AVA
Avavav  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " «90LI0O DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sao José do Rio Preto

Juliana Bergamasco Laurenti

SINTESE DE AGENTES HEMOSTATICOS COAGULANTES E
ANTIMICROBIANOS BASEADOS EM MATERIAIS ZEOLITICOS

Sao0 José do Rio Preto
2017



Juliana Bergamasco Laurenti

SINTESE DE AGENTES HEMOSTATICOS COAGULANTES E
ANTIMICROBIANOS BASEADOS EM MATERIAIS ZEOLITICOS

Tese apresentada como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutor em Microbiologia,
junto ao Programa de Pds-Graduagdo em
Microbiologia, do Instituto de Biociéncias, Letras
e Ciéncias Exatas da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Sao
José do Rio Preto — SP.

Financiadora: FAPESP — Proc: 2013/16754-4

Orientador: Prof. Dr. José Geraldo Nery

Sao José do Rio Preto
2017



Laurenti, Juliana Bergamasco.

Sintese de agentes hemostaticos coagulantes e antimicrobianos
baseados em materiais zeoliticos / Juliana Bergamasco Laurenti. — S50 José
do Rio Preto, 2017

191 1. :il.

Orientador: José Geraldo Nery
Tese (doutorado) — Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas

1. Microbiologia. 2. Sangue — Coagulagdo. 3. Hemorragia. 4.
Nanotecnologia . 5. Zedlita. I. Universidade Estadual Paulista "Julio de

Mesquita Filho". Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas. Il. Titulo.

CDU-612.115

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca do IBILCE
UNESP - Campus de S3o José do Rio Preto




Juliana Bergamasco Laurenti

SINTESE DE AGENTES HEMOSTATICOS COAGULANTES E
ANTIMICROBIANOS BASEADOS EM MATERIAIS ZEOLITICOS

Tese apresentada como parte dos requisitos para
obtengdo do titulo de Doutor em Microbiologia,
junto ao Programa de Po6s-Graduacdo em
Microbiologia, do Instituto de Biociéncias, Letras
e Ciéncias Exatas da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Sao

José do Rio Preto — SP.

Financiadora; FAPESP — Proc: 2013/16754-4

Comissao Examinadora

Prof. Dr. José Geraldo Nery
UNESP Séo José do Rio Preto
Orientador

Profe. Dr2. Marilia de Freitas Calmon
UNESP Sao José do Rio Preto

Profé. Dr2, Margarete Teresa Gottardo de Almeida
Famerp - Sdo José do Rio Preto

Prof. Dr. Moacir Fernandes de Godoy
Famerp - Sdo José do Rio Preto

Prof. Dr2. Marcia Perez dos Santos Cabrera
UNESP Sao José do Rio Preto

Sao José do Rio Preto
14 de julho de 2017



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha amada familia (Sandra, Paulo e Drieli) e ao meu
marido Carlos.



AGRADECIMENTOS

Ao meu Deus por tudo que Ele representa na minha vida.

Ao meu orientador, Prof. Dr. José Geraldo Nery, pela orientacdo, sugestes, ensinamentos e,
sobretudo pela oportunidade e confianca.

Ao programa de pds-graduacdo em Microbiologia, em especial aos professores e funcionarios.

A agéncia FAPESP pela concesséo da bolsa de doutorado (proc. 2013/16754-4) e o financiamento
da pesquisa.

Aos amigos do Lacet, Adriano, Alex Silva, Alex Miller, Aninha, Davi, Danilo, Gabriel, Glaucia,
Janine, Roberto, Suhelen, Vinicius Litrenta, Vinicius Semenzim, Erick, Kenneth, Guilherme e todos que
passaram pelo Lacet durantes esses 4 anos, a eles que sempre me ajudaram em tudo que precisei e me
ensinaram muito, meu muito obrigada.

Agradeco imensamente a toda minha familia, especialmente aos meus pais e minha irma que
sempre me deram todo apoio e motivacao.

Ao meu marido Carlos, pelos momentos em que me ajudou na corre¢do, pela amizade, pela
paciéncia, pelo carinho e pelo amor.

Ao Prof. Dr. Elbio D’amico e Dr*. Tania Rubia Flores da Rocha do Laboratério de Hemostasia
do Hospital das Clinicas HC-USP pela oportunidade de utilizar o TEG para as primeiras analises
utilizando a técnica de tromboelastografia.

A Prof. Dr2. Marcia Cabrera por abrir as portas do seu laboratério para a utilizacdo do aparelho
de potencial zeta.

A Prof. Dr2. Margarete Teresa Gottardo de Almeida e toda sua equipe e alunos de laboratdrio pela
parceria, por me ensinarem varias metodologias microbioldgicas e por me acolher tdo bem.

Ao Prof. Dr. Moacir Fernandes de Godoy por toda a contribui¢do e ensinamento durante esses
anos.

Aos técnicos do Laboratorio Nacional de Nanotecnologia LNNano (CNPEM — Centro Nacional
de Pesquisa em Energia e Materiais) Campinas — SP, por todos os treinamentos e analises realizadas.

Ao Prof. Dr. Sebastido Taboga e técnicos do Centro Multiusuario de Microscopia e
Microanalises Ibilce/Unesp pela ajuda na microscopia de contraste de fase.

Ao Centro de Revestimento Ceramicos (CRC) Séao Carlos — SP pelas as analises de BET.

Aos professores presentes nesta banca, que fardo orientacdes para a melhoria do meu trabalho.

Vi



RESUMO

Apesar dos avan¢os na intervencdo médica, hemorragia traumatica fatal continua a ser uma das principais
causas de morte no mundo. Nesse sentido muitos esforcos tém sido dedicados a pesquisa e ao
desenvolvimento de novos agentes hemostaticos que possam atuar mais efetivamente no controle de
hemorragias. Embora a maior parte dos agentes hemostaticos seja de natureza organica, recentemente
estudos envolvendo a utilizacdo de zedlitas como agentes hemostaticos tém demonstrado resultados
promissores para o0 controle de sangramento. Estes estudos revelam que quando em contato com o
sangue, as zeo6litas adsorvem rapidamente as moléculas de agua, com isso, concentrando as proteinas e
elementos celulares essenciais para a formagdo do codgulo. Além disso, a superficie da zedlita que
contém cargas negativas fornece um ambiente quimico favoravel que funciona como um ativador de
contato do padrdo intrinseco do processo de coagulacdo. Neste contexto, os objetivos deste trabalho séo
as sinteses, caracterizacdo e modulacdo de diferentes materiais zeoliticos nas escalas nanométricas e
micromeétricas (Faujasita (FAU), Gismondina (GIS), Mordenita (MOR), zeolita A (LTA), zedlita Beta
(BEA), Titano Silicato (TS-1)) juntamente com seus derivados de troca idnica para que 0S mMesmos
possam ser utilizados como agentes hemostaticos coagulantes no controle de sangramentos através da
aceleracdo do processo de coagulacdo. As caracterizacdes fisico-quimica (DRX, MEV, AFM,
Microscopia de contraste de fase, BET, RMN-MAS, FT-IR) mostraram que 0s materiais sintetizados
estdo de acordo com os dados reportados na literatura. Através da analise de EDS para quantificacéo de
elementos quimicos presente na estrutura zeolitica, foi possivel observar que o processo de troca idnica
foi satisfatorio. A troca ibnica com ions Ag* mostrou-se mais eficaz, devido a substituicdo total dos ions
Na* pelos ions Ag* presentes tanto nas zedlitas de escala micrométrica quanto na nanométrica. A
determinacdo do ponto isoelétrico foi Util para prever sua natureza pro-coagulante, devido ao fato de que
todos os materiais zeoliticos em ambas escalas, juntamente com os derivados de troca idnica da zeoélita
faujasita (troca idnica com os fons Ag*, Ba*?, Ca*?, e Mg*?) apresentaram ponto isoelétrico (p.i.) abaixo
do pH sanguineo (pH=7.0). Embora todos 0s materiais acima preparados tenham potencial de atuarem
como agentes hemostaticos coagulantes, o estudo hemostatico detalhado foi feito com as zedlitas
faujasitas na escala nanométrica e micrométrica e seus derivados de troca ibnica. Os melhores parametros
tromboelastograficos (TEG) foram obtidos para a amostra Fau_Ca (zedlita faujasita micrométrica trocada
com Ca?*) e NanoFau_Ca (zedlita faujasita nanométrica trocada com Ca?*). Os parametros R (tempo de

formacdo do coagulo com aproximadamente 2mm), K (tempo para o coédgulo atingir 20 mm) e MA

Vil



(propriedade elastica da fibrina e agregacao plaquetéria) para o material Fau_Ca foram: R (2,3 min), K
(1,2 min) e MA (55,5 mm). Os pardmetros para NanoFau_Ca foram: R (1,1 min), K (1,2 min) e MA
(60,3 mm). Comparacdo entre os dois materiais comprovam a superioridade do material nanométrico no
caso da zedlita faujasita. Dados experimentais de andlises térmicas (TGA/DSC) indicaram uma
diminui¢do da quantidade de energia liberada dos materais zeoliticos quando esses s&o submetidos ao
processo de troca idnica. No caso da Fau_Ca e NanoFau_Ca, a analise de DSC foi de 65,8 J.g* e 78,21
J.g%, respectivamente; o que é uma diminuicdo acentuada em relagdo a ze6lita faujasita em suas formas
sodicas: Fau (105.6 J.g™!) e a NanoFau ( 85.48 J.g™%). Analises qualitativas do efeito antimicrobiano das
zeblitas NanoFau, NanoFau_Ca e NanoFau_Ag, NanoFau_Mg, NanoFau_Zn e NanoFau_Cu para 0s
microrganismos Staphylococcus aureus ATCC 25923, Candida albicans ATCC 90028 e Candida
parapsilosis ATCC 22019 foram estudadas. NanoFau_Ag foi capaz de inibir o crescimento de todos 0s

microrganismos estudados.

Palavras chaves: agente hemostatico; coagulacdo; hemorragia; antimicrobiano; zeolitas;
nanotecnologia.
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ABSTRACT

Despite the advances in medical intervention, traumatic fatal hemorrhage remains a major cause of
death worldwide. In this direction, many efforts have been dedicated to the research and development of
new hemostatic agents that can act more effectively to control hemorrhages. Although the majority of
hemostatic agents is of an organic nature recently studies involving the use of zeolites as hemostatic
agents have shown encouraging results for the control of bleeding. These studies shows that when in
contact with the blood, zeolites adsorbs rapidly the water molecules in their pores, thereby concentrating
the proteins and cellular elements to clot formation. Moreover, the surface of the zeolite containing
negative charge provides a chemical environment favorable which acts as an activator of the contact
pattern of the intrinsic coagulation cascade. In this context, the main of this research are the synthesis,
characterization and modulation of different zeolitic materials in both micrometric and nanometric
scales (Faujasite (FAU), Gismondine (GIS), Mordenite (MOR), zeolite A (LTA), Beta zeolite (BEA),
Titanium-Silicate (TS-1)) with their derivate ion exchange, so that they can be used as hemostatic agents
to control bleeding by accelerating the clotting process. The physico-chemical characterizations (XRD,
SEM, AFM, Phase Contrast Microscopy, BET, MAS-NRM, FTIR) showed that the synthesized materials
are in agreement with data reported in the literature for these materials. Through the X-ray energy
spectroscopy analysis for quantification of chemical elements present in the zeolitic structure, it was
observed that the ion exchange process was effective. The ion exchange with Ag™ ions was the most
efficient due to the total substitution of the Na™ ions by the Ag™ ions present for both zeolites in the
micrometric and nanometric scales. The determination of the isoelectric point was useful to predict its
procoagulant nature, due to the fact that zeolitic materials in both scales with ion exchange derivatives
of faujasite zeolites (ion exchange with Ag*, Ba*?, Ca*? and Mg*?) presented isoelectric point (pi) below
the blood pH (pH=7.0). Although all the above materials have the potential to act as haemostatic
coagulating agents, the detailed hemostatic study was done with faujasite zeolites in the nanometric and
micrometric scale and its derivatives of ionic exchange. The best thromboelastographic parameters
(TEG) were obtained for the sample Fau_Ca (micrometric faujasite zeolite exchanged with Ca?*) and
NanoFau_Ca (nanometric faujasite zeolite exchanged with Ca?*). The R parameters (clot formation time
of approximately 2 mm), K (time for clot to reach 20 mm) and MA (elastic property of fibrin and platelet

aggregation) for the material Fau_Ca were: R (2.3 min), K (1.2 min) and MA (55.5 mm). The parameters
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for NanoFau_Ca were: R (1.1 min), K (1.2 min) and MA (60.3 mm). Comparison between the two
materials confirms the superiority of the nanometric material. Experimental data from thermal analysis
(TGA/DSC) indicated a decrease in the amount of energy released from the zeolitic materials when they
are submitted to the ion exchange process. In the case of Fau_Ca and NanoFau_Ca the DSC analysis
was 65.8 J.g* and 78.21 J.g%, respectively; which is a accentuated decrease in relation to sodium
faujasite zeolite in the micrometric scale (105.6 J.g™) and sodium faujasite zeolite in nanometer scale
(85.48 J.g1). Qualitative analysis of the antimicrobial effect of the zeolites NanoFau, NanoFau_Ca and
NanoFau_Ag, NanoFau_Mg, NanoFau_Zn and NanoFau_Cu for the microorganisms Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Candida albicans ATCC 90028 and Candida parapsilosis ATCC 22019 were
studied. NanoFau_Ag was able to inhibit the growth of all microorganisms studied.

Keywords: hemostatic agent; coagulation; haemorrhage; antimicrobial; zeolites; nanotechnology.
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1 Introdugéo

ZeoOlitas sdo uma classe de aluminossilicatos cristalinos caracterizados por estruturas
abertas, com elevada area superficial (200-1000 m?/g), cargas negativas e contendo cations
alcalinos e alcalinos terrosos em sua composicdo 2. As propriedades das ze6litas, tais como
troca ibnica, poros intercristalinos que selecionam moléculas de dimensdes diferentes, sitios
acidos e reservatorios ativos para reacfes catalisadas por metais tém alcancado amplos usos
industriais. Consequentemente, nos Ultimos anos, a pesquisa com zedlitas tem se tornado uma
area de grande interesse 4. A aplicacdo de materiais zeoliticos variam desde o uso em reacdes
bioquimicas, agroindustrias, fabricacdo de detergentes, melhorias de solo, armazenamento de

energia, industria téxtil, até em aplicacdes médicas °. Na area médica, podem ser citadas, as

6 7

seguintes aplicacbes: agentes antibacterianos °, agentes anti-diarréicos , adjuvantes
antitumorais 8, biosensores °, agentes de formagdo dssea °, contrastantes em ressonancia
magnética !, drug delivery 2, diabetes mellitus **, mimetismo enzimatico 4, hemodialise e
aplicaces externas *°. No caso de aplicacGes externas, zeélitas podem ser utilizadas como
agentes hemostaticos 16 17 18 19:20; 21,

Agentes hemostaticos sdo substancias derivadas de varios tipos de materiais capazes de
reduzir a hemorragia por mecanismo mecanico ou causando um aumento no processo de
coagulacdo sanguinea. Estes materiais quando utilizados para este fim, sdo muito eficazes e
abriram novas possibilidades para o controle de sangramentos. Além disso, zedlitas apresentam
vantagens em termos de estabilidade, acessibilidade e custos, com nenhuma toxicidade
bioldgica ou risco de transmissdo de doencas 2.

Aproximadamente 234 milhGes de cirurgias sdo feitas anualmente no mundo 3. O controle
do sangramento em procedimentos cirdrgicos € essencial para diminuir o tempo do
procedimento e os riscos de complicacdes, reduzindo os custos para pacientes e médicos e
melhorando o resultado como um todo. Por isso, a busca por novos materiais zeoliticos que
possam ser eficazes no controle de sangramentos e hemorragias de alto risco é extremamente
importante.

O agente hemostéatico produzido a partir de materiais zeoliticos mais comumente utilizado
é o produto Quikclot® (Z-Medica, Wallingford, CT) 1 2% 25 Este produto mineral inerte é
composto por zeolitas tipo 5A (LTA), éxidos de silicio, aluminio, sédio, magnésio e pequenas
quantidades de quartzo. Quikclot® atua como uma peneira molecular e adsorve agua no local

da ferida, aumentando a concentracdo de fatores de coagulagdo, plaquetas e eritrocitos para
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estimular a hemostasia 1% 2°, Por possuir excelentes propriedades hemostaticas, inimeras
pesquisas tém sido realizadas para o estudo do controle de hemorragia em modelos animais e
CliniCOS 2; 17, 26; 27; 28_

Outros agentes hemostaticos baseados em materiais zeoliticos foram desenvolvidos.
Gerlach et al. 2°, desenvolveram o agente hemostatico WoundStat (WS), uma argila esmectita
granular baseada em filosilicato de aluminio. Este material tem grande capacidade
superabsorvente, e concentra fatores de coagulacdo e plaquetas, resultando na formacéo do
trombo. Além disso, acredita-se que as cargas negativas inerentes dos granulos de esmectita
ativa a cascata de coagulacdo, auxiliando assim na formagdo do trombo. WoundStat (WS)
mostrou-se ser um agente hemostatico eficaz em estudos de casos de animais em choque
hemorragico. Zhang et al. ¥ desenvolveram um composto formado por zedlitas/polimeros
carregados com antibidticos para aplicacdo como hemostatico e antimicrobiano. Além de
apresentar uma capacidade de adsorcdo de agua, facilitando a formagdo do trombo, também
exibiu um periodo prolongado de liberagio de droga. Mortazavi et al. 3! mostraram que uma
mistura de minerais e zedlitas bentonita reduziram drasticamente o volume de perda de sangue
e o tempo de coagulacdo. Observou-se também um controle das reacGes exotérmicas que
eliminaram o risco de queimaduras no local da ferida hemorréagica. Alavi et al. *? estudaram o
efeito de uma nova gaze esteril impregnada com bentonita e minerais haloisita sobre a
coagulacdo do sangue em feridas e a taxa de cura em ratos machos Wistar. De acordo com o0s
resultados, a aplicacdo tdépica deste material diminuiu significativamente o tempo de
coagulacdo e aumentou ataxa de cicatrizagdo da ferida.

A utilizacdo de nanoparticulas em aplicacdo de coagulacdo foi observada com o
aparecimento do produto Ankaferd Blood Stopper Nanohemostat 2. Este produto é uma
evolucao do Ankaferd blood stopper (ABS) e a sua eficacia é comparavel a eficacia hemostatica
do tradicional Ankaferd em modelos experimentais; contudo, a sua escala nanométrica permite
um maior contato com a superficie, melhorando a ativacdo hemostatica. Ankaferd Blood
Stopper é um agente hemostatico tdpico que consiste em extratos de ervas hemostaticas e ndo
contém aditivos sintéticos ou inorganicos. Este produto acelera a formacdo de uma rede de
proteinas encapsuladas pela interacdo com proteinas do sangue e particulas de fibrinogénio,
facilitando a formagao do trombo 3#35, Outro tipo de agente hemostatico de escala nanométrica
é o produto Nanohemostat, o qual tem a capacidade de diminuir a hemorragia, em menos de 15
segundos, utilizando (RADA)4, denominado nanohemostat-1 (NHS-1), um material bioldgico

sintético que resulta na formacdo de uma barreira de nanofibras integradas que diminuiram o
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sangramento em uma variedade de tipos de tecidos *. Em relagdo a utilizagio de zedlitas na
escala nanométrica, Laurenti et al. 3" observou uma melhor eficiéncia na aceleracdo da
coagulacdo sanguinea quando utilizou a ze6lita faujasita na escala nanométrica em comparagdo
a escala micrométrica.

As zedblitas em escalas nanométricas, possuem um tamanho inferior a 1000 nm. A reducéo
do tamanho das particulas para a escala nanométrica leva a mudancas substanciais nas
propriedades dos materiais, que tém um impacto sobre o desempenho de zedlitas tradicionais
em areas de aplicacdo tais como a catalise e separacdo. Assim, a razdo entre nimeros de 4tomos
internos e externos aumentam rapidamente a medida que diminui o tamanho das particulas de
zeolitas, tornando assim as nanoparticulas com grandes areas de superficies externas e atividade
superficial 8. Além disso, a utilizacdo dos nanomateriais em medicina envolve as aplicacdes
das nanoparticulas e dos nanosistemas fabricados para proporcionar a regeneragao nos niveis
celulares e teciduais 3. Adicionalmente, diminuindo o tamanho do cristal, os caminhos de
difusdo dos reagentes, produtos e moléculas dentro dos poros se tornam mais curtos e isto pode
resultar numa reducéo ou eliminacdo das limitacGes difusionais indesejadas da velocidade da
reacdo . Apesar do efeito na aceleracdo da coagulagdo do sangue e reducdo do tempo na
formacdo do coagulo, as zeolitas exibem um importante efeito adverso. A reacdo exotérmica
subsequente a administracdo da zeolita na ferida pode atingir temperaturas superiores a 100°C
(212° F) e pode causar danos nos tecidos em toda a espessura %41, A troca idnica tem um papel
importante para atenuar este efeito adverso. De acordo com Ostomel et al. 2, os cétions
pertencentes ao agente hemostéatico originais a base de zeolita sdo trocados pelo processo de
troca ibnica por outros cations que tem a funcéo de atenuar o grande calor liberado quando este
material adsorve agua. O processo de troca idnica também pode ser bastante util para
acrescentar alguma caracteristica adicional para zeolita. A incorporacdo de cations com
caracteristicas antimicrobianas, por exemplo, faz com que a ze6lita se transforme em um doador
de ions com potencial de inibir o crescimento microbiano.

Desta maneira, este trabalho tem como foco principal as sinteses, caracterizacdo e
modulacdo de diversas zeo6litas nas escalas nanométricas e micrométricas (Gismondina (GIS),
Beta (BEA), Mordenita (MOR), Titanio-silicato (TS1), Faujasita (FAU), Zeolita A (LTA)) para
em seguida serem utilizadas como possiveis agentes hemostaticos coagulantes e

antimicrobianos no controle de sangramentos, através da aceleracdo do processo de coagulacéo.
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2 Fundamentacdo Tedrica
2.1 Zedlitas e Nanozeolitas

Zeolitas sdo uma classe de aluminossilicatos caracterizadas por suas estruturas abertas.
Sdo cristalinas, microporosas e geralmente contém cations alcalinos e alcalinos terrosos em sua

composicéo *2. Sua férmula molecular tipica pode ser escrita como:
M,/ (SiOz)x(AIOZ)y].zHZO

Onde,

M = cétion de compensacéo, que pode ser alcalino ou alcalino terroso.
n = namero de valéncia do cation de compensacao.

X = numero de aluminio por formula unitaria.

y = nimero de silicio por formula unitaria.

Z = namero de moléculas de dgua no sistema de cavidades.

Os tetraedros sdo constituidos por unidades do tipo [SiO4] ou [AlO4] que se ligam entre
si, através do compartilhamento de atomos de oxigénio para formar as unidades secundarias de
construgdo **44, A diversidade e a complexidade dos materiais zeoliticos se devem as diferentes
maneiras pelas quais essas unidades secundarias de construcdo podem se ligar para formar uma
estrutura tridimensional 44,

Quando a estrutura da ze6lita é composta apenas por puro silicato de [SiO4], a carga
total da rede cristalina € neutra, no entanto quando a estrutura é composta por tetraedros mistos
de aluminossilicatos, a carga da rede cristalina é negativa devido aos tetraedros de [AlO4]* e
essa carga negativa é compensada por cations de metais alcalinos e alcalinos terrosos, mono
e/ou bivalentes, dentro das cavidades °.

Devido a suas caracteristicas estruturais, as ze6litas possuem algumas propriedades
Gnicas que as tornam Uteis em diversas aplicacdes, como: area superficial especifica elevada;
dimensdes moleculares dos poros, canais e cavidades, que lhes conferem diferentes tipos de
seletividade de forma; capacidade de adsorc¢do elevada; facilidade na separacdo de reagentes e

produtos; possibilidade de modelar as propriedades eletrdnicas dos sitios ativos; possibilidade

29



de pré-ativar as moléculas dentro dos poros, pela existéncia de campos elétricos elevados e do
confinamento molecular e; propriedades &cidas e basicas 44 4647,

As zeolitas sdo, em geral, preparadas sob condic¢Ges hidrotérmicas porque a estrutura
aberta desses aluminossilicatos deve ser estabilizada durante o seu crescimento, através da
ocupagio dos canais e das cavidades formadas por moléculas hospedeiras *4 4849, A sintese
hidrotérmica de uma zedlita consiste na mistura das fontes contendo silicio e aluminio,
geralmente em meio basico (meio mineralizante), com uma fonte do cétion de compensacéo.
Em seguida, a mistura reacional é aquecida em uma autoclave sob pressao autdgena (no caso
de temperaturas de reacdo acima de 100 °C). Apds o periodo de inducdo, podem-se detectar
cristais do produto zeolitico, que sdo recuperados por filtragdo, lavagem e secagem 4450, A

Figura 1 mostra uma representacdo esquematica do processo de sintese de materiais
zeoliticos.

Figura 1 Sinteses hidrotérmicas de zedlitas, Cundy et al. 5°

\' ’
Q
HEAT > CRYSTALLINE ZEOLITE

{,4\\,0 {4\-;

P ol gi G

0‘\
N ™ 0\ 4"" 4\,
& O
Si-0, Al-0O bonds Si—- 0~ Al bonds

As sinteses de novas estruturas zeoliticas, com propriedades caracteristicas diferentes,
podem ser obtidas ajustando-se varidveis que participam do processo de sintese, como
temperatura, pressdo, pH, fontes de aluminio, silicio e contra-ions catiénicos. Para formar
diferentes espécies zeoliticas, usam-se direcionadores organicos e também cations na interacao

com a rede negativa formada nas ligagdes tetraédricas entre Si e Al. O tipo de cation presente
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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 .

Zedlitas também podem ser obtidas na escala nanométrica, e quando obtidas nessa
escala, suas propriedades fisico-quimicas apresentam propriedades bem distintas das quais
apresentam na escala micrométrica. Conceitualmente nanozeolitas possuem um tamanho menor
que 1000 nm . A diminuicdo dos materiais zeoliticos da escala micrométrica para a escala
nanométrica acarreta mudancas nas propriedades fisico-quimicas desses materiais. Nesse caso,
observa-se que a propor¢do entre o nimero de dtomos (externos/internos) aumenta rapidamente
com a reducdo do tamanho das particulas, assim nanozedélitas possuem uma ampla area de
superficie externa em comparacdo com as zeGlitas na escala micrométrica. Além disso, 0s
nanocristais de zeolitas tém reduzida limitacdo de difusdo em comparacdo com os cristais de
zeolitas de tamanho micrométrico 2.

Nanozedlitas oferecem amplas vantagens em aplicacOes cataliticas e adsortivas. Entre
suas utilizagOes, podemos citar seu uso em sensores, filmes, diagndsticos médicos e separacao
de materiais. Também, elas tambem podem ser utilizadas na construcdo de materiais

estruturados e na sintese de sdlidos porosos 3.

2.2 Zeblitas como trocadores idbnicos

Devido a suas caracteristicas de sistemas de poros tridimensionais e pela grande abertura
destes poros, as zedlitas permitem de forma relativamente facil a troca de certos cations entre
solugBes aquosas e sitios de trocas intercristalinos *3. A grande capacidade de troca catidnica
das zedlitas deve-se ao desequilibrio de cargas que atrairdo o cation mais proximo, de maneira
a manter a neutralidade. A propriedade de troca catibnica da zeolita é uma funcdo da relacédo
silicio e aluminio. A capacidade é expressa em numero de cations por unidade de massa ou
volume, disponivel para troca >3 >,

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 cétions tais como Na*, K*, Br* e Ca?*, e até mesmo moléculas relativamente grandes
e grupos catibnicos como: agua, amonia, ions de carbonato e ions de nitrato. O processo de
troca ibnica € reversivel, permitindo a adsorcdo de ions e moléculas, fazendo das zedlitas
ferramentas Uteis para serem usadas como filtros para poeira, absorcdo de toxinas e como
peneiras moleculares. As ze6litas podem conter agua como parte de sua estrutura; apds a

liberacdo da &gua por aquecimento, a estrutura béasica da zeolita permanece intacta;
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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, alimentag&o animal, e outros tipos de pesquisa °.

O processo de troca idnica envolve o contato de uma fase fluida livre (liquida), com
uma fase rigida (solida), granulada, que tem a propriedade de reter e guardar seletivamente uma,
ou mais espécies contidas inicialmente na fase fluida. Nas zedlitas, a troca idnica ocorre ao
coloca-la em contato com uma solugdo aquosa das espécies de interesse a uma temperatura
selecionada. Os céations presentes na solucao difundem-se para o interior da estrutura da ze6lita

e substituem os cations de compensacao, até se atingir o equilibrio °°.
2.3 Zedlitas utilizadas como agentes hemostaticos e seus antecedentes

Zeolitas tém sido tradicionalmente utilizadas como catalisadores, agente de adsorgéo e
trocadores idnicos °’. Todavia a partir da década de 80, o potencial e eficacia do uso de materiais
zeoliticos como eficientes agentes hemostaticos ficaram evidenciados quando a empresa norte-
americana Z-Médica depositou a primeira patente (US4822349) 8 descrevendo a invencgio e o
desenvolvimento de agentes hemostaticos a base de zeoOlitas. Trata-se entdo do agente
hemostatico chamado comercialmente de Quikclot®, produto esse elaborado a partir da zedlitas
e outros solidos inorgéanicos. Em 2002, a Food and Drug Administration (FDA), aprovou 0 uso
desse agente hemostéatico, e 0 mesmo foi usado para cuidados de sangramento em vitimas de
guerra. O Quikclot foi amplamente aceito e usado pelas forcas de combate norte-americanas
durante a guerra do Iraque (2003-2010) e Afeganistdo (2001-2013) 16: 25 59:60:61

O mecanismo proposto para a acdo desse agente hemostaticos a base de materiais
zeoliticos ocorre através do aumento da adsorcdo das moléculas de dguas presentes no sangue:
no momento do contato entre a zeblita e o sangue, a grande area superficial da zeoélita
desidratada (200-800 m?/g) adsorve as moléculas de agua, concentrando assim fatores de
coagulacio e plaquetas do sangue e consequentemente acelerando a coagulagdo °7 %°,
Adicionalmente, a superficie de carga negativa das zedlitas fornece um ambiente quimico
favoravel que funciona como um ativador de contato do padrdo intrinseco da cascata de
coagulacdo ativando proteinas e fatores, que iniciam uma série de mecanismos em cadeia
responsaveis pela associacdo da enzima trombina e a polimerizagao da fibrina 27 ¢°,

Embora fosse efetivo, 0 agente hemostatico Quikclot® apresentou um efeito colateral
bastante sério na sua aplicacdo; a adsor¢do das moléculas de dgua do sangue no material

zeolitico induzia uma reacéo forte reacdo exotérmica na superficie do tecido, ou seja, liberava
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energia, nesse caso na forma de calor, gerando um aquecimento localizado e causando
queimaduras 22 %0, Wright et al. *° em seus experimentos com porcos anestesiados, aplicou o
agente hemostatico Quikclot® e observou uma elevacéo da temperatura na superficie do tecido
em torno de 95°C , enquanto a temperatura interna do tecido atingiu temperaturas superiores a
50°C, a 3mm de profundidade.

A primeira geragdo do produto Quikclot® foi retirada do mercado, dando lugar aos
produtos da segunda geracdo. Desde entdo, o laboratorio Z-Médica tem desenvolvido variacdes
do uso destes agentes. Em 2005, foi introduzido no mercado a segunda geracao destes agentes
hemostéticos: Quikclot ACS+ e Quikclot Sport. Estes tiveram como objetivo, suprir algumas
deficiéncias relacionadas aos produtos da geracédo anterior, bem como reparar efeitos colaterais
ocasionados com o uso dos agentes hemostéaticos da primeira geracdo. Em 2006, foi introduzida
a terceira geracdo com o desenvolvimento de agentes hemostaticos a base de caolin. A partir de
2009, outras variacdes desses agentes hemostaticos foram inseridas no mercado, destinada a
varios tipos de segmentos como cirurgica, civil, militar, veterinario, sendo muito eficazes no
combate a hemorragias de varias naturezas.

