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Comparison of fibrin adhesives prepared by 3 different methods
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SUMMARY

Introduction: Fibrin tissue adhesive, which has applications in several areas of medicine, can be prepared by different methods.
Aim: To compare fibrin tissue adhesives prepared by 3 different methods.
Method: In this prospective experimental laboratory study, fibrin tissue adhesives prepared by the use of plasma fibrinogen
(group 1), cryoprecipitation (group 2), and precipitation by ammonium sulfate (group 3) were tested on 15 rabbits and 10
fragments of dura mater. The quality of the clots was assessed in terms of the success of the healing process, local toxicity,
graft adhesion capacity, and degree of adhesion of 2 fragments of dura mater produced.
Results: All methods produced a clot with high adhesion and no toxicity, but tensile strength testing revealed that the glue
produced from the ammonium sulfate-precipitated clot (group 3) was the strongest, requiring 39 g/cm ² to separate the fragments
as opposed to 23 g/cm ² for group 2 and 13 g/cm ² for group 1.
Conclusion: All methods produced good results as far as clot formation and non-toxicity, but ammonium sulfate precipitation
produced the best tensile strength and was thus the most effective method of preparing fibrin tissue adhesive.
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RESUMO

Introdução: O adesivo tecidual de fibrina pode ser obtido através de vários métodos e possui aplicação em diversas áreas da
medicina, porém tem seu uso restrito devido ao alto custo.
Objetivos: comparar três diferentes métodos de confecção de adesivo tecidual de fibrina.
Método: Realizou-se prospectivamente, através de uma pesquisa experimental, testes com 15 coelhos e 10 fragmentos de dura-
mater, em laboratório, avaliando três técnicas de confecção de adesivo tecidual de fibrina: uso de fibrinogênio do plasma (grupo
1), crioprecipitação (grupo 2) e precipitação pelo sulfato de amônio (grupo 3), quanto a qualidade do coágulo produzido,
interferência no processo de cicatrização, toxicidade local, capacidade de adesividade nos enxertos e grau de adesão de dois
fragmentos de dura-máter.
Resultados: Todos os métodos produziram um coágulo de grande aderência, não houve toxicidade, e no teste de resistência
a tração o quimioprecipitado (grupo 3) necessitou de 39 g/cm² para descolar os fragmentos contra 23 g/cm² do grupo 2 e 13
g/cm² do grupo 1.
Conclusão: Todos os métodos apresentaram bons resultados na formação de coágulo, ausência de toxicidade, mas a quimioprecipitação
foi o método mais eficaz na confecção do adesivo tecidual de fibrina, com os melhores resultados no teste de tração.

INTRODUÇAO

A busca por técnicas adjuvantes à cirurgia é inces-

sante, e passa por uma evolução não menos importante

que a das técnicas cirúrgicas em si. Materiais capazes de

potencializar a cicatrização e regular a inflamação são o

grande desafio da pesquisa atual.

Dentre os diversos materiais conhecidos está a

cola de fibrina. A cola de fibrina já é conhecida e bem

documentada para uso em cirurgias, porém tem seu

uso limitado devido ao alto custo do material comercial

(1).

A fabricação de cola de fibrina através de plasma

autólogo visa tornar o adesivo tecidual de fibrina mais

popular, e acessível economicamente, com menor risco de

contaminação e reação inflamatória.

Com este estudo, procuramos demonstrar três mé-

todos de confecção de cola de fibrina através de plasma

autólogo, comparando seus resultados quanto à formação

de coágulo, toxicidade e resistência a tração.
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OBJETIVO

Nosso objetivo é demonstrar a confecção do adesi-

vo tecidual de fibrina testando em laboratório as proprie-

dades e características da cola biológica preparada de três

modos diversos e comparação dos métodos a fim de

popularizar o uso do material, visto que o custo comercial

é muito elevado.

MATERIAL

Nosso trabalho foi aprovado pelo comitê de ética da

Universidade Federal do Paraná, na época sem necessida-

de de número de identificação.

Para obtenção do fibrinogênio usado na confecção

do adesivo (componente I da cola) utilizou-se o sangue

obtido de duas fontes: bolsas de sangue do Banco de

Sangue, já previamente citratadas a 3,8% ou de pacientes

escolhidos aleatoriamente com sangue citratado a 10%.

Para confecção do componente I ainda obteve-se comer-

cialmente o citrato de sódio 10%, solução saturada de

sulfato de amônia e cloreto de cálcio a 40mol/l. O compo-

nente II da cola, trombina, foi adquirida comercialmente, da

mesma maneira que o ácido amino capróico e a água

destilada usados para diluir o pó liofilizado desses produtos.

