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RESUMO

Selantes de fibrina sdo majoritariamente compostos por fibrinogénio e trombina, que
guando misturados mimetizam a etapa final da cascata da coagulagéao, formando o
coagulo de fibrina. Esses selantes sdo amplamente utilizados em procedimentos
cirdrgicos devido a suas propriedades fisicas e bioldgicas, que apresentam vantagens
em comparacdo a materiais de origem sintética utilizados nas suturas tradicionais.
Dentre estas vantagens, destacam-se: uma maior compatibilidade fisioldgica,
biodegradabilidade e uma melhor recuperacao do paciente pos-cirurgia. A matriz de
fibrina também vem sendo amplamente estudada como um sistema de carreamento
e entrega células, fatores de crescimento, genes e farmacos. Essa caracteristica faz
com que antibidticos incorporados aos selantes de fibrina venham sendo testados
para o combate das Infec¢des de Sitio Cirdrgico (ISC). No entanto, a producédo de
selantes de fibrina pela industria farmacéutica de hemoderivados necessita de um
grande aparato tecnoldgico, o que tende a elevar o custo de sua producdo. Nesse
sentido, esse trabalho tem como objetivo desenvolver uma metodologia simples e de
baixo custo para obter selante de fibrina autélogo e incorporar um agente
antimicrobiano a formulacdo. Para isso, foram fracionadas fontes de fibrinogénio
(crioprecipitado) e protrombina (euglobulinas plasmaticas) de unidades individuais de
plasma com sorologia negativa, utilizando métodos de precipitacdo proteica fisico-
quimicos. A integridade da protrombina precipitada foi avaliada qualitativamente por
meio do teste de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa). A protrombina foi convertida
em trombina pela adicdo de 10 mL de carbonato de calcio 0,2M. A dosagem de
fibrinogénio indicou a presenca de 1,5g/dL + 0,9 dessa proteina no crioprecipitado,
enquanto a trombina apresentou uma concentracido de 388,66 + 98,72 Ul/mL. A
solucéo de trombina foram incorporados diferentes volumes de agente antimicrobiano
(cloridrato de vancomicina 50 mg/mL ou sulfato de gentamicina 40 mg/mL).
Promoveu-se a formacdo do coagulo com a adicdo de crioprecipitado e foram
verificadas suas caracteristicas macroscopicas. Os coagulos formados a partir da
solucdo de trombina com maiores concentracdes de antibiotico apresentaram
menores consisténcia e adesado a parede do tubo em comparag¢do com o controle. Ao
final, foi realizado um ensaio microbiolégico automatizado BACTEC™ FX para
avaliagdo da atividade antimicrobiana do selante de fibrina enriquecido com

antibioticos frente a Staphylococcus aureus, uma das principais espécies causadoras



das ISC. A matriz foi capaz de inibir o crescimento bacteriano local por até 72 horas.
A metodologia desenvolvida nesse trabalho mostrou-se eficaz para a producdo de um
selante de fibrina, a nivel de hemocentro, com capacidade para prevenir ISC. O
desenvolvimento de uma metodologia simples e de baixo custo para obtencéo de uma
matriz de fibrina possui relevancia, para além da pratica clinica e cirdrgica, nas mais
diversas areas de pesquisa e inovacgao terapéutica; dado a versatilidade desse
material bioldégico e a grande perspectiva de utilizagdo em estudos de tecnologia

farmacéutica e medicina regenerativa.

Palavras-chave: fibrina; hemoderivados; plasma; selantes biologicos; trombina.



ABSTRACT

Fibrin sealants are mainly composed of fibrinogen and thrombin, which when mixed
mimic the final stage of the coagulation cascade, forming the fibrin clot. These sealants
are widely used in surgical procedures due to their physical and biological properties,
which have advantages compared to materials of synthetic origin used in traditional
sutures. Among these advantages, we highlight: greater physiological compatibility,
biodegradability and better recovery of the patient after surgery. The fibrin matrix has
also been widely studied as a system for carrying and delivering cells, growth factors,
genes and drugs. This characteristic leads the tests of antibiotics incorporated into
fibrin sealants to combat Surgical Site Infections (SSI). However, the production of
fibrin sealants by the pharmaceutical industry of blood products requires a large
technological apparatus, which tends to increase the cost of its production. In this
sense, this work aims to develop a simple and low cost methodology to obtain
autologous fibrin sealant and incorporate an antimicrobial agent to the formulation. For
this purpose, sources of fibrinogen (cryoprecipitate) and prothrombin (plasma
euglobulins) were fractionated from individual plasma units with negative serology,
using physical-chemical protein precipitation methods. The integrity of the precipitated
prothrombin was evaluated qualitatively by means of the Activated Partial
Thromboplastin Test. Prothrombin was converted to thrombin by the addition of 10 mL
of 0.2M calcium carbonate. The fibrinogen dosage indicated the presence of 1.5g/dL
+ 0.9 of this protein in cryoprecipitate, while thrombin had a concentration of 388.66 +
98.72 IU/mL. Different volumes of antimicrobial agent (vancomycin hydrochloride 50
mg/mL or gentamicin sulfate 40 mg/mL) were incorporated into the thrombin solution.
The formation of the clot was promoted with the addition of cryoprecipitate and its
macroscopic characteristics were verified. The clots formed from the thrombin solution
with higher antibiotic concentrations showed lower consistency and adhesion to the
tube wall compared to the control samples. At the end, an automated microbiological
assay BACTEC™ FX was performed to evaluate the antimicrobial activity of fibrin
sealant enriched with antibiotics against Staphylococcus aureus, one of the main
causative species of SSI. The matrix was able to inhibit local bacterial growth for up to
72 hours. The methodology developed in this work proved to be effective for the
production of a fibrin sealant, at a blood center manufacturing scale, with capacity to

prevent SSI. The development of a simple and low-cost methodology for obtaining a



fibrin matrix is relevant in the most diverse areas of therapeutic research and
innovation, due to the versatility of this biological material and the great prospect of

use in studies of pharmaceutical technology and regenerative medicine.

Keywords: fibrin; blood products; plasma; fibrin glue; thrombin.
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1 INTRODUCAO

A necessidade de gerenciar de forma eficaz a hemostasia e o selamento
tecidual durante cirurgias levou ao desenvolvimento de técnicas cirirgicas modernas
nas Uultimas décadas. Apesar de vidveis nas cirurgias em geral, abordagens
tradicionais envolvendo suturas, grampos e fios, dificiimente podem ser aplicados de
forma minimamente invasiva, por exigirem um manuseio extenso; provocarem danos
teciduais, aumentarem o risco de uma possivel infeccdo e, por vezes, ndo
proporcionarem selamento tecidual completo e imediato. Nesse contexto surgiram 0s
Selantes de Fibrina (BURNOUF et al., 2009; SPOTNITZ, 2010).

Produtos hemostéaticos de uso topico derivados do sangue humano, como 0s
Selantes de Fibrina (também conhecidos como colas de fibrina), sdo amplamente
utilizados na pratica médica e procedimentos cirdrgicos devido a suas propriedades
fisicas e bioldgicas, que apresentam vantagens em compara¢ao a materiais de origem
sintética utilizados nas suturas tradicionais (CASHMAN et al., 2013; COSKUN;
YARDIMCI, 2017; DAUD et al., 2020). Entre estas vantagens podemos destacar: uma
maior compatibilidade fisiologica, levando a uma menor imunogenicidade; a
biodegradabilidade e uma melhor recuperacdo do paciente pdés-cirurgia (ZHANG,
2021).

A composicdo dos Selantes de Fibrina consiste majoritariamente em duas
proteinas plasmaticas: fibrinogénio e trombina (ANVISA, 2019). No local da aplicacao,
um dispositivo com duas seringas (cada uma contendo um concentrado de
fibrinogénio e de trombina, respectivamente) é acionado, disparando seu conteudo
simultaneamente. Os concentrados de fibrinogénio e trombina sdo misturados em um
compartimento préprio para essa finalidade antes de atingirem o tecido (ZHANG,
2021). As duas proteinas, quando misturadas, mimetizam a etapa final da cascata da
coagulacdo, em que o fibrinogénio € convertido em fibrina pela acdo da trombina.
Como resultado dessa reacao enzimatica, ha a formacao de um gel aderente ao tecido
humano: o coagulo de fibrina (RODRIGUEZ-MERCHAN, 2017; ZHANG, 2021).

A possibilidade do uso de coagulos de fibrina como agentes hemostaticos foi
primeiramente descrita em 1909, pelo cientista aleméo Bergel, que utilizou plasma
seco como fonte de fibrinogénio para realizar hemostasia (BERTOLINI; GOSS;
CURLING, 2013). No entanto, apenas em 1978 o primeiro Selante de Fibrina industrial
(Tisseel®), que continha concentrados de fibrinogénio obtido de multiplas doagbes de
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plasma humano e trombina bovina, passou a ser produzido e comercializado no
continente europeu (SPOTNITZ, 2010).

Os Selantes de Fibrina comercialmente disponiveis atualmente consistem em
preparacdes ricas em fibrinogénio e trombina humanos, ambos liofilizados, além de
agentes estabilizadores como Fator Xlll da coagulacao e antifibrinoliticos (ANVISA,
2019). Sdo manufaturados pela industria farmacéutica de hemoderivados e, para tal,
necessitam de um grande aparato tecnolégico, que envolve técnicas de cromatografia
de afinidade e troca ibnica, o que tende a elevar o custo de sua produgcao (BURNOUF,
2018).

Nesse sentido, o desenvolvimento de uma metodologia de baixo custo para
obtencado de selantes de fibrina autélogos, preparados a partir de uma Unica doacao
plasmética, para utilizacdo em hemocentros, aliado & incorporacdo de agentes
antimicrobianos que previnam infeccfes de sitio cirdrgico, poderia apresentar-se

como uma alternativa para a viabilizacdo do uso desse produto hemostatico.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Desenvolver uma metodologia simples e de baixo custo para obter selante de

fibrina autélogo e incorporar um agente antimicrobiano a formulacéo.

1.1. 2 Especificos

a) Padronizar uma técnica de obtencédo de trombina e fibrinogénio humanos a
partir de metodologias simples de precipitacdo de proteinas plasmaticas;

b) Formular o selante de fibrina;

c) Avaliar a capacidade coagulante do produto obtido;

d) Incorporar o agente antimicrobiano na matriz de fibrina e avaliar sua atividade

contra a espécie bacteriana Staphylococcus aureus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FISIOLOGIA DA COAGULACAO SANGUINEA

O Processo da coagulacdo sanguinea baseia-se em eventos complexos nos
quais ocorrem interacdes entre proteinas pro-coagulantes, anticoagulantes, plaquetas
e endotélio dos vasos (COVAS, 2007). O sistema da coagulacdo consiste em uma
série de rea¢Bes bioquimicas em cascata, cujo resultado final € a transformacéo do
sangue liquido e fluido em um coagulo. Para isso, ha a conversao do fibrinogénio
soluvel em filamentos insoluveis fibrina (redes de fibrina), na Gltima etapa da cascata
de reacdes (RANG, 2001).