Desde o ano de 2006, uma série de agentes hemostaticos a base de zedlitas e argilas
foram patenteadas. Dentre as zeo6litas mais utilizadas para este fim, pode-se citar a ze0lita 5A,
ZSM-5, VPI-5, X, Y, AIPO, SAPO, beta, chabazita, mordenita, bentonita, esmectina, haloisita,
caolin entre outras classes 2 26 62 63: 64,6566 - Além disso, foi utilizada uma série de ions no
processo de troca ibnica destes materiais, como por exemplo: Ca, Zn, Ag, K, Ba, Sr, NH4, Fe,
Cu, Mg, que teve como objetivo favorecer a coagulacdo sanguinea ou atribuir alguma
caracteristica adicional ao material, como a capacidade antimicrobiana na inibicdo do
crescimento de microrganismos  10:67:68,

Estes produtos apesar de serem comercializados em alguns paises além dos Estados
Unidos, ndo sdo comercializados no Brasil. Embora a fabricacdo e venda de agentes
hemostaticos a base de zeélita ainda ndo esteja regulamentada no nosso pais, devido a suas
caracteristicas, este tipo de produto se enquadraria na classificacdo da Anvisa como produto
médico para saude.

De acordo com a Anvisa, produtos médicos sdo produtos para a saude, tal como
equipamento, aparelho, material, artigo ou sistema de uso ou aplicacdo meédica, odontoldgica
ou laboratorial, destinado a prevencdo, diagnostico, tratamento, reabilitacdo ou anticoncepc¢éo
e que ndo utiliza meio farmacoldgico, imunoldgico ou metabolico para realizar sua principal

funcdo em seres humanos, podendo entretanto ser auxiliado em suas fungdes por tais meios ©°.

33



Produtos com esta classificacdo devem apresentar algumas caracteristicas fundamentais para
sua aplicacdo. Primeiramente o material deve ser biocompétivel, ou s eja, deve possuir uma
resposta apropriada, com o minimo de reacGes alérgicas, inflamatérias ou toxicas quando em
contato com o tecido vivo. Além disso, deve apresentar biofuncionalidade, ou seja, deve ter a
capacidade de desempenhar a funcdo desejada. Adicionalmente, o material deve apresentar
estabilidade, que é referente a capacidade do material em manter suas propriedades elementares
no tempo previsto da sua aplicacdo. De maneira secundaria, o material deve apresentar
processabilidade, ou seja, o material deve ter a capacidade de ser submetido a um processo
industrial, e também a capacidade de ser submetido ao processo de esterilizacdo sem alterar sua
funcionalidade °.

Conforme a literatura, as zedlitas utilizadas como agentes hemostaticos podem ser
incorporados em varios tipos de materiais como bandagens, curativos, esponjas, tecidos, swabs,
gazes, dispositivos, pastilhas, malhas, adesivos, entre outros tipos, tal como descrito nos
documentos: US2006/0211971 ™, US2006/0211965 2, US2007/0004995 "3, US2007/0167971
74 US2008/0206134 "°, US2008/0085300, US2008/0125686 "6, US8277837 "/, para entdo
serem utilizadas de uma forma mais eficiente e segura.

Assim sendo, zeo6litas quando incorporadas em curativos ou bandagens, ou qualquer
outro tipo de material compativel com seu mecanismo de acéo, séo classificados como produtos
para saude e de classe de risco I, de acordo com a RDC n° 85/2001 °°. A partir dai sdo
necessarias uma série de analises e experimentos para o enquadramento desses agentes

hemostaticos a base de zedlitas como produto para saude.

2.4 Principios tedricos do Processo de Coagulacdo e técnicas in vitro de avaliacdo da

hemostasia

A base do modelo de coagulacdo sanguinea foi desenvolvida no inicio do século XX,
descrevendo apenas porcdes terminais da coagulacdo. Porém, a descoberta dos componentes
especificos da coagulacdo responsaveis pela geracdo de trombina ocorreu somente apds as
décadas de 40 e 50 "8, Foi somente na década de 60 que dois grupos independentes introduziram
um modelo de coagulacdo sanguinea. Trata-se de uma série de etapas em que a ativacao de cada
um dos fatores de coagulacdo leva a ativacdo de outro, culminando com uma explosdo de
geracdo de trombina. O modelo de cascata foi proposto por Macfarlane (1964) * e publicado
pela revista Nature e logo em seguida, 0 modelo em cascata relatado por Davie e Ratnoff (1964)

8 foi publicado pela revista Science 8.
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A cascata de coagulacéo envolve uma sequéncia de reacGes interligadas, dividido na via
extrinseca em resposta ao contato do sangue com os tecidos extravasculares e na via intrinseca
ou acessoria pelo contato do sangue com uma superficie diferente do endotélio normal e das
células sanguineas ® (Figura 2).

Figura 2 Etapas da cascata de coagulacdo (via extrinseca, via acessoria (intrinseca) e via comum). Fonte: Franco,
2001 8
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O sistema extrinseco ocorre quando a ativacdo do fator VII, pelo fator tecidual, produz
a ativacdo do fator X. O tecido traumatizado libera um complexo de varios fatores, denominado
fator tecidual. O fator 1, o célcio e fator VII formam um complexo que age enzimaticamente
na presenca de fosfolipidios para converter o fator X para fator X ativado (FXa) 8. O sistema
intrinseco ¢é localizado nos componentes do sangue e é iniciado através da ativacdo por contato
do fator XII em superficies carregadas negativamente, e posteriormente, ativando outros
componentes de contato '8, A calicreina e o cininogénio de alto peso molecular (CAPM) podem
modular a ativacdo do fator XII. A calicreina entdo acelera a conversdo do fator XII para fator

X1 ativado (FXIla). O FXlla atua enzimaticamente sobre o fator XI para ativa-lo. O FXla atua
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sobre o fator 1X ativando-o. Por sua vez, o FIXa, ao atuar com o FVIlla, fosfolipidios
plaquetarios (FP3), ativa o fato X &,

Estas duas vias convergem, formando o caminho comum, o que resulta na ativacéo do
Fator X convertendo-o em fator X ativado (FXa), formando uma pequena quantidade de
trombina. A trombina, por sua vez, atua na conversao do fibrinogénio (fator 1) em monémeros
de fibrina, que séo interligados pelo fator XI1I ativado (FXIlla), formando polimeros insoliveis
de fibrina. A transformacdo ou “estabiliza¢dao” da fibrina soluvel em um coagulo de fibrina
insolavel é catalisada pelo fator XIII, na presenca de célcio, onde o fator XIIlI normalmente
circula no plasma sob a forma de pro-enzima inativa e é convertido em sua forma ativa pela
trombina 8% &,

O ultimo modelo de coagulacdo proposto é baseado em superficies celulares, no qual a
hemostasia requer substancias pro-coagulantes ativadas que permanecam localizadas no sitio
da lesdo para a formacéo de tampao plaquetario e de fibrina. Neste novo modelo, o processo de
coagulacdo sanguinea é iniciado pela exposicdo de fatores de coagulacdo localizados na
corrente sanguinea . O Modelo Celular de Coagulacéo foi proposto por Hoffman e Monroe
e sugere que a coagulacdo ndo ocorre como uma "'cascata”, mas em trés fases que se sobrepdem:
1) de iniciacéo, que ocorre no tecido na presenca de um fator celular; 2) amplificacéo, em que
as plaquetas e co-fatores sdo ativadas para definir o cenario para a geracdo de trombina em
grande escala; e 3) de propagacao, em que grandes quantidades de trombina sdo gerados sobre

a superficie de plaquetas ®°.
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Figura 3 Etapas da nova cascata de coagulagio (O modelo celular). Fonte: Galvez e Cortes, 2012 &
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O processo de coagulacéo sanguinea € iniciado por exposicao de células que expressam
o fator tecidual na corrente sanguinea. O fator tecidual esta presente nas membranas das células
vizinhas do leito vascular, mas ndo se encontra, normalmente, em contato com o sangue 8% 88,

Na fase da iniciacdo, o complexo TF/FVIla (fator tecidual/fator VI ativado) ativa o FX
diretamente e indiretamente através do FIX, transformando pequenas quantidades de
protrombina em trombina, que sdo ainda insuficientes para a realizagdo do processo de
formacdo da trombina. A interacdo entre o TF e 0 FVIla é um passo fundamental para o inicio
da coagulac&o 878,

Na fase de amplificacdo, a trombina, em conjunto com o calcio do sangue e o
fosfolipideo derivados das plaquetas, participam ativamente no processo de feedback positivo
na ativacdo dos fatores XI, IX, VIl e V, e, especialmente, para acelerar a ativacao plaquetaria.
Simultaneamente os fatores mencionados sdo atraidos através de mecanismos quimiostaticos
para a superficie das plagquetas, onde um processo muito importante da ativacao e multiplicacao
ocorrem rapidamente 8°. Uma pequena quantidade de trombina produzida pelo complexo TF-
FVIla é essencial para a amplificacdo, embora seja insuficiente para a formacdo do coagulo. A
trombina é um agente de recrutamento plaquetario muito ativo, e por feedback positivo pode
também ativar os fatores V, VIII e XII. A amplificacdo é também caracterizada pelo sistema de
feedback negativo através de anticoagulantes naturais: TFPI (do inglés complexo inibidor de
TF), antitrombina e proteina C, que desempenha um importante papel na regulacdo da

procoagulacéo &’
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A fase de propagagdo é caracterizada pelo recrutamento de um grande numero de
plaguetas para o sitio da lesdo e pela producdo dos complexos tenase e protrombinase na
superficie das plaquetas ativadas 8 %°, O FIXa ativado durante a fase de iniciacéo se liga ao
FVIlla na superficie das plaquetas formando o complexo tenase. Como o FXa ndo pode se
mover efetivamente das células que expressam FT para a plaqueta ativada, maior quantidade
de FXa deve ser produzida diretamente na superficie da plaqueta pelo complexo FIXa/FVIlla
85;86_

Finalmente, o FXa rapidamente se associa ao FVa ligado a plaqueta durante a fase de
amplificacdo, resultando na formacdo do complexo protrombinase, 0 qual converte grande
quantidade de protrombina em trombina. Esta é responsavel pela clivagem do fibrinogénio em
mondmeros de fibrina, que polimerizam para consolidar o tamp&o plaquetario &. O processo
final, sempre ocorrendo na superficie da plaqueta, acelera e leva a uma exploséo na geracdo de
grandes quantidade de trombina em fibrina 8. Trombina simultaneamente ativa o FXIIl e o
inibidor da via do fator tecidual (TFPI) que positivamente adiciona efeitos de estabilizacdo e
resisténcia a plasmina 8. A ativagio plaquetaria altera a permeabilidade da membrana,
permitindo a entrada de calcio e a liberacdo de substancia quimiostaticas que atraem os fatores
de coagulacdo. O fator V e os fosfolipideos sdo liberados ao mesmo tempo, fornecendo o

complemento necessario a coagulacdo &'.

2.5 Metodologia para estudos da coagulacéo sanguinea

Alguns parametros descritos pelos modelos de coagulacdo podem ser medidos através
de certas analises laboratoriais de coagulacéo in vitro, como € o caso da via intrinseca, em que
se mede o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) e da via extrinseca, em que se mede
0 tempo de protrombina (TP). Essas técnicas tém limitagdes principalmente quando
comparadas a hemostasia que ocorre in vivo .

O teste TP fornece uma indicacdo sobre a quantidade total de protrombina presente no
sangue. Este teste é usado para identificar as anormalidades dos fatores envolvidos no sistema
extrinseco (protrombina e fatores V, VIl e X). O teste TP é realizado rotineiramente nos
laboratdrios para a determinacao da concentracgdo de fibrinogénio no plasma. Para se determinar
a quantidade de fibrinogénio adiciona-se uma quantidade de trombina ao plasma sanguineo e
mede-se imediatamente a velocidade/tempo de formagao da fibrina 82.

O teste mais comumente empregado para verificagdo do mecanismo intrinseco da

coagulacdo é o tempo tromboplastina parcial ativado (TTPA). Esse teste é utilizado para o
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diagndstico de anomalias dos fatores da coagulagdo XII, XI, IX, VIII, X, protrombina e
fibrinogénio. O teste TTPA é realizado através da adicdo de célcio e de um composto
particulado de carga superficial negativa como o caulim ou silicato de aluminio, o que acarreta
na ativacdo dos fatores XII e XI por essas substancias, sendo possivel determinar diretamente
0 TTPA &,

O tempo de coagulacdo ativado (TCA) € geralmente utilizado para monitorizar o efeito
da heparina, antes, durante e apds cirurgias que requerem procedimentos de anticoagulacdo
intensas, tais como a cirurgias cardiacas, angioplastia cardiaca, e dialise °2. O teste TCA é
sensivel as variagdes ocorridas na hemostasia pela via intrinseca, e mede o tempo necessario
para que as amostras de sangue total (entende-se por sangue total o sangue com todos 0s seus
componentes antes do fracionamento) coagular apds a ativacdo de contato por caulim ou de
celite °% %, Na Figura 4 ¢é possivel observar o monitor de coagulagio ativada (MCA 2000), no

qual é possivel analisar o tempo de coagulacdo ativado.

Figura 4 Monitor de coagulacdo ativada MCA 2000 — Fundacdo Adib Jatene Bioengenharia. Fonte:
http://www.fajbio.com.br/Default.aspx, Acesso em 15 de mai de 2016

Existem outros testes disponiveis na rotina medico-laboratorial que monitoram a
hemostasia, como por exemplo, determinagdo de fibrinogénio, teste de geracdo de trombina,
dosagem de fatores de coagulagdo, contagem de plaquetas, teste de agregacdo e adesdo
plaquetaria, entre outros.

Outra técnica muito eficiente disponivel para a avaliagdo da coagulacdo é a
tromboelastografia (TEG) elaborada por Hellmut Hartet em 1948. Esta técnica fornece uma
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avaliacdo global da hemostasia quantitativamente por medicdo das alteragdes das condicOes
viscoelasticas do sangue total, desde o inicio da coagulacdo até a fibrindlise. O teste inclui o
inicio da formagdo do codgulo, o seu progresso, a sua maxima forca e estabilidade, que
fornecem informagGes importantes sobre a coagulacdo, fibrindlise e funcio plaquetaria % %697,
Este equipamento fornece informacgdes adicionais em comparacdo com testes de laboratério
padréo (por exemplo, TP, TTPA, e tempo de geracdo de trombina). A tromboelastografia pode
também identificar as contribuicdes relativas aos fatores de coagulacao, tais como fibrinogénio
e plaquetas, para o processo global de coagulacdo %’. Embora a Tromboelastrografia (TEG)
tenha sido desenvolvida por Hellmut Hartet em 1948, apenas em 1996 a trademark TEG® foi

registrado e patenteado pela Haemoscope Corporation (Figura 5).

Figura 5 TEG® 5000 Thrombelastograph® Sistema de analise  hemostatica.  Fonte:
http://www.haemonetics.com/default.aspx, Acesso em 16 de abr de 2016

Outro aparelho que utiliza a técnica de tromboelastrometria e € utilizado para avaliacéo
da coagulagdo sanguinea é denominado ROTEM ®. Tanto o TEG quanto o0 ROTEM fornece
uma representacdo grafica da formacéo e lise (quebra) do coagulo, porém enquanto o sistema

de deteccdo do TEG é um fio de tor¢do, no ROTEM é um detector dptico 8 (Figura 6).
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Figura 6 Rotem® delta sistema de analise hemostatica. Fonte: https://www.rotem-usa.com/products/rotem-delta/,
Acesso em 03 de abr de 2016

E importante notar que nenhum teste de coagulagdo clinica reflete totalmente a
complexidade da hemostasia in vivo. Apesar disso, 0s testes de coagulacéo disponiveis possuem
alta sensibilidade para a deteccdo de deficiéncia de um ou mais fatores da coagulacdo, sendo,
portanto, testes eficientes e confiaveis para a deteccao das alteracdes dos fatores da coagulacéo

em pacientes com tendéncia a sangramento 8.
2.5.1 Estudos da atividade hemostatica por Tromboelastografia (TEG)

Como ja foi dito anteriormente, a tromboelastografia (TEG) € uma técnica experimental
que permite uma avaliacdo global do processo de iniciacdo, formacéo, estabilizacéo e lise do
coagulo, documentando a interacdo das plaquetas, e outras células sanguineas, como as
proteinas da coagulacdo. Sao avaliadas as propriedades elasticas do sangue que fornece uma
avaliacdo global da funcdo hemostéatica. As alterac6es que ocorrem durante a coagulacdo sdo
registradas, fornecendo uma representacao grafica do processo de polimerizacdo da fibrina e
também da forga do coagulo *°.

Um dos diferenciais deste teste em relacdo aos ensaios de coagulacdo de rotina, tais
como TTPA (tempo de tromboplastina parcial ativada) e TP (tempo de protombina) é que o
TTPA e o TP ndo sdo executados em sangue total; em vez disso, estes testes sdo realizados
apenas no plasma. Assim, a contribuicdo de plaquetas para a resisténcia e formacdo do coagulo
ndo sdo considerados. Enquanto TP e o TTPA séo frequentemente testes adequados para

disturbios de coagulacdo do sangue e medicacBes utilizados para tratar estas desordens de
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monitoramento, eles fornecem uma visdo simplista das caracteristicas globais da coagulacéo
100_

A Figura 7 mostra o principio de funcionamento do instrumento TEG. O equipamento
possui 2 canais; para cada canal, um pino suspenso por um fio de tor¢do é imerso no sangue
total em um recipiente de plastico (cup). O cup oscila a uma velocidade constante em um angulo
de 4° 45°, seis vezes por minuto para imitar o fluxo venoso lento e ativar a coagulagdo . O
torque do cup é transmitido para o pino através da formacéao das cadeias de fibrina dos coagulos
conforme a coagulacdo prossegue, e transmitido para o fio de tor¢do para a conversao de um

transdutor elétrico-mecénico num sinal elétrico, que pode ser monitorado por um computador
97; 101

Figura 7 Imagem ilustrativa do principio de funcionamento do equipamento TEG ®. Fonte: Peng e Rhind, 2015 %
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O equipamento ira fornecer os seguintes parametros de coagulagdo #°':

1) tempo de reacdo: caracterizado como R, é o tempo de formacdo de um coagulo
reconhecivel com tamanho de aproximadamente 2 mm, inicio da producéo de fibrina;

2) tempo de coagulacédo: caracterizado como K, este parametro equivale ao tempo que
se inicia a partir de R e se prolonga até o coagulo atingir 20 mm, este parametro mostra a
formacdo de um coagulo 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 adesédo plaquetaria.
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A Figura 8 mostra um tipico tromboelastrograma geralmente obtido em estudos de

coagulacdo sanguinea utilizando o TEG.

Figura 8 Esquema do tromboelastograma ilustrando os pardmetros R, K, o e MA. Fonte: Galvez e Cortes, 2012 &

Coagulation Fibrinolysis

A aplicacdo e o desenvolvimento deste metodo de analise de sangue evoluiram
fortemente baseados nas necessidades do anestesista moderna. Assim sendo, este equipamento
apresenta muitas aplicacdes, como por exemplo: controle de pardmetros da coagulacdo
sanguinea no transplante de figado, cirurgia de bypass cardiopulmonar, obstetricia, cardiologia
e pediatria sendo que a aplicacéo na area de trauma é muito importante devido a sua capacidade
de avaliar o sangue total. O TEG ¢ ideal para identificar rapidamente os pacientes com
coagulopatias aguda traumatica e posteriormente, ativar os protocolos de transfusdo macica

para estes pacientes mais rapidamente 190 102,
2.6 Métodos de caracterizacéo

2.6.1 Determinacdo de cargas de superficie e do ponto isoelétrico pela técnica de

potencial zeta

Zeolitas quando em contato com o sangue sao capazes de funcionar como um ativador
de contato do padréo intrinseco da cascata de coagulacdo ativando proteinas e fatores de
coagulacdo % 103 Este fendmeno é possivel devido as cargas negativas de superficie das
zedlitas. Sendo assim, é de extrema importancia o estudo das cargas superficiais destes
materiais.

Um estudo importante destas cargas de superficie foi demonstrado no trabalho de
Ostomel et al. 1%, Foi observado que a carga efetiva de 6xidos metalicos influencia na resposta
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hemostatica do material, sendo possivel selecionar certos materiais que induzem uma resposta
bioldgica previsivel e sintonizavel quando eles estdo em contato com o sangue. Neste estudo,
foi demonstrado que a partir do pH onde se encontra o ponto isoelétrico do material (pH no
qual hé equilibrio entre as cargas negativas e positivas), é possivel prever se 0 material é pro-
coagulante ou anticoagulante em concentragdes de calcio semelhantes aos niveis séricos.
Oxidos metalicos que exibem um ponto isoelétrico abaixo do pH fisiol6gico do sangue sdo
considerados pro-coagulantes, enquanto que materiais que apresentam ponto isoelétrico com
pH acima do pH fisioldgico do sangue sdo considerados anticoagulantes 1%,

Outro exemplo da importancia da carga de superficie das particulas no processo de
coagulacdo sanguinea é demonstrado no trabalho de Li et al. 1%, Materiais inorgénicos ligados
a proteinas coronas podem produzir mudancas fisiol6gicas e patoldgicas, incluindo a
coagulacdo do sangue, absorcdo pelos macrofagos, agregacdo de proteinas e ativagdo do
complemento 104 105 106:107 ‘Diante disso, a superficie de um nanomaterial torna-se rapidamente
coberta por proteinas plasmaticas (proteinas coronas) ao entrar em um fluido bioldgico 04108,
Este estudo sugere a existéncia de proteinas coronas na superficie de zedlitas que modificam a
sua bio-funcionalidade. Neste caso, foi observado que zeolitas revestidas com essas proteinas
tem uma atividade pro-coagulante superior a zedlita sem o revestimento das proteinas coronas.
A interacdo existente entre as zeolitas e essas proteinas sdo possiveis devido a existéncia de

cargas em ambos 0s materiais %4,

2.6.2 Estudos térmicos das zedlitas pelas técnicas de TG (Analise Termogravimétrica) e

DSC (Calorimetria Diferencial de VVarredura)

A calorimetria exploratdria diferencial (DSC) é uma técnica termo-analitica na qual se
acompanha a variacdo da energia (entalpia) entre uma amostra e a referéncia durante o processo
de aquecimento/resfriamento. Quando ocorre um processo de absorcdo de calor (processo
endotérmico) surge um pico positivo (ja que o aquecedor da amostra deve dissipar calor para
manter a temperatura igual a referéncia), enquanto no processo de emanacao de calor (processo
exotérmico) o pico é negativo. O DSC permite determinagdes quantitativas, estando a area dos
picos relacionada com a energia envolvida no processo, sendo utilizados padrdes para
calibracio do equipamento 1%, Ja a analise termogravimétrica (TG) é uma técnica termo
analitica que acompanha a variacdo de massa da amostra, ou seja, a ganha ou perda de massa
devido a alteraces da temperatura provocadas na amostra. O experimento consiste em utilizar

uma termobalanca, que apos variacdo da temperatura do material, faz uma nova leitura da massa
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para quantificar o material retirado 1. Estas duas técnicas conjuntamente sio ideais para a
avaliacdo do calor de dessorcéo e capacidade de hidratacdo das zeolitas.

Entre 40 a 50 % do volume do cristal de ze6litas € composto por poros e canais, por isso
esses materiais sio amplamente utilizados como adsorventes 110, Assim sendo, estes materiais
sdo conhecidos por exibirem uma significativa reacdo exotérmica, e essa propriedade é
principalmente dependente da area superficial, porosidade e da umidade residual das zeoélitas
172480 No caso de aplicacdo biomédica de zedlitas, a reacdo exotérmica resultante da adsorgio
de &gua produz aumento de temperatura que poderia ser prejudicial aos tecidos proximos a
aplicacdo da zedlita ©, por essa razdo, devem ser realizados estudos térmicos sistematicos com
esses materiais.

Segundo Stucky et al. 1 a pré-hidratacéo e a troca iénica sdo duas estratégias eficazes
para a atenuagdo do efeito colateral associado a queimadura nos tecidos adjacentes a ferida,
provocado devido a grande liberacdo de calor mediante hidratacdo sem afetar as propriedades
do material zeolitico.

De acordo com Ahuja et al. ?® a alteragdo da composicdo quimica da zedlita pode
diminuir a geracdo de calor. A adsor¢édo de agua pelas zeolitas € devido a atragado eletrostatica
entre dgua e 0s ions que residem dentro dos poros do material. Para atenuar o calor de
hidratacdo, os ions podem ser substituidos por outros ions que possuem uma energia livre
padrdo mais baixos do que a energia livre padrdo de formacdo de dgua, amenizando assim o

efeito colateral das zeolitas.

2.6.3 Analise textural por adsorc¢ao de nitrogénio para determinacao da area superficial
(BET)

Algumas estruturas de zeolitas apresentam canais de cavidades interconectados de
dimensdes moleculares, e este tipo de estrutura microporosa confere as zeolitas uma superficie
interna muito maior quando comparado a sua superficie externa 2. Como foi discutido
anteriormente, uns dos mecanismos proposto para a acdo de agentes hemostaticos a base de
materiais zeoliticos ocorre através do aumento da adsorcdo das moléculas de dguas presentes
no sangue °”:°. Consequentemente o estudo da area superficial destes materiais ¢ extremamente
importante para o entendimento deste mecanismo.

Um dos métodos mais comuns de determinacdo da area especifica de um sélido se baseia
na determinacdo da quantidade de um adsorvato necessdria para recobrir como uma

monocamada a superficie de um adsorvente. Os adsorvatos normalmente utilizados para esse
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fim séo gases e, por isso, torna-se necessario o estudo da interacdo entre o gas e o sélido no
processo de adsor¢do. Quando um solido é exposto a um gas ou vapor em um sistema fechado
a temperatura constante, o solido passa a adsorver o gas, ocorrendo assim um aumento da massa
do sélido e um decréscimo da pressdo do gas. Apds um determinado tempo, a massa do sélido
e a pressdo do gas assumem um valor constante. A quantidade de gas adsorvida pode ser
calculada pela diminuicdo da pressao por meio da aplicacdo das leis dos gases ou pela massa
de gas adsorvida pelo sdlido %2,

Adsorc¢do de nitrogénio a temperatura de 77 K representa a técnica mais utilizada para
determinacdo de area de superficie de materiais e para caracterizacdo de sua textura porosa. O
ponto de partida é a determinacdo da isoterma de adsorcdo, que é o volume da quantidade
adsorvida em relagcdo a pressdo relativa (P / Po) variando 0,05-1,0 . A forma da isoterma
depende do tipo de porosidade do solido. Dentre os 6 tipos de isotermas, normalmente quatro

sd0 mais utilizados em caracterizacédo de sdlidos (Figura 9) 4,

Figura 9 Os quatro tipos de adsorcdo isotérmica geralmente encontrada por adsorcdo de nitrogénio. Fonte:
Leofanti et al., 1998 114
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A isoterma do tipo | € caracteristica de sélidos com microporosidade. As isotermas do
tipo Il e 1V sdo tipicas de solidos ndo porosos e de solidos com poros razoavelmente grandes,
respectivamente. As isotermas do tipo Il e V sdo caracteristicas de sistemas onde as moléculas
do adsorvato apresentam maior interacéo entre si do que com o solido. Estes dois Gltimos tipos
ndo sdo de interesse para a analise da estrutura porosa. A isoterma do tipo VI é obtida através
da adsor¢do do gas por um solido ndo poroso de superficie quase uniforme, o que representa
um caso muito raro entre os materiais mais comuns 3. O tipo de isoterma ¢ funcéo do efeito
do tamanho do poro sobre o fenémeno de adsorcdo. De acordo com as curvas conhecidas, foi
estabelecida uma classificacdo dos poros em funcao de seu didmetro: Microporos possuem um

diametro menor que 20 A; Mesoporos entre 20 e 500 A e Macroporos maior que 500 A 13,
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O método de BET é utilizado para o célculo da &rea superficial total, enquanto que o
método de Saito-Foley (SF) € utilizado para a determinacdo de area de superficie e volume de
microporos 4,

A anélise de BET fornece avaliacdo da area de superficie especifica de materiais através
da adsorcéo de nitrogénio. A técnica engloba as avaliacOes da area superficial e da area de poros
externos para determinar a area de superficie especifica total, em m?/g. O método BET baseia-
se num modelo que assume a formacao de sucessivas camadas de moléculas de gas numa dada
superficie (adsor¢do multicamadas). A area de superficie especifica é entdo calculada a partir
da quantidade moléculas adsorvida na primeira camada. O espa¢o ocupado por uma molécula
adsorvida é multiplicada pelo nimero na primeira camada 1%°.

As diferentes trajetdrias entre os processos de adsorcéo e dessorcdo caracterizam uma
histerese 3. A histerese é geralmente associada com a condensacéo capilar em estruturas de
mesoporos. As histereses podem apresentar uma ampla variedade de formas dependendo da
forma dos poros (Figura 10).

Desta maneira, a histerese tipo H1 é geralmente associada a materiais porosos
caracterizados por aglomerados ou de esferas uniformes compactadas em um arranjo bastante
regular que, portanto, ttm uma estreita distribuicdo de tamanhos de poros. Materiais porosos
adsorventes (como por exemplo, silica gel), que apresentam distribuicdo de tamanhos de poros
e forma ndo muito bem definida, possuem uma histerese tipo H2. O loop de histerese tipo H3 €
observado em agregados de placas que ddo origem a poros com forma de fenda; de maneira

similar, o tipo H4 é tipico de poros estreitos também tipo fenda *°.
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Figura 10 As quatro formas de histerese de adsorcéo isotérmica geralmente encontrada por adsorcao de nitrogénio.
Fonte: Leofanti et al., 1998 114
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2.7 Andlise qualitativa do efeito antimicrobiano de zedlitas na inibicéo do crescimento de

microrganismos

Devido a suas caracteristicas de sistemas de poros tridimensionais e pela grande abertura
destes poros, as zedlitas permitem de forma relativamente facil a troca de certos cations entre
solugbes aquosas e sitios de trocas intercristalinos °3. Adicionalmente, sabe-se que os metais
pesados tais como a prata, zinco, cobre, mercurio, estanho, chumbo, bismuto, cadmio, cromio,
e talio tém propriedades antibacterianas '’. Consequentemente, nos Gltimos anos inimeras
pesquisas envolvendo zedlitas sintéticas ou naturais trocadas iGnicamente com estes metais
estdo sendo realizadas na tentativa de adicionar atividade antibacteriana a estes materiais 1"
118 Os metais que apresentam capacidade antimicrobiana podem ser incorporados em zedlitas
por meio do processo de troca ibnica, em seguida, quando estdo em seu sitio de acdo podem
liberar lentamente esses metais e atuarem como bactericida inorganicos e desinfetantes, que séo
excelentes em termos de seguranca e de estabilidade quando em comparacdo com outros
antibioticos organicos 117119,

Dentre os metais com potencial antimicrobiano, a prata tem se destacado devido a sua
alta eficiéncia na inibicdo do crescimento de um amplo espectro de microrganismo 120121122
Matsumura et al. 12 em seus estudos de atividade antimicrobiana de zedlitas com prata contra
Escherichia coli, concluiu que o ion de prata desempenha um importante papel para a acéo
bactericida na zedlita de prata. Desta forma foi proposto por estes autores dois processos
sucessivos possiveis que podem estar envolvidos na acdo da zedlita de prata: as células
bacterianas ao fazer contato com as zeolitas carregadas com ions prata, assimilam o metal que
inibe varias funcdes na célula e, consequentemente, causando danos celulares. A segunda é a
geracgdo de espécies reativas de oxigénio, que sdo produzidos, possivelmente através da inibicéo

de enzimas respiratorias pelos ions prata causando danos na prépria célula bacteriana.
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Desta maneira, avaliar se zedlitas apresentam potencial antimicrobiano é muito
importante ja que seria uma excelente caracteristica adicional a um possivel agente hemostatico

enquadrado como produto para a saude.
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3 Objetivos

3.1 Geral

O objetivo deste trabalho é a sintese e a caracterizagdo fisico-quimica dos materiais
zeoliticos na escala micrométrica e nanométrica em suas formas sodicas e seus derivados de

troca ibnica com acdo hemostéatica e antimicrobiana.

3.2 Especifico

Os objetivos especificos sao:

. Sintetizar zedlitas Faujasita (FAU), Gismondina (GIS), Mordenita (MOR), zedlita A
(LTA), zeolita Beta (BEA), Titano Silicato (TS-1) na escala micrométrica e nanomeétrica;

. Troca ibnica dos materiais zeoliticos preparados na escala micrométrica e nanometrica
com solugéo de célcio (Ca*?), Bario ( Ba?*), Prata ( Ag*), Magnésio (Mg?*);

. Caracterizar os materiais zeoliticos na escala micrométrica e nanométrica usando
Difracdo de Raios-X (DRX), MEV, EDS, BET, AFM, Contraste de fase, FT-IR, Potencial Zeta,
RMN-MAS, TGA e DSC.