Para os testes de cicatrização foram utilizados coe-

lhos da raça nova Zelândia e para os testes de comparação

de força e aderência fragmentos de dura-máter humana,

divididos em 3 grupos de 5 coelhos e cinco testes com 2

fragmentos de dura-máter de cadáveres: grupo1 –

centrifugação do plasma, grupo2 – crioprecipitação, gru-

po3 – precipitação pelo sulfato de amônio.

MÉTODO

Obtenção do Fibrinogênio:

A cola foi confeccionada extraindo-se por 3 diferen-

tes métodos o componente I (fibrinogênio) do sangue de

banco de sangue. O componente II foi sempre o mesmo,

trombina comercial diluída em água destilada, misturada

com ácido amino capróico com antifibrinolítico.

Método 1: Plasma – 36ml de sangue já citratado do

banco de sangue foram coletados em 4 tubos e centrifugados

a 3000 rpm por 3 minutos. O plasma foi retirado por

pipetagem e após foi adicionado 1 ml de cloreto de cálcio.

Método 2:  Plasma Crioprecipitado – 350 ml de

sangue do banco de sangue em bolsa citratada congelada

a -18oC. A bolsa foi descongelada em geladeira a 4oC e

submetida a centrifugação fria a 5000 rpm por 5 minutos.

Adicionou-se 1 ml de cloreto de cálcio ao precipitado do

fundo da bolsa, sendo esse o componente I.

Método 3: Plasma Quimioprecipitado – 36 ml de

sangue do banco de sangue não citratado foram coletados

em 4 tubos com 1 ml de citrato de sódio a 10% e

centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos. Ao plasma obtido

foi adicionado 1,3 ml de solução saturada de sulfato de

amônio em 4 tubos siliconizados com precipitação imediata

de parte do fibrinogênio e centrifugado a 3000 rpm por 3

minutos. O precipitado branco, cerca de 1,5 ml foi separado

por sifonagem. Adicionou-se 1 ml de cloreto de cálcio ao

precipitado, sendo esse o componente I da cola.

Testes:

1. Formação do coágulo: foi mensurado o tempo para

formação de um coágulo de grande aderência e a

permanência neste estado.

2. Pega do enxerto: foi avaliada a ferida operatória dos

coelhos no quesito pega do enxerto em 30 dias, através

da formação de tecido de granulação, deslocamento do

enxerto e formação da cicatriz.

3. Toxicidade do material: avaliação de sinais inflamatóri-

os e reações alérgicas com manifestações locais e

sistêmicas.

4. Resistência a tração: através do teste de tração da dura-

máter foi avaliada a força necessária para descolar os

fragmentos colados com a cola de fibrina, usando como

peso a quantidade de água destilada colocada na pipeta

Figura 1.

RESULTADOS

Todos os métodos produziram um coágulo de

grande aderência, formado em 2 segundos e permanecen-

do da mesma forma por várias horas. Em relação aos

enxertos, os coelhos do grupo 1 não obtiveram pega,

Figura 1. Cola de fibrina.
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sendo o enxerto deslocado tão somente pela força da

gravidade; no grupo 2 o resultado da pega foi bem

sucedido, todos os enxertos deste grupo estavam clinica-

mente bem em 30 dias; e o resultado do grupo 3 em

relação ao enxerto foi similar. A cicatrização das escleras

dos coelhos foi boa em todos os grupos e não houve

comprovação de toxicidade. Em relação ao teste de tração

da dura-máter para o grupo 3 foi necessário 39 g/cm² para

descolar os fragmentos contra 23 g/cm² do grupo 2 e 13 g/

cm² do grupo 1 (Figuras 2 e 3).

DISCUSSÃO

Apesar do desenvolvimento das técnicas de

hemostasia cirúrgica, ainda continua a procura de agentes

hemostáticos eficazes. Entre eles está a cola de fibrina.

O modo de funcionamento das colas de fibrina

reproduz as últimas etapas das cascatas enzimáticas da

coagulação, nas quais o fibrinogênio é convertido em

fibrina na presença de trombina, fator XIII, fibronectina e

íons cálcio (1,2).

A cola de fibrina age através da indução local de

hemostasia (modulação da resposta inflamatória local) ou

adesão mediada pela fibrina dos tecidos entre si (suporte

mecânico) (1,2).

O adesivo de fibrinogênio (ou cola de fibrina)

comercial ainda tem seu uso restrito em função do alto

custo. Serviços vinculados ao SUS e cirurgias que depen-

dem de liberação do convênio têm ainda mais dificuldade

para utilização de cola de fibrina (1).