A formacéo da rede de fibrina envolve duas vias especificas, extrinseca e
intrinseca, que convergem para formacdo de uma via comum. Os componentes
principais de cada via sdo os chamados fatores da coagulacdo, glicoproteinas
sintetizadas majoritariamente no figado. Dentro das vias os fatores da coagula¢céo sédo
convertidos da sua forma inativa (zimogénio), a forma ativa, por meio de uma clivagem
proteolitica. O produto proteico de uma reacao da inicio a reacdo subsequente e por
iSS0 0 processo é conhecido como cascata da coagulacdo (FERRIER, 2019).

A via extrinseca envolve primeiramente o fator tecidual (TF, do inglés tissue
factor), ou Fator Il da coagulacdo (Flll), glicoproteina transmembrana que, embora
nao esteja presente circulante no sangue, passa a estar exposta quando os vasos
sanguineos sofrem lesdo. Uma leséo do endotélio que exponha o Flll no sangue inicia
rapidamente a via extrinseca, também conhecida como via do fator tecidual. Uma vez
exposto, o TF liga-se ao Fator VII da coagulacao (FVII), que assim como o FllIl é
exclusivo da via extrinseca, ativando-o por meio de uma mudanca conformacional. A
ligacdo do FVII ao TF necessita da presenca de Ca?* e de fosfolipidios. O complexo
TF-FVlla liga-se ao Fator X da coagulacéo (FX), ativando-o por protedlise. Portanto,
pode-se afirmar que a ativagcdo do FX pela via extrinseca ocorre associada a
membrana celular. O mecanismo de regulacdo para a inativacéo da via extrinseca se
da pelo inibidor da via do fator tecidual (TFPI, do inglés tissue factor pathway inhibitor);
este liga-se ao complexo TF—FVlla e, de forma dependente do FXa, impedindo a
producdo subsequente deste fator (FERRIER, 2019).

Na via intrinseca, diferentemente do exposto no paragrafo anterior, todos os

fatores da coagulacdo envolvidos estdo presentes na circulagdo sanguinea. Essa via
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envolve duas fases: a fase de contato e a fase de ativacdo do FX. A fase de contato
resulta na ativacdo do FXII (também conhecido como fator de Hageman), por
alteracdo conformacional resultante da ligagdo a uma superficie carregada
negativamente. A sequéncia de eventos que leva a ativacdo do FX a FXa pela via
intrinseca € iniciada pelo FXlla. O FXlla ativa o FXI, e o FXla ativa o FIX, uma serina-
protease que contém gama-carboxiglutamato. O FIXa combina-se com o FVllla e este
complexo ativa o FX, outra serina-protease que contém gama-carboxiglutamato. O
complexo contendo FIXa, FVllla e FX forma-se em regides expostas da membrana,
carregadas negativamente, e o0 FX é ativado a FXa. Este complexo €, por vezes,
denominado complexo Xase. A sua ligacdo aos fosfolipideos da membrana requer
fons Ca?* (FERRIER, 2019).

O Fator X ativado (FXa) produzido pelas vias intrinseca e extrinseca inicia a via
comum, uma sequéncia de reacdes que resulta na geracao de fibrina. O FXa associa-
se ao Fator V ativado (FVa) e, na presenca de Ca?* e fosfolipideos, forma um
complexo ligado & membrana conhecido como protrombinase. Este complexo cliva a
protrombina (FIl) em trombina (Flla), processo que ocorre pela ligacdo dos ions Ca?*
aos residuos de gama-carboxiglutamato presentes no Fll, removendo-os. A trombina
(Flla), por sua vez, € capaz de clivar o fibrinogénio (Fl), liberando fibrinopeptideos A
e B e convertendo-o em fibrina (Fla). Devido a perda de carga, os monémeros de Fla
passam a ser capazes de associar-se de forma ndo covalente em uma espécie de
matriz desorganizada, formando um coagulo frouxo (soluvel) de fibrina. O Fator XllI
da coagulacdo, uma transglutaminase que também ¢é ativada pela trombina, liga
covalentemente o grupo gama-carboxamida de um residuo de glutamina de uma
molécula de Fla ao grupo €-amino de um residuo de lisina de outra molécula,
formando uma ligacao isopeptidica e liberando amdnia, resultando em um coagulo
mais resistente e estavel (FERRIER, 2019), cuja estrutura pode variar de acordo com
espessura das fibras, nimero de pontos de ramificagédo, porosidade e permeabilidade
dos géis, dependendo das condicbes de polimerizacdo, como concentracbes de
fibrinogénio e trombina, concentracéo de sal, pH, temperatura e a presenca de outras
proteinas plasmaticas (por exemplo, fibronectina e albumina) (BROWN; BARKER,
2014; NOORI, 2017). A representacdo esquemaética da cascata da coagulacdo esta

ilustrada na Figura 1.
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Figura 1 — Representacdo esquematica da cascata da coagulacéo

Viaintrinseca . i
Via extrinseca

FXIl — FXlla

FVII
FXI —Y—» FXla J TF, PLCE*
FIX ——=—>FIXa
PL, Ca? FVlla-TF
FVIIl—— FVIIIa\ J (-) TFPI
EX PL, ca* ,» FXa PL, Ca?* FX
FV ——— FVa\
. v - .
Protrombina (FIl) PL Ca?* Trombina (Flla)

Viacomum

Fibrinogénio (FI)———— Fibrina (Fla) + fibrinopeptideos

Flla
l FXllla+—— EXII

Coagulo de Fibrina

a = ativo; F = fator; TF = fator tecidual; TFPI = inibidor da via do fator tecidual; PL = fosfolipideo; Ca?*
= calcio; Gla = gama-carboxiglutamato.
Fonte: A autora (2022).

Quando o coagulo ndo é mais necessario, a fibrindlise é ativada para dissolver
eficientemente os coagulos e evitar a trombose. A plasmina que circula no sangue
como precursor do plasminogénio é considerada a principal enzima fibrinolitica. O
plasminogénio adere ao coagulo de fibrina e € ativado em plasmina pela acdo de
ativadores de plasminogénio. ApGs a ativacdo, a plasmina cliva a fibrina em locais
especificos e libera produtos sollveis da digestao da fibrina no sangue circulante
(CHERNYSHI et al., 2015).

2.1.1 Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma glicoproteina soluvel sintetizada pelo figado e é
considerada a principal proteina estrutural do plasma humano, onde esta presente em
uma concentracdo de 2-4 mg/mL (JENKINS et al., 2018). A molécula de fibrinogénio
consiste em um dimero composto por trés cadeias polipeptidicas diferentes: Aa (610
residuos de aminoécidos), BB (461 residuos de aminoacidos) e y (sendo 411 residuos
de aminod&cidos presentes em sua forma maijoritaria: yA) unidas por pontes dissulfeto,

com uma massa molecular total igual a 340 KDa (BUTERA; HOGG, 2020). As por¢des
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N-terminais das cadeias polipeptidicas se unem para formar o dominio E, ao centro
da molécula, enquanto dois dominios D sao formados pelas por¢des C-terminais das
cadeias Bf3 e por uma pequena fracdo das cadeias y e Aa. As porgdes C-terminais da
cadeia Aa projetam-se dos dominios D e formam outros dois dominios denominados
aC (Figura 2). O dominio central (dominio E) possui uma carga elétrica residual
negativa, o que resulta em repulsao entre moléculas de Fibrinogénio.

Durante a reacédo de conversao de fibrinogénio em fibrina, catalisada pela
trombina, os fibrinopeptideos A (FPA) e B (FPB) sao separados das cadeias Aa e Bf3,
respectivamente (PIETERS; WOLBERG, 2019). A molécula de fibrinogénio possui
trés sitios de ligacdo altamente especificos para o Ca?*: um localizado no dominio E,
e outros dois nos dominios; além disso, possui também sitios de ligacdo especificos
para o FXIII (situados na porgéo C-terminal da cadeia y) e trombina (por¢éo C-terminal
da cadeia y e dominio E central). A integridade desses sitios de ligacdo é importante
para a manutencdo das propriedades de polimerizacdo da proteina (PIETERS;
WOLBERG, 2019; GAULE; AJJAN, 2021).

Figura 2 — Representagdo da molécula de fibrinogénio e seus dominios (C, D e E)

Dominio E

|2

Dominio ac Dominio el

Dominio D Dominio D

FPA: fibrinopeptideos A / FPB: fibrinopeptideos B
Fonte: Adaptada de Bertolini, Goss e Curling (2013, p. 197).

2.1.2 Trombina

A trombina (Flla) € uma enzima proteolitica do tipo serina-protease, formada
nos estagios finais da cascata da coagulagdo. Tem como precursora a protrombina
(FI1), que integra o grupo das Euglobulinas plasmaticas (ALVES et al., 2021) e esta
presente no plasma humano em uma concentragdo média de 110 mg/mL (AHMAD et
al., 2015). A estrutura molecular da trombina consiste em duas cadeias polipeptidicas

ligadas covalentemente entre si por pontes dissulfeto, entre Cysl e Cys122: cadeia A,
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gue contém 36 aminoacidos residuais; e cadeia B, com 259 aminoacidos residuais,
onde se encontram seus principais sitios ativos de ligacéo (Figura 3). A cadeia A tem
recebido pouco enfoque em estudos a respeito da trombina é considerada apenas um
apéndice do processo de ativacdo da protrombina, sendo até mesmo dispenséavel para
essa funcdo (DI CERA, 2008). No entanto, varias mutacfes naturais da molécula
proteica envolvem residuos da cadeia A (PELC et al., 2022).

Na superficie da molécula de trombina estéo dois sitios especificos chamados
Exositios | e Il. O Exositio | contém varios residuos de aminoacidos positivamente
carregados, dando origem a um intenso campo eletrostatico. Esse exositio &
importante para ligacdo da trombina ao dominio E da molécula de fibrinogénio,
durante a conversao desse em fibrina (KAHLER et al., 2020). Do lado oposto ao
Exositio |, uma estrutura em hélice C-terminal e seus dominios vizinhos hospedam um
namero de residuos positivamente carregados e formam o Exositio I, responsavel,
entre outras coisas, por promover a ligacdo da trombina a cadeia y da molécula de
fibrinogénio (DI CERA, 2008; XIAO, 2018; KAHLER et al., 2020).

Figura 3 — Estrutura molecular em 3 dimens@es da trombina humana e suas cadeias A e B

Cadeia A

Fonte: Protein Data Bank (PDB): http://rcsb.org (2022).

Além de cumprir um papel fundamental na cascata da coagulacdo sanguinea,
a trombina também desempenha outras importantes funcdes fisioldgicas relacionadas
a hemostasia: estimula a agregacédo plaquetaria e a proliferacdo celular e modula a
contracdo da musculatura lisa. Esses efeitos sdo desencadeados pela interacao da

trombina com receptores especificos acoplados a proteina G (FERRIER, 2019).
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2.2 O SELANTE DE FIBRINA COMO MEDICAMENTO HEMODERIVADO:
ASPECTOS DA PRODUCAO INDUSTRIAL, REGULATORIOS E PERSPECTIVAS
COM BASE NO MERCADO MUNDIAL

De acordo com a Instrugdo Normativa N° 137 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, os medicamentos hemoderivados sdo aqueles derivados do sangue ou
plasma humanos preparados com base em hemocomponentes, por meio de um
processo de fracionamento industrial realizado por estabelecimentos publicos ou
privados (BRASIL, 2022). Nessa categoria encontra-se o Selante de Fibrina (ou Cola
de Fibrina), que pode ser definido como uma preparacdo farmacéutica, estéril e
apirogénica, constituida por um conjunto contendo dois componentes: o concentrado
de fibrinogénio e uma preparacdo que contém trombina humana (ANVISA, 2019) e
cujas especificagbes de fabricacdo e controle de qualidade encontram-se
disponibilizadas na Farmacopeia Brasileira. Sua producdo industrial deve estar
baseada no cumprimento das Boas Praticas de Fabricacdo de Medicamentos
Biologicos e Boas Préticas do Ciclo Produtivo do Sangue, conforme a legislacéo
vigente, visando garantir a sua qualidade, seguranca e eficacia.

