plasma, que levam a geragdo de um coagulo de fibrina que
reforca a agregacdo plaquetdria. Subsequentemente a cura da lesdo, as plaquetas
agregadas e o coagulo de fibrina sdo removidos (Riddel Jr ef al., 2007).

O processo hemostatico € regulado basicamente por trés componentes: parede
vascular, plaquetas e cascata de coagulagdo. O processo normal ocorre como resultado
de um conjunto de processos que realizam duas fun¢des; primeiro, a manutengdo do
fluxo sanguineo, e segundo a indugdo rapida e localizada de um tampao hemostatico no
sitio da injuria vascular. A coagulacdo ocorre quando a enzima trombina ¢ gerada por
protedlise do fibrinogénio solivel no plasma, formando um polimero de fibrina
insolavel ou coagulo. Mecanismos para restringir a formacao de agregados de plaquetas

e coagulos de fibrina sdo necessarios para manter a fluidez do sangue (Riddel Jr et al.,

2007).

2.2.1 Coagulacio sanguinea (cascata de coagulagao)

A coagulacdo ¢ uma série complexa de interacdes nas quais o sangue perde suas
caracteristicas de fluido, sendo convertido em massa semi-sé6lida, formando um coagulo
irreversivel pela interacdo do tecido lesado, plaquetas e fibrina (Carlos e Freitas, 2007).

O entendimento bioquimico do processo de coagulagdo sanguinea iniciou-se na
década de 40, quando Paul Owren (1947) reconheceu que a diatese hemorragica,
tendéncia a sangramento sem causa aparente, em uma jovem mulher poderia ndo ser
explicado pelo conceito de 4 fatores, vigente na época, hipotetisando que ela perdeu o
quinto fator de coagulag¢do de seu plasma. Os fatores de coagulagdo foram designados

por niimeros romanos, vale salientar que no sistema numérico adotado ¢ atribuido um
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numero ao fator de acordo com a sequéncia de descoberta e ndo ao ponto de interacao
na cascata. Entre as décadas de 40 e 50 varios fatores de coagulagdo foram descobertos,
entretanto, o que ndo havia sido esclarecido ainda era a como esses multiplos fatores
interagiam entre si para converter a protrombina em trombina, resultando na formacao
de um coagulo de fibrina. O desenvolvimento deste conhecimento provou-se essencial
na contribuicdo para o entendimento do mecanismo de coagulacdo (Riddel Jr et al.,
2007).

Em 1960, dois grupos independentes de bioquimicos introduziram o modelo de
coagulacdo com uma série de passos nos quais a ativagdo de cada fator leva a ativagao
de um outro, culminando em uma explosao de geracao de trombina. Este modelo
descreve cada fator de coagula¢do sendo uma pré-enzima que pode ser convertida em
uma enzima ativa. Os modelos de cascata ou cachoeira sugerem que a sequéncia de
coagulacao ¢ dividida em dois padrdes. A coagulagdo poderia ser iniciada pela via do
padrao intrinseco, assim chamada porque todos os componentes estdo presentes no
sangue, ou pelo padrdo extrinseco, em que uma proteina de membrana da célula
subendotelial, fator tecidual (TF), ¢ requerida adicionalmente aos componentes
circundantes. A iniciagdo por qualquer um dos padrdes resulta na ativacao do Fator X e
na eventual geragao de um codgulo de fibrina através do padrao comum (Riddel Jr et

al., 2007).

2.2.1.1 Via Intrinseca

Este padrao consiste de uma cascata de reagdes proteicas iniciadas por fatores
que estdo presente no sangue. Quando em contato com uma superficie de carga
negativa, tal como vidro ou a membra de uma plaqueta ativada, uma proteina do plasma
chamada de FXII (fator de Hageman) torna-se ativa FXIla (o sufixo a indica que esta ¢
“a” forma ativa do fator). O HMWK ( High Molecular Weight Kininogen — cininogénio
de alto peso molecular), um produto das plaquetas, que liga-se a membrana da plaqueta
e ajuda a ancorar o FXII a superficie carregada servindo como um co-fator. A
assisténcia da HMWK na conversdo do FXII em FXIIa limita a velocidade de conversao

(Riddel Jr et al., 2007).
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Uma vez que ha uma pequena quantidade acumulada de FXIla, este converte a
pré-calicreina em calicreina, com HMWK como ancora. Por sua vez, a calicreina recém
sintetizada acelera a conversdo do FXII para FXIla. Além de amplificar sua propria
producdo de calicreina, o FXIla junto a HMWK, clivam proteoliticamente o FXI,
formando FXIa. Por sua vez, FXIa, também ligado a superficie carregada da HMWK,
cliva proteoliticamente o FIX a FIXa (Riddel Jr et al., 2007).

FIXa e a trombina, clivam proteoliticamente o FVIII, formando o FVIIIa, um co-
fator da proxima reagdo. Finalmente, o FIXa e o FVIIIa junto ao catio Ca**, que pode
vir em grande parte das plaquetas ativadas, e os fosfolipideos carregados negativamente,
principal constituinte da membrana celular, formam um complexo trimolecular
chamado fenase. Esse complexo converte o FX em FXa. Algumas séries paralelas de
interagdes ocorrem, o FXa liga-se ao co-fator FVa, em si um fator resultante que
participa do feedback positivo que esta presente na reacdo para gerar um complexo
enzimaticamente ativo como uma protombinase. Este complexo converte a pro-enzima
protrombina na sua forma enzimatica, trombina. A trombina atua no fibrinogénio
gerando um mondmero de fibrina, que rapidamente polimeriza-se formando um coagulo
de fibrina (Riddel Jr et al, 2007). A figura 6 mostra o esquema da cascata de

coagulacdo e as vias intrinseca, extrinseca € o padrao comum.

2.2.1.2 Via Extrinseca

Esse padrao também inclui proteinas, co-fatores e enzimas. O padrao extrinseco
¢ iniciado pela formacdo de um complexo entre o fator tecidual (TF), na superficie
celular, e o FVIla que se localiza fora do sistema vascular. Células ndo vasculares
constitutivamente expressam a proteina de membrana integral TF, variavelmente
conhecida como um FIII ou tromboplastina tecidual, que ¢ um receptor para a proteina
plasmatica. Quando uma lesao no endotélio permite que o FVII entre em contanto com
o TF, o TF ndo proteoliticamente ativa FVII a FVIla. O mecanismo de inicio da
conversdao do zimogénio FVII a FVIla ¢ ainda debatido mas pode estar relacionado a
ativagdo auto-catalitica e ndo ao efeito do TF. Esta ligacdo, FVIla ao TF forma um
complexo enzimatico que ativa o FX a FXa. O complexo FVIIa/TF, tem funcao similar
ao complexo tenase do padrdo intrinseco, convertendo o FX para a forma ativa, FXa,

que liga-se ao co-fator FV e a membrana superficial na presenga de ions de célcio para
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gerar o complexo pro-trombinase. Este complexo por sua vez converte a protrombina
em trombina, que converte fibrinogéncio em fibrina gerando o codgulo de fibrina.
Independente de o FXa surgir por meio do padrio extrinseco ou intrinseco, a cascata

prossegue ao longo do padrao comum (Riddel Jr ef al., 2007).