" Determinar os parametros (R, K, a, MA) obtidos pela técnica de tromboelastrografia
(TEG) usando como agentes hemostaticos os materiais zeoliticos na escala micrométrica e
nanomeétrica sintetizados neste estudo, para a comprovacdo da eficiéncia coagulante destes
materiais.

" Avaliar propriedades antimicrobianas de zeolitas pelos métodos de microdiluicdo e
difusdo utilizando os microrganismos Candida albicans, Candida parapsilosis e

Staphylococcus aureus.
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4 Procedimentos experimentais

4.1 Sinteses das zeodlitas na escala micrométrica

4.1.1 Sintese de zedlita Gismondina (GIS) na escala micrométrica

A zedlita Gismondina na escala micrométrica foi sintetizada de acordo com processo
previamente descrito por Vasconcellos et al.'?,

A zedlita Gismondina foi preparada da seguinte maneira: solubilizou-se o hidroxido de
sodio em agua destilada formando uma solucdo. Em seguida, foi adicionado a esta solucdo o
aluminato de sodio. Apds dissolucdo do aluminato de sodio foi acrescentada a solucdo
resultante o hidroxido de tetrapropilaménio (20% TPAOH em H20). A mistura resultante
permaneceu sob agitacdo durante 30 minutos. Em seguida foi acrescentada a silica amorfa
(Cabosil Grade EH-5).

O gel final foi colocado em reator estatico (Parr Instrument Company) e levado a estufa
por 5 dias a 100°C. O material resultante foi denominado GIS. A composicao final do gel foi a
seguinte: 1SiO2: 1Al,03: 4,5 Naz0: 35,5 TPAOH: 500 H20.

4.1.2 Sintese de Zeolita A (LTA) na escala micrométrica

A zellita LTA na escala micrométrica foi sintetizada de acordo com processo
previamente descrito por Zhan et al.1%,

A zeolita LTA foi sintetizada da seguinte maneira: 2,73g de hidréxido de sédio foram
solubilizados em 25¢g de agua destilada. Em seguida foi adicionado 1,219 de aluminato de sodio.
Para que a solucao ficasse limpida, foi necessario permanecer sob agitacdo durante 15 minutos.
Em seguida foi adicionada a solucao resultante 1,72g de silica coloidal 30% e agitado até a
completa solubilizacdo. A solucdo permaneceu em agitacdo magneética por 12 horas em
temperatura ambiente. Apos esse processo, houve a formacao de um solido branco. Este solido
foi submetido a um processo de purificacdo e lavagem que consistiu na remocdo da agua mae
e a redispersdo deste sélido em agua destilada (trés vezes) utilizando um banho ultrassonico.
No final do processo o material foi seco em estufa a 40°C por 16 horas. O material resultante
foi denominado LTA. A composicao final do gel foi a seguinte: 5,5 Na,O: 10 Al,O3z: 4 SiO:
190 H20.
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4.1.3 Sintese de zedlita Mordenita (MOR) na escala micrométrica

A zeélita Mordenita na escala micrométrica foi sintetizada de acordo com processo
previamente descrito por Zhang et al. 1%,

Em uma sintese tipica de mordenita, 1,36 g de NaAlO. e 2,24g de NaOH foram
adicionados em 32g de solucdo de silica coloidal (Ludox AM 30). A mistura resultante
permaneceu sob agitacdo durante 10 minutos. O gel branco uniforme foi transferido para uma
garrafa de Teflon e envelhecido a temperatura ambiente durante 50 minutos. Em seguida, o pH
foi determinado na faixa de pH 12. O gel foi transferido para um reator e colocado em estufa a
170°C por quatro dias. Depois deste processo, o material foi filtrado e lavado com &gua destilada
(75-80°C) e seco a 60°C por 14 horas. O material resultante foi denominado MOR. A
composicao final do gel foi a seguinte: 1,0 SiO-: 0,052 Al>Os: 0,23 NaxO: 7,95 HO.

4.1.4 Sintese de zeolita Faujasita (FAU) na escala micrométrica

A zedlita Faujasita na escala micrométrica foi sintetizada de acordo com processo
previamente descrito por Zhan et al.*?®,

A zeolita Faujasita foi sintetizada da seguinte maneira: o hidroxido de sodio foi
solubilizado em agua. Em seguida foi adicionado o aluminato de sddio. A solucdo deve ficar
limpida, para isso foi necessaria agitacdo por 15 minutos. Em seguida foi adicionado silica fumé
(fumed silica) e agitado até a solubilizacdo. A solucéo foi colocada em um reator e deixada na
estufa a 90°C por quatro dias. E apds este periodo ocorreu a formagdo do material zeolitico
solido. O processo de purificacdo e lavagem deste material incluiu a remocao da agua mée e a
redispersao deste sdlido em agua destilada (trés vezes) utilizando um banho ultrassonico e por
fim, secagem em estufa do material sélido a 40°C por 16 horas. O material resultante foi
denominado FAU. A composicao final do gel foi a seguinte: 5,5 Na2O: 1 Al,Oz: 4 SiO,: 190
H-0.

4.1.5 Sintese de zedlita Titanio-silicato (TS1) na escala micrométrica

A zedlita Titanio-silicato na escala micrométrica foi sintetizada de acordo com processo
previamente descrito por Tarainasso et al. 27,
Na sintese da zedlita titanio-silicato, 40,82 ¢ tetraetilortosilicato e 0,64 ¢

tetraetilortotitano foram misturados e agitados a 35°C (Solucdo 1). Na solugcdo 1 foram

52



adicionados 42,5 g hidréxido de tetrapropilamonio (40% solugdo) lentamente com o auxilio de
uma bureta a 0°C para prevenir a hidrolise. Em seguida, o material foi aquecido a 80°C para
evaporar o etanol. Ao final, foi adicionado agua para restabelecer o volume inicial. A solucéo
foi colocada em um reator e deixada na estufa a 175°C por 2 dias. E ap6s este periodo ocorreu
a formacgdo do material zeolitico sélido. O processo de purificacdo e lavagem incluiu a remocao
da &gua mée e a redispersdao em agua destilada (3 vezes) utilizando um banho ultrassdnico e por
fim, secagem em estufa a 40°C por 16 horas. Ao final, a amostra foi submetida ao processo de
calcinacdo a 550°C por 8 horas para remocdo do template organico TPA-OH. O material
resultante foi denominado TS-1. A composicao final do gel foi a seguinte: TiO2: 70 Si02:1980
H.O: 30 TPA-OH.

4.1.6 Sintese de zeolita Beta (BEA) na escala micrométrica

A zeoOlita beta na escala micrométrica foi sintetizada de acordo com processo
previamente descrito por Camblor et al. 128,

Em uma sintese tipica, 14,859 de agua, 22,4 g TEAOH (40%), 0.132 g Cloreto de sodio
e 0,36 g Cloreto de potassio foram misturados e agitados até a completa dissolucéo (Solucéo
1). Na solugdo anterior, foram adicionados 7,38 g silica e homogeinizar por 10 minutos
(Solugéo 2). Em outro recipiente, 5 g agua, 0.0825 g hidréxido de sodio e 0,4475 g aluminato
de sodio foram agitados até a completa dissolucéo (Solucédo 3). A solucédo 2 foi misturada com
a solucdo 3 e agitada por 10 minutos até a formacdo de um gel espesso. Por fim, o gel foi
colocado a um reator com temperatura a 135°C por 20 horas. E ap0s este periodo ocorreu a
formacdo do material zeolitico solido. O processo de purificacdo e lavagem incluiu a remogéo
da agua mae e a redispersao em agua destilada (3 vezes) utilizando um banho ultrassénico e por
fim, secagem em estufa a 40°C por 16 horas. Ao final, a amostra foi submetida ao processo de
calcinacdo a 600°C por 8 horas para a remoc¢do do template organico TEAOH. O material
resultante foi denominado BEA. A composicdo final do gel foi a seguinte: 1 SiO2: 0,01 Al2Os:
0,5 TEA-OH: 16 H20.
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4.2 Sintese de zedlitas na escala nanomeétrica

4.2.1 Sintese da zedlita Gismondina na escala nanométrica (NanoGIS)

A nanozedlita Gismondina foi sintetizada de acordo com o procedimento experimental
previamente descrito por Kecht et al. 12°,

A sintese da nanozedlita gismondina tipica foi realizada da seguinte maneira: Uma
solucdo de isopropoxido de aluminio (98%, Aldrich), hidroxido de tetrametilamdnio
pentahidratado (TMAOH 5H.0, 97% Aldrich), &gua destilada, e tetraetilortosilicato
(Si(OCzHs)4, 98%, Aldrich) foram misturados em um reator de polipropileno sob agitacéo
vigorosa, resultando em uma solucdo clara ap6s 30 min. A solucédo clara foi tratada por 1h a
0°C em um banho de ultra-som, em seguida, deixada sob forte agitacdo por um periodo de 20h
a temperatura ambiente. Apos este periodo, um tratamento hidrotérmico adicional de 120°C por
aproximadamente 30 min foi realizado para garantir a dissolucéo de todas as particulas maiores
restantes, seguido por 15min de resfriamento a 0°C em um banho ultra-som preenchido com
gelo. A mistura final foi colocada em um reator estatico e levada a estufa por 13 dias a 100°C.
E apds este periodo ocorreu a formacdo do material zeolitico sélido. No final da sintese, o
sobrenadante nanozeolitico foi resfriado e centrifugado em alta velocidade (17.000 rpm) por
aproximadamente 15 minutos. O processo de purificacdo e lavagem incluiu a remocéo da agua
mée e a redispersdo em agua destilada (3 vezes) utilizando um banho ultrassénico e por fim,
secagem em estufa a 40°C por 16 horas. Ao final deste processo, todo o material sélido
sintetizado foi submetido ao processo de calcinagdo a 500-600°C por 8 horas para a remocao
do template organico TMA-OH. O material solido resultante foi denominado NanoGIS. A
composicao final do gel reacdo resultante foi: Al2Os: 4,17 SiO2: 2,39 TMA20: 253 H>0.

4.2.2 Sintese de zedlita A LTA na escala nanométrica (NanoLTA)

A zedlita A (NanoLTA) na escala nanométrica foi sintetizada de acordo com processo
previamente descrito por Biemmi et al. 3,

Para sintetizar nanozedlita LTA, 2,29 g de isopropédxido de aluminio (98%, Aldrich) e
15,04 g de hidréxido de tetrametilaménio pentahidrato (TMAOH 5H20, 97%, Aldrich) foram
primeiramente dissolvidos em uma solucdo aquosa de hidréxido de sodio (0,1 g de NaOH em
27,2 g de H20).
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Apos agitacdo da mistura & temperatura ambiente durante 24 h obteve-se uma solugéo
clara. Em seguida, a esta solucdo clara, 7,04 g de uma solugdo aquosa de silica (Ludox HS-30,
30% em peso, Aldrich) foi adicionada gota a gota sob agitacdo vigorosa. O gel foi envelhecido
durante 72 h a temperatura ambiente e finalmente tratada hidrotermicamente a 60 ° C durante
24 h. A fase solida contida nas suspensdes foi sistematicamente recuperada por ciclos repetidos
de ultracentrifugacdo a 19 000 rpm (1 h). Apos a centrifugacdo, o0 mesmo gel foi colocado
novamente na estufa a 100°C por mais 24 horas. E em seguida, novamente centrifugado, lavado
e seco em estufa a 40°C por 16 horas. Ao final deste processo, todo o material sélido sintetizado
foi submetido ao processo de calcinacdo a 500°C por 8 horas para a remocdo do template
organico TMA-OH. O material resultante foi denominado NanoLTA. A composicdo do gel
resultante foi: 0,4 Na>0:1,9 Al,03:14,0 (TMA),OH:11,9 SiO2:700 HO.

4.2.3 Sintese de zetlita Mordenita na escala nanometrica (NanoMOR)

A zeolita Mordenita na escala nanométrica foi sintetizada de acordo com processo
previamente descrito pela patente de Shujian et al. *3.

A sintese da ze6lita Mordenita na escala nanometrica foi dividida em 6 etapas. Na etapa
1, 5 mL de silica 30%, 0,7mL de hidréxido de sodio (8,036 M) e 2 mL de agua destilada foram
misturados e agitados fortemente a temperatura ambiente durante 1h30min para de obter uma
solucdo sol de silica (Solucdo 1). Na etapa 2, 0,81 mL de hidréxido de sodio (8,036 M), 0,251g
de aluminato de sddio e 1mL de agua destilada foram uniformemente misturados e adicionados
a Solucdo 1 e agitados a temperatura ambiente por 1h. Na etapa 3, foi adicionado 5,3mL de
agua destilada na solucdo anterior sob agitacdo vigorosa por 1 hora. Na etapa 4 foi adicionado
1,127g de Na2SO4 a solucgdo anterior e a mesma foi submetida a agitagdo por mais 1 hora. Na
etapa 5, foi adicionado 0,49 de semente de Mordenita (zeoOlita Mordenita na escala
micrometrica) e a solucéo final ficou sob agitacdo por mais 1 hora. Na etapa 6 (final), a solucéo
anterior foi colocada em banho ultrassénico por 2 horas. E em seguida, o gel final foi colocado
em estufa a 100°C por 12hs, e apds este periodo o processo de cristalizacdo foi continuado a
130°C por 80hs. E ap0s este periodo, ocorreu a formacdo do material zeolitico sélido. Ao final
do experimento o reator foi colocado imediatamente em ambiente com temperatura controlada
de 10°C por 1 hora. Em seguida, este material foi centrifugado, lavado e seco em estufa a 40°C
por 16 horas. O material resultante foi denominado NanoMOR. A composicdo da reacao
resultante foi: 3 Na2O: 2 Na>SO4: 1 AlxO3z: 15 SiO2: 390 H20.
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4.2.4 Sintese de zeolita Faujasita na escala nanométrica (NanoFAU)

A zedlita Faujasita na escala nanométrica foi sintetizada de acordo com processo
previamente descrito por Zhan et al. 12°,

Uma sintese tipica foi realizada da seguinte maneira: o hidroxido de sodio foi
solubilizado em &gua. Em seguida foi adicionado o aluminato de sodio. A solucdo deve ficar
limpida, para isso foi necessaria agitacdo de 15 minutos. Em seguida foi adicionada silica fumé
(fumed silica). A solucdo foi agitada a 60°C por 48 horas. E ap0s este periodo, ocorreu a
formacdo do material zeolitico sélido. O processo de purificacdo e lavagem incluiu a remocao
da dgua mée e a redispersdao em agua destilada (3 vezes) utilizando um banho ultrassdnico e por
fim, secagem em estufa a 40°C por 16 horas. O material resultante foi denominado NanoFAU.
A composicdo do gel resultante foi: 5,5 Na2O: 1 Al,Oz: 4 SiO2: 190 H20.

4.2.5 Sintese de zeo¢lita Titanio-silicato na escala nanométrica (NanoTS-1)

A sintese da zeolita TS-1 na escala nanométrica foi adaptada dos procedimentos
experimentais de Cundy et al. %% 13 e realizadas da seguinte maneira: 13,2 g de
Tetraetilortossilicato e 1,26 g Tetrabutilortossilicato (Aldrich, 98%) foram transferidos para um
frasco de polipropileno e agitadas a temperatura ambiente por 10 minutos até a formacéo de
uma mistura homogénea. Foi adicionada a solucdo anterior, uma solucdo de hidroxido de
tetrapropilaménio (22,07g, 1M) com auxilio de uma bureta (gota-a-gota). A solucdo foi agitada
vigorosamente por 1 hora. Em seguida, acrescentou-se 3,469 de agua destilada. A mistura foi
agitada por periodo overnight e envelhecido em condigfes estaticas em temperatura ambiente
por 1 hora. Colocou-se o gel em reator estatico e em seguida, em estufa a 100°C por 24 horas.
E ap0s este periodo ocorreu a formacgédo do material zeolitico sélido. O processo de purificacdo
e lavagem incluiu a remocdo da agua mée e a redispersdo em agua destilada (3 vezes) utilizando
um banho ultrassénico e por fim, secagem em estufa a 40°C por 16 horas. Ao final, a amostra
foi submetida ao processo de calcinacéo a 550°C por 8 horas para remocdo do template organico
TPA-OH. O material resultante foi denominado NanoTS-1.

4.2.6 Sintese de zedlita Beta na escala nanométrica (NanoBEA)

A zedlita beta na escala nanométrica foi sintetizada de acordo com procedimento

previamente descrito por Larlus et al. 13,
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A sintese tipica de zedlita Beta na escala nanométrica foi realizada da seguinte maneira:
Em um frasco de polipropileno foi adicionado TEAOH e o isopropdxido de aluminio que
permaneceu sob agitacdo durante 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se
Cab-o-sil e a mistura foi agitada overnight. Logo ap6s, colocou-se a mistura em reator estatico
em estufa por cinco dias a 140°C. E apds este periodo ocorreu a formagdo do material zeolitico
solido. O processo de purificacdo e lavagem incluiu a remocao da &gua mae e a redispersdo em
agua destilada (trés vezes) utilizando um banho ultrassénico e por fim, secagem em estufa a
40°C por 16 horas. Ao final, a amostra foi submetida ao processo de calcinacéo a 600°C por 8
horas para remogdo do template organico TEA-OH. O material resultante foi denominado
NanoBEA. A composicdo da reagéo resultante foi: 1 SiO: 0,01 Al,O3: 0,5 TEA20: 16 H20.

No Quadro 1 pode ser observado as diferentes composicGes molares de todas as zedlitas

que foram sintetizadas para efeito comparativo.

Quadro 1 Composicdo molar das zedlitas sintetizadas

Zedlita Forma Sodica Composicédo Molar
Faujasita FAU 5,5 Na20: 1 Al;,O3: 4 SiO: 190 H,O
NanoFAU 5,5 Na,0: 1 Al,Os: 4 SiO2: 190 H20
A (LTA) LTA 5,5 Naz0: 10 Al;Os: 4 SiO,: 190 H,O
NanoLTA 0,4 Na20:1,9 Al;03:14,0 (TMA),0H:11,9 Si0O,:700 H,O
Gismondina  GIS 1SiOy: 1Al,0s: 4,5 Na,O: 35,5 TPAOH: 500 H,O
NanoGIS Al,Os: 4,17 SiO.: 2,39 TMAO: 253 H,0
Mordenita  MOR 1,0 SiO2: 0,052 Al>O3: 0,23 Na,0: 7,95 H,0
NanoMOR 3 Nay0: 2 NazS04: 1 Al;O3: 15 SiO2: 390 H,O
Beta BEA 1 SiO2: 0,01 Al;O3: 0,5 TEA-OH: 16 H,0
NanoBEA 1 SiO,: 0,01 Al,O3: 0,5 TEA,O: 16 H,0
Titanio- TS-1 TiO,: 70 Si02:1980 H,0: 30 TPA-OH
Silicato NanoTS-1 TiO,: 70 Si02:1980 H,O: 30 TPA-OH

4.3 Experimentos de troca idnica com as zedlitas na escala micrométrica e nanométrica

Apos a sintese e a remocdo dos agentes direcionadores de estruturas das zeolitas
Gismondina (GIS), Faujasita (FAU), Mordenita (MOR), Beta (BEA), Zedlita A (LTA) e
Titanio-Silicato (TS-1) na escala nanométrica e micrométrica, foi realizado o processo de troca
ibnica com as seguintes solugdes: Cloreto de calcio 0,5 mol. L™, Cloreto de magnésio 0,5 mol.
L, Cloreto de bario 0,5 mol. L e Nitrato de prata 0,5 mol. L™,
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Em um experimento de troca idnica adaptado do trabalho de Vasconcellos et al. 124, foi
colocado em um frasco de teflon 1g de ze6lita com 30 mL de solucdo dos ions e, submetidos a
uma temperatura de 100°C por 12 horas. Em seguida, os materiais zeoliticos foram filtrados,
lavados, secos e armazenados. O Quadro 2 mostra os derivados de troca ionica originados a
partir deste processo. Nota-se que o volume de amostras € bem grande, desta maneira nem todos
os derivados dos materiais foram totalmente explorados. Foram escolhidos os derivados de
troca ibnica da zedlita Faujasita na escala micrométrica e nanométrica para serem estudados
mais profundamente. Para esta escolha foi levado em consideragéo o rendimento e o baixo custo
dos reagentes utilizados na sua producéo, além do dominio da técnica de sintese deste material
pelo nosso grupo de pesquisa.

Quadro 2 Derivados de troca i6nica originados a partir dos materiais zeoliticos
Derivados de troca idnica

Zeolita Forma Sadica  Calcio Magnésio Bario Prata
Faujasita FAU FAU Ca FAU_ Mg FAU_Ba FAU_Ag
NanoFAU NanoFAU_Ca NanoFAU_Mg NanoFAU_Ba NanoFAU_Ag
A (LTA) LTA LTA Ca LTA_Mg LTA_Ba LTA_Ag
NanoLTA NanoLTA Ca NanoLTA Mg NanoLTA Ba NanoLTA Ag
Gismondina  GIS GIS Ca GIS Mg GIS Ba GIS_Ag
NanoGIS NanoGIS_Ca NanoGIS_Mg NanoGIS_Ba NanoGIS_Ag
Mordenita  MOR MOR_Ca MOR_Mg MOR_Ba MOR_Ag
NanoMOR NanoMOR_Ca NanoMOR_Mg NanoMOR_Ba NanoMOR_Ag
Beta BEA BEA_Ca BEA_Mg BEA Ba BEA_Ag
NanoBEA NanoBEA Ca NanoBEA_Mg NanoBEA_Ba NanoBEA_Ag
Titanio- TS-1 TS-1 Ca TS-1_Mg TS-1 Ba TS-1_Ag
Silicato NanoTS-1 NanoTS-1 _Ca NanoTS-1_Mg NanoTS-1 Ba NanoTS-1 Ag

4.4 Caracterizacdo fisico-quimica das zedlitas sintetizadas
4.4.1 Difracéo de Raios X (DRX)

Os padroes de DRX das particulas sintetizadas foram coletados utilizando um
difratbmetro Rigaku MiniFlex Il (Tokio, Japan) com uma fonte de &nodo rotativo com uma
placa plana na geometria de Bragg-Brentano, operando com radiacdo Cu-Ka comprimento de

onda=1.5418 A) em 40 kV e 15 mA, e equipado com um monocromador de grafite. Os padrdes
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de difracdo em po foram registrados na faixa de 26 = 3-50° com um passo de digitalizacdo de

2°(20) min ! e uma taxa de 10 s/step.

4.4.2 Microscopia eletrénica de varredura (MeV)

As imagens de Microscopia eletrénica de varredura (MeV) foram registrados utilizando
um instrumento Phillips XL30 FEG, operando com um feixe de elétrons regulavel para tensdes
de 5a25kV. Antes das analises, um revestimento fino de ouro foi depositado sobre as amostras.
O experimento foi realizado no Laborat6rio Nacional de Nanotecnologia LNNano (CNPEM —
Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais) em Campinas - SP.

4.4.3 Microscopia de forca atdmica (AFM)

Experimentos utilizando AFM foram coletados por meio de um microscopio NX-10
Park Systems (SPM, Suwon, Coreia) com uma sonda PPP-CNDH usando uma frequéncia de
ressonancia de 320 kHz e 42 N/m de forca constante. As imagens de AFM modo foram
adquiridas no ar ambiente usando TESP tapping mode com sonda de silicio. Antes de realizar
as medidas, as amostras foram dispersas em agua destilada e em seguida foram depositadas
sobre mica crivada e secas em alto vacuo. Os resultados foram analisados no software
Gwyddion (32bit). O experimento foi realizado no Laboratorio Nacional de Nanotecnologia

LNNano (CNPEM - Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais) em Campinas - SP.

4.4.4 Microscopia de Contraste de fase

Imagens obtidas por meio de microscopia de contraste de fase foram coletadas por meio
de um microscépio Olympus BX60 (Nova York, EUA). Para este experimento, 170 pyL de
sangue total coletado em tubos contendo citrato de sédio (4% v/v) foram depositados sobre uma
lamina de vidro de microscopio. Em seguida, 10 pL de solucéo salina de CaCl, de 0,2 M foi
adicionado ao sangue, a fim de reverter o efeito anticoagulante causado pela quelacéo de célcio.
Em seguida, 0,25 mg de cada ze6lita foi depositado sob o sangue. Imediatamente, a lamina de
microscopio de vidro foi colocada sobre o microscépio para avaliacdo de estruturas formadas.
O experimento foi realizado no Centro Multiusuario de Microscopia e Microanalises

Ibilce/Unesp.
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4.45 Determinacdo da composicao por Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-
X (EDS)

A espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS), uma técnica de caracterizagdo
quimica ou anélise elementar teve como principal objetivo avaliar se 0 processo de troca ibnica
das zedlitas sintetizadas foi satisfatorio. Para andlise de EDS, foi utilizado um detector EVES-
EDS. Os experimentos foram realizados no Laboratério Nacional de Nanotecnologia LNNano
(CNPEM - Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais) em Campinas - SP.

4.4.6 Estudo de adsorcdo de nitrogénio para determinacao da area superficial (BET)

As medidas de adsorcao/dessorcdo de N. foram realizadas para a determinacéo das areas
superficiais, volume total de poros, volume de microporos e diametro médio de poros e
distribuicdo de tamanhos de poro. As isotermas de adsorc¢ao/dessor¢ao de nitrogénio foram
registradas na temperatura do nitrogenio liquido utilizando o equipamento Nova 2000e da
Quantachrome (Boynton Beach, FL). As amostras foram submetidas a um pré tratamento a
150°C por 4 h sob vacuo para retirada de toda umidade e espécies adsorvidas da superficie do
material. Em seguida, foram caracterizadas através de isotermas de adsorc¢ao/dessorc¢ao de No.
Para determinacdo da area superficial especifica foi utilizado o método BET (Brunauer-
Emmett-Teller), o volume e raio de poros de mesoporos foram determinados pelo método de
adsor¢cao BJH (Barret-Joyer-Halenda) e dos microporosos foram calculados utilizando o
método de Saito-Foley (SF). Este experimento foi realizado no Centro de Revestimento
Ceramicos (CRC) em Séao Carlos - SP.

4.4.7 Ressonancia Magnética Nuclear do Estado Solido rotacdo em torno do Angulo
Magico (**Si RMN-MAS)

O espectrometro utilizado na realizacdo dos experimentos de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) em estado solido apresentados neste trabalho é o Espectrémetro Bruker Avance
11 400MHz, 2 canais. A sonda utilizada é a VTN/CPMAS broadband com 15N-31P + 1H
canais. Magneto supercondutor ASCEND, 54 mm gerando um campo magnético de intensidade
9,397 Tesla, com esse campo magnético as frequéncias de ressonancia foi de 79,5 MHz para o
29Si. A sonda permite experimentos de dupla ressonancia, usando rotores de 4mm com rotacdes
até 15 kHz. O angulo méagico (MAS, do inglés Magic Angle Spinning) foi ajustado pela
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ressonancia do atomo de "°Br utilizando o padrdo de KBr. As amostras foram empacotadas em
um rotor de zirconio com tampas de Kal-F e rotacionados em uma frequéncia de 10kHz em
temperatura ambiente. O ajuste de homogeneidade do campo foi realizado usando a mesma
amostra de KBr monitorando a largura da quinta banda lateral. O espectro obtido pelo
espectrometro no dominio tempo foi convertido para o dominio das frequéncias utilizando o
software Spinworks. Nao foi possivel realizar este experimento com todas as amostras, pois

esta analise € de alto custo e que consume muito tempo de maquina.
4.4.8 Espectroscopia no infravermelho FT-IR

Andlises de FT-IR foram realizadas para estudar as caracteristicas estruturais dos
materiais zeoliticos sintetizados nesse estudo. Os espectros no infravermelho foram coletados
usando um espectrometro da marca IRTracer-100 (Shimadzu). A preparacdo das amostras
foram feitas pelo método de pastilhas de KBr contendo cerca de 10% em massa da amostra. As
amostras foram medidas na faixa espectral de 400 cm™ e 4000 cm™, com resolucéo espectral

de 4 cm?, e uma média de 16 scans para cada amostra.
4.4.9 Determinacdo do ponto isoelétrico por potencial zeta

As determinacdes do ponto isoelétrico foram realizadas utilizando dados obtidos a partir
de um Malvern NanoZS. Este estudo foi realizado de acordo com protocolo de Ostomel et al.
103, O objetivo deste experimento foi determinar se as zeolitas sintetizadas sdo de natureza
anticoagulantes ou pro-coagulantes de acordo com o pH do seu ponto isoelétrico.

Devido a natureza heterogénea coloidal do sangue, é impossivel realizar medidas in situ
do potencial zeta das zeo6litas diretamente no sangue, e por isso, a carga de superficie deve ser
inferida a partir das medidas de mobilidade eletroforética 1°% 134, O experimento foi realizado
na presenca de um eletrolitos de CaCl. que imita as concentragdes de ions calcio encontrados
no soro sanguineo 4,

Aproximadamente 2mg de cada material foi suspenso em 60 mL de uma solu¢édo aquosa
de CaCl, 0,03 mol. L™ e sonicado por 10 minutos antes da analise. Medidas de potencial zeta
das zedlitas tanto em escala micrométrica quanto na escala nanométrica foram realizadas em
funcdo da variacdo de pH em um range de 2-12. Os ajustes dos valores de pH foram realizados
com solugdes de HCl e NaOH 0,25 mol. L.
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4.4.10 Analise Termogravimétrica (TG) e Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

O protocolo padréo para a determinacéo do calor de hidratacdo de zedlitas foi descrito
por Drebushchak V.A. 1*° e Ostomel et. al ? que descrevem as medidas da quantidade do calor
de dessorcdo da agua de zedlitas hidratadas. Os materiais sintetizados foram armazenados
durante duas semanas em compartimentos suspensos sobre uma placa de Petri contendo uma
solucdo aquosa saturada de KBr, o qual mantém 80% de umidade relativa. As medidas de DSC
e TG foram realizadas utilizando um DSC Netzach STA 409C.

Aproximadamente 4 mg de cada zedlita foi depositado em um cadinho de aluminio. Cada
amostra foi entdo aquecida a partir de 20°C até 900°C, a uma taxa de 10 ° C/min. A capacidade
de hidratacdo de cada zedlita foi medida por anélise termogravimétrica (TG) através da perda
de agua, e simultaneamente foi realizada medidas de calorimetria exploratoria diferencial

(DSC). As curvas foram integradas para obter o calor total para a reacdo de desidratacéo.

4.4.11 Tromboelastrografia utilizando zedlitas na escala micrométrica e nanométrica

As analises tromboelastograficas dos materiais zeoliticos foram realizadas com um
Tromboelastografo Haemoscope modelo 5000 (TEG), através do qual foi possivel determinar
0s parametros in vitro de coagulacdo (R, K, a, MA) dos materiais hemostaticos testados
utilizando sangue total tratado com citrato de sddio.

Antes da adicdo dos materiais zeoliticos no cup, 20 uL de CaCl; 0,2 M foi adicionado a
340 pL de sangue total estabilizado, este procedimento serve para repor o0s ions de célcio
quelados pelo citrato e também para a restauracao da atividade de coagulacdo do sangue. Em
um experimento tipico, 0,5 mg de zedlita foi introduzida diretamente no recipiente de amostra
(cup) contendo o sangue total citratado com ions célcio. As analises foram realizadas em
triplicatas e em trés eventos independentes. As alteracdes viscoelasticas que ocorrem durante a
coagulacdo foram registradas, fornecendo uma representacdo grafica para entdo serem

analisados. O parecer consubstanciado do comité de ética em pesquisa se encontra no anexo llI.

44111 Anadlise estatistica

A analise estatistica descritiva para avaliacdo da eficiéncia hemostatica das zeolitas
sintetizadas por meio da analise tromboelastografica TEG foi realizada através de médias e

desvios-padrdo. Para a analise estatistica de inferéncia, os valores médios de cada grupo foram
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comparados com a ajuda do One-Way ANOV A considerando valores significativos de p <0,05
e em caso de deteccdo de diferengas estatisticamente significativas, comparagdes multiplas
foram realizadas com a ajuda do teste de Tukey-Kramer.