A producéo industrial dos selantes de fibrina é realizada pelo fracionamento de
milhares de litros de plasma humano (BURNOUF, 2018). O fibrinogénio € mais
comumente obtido a partir da fracdo | do método de Cohn, baseada na técnica de
precipitacdo plasméatica desenvolvida por Cohn e colaboradores em 1946 e que
consiste na aplicacdo de um gradiente de etanol, pH e temperatura para obtencao de
cinco fracBes contendo diferentes proteinas plasmaticas (COHN et al., 1946), ou do
crioprecipitado, definido como a fracdo de plasma insoltvel em frio, obtida a partir do
plasma fresco congelado, contendo glicoproteinas de alto peso molecular,
principalmente fator VIII, fator de Von Willebrand, fator Xlll e fibrinogénio (BRASIL,
2017); seguido de uma etapa de ultrafiltragdo, que aumenta a concentragcdo do
produto para cerca de 80 g/L; uma ou mais etapas de inativacdo/ remocéo viral que
demonstrem a eliminacdo ou inativacdo dos agentes infecciosos virais conhecidos
(BERTOLINI; GOSS; CURLING, 2013; BURNOUF, 2018). De acordo com a
farmacopeia brasileira, caso sejam utilizadas substancias quimicas para inativar os
virus durante a producgdo, o processo de purificacdo posterior deve demonstrar,
mediante validacéo, que a concentracdo das substancias inativadoras foi eliminada

ou reduzida a niveis aceitaveis segundo normas vigentes e que 0s eventuais residuos



24

nao possam Vvir a trazer riscos aos pacientes (ANVISA, 2019). Os principais métodos
para inativacéo e remocao viral utilizados na preparacao de fibrinogénio pela industria
de hemoderivados, eficazes contra virus envelopados (como os virus das hepatites B
e C e da imunodeficiéncia humana adquirida) sdo: solvente/detergente (S/D);
pasteurizacdo, tratamento por vapor aquecido e nanofiltracdo (BURNOUF et al.,
2019). Um resumo das técnicas de inativacdo viral esta apresentado no quadro 1.
Outras medidas que reforcam a seguranga desses produtos sdo: a triagem dos
doadores de sangue (que devem estar saudaveis e cumprirem 0s requisitos dispostos
na legislacdo vigente) e testagem sorolégica e antigénica de cada doacdo,
individualmente. As unidades de plasma devem apresentar o resultado negativo para
anticorpos contra o virus tipo 1 e tipo 2 da imunodeficiéncia humana (anti-HIV-1 e anti-
HIV-2); anticorpos contra o virus da hepatite C (anti-HCV) e o antigeno de superficie
do virus da hepatite B (HBsAg) (BRASIL, 2017; ANVISA, 2019).

Quadro 1 — Principais técnicas de inativacao viral utilizadas para a fabricagédo de selantes de fibrina
na inddstria de hemoderivados
Combinacéo de tri-n-butilfosfato e

detergentes (Triton X100, Tween
80) por um dado periodo de tempo.
A inativagdo viral se da pelo
Solvente/Detergente (S/D) rompimento do envelope viral.
Apos o tratamento com S/D, o
produto precisa passar por um
processo de cromatografia para

retirada dos reagentes.

Aquecimento a 60° durante 10
horas. A depender da natureza do
Pasteurizacdo produto, pode ser adicionado um
agente termo-protetor, que devera
Inativacao viral ser posteriormente removido por

diafiltracéo.
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Exposicdo do produto a um
gradiente de temperatura que vai
Vapor aquecido de 50 a 121°C, sob atmosfera de
gas inerte. O aumento da
temperatura e a pressao de vapor
sdo responsaveis pela inativagao

viral.

Filtracdo do produto em
Remocéo viral Nanofiltracéo membranas com poros de 0,22
uM.
Fonte: Adaptado de Burnouf (2018).

A trombina humana é obtida em escala industrial por um processo de ativacéo
de fracbes plasmaticas contendo protrombina humana através de sais de célcio
(BURNOUF, 2009). O fluxo de produc¢do envolve ainda combinac¢des de técnicas de
cromatografia e ultrafiltracdo, visando uma maior purificacdo e concentracao final do
produto (cerca de 500 Ul/mL). Etapas de inativacdo e remocéo viral também séo
necessarias, sendo solvente/detergente (S/D); pasteurizacdo e nanofiltracdo as mais
utilizadas (NOORI et al., 2017).

As preparacfes de selantes de fibrina podem conter ainda outros ingredientes
adjuvantes, como a fibronectina humana e um inibidor de plasmina, como a aprotinina,
e estabilizadores, como a albumina humana, adicionados antes ou durante a formacéo
da fibrina induzida pela trombina (ANVISA, 2019).

Os constituintes do Selante de Fibrina devem ser estéreis e apirogénicos,
sendo entdo distribuidos assepticamente nos recipientes finais e imediatamente
congelados. Os mesmos devem ser liofilizados e os recipientes fechados sob vacuo
ou sob gés inerte de forma que se evite qualquer contaminacdo microbiana (ANVISA,
2019).

Selantes de Fibrina estdo comercialmente disponiveis em diferentes marcas,
como Tisseel® (Baxter Healthcare, Deerfield, USA), Evicel® (Ethicon, Somerville,
USA), Beriplast P® (CSL Behring, King of Prussia, USA), entre outras. Na ultima
década houve um grande progresso na pesquisa direcionada ao desenvolvimento de
novos selantes cirdrgicos, bem como o refinamento dos ja existentes, com objetivo de
aumentar ainda mais a seguranca do medicamento, seu desempenho adesivo e as

propriedades mecanicas desse biomaterial (HEHER et al., 2018b). o mercado de
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Selantes de Fibrina ainda se encontra em notavel expansao, com um crescimento de
13% ao ano, superando a marca de 9.7 bilhées de ddolares em 2022, com um total de
30 empresas ao redor do mundo trabalhando no desenvolvimento de novos colas de
fibrina (MEDMARKET DILIGENCE, 2016). Esse crescimento pode ser explicado pela
aceitacdo cada vez maior dos selantes de fibrina pela classe médica para uso em
cirurgias (LOPEZCARASA-HERNANDEZ et al., 2021; SU et al., 2021; ORLANDINI et
al., 2021; CHOUDHURY et al., 2021), bem como a descoberta de novas aplicagbes
para esse produto, que incluem o carreamento e entrega de farmacos (RUBALSKII et
al.,, 2019), células e biomoléculas (BUJOLI; SCIMECA; VERRON, 2019;
DOMBROVSKAYA et al., 2020); e a utilizacdo da matriz de fibrina na engenharia de
tecidos (NOORI et al., 2017; SUBBIAH; GULDBERG, 2019).

Devido a ja a bem estabelecida seguranca e eficacia dos Selantes de Fibrina,
uma maior disseminacao de sua utilizacdo na pratica clinica pode depender apenas
de uma maior competitividade de precos de mercado, ja que se trata de um produto
de altissimo valor agregado (cerca de 100 délares/mL, sendo necessarios no minimo
5 mL por procedimento cirurgico) (YTHIER, 2020).

2.3 O SELANTE DE FIBRINA AUTOLOGO E OS DESAFIOS PARA GARANTIA DA
SEGURANCA DO PRODUTO FINAL

Selantes de fibrina podem ser preparados em escala industrial, ou por meio de
uma unica doacao de plasma, em hemocentros. Nesse caso, 0 hemoderivado pode
ser preparado a partir do plasma do préprio doador (autélogo), ou do plasma de outro
doador (heterdlogo) (DIETRICH et al., 2013). Em ambos os casos, a principal fonte de
fibrinogénio utilizada é o crioprecipitado (CRIO), devido a um maior rendimento
quando comparado a outras metodologias de precipitacdo dessa proteina, tais como
a utilizacdo de etanol, sulfato de amoénio e polietilenoglicol como agentes precipitantes
(BURNOUF, 2009).

A obtencdo do crioprecipitado se da pelo descongelamento lento de uma
unidade de Plasma Fresco Congelado (250-400 mL), a uma temperatura entre 1 e
6°C, seguido de uma centrifugacdo a 3000-4000 rpm, resultando em um volume
aproximado de 15 mL do CRIO, contendo cerca de 150-250 mg de fibrinogénio em
sua composicao (BRASIL, 2015).
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A trombina que compde os selantes de fibrina autdlogos pode ser derivada de
animais bovinos, o que pode favorecer rea¢des imunoldgicas adversas nos pacientes
que fazem uso do produto (SPOTNITZ, 2020), ou do plasma humano, através de
dispositivos desenvolvidos para ativar essa enzima na presenca de polimeros
esféricos carregados negativamente e sais de calcio (SEMPLE; MADSEN; SEMPLE,
2005; KUMAR; CHAPMAN, 2007; CHENNA; SHASTRY; DAS, 2021). Esse tipo de
sistema pode resultar em uma trombina com concentracdo entre 50 e 60 Ul/mL,
estavel por até seis horas em temperatura ambiente, caso seja adicionado 10-15% de
etanol na formulacgéao final, antes da adicéo ao plasma (SEMPLE; MADSEN; SEMPLE,
2005; KUMAR; CHAPMAN, 2007; CHENNA; SHASTRY; DAS, 2021).

O selante de fibrina autélogo possui a vantagem de diminuir significativamente
o risco de transmissao de doencas infecciosas transmitidas pelo sangue, além de
menores indices de reacdes adversas decorrentes de sua utilizagcdo, em comparacao
com o selante heterdlogo provindo de uma Unica doagcdo ou com o selante comercial
(NOORI et al., 2017). Em contrapartida, existem limitagdes quanto a producgao a partir
do plasma de pacientes dos quais a coleta de sangue nao é possivel, como aqueles
gue possuem algum tipo de disturbio da coagulacdo (BURNOUF, 2009). O Quadro 2
traz uma comparacao das vantagens e desvantagens dos diferentes tipos de selante

de fibrina.

Quadro 2 — Sintese das vantagens e desvantagens do selante de fibrina industrial e do fabricado a
partir de uma Unica unidade de plasma (autélogo e heterélogo)

Vantagens Desvantagens
Cola de fibrina Padronizacéo do conteudo proteico Alto custo
industrial Disponibilidade comercial Maior risco de reacdes adversas

Alta resisténcia a tracao

Cola de fibrina Menor custo Variabilidade lote a lote
fabricada a partir de Menor risco de rea¢Bes adversas Menos ligacBes cruzadas de
uma Unica unidade (autdloga) fibras de fibrina
de plasma Baixa resisténcia a tragao

Fonte: Adaptado de Noori et al. (2017).