2.2.1.3 Padrao Comum

A padrdo comum inicia-se com a ativagdo do FX nos padrdes intrinseco ou
extrinseco, ou ambos. O FXa ¢ a primeira protease deste padrao, na presenca do FV, dos
fons de Ca®" e dos fosfolipideos, a protease converte a protrombina na sua forma ativa,
trombina. A principal acdo da trombina ¢ catalizar a protedlise do fibrinogénio soluvel
no plasma para formar mondmeros de fibrina que permanecem soliiveis. Os mondmeros
de fibrina polimerizam-se para formar um gel de polimeros de fibrina que aprisionam as
células do sangue. A trombina também ativa o FXIII, que € convertido em FXIIla e
medeia a liga¢do cruzada do polimero para formar uma malha chamada fibrina estavel,
que ¢ menos soluvel que os polimeros. A trombina pode catalisar a formacao de uma
nova trombina da protrombina e ainda catalisar a formacdo de co-fatores (FVa e

FVIlla), resultando na amplificagdo eficiente da coagulacdo (Riddel Jr et al., 2007).
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( (Via intrinseca) )
7
Xl —» Xlla (Via extrinseca)
Xl —» Xla
Fator tecidual
* + Vlla
IX —»1Xa
28 * . & 7
- R
X & Xa
+ Va

I —» lla
(Trombina)

Fibrinogénio —— Fibrina

(Via comum)

.

Figura 6: esquema da cascata de coagulacio (simplificado) suas vias (intrinseca e extrinseca) e o
padrio (ou via) comum (Santos, 2013)

2.2.2 Modelo celular

Recentemente um novo modelo que permite maior entendimento de como o
processo hemostatico funciona in vivo foi concebido. A nova teoria ¢ conhecida como
modelo celular de coagulacdo ou modelo da coagulacdo com base na superficie celular.
Este modelo enfatiza a interacdo entre os fatores soluveis, a membrana celular e a
célula, todos sdo considerados elementos essenciais para o processo de coagulagdo. O
novo modelo real¢a a importancia de um complexo TF/FVIIIa na fase de ativagdo do
sistema e considera a coagulacdo como um processo com trés diferentes fases:

iniciacdo, amplifica¢do e propagagdo (Hoffman, 2003; Galvez e Cortes, 2012).
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2.2.2.1 Iniciac¢ao

A fase de iniciacdo do processo de coagulacdo ocorre quando as células que
expressam o FT em sua superficie sdo expostas ao componentes do sangue no sitio de
lesdo. O FT uma vez ligado ao FVII presente no sangue, rapidamente ativa o FVII a
FVIla, o complexo TF/FVIla ativa o FX diretamente e indiretamente através do FIX,
transformando pequenas quantidades de protrombina (FII) em trombina, que ainda sdo
insuficientes para a realizagdo do processo de formagdo da trombina (figura 7). A
interacdo entre o TF e o FVIla ¢ um passo fundamental para o inicio da coagulagdo

(Perez-Gomez e Bover, 2007; Ferreira et al., 2010; Galvez e Cortes, 2012).
2.2.2.2 Amplificacio

A trombina gerada pelas células que expressam o FT possui varias fungoes,
sendo a principal delas a ativacdo méaxima das plaquetas, que expdem os receptores €
sitios de ligacao para os fatores de coagulagdo ativados. A trombina, em conjunto com o
Ca®" do sangue e os fosfolipideos derivados das plaquetas, participam ativamente no
processo do feedback positivo na ativacdo dos fatores XI, IX, VIII e V, e,
especialmente, para acelerar a ativacdo plaquetdria (figura 7). Simultaneamente os
fatores mencionados sdo atraidos por mecanismos quimiostaticos para a superficie das
plaquetas, onde um processo muito importante da ativacdo e multiplicagdo ocorrem
rapidamente (Perez-Gomez e Bover, 2007). A amplificagdo depende da presenga da
membrana de plaquetas ativadas e a interacdo destas com os fatores de coagulagdo,
especialmente com as pequenas quantidades de trombina gerada proximo a célula
transportadora TF. As plaquetas sdo ativadas e degranuladas enquanto elas aderem e
formam um codgulo no local da lesdo. Uma importante caracteristica da ativacdo
plaquetaria ¢ a mudanga de polaridade da carga negativa final dos fosfolipideos, que
permitem a interacdo com os fatores de coagulacdo. Uma pequena quantidade de
trombina produzida pelo complexo TF-FVIla ¢ essencial para a amplificagao, embora
seja insuficiente para a formacdo do coagulo. A trombina ¢ um agente de recrutamento
plaquetéario muito ativo e da um feedback positivo porque pode também ativar os fatores
V, VIII e XII. A amplificagdo ¢ também caracterizada pelo sistema de feedback
negativo por intermédio de anticoagulantes naturais: TFPI , antitrombina e proteina C,
que desempenha um importante papel na regulagdo da procoagulacdo (Galvez e Cortes,
2012).
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2.2.2.3 Propagacio

A fase de propagagdo ¢ caracterizada pelo recrutamento de um grande nimero
de plaquetas para o sitio de lesdo e pela produgdo dos complexos tenase e protombinase
na superficie das plaquetas ativadas. Primeiramente, o FIXa ativado durante a fase de
iniciagdo pode agora ligar-se ao FVIIla na superficie das plaquetas formando o
complexo tenase. Uma quantidade adicional de FIXa pode também ser produzida pelo
FXIa ligado as plaquetas. Como o FXa ndo pode mover-se efetivamente das células que
expressam o FT para a plaqueta ativada, uma quantidade maior de FXa deve ser
produzida diretamente na superficie da plaqueta pelo complexo FIXa/FVIlia.
Finalmente, FXa rapidamente se associa ao FVa ligado a plaqueta durante a fase de
amplifica¢do, resultando na formacdo do complexo protombinase, o qual converte
grande quantidade de protombina em trombina (figura 7). A trombina ¢ responsavel
pela clivagem do fibrinogénio em monoméros de fibrina (Ferreira ef al., 2010). O FXIII
e o TAFI sdo simuntaneamente ativados pela trombina, esses fatores adicionam

positivamente efeitos de estabilizacdo e resisténcia a plasmina (Galvez e Cortes, 2012).
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Modelo da coagulacao baseado em superficie celulares

vV

Vlila

+

FT

Iniciacao Célula expressando
(nas células que o fator tecidual
expressam o FT) Vila
12 (Trombina)

Amplificacio
(na superficie das

plaquetas ativadas) Villa VIl + FvW Xla

Propagacio Va
(na superficie das (Complexo
plaquetas ativadas) protrombinase) +
2 (Trombina)

Xa
Xa+Vllla | — 5
{Complexo
tenase) X

Fibrinogénio — Fibrina

Figura 7: esquema de coagulacio com base no modelo de superficie celular, a figura mostra as trés
fases da coagulagdo: iniciacido, amplificacio e propagaciio e os fatores envolvidos (Ferreira et al.,
2010)

2.2.3 Ativacao de contato

O padrdo, ou via, intrinseco da coagulacdo ¢ desencadeado pela ativacao de
contato de uma protease do plasma conhecida como fator XII, seguida pela ativagao
proteolitica sequencial dos fatores XI e IX. Quando o sangue entra em contato com uma

superficie carregada negativamente, uma série de reagdes proteoliticas ¢ iniciada
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resultando na ativagdo de proteases plasmaticas, além do FXII, como a pré-calicreina,
FXI, e a clivagem do cininogénio de alto peso molecular (HMWK); este processo
coletivamente chamado de ativacdo de contato, apresentado na figura 8, desencadeia
varios sistemas de defesa plasmatico in vitro incluindo a formagdo da fibrina,
fibrinolise, ativacdo do complemento e geragdo de cinina (Gailani, David e Renne,

Thomas, 2007; Gailani, D. e Renne, T., 2007).

