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RESUMO

perfuragio.

Neste trabalho, mostramos o desenvolvimento de adesivo tecidual fibrinico
para uso em perfuracdes corneanas experimentais. Nesse adesivo a concentra-
¢do de trombina é de 1,5mg por ml de solucéo, o que leva a um tempo médio
de solidificacio da cola de 5,6 segundos, bastante adequado para esse tipo de

Palavras-chave: Fibrina; Cola; Cérnea; Perfuragao.

INTRODUCAO

Ulceras de cérnea quer de origem
infecciosa quer ndo infecciosa (asso-
ciadas a queimaduras quimicas, uso de
anestésicos, neurotroficas, doengas do
colageno, olho seco e doengas nutri-
cionais) podem, apesar do tratamento
clinico, ter evolugGes desfavoraveis,
chegando até a perfuragdo.

Esta complicagdo usualmente, ¢é
tratada aplicando-se adesivo de ori-
gem ndo bioldgica, a base de ciano-
crilato, para tamponar a area perfura-
da?, seguido de ceratoplastia parcial
penetrante.

Os adesivos a base de cianocrilato
possuem como desvantagem o fato de
ndo se integrar a area tamponada, o
que obriga a realizagdo da ceratoplas-
tia parcial penetrante para substituir
toda a 4rea acometida, que geralmente
¢é feita em olho com processo inflama-
tério agudo, muitas vezes com neovas-
cularizagdo da cdrnea, além da infla-
magdo provocada pelo proprio adesi-
vo. Estes fatores aumentam o risco de
insucesso do transplante. Além disso,
a superficie do adesivo sobre a area

tamponada € irregular e rigida, provo-

cando intenso desconforto ao piscar.

Existe outra opgdo, a fibrina, que
por ser reabsorvivel e substituivel por
colageno, constitui-se num adesivo
com caracteristicas mais fisioldgicas,
tendo seu uso ocorrido com sucesso
em diferentes modelos experimentais
em oftalmologia '3567.

O adesivo fibrinico ¢ habitualmente
constituido de duas partes:

* A solugdo I ¢ formada por criopre-
cipitado, contendo fibrinogénio na
concentragdo de 10 mg/ml, fator
XIII, varias proteinas plasmaticas e
por acido tranexdmico (250mg/ml).

e A solugdo II é formada pela dilui-
¢do de trombina liofilizada de ori-
gem bovina em solugdo de cloreto
de calcio 40 mmol/ml.

Ap6s a mistura das solugbes I e II, o
fibrinogénio, sob a a¢do da trombina,
¢ transformado em fibrina. Concomi-
tantemente, a trombina na presenga do
fon calcio converte o fator XIII em
XIIIa, que promove reagdes cruzadas
entre as moléculas de fibrina, transfor-
mando-as num polimero de alto peso
molecular insoluvel, aumentanto a ri-
gidez e a resisténcia da colagem. O
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fator XIlla promove também a liga-
¢do cruzada da fibronectina presente
no adesivo e provavelmente, da fibri-
na e fibronectina com colageno do te-
cido no qual o adesivo tecidual é apli-
cado. Durante o processo de cicatriza-
¢do, os ativadores do plasminogénio
originados dos tecidos vizinhos ativam
uma pequena quantidade de plasmi-
nogénio, presente no adesivo, em plas-
mina que lisa a fibrina em produtos
soluveis. Para inibir a degradagdo da
fibrina pela agdo da plasmina, é utili-
zado no adesivo um inibidor da fibrin6-
lise, no caso o acido tranexamico.

Estas reagGes sdo similares & coagu-
lagdo fisiolégica, porém, ndo ha
retragdo do coagulo, pois o adesivo ndo
contém trombdcitos. A fibrina adere-se
aos tecidos assegurando a adequada
aproximagdo das superficies *.

Este trabalho mostra o desenvolvi-
mento do adesivo tecidual fibrinico a
partir de crioprecipitado, com a fina-
lidade de ser usado em estudos de per-
furagdes corneanas experimentais, em
animais, e mais especificamente no
trabalho de tese de doutoramento do
autor n° 1.

Estas perfuragdes exigem um adesi-
vo que tenha uma coagulagdo rapida
(cerca de 5 segundos) para que ndo
seja lavado pelo humor aquoso e nem
se espalhe dentro do olho, agindo ba-
sicamente no fechamento da perfura-
¢do da cornea.

O adesivo tecidual fibrinico foi de-
senvolvido na Divisio de Produgio
e Desenvolvimento Industrial da Fun-
dag@o Pro-Sangue Hemocentro de Sédo
Paulo.

MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS

1. Materiais Permanentes
Liofilizador - Marca Edwards
- Modelo Liomax I

2. Materiais de Consumo

Solugdo 1

e Crioprecipitado Liofilizado -
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preparado a partir do plasma fres-
co de doadores humanos sadios
submetidos a uma bateria de testes
sorologicos para descartar doengas
infectocontagiosas.

« Acido tranexamico (Transamin) -
Quimica e Farmacéutica NIKKHO
DO BRASIL LTDA., na concentra-
¢do de 250 mg/ml de solugdo.
Maltose - MERCK (4%).

Solugdo 11

e Trombina - ROCHE - Suiga, de ori-
gem bovina, em po.

e Cloreto de calcio - MERCK na
concentragdo de 40 mmol/ml de so-
lugdo.

METODOS:

METODOS LABORATORIAIS:

1) Preparo do Crioprecipitado

O crioprecipitado foi preparado a
partir de um pool de plasma fresco de
doadores de sangue voluntarios que
comparecem a Divisdo de Transfusdo
de Sangue do Hospital das Clinicas -
FMUSP - Fundagdo Prd-Sangue
Hemocentro de Sdo Paulo apos tria-
gem clinica e hematoldgica (este pro-
duto é preparado rotineiramente em
Banco de Sangue).