4.4.12 Andlise da atividade antimicrobiano de zedlitas

44121 Anélise do potencial de inibicdo do crescimento microbiano pelo método de

microdiluicéo

Estes experimentos tiveram como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana dos
microrganismos (Candida albicans, Candida parapsilosis e Staphylococcus aureus) na
presenca de determinadas zeolitas. Estes experimentos foram realizados no Laboratorio de
Microbiologia — Famerp. Foram utilizadas zedlitas Faujasita na escala nanométrica (NanoFau)
e alguns de seus derivados de troca ibnica de calcio e prata (NanoFau_Ca e NanoFau_Ag) frente
a 3 tipos de microrganismos: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Candida albicans ATCC
90028 e Candida parapsilosis ATCC 22019 em triplicata. O protocolo de referéncia para
avaliacdo da suscetibilidade in vitro, é o de diluicdo em caldo preconizado pelo CLSI 2012 nos
documentos M27-S4 138,

O experimento foi conduzido utilizando uma placa de microdiluicéo (placa de elisa) em
caldo nutriente. Em cada fileira da placa foi adicionado um tipo de zedlita: NanoFau,
NanoFau_Ca, NanoFau_Ag, uma mistura contendo NanoFau_Ca e NanoFau_Ag e uma fileira
de controle de crescimento, a fim de comprovar a viabilidade dos microrganismos testados
(Figura 11).

Primeiramente, foi preparada uma solucédo de zedlita contendo 0,01g dissolvido em 1
ml de agua destilada. Apds 30 minutos de sonicacdo, 100uL da solucédo foi depositada em cada
poco e colocado em estufa por 3 horas para que a agua evaporasse. Apos 24 horas, a placa foi
colocada sob luz ultravioleta por 1 hora. Em cada pogo previamente preenchido com a zedlita,
foi adicionado 100uL de meio de cultura (Caldo BHI para Staphylococcus aureus e Caldo
Saboraund para Candida albicans e Candida parapsilosis) e 100uL de ino6culo previamente
preparado (microrganismo disperso em solucao salina 0,9% na escala 1 mac farland). Por fim
a placa de microdiluicdo foi colocada em estufa por 24hs a 35°C. Apds o periodo de incubacéo,
0s materiais foram semeados em agar Muller-Hunton e colocados em estufa por mais 24hs. Por
fim, foi avaliado se houve crescimento de microrganismos através da observacdo do surgimento
ou ndo de coldnias.
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Figura 11 Imagem fotografica da placa de microdiluicdo com as seguintes zedlitas testadas: NanoFau, NanoFau_Ca,
NanoFau_Ag e NanoFau_Ca e NanoFau_Ag para a avaliacdo do crescimento dos microrganismos Staphylococcus aureus,
Candida albicans e Candida parapsilosis em triplicata

4.4.12.2 Anélise do potencial de crescimento microbiano por difusdo de solugdo de
zeolita em placa de petri

A preparacdo do in6culo e a semeadura em placa contando agar Mueller-Hinton na qual
foram feitos pocos para a inclusdo da solucao de zeolita foi baseado no protocolo descrito por
pelo NCCLS nos documentos M2-A8 1%,

a) Zeolita Faujasita na escala nanométrica NanoFau e seus derivados de troca iénica
de célcio e prata (NanoFau_Ca e NanoFau_Ag) frente aos microrganismos Staphylococcus
aureus ATCC 25923

Para este experimento foram preparadas soluc6es de zedlitas em dgua destilada com os
seguintes materiais: NanoFau, NanoFau_Ca, NanoFau_Ag e NanoFau_Ca + Ag (mistura das
zedlitas NanoFau_Ag e NanoFau_Ca). Foi utilizada a técnica de pour plate em que o
microrganismo Staphylococcus aureus (microrganismo disperso em solucéo salina 0,9% na
escala 1 mac farland) foi semeado sobre a placa de petri contendo o meio de cultura agar
Mueller-Hinton. Em seguida, foi adicionado em cada poc¢o 0,4 mg/mL de solucdo de zedlita
previamente preparada. As placas foram colocadas em estufa 36,5°C por 24h para posterior

analise e medigdo dos halos de inibigdo formados. O mesmo experimento foi realizado
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utilizando o dobro da quantidade de zedlitas (0,8 mg/mL) como o objetivo de avaliar se a

diluicdo seriada da zeolita afeta ou ndo o crescimento microbiano.

b) Zedlita Faujasita na escala nanométrica NanoFau e seus derivados de troca iénica
de zinco, cobre, magnésio e prata frente aos microrganismos Staphylococcus aureus ATCC
25923, Candida albicans ATCC 90028 e Candida parapsilosis ATCC 22019

Foi preparada uma solucdo de cada zedlita em &gua destilada. Em cada poco foi
colocado 40pL de solucdo de zedlita (0,4 mg/mL) NanoFau_Zn, NanoFau_Cu, NanoFau_Mg
e NanoFau_Ag. As zedlitas foram testadas frente aos microrganismos Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Candida albicans ATCC 90028 e Candida parapsilosis ATCC 22019. Para esta
analise também foi utilizado o derivado de troca ibnica com zinco (NanoFau_Zn), esta amostra
foi preparada e utilizada somente para este experimento. A troca iénica foi realizada utilizando
uma solucdo de ZnSOs4 0,5M, conforme procedimento descrito no item 4.3. Seguiu-se a

incubacgdo em estufa 36,5°C por 24h para posterior analise e medicdo dos halos de inibicao.

4.4.12.3 Determinacdo da concentracdo minima inibitoria das zetlitas NanoFau,
NanoFau_Ag frente aos microrganismos Staphylococcus aureus ATCC 25923, Candida
albicans ATCC 90028

A concentracdo minima inibitoria, ou seja, a sensibilidade dos microrganismos expostos
a menor concentracdo do material que é capaz de inibir o seu desenvolvimento visivel quando
expostos aos materiais foram testados.

Para esta analise foi utilizada uma placa de microdiluicdo para cada microrganismo
contendo somente um tipo de zeolita no qual foram realizadas sucessivas dilui¢bes. Para a
zedlita NanoFau, a diluicdo foi realizada a partir de 500 mg/mL, para a ze6lita NanoFau_Ag, a
partir de 1 mg/mL, concentracdo inferior a NanoFau. A fileira 1 foi utilizado como Controle de
crescimento (caldo de crescimento e inoculo) e a fileira 12 como Controle negativo (apenas o
caldo de crescimento). Os materiais foram testados frente aos microrganismos Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Candida albicans ATCC 90028. Nos Quadros 3 e 4 podem ser
observados as sucessivas diluicdes que foram realizadas para cada material. O protocolo
utilizado para a realizagdo deste experimento foi proposto por Kumar et al. 138,

Primeiramente, foi preparada uma solucdo de zeolita, e apds 30 minutos de sonicagéo,
foi depositada 100uL em cada poco, referente a diluigdo proposta e colocado em estufa até que

a dgua evaporasse. Em seguida, a placa foi colocada sob luz ultravioleta por 1 hora. Em cada
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poco, onde previamente foi adicionado a diluicdo da zedlita, foi adicionado 100uL do meio de
cultura Caldo Saboraund para o teste com Candida albicans e Caldo BHI para Staphylococcus
aureus. Em seguida, 100uL de indculo previamente preparado (microrganismo disperso em
solucéo salina 0,9% na escala 0.5 mac farland, ajustado por espectofotometro em comprimento
de onda 490 nm para Candida albicans e 520 nm para Staphylococcus aureus). As placas de
microdiluicdo foram colocadas em estufa por 24hs a 35°C. Apos o periodo de incubacdo,
repiques foram estabelecidos em agar Mueller-Hinton e colocados em estufa por mais 24hs.
Antes de ser colocado na estufa, 20 pL de uma solugdo salina de Cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio - TTC (0,3g em 15mL de agua estéril) foram adicionados em cada pogo a fim
de confirmar a viabilidade dos microrganismos. Esse sal é incolor na forma oxidada e vermelho
quando reduzido por microrganismos, indicando a viabilidade do microrganismo. Apos as 24hs,

foi avaliado se houve crescimento de microrganismos nas placas.
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Quadro 3 Diluicdes propostas para a determinacdo da concentracdo minima inibitéria da zeélita NanoFau
1* 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12*%
A | C.C | 500 1,95 0,007 2,98 x105| 1,16 x107| 4,54 x 109 1,77 x 104 6,9x 105 | 2,71 x 10" 1,05x 104 C.N
mg/mL | mg/mL | mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
NanoFau| NanoFau| NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau
B | C.C | 250 0,97 0,004 1,49 x 10| 5,82x10%| 2,27 x 1019 8,88 x 1013 3,46 x 1019 1,35 x10¥ 5,29 x 109 C.N
mg/mL | mg/mL | mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
NanoFau| NanoFau| NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau
C | CC | 125 0,48 0,002 7,45x10%| 2,91 x108| 1,13x 109 4,44 x1013 1,74 x10'% 6,77 x 1018 2,64 x 1029 C.N
mg/mL | mg/mL | mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
NanoFau| NanoFau| NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau
D | CC | 625 0,24 0,001 3,72x10%| 1,45x108| 5,68 x 104 2,22 x 1013 8,67 x 1014 3,38 x 1018 1,32x1029 C.N
mg/mL | mg/mL | mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
NanoFau| NanoFau| NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau
E | CC | 31,25 0,122 0,0005 1,86 x106| 7,27 x10°| 2,84x 1014 1,11x10%9 4,33 x 1016 1,69 x1018 6,61 x 102} C.N
mg/mL | mg/mL | mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
NanoFau| NanoFau| NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau
F | CC | 156 0,061 0,00023 9,31x107| 3,63x10°| 1,42x10'Y 555x1014 2,16 x 1019 8,47 x 109 3,30 x 102 C.N
mg/mL | mg/mL | mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
NanoFau| NanoFau| NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau
G|CC |78 0,030 0,00012 4,65x107| 1,81 x10°| 7,10x10%9 2,77 x 104 1,08 x10% 4,23 x109 1,65x10% C.N
mg/mL | mg/mL | mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
NanoFau| NanoFau| NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau
H|CC |39 0,015 596 x10°| 2,32x107| 9,1x10° | 3,55x1013 1,38x 104 542 x 10717 2,11 x1019 8,27 x 1024 C.N
mg/mL | mg/mL | mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
NanoFau| NanoFau| NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau
*Controle de crescimento (Caldo e inéculo)
** Controle Negativo (Caldo de crescimento)
Quadro 4 Diluicdes propostas para a determinacdo da concentracdo minima inibitéria da zedlita NanoFau_Ag
1* | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12*%
Al CC|1 0,0019 7,63 x 10 2,98 x10%| 1,16 x 109 4,54 x 101y 1,77 x 1019 6,9x 108 | 2,71 x 1029 1,05x1023 C.N
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
NanoFau | NanoFau | NanoFau NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau/ | NanoFau/ | NanoFau/ | NanoFau/
/Ag /Ag /Ag /Ag /Ag /Ag Ag Ag Ag Ag
B| CC| 05 0,00097 3,81x10% 1,49 x10%®| 582x101Y 2,27 x10' 8,88 x 104 3,46 x 10§ 1,35x 10?9 5,29 x 10 C.N
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
NanoFau | NanoFau | NanoFau NanoFau/ | NanoFau | NanoFau | NanoFau/ | NanoFau/ | NanoFau/ | NanoFau/
/Ag /Ag /Ag Ag /Ag /Ag Ag Ag Ag Ag
C| CC| 0,25 0,00048 1,91 x 106 7,45x10°| 2,91 x10 1,13x10%Y 4,44 x 106 1,74 x 108 6,77 x 102} 2,64 x 1023 C.N
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau NanoFau/
/Ag /Ag /Ag /Ag /Ag /Ag /Ag /Ag /Ag Ag
D| CC| 0,125 0,00024 9,54 x 107 3,72x10°| 1,45x10*Y 568 x10%4 2,22 x 10 8,67 x 1019 3,38 x 10?4 1,32x 1023 C.N
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
NanoFau | NanoFau NanoFau NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau/ | NanoFau/ | NanoFau/ | NanoFau/
/Ag /Ag /Ag /Ag /Ag /Ag Ag Ag Ag Ag
E| C.C| 0,031 0,000122 | 4,77 x 107 1,86 x 10°| 7,27 x 103 2,84 x 104 1,11 x 104 4,33 x 10?9 1,69 x 10%| 6,61 x 10 C.N
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
NanoFau | NanoFau | NanoFau NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau/ | NanoFau/ | NanoFau/ | NanoFau/
/Ag /Ag 1Ag /Ag /Ag /Ag Ag Ag Ag Ag
F| C.C| 0,015 6,1 x10° | 2,38 x 107 9,31x10"9 3,63x10*] 1,42x10*4 555x10Y| 2,16 x 1019 8,47 x 10?3 3,30 x 10?4 C.N
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
NanoFau | NanoFau | NanoFau NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau/ | NanoFau/ | NanoFau/ | NanoFau/
/1Ag /1Ag I1Ag /Ag /Ag /Ag Ag Ag Ag Ag
G| C.C| 0,0078 3,05x10°| 1,19 x 107 4,65x10%9 1,81x10%7 7,10x 1019 2,77 x 10Y7 1,08 x 1019 4,23 x104 1,65x 10?4 C.N
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL Narl mg/mL Naq mg/mL Na
NanoFau | NanoFau | NanoFau NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau | Ag Ag Ag
/1Ag /1Ag 1Ag /Ag /Ag /Ag /Ag
H| C.C| 0,0039 1,53 x10%| 5,96 x 108 2,32x10"9 9,1x10*% | 355x10%9 1,38 x 10| 542x10% 2,11 x 10?3 8,27 x102y C.N
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL Narl mg/mL Naq mg/mL Na
NanoFau | NanoFau | NanoFau NanoFau | NanoFau | NanoFau | NanoFau | Ag Ag Ag
1Ag 1Ag /Ag /Ag /Ag /Ag /Ag

*Controle de crescimento (Caldo e indculo)

** Controle Negativo (Caldo de crescimento)
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5 Resultados e Discussdes

5.1 Andlises de difracdo de Raios-X das zedlitas micrométrica e nanométrica na forma
sodica e dos seus derivados de troca ibnica

Foram realizadas diversas sinteses das zeo6litas na escala micrométrica e nanométrica
Gismondina (GIS), Beta (BEA), Mordenita (MOR), Titanio-silicato (TS-1), Faujasita (FAU),
Zeolita A (LTA) e seus derivados de troca idnica. Todos estes materiais foram sintetizados de
acordo com procedimentos reportados na literatura (ver itens 4.1 e 4.2) e sua caracterizagdo
estrutural foi realizada por difragéo de raios-X.

A Figura 12 mostra o padrdo de difracdo de Raios-X da zedlita Gismondina (GIS) na
escala micrométrica em sua forma sodica juntamente com os difratogramas de seus derivados
de troca ibnica. A zeolita GIS na sua forma sddica exibiu um padrdo com trés reflexdes de
Bragg observadas em 26 = 12,3°, 20 = 21,6° 26 = 27,4° (Figura 12), e estes dados estdo de
acordo com o padrdes de difracdo de raios-X caracteristico para a zedlita Gismondina
reportados na literatura 2.

Pode-se observar que o processo de troca ibnica com os jons Ca?*, Mg*?, Ba*? e Ag*
gerou modificacBes na estrutura cristalografica da zedlita, onde se pode distinguir o surgimento
de novas reflexdes de Bragg, o desaparecimento de outros, assim também como mudancas nas
intensidades de reflex6es de Bragg remanescentes.

A troca idnica com o ion calcio (GIS_Ca) causou o aparecimento de novas reflexdes de
Bragg na regido de 20 = 15,2° 26 = 18,06° 20 = 18,9°, 20 = 19,8°% 20 = 26,6° ¢ 20 = 28,5°.
Pode-se observar também o desaparecimento de reflexdes de Bragg na regido de 26 = 35,9°; 20
=37,3°20=37,9°¢ 20 =46,35°.

A troca ibnica com o ion magnésico (GIS_Mg) exibiu em relacdo a amostra original, o
aparecimento de reflexdes de Bragg localizadas na regido de 20 = 19,7°; 206 = 26,5° ¢ 26 = 32°.
Também se observou o desaparecimento de algumas reflexfes de Bragg localizadas na regido
de 26 = 38°;, 26 = 45,9°.

Ap0s a troca idnica com o ion bario (GIS_Ba) nota-se 0 mesmo padrao de alteracéo dos
outros cations. Houve o surgimento de reflexes de Bragg localizadas na regido de 26 = 8,7°;
20 =15°20=18,8% 20 = 20,9° 20 = 26,1° ¢ 20 = 33,8°. E possivel observar o desaparecimento
de reflex6es de Bragg localizadas na regido 26 = 30,5°; 26 = 38° e 20 = 46°.

No padréo de difracdo de Raios-X da amostra de Gismondina trocada com ion de prata

(GIS_AQ), observou-se o aparecimento de reflexdes de Bragg localizadas na regido de 26 =
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19,11°; 26 = 22,8°, e desaparecimento de reflexdes de Bragg localizadas na regido de 20 = 46,4°.
E importante notar também que a troca idnica induziu a diminuicéo da intensidade das reflexdes

de Bragg em todas as amostras.

Figura 12 Padrdes de difracdo de Raios-X da amostra GIS (Gismondina micrométrica) na forma sodica e seus
derivados de trocas idnicas
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Na Figura 13 observam-se os padrdes de difracao de Raios-X da zeolita Gismondina na
escala nanométrica em sua forma sodica e de seus derivados de troca idnica. E possivel observar
que o material (NanoGIS) exibiu um padrdo com trés reflexdes de Bragg em 20=12,4°
20=21,7° 20=27,2° (Figura 13) e essas sdo reflexdes de Bragg tipicas da nanozeodlita
Gismondina segundo a literatura '°. Contrariando o que ocorreu com a zedlita Gismondina na
escala micrométrica, ndo foram observadas grandes modificacdes estruturais do padrdo de
difracdo de Raios-X para os derivados de troca i0nica da zedlita Gismondina nanométrica. De
Waele et al. *%, observou fendmeno similar em seus estudos de troca idnica com a nanozeolita
Gismondina com ions de cobre. Neste estudo, o que foi observado para os derivados de troca
i0nica das nanozeodlita Gismondina foi uma pequena variacdo nas intensidades das reflexdes de
Bragg localizadas na regido de 25-30° 20 (ver insert da Figura 13), e estas observagdes estdo de

acordo com as observacdes reportadas por De Waele et al. **°.
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Figura 13 Padrdes de difragfo de raios-X da amostra NanoGIS (Gismondina nanométrica) forma sddica e seus
derivados de trocas idnicas. A inser¢do mostra a mudanca na intensidade dos picos na faixa 26 de 25-30°.
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A Figura 14 mostra os difratogramas das zeo6litas Faujasita na escala micrométrica na
sua forma sddica e trocada com seus derivados de troca ionica. O material FAU exibiu um
padrdo com reflexdes de Bragg mais importantes que sao observadas em 26 = 6,0°; 26 = 9,9°
20 =11,7°; 20 =15,3%; 20 = 23,2; 20 =26,6°; 20 =31,1° (Figura 14) esses padrdes de difracao de
Raios-X sdo tipicos da zedlita Faujasita segundo a literatura 2°.

A troca ibnica com ion calcio (FAU_Ca), ndo acarretou mudancas significativas, no
padrdo de difracdo de Raios-X, a ndo ser pelo desaparecimento de algumas reflexdes de Bragg
localizadas na regido de 26 =11,7°; 20 =27,4. Foi observado que a troca ibnica com ions
magnésio (FAU_Mg) ndo acarretou alteracdo no padréo de difracdo de Raios-X em relacdo a
amostra original.

Na troca idnica com ions bario (FAU_Ba), é possivel observar o desaparecimento de
reflexdes de Bragg localizadas na regido de 20 =10,3; 26 = 12,9; 26 =15,4°; 26 = 20°; 20 = 21,6°,
além de uma diminuicdo sistematica das intensidades das reflexdes de Bragg pré-existentes. A

troca idnica com ions prata (FAU_Ag) causou o desaparecimento de reflexbes de Bragg
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localizadas na regido de 26 = 10° 26 =11,4°; 26 = 12,2; 26 = 15,4°, bem como a diminui¢do das

intensidades das reflexdes de Bragg pré-existentes.

Figura 14 PadrGes de difracdo de Raios-X da amostra FAU (faujasita micrométrica) forma sodica e seus derivados
de trocas idnicas
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A Figura 15 mostra o padrdo de difracdo de Raios-X da nanozeoélita Faujasita
(NanoFAU) em sua forma sodica e os seus derivados de troca ibnica. O material NanoFAU
apresentou um padréo de difracdo de Raios-X caracteristico deste material conforme os dados
reportados na literatura 1% e as principais reflexdes de Bragg estdo localizadas na regio de 260
=6,1°; 20 = 9,9% 20 = 11,7°; 26 = 15,3°; 26 = 20°; 20 =23,3°; 20 = 26,5°; 20 = 31,1°.

A troca ibnica com ijons de calcio (NanoFAU_Ca) ndo acarretou mudancas
significativas no padrdo de difracdo de Raios-X, a ndo ser pelo desaparecimento de uma
reflexdo de Bragg localizada em 26 = 11,7°, e uma diminuicdo sistematica das intensidades das
reflexGes de Bragg pré-existentes. O mesmo comportamento foi observado para a troca ibnica
com jons de magnésio (NanoFAU_Mg), onde o padrédo de difracdo de Raios-X do derivado de
troca ibnica (NanoFAU_Mg) permaneceu idéntico ao da amostra original (Nano_FAU).

Na troca idnica com ions Bario (NanoFAU_Ba), € possivel observar o desaparecimento

de reflexdes de Bragg localizadas na regido 20 = 9,8% 26 = 15,3% 260 = 20°, além de uma
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diminuicdo sistematica das intensidades das reflexdes de Bragg pré-existentes. A troca ibnica
com jon prata (NanoFAU_Ag) acarretou mudangas significativas no padrdo de difragdo de
Raios-X, com o desaparecimento das reflexdes de Bragg localizadas na regido de 26 = 9,8°; 20
= 11,6° 26 = 15,3°% 20 = 20°; 26 = 26,6° e uma diminuicdo sistematica das intensidades das

reflexbes de Bragg pré-existentes.

Figura 15 PadrGes de difracdo de Raios-X da amostra NanoFAU (Faujasita nanométrica) forma sddica e seus
derivados de trocas idnicas
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A Figura 16 mostra os difratogramas de DRX da zeolita A (LTA) na escala micrométrica
na sua forma sodica e de seus derivados de troca idnica. A zedlita A apresentou um padréo de
difracdo de Raios-X tipico daqueles reportados na literatura %> com reflexdes de Bragg
localizadas na regido de 26 = 7,2°%; 26 = 10°; 20 = 12,4°; 20 = 16,1°; 20 = 21,6°; 26 = 24°; 20 =
27,2°;, 26 = 30°; 20 = 34°, Em contrapartida, a troca idbnica com ion Célcio (LTA _Ca) ndo causou
nenhuma mudanca drastica na estrutura, sendo observado apenas o aparecimento de uma
reflexdo de Bragg localizado na regido de 26 = 14,3° em relacdo ao padrdo de difracdo de
Raios-X original. Observou-se também o desaparecimento de uma reflexdo de Bragg em 26 =
20,3°, além de uma sistematica diminuicdo das intensidades das demais reflexdes de Bragg.

O padrédo de difracdo de Raios-X da amostra trocada com ions de magnésio (LTA_Mg)

ndo exibiu nenhuma mudanca dréstica da estrutura cristalina em relagdo a amostra original, a
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ndo ser pelo aparecimento de duas reflexdes de Bragg localizadas na regido em 26 = 14,3°; 20
= 17,6° enquanto a troca ibnica com bario (LTA Ba) causou apenas uma diminuicdo
sistematica nas intensidades de todas as reflexdes de Bragg.

A troca ibnica com jons de prata (LTA_Ag), ndo causou nenhuma mudanca drastica na
estrutura cristalina em relagdo a amostra original, sendo observado apenas o aparecimento de
uma reflexdo de Bragg localizado na regido de 26 = 14,3°, o desaparecimento de uma reflex&o
de Bragg localizada na regido 26 = 12,4°, além de uma diminuicdo sistematica nas intensidades

de todas as reflexdes de Bragg pré-existentes.

Figura 16 Padrdes de difracdo de Raios-X da amostra LTA (LTA micrométrica) forma sodica e seus derivados de
trocas ibnicas
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A Figura 17 mostra os difratogramas das zeolitas A (LTA) na escala nanométrica
NanoLTA em sua forma sddica e de seus derivados de troca ibnica. A zedlita A (NanoLTA)
apresentou um padréo de difracdo de Raios-X tipico daqueles reportados na literatura 12> com
reflexdes de Bragg mais importantes localizadas na regido 26 = 7,1; 26 = 10,1; 20 = 12,2; 26 =
16,7; 20 = 21,6°; 20 = 24°; 20 =27°; 26 = 30°; 20 = 34,1°. Por outro lado, a troca idbnica com ions
de célcio (NanoLTA _Ca) ndo causou henhuma mudanca drastica na estrutura, sendo observado

apenas o aparecimento de uma reflexdo de Bragg localizado na regido de 20 = 14,3°. Observou-

73



se também o desaparecimento de uma reflexdo de Bragg em 26 = 20,2°, além de uma sistematica
diminuicdo das intensidade das demais reflexdes de Bragg.

O padrdao de difracdo de Raios-X da amostra trocada com ions de magnésio
(NanoLTA_Mg), ndo exibiu nenhuma mudanca drastica da estrutura cristalina em relacéo a
amostra original, a ndo ser pelo aparecimento de uma reflexdo de Bragg localizadas na regido
de 26 = 14,3°, enquanto a troca idbnica com bario (NanoLTA_Ba), causou o0 desaparecimento de
duas reflex6es de Bragg localizadas na regido de 26 = 12,2°; 26 = 20,3°, além de uma diminuicéo
sistematica nas intensidades de todas as reflexfes de Bragg pré-existentes.

O padréo de difragdo de Raios-X ap0s a troca idnica com ions de prata (NanoLTA_Ag)
ndo exibiu nenhuma mudanca dréstica da estrutura cristalina em relacdo a amostra original, a
ndo ser pelo aparecimento de uma reflexdo de Bragg localizada na regido de 26 = 14,3° e 0
desaparecimento de uma reflexdo de Bragg localizada na regido de 26 = 12,2°, alem de uma

diminuicdo sistematica nas intensidades de todas as reflexfes de Bragg pré-existentes.

Figura 17 Padrdes de difragdo de Raios-X da amostra NanoLTA (LTA nanométrica) forma sédica e seus derivados
de trocas ionicas
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A Figura 18 representa os padrdes de difracdo de Raios-X da zeolita Mordenita (MOR)
na escala micrométrica na forma sédica e seus derivados de troca ibnica. A zeblita MOR

apresentou um padrdo de difracdo de Raios-X tipico daqueles reportados na literatura 126 com
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reflexdes de Bragg mais importantes localizadas na regido de 20 = 12,3° 20 = 17,5°; 20 = 21,8,
20 = 28,3°%; 26 = 33,6°.

A troca ibnica com ions de calcio (MOR_Ca) e ions de bario (MOR_Ba) ndo exibiram
mudancas drésticas da estrutura cristalina em relacdo a amostra original. Enquanto que a troca
ibnica com ions de magnésio (MOR_Mg) causou um aumento na intensidade das reflexdes de
Bragg. A troca ibnica com ions de prata (MOR_Ag), ndo exibiu nenhuma mudanca drastica da
estrutura cristalina em relagdo a amostra original, a ndo ser pelo o desaparecimento de reflexdes
de Bragg localizadas na regido de 26 = 9,7°; 20 = 15,2°; 26 = 19,6°.

Figura 18 Padrdes de difracdo de Raios-X da amostra MOR (Mordenita micrométrica) forma sodica e seus
derivados de trocas idnicas
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A Figura 19 representa os padrdes de difracdo de Raios-X das zedlitas mordenita (MOR)
na escala nanométrica na forma sodica e seus derivados de troca idnica. A zedlita NanoMOR
apresentou um padrdo de difracdo de Raios-X tipico daqueles reportados na literatura 3!, com
reflexdes de Bragg mais importantes localizadas na regido de 26 = 6,2°; 26 = 9,6°; 26 = 12,3°;
20 = 13,4°% 26 = 22,3°%; 20 = 25,6°; 26 = 28,1°.

A troca ibnica com ions de célcio (NanoMOR_Ca) ndo causou nenhuma alteracdo da

estrutura cristalina em relagdo a amostra original. No entanto, a troca idnica com ions de
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magnésio (NanoMOR_Mg) causou apenas o desaparecimento de uma reflexdo de Bragg
localizada na regido 20 = 6,2°, além da diminuicdo sistemética nas intensidades de todas as
reflexbes de Bragg pré-existentes.

A troca ibnica com ions bario (NanoMOR_Ba) induziu o desaparecimento de reflexdes
de Bragg localizadas na regido de 26 = 6,2°; 20 = 9,6°; 26 = 12,2°; 20 = 13,5°; 20 = 15,2°; 26 =
19,6°. Enquanto que a troca idnica com ions prata (NanoMOR_Ag) causou a diminuigdo da
intensidade das reflexdes de Bragg em relacdo a amostra original.

Figura 19 Padrdes de difragdo de Raios-X da amostra NanoMOR (Mordenita nanomeétrica) na forma sodica e seus
derivados de trocas idnicas
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As Figura 20 e 21 representam os padrdes de difracdo de Raios-X das zedlitas Titanio-
Silicato (TS-1) nas escalas micrométricas e nanométrica na forma sodica e com seus respectivos
derivados de troca idnica. As ze6litas TS-1 e NanoTS-1 apresentaram um padrdo de difracéo
de Raios-X tipico daqueles reportados na literatura *2” com reflexdes de Bragg mais importantes
localizadas na regido de 26 =7,8% 20 = 8,7°; 20 = 14,6°; 26 = 23°; 26 = 23,8°; 20 = 29,8°.

Pode se observar que as estruturas das zedlitas TS-1 e NanoTS-1 ndo demonstraram
nenhuma modificacdo estrutural apds o processo de troca ibnica. Estes materiais ndo possuem

a capacidade de troca ibnica devido a falta de tetraedros de aluminio, consequentemente, a
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estrutura primaria da zeo6lita TS-1 e NanoTS-1 para as reflexdes de Bragg nos angulos de
difragdo 20 permaneceu inalterada. Nao foi observado mudancas significativas no difratograma
da zedlita TS-1 da escala micrométrica (Figura 20) em comparacdo a escala nanométrica
NanoTS-1 (Figura 21), neste caso, foi observado apenas uma diminuigdo da intensidade das

reflexdes de Bragg.

Figura 20 Padroes de difracdo de Raios-X da amostra TS-1 (titanio-silicato micrométrica) na forma sodica e seus
derivados de trocas idnicas
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Figura 21 Padr6es de difracdo de Raios-X da amostra NanoTS-1 (titanio-silicato nanométrica) na forma sddica e
seus derivados de trocas idnicas

8000 S
7000 -
6000 J
| |
s 5000 :
@© | i )
>
:'5 4000 4 ‘~ NanoTS1_Ag
5 : | !
E 3000 - | NanoTS1_Ba
2000 - 'W NanoTS1 Mg
1000 4 ‘ NanoTS1_Ca
1 'll " 'I NanoTS1
0 4
. T . | . : . . ; T .
0 10 20 30 40 50

2 Theta/degree

A Figura 22 representa os padrdes de difracdo de Raios-X da zeolita Beta (BEA) na
escala micrométrica na forma sodica e com seus respectivos derivados de troca ibnica. A zedlita
BEA apresentou um padréo de difracdo de Raios-X tipico daqueles reportados na literatura 28
com reflexBes de Bragg mais importantes localizadas na regido de 26 = 7,6°; 26 = 22,3°.

Pode se observar que a estrutura da zedlita BEA também ndo demonstrou nenhuma

modificacdo estrutural apos a troca idnica (Figura 22).
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Figura 22 Padrdes de difragdo de Raios-X da amostra BEA (escala micrométrica) na forma sddica e seus derivados
de trocas idnicas
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A Figura 23 representa os padrdes de difracdo de Raios-X da zeolita Beta (BEA) na
escala nanometrica na forma sddica e com seus respectivos derivados de troca ibnica. A zeolita
NanoBEA apresentou um padrao de difracdo de Raios-X tipico daqueles reportados na literatura
133 com reflexdes de Bragg mais importantes localizadas na regifo 26 = 7,8°; 20 = 22,5%; 20 =
26,8°; 20 = 29,8°. Pode-se observar que ndo houve uma mudanca significativa no difratograma
da zedlita NanoBEA (Figura 23), neste caso, ocorreu apenas uma diminuicdo na intensidade de

algumas reflexdes de Bragg em comparagéo a amostra original.
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Figura 23 Padrdes de difragdo de Raios-X da amostra NanoBEA (escala nanométrica) na forma sddica e seus
derivados de trocas ionicas
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5.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV) das zedlitas nas escalas nanométricas e

micrométricas

Para a confirmacdo da morfologia e tamanho dos cristais foram feitas micrografias
eletrénicas obtidas por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), obtendo-se imagens de
alta resolucdo das amostras zeoliticas preparadas nesse estudo.