Geracao de cinina

HMWK ——- Bradicinina
Pré uroquinase I

+—— a-calicreina <———= Pré calicreina

uroquinase
FXII FXlla mep  Ativacio do
complemento
Fibrindlise FXI ==> FXla

Coagulacao

Figura 8: ativacdo de contato e os varios sistemas nos quais esta envolvida: geraciao
de cinina, ativacio do complemento, coagulacao e fibrindlise (Gailani, D. e Renne,
T., 2007)

2.3 Tromboelastografo (TEG)

O TEG ¢ um método laboratorial in vitro que permite a avaliacdo global do
processo de iniciacdo, formacdo, estabilizacdo e lise do codgulo; documentando a
interagdo das plaquetas e outras células sanguineas com as proteinas da coagulagdo. As
alteragdes viscoeldsticas que ocorrem durante a coagulagdo sdo registradas, fornecendo
uma representagdo grafica do processo de polimerizagdo da fibrina e também da forca
do coagulo. O sangue ¢ introduzido em uma cuveta onde encontra-se um pino suspenso

conectado a um sistema de detecgdo. No TEG, figura 9, esse sistema ¢ um fio de
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tor¢do, a cuveta e o pino sofrem um movimento de oscilacdo de 4°45° entre eles. O
sangue total citratado, o citrato de sddio quela os ions de cdalcio presente no sangue
interrompendo o processo de coagulacdo, ¢ colocado na cuveta e a esta ¢ adicionado o
cloreto de calcio ¢ a medida que o codgulo se forma, as fibras da fibrina ligam as
paredes da cuveta ao pino, desse modo os movimentos de rotagdo da cuveta ¢ a
impedancia s3o transmitidos para pino e o grafico ¢ gerado.

As analises dos materiais como agentes hemostaticos coagulantes foram

realizadas no laboratério de coagulagao da FMUSP.

O TEG fornece um gréafico conhecido como tromboelastograma, figura 10, este
grafico permite a avaliagdo da coagulagdo sanguinea por meio dos seguintes indices de
coagulacdo:

1) tempo de reagdo: caracterizado como R, ¢ o tempo de formacdo de um coagulo
reconhecivel tamanho de aproximadamente 2 mm (Ostomel et al., 2007), inicio da
producdo de fibrina (Santos, 2013).

2) tempo de coagulacdo: caracterizado como K, este parametro equivale ao tempo que
inicia a partir de R e se prolonga até o codgulo atingir 20 mm, este parametro mostra a
formacao de um codgulo relativamente firme;

3) angulo a (alfa): inclinacdo entre R e K, representa a taxa de geragdo de trombina e a
conversao de fibrinogénio em fibrina

4) MA, maior amplitude ou amplitude maxima, reflete a maxima propriedade elastica da

fibrina e adesao plaquetaria (Santos, 2013).

Consta na literatura que os materiais a base de aluminosilicato sao ativadores de
contato do padrdo intrinseco, embora o TEG ndo forneca especificamente em qual fator
de coagulacdo ocorre a deficiéncia ou ndo na amostra, ele fornece uma visdo global do
processo em si e através da analise dos indices pode-se inferir se ha ou ndo deficiéncia
no processo de hemostasia (Ribeiro, 2006).

Vale salientar, que os materiais zeoliticos foram sintetizados para serem
aplicados em pacientes cujo processo de coagulagdo esteja em equilibrio hemostatico,
ou seja, pacientes que ndo possuem deficiéncia nos fatores de coagulagdo, visto que o
material ndo possui nenhum tipo de fator bioldogico que possa substituir e/ou interferir
nos componentes da coagulagdo; embora os materiais foram testados em pacientes cujo

sistema de coagulagdo possuia algum tipo de deficiéncia como por exemplos pacientes
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com hemofilia, e obtivemos sucesso nessa aplica¢do, o foco sdo pacientes com sistema

de coagulagao normal.

Figura 9: imagem ilustrativa do TEG 5000 Tromboelastograph
Hemostatic analyser system

l___'_'—*—-—.___________*_-_

T T
Coagulation Fibrinolysis

Figura 10: figura esquematica do tromboelastograma ilustrando os parametros R, K, a e MA

(Galvez e Cortes, 2012)
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3 - JUSTIFICATIVA

O potencial de aplicacdo de materiais zeoliticos como agentes hemostaticos foi
evidenciado com o desenvolvimento do agente hemostatico Quikclot, que tem como
base a estrutura da zeoélita faujasita (FAU). O uso pratico desse material, apresentou
uma contra indicagdo: queimaduras localizadas devido ao calor gerado pela absor¢do da
agua pelo material. Existe atualmente mais de 206 estruturas de zedlitas, devidamente
catalogadas pela International Zeolites Association (IZA), e o potencial de uso dessas
diferentes estruturas zeoliticas como agente hemostatico coagulante ainda ndo foi
completamente explorado, portanto o estudo sistematico desses materiais como agentes
hemostaticos se justifica dentro dessa proposta de pesquisa. Outro aspecto relevante ¢
que o desenvolvimento desse tipo de tecnologia, abre a possibilidade de nacionalizacao

de varios desses agentes hemostaticos.

4 - OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi sintetizar familias zeolitica ja conhecidas como:
Faujazita (FAU), Gismondina (GIS), Mordenita (MOR), realizar o processo de troca
ionica com solucdo de calcio (Ca®") com esses materiais, caracteriza-los por técnicas
de Raio X, TGA, FTIR, MEV e estudar o uso desse material como agente hemostatico
in vitro, utilizando o TEG (tromboelastograma), e sua eficiéncia na coagulagdo

sanguinea.
5 — OBJETIVOS ESPECIFICOS
Os objetivos especificos foram:
- sintezar zeolitas Faujasita (FAU), Gismondina (GIS) e Mordenita(MOR)
- caracterizar as zeolitas através de difracao de raio X, MEV, TGA, ATR-FTIR
- realizar troca idnica com solucio de calcio (Ca?)
- analisar a eficdcia com testes in vitro (TGE), verificar tempo de coagula¢ao

- analisar os tipos de reacdes que possam ocorrer durante o processo de coagulacdo

(reagdes exotérmicas)
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6 —- MATERIAIS E METODO

Para as sinteses das zeolitas foram utilizados sais indrganicos e organicos todos
adquiridos da Sigma-Aldrich. Os materiais foram usados tais como recebidos, sem

nenhum tipo de purificagao.