O principal desafio na fabricacao de selantes de fibrina obtidos a partir de uma
Gnica unidade de plasma, autélogos ou heterdlogos, diz respeito a necessidade da
implantagdo de um processo de inativagéo viral do produto final nos hemocentros

onde estes sdo manipulados. A seguranca antiviral dos selantes de fibrina de dadores
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anicos baseia-se, atualmente, apenas na selecdo adequada dos dadores e no
rastreio, por meio de testes laboratoriais, de possiveis patégenos (BURNOUF, 2018;
BURNOUF et al., 2019). Faz-se necessario o cumprimento rigoroso das Boas Préticas
de Fabricacéo e de Hemovigilancia para garantir que este hemoderivado néo seja uma

fonte de infeccéo ao usuario.

2.4 A MATRIZ DE FIBRINA COMO SISTEMA DE CARREAMENTO E ENTREGA DE
MOLECULAS

Os sistemas de carreamento e entrega de moléculas, também conhecido como
sistemas de Drug Delivery, foram desenvolvidos com o objetivo primério de otimizar a
eficiéncia terapéutica de farmacos (SUR et al., 2019). Esses sistemas possuem a
capacidade de controlar a distribuicdo de substancias através de transportadores
macromoleculares (WAGHULE et al., 2019). Dentre os materiais que podem ser
utilizados para desenvolvimento de sistemas de Drug Delivery, a matriz de fibrina
destaca-se pelas suas propriedades estruturais, mecéanicas e bioldgicas inerentes,
como biocompatibilidade, estrutura tridimensional e tempo de degradacdo (MIRON;
ZHANG, 2018). O conceito de carreamento e entrega de moléculas através de uma
matriz de fibrina baseia-se na sua incorporacdo em uma formulacao de fibrinogénio +
trombina, posteriormente aplicada no local desejado, além dessa entrega também
poder ser adaptada utilizando-se estruturas como microesferas ou nanoparticulas
para controlar a cinética de liberacdo da molécula entregue (RAJANGAM; AN, 2013;
HERHER et al., 2018).

O perfil de liberacdo de uma molécula bioativa depende do seu modo de
interacdo com a fibrina (taxa de difuséo) e das propriedades mecéanicas da matriz em
combinagcdo com a atividade fibrinolitica na area de aplicacéo (taxa de degradacéao)
(CHIU et al., 2012). As principais abordagens para modular a cinética de liberagéo se
concentraram em modificar as propriedades biofisicas da matriz de fibrina ou modificar
a substéncia de interesse de forma a alterar a interagéo entre as duas (HEHER et al.,
2018a). As propriedades estruturais e mecanicas da matriz de fibrina podem ser
modificadas variando sua composi¢cdo, ou seja, as concentracfes de fibrinogénio,
trombina e FXllla. Esses parametros, até certo ponto, definem a microestrutura do
coagulo (tamanho do poro, densidade), rigidez e resisténcia a fibrindlise e

demonstraram afetar a cinética de liberacdo de substancias (DE MELO et al., 2020).
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A matriz de fibrina vem se mostrando eficaz como sistema de entrega e
liberacdo de diversas biomoléculas terapéuticas como fatores de crescimento,
citocinas e antibiéticos, além de variados tipos de células e particulas nanométricas
que sao capazes de limitar e contornar o sistema imunologico de modo a minimizar
potenciais reacfes de corpo estranho nos tecidos do hospedeiro (HEHER et al.,
2018a). O Quadro 3 resume alguns dos principais estudos in vivo, pioneiros na
utilizacdo da matriz de fibrina como sistema de Drug Delivery em diferentes areas da

medicina.

Quadro 3 — Principais estudos pioneiros in vivo baseados na matriz de fibrina como Drug Delivery

Aplicacdo médica

Molécula carreada

Conclusao

Referéncia

Tratamento de Ulcera

Fator de crescimento

Aumento da

Pandit et al. (1998)

crénica aFGF angiogénese e
crescimento de epitélio
Isquemia dos Fator de crescimento Aumento da Jeon et al. (2005)

membros posteriores

bFGF e heparina

angiogénese

Retalho isquémico

Fator de crescimento
VEGFi65

Aumento da

angiogénese

Mittermayr et al.
(2008)

Ferimento cutaneo

Fatores de
crescimento:
VEGF165 e PDGF-BB
ligado a peptideo
PIGF2

Aumento da
angiogénese e cura do

ferimento

Martino et al. (2014)

Infecg&o por MDR S.

aureus

Vancomicina

Supressao da infecgéo
local e ferimento

subcutaneo

Ozaki et al. (2014)

Infecg&o por MDR S.

Estreptomicina e

Eliminacéo efetiva da

Woolverton et al.

aureus Tetraciclina sepse peritoneal (1999); Woolverton et
induzida por S. aureus | al. (2001)
Infeccéo por P. Tobramicina Reducéo do Frucht-Perry et al.
aeruginosa crescimento (1992)
bacteriano na
superficie cérnea
Quimioterapia Topotecan Regresséo do tumor Geer, Swartz e

(retinoblastoma)

Andreadis (2005)

Quimioterapia

(retinoblastoma)

Carboplatina

Regresséo do tumor

Van Quill et al. (2005)
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mesenquimais caninas

Regeneracao Queratindcitos e fator | Aumento da re- Gwak et al. (2005)
epidérmica de crescimento EGF epitelizacéo
Odontogénese Células-tronco Melhora na Ito et al. (2006)

regeneracgdo dentaria
e crescimento do

dente completo

Regeneracgdo 6ssea

Adenovirus
expressando gene
BMP7

Aumento da formacé&o
Ossea apos
implantacdo

intramuscular

Schek, Hollister e
Krebsbach (2004)

Regeneracéo epitelial

Adenovirus
expressando gene
eNOS

Aumento no indice de
regeneracao epitelial

em Ulceras cronicas.

Breen et al. (2008)

Neovascularizagéo

Plasmideo
expressando gene
PTN

Aumento da
neovascularizacao na

isqguemia do miocérdio

Christman et al. (2005)

Retalho isquémico

Plasmideo
expressando gene
VEGF-A + lipofetamina

Melhora na
angiogénese com
elevada perfuséo

tecidual

Michlits et al. (2007)

Fonte: A autora (2022).

2.5 A INCORPORACAO DE AGENTES ANTIMICROBIANOS EM MATRIZES DE
FIBRINA PARA PREVENCAO DE INFECCOES DE SiTIO CIRURGICO (ISC)

As infeccbes de sitio cirtrgico (ISC) podem em ocorrer em feridas criadas por

um procedimento cirdrgico ou pés-operatéria de qualquer cavidade, 0sso, articulacéo
tecido ou proteses envolvidas e atualmente é considerada a complicacdo pos
operatéria mais comum, com significativa morbimortalidade, e representa 17% das
infeccbes relacionadas a assisténcia a saude (COSTA; SANTA-CRUZ; FERRAZ,
2021). Pacientes com ISC tém cinco vezes mais chances de serem readmitidos em
30 dias e duas mais de Obito, em comparagdo com aqueles que ndo a desenvolvem.
Além disso, elas dobram a permanéncia e os custos hospitalares e, portanto, também
representam problema econdmico consideravel
(ANDERSSON; SOREIDE; ANSARI, 2019).

Os organismos que a causam as ISC sdo geralmente enddgenos ao paciente,

para o sistema de saude

e provém da pele ou de qualquer viscera que foi aberta em cirurgia, sendo
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Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Acinetobacter
baumannii multirresistente (MDRAB) e Pseudomonas aeruginosa multirresistente
(MDRP) o0s agentes contaminantes mais comuns (BANIASADI; ALAEEN;
SHADMEHR, 2016; GESSMANN et al., 2018). A antibioticoterapia tem como objetivo
prevenir infec¢des de sitio cirargico, por meio da diminuicdo da carga microbiana no
local da operacdo (COSTA; SANTA-CRUZ; FERRAZ, 2021). A escolha do antibiotico
deve se basear no espectro de agdo contra 0os patdgenos mais comuns que causam
ISC. Desse modo, as cefalosporinas séo frequentemente os medicamentos de
escolha, dado as suas propriedades amplamente estudadas, eficacia comprada e por
possuir um baixo custo de aquisicdo (KHAN; KHAN, 2019).

A profilaxia antimicrobiana é um dos principais métodos de prevencdo as
Infeccdes de Sitio Cirlrgico, mas o enfrentamento a esse problema encontra
dificuldades no tocante ao uso inadequado dos medicamentos antibioticos, que
promove o surgimento de cepas bacterianas resistentes (TAN et al., 2018). Portanto,
um método promissor para a prevencdo de ISC € o uso topico direto de
antimicrobianos na inciséo cirurgica, pela incorporacdo do agente antimicrobiano ao
selante de fibrina.

Um estudo realizado por Gessmann et al avaliou a eficacia da incorporacao de
vancomicina, gentamicina e linezolida, em concentracdes de 5-300 pg/mL, a um
selante de fibrina e sua acdo antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. Esse
estudo in vitro concluiu que a matriz de fibrina pode ser usada na administragéo local
de certos antibiéticos em um procedimento cirdrgico. Entre os trés antibioticos
testados, vancomicina e gentamicina se mostraram como candidatos mais Uteis a
essa finalidade (GESSMANN et al., 2018). Ozaki et al. avaliou a matriz de fibrina como
um sistema de liberacdo sustentada de vancomicina contra Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA). Os resultados apontaram que a administracdo topica
de uma dose de 15 mg/mL de vancomicina incorporada a um selante de fibrina foi
eficaz contra infecgéo localizada de enxerto de MRSA, sem administragao sistémica
do antibidtico (OZAKI et al., 2014). Em um estudo sobre a utilizagéo de tetraciclina
incorporada a uma matriz de fibrina para controle de infecgdo peritoneal por
Staphylococcus aureus, Woolverton et al. avaliou que camundongos tratados
profilaticamente com selante de fibrina + tetraciclina (500 mg/kg) apresentaram altos
percentuais de sobrevivéncia, em comparacao ao grupo controle. Concluiu-se que a

7

fibrina € um excelente veiculo para entrega prolongada de tetraciclina de baixa
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solubilidade; tetraciclina proveniente da matriz de selante de fibrina € uma terapia
adequada para peritonite provocada por S. aureus; selante de fibrina + tetraciclina
controla a infecgdo localizada sem uma concentracdo mensuravel de tetraciclina
sistémica (WOOLVERTON et al., 2001). Frucht-Perry et al. estudou a eficacia da
administracdo tépica de tobramicina (3,5 mg), adicionadas a mega lipossomas
multivesiculares incorporados a um selante de fibrina, para a administracdo em
corneas de coelho infectadas com Pseudomonas aeruginosa. O estudo concluiu que
0s mega lipossomas encapsulados com tobramicina podem servir como adjuvante (til
no tratamento da ceratite causada por Pseudomonas (FRUCHT-PERRY et al., 1992).