Na Figura 24 observa-se que os cristais de Gismondina na escala nanométrica

(NanoGIS) foram cristalizados na forma esférica e seu tamanho esta na faixa de 250-275nm.
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Figura 24 Micrografia eletronica de varredura da amostra de zedlita Gismondina na escala nanométrica.
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A Figua 25 mostra o0 MEV da Gismondina na escala micrométrica (GIS), cujo material
apresentou forma piramidal com bordas cristalinas confirmando sua alta cristalinidade 4°. A
micrografia da ze6lita Gismondina ap6s a troca ibnica com ions célcio (GIS_Ca) nédo revela
uma caracteristica piramidal bem definida como encontrada na Gismondina em sua forma na
forma sodica, porém os dados indicam que a morfologia inicial foi mantida, e também pode-se
observar uma grande quantidade de debris na superficie da amostra GIS_Ca (item B).

Figura 25 Micrografia eletronica de varredura da amostra de Gismondina na escala micrométrica na forma sédica
(item A) e trocada com ions Célcio (item B

-
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WD = 8.5mm Photo No. = 3931 Time :17:37:03 WD = 8.5 mm Photo No. = 3938 Time :17:47:18

A Figura 26 mostra a morfologia da zedlita Faujasita na escala micrométrica na forma
sodica (FAU) e trocada com ions calcio (FAU_Ca), tanto para o material na sua forma sodica
guanto para seu derivado de troca ibnica, pode-se visualizar uma morfologia de cristais com

formas hexagonais, o que é coerente com a morfologia descrita na literatura para esta zedlita
125
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Figura 26 Micrografia eletronica de varredura da amostra de Faujasita na escala micrométrica na forma sddica
(item A) e trocada com ions Calcio (item B)
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Na Figura 27 mostra a micrografia da zedlita Faujasita na escala nanométrica
(NanoFAU), em que é possivel observar que os cristais foram aparentemente aglomerados
formado agregados de tamanho dentro da faixa de intervalo de 20-100 nm, resultado,

semelhante ao reportado por Zhan et al 1%,

Figura 27 Micrografia eletronica de varredura da amostra de Faujasita na escala nanométrica em sua forma sédica

spot| WD e J‘, W p—

<V!25 111.4 mm

A Figura 28 mostra as micrografias da amostra de LTA na escala nanométrica
(NanoLTA), é possivel observar cristais de morfologia esférica, cujo tamanho esta em um

amplo intervalo de tamanho, sendo o tamanho maximo da ordem de 500 nm.
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Figura 28 Micrografia eletronica de varredura da amostra de LTA na escala nanométrica em sua forma sddica
(NanoLTA)
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A micrografia da zedlita mordenita (MOR) na escala micrométrica (Figura 29), revela
que esta estrutura tem forma de agulha, coerente com a estrutura relatada na literatura '**. O
MEV da zeélita apds a troca ibnica com calcio (MOR_Ca), ndo revelou modificacdo

significativa, mantendo a morfologia original da zedlita.

Figura 29 Micrografia eletrnica de varredura da amostra de Mordenita na escala micrométrica na forma sédica
item A) e trocada com ions Calcio (item B)

EHT =2000kv  Signal A= SE1 v EHT =2000kv  Signal A=SE1 Dale :15 Apr 2014 Mag = 10.00K X

WD = 9.5mm Pholo No. = 4062 Time :8:32:40 W WD = 95mm Photo No. = 4070 Time :8:45:56 W

Na Figura 30 observa-se a micrografia da zeolita mordenita na escala nanométrica
(NanoMOR), em que nota-se um aglomerado de particulas na escala nanométrica, coerente com

o que foi reportado por Shujian et al. 2.
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Figura 30 Micrografia eletronica de varredura da amostra de Mordenita na escala nanométrica na forma sodica
(NanoMOR)
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Na Figura 31 observa a microscopia da amostra de ze6lita BEA na escala nanométrica
(NanoBEA). E possivel notar um aglomerado de particulas uniforme com um tamanho menor
que 100nm, conforme relatado por Larlus et al. %2,

Figura 31 Micrografia eletrénica de varredura da amostra de BEA na escala nanométrica na forma sédica

WD | mag O | HFW | —500nm— i WD [ mag O | HFW [ ——— 400 nm ——
/| 3.0 112.7 mm| 100 000 x |2.98 um 0 /12.7 mm| 200 000 x [1.49 pm

Na Figura 32 observa-se que os cristais de TS-1 na escala nanométrica foram
cristalizados na forma esférica e seu tamanho esta na faixa de 150-210 nm, semelhantes aos

obtidos por Cundy et al. 4132,
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Figura 32 Micrografia eletronica de varredura da amostra de TS-1 na escala nanométrica na forma sddica

i
HV SpC WD | mag O |mode S| A O |mode 200 nm
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5.3 Microscopia de forca atdmica (AFM) das zedlitas FAU e NanoFAU e seu derivado de

troca idnica com célcio

As imagens de AFM foram utilizadas de forma a complementar as informacgdes obtidas
por MEV (microscopia eletrdnica de varredura) e também para avaliar as propriedades da
superficie de algumas zedlitas sintetizadas que foram mais profundamentes estudadas.

As micrografias de superficie das zedlita FAU e NanoFAU antes e depois do processo
de troca ibnica com célcio sdo apresentadas na Figura 33 e Figura 34.

Em relacdo a topografia superficial da zeolita FAU, apesar da presenca de artefatos é
possivel confirmar o desenvolvimento de formas hexagonais °2 o que corrobora com os dados
de MEV para esta amostra. E possivel observar também que ndo houve alteracdes na morfologia

ap0s o0 processo de troca idnica com calcio (Figura 33).
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Figura 33 Imagens de Mlcroscopla de Forca Atémica das amostras de zedlitas A) FAU B) FAU Ca

0 pm 8 A) 0 pm 2 4 8 B)

Z Drive
Z Drive

Em relacdo as amostras de zedlitas faujasita na escala nanométrica, é possivel observar
que as particulas aparentemente encontram-se aglomeradas sobre o substrato, sendo que alguns
materiais apresentaram formato levemente arredondado. Ap6s 0 processo de troca ibnica com
calcio, é possivel observar que ndo houve alteracdo do formato da nanozeoélita (Figura 34).

Figura 34 Imagens de Microscopia de Forga Atdmica das amostras de ze6litas A) NanoFAU B) NanoFAU_Ca
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5.4 Microscopia de contraste de fase

A microscopia de contraste de fase foi realizada com o objetivo de observar as alteraces

morfoldgicas nas células vermelhas do sangue total quando entram em contato com a ze6lita.
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A Figura 35 mostram os globulos vermelhos antes da adi¢do de zedlitas em diferentes
aumentos (20, 50, 100 e 200 pum), utilizando uma objetiva de contraste de fase. Os dados
revelam que as células vermelhas do sangue normais possuem uma forma circular, apresentam

formato bicbncavo e um didmetro que varia de 6 a 8 um.

Figura 35 Imagens do sangue total antes da adicdo de zeélitas obtidas por microscopia de contraste de fase

Ao adicionar zedlita BEA (Figura 36), depois de alguns minutos foi possivel observar a
formacdo de aglomeracdo de células sanguineas, semelhante a uma grande massa solida de

celulas, confirmando a influéncia das zedlitas na aglomeracdo das células sanguineas.
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Figura 36 Imagens do sangue total apos adicao de zedlitas BEA obtidas por microscopia de contraste de fase

& VR TR

Comportamento semelhante também foi observado quando o0s outros materiais
zeoliticos na escala micrométrica e nanométrica foram adicionados ao sangue total.

A presenca dos materiais zeoliticos no sangue é capaz de promover uma aglomeracéo
de células sanguineas apds o0 sangue entrar em contato com a zeolita, e isto ndo foi observado
quando o sangue foi colocado sob a superficie da lamina de microscopia sem a zedlita. Sendo
assim, esta técnica juntamente com os dados de tromboelastografia (ver adiante item 5.11) é
atil para confirmar a capacidade da zedlita em promover a aceleracdo da coagulacdo sanguinea.

Da Figura 37 a 49 é possivel observar as imagens obtidas através da técnica de
microscopia de contraste de fase dos materiais zeolitico sintetizados na sua forma sodica na
escala micrométrica e nanométrica e os derivados de troca idnica de célcio da zedlita Faujasita
na escala micrométrica e nanométrica. Para todas as amostras analisadas, € possivel observar a

formacéo de aglomerados de células sanguinea.
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Figura 38 Imagens do sangue total apo6s adicéo de zedlitas GIS obtidas

DOr MICroscop

por microscopia de contraste de fa§§\‘“ )

ia de contraste de fase
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Figura 39 Imagens do sangue total apds adicéo de zedlitas LTA obtidas

por microscopia de contraste de fase
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Figura 41

.

Imagens do sangue total apos adicao de zelitas TS1 obtidas icroscopia de contraste de fase

Figura 42 Imagens do sangue total ap6s adi | fase
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Figura 43 Imagens do sangue total apos adi

do de zeolitas NanoFAU obtidas

40 de zeolitas NanoGIS obtidas por microscopia de contraste de fase
R ; PN . e 3 R

por microscopia de contraste de fase
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Figura 45 Imagens do sangue
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Figura 49 Imagens do sangue total apos adicao de zeolitas NanoFAU

*

_Ca obtidas por microscopia de contraste de fase

5.5 Analise de EDS para quantificacdo da porcentagem em peso dos elementos quimicos
presentes nas zedlitas

A Espectrometria de Energia Dispersiva de Raios-X (EDS), uma técnica sensivel de
superficie foi utilizada para mensurar e comprovar a efetividade do processo de troca idnica.
As zedlitas na escala micrométrica e nanométrica foram sintetizadas de acordo com
procedimentos descritos na literatura. Em seguida, foi realizado o processo de troca ibnica com
todos os materiais utilizando as seguintes solucGes: Cloreto de Célcio, Cloreto de Bario, Cloreto
de Magnésio e Nitrato de prata nas concentrages 0,5 mol. L. Os experimentos de troca idnica
foram adaptados do trabalho de Ostomel et al. 2, pois segundo estes autores o processo de troca
idnica induzem a diminuicéo da liberacéo de calor do agente hemostéatico. Essa reducéo da taxa
de calor é muito importante, pois € um efeito colateral bastante prejudicial constantemente
relatado em agentes hemostaticos baseados em materiais zeoliticos.

Sabe-se que zeolitas sdo constituidas por unidades tetraédrica do tipo [SiO4] ou [AlO4]
formando canais bem definidos e cavidades em nanoescalas que podem acomodar uma
variedade de cations metalicos, sdo estes ions e o sistema de canais e poros que sdo responsaveis

por adsorver as moléculas de agua do meio 2% 142143,
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Da Figura 50 até a 59 pode ser observado os percentuais de dtomos presente em
concentragio por peso (%) nos materiais sintetizados e dos seus derivados de troca ibnica. E
possivel observar a presenca dos seguintes elementos quimicos na estrutura da zedlita:
Aluminio, Silicio e Oxigénio. H& também a presenca do elemento sodio (cation de
compensacdo) na estrutura da zedlita indicando que os materiais foram preparados pelo método
hidrotermal com base.

Sabe-se que cations Na* ndo sao fixos rigidamente a estrutura da zedlita hidratada e sdo
facilmente trocados com outros cations em solugdes aquosas *'1**. Todos os materiais sofreram
0 processo de troca idnica com os seguintes cations: Ca*?, Mg*?, Ba*?, Ag*. E possivel observar
que realmente ocorreu a troca de ions, uma vez que em todas as amostras houve uma diminuicao
da quantificacdo de ions Na" e um aumento dos outros cations (ver Figura 50 até a 59). Na troca
ibnica com ions Ag *, pode-se observar que todos os ions Na* foram completamente substituidos
por ions Ag*. De acordo com Sherry et al. 1* a alta seletiva de fons Ag * é devido a sua alta
polarizacéo e forte ligacdo por todos os tipos de sitios anibnicos. Da mesma forma, o ion bario
também exibiu uma alta seletividade pelos sitios aniénicos da zedlita.

Figura 50 Quantificacdo em porcentagem em peso dos elementos constituintes da ze6lita Faujasita ha forma sodica
e seus derivados de troca idnica por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) para area analisada
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Figura 51 Quantificacdo em porcentagem em peso dos elementos constituintes da nanozedlita Faujasita na forma

sodica e seus derivados de troca idnica por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) para area analisada
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Figura 52 Quantificacdo em porcentagem em peso dos elementos constituintes da zedlita A (LTA) na forma sédica
e seus derivados de troca idnica por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) para area analisada
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Figura 53 Quantificagdo em porcentagem em peso dos elementos constituintes da Nanozedlita A (LTA) na forma

sodica e seus derivados de troca idnica por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) para area analisada
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Figura 54 Quantificacdo em porcentagem em peso dos elementos constituintes da zedlita Mordenita na forma
sodica e seus derivados de troca idnica por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) para area analisada
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Figura 55 Quantificacdo em porcentagem em peso dos elementos constituintes da nanozeolita Mordenita na forma
sodica e seus derivados de troca idnica por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) para area analisada
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Figura 56 Quantificacdo em porcentagem em peso dos elementos constituintes da zedlita Gismondina na forma
sodica e seus derivados de troca idnica por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) para area analisada
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Em relagdo a zeolita NanoGIS, é importante observar que além das espécies quimicas
comum em zeo6litas (oxigénio, aluminio, silicio e cations de compensacdo), ha a presenca do
elemento nitrogénio em uma quantidade consideravel. Este elemento origina-se do template
orgéanico empregado nas sinteses como agentes direcionadores de estrutura. A remoc¢do do
template organico é realizada por calcinagdo, ou seja, por decomposicao térmica, porém para
esta nanozeo6lita ndo funcionou. Neste caso a estrutura cristalografica da NanoGIS néo suportou
altas temperaturas (500-600°C) necessarias para a remoc¢do do template orgéanico e houve
colapso da estrutura cristalografica. Calcinacbes a temperaturas mais baixas ndo foram
suficientes para a remogdo completa do composto, o que afetou os procedimentos de troca
ibnica para essas amostras, pois a quantidade de cations incorporados foi muito pequena, a
ponto de ndo notar mudancas significativas na estrutura da nanozedlita gismondina (NanoGIS).
Figura 57 Quantificacdo em porcentagem em peso dos elementos constituintes da nanozeolita Gismondina na

forma sodica e seus derivados de troca idnica por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) para area analisada
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O espectro de EDS para as zeolitas BEA, NanoBEA, TS1 e NanoTS1 estdo de acordo
com o que sera abordado no RMN-MAS (ver adiante item 5.7). Para as zeolitas BEA e
NanoBEA é possivel observar que estes materiais possuem uma alta relacéo silicio/aluminio,
consequentemente encontra-se uma grande quantidade de silicio, uma baixa quantidade de
aluminio e praticamente nenhuma quantidade de cations de compensacao (Figura 58). O mesmo
pode ser observado para as zedlitas TS-1 e NanoTS-1 (Figura 59), neste caso foi possivel
observar a predominancia de espécies de silicio e oxigénio sem a presenca de aluminio e cations
de compensacdo. Essas duas classes de zeolitas (BEA e TS-1) ndo sdo ideais para serem
submetidas ao processo de troca ibnica, ja que ndo possuem ou € quase inexistente a presenca
de aluminio de cargas negativas, consequentemente ndo possuem cations de compensacao para

ser trocado por outro cation.
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Figura 58 Quantificacdo em porcentagem em peso dos elementos constituintes da zeolita BEA na escala
nanométrica e micrométrica por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) para area analisada
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Figura 59 Quantificacdo em porcentagem em peso dos elementos constituintes da zeolita TS-1 na escala
nanométrica e micrométrica por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) para area analisada
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5.6 Analise textural por adsorcdo de nitrogénio pelo método de BET para NanoFau,

NanoFau_Ca e NanoFau_Ag

O entendimento do sistema de poros e canais de zedlitas € muito importante para
compreender como funciona o mecanismo de agdo de zeolitas através da adsorcéo de moléculas
de 4gua em seus canais e poros. Sendo assim, um estudo de analise superficial e porosidade
foram realizados através da medida de adsor¢do de g&s no material sélido. A isoterma obtida a
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partir desta medida de adsor¢do fornece informacGes a respeito da area superficial, volume de
poros, e distribuicdo do tamanho de poros 6. Para materiais microporosos, area de superficie
e volume de microporos foi calculada utilizando o método de Saito-Foley (SF), enquanto que
volume de mesoporos foi obtido utilizando o método de Barrett-Joyner-Halenda (BJH).

A forma das isotermas ¢ os “loops” de histerese podem apresentar uma variedade de
formatos e as formas das curvas podem ser relacionadas a estruturas de poros 4. As isotermas
de adsorcdo e desorcdo das nanozeblitas preparadas (NanoFAU, NanoFAU Ca e
NanoFAU_Ag) sdo mostradas nas Figuras 60, 61 e 62, respectivamente. Pode-se observar que
as isotermas sdo caracteristicas do tipo Il o que corrobora com os dados da literatura para
zeolita faujasita na escala nanométrica 5% 14°. A falta de histerese para a NanoFau pode indicar
que os ions sodio podem estar bloqueando a passagem do gas por entre os poros **’, ou devido
aos aglomerados formados pelos agregados de nanozedlitas. A isoterma de NanoFAU_Ca e
NanoFAU_Ag (Figura 61 e Figura 62) indica um “loop” de histerese iniciando em p/po 0,42,
indicando uma histerese do tipo H1, que é também tipico de zedlitas, sendo que o “loop” mais

pronunciado foi da amostra NanoFau_Ca.
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Figura 60 Isotermas de adsorc¢do e desorcao da zedlita faujasita na escala nanométrica NanoFAU
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Figura 61 Isotermas de adsorcao e desorcao da zeolita faujasita na escala nanométrica trocada com ions célcio
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Figura 62 Isotermas de adsorgdo e desorcdo da zedlita faujasita na escala nanométrica trocada com ions prata
NanoFAU_Ag
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A partir destes resultados foram calculadas as areas superficiais, 0s volumes e 0s raios

dos poros empregando as equacGes de BET e os métodos de BJH e SF (Tabela 1).

Tabela 1 Dados obtidos a partir do experimento de adsor¢do/dessor¢do de N, das amostras NanoFAU,
NanoFAU_Ca e NanoFAU_Ag

Material Area Volume dos poros (cm?/g) Raio dos poros (nm)
superficial - -
Mesoporos Microporos Mesoporos Microporos
total (BET)
(BJH) (SF) (BJH) (SF)
(m?/g)
NanoFAU 212,697 0,101 0,09 1,77 0,226
NanoFAU_Ca 419,703 0,176 0,202 1,76 0,226
NanoFAU_Ag 460,660 0,0979 0,226 1,75 0,226
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Pode-se observar na Tabela 1 que apds o processo de troca ibnica, houve um aumento
na area superficial total, enquanto que a zedlita de NanoFau exibiu uma area superficial de
212,697 m?/g, as amostras NanoFAU_Ca e NanoFAU_Ag exibiram uma érea de 419,703 e
460,660 m?/g, respectivamente. E possivel que as aberturas dos poros parcialmente obstruidas
por ions sodio foram liberadas, aumentado deste modo a area superficial.

Em relacdo ao volume de poros, pode-se observar que mesoporos exibiram um volume
de poros de 0,101, 0,176 e 0,0979 cm®/g para as amostras de NanoFau, NanoFau Ca e
NanoFau_Ag, respectivamente. Entretando para o volume de microporos, houve um aumento
de volume das amostras de NanoFau_Ca (0,202 cm®/g) e NanoFau_Ag (0,226 cm®/g) em
comparagdo com a amostra de NanoFau (0,09 cm®/g). No caso do raio de poros, apds 0 processo
de troca ibnica, ndo houveram grande modificagdes no tamanho do raio.

A distribuicdo de volume de poros observada a partir da analise BJH dos dados da
isoterma de adsorcao de N2 sdo mostrados nas Figuras 63, 64 e 65, respectivamente. Os poros
apresentaram uma ampla distribuicdo de tamanho, sendo que o volume total de poros deve-se
principalmente a poros com aproximadamente de 20 - 50 nm ! Todavia, para todas as

amostras analisadas o maior pico foi por volta de 1,7 nm de raio.
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Figura 63 Curva de distribuicdo de tamanho de poros do material NanoFAU
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Figura 65 Curva de distribuicdo de tamanho de poros do material NanoFAU_Ag
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5.7 Ressonancia Magnética Nuclear do Estado Solido (NMR-MAS) das amostras de
zeolitas Faujasita, A (LTA), BEA, Gismondina e Titanio-silicato (TS1) na escala

nanometrica e derivados de troca idnica da nanozedlita Faujasita

Os dados de difracdo de Raios-X (item 5.1) claramente indicaram que ndo houve grandes
modificacdes da estrutura zeolitica quando as zeolitas em sua forma sddica foram trocadas com
os céations Ca?*, Mg?*, Ba?* e Ag*. Todavia como dados de difracdo de Raios-X fornecem uma
média da densidade eletrdnica envolvendo a estrutura, detalhes como modificacdes estruturais
proximos a vizinhanca de cada tetraedro de silicio ndo pode ser determinado com seguranca
usando-se apenas dados de difracdo de Raios-X. Sendo assim, para determinacdo da forma com
gue os atomos de silicio, oxigénio e aluminio estdo arranjados na estrutura cristalina, foi
utilizado a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear do Estado Solido.

A Figura 66 apresenta os espectros de RMN-MAS de °Si das amostras sintetizadas de

NanoTS1, NanoGIS, NanoLTA, NanoBEA e NanoFAU antes do processo de troca ibnica.
Para 0 espectro de #Si-RMN-MAS obtido para as amostras NanoTS1 é possivel
observar um sinal intenso em -109,5 ppm o que indica a predominancia da espécie Si(4Si, 0Ti),
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enquanto o sinal de baixa intensidade relacionado ao deslocamento quimico observado na
regido de 101 a -103 ppm, pode ser interpretado como sendo um deslocamento quimico
relacionado & presenca da espécie tetraédrica Ti(OSi)s 148 1%° (Figura 66). Zhuang et al. 14°
reportou a dificuldade de assinalar os deslocamento quimicos relacionados as espécies Ti(OSi)4
no espectro de °Si-RMN-MAS em amostra de ze6litas TS-1, e nesse caso o sinal de baixa
intensidade observada na regido de deslocamento quimico na regido de regido -101 a -103 ppm,
foi atribuido por eles como sinais ou evidéncias de defeitos na rede do tipo Si-O-H.

Embora haja na literatura relatos de que a partir da analise de 2°Si RMN-MAS de zedlitas
substituidas com heterodtomos (como o aluminio e o boro), possa-se facilmente identificar
sinais para os ndcleos de Si com o seu heteroatomo vizinho mais préximo, no caso da TS-1
observa-se que ndo ha nenhum sinal de deslocamento quimico bem resolvido que possa ser
assinalado sem ambiguidade aos atomos de silicio ao seu vizinho de titdnio mais proximo na
estrutura de TS-1 149150,

Para o espectro de RMN-MAS de 2°Si da amostra da NanoBEA é possivel observar dois
sinais de deslocamento quimico em cerca de -109,5 ppm e -101,5 ppm. O primeiro sinal Q4
refere-se a (4Si,0Al), enquanto o Gltimo refere-se ao Si (LOH, 3Si) ou Si (1Al, 3Sij) 130 150: 151,
Esse € um perfil de nanozeodlitas com elevada relacdo Si:Al, uma vez que o sinal intenso é
referente a espécie Si(4Si, OAI) e indica que, na estrutura do material, predominam ligac6es do
tipo Si-O-Si **8 (Figura 66).

Em relacdo aos espectros de 2Si-RMN-MAS das amostras NanoFAU, NanoLTA e
NanoGIS (Figura 66), mostram a presenca dos cinco sinais diferentes com mudancas quimicas
no intervalo de -89 a -110 ppm °2, Esses deslocamentos quimicos podem ser atribuidos aos
diferentes ambientes de silicio em Q3 (Si(OSi/Al)sOH) e Q4 (Si(OSi/Al)s) ¥*°. Por exemplo, a
nanozedlita NanoFAU apresenta cinco picos de Q4 semelhantes as outras nanozeolitas.
Contudo, existem alguns “ombros” pronunciados em seu espectro de RMN-MAS 2°Si. Esses

“ombros” fracos provavelmente sdo devidos a contribuicdo das espécies de Q3 % 1%,
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Figura 66 Espectros de RMN-MAS de #Si das amostras das zeélitas em suas formas sédicas Titanio-silicato
(NanoTS1), Gismondina (NanoGIS), A (NanoLTA), NanoBEA e Faujasita (NanoFAU) na escala nanométrica
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A Figura 67 apresenta os espectros de 2Si-RMN-MAS das amostras de zedlitas faujasita
em sua forma sodica e ap6s sofrer processo de troca idnica com solucio de fons Ca?*, Mg?*,
Ag’, Ba®**. Parao espectro de 2°Si-RMN-MAS das amostras de NanoFAU é possivel observar
cinco deslocamentos quimicos para o silicio que estdo de acordo com a literatura ***. O
deslocamento quimico em torno de -84 ppm observado na NanoFAU em sua forma sodica

representa a ligagdo do &tomo de silicio com quatro atomos de aluminio intermediados por
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atomos de oxigénio Si(0Si,4Al). A direita deste deslocamento, observa-se um sinal em torno de
-89 ppm referente a ligacdo do &tomo de silicio com trés atomos de aluminio e um 4tomo de
silicio, intermediados por oxigénios Si(1Si,3Al). Observa-se também um deslocamento em
torno de -94 ppm que representa a ligacdo do atomo de silicio com dois &tomos de aluminio e
dois 4&tomos de silicio, intermediados por oxigénios Si(2Si, 2Al). Um deslocamento em -99 ppm
foi observado e é referente a ligacdo do atomo de silicio com um atomo de aluminio e trés
atomos de silicio, intermediados por oxigénios Si(3Si, 1Al). Por fim, o deslocamento quimico
em torno de -103 ppm representa a ligagcdo do atomo de silicio com quatro &tomos de aluminio,
intermediados por oxigénios Si(4Si, OAl).

Em relagdo aos espectros de 2°Si-RMN-MAS das amostras da zedlita faujasita na escala
nanomeétrica apds o processo de troca idnica, pode-se notar que quando se compara um espectro
com outro, ndo existem grandes diferencas entre os deslocamentos dos picos, exceto para a
amostra NanoFAU_Ba. Neste espectro observam-se 0s seguintes deslocamentos quimicos: -86
ppm, -90 ppm, -95 ppm, -100 ppm e -104 ppm, diferindo apenas 1 a 2 ppm das outras amostras.
Essas diferencas sdo devido aos efeitos provocados pelos cations ligados a estrutura e que
devido as suas caracteristicas modificam o ambiente quimico do silicio, contudo, essas
alteracdes no ambiente quimico ndo sdo suficientes para modificar a estrutura cristalina. Em
relacdo aos espectros das amostras de NanoFAU_Ca, NanoFAU_Mg e NanoFAU_Ag nao foi

observado diferencgas significativas nos deslocamentos dos picos.
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Figura 67 Espectros de RMN-MAS de 2°Si das amostras de zedlitas faujasitas na escala nanométrica em sua forma
sodica e trocadas com fons calcio, magnésio, bario e prata.
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5.8 Espectroscopia no infravermelho FT-IR com as amostras ze6litas

Foi realizada analise de FT-IR com as amostras de zedlitas na escala nanométrica e

micrométrica em sua forma sddica e seus derivados de troca idnica.
Sabe-se que a estrutura da zeolita é composta de uma rede formada por tetraedros de

TO4 (T = Si or Al). As vibragdes dessas estruturas resultam na origem de bandas tipicas em
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regides da zona média e distante do infravermelho. A distingdo destas bandas é feita entre as
vibragBes internas e externas do tetraedro de TO4 54,

De acordo com a literatura, é na regido com comprimento de onda compreendido entre
1300 a 400 cm™ que contém as vibragdes fundamentais da estrutura tetraédrica (Si, Al) O4 e
que reflete a estrutura da zedlita. A primeira classe de vibracdo comum para todas as zedlitas é
atribuida a vibracdo tetraédrica interna que inclui duas bandas mais intensas no espectro, uma
mais forte entre 950-1250 cm™ e uma de média intensidade em 420-500 cm™ 2,

Para materiais zeoliticos as principais bandas encontradas no espectro de infravermelho
sdo as seguintes: vibragdo tetraédrica interna localizada entre 1250 - 920 cm?, estiramento
assimétrico 720 - 650 cm™, estiramento simétrico localizado entre 500 - 420 cm™, banda T-O;
ligagGes externas: 650 - 500 cm™, vibrages duplas no anel 420-300 cm?, vibracdes abertura
dos poros; 1150 - 1050 cm?, estiramento assimétrico; 820 - 750 cm estiramento simétrico *
155 Estas bandas de absorcdo estdo presentes tanto nas zeélitas na escala nanométrica quanto
micromeétrica. A Tabela 2 mostra as principais bandas de absorcéo das zedlitas sintetizadas em
sua forma sodica na escala nanométrica e micrométrica juntamente com as bandas de absorc¢ao

de acordo com a literatura (ver Figura 68 e 69).
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Tabela 2 Principais bandas de absor¢do do FT-IR presente nas amostras sintetizadas de acordo com os dados
presentes na literatura

Amostras  / Vibracao Estiramento Estiramento Flexdo H-OH Alongamento
Principais tetraédrica assimétrico simétrico (500 (1630-1650 de OH (3400-
bandas interna (720 - 650 cm™ - 420 cm™) cm?) 3500 cm™)

presente em (1250 - 920 1)

zedlitas (cm™) cm?)

BEA (escala 1085 780 460 1630 3490
micromeétrica)

NanoBEA 1066 525 460, 525 1622 -
(escala

nanomeétrica)

GIS (escala 1644, 990 611, 661, 740 454, 611 1644 3480
micromeétrica)

NanoGIS 1060, 972 791 430, 541 1644 -
(escala

nanomeétrica)

Zedlita A- 1006 665 468, 555 1650 3438
LTA (escala

micromeétrica)

NanoLTA 996 674 465, 557 1641 3351
(escala

nanomeétrica)

TS1  (escala 1075 800 458 - -
micromeétrica)

NanoTS1 1075 800 458 - -
(escala

nanométrica)

FAU (escala 970 750 458, 560 1650 3460
micromeétrica)

NanoFAU 980 670, 750 460, 560 1635 3370
(escala

nanométrica)

MOR (escala 1250 800, 720 620 1651 3521
micromeétrica)

NanoMOR 1250 800, 720 620 1651 3521
(escala

nanométrica)

Em relacdo ao espectro de FTIR da zeélita Beta (BEA) na escala micrométrica e
nanomeétrica € possivel observar bandas de absorc¢éo tipicas na regido espectral de 460, 573 e
780 cm? (Figura 68); 460, 525 e 800 cm™ para a escala nanométrica (Figura 69)
respectivamente, e bandas de absorcdo intensas e alargadas na faixa espectral de 1060-1090 cm’
! que séo atribuidas as vibragGes assimétricas (T-O-T) para ambas as escalas °°.

A zedlita gismondina (GIS) na escala micrométrica apresentou bandas de absor¢cdo em
454, 611, 661, 740, 990 e 1644 cm, enquanto que a zedlita gismondina na escala nanométrica
(NanoGIS), apresentou as frequéncias de absorcao observadas em 430, 541, 791, 972, 1060 cm”
1 que estdo de acordo com os principais dados espectrais reportados na literatura * (Figura 68
e 69).
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A zedlita A (LTA) apresentou as seguintes bandas de absorc¢do: 468, 555, 665, 1006 cm”
1 ¢ estdo de acordo com a literatura 8 (Figura 68). O espectro FT-IR observado para a
NanoLTA revela bandas de absorcdo na regido espectral de 465, 557, 674 e 996 cm™ estas
bandas estdo de acordo com os dados reportados na literatura °°. As bandas de absorcdo em
665 cm™ podem ser atribuidas as vibragdes internas do tetraedro da NanoLTA (Si, Al)O4, a0
passo que a banda em 996 cm™ ¢ atribuida as vibragGes assimétricas para tetraedro (Si, Al)O4
da NanoLTA. No que diz respeito as bandas de absorcéo observadas na faixa espectral de 420-
500 cm™ e 950-1250 cm™, podem ser relacionadas com a vibragdo das ligagdes do grupo T-O-
T (T= Al, Si) 1,

Para a zedlita titanio-silicato (TS1) tanto na escala micrométrica e nanométrica foi
possivel observar bandas de absorcdo em 458, 800 e 1075 cm™ que estdo de acordo com
Kusabiraki et al. ** (ver Figura 68 e 69).