7 - SINTESES
7.1 Sintese da Zeolita Faujasita (FAU)

A zeolita faujasita foi sintetizada da seguinte maneira: o aluminato de sddio e o
hidréxido de sédio foram preparados em forma de solugdo usando agua destilada. A
solu¢do de aluminato de sodio foi acrescentada uma solucdo de hidroxido de
tetraetilamonio (20% TEAOH em H20) com agitacdo constante durante 15 minutos.
Em seguida, foi acrescentada a silica amorfa (Cabosil Grade EH-5) em quantidade
suficiente para que a composicdo molar da reagdo fosse: 11,3S102: 1,2 Al203: 4,5
Na20: 35,5 TEAOH: 500 H20. O gel final foi colocado em um reator estatico (Parr
Instrument Company) acondicionado a estufa (Lindberg/Blue M MO1440) ¢ a
cristalizacao ocorreu por 10 dias a 75°C. A amostra cristalina foi filtrada e seca a vacuo
por 3 dias e, em seguida, foi feita sua andlise por difragdo de raios X. A zedlita foi
convertida para a forma Ca”" por troca idnica com a solucdo de sal apropriada, cloreto
de calcio, com solucao aquosa de 1 M. Em um tipico experimento de troca ionica 1g da
zeblita foi colocado num frasco de teflon junto com 30 mL de solucio de calcio (Ca®")
e, depois de 12 horas a 100°C, os produtos foram filtrados, lavados, secos a vacuo, e

novamente hidratados dentro de um dessecador.
7.2 Sintese de Gismondina (GIS)

A zedlita gismondina foi sintetizada de maneira analoga a zedlita faujasita numa
reagdo tipica de zeolitas com uso de aluminato de sédio e hidréxido de sodio, em
seguida, foram preparadas em forma de solucdo usando agua destilada, ao contrario da
sintese da zeolita faujasita o agente mineralizador foi o hidréxido de tetrapopilamonio.
Apds dissolucdo de hidroxido de tetrapropilamonio (20% TPAOH em H,0) e agitada
por 30 minutos. Em seguida foi acrescentada a silica amorfa (Cabosil Grade EH-5), em

quantidade suficiente para que a composicdo molar da reacdo fosse:
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Si0,:A1,03:4,5Na,0:35,5TPAOH:500H,0. O gel final foi colocado em reator estatico
(Parr Instrument Company) e levados a estufa (Lindberg/Blue M MOI1440) e a
cristalizagdo ocorreu por 5 dias a 100°C. O precipitado zeolitico foi filtrado, lavado com
solugdo contendo NaOH (pH10) e seco a vacuo. O equilibrio em constante umidade foi
estabelecido em 3 dias (dissecador saturado com KOH, neste caso, obteve-se o produto
em forma completamente hidratada). A zeolita foi convertida para a forma Ca*" por
troca i0nica com a solucdo de sal apropriada, processo semelhante ao ja citado na

sintese de faujasita.
7.3 Sintese da Mordenita (MOR)

A zeolita mordenita foi sintetizada usando aluminato de s6dio, como fonte de
aluminio; hidroxido de sodio, como mineralizador ¢ Ludox-30 como fonte de silica, o
gel final teve uma composi¢do molar de 1.0S10,:0,052 Al,05:0,23Na,0:7,95H,0. Apds
a homogeneizacdo da mistura sob agitagdo magnética, a solucdo resultante foi
acondicionada em garrafa de teflon e mantida em temperatura ambiente por
aproximadamente 50 (cinquenta) minutos para o processo de envelhecimento. Apos
essa etapa, o gel final foi acoplado a um reator estatico (Parr Instrument Company) e
levada & estufa (Lindberg/Blue M MO1440) a 170°C por 4 (quatro) dias para o processo
de cristalizagdo, depois desse, o precipitado resultante foi filtrado, lavado varias vezes
com agua destilada aquecida entre 75° a 80°C e seco em estufa a 60°C. A zeolita foi
convertida para a forma Ca" por troca i6nica com a solucdo de sal apropriada, no caso
da mordenita foram realizados dois processos de troca idnica o primeiro em condi¢des
semelhantes a gismondina e faujasita e o segundo em outras condigdes: 100°C a 60

horas.
8 - CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS MATERIAIS ZEOLITICOS

Os materiais zeoliticos foram caracterizados por difracdo de raio-X (DRX),
microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier com refletancia total atenuada (ATR-FTIR), termograma

(TGA).
8.1 Difracao de Raio X (DRX)

Os padrdes de DRX dos materiais zeoliticos foram adquiridos pelo difratometro

Rigaku RotaFlex RU200B (Toéquio, Japao) com uma fonte de anodo rotatorio,
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geometria de Bragg-Brentano, operando com radiacdo Cu-Ka (comprimento de onda =
1,5418 A) 2 50 kV e 100 mA, e equipado com um monocromador de grafite. Os padrdes
de difragdo em p6 foram registrados na faixa de 26=3-80° com uma velocidade de

varredura de 2.0° por minuto.
8.2 Microscopia Eletronica de Varredura

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram registrados
utilizando um instrumento Phillips XL30 FEG, operando com um feixe de elétrons
regulavel para tensdes de 5 a 25kV. Previamente, as amostras foram submetidas a um

revestimento fino de ouro foi depositado sobre as amostras.

8.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier com refletincia

total atenuada (ATR-FTIR)

As analises de ATR-FTIR foram realizadas para estudar as caracteristicas
estruturais dos materiais. Os espectros foram coletados por meio de um Smart Orbit
ATR (Thermo Scientific) com acessoério de diamante e um espectrofotometro Nicolet
6700 (Thermo Scientific) equipado com um detector DTGS. Todas as amostras foram
analisadas com capacidade de resolugdo espectral de 4 cm™ entre 400 cm™ e 4000 cm’™

e 16 scan cada amostra.

8.4 Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica foi realizada em um analisador TGA 4000 da
Perkin Elmer, em atmosfera de nitrogénio na faixa de 35°C a 900°C de temperatura,

utilizando uma faixa de aquecimento de 10°C min™".

8.5 Tromboelastografia

Para os testes de coagulacdo, os materiais (FAU/PURA, FAU/Ca2+, GIS/Na,
GIS/Ca®*, MOR/PURA e MOR/Ca*") foram analisados com o uso do aparelho TEG
5000 (sistema de andlise de hemostasia, tromboelastografo 5000 da Haemoscope) no

Laboratdrio de Coagulagdao do Hospital das Clinicas de Sao Paulo (HC-USP).
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Para os testes de TEG foram coletadas amostras de sangue de voluntérios, o
sangue foi estabilizado com citrato para manter suas caracteristicas; para a realizagdo do
teste 20 puL de solucdo aquosa de cloreto de calcio a 0,2 M foram adicionado ao cup, o
calcio reativa o sangue quelado pelo citrato, em seguida 340 pL de sangue foram
homogeneizados com 0,005 mg do agente hemostatico e adicionado ao cup e a leitura
foi feita; esse mesmo processo foi feito para todos os agentes hemostaticos e repetidos
pelo menos trés vezes pra cada agente, foi realizado também a leitura do sangue puro

para comparagao com o material zeolitico.

Foram realizados também testes de tromboelastografia com o agente
hemostatico Caolin. Esse agente ¢ um tipo de material com base de aluminosilicato.
Este material ¢ um potente iniciador da coagulagdo agindo como um ativador de
superficie similar as zeolitas. Suas caracteristicas inertes permitem que seja aplicado na

pele sem nenhum tipo de reagado alérgica (Trabattoni, Gatto e Bartorelli, 2012).
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9 - RESULTADOS
9.1 Difracao de raio-X

Neste trabalho, os materiais foram submetidos a analise de raio-X para avaliar a
formagdo da estrutura e compara-las com os padrdes teoricos das mesmas. O padrao de
difracdo dos materiais zeoliticos FAU, GIS e MOR, e suas formas puras e trocadas com

’ 2+ ~ :
o ion Ca” estdo representadas nas figuras de 11 a 17 respectivamente.