Em nosso trabalho procuramos demonstrar como

obter fibrinogênio do sangue para confecção do adesivo de

fibrina e comparar os métodos para uso do melhor deles.

O adesivo de fibrina quando comparado com outros

adesivos como os de cianoacrilato e gelatina-resorcil-

formaldeído tem as vantagens de não provocar reações ou

rejeição dos tecidos, estimular o crescimento de fibroblastos

e ser totalmente biodegradável.

A precipitação do plasma traz outras proteínas junto

ao fibrinogênio, desejáveis como fator XIII e indesejáveis

como o plasminogênio. A plasmina, derivada do

plasminogênio, é a principal enzima proteolítica ativa para

a dissolução do coágulo. Devido a essa tendência de

destruição do coágulo, quando usamos a cola, acrescenta-

mos um antifibrinolítico, o ácido amino capróico no com-

ponente II da cola, que retarda a lise do coágulo estabilizan-

do os tecidos até a formação da cicatriz.

Outra vantagem do adesivo de fibrina é a baixa

tendência a infecção. Isso foi descrito em trabalhos que

demonstram que o crescimento de estafilococos é 10

vezes maior no coágulo de sangue do que no coágulo de

fibrina e 100 vezes maior que no coágulo de fibrina com

fator XIII (3).

O uso do adesivo biológico tem aplicação em

diversos procedimentos cirúrgicos: fechamento de dura-

máter, hemostasia, cirurgias de ouvido médio e interno,

septoplastias, enxerto do nervo facial, fístula liquórica,

enxerto de pele e mucosas, estabilização de fraturas,

cirurgias plásticas, microcirurgias vasculares, cardíacas,

torácicas, urológicas, digestivas, odontológicas. Seu uso é
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Figura 3. Pega do enxerto com quimioprecipitado.

Figura 2. Pega do enxerto com plasma.
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praticamente ilimitado e as vantagens são várias

(4,5,6,7,8).

Estudos demonstram que a precipitação do

fibrinogênio pode ser feita por vários métodos. O método

da solução saturada de sulfato de amônio produz maiores

quantidades de fibrinogênio de maneira não seletiva,

trazendo algumas proteínas que são importantes no pro-

cesso de coagulação (9).

Em nosso trabalho usando três diferentes métodos

de produção da cola autóloga de fibrina permitiu-se avaliar

que a formação do coágulo é idêntica em todos os casos,

porém a enxertia de pele foi mal sucedida quando uso do

plasma e igualmente bem sucedida quando uso do plasma

crioprecipitado e quimioprecipitado.

Com relação à toxicidade local pode-se observar

que os três métodos são igualmente satisfatórios, pois as

escleras de coelhos não apresentaram sinais de lesão. No

que tange aos testes laboratoriais de adesividade da dura-

máter observou-se o pior resultado com uso do plasma

puro, seguido do uso do crioprecipitado. A melhor aderên-

cia foi obtida usando quimioprecipitado de plasma.

Apesar da adesividade do método da

quimioprecipitação ser inferior a cola comercial nos 10

primeiros minutos, em situações onde os fragmentos não

são submetidos a grandes trações este fato não seria

relevante após 30 minutos quando então a cola

quimioprecipitada apresenta maior adesividade que a

comercial, (SIENDENTOP, 1985) (9). Através dos resultados

obtidos pode-se dizer que a obtenção de fibrinogênio pelo

método da quimioprecipitação do plasma, é o melhor para

uso em cirurgias, comparado com os outros dois métodos.

Alguns cirurgiões já se utilizam do sangue do próprio

paciente para preparação da cola de fibrina na sala de

cirurgia, o que proporciona maior comodidade para o

paciente e barateia o custo em relação à cola comercial.

Ainda em relação ao uso de derivados do sangue,

quando o sangue é retirado do próprio paciente, há menor

risco de contaminação ou infecção em comparação  ao uso

de sangue de bancos de sangue, minimizando também o

risco de reações alérgicas (10).

Vale lembrar que mesmo com o desenvolvimento

de colas biológicas ou sintéticas, elas não substituem a

técnica cirúrgica correta.

CONCLUSÃO

Na utilização da cola de fibrina a formação dos

coágulos obtidos pelos métodos de centrifugação normal,

crioprecipitação e quimioprecipitação é igual e nenhum

método apresentou toxicidade nas escleras dos coelhos,

porém a adesividade per - operatória e a cicatrização dos

enxertos não foi boa na centrifugação normal. Em relação

ao teste de tração da dura-máter o plasma quimioprecipitado

obteve os melhores resultados de resistência. Concluímos,

portanto, que a quimioprecipitação torna-se o método

mais eficaz na confecção do adesivo tecidual de fibrina.
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