Para a zedlita faujasita (FAU) foi observado as seguintes bandas de absorcao: 458, 560,
750 e 970 cm (Figura 68) %2, No espectro da NanoFAU, pode-se visualizar as bandas em 460,
560, 670, 750 e 980 cm™, referentes a ligagdes T-O, anel duplo, estiramentos simétricos e
assimétricos, respectivamente 1 (Figura 69).

Em relacdo a zedlita mordenita (MOR) tanto na escala micrométrica quanto na
nanomeétrica notam-se as vibracdes tipicas para este tipo de zedlita; alongamentos assimétricos
externas em 1250 cm™, internos 1000 cm™, alongamento simétrico externos 800 cm™, internos
720 cm'?, anel duplo 620 cm™?, flexdo T-O 420 cm* coerentes com a literatura 14+ 1% (ver Figura
68 e 69).

As bandas de absorcédo presente entre 1630-1650 cm™ e por volta de 3400-3500 cm'
referem-se a vibracdo de flexdo H-OH e alongamento de OH referentes as moléculas de agua
gue se encontram presentes nos canais das zedlitas, respectivamente, e que podem ser
observados em todas as amostras, exceto para a TS1, NanoTS1, NanoBEA e NanoGIS % 16
(ver Figura 68 e 69).
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Figura 68 Espectro de infravermelho FT-IR das diferentes zedlitas MOR, FAU, TS1, LTA, GIS, BEA
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Figura 69 Espectro de infravermelho FT-IR das diferentes nanozedlitas NanoMOR, NanoFAU, NanoTS1,
NanoLTA, NanoGIS e NanoBEA
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As Figuras 70 e 71 referem-se aos espectros de absor¢do de FT-IR dos derivados de
troca ibnica das zeolitas faujasita na escala nanométrica e micrométrica, respectivamente.

PosicOes de bandas de absorcdo correspondente aos cations presentes na estrutura da
zeolita dependem da carga, massa e interacdo com a zeélita 4. As bandas de absor¢do das
zeolitas na regido entre 250-50 cm™ sdo atribuidas, principalmente, as vibragdes de
alongamento dos cations presentes na estrutura da zedlita 1>+ 15° porém no caso desta analise,
a varredura iniciou-se a 400 cm, ndo sendo possivel visualizar diferencas significativas entres
0s espectros de absorgdo de 400-4000 cm™. Assim sendo, ndo foram observadas mudancas
significativas no espectro de absorcdo, exceto uma diminuicdo da intensidade de algumas
bandas como, por exemplo, nas ze6litas que sofreram troca ibnica com prata: NanoFAU_Ag e
FAU_Ag.

Figura 70 Espectro de infravermelho FT-IR das nanozedlitas faujasita em sua forma sodica (NanoFAU) e seus
derivados de troca idnica NanoFAU_Ca; NanoFAU_Mg; NanoFAU_Ba e NanoFAU_Ag
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Figura 71 Espectro de infravermelho FT-IR das zedlitas faujasita em sua forma sodica (FAU) e seus derivados de
troca idnica FAU_Ca; FAU_Mg; FAU_Ba e FAU_Ag
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E importante notar o aparecimento de uma banda de absorcéo na faixa de 1400
— 1490 cm* nas amostras de zeélitas faujasitas na escala nanométrica (NanoFAU forma sodica
e seus derivados de troca ibnica) que ndo estdo presente na zedlita faujasita na escala
micrométrica (FAU forma sodica e seus derivados de troca idnica). Banda semelhante foi
encontrada no trabalho de Azizi et al. 1% em zedlitas faujasitas em escala nanométrica (NanoX),
porém a mesma ndo foi caracterizada no trabalho de Azizi. O aparecimento desta banda pode
estar associado ao aumento de grupos silandis e alumindis devido ao aumento da superficie de

contato quando o material passa da escala micrométrica para nanométrica (ver Figura 70 e 71).
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5.9 Determinacdo do ponto isoelétrico e medidas de mobilidade eletroforética (Potencial
Zeta)

A densidade de cargas superficiais de um 6xido metélico pode ser um fator determinante
na adesdo seletiva de moléculas de cargas opostas de meios bioldgicos (células e proteinas)
quando em contato com o sangue. As cargas da superficie dos materiais sdo dependentes do
pH, e, para cada um, existe um valor de pH acima do qual o material é carregado negativamente
e abaixo do qual o material € carregado positivamente. O pH no qual o total de cargas
superficiais negativas e positivas sdo iguais a zero ¢ chamado de ponto isoelétrico. O ponto
isoelétrico de um 6xido metalico pode ser considerado um parametro base que afeta fortemente
a resposta bioldgica do sangue durante as reacGes de ativacdo de contato da cascata de
coagulacéo 1%,

Ostomel et al. 1% verificaram que o sinal e a amplitude de densidade de cargas superficiais
de 6xidos metalicos em suspensdes aquosas podem ser quantitativamente relacionado pelo
ponto isoelétrico em relagdo ao pH do sangue. O ponto isoelétrico de um 6xido pode ser
determinado utilizando-se medi¢des de potencial zeta na presenca de concentracdes de ions
calcio semelhante aos niveis sericos e podem ser utilizados para prever a sua atividade
hemostatica in vitro. Sendo assim, este estudo de determinacdo do ponto isoelétrico foi
realizado com as zeolitas sintetizadas de acordo com procedimentos experimentais descrito no
item 4.4.9.

As Figuras 72 e 73 mostram os pontos isoelétricos medidos para as zedlitas sintetizadas
na escala micrométrica e nanometrica, respectivamente, em solucdo de CaCl, que mimetiza as
concentracdes de calcio do sangue. As zeolitas na escala micrométrica e nanometrica
apresentaram os pontos isoelétricos abaixo do pH do sangue, e por esta razdo, estes materiais
sdo considerados pro-coagulantes. No caso das zedlitas na escala micrométrica (Figura 72),
observou-se nas regides entre 2,5<pH<12,5, que as superficies das zedlitas permaneceram
carregadas negativamente e ndo houve ponto isoelétrico nesta faixa de pH. O mesmo observou-
se para as zeoOlitas na escala nanométrica (Figura 73), em que entre as regides de 3,5<pH<12,5,
a superficie das zedlitas permaneceram carregadas negativamente e nao ocorreram
determinacdo do ponto isoelétrico. Os pontos isoelétricos para os materiais analisados foram
observados entre 1<pH<2,5 (Figura 72 e Tabela 3) para as zedlitas na escala micrométrica e

entre 1<pH<3,5 (Figura 73 e Tabela 4) para as zeo6litas na escala nanométrica.
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A carga de superficie das zedlitas é o resultado da protonagéo ou dissocia¢do dos grupos
hidroxilas, de modo a que o pH controla a carga de superficie da particula e, portanto, o

potencial zeta, através do seguinte mecanismos 67

Esquema 1 Esquema de protonagéo ou dissociacdo dos grupos hidroxilas da superficie das zedlitas 67

_ HT HT . )
SI0H, = S1I0H =2 8510, (1)
PHT CHY
H* HT )
A](}Hi =2 AIOH = AlO . 2)
PHT PHT

O potencial zeta de zedlitas ndo depende apenas do pH, mas também da forca idnica da
suspensdo, e do teor de aluminio presente na zedlita. O tipo de estrutura da zeolita é definido
pelo nimero de grupos silandis e alumindis existentes nas superficies cristalinas. Esses
grupamentos podem ser facilmente desprotonados para a forma (SiO” e AlO") em um intervalo
amplo de pH, fazendo com que a zedlita fique com carga negativa ®7: %, Conforme ha a
diminuicdo do pH, a protonacéo faz com que as cargas superficiais dos materiais tendem a ficar
positiva alcancando seu ponto isoelétrico.

Os valores de pH do ponto isoelétrico para as zedlitas tanto na escala micrométrica
quanto para a escala nanométrica, podem ser observados na Tabela 3 e Tabela 4,
respectivamente. Observa-se que quando a zedlita passa da escala micrométrica para a
nanomeétrica, ha um aumento da superficie de contato do material, consequentemente ha um
aumento no niamero de grupos alumindis e silandis de superficie, com isso deslocando o ponto
isoelétrico para valores de pH mais baixos. Este comportamento pode ser observado para as
zedlitas gismondina, mordenita e TS1. A zedlita BEA exibiu 0 mesmo valor de pH de ponto
isoelétrico nas duas escalas, diferentemente das zedlitas LTA e FAU que apresentaram um
deslocamento do ponto isoelétrico para valores de pH maiores do que foi exibido para a escala

micrométrica.
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Figura 72 Potencial zeta das ze6litas micrométricas em sua forma sédica: faujasita, gismondina, zedlita A (LTA),
mordenita, titanio-silicato (TS1) e beta (BEA) em funcdo do pH em solucdo de CaCl, juntamente com seus
respectivos pontos isoelétricos
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Tabela 3 pH do ponto isoelétrico das zedlitas na escala micrométrica

Zeodlita pH do ponto isoelétrico
BEA 1,0
A (LTA) 1,3
Gismondina (GIS) 2,0
Faujasita (FAU) 2,0
Mordenita (MOR) 2,2
Titanio — Silicato (TS-1) 2,4

Figura 73 Potencial zeta das nanozeo¢litas em sua forma sédica: faujasita (NanoFAU), gismondina (NanoGlIS),
zeolita A (NanoLTA), mordenita (NanoMOR), titanio-silicato (NanoTS1) e NanoBEA em fun¢do do pH em
solucdo de CaCl; juntamente com seus respectivos pontos isoelétricos
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Tabela 4 pH do ponto isoelétrico das zedlitas na escala nanométrica

Zedlita pH do ponto isoelétrico
NanoBEA 1,0
Gismondina (NanoGIS) 1,2
Mordenita (NanoMOR) 1,2
A (NanoLTA) 1,5
Titéanio — Silicato (NanoTS-1) 1,8
Faujasita (NanoFAU) 3,2

Na Figura 74 € possivel observar as medidas de potencial zeta da zedlita Faujasita na
escala micrométrica em sua forma sddica e seus derivados de troca i6nica em funcdo do pH
com seus respectivos pontos isoelétricos. Foi observado que apds o processo de troca idnica
houve uma diminuicéo dos valores de pH do ponto isoelétrico para as amostras FAU_Ag (p.i
1,5), FAU_Mg (p.i 1,6), FAU_Ca (p.i 1,9), exceto para a amostra FAU_Ba (p.i 2,5) que
apresentou um valor de ponto isoelétrico acima do ponto isoelétrico da amostra na forma sodica
de FAU (p.i 2,0).

Figura 74 Potencial zeta das zedlitas faujasita na forma sddica e seus derivados de troca iénica (FAU_Ca;
FAU_Mg; FAU_Ba e FAU_Ag) em func¢do do pH em solucdo de CaCl; juntamente com seus respectivos pontos
isoelétricos
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A Figura 75 apresenta as medidas de potencial zeta da zedlita faujasita na escala
nanomeétrica em sua forma original e seus derivados de troca idnica em funcdo do pH com seus
respectivos pontos isoelétricos. Foi observado que ap6s o processo de troca ibnica houve uma

diminuicdo dos valores de pH do ponto isoelétrico para todas as amostras que sofreram o
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processo de troca ionica NanoFAU_Ag (p.i 1,5), NanoFAU_Mg (p.i 2,3), NanoFAU_Ca (p.i
2,5), NanoFAU_Ba (p.i 3,1) quando comparada a amostra original NanoFAU (p.i 3,2).

Figura 75 Potencial zeta das zeolitas faujasita na forma sddica e seus derivados de troca iénica (NanoFAU_Ca;
NanoFAU_Mg; NanoFAU_Ba e NanoFAU_Ag) em funcdo do pH em solugdo de CaCl, juntamente com seus
respectivos pontos isoelétricos
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5.10  Andlise Termogravimétrica (TG) e Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As zeolitas podem exibir reac6es do tipo exotérmicas, resultante da adsor¢éo de agua que
produz temperaturas elevadas que podem ser prejudiciais aos tecidos proximos & lesdo 1740 €0:
189 por isso medidas DSC/TG sio necessarios para avaliar este comportamento das zeolitas.

A técnica de DSC/TG foi utilizada para avaliar a quantidade de calor liberado e a perda
de massa em funcdo do tempo e da temperatura (20-900°C) das amostras de zedlitas
sintetizadas. A analise de DSC/TG foi realizada com as amostras de zeolita em sua forma sddica
tanto na escala micrométrica quanto na escala nanométrica. A Tabela 5 apresenta os dados
obtidos para o DSC J/g e TG %. Da Figura 76 até a 82 é possivel observar as curvas de DSC/TG
e TG/DTG (derivada da curva do TG) das amostras estudadas, em que é possivel observar a

temperatura que houve perda de massa.

122



Tabela 5 DSC (J/g), TG (%) para as zedlitas estudadas na escala micrométrica e nanométrica

DSC (J/g) TG (%)

(quantidade de perda de massa)

LTA (escala micrométrica) 87,43 19,71
NanoLTA (escala nanométrica) 87,7 20,43
FAU (escala micrométrica) 105,6 24,20
NanoFAU (escala nanométrica) 85,19 25,42
BEA (escala micrométrica) 17,29 11,94
NanoBEA (escala nanométrica) 53,34 14,59
MOR (escala micrométrica) 27,11 9,85

NanoMOR (escala nanométrica) 51,83 16,79
GIS (escala micrométrica) 105,67 16,72
NanoGIS (escala nanométrica) 5,49 32,10
TS1 (escala micrométrica) 1,2 1,17

NanoTS1 (escala nanométrica) 2,22 2,81

A Figura 76 mostra as curvas de DSC e TG/DTG das amostras de zeolita A (LTA) (itens
Ae D) e NanoLTA (itens B e E). E possivel observar somente um evento significativo de perda
de massa que ocorreu entre 25°C-200°C para ambos 0s materiais, sendo 0 pico de perda de
massa em 166°C para a zedlita LTA e 163°C para a NanoLTA. Essa perda de massa pode ser
atribuida a remocao da agua adsorvida com perda de massa total de cerca de 19,71% para LTA
e 20,43% para NanoLTA (ver Tabela 5). Além disso, neste intervalo de temperatura pode ser
observado um acentuado pico exotérmico na curva de DSC por volta de 87,43 J/g para a zedlita
LTA e 79,09 J/g para a NanoLTA, além de um pico exotérmico fraco de 8,7 J/g para a
NanoLTA.
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Figura 76 Termograma de DSC e TG das amostras de zedlita A (LTA) na escala micrométrica e nanométrica A)

DSC da zedlita LTA; B) DSC da nanoze6lita NanoLTA; C
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A Figura 77 mostra as curvas de DSC e TG/DTG das amostras de ze6lita BEA (itens A e

D) e NanoBEA (itens B e E). E possivel observar somente um evento significativo de perda de

massa que ocorreu entre 25°C-170°C para ambos 0s materiais, sendo o pico de perda de massa

em 105°C para a zeolita BEA e 98°C para a NanoBEA. Essa perda de massa pode ser atribuida

a remocao da agua adsorvida com perda de massa total de 11,94% para BEA e 14,59% para

NanoBEA (ver Tabela 5). Além disso, neste intervalo de temperatura pode ser observado um

acentuado pico exotérmico na curva de DSC por volta de 17,29 J/g para a zeolita BEA e 53,34

J/g para a NanoBEA. Houve um aumento significativo na quantidade de energia liberada

quando o material passou da escala micrométrica para nanométrica.
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Figura 77 Termograma de DSC e TG/DTG das amostras de zedlita BEA na escala micrométrica e nanométrica
A) DSC da zedlita BEA; B) DSC da nanozeélita NanoBEA; C) TG da zedlita BEA; D) TG da nanozedlita

NanoBEA
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A Figura 78 mostra as curvas de DSC e TG/DTG das amostras de zeo6lita TS-1 (itens A
e D) e NanoTS-1 (itens B e E). Para a ze6lita TS-1 ha trés eventos de perda de massa. O primeiro
evento ocorreu entre 25-170°C sendo o pico de perda de massa observado em 80°C referente a
remocao de agua superficial adsorvida. Os outros dois eventos ocorreram entre 340-420°C e
550-620°C, sendo os picos de perda de massa em 380°C e 585°C, respectivamente. Esta perda
pode ser associada a remocao de agua pertencente ao reticulo cristalino, sendo a perda total de
massa de 1,17%. Para a zeoOlita NanoTS-1 € possivel também observar trés eventos de perda de
massa. O primeiro evento ocorreu entre 160-200°C, sendo em 162°C o pico de perda de massa
referente a agua superficial. Os outros eventos ocorreram entre 390-480°C e em 560-640°C,
sendo os picos de perda de massa em 450°C e 600°C, respectivamente, referente a agua
cristalina, sendo a perda total de massa em 2,8% (ver Tabela 5). Em relacdo a curva de DSC foi
observado um suave pico exotérmico de 1,2 J/g e 2,2 J/g para a amostra de TS-1 e NanoTS-1

respectivamente.
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Figura 78 Termograma de DSC e TG/DTG das amostras de zedlita TS1 na escala micrométrica e nanométrica A)

DSC da zedlita TS1; B) DSC da nanozedlita NanoTS1; C) TG da zedlita TS1; D) TG da nanozedlita NanoTS1
A) TS1 B) NanoTS1
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A Figura 79 mostra as curvas de DSC e TG/DTG das amostras de zedlita MOR (itens
A e D) e NanoMOR (itens B e E). Para a zeolita MOR foi observado dois eventos de perda de
massa, o primeiro entre 90-140°C, sendo o pico de perda de massa mais significativo em 112°C,
referente a remocao de agua superficial adsorvida. Além do evento que ocorreu entre 310-
410°C, sendo o pico de perda em 366°C referente a remocao de agua pertencente ao reticulo
cristalino. A perda total de massa neste caso foi de 9,85 % (Tabela 5). Para a nanozedlita
NanoMOR ¢é possivel também observar dois eventos de perda de massa. O primeiro evento
ocorreu entre 50-200°C, sendo em 115°C o pico de perda de massa referente a dgua superficial.
O segundo evento ocorreu entre 500-600°C, sendo o pico de perda de massa em 546°C referente
a agua cristalina. A perda total de massa foi de 16,79 % (ver Tabela 5). Em relacdo a curva de
DSC foi observado um intenso pico exotérmico de 27,11 J/g e 51,83 J/g para amostra de MOR

e NanoMOR respectivamente.
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Figura 79 Termograma de DSC e TG/DTG das amostras de ze6lita MOR na escala micrométrica e nanométrica
A) DSC da zedlita MOR; B) DSC da nanozeélita NanoMOR; C) TG da zeélita MOR; D) TG da nanozedlita
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A Figura 80 mostra as curvas de DSC e TG/DTG das amostras de zedlita GIS (itens A
e D) e NanoGIS (itens B e E). Para a zeo¢lita GIS ha trés eventos de perda de massa, sendo o
primeiro evento entre 50-140°C, sendo o pico de perda de massa em 97°C referente a remocao
de agua superficial adsorvida. Os outros eventos de perda de massa em 160-240°C e 260-330°C,
sendo os picos de perda de massa em 196°C e 290°C respectivamente. Esta perda é referente a
remocao de dgua pertencente ao reticulo cristalino, sendo a perda total de massa de 9,85 %
(Tabela 5). Para a nanozedlita NanoGIS é possivel também observar quatro eventos de perda
de massa: o primeiro entre 50-170°C, sendo o pico observado em 80°C, referente a agua
superficial; entre 300-400°C e 420-600°C, sendo os picos observados em 366°C e 527°C
referente a dgua cristalina; e por fim entre 700-830°C com pico em 780°C, possivelmente esse
evento pode estar relacionado a perda do agente direcionador de estrutura (template organico)
utilizado durante a sintese do material. Nao foi possivel calcinar este material, ja que a partir de
550°C ha colapso da estrutura, e desta forma o processo de troca idnica nao é satisfatorio. A
perda total de massa foi de 32,10 % (ver Tabela 5). Em relacdo a curva de DSC foi observado
para a zeoOlita GIS trés picos exotérmicos de 54,49 J/g, 41,97 J/g e 9,21 J/g, para amostra de

NanoGIS foram observados dois picos exotérmicos de 3,89 J/g e 1,6 J/g.
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E importante notar que as ze6litas que tiveram uma menor liberagéo de energia na forma
de calor, foram as que ndo exibiram bandas de absorcdo no infravermelho nas regibes
localizadas entre 1630-1650 cm™ e 3400-3500 cm™, bandas que em geral sdo associadas aos
grupos hidroxilas das moléculas de agua que se encontram presentes nos canais das zeélitas
(ver item 4.4.8). Esse comportamento foi observado principalmente com as amostras de TS1,
NanoTS1 e NanoGIS. O fato deles ndo terem adsorvidos moléculas de agua como os demais
materiais zeoliticos reportados, faz com que 0s mesmos ndo apresentem o efeito colateral, ou
seja, queimadura que é provocado pelo aumento de temperatura. E ainda agem como agentes
hemostaticos, pois possuem cargas negativas de superficie atuando como ativador de contato
do fator intrinseco de coagulacdo conforme mostrado na secéo seguinte.

Figura 80 Termograma de DSC e TG/DTG das amostras de zedlita GIS na escala micrométrica e nanomeétrica A)
DSC da zedlita GIS; B) DSC da nanozedlita NanoGIS; C) TG da zedlita GIS; D) TG da nanozedlita NanoGIS
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Para atenuar o calor de hidratacdo, os ions podem ser substituidos por outros ions com
uma energia padréo livre de formacgdo mais baixo quando estdo em agua 8. Segundo Ahuja et
al. 2 alterando a composicdo quimica da zedlita, é possivel diminuir a geragdo de calor.
Ostomel et al. 2 realizaram estudos sistematicos com zedlita 5A (LTA) realizando troca idnicas
com diversos ions. Os resultados demonstraram que ze6litas 5A trocadas com ions de Ag ™,
apresentavam uma reducéo na liberacdo de calor de 680 J/g para 420 J/g.
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Foi realizada anélise de DSC/TG com as zeo6litas faujasita na escala micrométrica e
nanometrica na sua forma sdédica e ap6s sofrerem processo de troca idnica. Na Tabela 6 podem
ser observados os valores de DSC (J/g), TG (%) e o raio ibnico dos cations utilizados no
processo de troca idnica. A Figura 81 mostra as curvas de DSC/TG e TG/DTG juntamente com
0s pontos onde houve perda de massa. Nota-se uma diminuicao significativa na energia liberada
apo6s as amostras de nanozeolitas faujasitas sofrerem troca idnica, principalmente quando o
material foi trocado com ions Ba*? e Ag*, passando de 85,48 J/g (NanoFAU) para 13,28 J/g
(NanoFAU_Ba) e 9,5 J/g (NanoFAU_Ag). A quantidade de moléculas de &gua adsorvida
também diminuiu significamente passando de 25,42 % (NanoFAU) para 19,02 %
(NanoFAU_Ba) e 15,43 % (NanoFAU_Ag). Em relacdo a temperatura dos eventos em que
ocorreu perda de massa, para a amostra NanoFAU, o pico foi em 152°C referente a aguas
superficiais. Para a amostra NanoFAU_Ca houve um evento em 160°C e outro em 682°C. Para
as amostras NanoFAU_Mg e NanoFAU_Ba em 160°C e 510°C, respectivamente. Ja para a

amostra NanoFAU_Ag houve somente um evento de perda de massa em 139°C.

Tabela 6 DSC (J/g), TG/DTG, numero de moléculas de agua adsorvida e raio ibnico dos cétions para as
nanozedlitas faujasita na forma sddica e seus derivados de troca idnica

DSC (J/g) TG (%) Raio iénico (pm)
(quantidade de perda de massa)
NanoFAU 85,48 25,42 98
NanoFAU_Ca 78,21 26,68 100
NanoFAU_Mg 33,4 27,87 72
NanoFAU_Ba 13,28 19,02 135
NanoFAU_Ag 9,5 15,43 115
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Figura 81 Termograma de DSC e TG/DTG das amostras de faujasita na escala nanométrica juntamente com seus
derivados de troca ibnica A)NanoFAU; B)NanoFAU_Ca; C)NanoFAU_Mg; D)NanoFAU_Ba; E)NanoFAU_Ag
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Comportamento semelhante foi observado para a amostra de faujasita na escala
micrométrica (FAU). A Tabela 7 apresenta os dados de DSC J/g e TG % das amostras de
faujasitas na escala micrométrica em sua forma sddica e apds sofrerem o processo de troca
ibnica, além do raio ibnico dos ions que participaram do processo de troca ibnica. Houve uma
diminuicdo significativa na energia liberada ap6s as amostras de zeo6litas faujasitas sofrerem
troca idnica, principalmente quando o material foi trocado com fons Ba*? e Ag*, passando de
105,6 J/g (FAU) para 14,71 J/g (FAU_Ba) e 9,8 J/g (FAU_Ag). A quantidade de moléculas de
agua adsorvida também diminuiu significamente passando de 24,2 % (FAU) para 19,17 %
(FAU_Ba) e 15,55% (FAU_Ag). Em relacdo a temperatura dos eventos em que ocorreu perda
de massa, para a amostra FAU, o pico foi em 150°C referente as aguas superficiais. Para a
amostra FAU_Ca houve um evento em 152°C. Para as amostras FAU_Mg em 165°C, para a
FAU_Baem 144°C e para a amostra FAU_Ag houve somente um evento de perda de massa em
134°C.

Tabela 7 DSC (J/g), TG/DTG, nimero de moléculas de agua adsorvida e raio idnico dos cations para as zedlitas
faujasita na forma sodica e seus derivados de troca ibnica

DSC (J/g) TG (%) Raio iénico (pm)
(quantidade de agua adsorvida)
FAU 105,6 24,2 98
FAU_Ca 65,80 23,36 100
FAU_Mg 36,44 26,98 72
FAU_Ba 14,71 19,17 135
FAU_Ag 9,8 15,55 115
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Figura 82 Termograma de DSC e TG/DTG das amostras de faujasita na escala micrométrica juntamente com seus

derivados
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Uma possivel explicacdo para os dados reportados nas Tabela 6 e Tabela 7 em relacéo
ao comportamento destes materiais apds o processo de troca idnica pode ser relacionado ao raio
idnico e a energia de hidratacdo destes cations que participaram deste processo. O raio idnico é
um importante fator para a troca iénica em termos de difusdo e sitios de absor¢ao na estrutura
da zedlita 144,

Yang et al. 1'° fizeram troca idnica utilizando diversos fons com zeélita Y, eles
observaram que cations que possuem um rai0 menor ocupam Mmenos espago e permitem a
acomodacdo de mais moléculas de agua dentro da estrutura da zeélita, levando a uma maior
estabilizacdo do cation. No caso dos dados para a zedlita FAU (escala micrométrica) e
NanoFAU (escala nanométrica) podemos observar valores coerentes para as amostras trocadas
com cétion Ca*? e Mg*? onde a substituicdo dos cations de Na* por esses dois cations de fato
acarretaram uma diminuicdo da energia liberada, e este resultado esta condizente com o0s
resultados reportados por Yang et al. 1'°. Interessante notar que os difratogramas de Raios-X
das amostras de FAU e NanoFAU trocadas com Ca*? e Mg*? indicaram claramente que a
incorporacdo desses cations ndo induz mudangas significativas na estrutura das zedlitas,
portanto é perfeitamente aceitavel que essas moléculas de agua estejam alocadas em sitios
cristalograficos bem definidos, onde a coordenacdo com as moléculas de agua seja bastante
estaveis.

Todavia, 0 mesmo ndo pode ser dito para as amostras de FAU e NanoFAU trocadas com
Ag* e Ba*2. No caso dessas amostras, a troca acarretou um determinado grau de amorfizagéo
das amostras modificando os canais e cavidades dessas zedlitas, logo € possivel que os cations
de Ag* e Ba* ndo estejam em sitios cristalograficos bem definidos e esses cations estejam
coordenados ou ligados as moléculas de agua de maneira instavel ou numa coordenacéo
desfavoravel, o que resulta em baixos valores de energia liberados ’° (ver Figura 15 e Figura
14). Independentes disso, os dados mostram que a modulacdo das propriedades das zeélitas
através da troca ibnica podem de fato resultar em materiais que desprendem menos energia em

forma de calor, 0 que seria muito bom para contrabalancear o efeito colateral das queimaduras.
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5.11 Estudos tromboelastograficos (TEG) com zedlitas na escala micrométrica e

nanométrica

O potencial tromboelastografico dos materiais zeoliticos, ou seja, a capacidade de
coagulacdo do sangue pelas zedlitas na escala micrométrica e nanométrica preparadas nesse
estudo, foi testada através da técnica de tromboelastografia.

As andlises tromboelastogréaficas seguiram os procedimentos experimentais descritos no
item 4.4.11. Para este estudo o sangue total citratado puro (sem acréscimo de zeélitas) foi
adotado como padrdo de comparagdo para as amostras de sangue tratadas com a adicéo de
zeolitas. Analises estatisticas na verificacdo dos parametros foram utilizados para tratar 0s
dados coletados.

Os parametros (R, K, a e MA) que avaliam a coagulacdo do sangue foram medidos para
as amostras de sangue tratadas com as zedlitas tanto na escala micrométrica e nanometrica em
sua forma sodica. Para as zedlitas Faujasita na escala micrométrica e nanométrica, 0s testes
foram realizados com todos os cations abordados neste trabalho (Ca*?, Mg*?, Ba*2 e Ag").

A Tabela 8 mostra os parametros tromboelastograficos das amostras de zedlitas na
escala micrométrica na forma sodica enquanto que a

Figura 83 mostra as curvas tromboelastograficas fornecidas pelo aparelho TEG ©.
Observa-se que para a amostra de sangue total citratado antes da adi¢éo de zedlitas FAU, houve
uma reducdo no tempo R (tempo de formacdo de um coadgulo com tamanho de
aproximadamente 2 mm e inicio da producéo de fibrina) de 8,6 £ 0,7 minutos (sangue total sem
adicdo de zeolitas) para 3,2 = 0,7 minutos. Para o tempo K (tempo para o coadgulo atingir 20
mm) de 3,5 + 0,6 para 1,2 + 0,1 minutos. Em relacdo ao angulo alfa (inclinacdo entre R e K,
gue representa a taxa de geracdo de trombina e a conversdo de fibrinogénio em fibrina) um
aumento de 49,7 + 6,8 para 74,3 £ 1,0 e finalmente para o parametro MA (maior amplitude ou
amplitude méaxima, que reflete a maxima propriedade elastica da fibrina e adesdo plaquetaria)
houve um aumento de 53,6 + 2,4 para 64,0 = 0,9 mm.

No caso da amostra GIS, houve uma diminuicdo no tempo R passando de 8,6 + 0,7 para
2,8 = 0,1 minutos. Para o tempo K houve uma reducdo para 1,5 £ 0,4 minutos, o angulo alfa
aumentou para 72,5 £ 0,2 e 0 MA aumentou para 57,5 + 4,9 mm. Para a amostra LTA, houve
uma diminuicdo no tempo R e K para 4,0 + 0,9 e 1,3 = 0,3 min respectivamente. Para o angulo
alfa e 0 MA, houve um aumento para 72,9 + 4,9 e 56,7 £ 4,4 mm respectivamente. Para a

amostra BEA, houve uma diminui¢cdo no tempo R e K para 3,2 + 0,1 e 1,3 £ 0,3 min
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respectivamente. Para o angulo alfa e 0 MA, houve um aumento para 72,9 £ 4,9 e 56,7 + 4,4
mm respectivamente. Para a amostra de TS-1, houve uma diminuig&o no tempo R e K para 2,9
+0,1e1,5%0,1 min, respectivamente. Para o angulo alfa e 0 MA, houve um aumento para 70
+ 1,6 e 57,2 £ 5,2 mm respectivamente. Por fim, a amostra MOR apresentou 0s seguintes
parametros: houve uma diminui¢cdo no tempo R e K para 41 £ 0,1 e 1,6 = 0,1 min,
respectivamente. Para o angulo alfa e 0 MA, houve um aumento para 67,1 £ 0,7 e 58,6 + 0,6
mm respectivamente (ver Tabela 8 e Figura 83).