A administracdo tépica de antibidticos através dos selantes de fibrina pode
ajudar a tratar infec¢des a nivel local e reduzir o uso sistémico de antibiéticos potentes
(OZAKI et al., 2014). O interesse em pesquisas cientificas para auxiliar na prevencao
de infeccbes de sitio cirdrgico cresce substancialmente, na medida em que
apresentam uma perspectiva de reduzir o custo atrelado a tecnologia de obtencao dos
selantes de fibrina, que atualmente pode inviabilizar a utilizagdo desse recurso
terapéutico na préatica médica (COSTA; SANTA-CRUZ; FERRAZ, 2021).
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3 METODOLOGIA

3.1 DECLARACAO DE ETICA

As bolsas de plasma utilizadas nesse trabalho foram fornecidas pela Fundacgéo
de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE). O protocolo do estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Plataforma Brasil, com CAAE —
Certificagdo de  Apresentacdo para  Apreciagdo FEtica —  namero:
57637516.7.0000.5208. Os pacientes ndo foram identificados e os dados do estudo
foram analisados anonimamente. As bolsas fornecidas pelo hemocentro possuem
sorologia negativa para HIV /1l hepatites B e C, sifilis, doenca de chagas, HTLV /I,
conforme preconizado na Portaria Consolidada n° 5 do Ministério da Saude, Art. 130
(BRASIL, 2017).

3.2 OBTENCAO DE CONCENTRADOS DE FIBRINOGENIO E TROMBINA
PLASMATICOS PARA FORMULACAO DO SELANTE DE FIBRINA

3.2.1 Obtencéao do crioprecipitado

Um total de quarenta bolsas de plasma, congeladas em freezer a -80°C e
armazenadas a -30°C, foram descongeladas lentamente a -4°C, durante 12 horas.
ApoOs essa etapa, as bolsas foram centrifugadas a 3500 rpm, 4°C por 10 minutos. O
crioprecipitado contendo fibrinogénio foi recuperado pela separag¢do do centrifugado
e 0 sobrenadante foi utilizado nas etapas seguintes de precipitacdo de Euglobulinas
plasméticas.

3.2.2 Dosagem de Fibrinogénio no crioprecipitado

Os ensaios foram realizados em analisadores automatizados (ACL TOP®,
Instrumentation Laboratory, Kirchheim, Alemanha), utilizando reagentes (HemosIL®,
Instrumentation Laboratory) da mesma empresa. Foram utilizados lotes Unicos de
todos os reagentes. A concentracdo de fibrinogénio foi medida por meio de teste
coagulométrico, tendo como controle validado, plasmas com concentracdo

padronizada da proteina. Os ensaios quantitativos foram calibrados com plasma de
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calibracdo (HemoslL®, Instrumentation Laboratory). Os experimentos foram
realizados em duplicata. A analise estatistica descritiva dos resultados foi feita

utilizando o programa Excel®.

3.2.3 Precipitacéo das Euglobulinas plasmaéaticas

O plasma sobrenadante do crioprecipitado (Plasma Isento de Crio — PIC) foi
coletado e foram ajustadas as condigcbes de precipitagdo das Euglobulinas
plasmaticas (ALVES et al., 2021). Em uma bolsa plastica de transferéncia, adicionou-
se 100 mL do PIC, 400 mL de solucéo de glicose 5% (m/v) e 15 mL de HCI 1M, de
modo que o pH atingisse o valor de 5.3, ponto isoelétrico das Euglobulinas. A bolsa
foi centrifugada a 3500 rpm, durante 10 minutos, a 4°C. O precipitado contendo

Euglobulinas foi recuperado e o sobrenadante descartado.

3.2.4 Avaliacdo qualitativa da atividade da Protrombina Plasmética utilizando a
técnica do Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa)

Essa etapa teve como objetivo avaliar, de forma qualitativa, a funcionalidade
da Protrombina plasmética, contida no grupo das Euglobulinas. Inicialmente, os
precipitados obtidos na etapa 3.2.3 foram ressuspendidos com 10 mL de &agua
destilada e amostras foram encaminhadas para testagem. O procedimento para a
realizacdo do teste de TTPa manual foi realizado de acordo com as instrucdes do kit
WAMA DIAGNOSTICA® - COAGULACAO TTPA. O reagente Cloreto de Célcio 0,02
M foi pré-incubado em banho-maria a 37°C. Pipetou-se 100 pL do plasma controle e
das amostras proteicas em respectivos tubos de ensaio. Os tubos foram incubados
em banho maria a 37°C. Apo6s 2 minutos, foram adicionados em cada um dos tubos
100 pL do reagente TTPa e ap0s 5 minutos de incubacao, transferiu-se 100 pL do
reagente Cloreto de Calcio 0,02 M pré-incubado nos tubos de ensaio. O experimento
foi realizado em duplicata.
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3.2.5 Padronizacdo da concentracdo de calcio para conversao da protrombina

em trombina

O objetivo dessa etapa foi padronizar a fonte de calcio para conversao da
protrombina em trombina. Foram utilizadas solu¢fes de sais de calcio, em diferentes
concentracbes (Cloreto de Célcio 0,02M; 0,2M; 2M; Carbonato de Célcio 0,02M;
0,2M), para ressuspensdo do precipitado obtido na etapa 3.2.3. A mistura de
precipitado + solucdo de calcio foi deixada em repouso por aproximadamente 60
minutos. O desempenho de cada agente de ressuspensao foi avaliado na etapa
subsequente desse estudo (3.2.6), em que a capacidade coagulante do produto da

reacao do céalcio com a protrombina foi testada.

3.2.6 Teste de formacao de coagulo de fibrina

Foram adicionadas a um tubo de ensaio partes iguais (1:1) do produto obtido
na etapa 3.2.5 e de crioprecipitado (item 3.2.1) para avaliacdo da formac&o de um

coagulo de fibrina. O tempo de coagulacgéo foi registrado.

3.2.7 Determinacao da concentragéo da solugéo contendo Trombina Humana

Para determinar a concentracdo de trombina purificada neste trabalho, foi
utilizado o método de Clauss invertido (SEMPLE et al., 2005), em que uma fonte de
fibrinogénio de concentracdo conhecida (plasma) € adicionada a amostra de trombina
a ser testada, e entdo o tempo de coagulacdo é medido. Inicialmente foi feita uma
curva de calibracdo, em que a trombina padréo, de concentra¢do 100 Ul/mL, foi diluida
em agua destilada nas proporcdes: 1, 1:2, 1:5, 1:10 e 1:20. Para a realizacdo da
técnica, a amostra de plasma padréo foi diluida em 1:10 (0,1 mL de plasma e 0,9 mL
de tampao Imidazol 50 mmol/L, Azida Sédica 0,05%) e entdo 0,2 mL dele foi incubado
em banho-maria a 37°C por 5 minutos. Para cada ponto da curva, adicionou-se 0,1
mL das diferentes diluicbes de trombina padréo e o crondémetro foi simultaneamente
disparado. Foram registrados os tempos de formacao de coagulo. O grafico da curva
de calibracao foi feito no programa Excel®, aplicando os valores de concentracao de

trombina no eixo X e os tempos de coagulagéo no eixo Y (Figura 8).
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Para realizar a dosagem da trombina purificada no presente trabalho, as
amostras foram diluidas na proporc¢éo 1:5 e a concentracao foi estabelecida com base
na curva de calibracdo obtida. O experimento foi realizado em duplicata. A andlise

estatistica descritiva dos resultados foi feita utilizando o programa Excel®.

3.3 INCORPORACAO DE AGENTES ANTIMICROBIANOS A SOLUCAO DE
TROMBINA E TESTE DE FORMACAO DE COAGULO

Para esse ensaio foram utilizados cloridrato de vancomicina 50 mg/mL e sulfato
de gentamicina 40 mg/mL. Cada agente antimicrobiano foi adicionado a um tubo de
ensaio contendo solucdo de trombina, nas proporc¢des de 1:10; 1:20 e 1:40, como

indicado na Tabela 1.

Tabela 1 — Adicdo de cloridrato de vancomicina 50 mg/mL e sulfato de gentamicina 40 mg/mL a
amostras de solucéo de trombina, nas proporc¢des 1:10; 1:20; 1:40, para realizacdo do teste de
formacao de coagulo

Diluicéo Volume do agente Volume de solugéo
antimicrobiano* trombina
1:10 500 pL 4,5 mL
1:20 250 pL 4,75 mL
1:40 125 pL 4,875 mL
tubo controle - 5mL

*cloridrato de vancomicina ou sulfato de gentamicina
Fonte: A autora (2022).

As solugBes de trombina enriquecidas com antibidtico, bem como a amostra
controle, foram misturadas a 5 mL de crioprecipitado (proporcao 1:1), para um novo
teste de formacédo de coagulo. O tempo de coagulacéo foi verificado, bem como as
caracteristicas macroscoépicas dos coagulos de fibrina formados. O experimento foi

realizado em triplicata.
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3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE DOS AGENTES ANTIMICROBIANOS
INCORPORADOS A MATRIZ DE FIBRINA FRENTE A ESPECIE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

3.4.1 Preparo do inéculo

A partir de uma cultura estoque de Staphylococcus aureus (ATCC 6538), uma
aliquota do microrganismo foi inoculada nas seguintes condi¢cdes: meio de cultura
caldo brain-heart infusion (BHI); temperatura de incubacdo de 35°C; por 24 horas.
Apoés a incubacao, realizou-se uma centrifugacdo, apos a qual o sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi ressuspendido com solucéo salina estéril, de modo a se
obter uma concentragdo final de 1 x 108 UFC/mL. A concentragdo final do

microrganismo foi confirmada por um teste turbidimétrico (escala McFarland).

3.4.2 Ensaio microbioldgico

O ensaio microbiolégico foi realizado pelo método automatizado de
hemocultura BACTEC™ FX. Foram adicionados aos recipientes préprios do sistema
BACTEC™ FX: 5mL da solugao de trombina acrescida enriquecida com antibiético (5
mL de trombina sem antibiético para controle positivo); 50 pL de suspenséao bacteriana
e 5mL de crioprecipitado. Ap6s a formacédo do coagulo de fibrina, os recipientes foram
incubados no BACTEC™ FX por um total de 72 horas. A presenca ou ndo de
Staphylococcus aureus foi avaliada ap6s 6, 12, 24, 48 e 72 horas de incubacéo frente

as diferentes preparacfes de matriz de fibrina contendo antimicrobianos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 4 resume a técnica, desenvolvida no presente estudo, de obtencéao de
fibrinogénio e trombina para a formulagdo de um selante de fibrina autdlogo em

hemocentros.

Figura 4 — Fluxograma da técnica de obtencéo de fibrinogénio e trombina humanos a partir de uma
Unica unidade de plasma

Bolsa de plasma

Descongelamento a 4 C por 12h
Centrifugagéo 3500 rpm, 4° C, 10min

Dosagem de fibrinogénie—| crioprecipitado | | criosobrenadant e |
(concentragdoem mg/dL)

Diluicado de 1:5 em solugéo de glicose 5%
Adicdo de HCL 1M (pH 5.3)

| ppt. de Euglobulinas |

Ressuspensdoem 10 mlCaCO;0,2M

Dosagem de trombina—| solugao de trombina |

(concentragao em Ul/mL)
HPLC (verificagado de purezg

Fonte: A autora (2022).