Figura 11: Difratograma da zedlita FAU/PURA, e o padrio calculado para este tipo de material.
(Fonte: (Treacy e Higgins, 2001)

O padrao de difracdo da zedlita faujasita (FAU) esta de acordo com os dados
teoricos relatados na literatura por (Treacy e Higgins, 2001). A andlise do padrao de
difragdo da figura 11 mostra que ha um perfeito “match”, ou seja, uma correspondéncia
entre os picos de difra¢do apresentados pelo material sintetizado e o seu padrao teorico,
de acordo com (Hriljac et al., 1993) os valores de cela unitaria da zedlita faujasita sdo:

a=24257Ab=24257A c=24.257,0=90°, B=90°, y=90°
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Figura 12: Difratograma das zéolitas FAU/PURA e FAU/Ca®", as setas indicam as mudangas
na intensidade dos picos de difracio apos o processo de troca ionica

A figura 12, mostra o difratograma da zedltia FAU apo6s o processo de troca
A s 2+ 71
i6nica com o ion Ca”', pode se observar que a estrutura da zeolita demonstrou pouca
modificagdo estrutural, com o desaparecimento de alguns picos de baixa intensidade, e
diminui¢cdo de outros picos de maior intensidade ambos identificados na figura pelas
setas; porém a estrutura primaria da zedlita FAU para as reflexdes nos angulos de

difragdo 2 0 permaneceu inalterada.
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Figura 13: Difratograma da zedlita GIS/Na e seu padrao calculado. Fonte: (Treacy e Higgins, 2001)

A figura 13, representa uma comparacdo das difragdes da zeolita GIS/Na

experimental e o padrdo teorico reportado por (Albert et al., 1998), pode se observar no

difratograma que o padrao tedrico, linha vermelha, e o padrao experimental, linha preta,

sdo similares, de acordo com (Albert et al., 1998) os valores de cela unitaria da zedlita

gismondina com s6dio sdo: @ = 14.238 A 5=9.983 A ¢=10.006 B=134.217°, R,

0.076, R, =0.056.
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Figura 14: difratograma das zeolitas GIS/Na e GIS/Ca evidenciando a estrutura apés o
processo de troca idnica com o cation Ca’, as setas indicam mudanc¢as na intensidade,
desaparecimento e surgimento de novos picos

O processo de troca idnica com Ca’” com a GIS/Na, diferentemente da troca
i6nica com FAU, gerou modificacdes drasticas na estrutura cristalografica da zedlita,
isso pode ser observado no difratograma da figura 14, onde distingui-se o surgimento
de novos picos, representados pelas setas, o desaparecimento de outros € mudangas na
intensidades dos picos remanescentes; (Albert, Cheethman ¢ Adams, 1998), reportou
esta mudanca na cela unitaria com os seguintes dados: a = 10.024 A 5 =10.613 A

c=9.833 PB=92.292° R,=6.77 (%), Rw=648 (%).
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Figura 15: Difratograma da zedlita MOR/PURA e seu padrao calculado. Fonte: (Treacy e Higgins,
2001)

A figura 15, representa a comparagcdo das difracdes da zeolita mordenita
(MOR) experimental, linha preta, e o padrao teodrico, linha vermelha, reportado por
(Aly, Moustafa e Abdelrahman, 2012), o padrao de difracdo apresentado, revela os
melhores resultados sintetizados, a sintese de zeodlita MOR, ndo é um trabalho trivial
pelo fato de necessitar de um template organico que funcione como um direcionador de
estrutura, como o brometo de tetraetilamonio (Aly, Moustafa e Abdelrahman, 2012), o
o-fenilenodiamina (Mohamed et al., 2005). A comparagdo da difragao teodrico ¢ o
experimental indica um “match” entre eles, com excecdo do pico 12,4; embora o
padrao teorico ndo apresente esse pico ha trabalhos que reportam o seu aparecimento
(Mohamed et al., 2005). O padrio de cela unitaria para esta zedlita é: a = 18.130 A
b=20.500 A ¢=7.520A.
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Figura 16: difratograma das zeélitas MOR/PURA e MOR/Ca®, evidenciando
modificacées na estrutura apos o processo de troca idnica com o cation Ca**

A figura 16, representa os padrdes de difragdo das zeodlitas MOR/PURA e
MOR/Ca®", observa se que ocorreu a diminuicio na intensidade de alguns picos e o
desaparecimento de reflexdes de baixa intensidade, indicando que a estrutura primaria

da zedlita MOR permaneceu inalterada.
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Figura 17: difratograma da zeoélita MOR/Ca’" comparando a primeira e a segunda troca
ionica com o mesmo material, as setas evidenciam as mudancas na estrutura do material
apods o segundo processo

A zeolita mordenita, foi submetida ao segundo processo de troca idnica visto que
o primeiro processo ndo resultou em uma incorporagdo de fons de Ca** com a mesma
eficacia que os outros dois materiais (FAU/PURA e GIS/Na). O segundo processo de
troca i0nica, figura 17, descrito no item 7.3, demonstrou que houve uma modificagao
significativa na estrutura dessa zedlita como pode-se observar no difratograma onde as
setas indicam as posi¢cdes nas quais ocorreram a diminuicdo dos picos de baixa
intensidade e o desaparecimento de alguns em comparagdo ao difratograma da primeira

troca.
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9.2 Analise termogravimétrica (TGA)

As andlises termogravimétricas das zedlitas FAU/PURA, FAU/Ca*",
GIS/PURA, GIS/Ca*", MOR/PURA e MOR/Ca”" sdo apresentados nas figuras 18 a 23.
O termograma da zeolita FAU/PURA, figura 18, registra uma perda de 4gua em torno
de 120°C essa perda esta relacionada as moléculas de dgua adsorvida a superficie da
zeoblita. O total de massa, em forma de moléculas de dgua, liberada por esse material foi
de aproximadamente 22% da massa original, ou seja foram liberadas 6,9.10" moléculas

de 4agua (Dalai et al., 2005; Almeida, Martins e Cardoso, 2010).
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Figura 18: termograma da zeé6lita FAU/PURA, ilustrando a variacdo de temperatura de

35°C a 950, e a perda de massa relativa
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Foi realizada também analise de TGA com as amostras ap0s o processo de troca
ionica, a figura 19, ilustra o termograma da zeolita FAU/Ca®" . A anélise revela que ndo
ha diferenca significativa entre os dois termogramas, o termograma da zedlita FAU/Ca*"
mostra uma perda de massa em torno de 120°C, similar a perda da zeolita FAU/PURA;
de aproximadamente 26% do material ou 7,62. 10" moléculas de agua; mostrando a

estabilidade do material ap6s o processo de troca ionica.
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Figura 19: termograma da zedlita FAU/Ca’" ilustrando a variacio de temperatura de

35°C a 950, e a perda de massa relativa
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O termograma da GIS/PURA, figura 20, apresenta trés curvas nitidas, a
primeira e a segunda curva, por volta de 80°C e 180°C, referem-se a perda de agua
adsorvida a estrutura da zeolita. A terceira curva aproximadamente 280°C, refere-se a
perda de agua cristalografica, ou seja, as moléculas de 4gua que fazem parte da estrutura
interna do material. A zedlita gismondina liberou aproximadamente 16% de sua massa

em forma de 4gua, num total de 4,83.10'" moléculas de agua (Pal et al., 2013).
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Figura 20: Termograma da zedlita GIS/PURA ilustrando a variacdo de temperatura de

35°C a 950, e a perda de massa relativa



53

O termograma da GIS/Ca®’, representado na figura 21 ilustra 3 curvas por volta
de 80°C, 180°C e 280°C, que estdo relacionadas a perda de massa referente a agua
adsorvida e cristalografica respectivamente. A massa perdida relativa a saida da agua foi
de 21%, aproximadamente 5,4.10'" moléculas de 4gua, indicando que a estrutura dessa
zeoblita € mais flexivel em relagdo ao processo de troca i6nica incorporando melhor os