As bolsas de crioprecipitado utili-
zadas para liofilizagdo estavam isentas
de plasma. Em cada bolsa foi adicio-
nada uma solu¢do de maltose na con-
centragdo de 4% como estabilizador
(segundo metodologia do Instituto
Santa Catarina - RJ.).

A pasta de crioprecipitado foi dis-
solvida com solugio de maltose e
homogeneizada eficientemente sendo
em seguida filtrada em equipo de
transfusdo em fragGes de 3 ml.

O produto foi congelado e liofili-
zado por 48 horas.

2) Preparo do Kit e Teste dos Tempos
de Coagulagdo

O crioprecipitado foi redissolvido
em 1 ml de solugdo de acido tranexa-

mico (250 mg/ml). Estes dois reagen-
tes formaram a solugdo I do Kit.

A trombina e a solugdo de cloreto
de calcio(40 mmol/ml) compuseram a
solugdo II do Kit, com volume de 1
ml.

A trombina teve sua concentragio
progressivamente aumentada de 0,15
mg/ml em 0,15 mg/ml na solugédo Il a
partir de 0,15 mg/ml iniciais até que
se obtivesse tempo de coagulagdo da
mistura das solu¢des I e II de cerca de
5 segundos.

As solugdes I e II foram misturadas
a base de 1 ml cada uma injetadas
simultaneamente num equipo plastico
com duas vias de entrada (uma para cada
solugdo) e uma so saida para mistura das
duas solugdes através de agulha 30 x 7
de ponta romba, constituindo a cola de
fibrina propriamente dita. A mistura
era eliminada do equipo sobre uma
placa de Petri e imediatamente come-
gava-se a contar o tempo de coagula-
¢do da cola, passando-se outra agulha
30 x 7 de um lado para outro desta
cola até que fosse sentida a sua
solidificagdo (coagulagdo), sendo este
tempo registrado num cronémetro, em
segundos. Na concentragdo de
trombina na solugdo II que resultou no
tempo de coagulacdo de aproximada-
mente 5 segundos, foram preparados
10 kits com esta concentragdo para
realizagdo de um ensaio de coagulacio
com cada kit para confirmagdo do
resultado através do mesmo método
acima descrito.

RESULTADO

Apos serem testadas concentragdes
crescentes de trombina na solugdo II,
chegou-se a concentragdo de 1,5 mg
de trombina/ml da solugdo II, que re-
sultava num tempo de coagulagido de
cerca de 5 segundos.

Os 10 kits com esta concentragdo
de trombina (1,5 mg/ml), foram a se-
guir testados e obtiveram-se os resul-
tados mostrados na Tabela 1.

O Tempo Médio de coagulagdo
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TABELA |

KIT TEMPO DE COAGULAGAO
(SEGUNDOS)

o
o
DO MO N OO O

dos Kits com trombina na concentra-
¢do de 1,5 mg/ml foi de 5,6 segundos.

DISCUSSAO

O resultado mostrou a obtengdo de
uma cola de fibrina cujo tempo de coa-
gulagdo médio foi de 5,6 segundos,
bastante apropriado para uso em per-
furagGes corneanas.

Desenvolveu-se pela primeira vez
em nosso meio uma cola de fibrina
para uso em oftalmologia que antes sé
se obtinha comprando no exterior,
onerando significativamente a estrutu-
ra onde fosse utilizada, principalmen-
te tratando-se de trabalhos experimen-
tais, onde sdo utilizados muitos Kits,
cujo custo gira em torno de USS$
170,00 por Kit de Iml, suficiente
para no maximo 2 a 3 olhos de ani-
mais.

E dificil calcular-se o prego exato
de cada Kit por nés produzido, pois
ainda ndo entrou em escala industrial
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de produgdo e esterilizagdo por termo-
viro-inativagdo para ser utilizado em
humanos.

Calculos preliminares, entretanto,
indicam que cada Kit de 1 ml custaria
cerca de US$ 65,00, sendo US$ 60,00
correspondentes ao crioprecipitado
com fibrinogénio e os US$ 5,00 res-
tantes referentes aos outros compo-
nentes, o que torna esta cola bastante
competitiva em relagdo a importada.

Mas um dado interessante é que o
custo do fibrinogénio (obtido gratuita-
mente de doadores) € quase todo com-
posto do custo dos testes para
detecgdo de doengas infecto-contagio-
sas neste plasma.

Portanto se, ao ser feita a cola, uti-
lizar-se plasma do proéprio paciente
para produgdo do crioprecipitado com
fibrinogénio, estes testes estariam dis-
pensados e o custo deste fibrinogénio
seria muito baixo, em se tratando de
uma Instituigdo Publica na qual ja
existe estrutura montada para este
processamento, totalizando o Kit com
1 ml de cola de fibrina cerca de
US$ 10,00, o que traria consideravel
economia para a Institui¢do e facili-
taria o acesso dos pacientes a este tipo
de tratamento.

Caso se quisessse obter cola apenas
para uso experimental em animais ndo
haveria necessidade obrigatéria dos
testes acima e portanto o custo tam-
bém seria o mesmo, barateando subs-
tancialmente a realizagdo de experi-
mentos animais, permitindo que se
realizasse maior numero de trabalhos
experimentais a um custo compativel
com a nossa realidade.

SUMMARY

This paper shows the
development of a fibrin glue to be
used in experimental corneal
perforations. We found the
concentration of thrombin of 1.5mg/
ml of solution to be very adequate
because the average time for
solidification of the glue was 5.6
seconds, rapidly enough for this
kind of perforation.

Key words: fibrin, glue, corneal
perforation.
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