4.1 OBTENCAO DE CONCENTRADOS DE FIBRINOGENIO E TROMBINA
PLASMATICOS PARA FORMULACAO DO SELANTE DE FIBRINA

A partir dos crioprecipitado e sobrenadante obtidos a partir do
descongelamento das 40 bolsas de plasma e posteriores centrifugacdes, realizou-se
a dosagem do fibrinogénio e da trombina resultantes (Figura 5). O crioprecipitado
formado foi imediatamente ressuspendido em 15 mL de plasma, como preconizado
pela Portaria Consolidada n° 5 do Ministério da Saude (BRASIL, 2017).
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Figura 5 — (A) 10 mL de solucao contendo trombina humana / (B) fragéo proteica correspondente ao
crioprecipitado (indicado pela seta), formada na bolsa de plasma sob temperatura de 4°C

Fonte: A autora (2022).

4.1.1 Dosagem de Fibrinogénio no Crioprecipitado

O resultado das dosagens de fibrinogénio nas amostras de crioprecipitado esta

disposto nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2 — Concentragdes de fibrinogénio (mg/dL) nas amostras de crioprecipitado determinadas por
ensaio coagulométrico automatizado

ID Concentragao ID Concentragao ID Concentracéo ID Concentracéo
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Duplicata Duplicata Duplicata Duplicata

CRIONn°1 1175 1189 CRIOn°11 1225 1197 CRIOn°21 915 922 CRIONn®°31 1285 1288
CRIONn°2 1995 1783 CRIONn°12 240 252 CRIO n° 22 3010 2998 CRIONn°32 2365 2357
CRION°3 1860 1748 CRIONn°13 770 783 CRIO n° 23 1005 1000 CRION°33 3980 3974
CRIONn°4 1385 1330 CRIOn°14 1550 1555 CRIOnN®24 1195 1192 CRIOn°34 3010 3002
CRION°5 3450 3462 CRIOn°15 1010 1004 CRION®25 1225 1236 CRIOn°35 2015 2011
CRIONn°6 1925 1937 CRIONn°16 665 673 CRIO n° 26 1460 1467 CRIONn°36 1895 1899
CRIONn°7 3340 3374 CRIONn°17 875 881 CRIO n° 27 840 838 CRIONn®°37 755 763

CRIONn°8 3810 3793 CRIONn°18 600 612 CRIO n° 28 760 756 CRION®°38 830 821

CRION°9 850 872 CRION®°19 2795 2803 CRION®29 260 262 CRION®°39 960 988
CRION°10 1190 1202 CRIONn°20 1265 1271 CRION®°30 1550 1547 CRIOn°40 1020 1024

ID: Identificagéo da amostra
Fonte: A autora (2022).
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Tabela 3 — Andlise estatistica descritiva do resultado das dosagens de fibrinogénio em amostras de
crioprecipitado
Resultados das dosagens de

Andlise estatistica descritiva

fibrinogénio
Tamanho amostral (n) 40

Valor minimo encontrado

~ 240
(concentracdo em mg/dL)
Valor maximo encontrado

~ 3980
(concentracdo em mg/dL)

Amplitude 3740

Média 1555

Desvio padrao 957,63

Fonte: A autora (2022).

Diferentes métodos podem ser usados para isolar o fibrinogénio do plasma
sanguineo, dentre eles a crioprecipitacdo, precipitacdo por etanol a frio, sulfato de
amonio ou polietilenoglicol (DIETRICH et al., 2013). De acordo com Noori et al., a
principal vantagem da crioprecipitacdo sobre as demais técnicas € que nenhum
produto quimico potencialmente citotéxico € necessario para o processo de obtencao
de fibrinogénio, sendo, portanto, mais seguro e mais utilizado para a producéo de
selantes de fibrina industriais e autélogos (BURNOUF, 2018; NOORI et al., 2017). No
entanto, Noori et al. destaca o fato da crioprecipitacdo ser um processo relativamente
mais demorado, em comparacdo com os métodos quimicos de purificacdo, além do
rendimento final de fibrinogénio ser baixo (NOORI et al., 2017).

De acordo com o indicado na Tabela 2, todas as amostras testadas
apresentaram concentracdo de fibrinogénio acima de 150 mg/dL (valores
apresentados em duplicata). Este representa o valor de referéncia preconizado na
legislacdo brasileira como parametro de qualidade do crioprecipitado como
hemocomponente utilizado na prética terapéutica (BRASIL, 2017). Este resultado vai
de encontro ao observado por Noori et al., em relagcdo ao rendimento de fibrinogénio
no CRIO.

A analise estatistica descritiva do resultado das dosagens realizadas no CRIO
(Tabela 3) revelou uma grande amplitude entre os valores minimo e maximo de
concentracéo de fibrinogénio das amostras analisadas, que pode ser explicada pela
variacdo inerente a cada doador, que se encontra entre 3 e 30 g/L da proteina
circulante no plasma sanguineo (CALLUM et al., 2019). A industria farmacéutica de

hemoderivados emprega, normalmente, a tecnologia de ultrafiltracdo para ajustar a
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concentracéo do fibrinogénio oriundo do CRIO até uma concentragcéo de cerca de 80
g/L (BURNOUF, 2018). Esse ajuste de concentracdo € fundamental para que haja
uma padronizag&o dos Selantes de Fibrina fabricados. Todavia, a falta de um método
acessivel para a padronizacdo da concentracdo de fibrinogénio no CRIO a nivel
laboratorial pode representar um desafio para a producdo de Selantes de Fibrina

autdlogos nos hemocentros.

4.1.2 Avaliagdo qualitativa da atividade da Protrombina Plasmatica utilizando a

técnica do Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa)

A Tabela 4 sintetiza o resultado da avaliacdo qualitativa da atividade da
Protrombina obtida no presente trabalho a partir da precipitacdo das Euglobulinas
Plasmaticas, enquanto a Figura 6 exibe alguns dos coagulos visualizados no
experimento, nas amostras identificadas como PROT n°1, PROT n°15, PROT n° 24 e
PROT n° 33.

Como é possivel observar na Tabela 4, em todas as amostras analisadas foi
identificada a presenca de um coagulo, indicando que um concentrado de protrombina
esta, de fato, presente na massa precipitada e que apés a adi¢ao de cloreto de célcio,
essa protrombina pdde ser convertida em trombina funcional, com capacidade de

induzir a coagulacao.

Tabela 4 — Resultado da avaliagdo qualitativa da atividade da Protrombina plasmatica utilizando a
técnica de TTPa para a promocdo da coagulacdo

ID Coagulacéao ID Coagulacéo ID Coagulacao ID Coagulacao
PROT n° 1 + + PROT n° 11 + + PROT n° 21 + + PROT n° 31 + +
PROT n° 2 + + PROT n° 12 + + PROT n° 22 + + PROT n° 32 + +
PROT n° 3 + + PROT n° 13 + + PROT n° 23 + + PROT n° 33 + +
PROT n° 4 + + PROT n° 14 + + PROT n° 24 + + PROT n° 34 + +
PROT n° 5 + + PROT n° 15 + + PROT n° 25 + + PROT n° 35 + +
PROT n° 6 + + PROT n° 16 + + PROT n° 26 + + PROT n° 36 + +
PROT n° 7 + + PROT n° 17 + + PROT n° 27 + + PROT n° 37 + +
PROT n° 8 + + PROT n° 18 + + PROT n° 28 + + PROT n° 38 + +
PROT n° 9 + + PROT n° 19 + + PROT n° 29 + + PROT n° 39 + +
PROT n° 10 + + PROT n° 20 + + PROT n° 30 + + PROT n° 40 + +

ID: Identificacdo da amostra / +: Presenca de coagulo.
Fonte: A autora (2022).
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Figura 6 — Coagulos resultantes do teste de TTPa no fundo dos tubos de ensaio, indicando que houve
ativacdo da protrombina em trombina e consequente coagulagdo plasmatica.

‘ 'f‘ = W

O Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa) foi utilizado como método
de avaliacdo qualitativa da presenca e atividade da protrombina por se tratar de um
teste laboratorial baseado na determinacdo do tempo de coagulacdo do plasma
citratado, apo6s a adicdo dos reagentes que contém cefalina, acido elagico e
fosfolipides (que atuam como substitutos das plaguetas) e cloreto de calcio,
desencadeando o mecanismo de coagulacdo da via intrinseca (PINHEIRO et al.,
2017).

Em recente publicacdo sobre a purificacdo de albumina plasmatica a partir de
uma unica unidade de plasma e sua aplicacdo em ensaios in vitro com derivados de
indol-tiazol e indol-tiazolidinicos, Alves e colaboradores desenvolveram uma técnica
de precipitacdo que consistia em separar fracdes proteicas de alto peso molecular,
por meio da diluicdo do plasma e alteragédo de pH, até se obter, na bolsa plastica de
transferéncia, apenas uma solucdo de albumina humana em alta concentragcéo
(ALVES et al., 2021). Uma das fracOes proteicas isoladas por Alves et al. consiste no
grupo das Euglobulinas, insoliveis em pH 5.3 e que contém a maior parte da
protrombina circulante no plasma (HEDLIN; MONKHOUSE, 1969). No entanto, Alves
et al ndo chegou a avaliar, em seus estudos, se as proteinas precipitadas e separadas
da albumina em solucdo possuiam sua atividade preservada apls a adicdo dos
agentes precipitantes. Os resultados obtidos nessa etapa do trabalho indicam que ha
preservacao da atividade da protrombina apés a diluicdo do plasma em solucédo de
glicose e ajuste do pH em 5.3 utilizando HCI 1M.
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4.1.3 Padronizacao da concentracao de calcio para conversao da protrombina

em trombina e Teste de formacao de coagulo

A Tabela 5 detalha o tipo, concentracdo e volume dos agentes utilizados para
ressuspensao do precipitado contendo Euglobulinas plasmaticas, bem como a massa
(em gramas) de cada precipitado e o resultado do teste de formacao de coagulo. A
Figura 7 exibe alguns dos coagulos visualizados no teste, nas amostras identificadas
como PPT-e9, PPT-el2, PPT-e27.

Como evidenciado na Tabela 5, as solucbes de cloreto de célcio, nas
concentragfes de 0,02M; 0,2M e 2M néo obtiveram sucesso em ativar coagulos de
fibrina, podendo essas concentracfes serem insuficientes para a conversao da
protrombina precipitada em trombina ativa. O mesmo se deu com a solucdo de
carbonato de calcio 0,02M. No entanto, o carbonato de céalcio 0,2M mostrou-se eficaz
para a finalidade pretendida.