, 2+ . . . . J4 r
ions de Ca”" e com isso liberando uma quantidade maior de moléculas de agua.
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Figura 21: termograma da zeélita GIS/Ca*" ilustrando a variacdo de temperatura de 35°C

a 950, e a perda de massa relativa
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O termograma da zedlita MOR/PURA apresentado na figura 22, revela apenas
uma curva referente a uma perda de massa, essa massa liberada foi de aproximadamente
21% e ¢ referente a agua adsorvida ao material, o termograma indica que o material

perdeu 5,4.10'7 moléculas de agua (Pechar e Rykl, 1987; Jiang et al., 2007).
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Figura 22: termograma da zedlita MOR/PURA ilustrando a variacido de temperatura de

35°C a 950, e a perda de massa relativa
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O termograma da zeblita MOR/Ca®" apresentado na figura 23, revela uma unica
curva de perda de massa, a quantidade de 4gua liberada foi de 15% da massa, em
aproximadamente 100°C, referente a agua adsorvida, um total de 5.10" moléculas de

agua, o termograma ¢ semelhante ao da forma pura.
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Figura 23: termograma da ze6lita MOR/Ca®" ilustrando a variacio de temperatura de

35°C a 950, e a perda de massa relativa
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9.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier com refletincia

total atenuada (FTIR)

Em geral, o espectro de IR pode ser dividido em dois grupos de vibragdes: (1) as
vibragdes internas do quadro TO4, que sdo insensiveis as vibragdes estruturais, e (2) as
vibragdes relacionadas com as ligacdes externas das unidades TO4 nas estruturas; estas
sdo sensiveis as vibragdes externas (OJHA, 2004). Em geral, cada zedlita tem um
padrdo caracteristico de infravermelho. No entanto, algumas caracteristicas comuns sao
observadas, o que incluem o estiramento assimétrico e simétrico, dupla vibragdao do
anel, modos de flexdo das ligacdes T-O e, possivelmente, modo de abertura dos poros

(OJHA,2004). Os dados de infravermelho comum as zedlitas estao listados na tabela 01.

Tabela 1: atribuicdes de IR das zedlitas, comum a todas as zedlitas (Ojha, Pradhan e Samanta,
2004)

Tetraedro interno:

Estiramento assimétrico 1250-950
Estiramento simétrico 720-650
Dobramento T-O 420-500

Ligacoes externas:

Anel duplo 650-500
Abertura dos poros 300-420
Estiramento simétrico 750-820

Estiramento assimétrico 1050-1150
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As figuras 24 e 25, mostram os espectros da zedlita FAU/PURA e FAU/Ca®"
(400 a 1200 cm™ ¢ 1200 a 4000 cm™), podemos visualizar os picos 460, 560, 670, 750 e
950 ¢cm’', referentes a ligagdes T-O, anel duplo, estiramentos simétricos e assimétricos,
respectivamente (Thuadaij e Nuntiya, 2012) ¢ na segunda figura os picos 1650 e,
aproximadamente, 3300 cm™ referentes a 4gua na amostra e ligagdes O-H. (Wittayakun,
Khemthong e Prayoonpokarach, 2008) ambos espectros sdo similares, confirmando que

a estrutura nio sofreu nenhuma altera¢ao consideravel apos o processo de troca idnica.
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Figura 24: espectro de infravermelho das zeélitas FAU/PURA e FAU/Ca** (400 a 1200

cm’)
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Figura 25: espectro de infravermelho das zeélitas FAU/PURA e FAU/Ca** (1200 a
4000cm™)

Os espectros mostrados nas figuras 26 e 27, referem-se a zedlita GIS/Na e
GIS/Ca®" , os picos 440 (T-0), 620 (anel duplo), 660 ¢ 740 (alongamento simétrico),
950 cm” (alongamento assimétrico) 1640 e 3400 cm™ (4gua) sdo coerentes com 0s
dados reportados na literatura (Tangkawanit e Rangsriwatananon, 2005; Sharma et al.,
2013). A zeblita GIS/Ca*" apresentou mudancas consideraveis, apds o processo de troca
i0nica, quando comparamos as duas estruturas, antes e depois, principalmente nas
regides de bandas de anel duplo (560 cm™), estiramentos simétricos (720 e 750 cm™) e
assimétricos (940 cm™), esta mudanca estrutural é coerente com a estrutura da zedlita
GIS, este material ¢ flexivel, e as andlises sugerem que ocorre uma distor¢cdo da

estrutura original para melhor acomodar os cations da troca i6nica (Kuronen et al.,

2006).
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Figura 26: espectro de infravermelho das zeélitas GIS/PURA e GIS/Ca*" (400 a 1200 cm™)
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Figura 27: espectro de infravermelho das zeélitas GIS/PURA e GIS/Ca** (1200 a
4000cm™)
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O espectro de infra vermelho da zedlita MOR/PURA e MOR/Ca*" ¢ mostrado
nas figuras 28 e 29, onde notam-se as vibracdes tipicas desse tipo dessa zeodlita; as
vibragdes referentes a agua 1640 cm’, alogamentos assimétricos externas em 1250
cm'l, internos 1000 cm'l, alongamento simétrico externos 800 cm'l, internos 720 cm'l,
anel duplo 620 cm™, flexdo T-O 420 cm™ coerentes com a literatura (Hincapie ef al.,

2004; Aly, Moustafa e Abdelrahman, 2012).
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Figura 28: espectro de infravermelho das zeblitas MOR/PURA e MOR/Ca*" (400 a 1200 cm™)
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Figura 29: espectro de infravermelho das zedlitas MOR/PURA e MOR/Ca*" (1200 a 4000 cm™)
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9.4 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A utilizagdo da microscopia eletronica de varredura permite uma analise
morfologica da estrutura do material, através dessa técnica foi possivel comparar o
material sintetizado e o padrdo encontrado na literatura. As figuras 30 e 31 mostram a
morfologia da zedlita faujasita pura e na forma Ca®’, nelas pode-se visualizar formas

hexagonais, coerentes com este tipo de material.
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Figura 30: micrografia eletrénica de varredura da zeélita FAU/PURA
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Figura 31: micrografia eletrdnica de varredura da zeélita FAU/Ca’**
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A figura 32, mostra o MEV da GIS/PURA, cujo material apresentou forma

piramidal com bordas cristalinas confirmando sua alta cristalinidade (Huo et al., 2012).

#

Figura 32: micrografia eletronica de varredura da zedlita GIS/PURA

. yqe . + o~ ;e . .
A micrografia da zeolita gis/Ca®" ndo revela uma caracteristica piramidal encontrada na
forma pura, porém a estrutura primaria permanece, ¢ pode se observar uma grande

quantidade de debris na micrografia dessa amostra, figura 32.

Figura 33: micrografia eletronica de varredura da zeélita GIS/Ca**
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A micrografia da zeolita MOR/PURA, figura 34, revela que esta estrutura tem
forma de agulha, coerente com a estrutura relatada na literatura (Aly, Moustafa e

Abdelrahman, 2012).

. A § S 3
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Figura 34: micrografia eletronica de varredura zeolita MOR/PURA

O MEV da zeolita MOR/Ca”" nio revelou modificacio significativa, mantendo a
estrutura primaria da zeo6lita, figura 35.
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Figura 35: micrografia eletrdnica de varredura da zeélita MOR/Ca®**
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9.5 Tromboelastografia (TEG)

As andlises tromboelastograficas seguiram os procedimentos descritos no item

8.5 deste trabalho, o tromboelastograma do sangue total puro esta representado na figura

36.