Tabela 8 Parametros tromboelastrograficos das amostras de sangue antes da adicdo de zeodlitas e ap6s a adicdo de
zeolitas na escala micrométrica (FAU, GIS, LTA, BEA, TS-1 e MOR)

R K Angulo Alfa MA
Valor de Referéncia 5—10 (min) 1 -3 (min) 45 -74 54 — 62 (mm)

Sangue antes da 8,6+0,7 35+£06 49,7+6,8 53,624
adicao de zedlitas

FAU 3,2+0,7 1,2+0,1 74,3+1,0 64,0+0,9

GIS 28+0,1 15+04 72,5+0,2 575+4,9

LTA 4009 1,3+0,3 72,9+4,9 56,7+ 4,4

BEA 32+0,1 1,3+0,1 73,6 +3,3 61,9+0,7

TS-1 29+0,1 15+0,1 70,0+ 1,6 57,2+5,2

MOR 41+0,1 1,6+0,1 67,1+0,7 58,6 + 0,6

Figura 83 Curvas de tromboelastrograma da amostra de sangue antes da adi¢do de zedlita e apds a adi¢do de

zedlitas na escala micrométrica (FAU, GIS, LTA, BEA, TS-1 e MOR)
10 milimetros [

Sangue total citratado antes da adicdo de zedlitas
LTA
Mor
— BEA
GIS
TS-1

FAU
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Os parametros tromboelastograficos medidos referente as zedlitas na escala
micrométrica e na forma sddica foram submetidos a andlise estatistica de variancia One-Way
(Anova One-Way) em que mostrou um valor de p global para o parametro R <0,0001. Em
seguida, foi realizada uma analise por meio do teste de Tukey. Foi observado que o valor de F
é maior que o valor do F critico, assim sendo, € possivel afirmar que existem diferencas
significativas, na média, entre 0s grupos (p<0.0001). O teste Tukey (aplicado com 95% de
confianga) foi empregado para verificar se existem diferencas significativas entre as médias e
quais sdo diferentes. Em relacdo ao parametro R, foi observado que existem diferencas
significativas entre o controle e as amostras. Dentro do grupo das amostras, somente a GIS e a
MOR séo estatisticamente diferentes quando comparada com as outras amostras. Em relagéo
ao parametro K e o angulo alfa, pode-se observar que as amostras sdo estatisticamente
diferentes (p<0.005), todavia apenas existem diferencas significativas entre o controle e as
amostras, e ndo foi encontrado diferencas entre as amostras entre si. Em relacdo ao parametro
MA, como o valor de F € menor que o valor do F critico ndo existe diferencas significativas
entre as amostras estudadas.

Em relacdo as zedlitas na escala nanométrica, houve também uma melhora nos
parametros tromboelastograficos em termos de aceleragdo da coagulacdo sanguinea (Tabela 9
e Figura 84). Para a amostra NanoFAU, houve uma diminuic¢do significativa no tempo R
passando de 8,6 + 0,7 para 2,4 + 0,1 minutos. Para o tempo K houve uma reducédo para 1,2 +
0,0 minutos, o angulo alfa aumentou para 73,9 £ 0,5 e 0 MA aumentou para 61,2 + 1,6 mm.
Para a amostra de NanoGIS, houve uma diminuicdo no tempo Re Kpara 3,6 £0,0e 1,3+0,1
min respectivamente. Para o angulo alfa e 0 MA, houve um aumento para 73,0 + 1,2 e 58,9 +
1,0 mm respectivamente. Para a amostra de NanoLTA, houve uma diminuicdo no tempo R e K
para 3,4 £ 0,3 e 0,9 £ 0,1 min respectivamente. Para o angulo alfa e 0 MA, houve um aumento
para 76,7 £ 0,6 e 62,3 £ 1,7 mm respectivamente. Para a amostra de NanoBEA, houve uma
diminuicdo no tempo R e K para 4,6 £ 0,0 e 1,5 + 0,1 min respectivamente. Para o angulo alfa
e 0 MA, houve um aumento para 70,9 + 2,0 e 59,0 + 0,1 mm respectivamente. Para a amostra
de NanoTS-1, houve uma diminui¢do no tempo R e K para 3,4 + 0,1 e 1,4 + 0,1 min
respectivamente. Para o angulo alfa e o MA, houve um aumento para 69,9 + 0,6 e 57,5 + 4,9
mm respectivamente. Por fim, a amostra NanoMOR apresentou os seguintes parametros: houve
uma diminuicdo no tempo R e K para 3,0 + 0,3 e 1,1 = 0,0 min respectivamente. Para o0 angulo
alfa e 0 MA, houve um aumento para 74,4 £ 0,1 e 58,0 £ 1,7 mm respectivamente (Tabela 9 e
Figura 84).
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Tabela 9 Parametros tromboelastrograficos das amostras de sangue antes da adicdo de zeolitas e ap6s a adigao de
zeolitas na escala nanométrica (NanoFAU, NanoGIS, NanoLTA, NanoBEA, NanoTS-1 e NanoMOR)

R K Angulo Alfa MA
Valor de Referéncia 5—10 (min) 1 — 3 (min) 45-74 54 — 62 (mm)
Sangue antes da 8,6+0,7 3,5+0,6 49,7 +6,8 53,624
adicao de zedlitas
NanoFAU 24+0,1 1,2+0,0 73,9+£0,5 61,2+ 1,6
NanoGIS 3,600 1,3+0,1 73,0112 58,9+ 1,0
NanoLTA 3,4+0,3 09+0,.1 76,7+0,6 62,3+ 1,7
NanoBEA 46+0,0 15+0,1 70,9+2,0 59,0+0,1
NanoTS-1 34+0,1 1,4+0,1 69,9+ 0,6 57,5+4,9
NanoMOR 3,0+0,3 1,1+0,0 74,4+0,1 58,0+ 1,7

Figura 84 Curvas de tromboelastrograma da amostra de sangue antes da adicdo de zeotlita e ap6s a adicéo de
zeolitas na escala nanométrica (NanoFAU, NanoGIS, NanoLTA, NanoBEA, NanoTS-1 e NanoMOR)

10 milimetros {

—— Sangue total citratado antes da adicdo de zedlitas
——— NanoBEA
———— NanoGIS
NanoTS-1
NanoFAU
—— NanoLTA

NanoMOR

Comparando-se as amostras em relacdo ao tamanho, nédo foi observado uma correlacéo
direta entre o tamanho do material e a eficiéncia hemostéatica. Por exemplo, para as amostras
Faujasita, Zedlita A (LTA) e Mordenita, houve um aumento nos parametros
tromboelastograficos quando a zedlita passaram da escala micrométrica para nanométrica. Ao
contrario das amostras de zeélitas Gismondina, BEA, TS-1 em que foi observado uma
diminuicdo nos parametros tromboelastogréaficos.

Da mesma maneira, os dados foram submetidos a analise estatistica ANOVA, em que

foi possivel observar quais sdo os parametros que apresentam diferencas estatisticamente
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significativas. Em relagdo ao pardmetro R, o valor de F é maior que o valor do F critico, por
isso, é possivel afirmar que existem diferengas significativas, na media, entre os grupos
(p<0,0001). Foi observado também que existe diferencas significativas entre o controle e as
amostras. Dentro do grupo das amostras, as amostras NanoFAU, NanoGIS e NanoBEA sé&o
estatisticamente diferentes quando comparada entre as outras amostras. Em relagdo ao
parametro K e o angulo alfa para as zedlitas na escala nanométrica, pode-se observar que as
amostras sdo estatisticamente diferentes (p<0,005), todavia apenas existem diferencas
significativas entre o controle e as amostras, e ndo foi encontrado diferengas entre as amostras
entre si. Em relagdo ao pardmetro MA, como o valor de F é menor que o valor do F critico ndo
existem diferencas significativa entre as amostras estudadas.

Foi realizado um estudo dos parametros tromboelastograficos para as amostras de
Faujasita na escala micrométrica e nanométrica na forma sédica e trocada com os ions (Ca*?,
Mg*?, Ba? e Ag").

A Tabela 10 e a Figura 85 mostram os parametros tromboelastograficos do sangue
tratado com zedlita Faujasita na escala micrométrica forma sodica (FAU) e trocado os ions
(Ca*?, Mg*?, Ba*? e Ag"). Para a amostra FAU_Ca houve uma diminuicdo no tempo R para 2,3
+ 0,1 minutos quando comparado ao sangue tratado com a zeolita FAU (3,2 £ 0,7 min). O tempo
K permaneceu 0 mesmo. Em relacdo ao angulo alfa um aumento para 75,6 + 1,2 e, finalmente
para o parametro MA houve uma diminuicdo para 55,5 + 5,0 mm. Para a amostra FAU_Mg
houve uma diminuicdo no tempo R para 2,7 = 0,1 minutos. O tempo K houve uma ligeira
diminuicdo para 1,1 + 0,3 minutos. Em relacéo ao angulo alfa, uma diminuicao para 73,0 + 0,3
e, para o parametro MA houve uma diminuicdo para 59,6 + 2,7 mm quando comparado ao
sangue tratado com a zedlita FAU. A amostra FAU_Ba apresentou um valor de R semelhante
a amostra de sangue tratada com FAU (3,2 £ 0,7 min). Para o tempo K houve um ligeiro
aumento (1,4 + 0,4 min). Para os parametros angulo alfa e MA houve uma diminui¢éo para 72,5
+ 3,2 e 59,4 £ 1,2 mm, respectivamente. A amostra FAU_Ag apresentou um valor de R
semelhante a amostra de sangue tratada com FAU (3,2 + 0,7 min). Para o tempo K houve um
significativo aumento (2,3 + 0,5 min). Para os parametros angulo alfa e MA houve uma

diminuicdo para 59,2 + 2,9 e 43,6 £ 2,5 mm, respectivamente.
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Tabela 10 Parametros tromboelastrograficos das amostras de sangue antes da adigdo de zedlitas e apds a adicao
de zedlitas Faujasita na escala micrométrica (FAU) juntamente com seus derivados de troca ibnica (FAU_Ca;
FAU_Mg; FAU_Bae FAU_Ag)

R K Angulo Alfa MA
Valor de Referéncia 5 —10 (min) 1 — 3 (min) 45-74 54 — 62 (mm)

Sangue antes da 8,6+0,7 35+£06 49,7 +6,8 53,624
adicao de zedlitas

FAU 3,2+0,7 1,2+0,1 74,3+ 1,0 64,0+0,9

FAU_Ca 2,3+0,1 1,2+0,1 756+1,2 55,5+5,0

FAU_Mg 2,7+0,1 1,1+0,3 73,0+0,3 59,6 +2,7

FAU_Ba 3,2+0,7 1,4+04 72,5+3,2 59,4+1,2

FAU_Ag 32+0,7 2,3+05 59,2+2,9 43625

Figura 85 Curvas de tromboelastrograma da amostra de sangue antes da adicdo de zeotlita e ap6s a adicédo de
zeolitas Faujasita na escala micrométrica (FAU) juntamente com seus derivados de troca idnica (FAU_Ca;

FAU_Mg; FAU_Ba e FAU_AgQ)
10 milimetros }

Sangue total citratado antes da adicdo de zedlitas
FAU Ag

FAU Mg

FAU Ba

FAU

FAU Ca

A andlise estatistica ANOVA para os dados apresentados na Tabela 10, mostrou para o
parametro R que o valor de F € maior que o valor do F critico, logo, é possivel afirmar que
existem diferencas significativas, na média, entre os grupos (p<0,0001). Foi observado também
que existe diferencas significativas somente entre o controle e as amostras e ndo existe entre as
amostras entre si. Em relacdo ao parametro K e o angulo alfa, pode-se observar que as amostras

sdo estatisticamente diferentes (p<0,005), sendo que as amostras que sdo estatisticamente
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diferentes sdo o controle e a FAU_Ag. Em relacdo ao pardmetro MA, como o valor de F é
menor que o valor do F critico ndo existe diferencas significativa entre as amostras estudadas.

As amostras de sangue tratadas com zeélitas NanoFAU e trocado os ions Ca*?, Mg*?,
Ba"2 e Ag* (Tabela 11 e Figura 86) apresentaram os seguintes resultados para os parametros
tromboelastogréficos: A amostra NanoFAU_Ca apresentou um valor de R bem inferior a
amostra de sangue tratada com NanoFAU (1,1 + 0,2 min). O tempo K permaneceu inalterado
(1,2 £ 0,0 min). Os parametros angulo alfa e MA ndo houve grandes modificagdes 75,1 + 2,3 e
60,3 £ 1,6 mm, respectivamente. Para a amostra NanoFAU_Mg, houve uma ligeira diminuicéo
no tempo R e 0 no tempo K (2,1 + 0,2 e 1,1 £ 0,2 min, respectivamente). Houve um aumento
no angulo alfa (76,5 + 2,2) e uma diminuicdo no MA (53,5 £ 5,7 mm). Para a amostra
NanoFAU_Ba, houve um ligeiro aumento no tempo R (2,7 £ 0,2 min) e uma ligeira diminuicao
no tempo K (1,0 = 0,1 min). Houve um aumento no angulo alfa (75,6 £ 0,3) e uma diminui¢do
acentuada no MA (50,9 + 3,4 mm). Finalmente, a amostra NanoFAU_Ag apresentou um
aumento significativo nos tempos R e K (3,4 £ 0,5 e 2,5 + 0,6) respectivamente, aléem de uma
acentuada diminuigdo no angulo alfa e no MA (60 £ 2,4 e 42,4 + 6,4 mm) respectivamente.

E importante notar que os derivados de troca ibnica com Ag®, tanto na escala
micrométrica e nanométrica apresentaram uma diminuicdo nos  parametros
tromboelastograficos quando comparado com as amostras de Faujasita na forma sodica. O
parametro mais afetado foi 0 MA que esté relacionado a maxima propriedade elastica da fibrina
e adesdo plaquetaria.

A andlise de variancia One-Way (Anova One-Way) para 0s dados estatisticos
apresentados na Tabela 11 revelou que existe diferenca estatisticamente significativa para o
parametro R com todas as amostras em relacdo ao controle (P< 0.0001). Sendo que a amostra
NanoFAU_Ca mostrou as reduces mais importantes em relacdo ao controle. Em relacéo ao
parametro k e angulo alfa, houve diferencas estatisticamente significativas com as amostras em
relacdo ao controle (P< 0.005). Em relacdo ao parametro MA, como o valor de F é menor que

o valor do F critico ndo existe diferencas significativas entre as amostras estudadas.
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Tabela 11 Parametros tromboelastrograficos das amostras de sangue antes da adigdo de zedlitas e apds a adicao
de zeodlitas Faujasita na escala nanométrica (NanoFAU) juntamente com seus derivados de troca ibnica
(NanoFAU_Ca; NanoFAU_Mg; NanoFAU_Ba e NanoFAU_Ag)

R K Angulo Alfa MA
Valor de Referéncia 5 — 10 (min) 1 — 3 (min) 45-74 54 — 62 (mm)

Sangue antes da 8,6+0,7 35+£0,6 49,7 +6,8 53,624
adicao de zedlitas

NanoFAU 24+0,1 1,2+0,0 73,9+0,5 61,2+ 1,6

NanoFAU_Ca 1,1+0,2 1,2+0,1 75,1+2,3 60,3+1,6

NanoFAU_Mg 2,1+0,.2 1,1+0,2 76,5+2,2 53,5+5,7

NanoFAU_Ba 2,7+0,2 1,0+0,1 75,6+0,3 50,9+3,4

NanoFAU_Ag 3,4+05 25+0,6 60+24 42,4+6,4

Figura 86 Curvas de tromboelastrograma da amostra de sangue antes da adicdo de zeotlita e ap6s a adicéo de
zeolitas Faujasita na escala nanométrica (NanoFAU) juntamente com seus derivados de troca i6nica

(NanoFAU_Ca; NanoFAU_Mg; NanoFAU_Ba e NanoFAU_Ag)
10 milimetros {

Sangue antes da adi¢o de zedlitas

NanoFAU Ag

NanoFAU Ba
NanoFAU
——  NanoFAU Mg

NanoFAU Ca

E evidente que os materiais zeoliticos sintetizados e caracterizados apresentam grande
potencial de atuarem como agentes hemostaticos coagulantes reduzindo o tempo de coagulacdo
das amostras de sangue. O tempo (R) para iniciar a coagulacdo é relevante, pois este parametro
é critico para a concepcao de agentes hemostaticos com acao imediata (primeira resposta), bem
como para a concepcdo de dispositivos médicos que requerem uma superficie
tromboelastografica passiva 1%, Ostomel et al. 1 relataram que materiais que sdo capazes de

induzirem a formacéo de um coégulo de sangue em 2 minutos in vitro, tem uma maior chance
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de promover a sobrevivéncia de 75% de pacientes, quando aplicados externamente como um
agente hemostatico a uma lesdo fatal do sistema vascular %28,

Podemos observar que os materiais zedlitos que mostraram um melhor desempenho no
que diz respeito a aceleracdo do processo de coagulacdo sanguinea foram derivados de troca
ionica: NanoFAU_Ca, FAU_Ca, NanoFAU_Mg e FAU_Mg, sendo que a amostra de sangue
tratada com NanoFau_Ca se sobressaiu em relacéo as outras.

A aceleracdo da coagulacdo causada por zedlitas pode ser associado a adsor¢do de
moléculas de &gua nos canais e poros da zedlita causando a concentragdo de proteinas e fatores
de coagulacédo, tornando mais facilitado o processo de coagulacdo sanguinea, e também das
cargas negativas presente na superficie das particulas. De acordo com a literatura 103 171172,
6xidos inorganicos e ceramicas com superficies polares foram consideradas mais susceptiveis
para promover a aceleracdo da formacao de coagulos. Ativacdo da coagulacdo do sangue por
contato € comumente chamado de "glass effect”, este termo foi criado para descrever a
observacdo geral de que a formacgdo de coagulos de sangue ocorre mais rapido quando em
contato com superficies polares do que com superficies ndo polares 1%,

A ativacdo de contato do fator XII (FXII) in vivo pode estar associada a ativacao de
plaquetas, células endoteliais, neutrofilos e colagenos 3. FXII também é ativado apoOs contato
com superficies carregadas negativamente, tais como o vidro, o caulim, complexos metalicos
insoliveis de acido elagico, sulfato de dextrano, sulfatideos e fosfolipideos 173, Este fator de
coagulacdo se liga a uma superficie carregada negativamente através de aminoacidos
carregados positivamente na sua cadeia pesada 1’4 17°, induzindo mudancas conformacionais na
molécula "%

Zeolitas podem agir como ativadores de contato devido a suas superficies com cargas
negativas. De acordo com Griffin et al. 1" esta alteracdo conformacional por si sé ndo ativa a
molécula, mas em vez disso torna o FXII muito mais susceptiveis a ativacdo por protedlise pela
calicreina (ou pela plasmina, Factor Xla, e outras proteases).

FXII pode ser dividida em duas regides, uma cadeia pesada e uma cadeia leve 4. Ao
entrar em contato com a superficie carregada negativamente, FXII é auto-ativado (ativacdo em
fase sdlida) 14176, Tanto a ligacdo a superficie e a clivagem durante autoativacdo resulta em
alteragbes conformacionais 1’4 1’7, Proteinas plasmaticas, incluindo calicreina de plasma e
plasmina, ativam o FXII a FXlla, clivando a ligacdo que une Arg353-Val354 e gerando uma
molécula de duas cadeias compostas por uma cadeia pesada (353 residuos) e uma cadeia leve

(243 residuos), mantidas juntas por uma ligagdo dissulfeto 174178,
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Vaérios estudos ainda sugerem uma possivel relacdo entre os ions metélicos e interagdes
superficiais por ativacdo de contato 174179180 De acordo com Colman e Schmaier 174, a ligacéo
de ions Zn*? ao fator XIl induz uma alteragdo conformacional que torna a proteina mais
susceptivel para o desenvolvimento da atividade enziméatica quando associado a superficies
carregadas negativamente 8% 182183 Mutch, Waters e Morrissey 8 investigaram se metais de
transicdo (Zn*2, Ni*2, Cu*2, Co*?) imobilizados em superficies de lipossomas sdo capazes de
iniciar o processo de coagulacdo por ativacdo de contato. Foram observados que ions de metais
de transicdo Ni?*, Cu?* e Zn?* interagem fortemente com fatores FXI, FXII, e cininogénio de
alto peso molecular (HK). E possivel que os metais alcalinos terrosos estudados neste trabalho,
principalmente Ca*? e Mg*, podem ter atuado de uma maneira similar no processo de

coagulacdo sanguinea.
5.12 Atividade antimicrobinana de zedlitas
5.12.1 Determinacéo da atividade microbiana por microdiluicdo

A Figura 87 mostra as colénias de microrganismos desenvolvidos em placa contendo
Agar Mueller-Hinton que foram repicados a partir das placas de microdiluicio contendo
zedlitas, caldo nutriente e indculo dos microrganismos em triplicata. Pode-se observar que para
NanoFau_Ca houve a inibicdo de Candida parapsilosis. A NanoFau_Ag exibiu inibicdo do
crescimento microbiano para todos os ensaios com Candida albicans, Candida parapsilosis e
Staphylococcus aureus. Para a NanoFau em sua forma sodica houve a inibicdo da Candida
Parapsilosis. Para a composicdo de 2 tipos de zedlitas (NanoFau_Ag+NanoFau_Ca) também
houve a inibicdo de todos os microrganismos estudados Candida albicans, Candida
parapsilosis e Staphylococcus aureus. Portanto, podemos observar uma inibicdo consideravel
do crescimento microbiano da amostra de zedlita NanoFau Ag em contato com o0s

microganismos testes.
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Figura 87 Analise do crescimento de microrganismos frente a presenca de zetlitas A) NanoFau_Ca, B) NanoFau_Ag, D)
Controle, F) NanoFau e H) NanoFau_Ag+NanoFau_Ca frente aos microrganismos Staphylococcus aureus, Candida albicans
e Candida parapsilosis

5.12.2 Determinacéo da atividade microbiana por difuséo

As Figuras 88 e 89 mostram as placas de agar Mueller-Hinton no qual foi adicionado
em pocos uma solucdo de zeélita de modo que a mesma se difundisse no meio de cultura
contendo o microrganismo Staphylococcus aureus previamente inoculados, a fim de se avaliar
a formacgédo ou ndo de halos de inibicdo. Foram testadas duas concentracdes diferentes de
zedlitas: 0,4 mg/mL (Figura 88) e 0,8 mg/mL (Figura 89). Pode-se observar a formacao de halos
de inibi¢do para a amostra NanoFau_Ag com diametro de 23mm e para a mistura das zedlitas
NanoFau_Ca+NanoFau_Ag com diametro de 24mm (Figura 88).

Para a concentracdo 0,8 mg/mL, os halos de inibicdo formados para NanoFau_Ag foi
de 22mm de diametro e para a mistura das zedlitas NanoFau_Ca+NanoFau_Ag foi de 22mm
(Figura 89). Nota-se que a quantidade de zedlita foi indiferente para a formacéo do halo de
inibi¢do, nos dois casos, houveram formacédo de halos de tamanhos parecidos.
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Figura 88 Imagem fotografica dos halos de inibigao formados por difusdo de solugdo de zeolitas (0,001g) NanoFau,
NanoFau_Ca, NanoFau_Ag, NanoFau_Ca +NanoFau_Ag frente ao crescimento de Staphylococcus aureus

Figura 89 Imagem fotografica dos halos de inibi¢do formados por difusdo de solucdo de zedlitas (0,002g)
NanoFau, NanoFau_Ca, NanoFau_Ag, NanoFau_Ca +NanoFau_Ag frente ao crescimento de Staphylococcus
aureus
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As Figuras 90, 91 e 92 referem-se as placas de 4gar Mueller-Hinton em que foi avaliado
a formac&o de halos de inibi¢do ap6s a adigdo de solucao de 0,4 mg/mL zedlitas (NanoFau_Zn,
NanoFau_Mg, NanoFau_Ag e NanoFau Cu) em cada poco frentes aos seguintes
microrganismos: Candida albicans, Candida parapsilosis e Staphylococcus aureus. Em relagao
a placa contendo o microrganismo Candida albicans, pode-se observar a formagdo de halo de
inibicdo somente para a amostra de NanoFau_Ag com um didmetro de 19,8 mm. Para as outras

amostras ndo houve formacéo de halos de inibicéo.

Figura 90 Imagem fotografica dos halos de inibicdo formados por difuséo de solucédo de zedlitas NanoFau_Zn, NanoFau_Mg,
NanoFau_Ag, NanoFau_Cu e Controle frente ao crescimento de Candida albicans

iCon‘trole

& NanoFau/Ag 7 C‘f(/

NinofaulCu

*Candida albicans

Comportamento semelhante pode ser observado para a placa de dgar Mueller-Hinton
contendo col6nias de Candida parapsilosis, em que foi observado formacao de halo de inibicéo

somente para a amostra NanoFau_Ag com o diametro de 32 mm (Figura 91).

146



Figura 91 Imagem fotografica dos halos de inibigao formados por difusdo de solugdo de ze6litas NanoFau_Zn,
NanoFau_Mg, NanoFau_Ag, NanoFau_Cu e Controle frente ao crescimento de Candida parapsilosis

én

L

Candida parapsilosis

No caso da placa de agar Mueller-Hinton contendo colénias de Staphylococcus aureus,
foi observado formacao de halo de inibicdo para a amostra NanoFau_Ag com o diametro de 25

mm (Figura 92).
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Figura 92 Imagem fotogréafica dos halos de inibi¢do formados por difusdo de solucdo de zedlitas NanoFau_Zn,
NanoFau_Mg, NanoFau_Ag, NanoFau_Cu e Controle frente ao crescimento de Staphylococcus aureus
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Pode-se observar que algumas zedlitas apresentaram atividade antimicrobiana,
principalmente as que sofreram troca ibnica com ions prata. Estes materiais atuaram como
importantes inibidores do crescimento microbianos tanto para Sthaphylococcus aureus quanto
para Candida albicans e Candida parapsilosis. E possivel afirmar que os ions prata foram
responsaveis pela inibicdo do crescimento microbiano, ja que ze6litas em sua forma sddica ndo
apresentaram o0 mesmo efeito, assim como as amostras de zedlitas que sofreram troca i6nica
com os demais ions, estas ndo apresentaram resultados relevantes para inibicdo do crescimento
microbiano nestes experimentos. E de conhecimento comum que cations antimicrobianos,
como ions prata, podem ser alojados nas cavidades das zedlitas e serem trocados com outros
cations do meio 118 120: 184185 ' A medida que essa disponibilidade de jons ocorrem, os cétions
livres entram em contato com 0S microrganismos presente no meio, suprimindo seu
desenvolvimento através da inativacdo de enzimas vitais, interrompendo a replicacdo do RNA
e blogueando sua respiragdo por um processo oxidativo 84,

Diante disso, foi importante calcular também a concentracdo minima inibitoria da
amostra de zedlita NanoFau_Ag a fim de descobrir a menor concentracdo do material que €

capaz de inibir o desenvolvimento visivel dos microrganismos testados.
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5.12.3 Determinacdo da concentracdo minima inibitéria das zeolitas NanoFau,
NanoFau_Ag frente aos microrganismos Staphylococcus aureus ATCC 25923, Candida
albicans ATCC 90028

A Figura 93 mostra a placa de elisa onde foi realizada a diluicdo sequencial de zedlitas
NanoFau frente ao microrganismo Staphylococcus aureus. Devido a adi¢do do corante TTC, é
possivel analisar se ocorreu crescimento microbiano. Quando o microrganismo esta viavel,
ocorre a reducdo do composto, tornando o meio vermelho, por outro lado, onde ndo houve
crescimento, a coloracdo permanece oxidada na cor do meio de cultura (amarelada). De acordo
com os resultados obtidos, pode-se observar que o crescimento microbiano foi inibido nos
pocos 2A e 2B, cuja concentracbes foram 500 e 250 mg/mL de zedlitas NanoFau,
respectivamente. Em relacdo a fileira de Controle de crescimento, foi observado que houve
crescimento de microrganismos em todos 0S pogos, 0 que sugere que 0S microrganismos Sao
viaveis, enquanto que a fileira 12 (Controle negativo) ndo houve crescimento de
microrganismos na maioria dos poc¢os, apenas em alguns po¢os em que houve contaminacao

durante a manipulagéo.

Figura 93 Imagem fotografica das placas de Elisa contendo zeélitas NanoFAU frente ao microrganismo
Staphylococcus aureus
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A Figura 94 mostra as colonias de microrganismos repicadas a partir da placa de
microdiluicdo para placas de 4gar Mueller-Hinton. Pode-se observar o crescimento de coldnias
até mesmo nos pocos onde ndo houveram alteracdo na coloracao na placa de microdiluicdo. Isto
sugere que a zeblita pode atuar por mecanismo bacteriostatico em que somente ocorre a inibi¢do

do crescimento do microrganismo enguanto estavam em contato com a zeolita.

Figura 94 Imagem fotogréfica das col6nias de crescimento de microrganismos Staphylococcus aureus em agar Mueller-Hinton
replicada da placa de elisa contendo dilui¢des de NanoFau
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A Figura 95 mostra a placa de elisa onde foi realizada a diluicdo sequencial de zedlitas
NanoFau_Ag frente ao microrganismo Staphylococcus aureus. E possivel observar que o
crescimento microbiano foi inibido nos pocos 2A e 2B, cuja concentracdes foram 1 e 0,5

mg/mL de zedlitas NanoFau_Ag, respectivamente. Em relacdo a fileira de Controle de
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crescimento, foi observado que houve crescimento de microrganismos em todos 0s po¢os o que
sugere que 0s microrganismos sdo viaveis, enquanto que a fileira 12 de Controle negativo ndo
houve crescimento de microrganismos. Pode-se notar que a ze6lita que sofreu troca ibnica com
fons prata apresentou uma melhor capacidade de inibir o crescimento microbiano em uma

menor concentracdo quando comparado a zeo6lita antes do processo de troca ibnica (NanoFau).