Tabela 5 — Resultados dos testes de formacao de codgulo apos ressuspensao do precipitado de
Euglobulinas com diferentes fontes de calcio
Agente de ressuspensédo ID + massa do ppt (gramas) Teste de formagédo

de coagulo

PPT-al: 5,39 PPT-al1:5,1g PPT-a21:5,0g9
PPT-a2 : 5,09 PPT-al12:5,3g PPT-a22: 6,09
PPT-a3: 6,29 PPT-a13:5,0g PPT-a23:6,1g

Cloreto de Calcio 0,02M PPT-a4:58g PPT-al4:6,0g PPT-a24:6,1g N&o houve
10 mL PPT-a5:5,6g PPT-al5:6,1g PPT-a25:5,1g formagéo de
PPT-a6:6,1g PPT-al6:6,0g PPT-a26:5,1g coagulo

PPT-a7 : 5,39 PPT-al7:5,2g PPT-a27:5,2g
PPT-a8 : 5,1g PPT-a18:5,3g PPT-a28:5,79g
PPT-a9 : 5,19 PPT-a19:5,0g PPT-a29:5,7g
PPT-al0:51g PPT-a20:50g PPT-a30: 5,59
PPT-b1:5,1g PPT-b11:5,2g PPT-b21:4,8g
PPT-b2 : 5,09 PPT-b12:5,2g PPT-b22:4,8g

PPT-b3:52g PPT-b13:6,0g0 PPT-b23:4,1g N&o houve
Cloreto de Calcio 0,2M PPT-b4 : 5,89 PPT-b14:6,0g PPT-b24:5,1g formacéo de
10 mL PPT-b5:5,8g PPT-b15:6,3g PPT-b25:5,99 coagulo

PPT-b6:6,4g PPT-b16:6,3y PPT-b26:5,9g
PPT-b7:6,4g PPT-bl7:53g PPT-b27:5,9g
PPT-b8: 6,49 PPT-b18:5,49 PPT-b28:5,59
PPT-b9:55g9 PPT-b19:57g PPT-b29:5,5¢
PPT-b10:559 PPT-b20:50g PPT-b30: 5,59
PPT-cl1:5,0g PPT-c11:5,2g PPT-c21:6,29




Cloreto de Calcio 2M PPT-c2:
10 mL PPT-c3
PPT-c4 :

PPT-c5:

PPT-c6 :

PPT-c7 :

PPT-c8 :

PPT-c9:

PPT-c10 : 5,69

PPT-d1:

PPT-d2 :

PPT-d3:

Carbonato de Célcio 0,02M PPT-d4 :
10 mL PPT-d5

PPT-d6 :

PPT-d7

PPT-d8 :

PPT-d9 :

5,09

16,79

4,89
5,69
6,69
5,69
5,99
5,99

5,89
5,89
6,79
6,79

15,49

6,19

15,09

5,09
5,49

PPT-d10 : 5g

PPT-el:

PPT-e2:

PPT-e3:

Carbonato de Calcio 0,2M PPT-e4
10mL PPT-e5:

PPT-e6 :

PPT-e7:

PPT-e8:

PPT-e9:

PPT-e10: 6,09

5,69
5,79
4,89

14,79

5,99
5,89
5,09
6,29
6,29

PPT-c12

15,29

PPT-c13: 5,29

PPT-c14 :
PPT-c15:
PPT-c16:
PPT-c17:

PPT-c18

PPT-c20

PPT-d15

PPT-d17

PPT-e14

5,29
6,49
6,39
5,99

15,99
PPT-c19:

5,09

:5,0g
PPT-d11 :
PPT-d12 :
PPT-d13:
PPT-d14 :

4,19
4,39
5,89
6,69

1 6,69
PPT-d16 :

6,09

15,29
PPT-d18:
PPT-d19:
PPT-d20 :
PPT-ell:
PPT-el12:
PPT-e13:

519
5,89
5,89
6,19
6,39
5,99

14,69
PPT-el5:
PPT-el6:
PPT-el7:
PPT-e18:
PPT-e19:
PPT-e20 :

4,69
5,09
6,29
6,39
6,39
6,59

PPT-c22
PPT-c23

PPT-c24 :

PPT-c25

PPT-c26 :

PPT-c27
PPT-c28
PPT-c29
PPT-c30

PPT-d21:

PPT-d22

PPT-d23:

PPT-d24
PPT-d25

PPT-d26 :

PPT-d27

PPT-d28 :

PPT-d29

PPT-d30 :

PPT-e21

PPT-e22:
PPT-e23:

PPT-e24

PPT-e25:

PPT-e26

PPT-e27 :

PPT-e28

PPT-e29 :

PPT-e30

6,19
14,49
6,09
15,79
4,29
14,29
14,79
16,79
5,50
4,99
14,89
6,29
16,29
15,99
5,19
15,99
5,79
15,30
5,39
16,59
6,49
6,59
16,59
5,29
15,29
4,99
14,79
5,49
:5,99

N&o houve
formacéo de

coagulo

N&o houve
formacéo de

coagulo

Houve formacéo de
coagulo

ID: Identificacdo da amostra / ppt: precipitado
Fonte: A autora (2022).
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No Teste de Formacdo de Coagulos, o processo de coagulacdo se deu

instantaneamente, a partir do momento em que foram misturados a trombina, ativada

com carbonato de calcio 0,2M e o crioprecipitado rico em fibrinogénio, em todo o

conteudo do tubo. Os coagulos formados ficaram fortemente aderidos as paredes do

tubo de ensaio, como se pode visualizar na Figura 7.

E possivel que a concentracéo de célcio necessaria para ativagio de trombina

esteja, no caso da metodologia desenvolvida nesse trabalho, diretamente relacionada

a quantidade de protrombina contida na massa precipitada de Euglobulinas a ser

ressuspendida. Nesse sentido, a dosagem da concentracéo da trombina, realizada na

etapa subsequente desse estudo, foi de fundamental importancia para a elucidagéo
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das razfes pelas quais concentracdes de carbonato de calcio inferiores a 0,2M nao

foram suficientes para ativacéo da trombina e consequente formacao de coagulo.

Figura 7 — Coagulos de fibrina fortemente aderidos ao fundo dos tubos de ensaio apds mistura de
solucao de trombina e crioprecipitado rico em fibrinogénio

~;

Fonte: A autora (2022).

O cloreto de calcio costuma ser o ativador de coagulo mais comumente
utilizado no preparo dos selantes de fibrina (GESSMANN et al., 2018; ROCK et al.,
2007; SEMPLE et al., 2005) e em ensaios laboratoriais de coagulacdo (DE
MAGALHAES; MORATO, 2018; DE OLIVEIRA et al., 2022). Outros sais contendo
calcio também podem promover a conversao de protrombina em trombina, como o
carbonato de célcio (BURNOUF, 2018). Menos corriqueiramente sais de outra
natureza sao usados com esse objetivo, como é o caso do método desenvolvido por
Aizawa, Winge e Karlsson (2008), em que citrato de sédio 950 mM é incubado em pH
8, por 48 horas, a 44°C, com uma fragdo de plasma rica em protrombina (AIZAWA,
WINGE; KARLSSON, 2008).

Na rotina laboratorial, a concentragdo dos reagentes de cloreto de calcio é
indicada no rétulo do produto e comumente é igual a 0,02M. Na producéo de selantes
de fibrinas, por sua vez, a concentracdo desses agentes pode variar, a depender do
método utilizado para ativagdo da Trombina. Semple et al., em uma anélise da
qualidade da trombina purificada, a partir de uma doacéo autéloga de plasma humano,
por um dispositivo de purificacdo de trombina (Thrombin-Processing Device®), utilizou
7,2 mM de cloreto de célcio, juntamente com etanol 19% (v/v) para ativacdo da enzima
(SEMPLE et al., 2005). Em um estudo similar feito por Rock e colaboradores, dois
anos mais tarde, foi adicionada a mesma concentragdo do sal de célcio, agora com

uma concentracdo final de etanol igual a 10% (v/v) (ROCK et al., 2007). Hanson e
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Quinn preparam o coagulo de fibrina, para a investigacdo da quimiotaxia de
neutrofilos, com cloreto de calcio 30 mM (HANSON; QUINN, 2002). Gessmann et al.,
em um artigo publicado em 2018, utilizou uma solucdo de cloreto de calcio 10% (m/v)
para a ativacdo de trombina e formacdo de um codgulo de fibrina, sendo que a
concentracdo final de calcio foi equivalente a 2,5% do volume total de plasma
(GESSMANN et al., 2018).

4.1.4 Determinacdo da concentragcdo da solugcdo contendo Trombina Humana

A curva de calibracdo para dosagem de trombina pelo método de Clauss
invertido € demonstrada na Figura 8 e Tabela 6. A equacéo da reta obtida foi Y = -
0,2156X + 26,198 com um R? = 0,9616.

Figura 8 — Curva de calibrag¢éo obtida pelo método de Clauss invertido para dosagem de trombina

30
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Fonte: A autora (2022).

Tabela 6 — Obtencéo de diferentes concentracdes conhecidas de trombina padréo e tempo de
coagulacéo para a elaboracéo da curva de calibracéo

Concentracéo da Tempo de coagulacéo Tempo de
trombina padréo Diluicéo duplicata coagulacdo média
(Ul/mL) (segundos) (segundos)

100 - 5,53 4,87 5,20
50 1:2 17,56 12,44 15,00
20 1:5 18,30 21.12 19,71
10 1:10 24,65 22,57 23,61
5 1:20 27,82 27,34 27,58

Fonte: A autora (2022).
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A Tabela 7 exibe os valores das concentragcdes das amostras de trombina,
calculados com base na equacao da reta obtida por meio da curva de calibracdo e na
multiplicacéo do resultado encontrado pelo fator de diluicdo das amostras, enquanto
a Tabela 8 traz uma analise estatistica descritiva dos resultados.

Todas as solucdes de trombina coletadas como produto da ressuspensao do
precipitado de euglobulinas com uma fonte de calcio para conversao da protrombina
continham um volume final igual a 10 mL.

A analise estatistica descritiva do resultado das dosagens de concentracao das
amostras de trombina (Tabela 8) indica uma grande amplitude entre os valores minimo
e maximo das concentracbes em Ul/mL. Essa amplitude é inerente a variacao
fisiolégica de cada individuo doador de plasma. As concentra¢des finais de trombina
sdo superiores as encontradas em outros artigos que descrevem métodos de
producdo de selantes de fibrina autélogos (KUMAR; CHAPMAN, 2007; ROCK et al.,
2007; SEMPLE et al., 2005). As concentracdes média e modal (388,66 e 482,32,
respectivamente) também foram maiores do que a da trombina purificada por Aizawa,
Winge e Karlsson (238 Ul/mL), que utilizou técnicas de producdo e purificacdo
industriais de larga escala (AIZAWA; WINGE; KARLSSON, 2008).