1 CONTROLE 4 — COMNTRCLE 4 Citrated native
Amostra: 20/9/2013 07:44AM-03: 22AM

F k. Angle [+ P& G EPL A, ClI L3230
mir mir deg i d/sc mm
11,5 24 43,7 57,4 0,0 6,7k 58,2 0,6
5—10 1—3 45 — 74 54 — B2 4,7k — 9,7k -3—3

Erro no eTest/material descartavel

Figura 36: tromboelastograma do sangue total puro

O tromboelastograma do sangue total puro da figura 36 revela a analise da
amostra de um voluntario cujo perfil de coagulagdo ¢ considerado normal. Os
parametros observados como o tempo R, K, angulo a e amplitude maxima estao todos

dentro das variagdes consideradas normais.

Os mesmos parametros foram avaliados para a amostra de sangue tratada com as
zeoblitas em sua forma pura e apds o processo de troca idnica com calcio: FAU/PURA,
FAU/Ca2+, GIS/Na, GIS/Ca%, MOR/PURA, MOR/Ca*" , além desses materiais
zedliticos o agente hemostatico conhecido como Caolin também foi testados nos
mesmos padrdes para que se obtivesse valores de comparagdo entre os dois materiais.
As figuras 37 a 43, ilustram o TGE do sangue do mesmo voluntario tratado com os
materiais zeoliticos, FAU/PURA, FAU/Ca2+, GIS/Na, GIS/Ca2+, MOR/PURA,

MOR/Ca*" e Caolin respectivamente.
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1 C 1+ FAJPLRA - CONTRCLE 1 + FALFLRA Citrated native
Amostra: 19/9/2013 10:49AM-11:26AM

F 4 Angle Il P& G EPL A, CI LY30
mmir mir deg i d/fsc % mm %
3,7 1,8 £5,4 57,9 0,0 £,0K o £0,1 21 o

5—10 1—3 45 — 74 54 —iB2 4,7k — 9, 7K 0—3 -2—3 0o—a

Erro no eTest/material descartavel

Figura 37: tromboelastograma do sangue total tratado com a zedlita FAU/PURA

1 CONTRCOLE 1 + FALCA - CONTRCOLE 1 + FALCA Citrated native
Amostra: 19/9/2013 12:02FM-12. 26FPM

R K Angle [+ P& G EPL A, CI LY30
min i deq mrm dfsc % mm %
19 1,5 71,6 50,5 0,0 5,1K o 50,9 1,2 o

5—10 1—3 45 — 74 54 — B2 4, 7K — 9,7k 0—3 -3—3 0o—=g

Erro no eTest/material descartavel

Figura 38: tromboelastograma do sangue total tratado com a zeélita FAU/Ca’".
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1 C 2+ GIS PLRA — GIS FLRA + CONTRCLE 2

Citrated native

Amostra: 159/9/2013 02 36PM-03:05PM

F 4 Angle Il P& G EPL A,
mmir mir deg i d/fsc % mm
21 22 £5,7 53,5 0,0 g,8K o £4,1

5—10 1—3 45 — 74 54 —iB2 4,7k — 9, 7K 0—3

Erro no eTest/material descartavel

Figura 39: tromboelastograma do sangue tratado com a zeélita GIS/PURA.

2 COWTROLE 2 + GIS CA - CONTRCLE 2 + GIS CA

Citrated native
Amostra: 19/2/20132 03 13PM-03: 39PM

F K Angle I+, PrA G EPL A,
min i deq mrm dfsc % mm
1,2 1,5 71,4 61,3 0,0 8,0k o 61,6

5—10 1—3z 43 — 74 54 — 62 4,7k — 97K o—3z

Erro no eTest/material descartavel

Figura 40: tromboelastograma do sangue total tratado com a zeélita GIS/Ca*".
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2 C 4 + MCR FLRA - CONTRCLE 4 + MCR FLRA Citrated native
Amostra: 20/9/2013 08: 25AM-05: 56AM

F 4 Angle Il P& G EPL A, CI LY30
mmir mir deg i d/fsc % mm %
4.4 21 0,2 £5,1 0,0 9,3k o £5,3 3,3 o

5—10 1—3 45 — 74 54 —iB2 4,7k — 9, 7K 0—3 -2—3 0o—a

Erro no eTest/material descartavel

Figura 41: tromboelastograma do sangue total tratado com a zedlita MOR/PURA.

1 CONTRCLE 4 + MOR CA — COMNTRCLE 4 + MCR CA Citrated native
Amostra: 20/9/2013 09 12AM-09: 46AM

R K Angle [+ P& G EPL A, CI LY30
min i deq mrm dfsc % mm %
4,5 2,0 62,2 61,1 0,0 70K o 63,0 25 o

5—10 1—3 45 — 74 54 — B2 4, 7K — 9,7k 0—3 -3—3 0o—=g

Erro no eTest/material descartavel

Figura 42: tromboelastograma do sangue total tratado com a ze6lita MOR/Ca*".
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Figura 43: tromboelastograma do sangue total tratado com o agente hemostatico Caolin.

Os indices de coagulacdo R, K, a e MA das figuras 36 a 43 estdo apresentados
na tabela 2.
Tabela 2: dados obtidos das analises de TGE das amostras de sangue tratadas com os materiais

zeoliticos e com o agente coagulante Caolin, a tabela representa os valores obtidos para os
parametro R, K, o e MA.

R (min) K (min) a MA (mm)
Controle 11,5 3,4 45,7 57,4
FAU/PURA |3,7 1,8 65,4 57,9
FAU/Ca®™ 1,9 1,5 71,6 50,5
GIS/Na 2,1 2,2 65,7 63,8
GIS/Ca™* 1,2 1,5 71,4 61,5
MOR/PURA | 4,4 2,1 60,2 65,1
MOR/Ca** 4,5 2,0 62,3 61,1
Caolin 1,3 1,2 75,3 55,7
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A andlise dos indices de coagulagdo do sangue total pelo TEG, indicou que
todos os materiais zeoliticos sintetizados funcionaram como agentes hemostaticos
coagulantes reduzindo o tempo de coagulagdo das amostras de sangue em todas as
medigdes feitas. Verificou-se ainda que cada material agiu diferentemente no processo
de coagulagio mudando os parametros de acordo com sua estrutura e ao calcio

incorporado.

Para melhor se obter dados comparativos, as andlises de TEG foram realizadas
triplicata para todas as amostras e a partir dos dados obtidos foi calculada a média dos

indices e plotados em graficos.

Os graficos 44 a 48, exibem a comparagdo das médias para cada um dos indices
(R, k, a e MA), assim pode-se comparar a acdo de cada material em cada paradmetro

separadamente.