Figura 95 Imagem fotogréafica das placas de Elisa contendo zedlitas NanoFAU_Ag frente ao microrganismo Staphylococcus

A Figura 96 mostra as coldnias de microrganismos Staphylococcus aureus repicadas da
placa de elisa contendo zedlitas NanoFau_Ag para placas de agar Mueller-Hinton. Pode-se
observar o crescimento de coldnias nos po¢os onde houveram alteracdo na coloracéo na placa
de elisa para vermelho. Em relacdo aos repiques referente aos pocos 2A e 2B (Img/mL e 0,5
mg/mL, respectivamente), ndo houve formacdo de colbnias, 0 que sugere que para O
microganismos Staphylococcus aureus, a zedlita NanoFau Ag foi capaz de impedir o

crescimento e a proliferacdo bacteriana.
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Figura 96 Imagem fotogréafica das col6nias de crescimento de microrganismos Staphylococcus aureus em agar Mueller-Hinton
repicada da placa de elisa contendo dilui¢des de NanoFau_Ag
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A Figura 97 mostra a placa de elisa onde foi realizada a diluicdo sequencial da zedlita
NanoFau frente ao microrganismo Candida albicans, ap6s a adicdo do corante TTC. Foi
possivel observar uma ligeira alteracdo na coloracdo dos pocos, exceto a fileira 12 (Controle
Negativo) em gque a coloracdo do meio de cultura permaneceu com a coloragdo original. Sendo

assim, a zedlita NanoFau ndo possui a capacidade de inibir o crescimento dos microrganismos

independente da concentracao.
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Figura 97 Imagem fotogréfica das placas de Elisa contendo ze6litas NanoFAU frente ao microrganismo Candida albicans

A Figura 98 mostra as colonias de microrganismos Candida albicans repicadas da placa
de elisa contendo zedlitas NanoFau para placas de agar Mueller-Hinton. Pode-se observar o

crescimento de col6nias em todos 0s pogos, exceto na fileira 12 (Controle Negativo).
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Figura 98 Imagem fotogréfica das colonias de crescimento de microrganismos Candida albicans em &gar Mueller-Hinton
repicada da placa de elisa contendo dilui¢des de NanoFau_Ag
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A Figura 99 mostra a placa de elisa onde foi realizada a diluicdo sequencial da zedlita
NanoFau_Ag frente ao microrganismo Candida albicans. Foi possivel observar uma ligeira
alteracdo na coloracdo dos pocos. Por outro lado, os pocos 2A e 2B, cuja concentracGes de
zedlitas foram 1 e 0,5 mg/mL de NanoFau_Ag, respectivamente, apresentaram uma alteracéo
na coloracdo diferentemente dos demais, caracterizando assim uma inibicdo no crescimento
microbianos. A fileira 12 (Controle Negativo) ndo foi observado nenhuma alteracdo na

coloracdo, logo ndo houve crescimento microbiano.
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Figura 99 Imagem fotografica da placa de Elisa contendo zeélitas NanoFAU Ag frente ao microrganismo Candida albicans

NomerFou / Ry

‘ QAN ‘\ jx,g\.f-:‘\ \u_'):)\ JLAUS

3 (

A Figura 100 mostra as col6nias de microrganismos Candida albicans repicadas a partir
da placa de elisa contendo zeélitas NanoFau_Ag para placas de agar Mueller-Hinton. Pode-se
observar o crescimento de colonias em todos 0s pocos, exceto na fileira 12 (Controle Negativo).
Houve crescimento também nos pogos 2A e 2B, porém em tamanho menor quando comparado
as outras coldnias. Isto sugere que a zedlita NanoFau_Ag, neste caso, atuou por mecanismo
fungistatico em que somente ocorreu a inibicdo do crescimento do microrganismo enquanto
estavam em contato com a ze6lita. O comportamento fungistatico neste caso ndo foi semelhante
ao observado no experimento realizado no item 5.12.1 a, mesmo utilizando a mesma quantidade
de zeolita. No experimento anterior ndo houve formacao de colénias apds o repique em placa
de agar Mueller-Hinton (ver Figura 87) para a Candida albicans, ja no presente experimento,
foi observado crescimento de colbnias. A divergéncia de resultados pode estar relacionada ao
mecanismo de acgdo de zeolitas com prata. Estudos de Takai et al. % relatou que existem
diferencas especificas nas taxas de inativacdo de varios microganismos expostos a zedlitas com
prata 87, De acordo com o autor, a atividade antimicrobiana de zedlitas de prata resulta da
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) derivadas do oxigénio dissolvido em ambientes
aerobios, incluindo anions superdxido, peroxido de hidrogénio, radicais de hidroxilos, e que a
atividade antibacteriana de zeolitas de prata podem ser inibidos por sequestrantes de ROS 8%
187 Nesse contexto, as varias espécies de microrganismos podem exibir maior ou menor
sensibilidade as zeolitas devido as diferencas intrinsecas em suas habilidades para lidar com o

estresse oxidativo 187188,
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Figura 100 Imagem fotogréafica das coldnias de crescimento de microrganismos Candida albicans em agar Mueller-Hinton
repicada da placa de elisa contendo dilui¢des de NanoFau_Ag
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6 Conclusbes

O principal objetivo deste trabalho foi a sintese, caracterizacdo e modulacdo de
diferentes materiais zeoliticos nas escalas nanométricas e micrométricas (Faujasita (FAU),
Gismondina (GIS), Mordenita (MOR), zedlita A (LTA), zedlita Beta (BEA), Titano Silicato
(TS-1)) para que os mesmos possam ser usados como agentes hemostaticos coagulantes e
antimicrobianos. Inicialmente, os materiais foram sintetizados e caracterizados, para em
seguida serem testados como agentes hemostaticos. As conclusdes dessa pesquisa de doutorado
Sé0:

e Zeolitas Faujasita (FAU), Titano-silicato (TS-1), Gismondina (GIS), Mordenita
(MOR), zedlita A (LTA), zeolita Beta (BEA) podem ser sintetizadas na escala
micrometrica e nanometrica atraves do processo sol-gel e via rota hidrotérmica.
Caracterizagdes fisico-quimicas indicam que os materiais foram obtidos em suas
fases puras e cristalinas;

e Zedlitas na escala micrométrica e nanometricas sdo submetidas ao processo de
troca ibnica com os ions Ca?*, Mg?*, Ba** e Ag* com o objetivo de modular suas
propriedades fisico-quimicas para atuarem como agentes hemostaticos
coagulantes;

e Com a determinacdo dos pontos isoelétricos para cada zedlita, observa-se que
todos os materiais sintetizados apresentam uma natureza pro-coagulante, por
apresentarem um ponto isoelétrico abaixo do pH sanguineo (7.0);

e Os melhores resultados dos estudos via tromboelastrografia sdo obtidos com a
zedlita Faujasita na escala nanométrica trocada com o fon Ca?* (NanoFau_Ca).
Os parametros R (tempo de formacdo de um coagulo com um tamanho de 2
mm), K (tempo para um coagulo atingir 20 mm) e MA (propriedade elastica da
fibrina) sdo 1,1 min, 1,2 min, e 60.3 mm, respectivamente;

e Anadlises térmicas dos materiais zeoliticos indicam que apds o processo de troca
ibnica, ocorreu uma diminui¢cdo na energia liberada, o que sugere que 0s
materiais tém o potencial de evitar queimaduras graves, um dos efeitos colaterais
tipicos destes materiais;

e Andlises qualitativa do efeito antimicrobiano das zedlitas no crescimento de
microrganismos mostram que o derivado de troca ibnica de prata da zedlita

faujasita na escala nanométrica tem a capacidade de inibir o crescimento dos
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microrganismos testados neste trabalho (Candida albicans, Candida
parapsilosis e Staphylococcus aures), sendo uma caracteristica adicional
bastante positiva para estes materiais.
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7 Perspectivas

Em vista dos resultados experimentais alcangado e aqui descritos, novas perspectivas de
aprofundamento desse estudo estdo sendo consideradas. Entre as principais, destaca-se:

e Estudos tromboelastograficos detalhados dos demais matérias nanozeoliticos e
seus derivados de troca ionica. Entre eles destacamos os derivados de troca
idnica da zeolita Gismondina (GIS), Mordenita (MOR), zeélita Beta (BEA),
titanosilicato (TS-1) e zedlita A (LTA);

e Estudo da acdo hemostatica e coagulantes de cations de transicdo (Zn%*, Co?*,
Mn*2, Sr2*) trocados com as nanozedlitas pesquisadas nesse estudo;

e Estudos de biocompatibilidade e estabilidade dos materiais sintetizados;

e Testes in vivo dos agentes hemostaticos a base de materiais zeoliticos em
modelos biologicos na University of Texas-Health Science Center at Houston;

e Aprofundamento dos estudos microbiolégicos com os agentes hemostaticos
descrito nesse trabalho visando entender a acdo dos diferentes ions na matriz

zeolitica e sua acdo coagulante e antimicrobiana.
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Micro-and nanometric faujasite zeolites were tested as hemostatic coagulant agents. The as-made ze-
olites and their calcium ion exchanged derivatives were characterized by XRD, SEM, AFM, TGA, and DSC.
Zeta potential measurements of the micro and nanometric zeolites, as a function of pH (1—12.5), revealed
the hemostatic potential of the materials. The isoelectric point for FAU, FAU/Ca, Nano-FAU, and Nano-
FAU/Ca were measured at pH 2.0, 1.9, 3.2, and 2.5, respectively. The hemostatic activity was confirmed
by the TEG technique for both micro and nanometric zeolites, however a superior activity were observed
for the nanometric materials. FAU and FAU/Ca exhibited a reduction of the R parameter (defined as
period of time of latency from the start of test to initial fibrin formation for the formation of a clot of an
amplitude of 2 mm) from 8.6 + 0.7 min (control) to 3.2 + 0.7 min and 2.3 + 0.1 min, respectively. On the
other hand, for the Nano-FAU, and Nano-FAU/Ca the observed decrease were to 2.4 + 0.6 min, and
1.1 + 0.2 min, respectively. The amounts of heat released were 105.60 ]/g (FAU), 65.8 ]/g (FAU/Ca), 85.48 ]/
g (Nano-FAU), and 78.21 J/g (Nano-FAU/Ca). Statistical analysis using one-way analysis of variance
showed a global value of p < 0.0001. Tukey-Kramer multiple comparisons revealed significant
(p < 0.0001) differences for FAU, FAU/Ca, Nano-FAU, and Nano-FAU/Ca, relative to the control. Nano-FAU/
Ca showed the most important reductions of the R with significant differences compared to the control
(p < 0.0001 and p < 0.0001, respectively) and FAU (p = 0.0071 for the R parameter).

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

reported to be used as hemostatic agents both in their pure forms
or combined with other materials [10,14]. Among the inorganic

Hemostatic coagulant agents are materials capable of reducing
bleeding and can be grouped into three classes, depending on their
mechanism of action: factor concentrators [1], mucoadhesive
agents [2], and procoagulants [3,4]. They can also be grouped ac-
cording to their forms and types: solid sheets, normally known as
hemostatic dressings [5]; solid particles, or powders and fibers [3];
hydrogels [6]; liquid tissue sealants [7]; dispersions made from
natural [8] or synthetic polymers [9], ceramics [10] clays such as
smectite and kaolin [11-13]. Several of these materials have been

* Corresponding author.
E-mail address: nery@ibilce.unesp.br (J.G. Nery).

http://dx.doi.org/10.1016/j.micromeso.2016.10.020
1387-1811/© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

classes of materials, zeolites have attracted the attention of the
scientific and medical communities for their potential use as effi-
cient hemostatic agents.

Hemostatic agent employing dehydrated zeolites as powder
dressing was employed during the Iraq war 2003 under the
trademark QuikClot® (Z-Medica, Wallingford, CT) [3,15-17]. In
principle it acts as a molecular sieve, adsorbing water molecules at
the wound site and increasing the concentrations of clotting fac-
tors, platelets, and erythrocytes in order to stimulate hemostasis
[18,19]. Other authors have studied different classes of composites
based on zeolites with the purpose of finding more efficient he-
mostatic agents. Zhang et al. [9] developed an antibiotics-loaded
zeolite/polymer composite for hemostatic applications, while
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Mortazavi et al. [20] showed that a mixture of bentonite and zeolite
minerals could dramatically reduce bleeding and the volume of
blood loss, as well as the clotting time, and observed a control of
exothermic reactions, which eliminated the risk of burning in the
wound. Alavi et al. [21] studied in vivo the effects of a new
impregnated sterile gauze containing bentonite and halloysite
minerals on blood coagulation and the wound healing rate in male
Wistar rats, and it was observed that topical application of this
material decreased the clotting time and accelerated the wound
healing rate.

Despite the beneficial effects of zeolites in accelerating blood
coagulation and shortening the clot formation time, the main
drawback of their use is related to the exothermic reaction, which
can reach temperatures higher than 100 °C (212 °F) and cause full-
thickness tissue damage [22,23]. Several methods have been tested
to attenuate this adverse effect, such as ion exchange treatment of
the as-made zeolites using K*, Ba*", Sr?*, or Ag". A heat reduction
from 680 J/g to 420 J/g was reported for ion exchange in Linde Type
5A zeolite using Ag" ions [24].

Reduction of particle size from the micrometric to the nano-
metric scale leads to substantial changes in the properties of the
materials, which in turn affects the performance of zeolites in the
traditional applications areas such as catalysis and separation [25].
A survey of the literature will show that the hemostatic agents
based on zeolitic materials that have so far been tested appear to be
on the micrometric scale. To the best of our knowledge no study
concerning the behavior of nanometric zeolites used as hemostatic
coagulation agents has until now been reported. Therefore, the
questions raised in this study are: a) Does zeolite size (micrometric
or nanometric) affect the coagulation cascade? b) Does it affect the
collateral damage of burning? With the aim of answering these
questions, systematic studies were undertaken with micrometric
and nanometric faujasite zeolites hydrothermally synthesized, ion
exchanged with calcium, characterized by several spectroscopic
techniques, and tested as hemostatic agents using in vitro throm-
boelastography assays to observe the acceleration in clotting time.

2. Experimental section
2.1. Chemicals

The preparation of the faujasite zeolite and the ion exchange
experiments employed the following chemicals: sodium hydroxide
pellets (NaOH, 98%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), sodium
aluminate (NaAlO,, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), fumed
silica (SiOy, 99.8%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), and cal-
cium chloride dihydrate (CaCl-2H0, Merck, Darmstadt, Ger-
many). All the chemicals were used as received. In vitro assays were
performed with human blood samples. All the patients who
participated in this study gave informed consent before blood
donation. The study was approved by the Research Ethics Com-
mittee of FAMERP (Sao José do Rio Preto Medical School) under the
protocol number CAAE 48358215.9.0000.5415.

2.2. Preparation of materials

2.2.1. Synthesis of as-made micrometric and nanometric faujasite
zeolites

The nanometric faujasite zeolite was synthesized by hydro-
thermal crystallization, following the procedure reported by Zhan
et al. [26]. Aluminosilicate gel was prepared by mixing freshly
prepared aluminate and silicate solutions at a molar ratio of 5.5
Nay0:1.0 Al;03:4.0 Si02:190 H0. In a typical synthesis, sodium
hydroxide solution (5.34 g of NaOH/50 mL of H,0) was freshly
prepared, followed by addition of 2.42 g of sodium aluminate

J.B. Laurenti et al. / Microporous and Mesoporous Materials 239 (2017) 263—271
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Fig. 1. XRD patterns of the as made micrometric (FAU) and nanometric faujasite
zeolite (Nano-FAU).

(NaAlOy), with stirring for 15 min at room temperature. Fumed
silica (SiOz, 3.43 g) was then added to the solution, with stirring
until a homogeneous gel was obtained. The gel was immediately
transferred to a temperature-controlled shaker and agitated at
250 rpm for 2 days at 60 °C. The powdered product was recovered
by centrifugation at 13,400 rpm (CR22N centrifuge, Hitachi, Tokyo,
Japan), washed with deionized water until reaching pH < 8, and
dried in an oven at 40 C for 16 h. The micrometric faujasite zeolite
was synthesized following the same procedure described above,
except that crystallization was conducted at 90 °C for 4 days in a
static reactor (Parr Instruments Co., USA). The micrometric and
nanometric zeolites were denoted FAU and Nano-FAU, respectively.

2.2.2. Ion exchange of the zeolite

In a typical ion exchange experiment [27], 1 g portions of as-
made FAU and Nano-FAU were added to several Teflon-lined
digestion reactors (Parr Instruments Co., USA), followed by the
addition of 30 mL of 0.5 M CaCl; solution to each reactor. The ion
exchange reactions were conducted at 90 C for 12 h. The solid
products were subsequently collected by centrifugation at
13,400 rpm, washed three times with deionized water, and dried
in an oven at 40 C for 16 h. The ion exchanged zeolite derivatives

were denoted FAU/Ca (micrometric) and Nano-FAU/Ca
(nanometric).
|
'
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Fig. 2. XRD patterns of the calcium-exchange derivatives (FAU/Ca; Nano-FAU/Ca).
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Fig. 3. SEM/AFM micrographs of the as made micrometric faujasite zeolite (FAU).

2.3. Physical characterization of the micrometric and nanometric
faujasite zeolites

The as-made and calcium exchanged zeolites were character-
ized by XRD, SEM, AFM, TGA, and DSC. The XRD analyses were
performed using a MiniFlex II instrument (Rigaku, Tokyo, Japan)

Q)

with a rotating anode source, flat-plate Bragg-Brentano geometry,
and a graphite monochromator. The instrument was operated with
CuKuo, radiation (wavelength = 1.5418 A) at 40 kV and 15 mA. The
powder diffraction patterns were recorded in the range 20 = 3—50°,
with a goniometer scan rate of 2° (26) min~. The AFM and SEM
analyses were performed at the Brazilian National Laboratory of
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Fig. 4. SEM/AFM micrographs and size distribution of the of the as made nanometric faujasite zeolite (Nano-FAU).
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Nanotechnology (LNNano) in Campinas. The AFM experiments
employed an NX-10 microscope (Park Systems, Suwon, Korea)
fitted with a PPP-NCHR probe, operated at 320 kHz resonance
frequency and constant force of 42 N/m. Tapping mode AFM images
were acquired in ambient air using TESP tapping mode etched
silicon probes. SEM data were obtained using an XL30 FEG instru-
ment (Philips, Eindhoven, The Netherlands), with a thin coating of
gold deposited onto the samples prior to analysis and particle size
distribution analysis was performed using Image Pro plus® soft-
ware. Elemental chemical analyses of nanosized faujasite were
performed via inductively coupled plasma atomic emission spec-
troscopy (ICP-AES, Chemical Analysis Labs-Sao Paulo University
Facilities-USP).

Phase contrast imaging was performed using a BX60 microscope
(Olympus, New York, USA). In these analyses, 170 pL volumes of
whole blood, collected in tubes containing sodium citrate (4% v/v),
were deposited onto glass microscope slides. Then, 10 uL of 0.2 M
aqueous CaCl, was added to the blood to reverse the anticoagulant
effect caused by calcium chelation. After this, 0.25 mg portions of
each micrometric and nanometric faujasite zeolite and their ion
exchanged derivatives were deposited under the blood. The slide
was immediately placed in the microscope for assessment of the
structures formed.

2.3.1. Thermal gravimetric analysis (TGA) and differential scanning
calorimetry (DSC)

Thermal gravimetric analysis (TGA) and differential scanning
calorimetry (DSC) were performed according to the methodologies
described by Ostomel et al. [24], Drebushchak [28] and Brown [29].
The as-made and calcium exchanged zeolites were stored for two
weeks in enclosures suspended over a Petri dish containing a
saturated water solution of KBr, which maintains 80% relative hu-
midity. Thermal analyses (DSC/TG) were performed using a Netzsch
429 instrument (Selb, Germany) which was used to quantify the
heat associated with the desorption of water from the zeolite. The
synthesized materials (5 mg) were heated in a stream of synthetic
air (50 mL/min) at a heating rate of 10 °C/min in the temperature
range 25-500 °C. The hydration capacity of each zeolite was
measured by thermogravimetric analysis (TGA) of water loss, and
simultaneously collected differential scanning calorimetric (DSC)
curves were integrated to obtain the total heat for the dehydration
reaction.

2.3.2. Isoelectric point determination (zeta potential)

The isoelectric points (IEP) (which is defined as the pH at which
the total of negative and positive surface charges equals zero) were
estimated using zeta potential data obtained with a Malvern
NanoZS instrument (Malvern Instruments, Herrenberg, Germany),
following the procedure described by Ostomel et al. [30]. Zeta

potential of synthesized material were measured as a function of
pH using Smoluchowski's equation [31].

The purpose of this experiment was to understand how the
anticoagulant or procoagulant properties of the zeolite varied ac-
cording to the pH of the isoelectric point. Approximately 2 mg
portions of the as-made and calcium exchanged zeolites were
suspended in 60 mL of aqueous 0.03 M CaCl; and sonicated for
10 min before analysis. Zeta potential measurements of the sus-
pensions were conducted as a function of pH in the range 1-12.5,
which was adjusted by the addition of 0.25 M HCl or NaOH solu-
tions. Due to the heterogeneous colloidal nature of blood, it is
impossible to measure the zeta potential of the zeolite in situ, so the
surface charge must be inferred from the electrophoretic mobility
measurements [30,32]. The experiment was performed in the
presence of a CaCl, electrolyte that mimicked the calcium ion
concentrations found in blood serum [30].

2.3.3. Thromboelastography analysis (TEG)

Thromboelastography was performed using a Haemonetics TEG
5000 thromboelastograph (Niles, IL, USA), with volunteers who
were physically healthy and had no history of blood disorders. This
analysis was used to acquire in vitro clotting parameters for total
blood stabilized with sodium citrate (4% v/v) and exposed to the
hemostatic materials evaluated. Firstly, 20 uL of 0.2 M aqueous
CaCl; was added to 340 pL of the whole blood, followed by direct
introduction of 0.5 mg of hydrated micrometric and nanometric
faujasite zeolite into the TEG sample cup containing the blood and
performance of the measurement.

2.3.4. Statistical analysis

The descriptive statistical analysis for evaluation of the micro-
metric and nanometric faujasite zeolites and their calcium
exchanged derivatives (control, FAU, FAU/Ca, Nano-FAU, and Nano-
FAU/Ca) was performed using averages and standard deviations.
For inferential statistical analysis, the average values for each group
were compared using one-way ANOVA (with a significance level of
p < 0.05). When statistically significant differences were detected,

Table 1

Summary of the parameters analyzed in thromboelastography of micrometric and
nanometric faujasite zeolite and its calcium-exchange derivative: Control; FAU;
FAU/Ca; Nano-FAU and Nano-FAU/Ca.

Sample R (min) K (min) Alpha angle (°) MA (mm)
Control” 86+07 35+07 49.7 +7.5 53.6 +2.6
FAU 32+07 12+01 743 +1.0 64.0 £ 0.9
FAU/Ca 23+01 12+01 756 + 1.2 555+ 5.0
Nano-FAU 24+06 1.2+01 739+23 61.2+23
Nano-FAU/Ca 1.1+02 12+01 751 +23 60.3 + 1.6

@ Blood not exposed to the hemostatic agents.
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Fig. 6. Thromboelastography plot of the blood before zeolite addition and after addition of FAU; Nano-FAU; FAU/Ca and Nano-FAU/Ca.

multiple comparisons were performed using the Tukey-Kramer
post-test.

3. Results and discussion

XRD patterns of the as made FAU and Nano-FAU and their
calcium ion-exchanged derivatives FAU/Ca and Nano-FAU/Ca are
respectively shown in Figs. 1 and 2. XRD data for the as made
micro and nanometric faujasite zeolites are in accordance with
results reported by Zhan et al. [26] and ICP-AES revealed a Si/Al
ratio of 1.40, which by definition is a NaX faujasite [33]. Typical
Bragg reflections for micrometric and nanometric faujasite zeo-
lites were observed at (20 = 6.1°, 9.8°, 11.7°, 12.3°, 15.3°, 20°, 21.6°,

A) FAU
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23.3°, 26.6°, 28°, 31.1°, 33.3°). XRD patterns of the calcium-
exchange derivatives have caused no significant modification of
the structure in comparison to the original micro and nanometric
zeolites (Fig. 2).

SEM and AFM micrographs of the as made micro and nano-
metric faujasite (FAU; NanoFAU) are shown in Figs. 3 and 4
respectively. Crystal morphology of micrometric faujasite is built
up of hexagonal shaped crystals whose size range from 1 to 3 pm,
while SEM micrographs for nanometric zeolites show agglomer-
ated crystal with particle size in the 60—100 nm range (Fig. 4c). The
ion-exchange process with calcium have caused no significant
difference in the morphology of micrometric or nanometric
zeolites.
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Fig. 7. DSC and TGA/DTG Thermogram of micrometric faujasite zeolite and its calcium-exchange derivate: A) Black and blue curves are the DSC and TGA responses for FAU
respectively; B) Black and blue curves are the variation of mass loss versus temperature and derivative thermogravimetric curve (DTG) for FAU respectively; C) Black and blue curves
are the DSC and TGA responses for FAU/Ca respectively; D) Black and blue curves are the variation of mass loss versus temperature and derivative thermogravimetric curve (DTG) for
FAU/Ca respectively. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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The zeta potential of zeolites can be positive or negative and it
depends not only on the pH, but also on the ionic strength of the
suspension, the presence of organic templates or structure direct-
ing agents (SDAs) and the Al content of the framework [34]. As
pointed out by Griffin et al. [35], zeolites can act as surface contact
activation agents due to their negative surface charges, by
rendering factor XII (FXII) much more susceptible to proteolysis
activation by the kallikrein protein, therefore it is important follow
the surface charge behavior of zeolites.

Zeolite structures are defined by the numbers of silanol and
aluminol groups present at the crystal surface, and these groups
can be easily deprotonated to form SiO~ and AlO™, in a wide pH
range, hence making the surface more negatively charged [36,37].
On the other hand, a lower pH leads to protonation, so the surface
charge tends to be positive and the isoelectric point is reached.
Fig. 5 shows the experimental isoelectric points for micrometric
(FAU) and nanometric (Nano-FAU) faujasite zeolites and their
calcium-exchange derivatives (FAU/Ca; Nano-FAU/Ca). Detailed
experimental zeta potential (mV) as a function of the pH are pro-
vided in the supplementary material.

The isoelectric point of a metal oxide is an important
parameter because it can strongly affect the biological response
during activation of the coagulation cascade reactions [30]. Ac-
cording to Ostomel et al. [30], basic oxides with isoelectric points
above the pH of blood (7.3—7.4) and which are initially
positively charged when immersed in blood are, in principle,
anticoagulant oxides. On the other hand, acidic oxides with iso-
electric points below the physiological pH of blood, which
initially carry negative charges when immersed in blood, are
procoagulant oxides.

Experimental pH value for isoelectric points (IEP) of the zeolite
samples were 2.0, 1.9, 3.2, 2.5 for FAU, FAU/Ca, Nano-FAU, Nano-
FAU/Ca, respectively. It is was observed that all samples showed
the isoelectric point below the blood pH (7.3—7.4), therefore all
the samples are procoagulants. It is important to observe that in
the 3.2 < pH < 12.5 pH range the zeolite surface remained nega-
tively charged and no isoelectric point was observed in this pH
range. Although in this work we can not provide straightforward
experimental evidence of it, some authors have in principle
associated the zeolite surface charges as resulting of the surface
silanol groups deprotonation [38] and or to the protonation or
dissociation of the hydroxyl groups according to scheme
described below [36]:

H* H*
SiOHf = SiOH = Si0~ (1)
JHY L HY
H* H*
AIOH; _; AIOH = AlO~ )
+ +

The in vitro hemostatic activities of the zeolitic materials were
evaluated using the thromboelastography technique, which pro-
vides a global evaluation of hemostasis by quantitatively measuring
the viscoelastic changes in blood during the coagulation process,
from the beginning to the final [39].

Experimental relevant parameters for the clotting process are: R
(as the period of time of latency from the start of test to initial fibrin
formation for the formation of a clot of an amplitude of 2 mm)
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Fig. 9. Phase-Contrast Imaging of blood: A and B) Control (Blood without zeolite); C) Blood after the FAU addition; D) Blood after the FAU/Ca addition; E) Blood after the Nano-FAU

addition and F) Blood after the Nano-FAU/Ca addition.

[40,41]; K (time for the clot size to reach 20 mm); ¢ angle (incli-
nation between R and K, representing the rate of thrombin gener-
ation and the conversion of fibrinogen to fibrin); and MA
(maximum amplitude, reflecting the maximum elastic property of
fibrin and platelet adhesion) [39]. These parameters were
measured for all the zeolite samples and are summarized in Table 1
and their thromboelastogram plots are shown in Fig. 6.

The use of FAU resulted in decreases of the values of R and K
from 8.6 + 0.7 min (control) to 3.2 + 0.7 min, and from
3.5 + 0.7 min to 1.2 + 0.1 min, respectively. The « angle and MA
values increased from 49.7 + 7.5° to 74.3 + 1.0°, and from
53.6 + 2.6 mm to 64.0 + 0.9 mm, respectively. In the case of FAU/
Ca, R decreased from 3.2 + 0.7 min (FAU) to 2.3 + 0.1 min (FAU/Ca).
No noticeable or significant differences in the K and o angle pa-
rameters were observed between FAU and FAU/Ca (Table 1).
However, the MA value was smaller for FAU/Ca (55.5 + 5.0 mm)
than for FAU (64.0 + 0.9 mm). There was a significant decrease in R
for Nano-FAU/Ca (1.1 + 0.2 min), compared to Nano-FAU
(2.4 + 0.6 min). Considering the other parameters, there were
no significant differences between Nano/FAU and Nano-FAU/Ca
(Table 1). The application of one-way analysis of variance resul-
ted in a global p value < 0.0001, and use of the Tukey-Kramer
multiple comparisons test revealed significant (p < 0.0001)

differences for FAU, FAU/Ca, Nano-FAU, and Nano-FAU/Ca, relative
to the control. Nano-FAU/Ca showed the greatest reductions of the
R and K values, with significant differences compared to the
control (p < 0.0001 and p < 0.0001, respectively) and FAU
(p = 0.0071 for the R parameter).

It is clear from the results that the all the zeolites here inves-
tigated were potential hemostatic coagulant agents, nevertheless
in the design of hemostatic agents for medical devices the R
parameter is critical, because a rapid clotting is the essential first
response in a medical emergency. Ostomel et al. [30] reported that
materials that could induce a detectable blood clot in 2 min
in vitro correlated with a 75% survivability when applied exter-
nally as a rapidly-acting hemostatic agent to a universally lethal
injury of the vascular system [17,42]. In this study, significant
reductions in the R time were observed, especially with the
nanometric calcium exchanged faujasite derivative (Nano-FAU/
Ca), strongly indicating that Nano-FAU/Ca should act as an effi-
cient hemostatic agent. Hence, it was experimentally shown that
zeolite size plays an important role in the coagulation cascade (see
Table 1 and Fig. 6).

Ca®* ions are essential cofactors that are vital for the orienta-
tion of clotting enzymes on cellular surfaces, providing ionic
bridges between two negatively charged residues (such as cellular
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surfaces and clotting factors) [42,43]. Li et al. [44], using Quikclot®
ion exchanged with Ca®*, reported that Ca?* jons maintained the
procoagulant activity of zeolites. However, the zeolite used was on
the micrometric scale and no thromboelastography parameters
(R, K, o angle, or MA) were measured, only the qualitative pro-
thrombin time (PT) and the activated partial thromboplastin time
(APTT).

Side effects of using zeolites as hemostatic agents, such as high-
temperature exothermic reactions due to water adsorption, have
been extensively discussed in the literature [3,22,4546], and in
order to know if the zeolite scale could have some influence on this
parameters DSC/TG analyses were performed. The heat of hydra-
tion for synthetized materials was calculated by integrating the DSC
response whereas the water content in the zeolite is measured
experimentally as mass loss versus temperature and the derivative
thermogravimetric curve (DTG) which expresses the first derivative
of the mass variation versus time as a function of temperature.
These results are shown in Figs. 7 and 8. Experimental DSC/TGA
data revealed significantly lower energy release for the nanometric
faujasite Nano-FAU (85.48 ]/g), compared to the micrometric
zeolite FAU (105.6 J/g). Furthermore, the ion exchanged
materials showed lower energy release, with values of 105.60 and
65.8 J/g obtained for FAU and FAU/Ca, respectively. Experimental
values of 85.48 and 78.21 /g were observed for Nano-FAU and
Nano-FAU/Ca, respectively. Therefore, in principle, Nano-Fau/Ca
should not only be the best hemostatic agent (according to the
thromboelastography parameters), but should also have less severe
side effects in terms of burning.

According to the results reported by Ostomel et al. [24], zeolite
Linde Type 5A ion exchanged with monovalent cations (K*, Ag™)
are more efficient in reducing the heat releasing than divalent
cations (Ba®*, Sr®*). Zeolite Linde type 5A ion exchanged with K*
and Ag" have caused a decrease of heat release from 680 ]/g to
584 J/g and 420 ]/g, respectively. While ion exchange with Ba**
and Sr?* have caused a decrease of heat release from 680 to 600 J/
g and 650 ]/g, respectively. Therefore replacement of Na™ ions for
different monovalent or divalent ions has the potential of
decreasing the energy loss or heat releasing of these materials.
Our data shown that the replacement of Na* ions for Ca* has also
caused decreased the heat releasing from 105.6 to 65.8 J/g. One
possible explanation to this significant difference between the
values found by Ostomel et al. [24] and results reported in this
work could attributed to the their different zeolites crystallo-
graphic structures of the zeolites [47,48]. Both zeolites have a
completely different system of channels and porous with crys-
tallographic or occupation site defined by distinct space groups
and symmetries [49], hence it is reasonable to expect that the
extra-framework cations would have different diffusion and
physicochemical behavior at the distinct crystallographic sites by
binding themselves strong or weakly to the crystallographic wa-
ters molecules or framework oxygen, therefore in order to break
down these chemical bonds different amount of energy would be
required.

Additionally phase-contrast microscopy was also performed in
order to observe the morphological changes in red cells when ze-
olites come into contact with blood. Fig. 9a and b have shown red
cells before the addition of zeolite using a phase contrast objective
with an increase of 10X and the data reveal that normal red blood
cells have a circular shape, biconcave format and have a diameter
ranging from 6 to 8 um in absence of zeolites. The presence of
zeolite cause a red cell agglomeration forming a large clot similar to
a mass solid blood cells (Fig. 9c—f). Similar behavior was also
observed for micrometric faujasite zeolite calcium-exchange de-
rivative FAU/Ca (Fig. 9d); Nano-FAU (Fig. 9e) and Nano-FAU/Ca
(Fig. 9f) were put in contact with blood, therefore confirming the
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clot formation and the capacity of zeolites to promote the accel-
eration of blood coagulation.

4. Conclusions

Experimental evidences have shown that nanometric faujasite
zeolites are more efficient hemostatic agents in comparison to the
micrometric zeolites, therefore with potential of being externally
used as rapidly-acting hemostatic agent to a universally lethal
injury of the vascular system. The use of in vitro assays with
micrometric and nanometric zeolites have shown Nano-FAU and
Nano-FAU/Ca have significantly induced the formation of a
detectable blood clot faster than the micrometric zeolites. Nano-
metric zeolites materials in principle can also reduce the collateral
damage of burning, since the experimental evidences have shown
they released lesser heat than the micrometric zeolites.
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AVA
AVQXQV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nes JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Sdo José do Rio Preto

TERMO DE REPRODUCAO XEROGRAFICA

Autorizo a reproducéo xerografica do presente Trabalho de Concluséo, na integra ou em

partes, para fins de pesquisa.

Sao José do Rio Preto, 17/08/2017

Assinatura do autor