Tabela 7 — Resultado da determinacdo da concentracéo das solugcfes de trombina humana por meio
da metodologia de Clauss invertida

ID Tempo de Conc. ID Tempo de Conc. Final**
coagulacao (s) Final** coagulacéo (Ul/mL)
(média)* (Ul/mL) (s) (média)*

TRB-01 14,24 277,31 TRB-61 13,05 304,80
TRB-02 19,30 159,97 TRB-62 7,66 429,91
TRB-03 14,68 267,11 TRB-63 5,72 474,79
TRB-04 20,12 140,95 TRB-64 8,02 421,45
TRB-05 14,08 281,02 TRB-65 18,73 173,07
TRB-06 10,40 366,37 TRB-66 6,10 466,09
TRB-07 16,79 218,18 TRB-67 9,03 398,02
TRB-08 11,70 336,22 TRB-68 5,37 483,02
TRB-09 5,40 482,32 TRB-69 7,77 427,36
TRB-10 5,20 486,96 TRB-70 7,89 424,46
TRB-11 6,60 454,49 TRB-71 5,47 480,58
TRB-12 5,60 477,69 TRB-72 7,75 427,82
TRB-13 10,12 372,75 TRB-73 11,31 345,26
TRB-14 13,40 296,68 TRB-74 4,96 492,53
TRB-15 6,50 456,81 TRB-75 11,24 346,77
TRB-16 9,01 398,49 TRB-76 16,80 217,94
TRB-17 10,63 360,92 TRB-77 5,95 469,57
TRB-18 15,26 253,54 TRB-78 5,03 490,90
TRB-19 20,46 133,07 TRB-79 18,72 173,42

TRB-20 18,79 171,68 TRB-80 5,65 476,53




TRB-21 6,90 447 54 TRB-81 6,49 456,93

TRB-22 5,62 477,22 TRB-82 9,17 394,78
TRB-23 5,50 480,00 TRB-83 5,75 474,09
TRB-24 8,12 419,24 TRB-84 6,89 447,65
TRB-25 16,51 224,67 TRB-85 7,08 443,36
TRB-26 7,74 427,94 TRB-86 5,40 482,32
TRB-27 10,23 370,19 TRB-87 12,07 327,52
TRB-28 5,07 489,86 TRB-88 10,16 371,82
TRB-29 5.75 474,09 TRB-89 19,20 162,29
TRB-30 7,15 441,74 TRB-90 9,64 383,99
TRB-31 7,81 426,43 TRB-91 5,20 486,96
TRB-32 13,67 290,53 TRB-92 6,82 449,39
TRB-33 13,96 283,81 TRB-93 8,90 401,15
TRB-34 7,32 437,80 TRB-94 6,81 449,62
TRB-35 11,92 331,00 TRB-95 12,16 325,55
TRB-36 6,64 453,45 TRB-96 10,36 367,18
TRB-37 5,57 478,26 TRB-97 19,40 157,53
TRB-38 10,97 353,03 TRB-98 16,15 233,02
TRB-39 16,17 232,44 TRB-99 5,75 474,09
TRB-40 18,44 179,80 TRB-100 6,65 453,33
TRB-41 13,02 305,49 TRB-101 8,02 421,45
TRB-42 9,74 381,67 TRB-102 10,06 374,25
TRB-43 6,20 463,77 TRB-103 5,50 479,89
TRB-44 11,97 329,84 TRB-104 7,25 439,42
TRB-45 6,31 461,22 TRB-105 6,78 450,20
TRB-46 7.27 438,96 TRB-106 11,96 330,19
TRB-47 4,99 491,72 TRB-107 5,04 490,56
TRB-48 13,86 286,13 TRB-108 5,40 482,32
TRB-49 8,02 421,45 TRB-109 7,62 430,72
TRB-50 9,87 378,54 TRB-110 9,87 378,54
TRB-51 4,83 495,43 TRB-111 5,56 478,61
TRB-52 7,93 423,53 TRB-112 5,40 482,32
TRB-53 4,99 491,72 TRB-113 4,96 492,53
TRB-54 6,03 467,60 TRB-114 16,97 213,89
TRB-55 9,16 395,01 TRB-115 6,12 465,51
TRB-56 12,17 325,32 TRB-116 11,33 344,80
TRB-57 5,58 478,03 TRB-117 7,16 441,51
TRB-58 5,26 485,45 TRB-118 9,45 388,40
TRB-59 9,16 395,01 TRB-119 8,20 417,39
TRB-60 540 482,32 TRB-120 6,36 459,94

ID: Identificacdo da amostra / s: segundos / Conc.: Concentracdo / *Média da duplicata
*Valor multiplicado pelo fator de diluicdo da amostra (fator de diluicdo = 5)
Fonte: A autora (2022).
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Tabela 8 — Analise estatistica descritiva do resultado das dosagens de concentracédo de trombina
Resultado das dosagens de
concentracdo de trombina

Andlise estatistica descritiva

Tamanho amostral (n) 120
Concentragcao média (Ul/mL) 388,66
Desvio padréo 98,72
Mediana 423,99
Moda 482,32
Intervalo 362,36
Concentragdo minima (Ul/mL) 133,07
Concentracdo maxima (Ul/mL) 495,43

Fonte: A autora (2022).

O Quadro 4 faz um comparativo entre a trombina purificada nesse trabalho,
identificada como TRB-L, e a de outros pesquisadores; bem como entre solucdes de
trombina componentes de selantes de fibrina comercializados no Brasil.

E possivel estimar, com base nos custos dos reagentes e insumos utilizados
na producdo da TRB-L, que o valor médio necessario para producdo de 1mL do
selante é de cerca de R$ 0,20 (vinte centavos de real). Esse valor € substancialmente
inferior aquele necessario para a aquisicdo dos selantes de fibrina industriais por
orgaos de saude publica, através de pregdes (Quadro 4). O fator econémico, nesse
caso, poderia representar uma vantagem na utilizacdo dessa metodologia para

obtencao de selantes de fibrina em hemocentros brasileiros.

Quadro 4 — Comparativo entre a TRB-L e diferentes trombinas de origem humana purificadas para
utilizacdo em selantes de fibrina segundo fabricante, origem, concentracdo e preco

Preco médio por mL
R$ 0,20
R$ 795,00**
R$ 824,50**
R$ 750,00**

51,8+124
64,3 + 16,7
60
238
500
800-1200
400-600

Concentracédo de
trombina (Ul/mL)
388,66 + 98,72
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TRB-L *: Trombina obtida através da metodologia desenvolvida no presente trabalho
**valores médios baseados em pregdes publicos realizados desde 2020 (Fonte:
portaldecomprassaude.gov.br). Fonte: A autora (2022).

4.2 INCORPORACAO DE AGENTES ANTIMICROBIANOS A SOLUCAO DE
TROMBINA E TESTE DE FORMACAO DE COAGULO

Todos o0s coagulos de fibrina foram formados instantaneamente,
independentemente do tipo e do volume de antibiético adicionado a solucdo de
trombina. Em contrapartida, observou-se que os coagulos contendo gentamicina e
vancomicina apresentaram menores consisténcia e adesao a parede do tubo, quando
comparados ao controle, de maneira inversamente proporcional ao volume de
antibiotico adicionado ao sistema (Figura 9). Entre os coagulos contendo cloridrato de
vancomicina e sulfato de gentamicina nao foram observadas diferencas significativas
a olho nu (Figura 10).

A diferenca nas caracteristicas dos coagulos de fibrina acrescidos de antibiotico
pode ser explicada pelo fato de que afinidades de ligacao entre diferentes antibidticos
e uma matriz de fibrina levam a altera¢cdes conformacionais na estrutura do coagulo,
como a espessura, porosidade e diametro da malha de fibrina; sua permeabilidade e

consequente capacidade de retencéo e liberacdo de substancias (GESSMANN et al.,
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2018). Uma analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV) poderia ser util
para o estudo desse fenébmeno de forma mais aprofundada e uma maior

caracterizacao dessa matriz de fibrina

Figura 9 — (A) Tubo controle / (B) Coagulo formado a partir de solugdo de trombina acrescida de
cloridrato de vancomicina na proporcao de 1:40/ (C) Coagulo formado a partir de solugdo de trombina
acrescida de cloridrato de vancomicina na propor¢ao de 1:10

Fonte: A autora (2022).

Figura 10 — (A) Coagulo formado a partir de solugéo de trombina acrescida de sulfato de gentamicina
na propor¢do de 1:10 / (B) Coagulo formado a partir de solugdo de trombina acrescida de cloridrato
de vancomicina na proporcao de 1:10

Fonte: A autora (2022).
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4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE DOS AGENTES ANTIMICROBIANOS
INCORPORADOS A MATRIZ DE FIBRINA FRENTE A ESPECIE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Ambos os agentes antimicrobianos adicionados a matriz de fibrina foram
capazes de inibir a contaminacdo por Staphylococcus aureus por até 72 horas, em
todas as proporces ANTIBIOTICO: TROMBINA testadas (Quadros 5 e 6).

Quadro 5 — Resultado qualitativo do ensaio microbiolégico automatizado BACTEC™ FX para a
atividade de cloridrato de vancomicina 50 mg/dL incorporado a matriz de fibrina frente a espécie
Staphylococcus aureus

Cloridrato de vancomicina 50 mg/dL
Diluicao 1:10 - - - -
antibiotico 1:20 - - - -
trombina 1:40 - - - B
6 12 24 72
Tempo de incubacéo (horas)
Controle positivo | + | + | + | +

(+): resultado positivo para presenca bacteriana / (-): resultado negativo para presenca bacteriana.
Fonte: A autora (2022).

Quadro 6 — Resultado qualitativo do ensaio microbiolégico automatizado BACTEC™ FX para a
atividade de sulfato de gentamicina 40 mg/dL incorporado a matriz de fibrina frente a espécie
Staphylococcus aureus

Sulfato de gentamicina 40 mg/dL
Diluicéo 1:10 - - - -
antibiotico 1:20 - - - -
trombina 1:40 - - - -
6 12 24 72
Tempo de incubacéo (horas)
Controle positivo | + | + | + | +

(+): resultado positivo para presenca bacteriana / (-): resultado negativo para presenca bacteriana.
Fonte: A autora (2022).

Esses resultados sugerem que a utilizacédo deste selante de fibrina, fabricado a
nivel de hemocentro, pode ser eficaz na prevencéo de infec¢gbes por Staphylococcus
aureus, uma das principais espécies causadoras das ISC.

Mais estudos sdo necessarios para confirmar a acéo satisfatoria desse
hemoderivado enriquecido de agente antimicrobiano para a prevencéo das ISC, como
a repeticdo do teste com outros microrganismos causadores de infec¢bes de sitio

cirdrgico, além de ensaios in vivo.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, é possivel concluir que a metodologia
desenvolvida nessa pesquisa se mostrou eficaz para a obtencdo de um selante de
fibrina de natureza autéloga, tendo como principio a utilizacdo de uma Unica unidade
de plasma para obtencdo de uma fonte de fibrinogénio (crioprecipitado) e de
protrombina, convertida em trombina por meio de carbonato de calcio 0,2M.

Essa nova técnica mostra-se uma alternativa promissora e econémica para a
producdo, em escala laboratorial, de selantes de fibrina autélogos em hemocentros
brasileiros; apesar da dificuldade de padronizacdo da concentracdo das proteinas
componentes desse hemoderivado representar um desafio para sua formulacéo.

Com a incorporacéao de cloridrato de vancomicina e sulfato de gentamicina ao
selante de fibrina e consequente inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus,
é possivel estimar também que esse produto hemoderivado seja capaz de prevenir
Infeccdes de Sitio Cirargico (ISC). Mais estudos sdo necessarios para a avaliar a
eficacia da acdo de agentes antimicrobianos incorporados no selante frente as demais
espécies causadoras das ISC.

O desenvolvimento de uma metodologia simples e de baixo custo para
obtencdo de uma matriz de fibrina possui relevancia, para além da pratica clinica e
cirdrgica, nas mais diversas areas de pesquisa e inovacao terapéutica; dado a
versatilidade desse material biolégico e a perspectiva de sua utilizacdo em ramos da
tecnologia farmacéutica e medicina regenerativa, tendo em vista o potencial da matriz
de fibrina de servir como base para a incorporacdo de diversos farmacos (drug

delivery) e células humanas.
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