Tempo R

P
P
P
P
//
)
.
)
- ' l ' - ' ,J'
01

Sangue puro  FAU/PURA  FAU/Ca  GIS/Na  GIS/Ca MOR/PURA MOR/Ca  Caolin

Minutos

Figura 44: grafico referente a média dos valores obtidos do tempo de reacdo (R) para o
sangue total puro (10,9 min), FAU/PURA (3,6 min), FAU/Ca (2,8 min), GIS/Na (2,1 min),
GIS/Ca (1,2 min), MOR/PURA (4,9 min), MOR/Ca (4,2 min) e Caolin (1,5 min)

O grafico do tempo de reagdo (R), figura 44, indica o inicio da produgdo de
fibrina e formagdo do codgulo, este tempo ¢ considerado normal quando ocorre num
intervalo de 5 a 10 minutos; as amostras do sangue total puro obtiveram média de 10,9

minutos, quando tratado com os materiais zeoliticos, a coagulacdo do sangue foi
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acelerada e a média do tempo R diminui para 1,2 minutos com a zedlita GIS/Ca*" que

exibiu o melhor desempenho no encurtamento desse parametro com uma queda de 89%

no tempo.
Tempo K
45"
40"
357
= 3.0
é 25
7}
8 2,0
=
o 1,51
»
= 10,
05
0 & T T T T T T T I’J
Sangue FAU/PURA FAU/Ca GIS/Na GIS/Ca MOR/PURA MOR/Ca Caolin

Figura 25: grafico referente a média dos valores obtidos para o tempo de coagulacdo k
para o sangue total puro (4,1 min) e os materiais zeoliticos (2,3 min, 1,8 min, 2,3 min, 1,4
min, 2,4 min, 2,1 min e 1,3 min respectivamente)

O grafico do tempo de coagulacdo (K) , figura 45,0bserva-se os valores das
médias obtidas no TEG para o tempo K, esse tempo mostra a taxa na qual um codgulo
relativamente firme ¢ formado. O tempo para que isso ocorra em pessoas cujo perfil de
coagulagdo ¢ normal ¢ de aproximadamente de 1 a 3 minutos, a média dessa taxa para o
sangue total puro foi de 4,1 minutos. Quando as amostras de sangue foram tratadas com
os materiais zeoliticos o tempo de coagulagio diminuiu, a zedlita GIS/Ca®" foi o
material que obteve melhor desempenho na diminuicdo desse indice cuja média foi de

1,4 minuto, uma diminui¢do de aproximadamente 66% no tempo de coagulacdo.
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Figura 46: grafico referente a média dos valores obtidos dos resultados do TEG para o
angulo a, do sangue total puro (45,2°), materiais zeoliticos (60,2°, 65,5°, 62,6°, 71,9°, 57,7°,
56,9°) e Caolin (72,5°) respectivamente.

O gréafico 46 revela os valores das médias obtidas no TEG para o angulo a, em
grau, das amostras (sangue total puro, materiais zeoliticos e Caolin), este indice
representa a taxa de geracdo de trombina e conversdo de fibrinogénio em fibrina
revelando a qualidade da atividade plaquetéria, quanto maior o angulo maior a atividade
e consequentemente a quantidade de fibrinogénio. Os valores considerados dentro da
normalidade para o angulo a varia entre 45 a 74°; o sangue total puro exibiu uma média
de 45,2°. Nota-se no grafico que todos os materiais zeoliticos e o agente coagulante
Caolin aumentaram o angulo o, novamente a zedlita GIS/Ca*” e o Caolin exibiram
maiores valores na conversdo dos indices, 71,9° e 72,5° respectivamente, 71,5% e 73%

de aumento no tempo K.
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Maxima amplitude (MA)
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Figura 47: grafico referente a média obtida do resultados de TEG, para a MA do sangue
total puro (55,8 mm) materiais zeoliticos (57,9 mm, 55,6 mm, 62,2 mm, 63,5 mm, 64,2 mm,
63,5 mm) e Caolin (57,8 mm) respectivamente.

O grafico da figura 47, ilustra os valores da média obtidos para o indice de AM,
que mede o maior didmetro que o coagulo pode atingir e sua elasticidade, quanto maior
a amplitude maior a qualidade das plaquetas, do fibrinogénio e fator VIII. A média de
AM para o sangue total puro foi de 55,8 mm, os valores considerados normais para este
pardmetro oscilam entre 54mm a 62 mm. Os sangues tratados com os materiais
zeoliticos tiveram a AM aumentada, neste caso a zeolita MOR/PURA obteve melhor
desempenho na ampliagdo do AM, cuja média foi de 64,2 mm, um aumento de 15% no

indice.
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Figura 48: grafico referente a média dos dados obtidos do TEG para o sangue puro e
sangue tratado com os materiais zeoliticos exibindo a diferenca nos indices de coagulacio
para todos os tratamento.

De modo geral, todos os materiais zeoliticos agiram como agente hemostatico
coagulante, o grafico da figura 48 ilustra todos os indices de coagulacao do sangue total
puro comparando com os materiais zeoliticos; verifica-se que os materiais que passaram
pelo processo de troca idnica obtiveram os melhores resultados na tromboelastografia.
Este resultado era esperado ja que o ion célcio ¢ um cofator na coagulagdo sanguinea, o
calcio desempenha um papel critico na orientacdo das enzimas de coagulagdo, servindo
como ponte idnica entre dois residuos negativamente carregados (superficie celular e
fatores de coagulacdo), o ion ¢ consumido durante o processo quando o Fator XII faz
ligagdes cruzadas de fibrina com residuos glicosilados carregados negativamente

(Ostomel, Shi e Stucky, 2006).
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10 - DISCUSSAO

A primeira parte deste trabalho foi a sintese e a caracterizac¢do das zedlitas FAU,
GIS e MOR. Os resultados de DRX , TGA, ATR-FTIR e MEV destes materiais
indicaram que as zedlitas FAU, GIS e MOR foram sintetizadas e os dados obtidos
estavam em concordancia com a literatura (Treacy e Higgins, 2001), apds a sintese
todos os materiais zeoliticos passaram pelo processo de troca idnica para incorporagao
do célcio em sua estrutura, a associacao do calcio auxilia na formagao do coagulo ja que
ele ¢ um co-fator na coagulagdo; verificou-se por meio das andlises fisico-quimicas que

as zeolitas FAU e GIS incorporaram melhor o ion & sua estrutura.

A segunda parte, foram os testes de coagulagdo in vitro utilizando amostras de
sangue total puro e avaliagdo pelo TEG; os resultados apresentados sdo coerentes com a
literatura, segundo (Ostomel et al., 2007), os agentes inorganicos porosos tem efeitos
aceleratorios multiplos na coagulagdo sanguinea, em conjunto com a ativagdo
superficial e controle dos eletrolitos locais, € o bom desempenho do material testado ¢
referente a ativagdo de contato realizada pela zedlita. A ativacdo de contato ¢ um
processo pelo qual a superficie polar ativa o padrdo intrinseco da cascata de coagulacao;
a exposi¢ao do sangue a superficie polar interage com os Fatores XII, XI, HMWK
ativando-os que por sua vez ativam numerosos mecanismos do feedback positivo
responsavel pela associagdo da enzima trombina e polimerizagdo da fibrina (Ostomel,
Shi e Stucky, 2006). Os resultados de TEG também mostraram que as zedlitas FAU e
GIS com célcio conseguiram melhores resultados nos indices de coagulagao mostrando
que a estrutura torna-se uma fonte de calcio auxiliando durante o processo de formagao

do coagulo (Ostomel, Shi e Stucky, 2006).

Afim de, dar continuidade ao trabalho, sugere-se que andlises complementares
sejam feitas, a avaliagdo da carga superficial das zeolitas com o uso do potencial zeta
(Ostomel et al., 2007) por exemplo, fornecerd a correlagdo com a ativacdo de contato.
Se faz necessario também a avaliagdo do calor liberado pelas zedlitas quando estas
retém a agua presente no sangue, ja foi relatado que o material realiza¢do esse processo
por meio de uma reagdo exotérmica (Arnaud et al., 2008), testes de calorimetria poderao
fornecer a quantidade de calor disperso. Um outro dado importante a padronizar sdo os
testes in vitro (TEG), uma quantidade maior de amostras fornecerd uma melhor

avaliagdo do efeito das zeolitas na aceleragdo do tempo de coagulacao.
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