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Relatdric Descritive da Patente de In
vengao: "COLA DE FIBRINA DERIVADA DE VENENO DE COBRA E
PROCESSO PARA SUA PREPARAGAQO",

A presente invengao trata de um produ
to denominado cola de fibrina, de grande eficadcia, uti
lizada em varias indicagoes na area médica, bem como
de um processo para Sua Preparagac.

A cola de fibrina, também denominada
cola bioldgica, € composta tradicionalmente pela trom
bina bovina e pela solugac de fibrinogénio humano puri
ficado. A trombina é extralda do plasma de bovinos e o
fibrinogénio de um "pool" de plasma humano. O fendmeno
da aderéncia ocorre quando a molécula de trombina a
tuando sobre determinada area da molécula de fibrinogé
nio, acaba por clivar esta Gltima formando uma rede de
fibrina. Esta rede de fibrina devidamente estabilizada
tem a capacidade de aderir partes que foram colocadas
previamente em contato.

A cola de fibrina existente atualmen
te no mercado, & produzida com a utilizagao de trombi
na bovina e solugdo de fibrinogénio purificada. Esta
ultima € obtida a partir de um "pool"” de plasma humano
e estabilizada com drogas anti-fibrinoliticas na pre
senca de cloreto de calcio. Essa cola & comercializada
na forma de um "kit" compostc de dois frascos  separa
dos onde contém, respectivamente, os dols componentes.
A preparagao € realizada no momento da utilizagao,
aplicando-se, no local escolhido, a solugao de fibrino
génio e, posteriormente sobre esta, coloca-se a solu
cao de trombina. A reagao quimica que ocorre demora,em
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média, trés minutos e ela se estabilizard quando a re
de de fibrina estiver formada. Esta rede & que fard a
aderéncia entre as estruturas escolhidas.

Esta cola de fibrina existente, veri
ficamos, apresenta um alto custo de produgao, em al
guns casos apresenta rejeicaoc imunoldgica, riscos de
aquisigao de doengas transmissiveis, além de baixa efi
cacia terapeutica.

Assim, torna-se o principal objetivo
da presente invengao prover uma cola de fibrina que
naoc apresente os inconvenientes acima citados.

Um outro objetivo da presente  inven
caoc é prover uma cola de fibrina com outras aplicagoes
na area médica.

Estes e outros objetivos sdac alcanga
dos com a cola de fibrina segundo a presente invengao,
a qual apresenta como principal caracteristica inovado
ra, a substituigdo da trombina bovina por uma fragao
purificada de veneno de cobra. Além disso, a  solugao
de fibrinogénio purificada € substitulda por um compo
nente hemoterapico humano denominade crioprecipitado,
extraldo do proprio paciente.

A cola de fibrina objetc da presente

invengdo compreende duas solugdes basicas, conforme

abaixo:

- SOLUCAO 1 ~ consiste de fragao de veneno de
liofilizado, diluido em &gua bidestilada, até atin

microgra

microgra

vin

400

cobra

gir concentragao variando entre 80 e 90

mas/ml, preferencialmente, em torno de B85
mas/ml, sendo para cada parte desta adicionadas
te partes de uma solugdo de um sal de calcio a
microgramas/ml., Prefere-se como sal de cadlecio, o clo

reto de calcio.

- SOLUCAO II - consiste em um crioprecipitado,
a partir do plasma fresco congeladc a -209C, do

gue do proprio paciente, contendo em média 150-250mg

obtido
san
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de fibrinogénio, 80-120 unidades de fator V1II, 20~

-30% do fator XIII do plasma, 40-70 unidades de fa
tor "von Willibrand” e de 50-60mg de fibronectina.

O processo de preparagao da cola de

fibrina derivada de veneno de cohra, de acordo com a

presente invengao, compreende as seguintes etapas:
a - Isolamento e caracterizagao da fragao de veneno de
cobra:

. Cerca de 250mg de veneno de cobra é dissolvido

em tampao adequado e mantido em geladeira a 49C.

A amostra € centrifugada previamente por 10 minu

tos a 13.000g e © sobrenadante aplicado em colu

na de Sephadex 075 (70 x 2cm). A coluna & previa

mente calibrada com uma mistura de  substancias

de diferentes pesos moleculares. As fragoes sao

coletadas e avaliadas em espectrofotometro a

280nm. A atividade tipo "trombina" do veneno @&

avaliada e realizado "pool" das fragoes com esta

caracteristica. Ao "pool" & adicionado tampao

Tris-HCL 500mM e NaCl 2.65M, pH 9.0. A solugao

final contém 50mM de Tris, 400mM de NaCl e 18mM

de glicina em pH 9.0. Essa Bolugido é, a segulr,

aplicada em coluna de afinidade constitulda de

Sepharose 6B-benzamidina equilibrada com tampao

Tris-HCL 50mM e NaCl 400mM, pH 9.0. A fragao ti

po "tronbina" do veneno & eluida em tampao Tris

50mM, NaCl 250mM e benzamidina 150mM a pH 9.0.

Sdoc realizados "pool" das fragdes, contendo a
mais alta atividade e, a segulr, dializadoes e
concentrados.

ApGs isolamento da fragao, esta € analisada guan
to & sua concentragao proteica e submetida a ele
troforese em gel de poliacrilamida com dodecil
sulfato de sddio (SDS-PAGE). Apbs a corrida ele
troforética, os géis sao corados para presenga
de protelnas e glicoproteinas. Também & realiza
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da avaliagao por "imunoblot", empregando soro an
tivenenc. Sao ensaiadas também as atividades es
teroliticas, proteoliticas e de fosfolipase . da
fragao obtida.

b - Obtengao da SOLUGAO I:

180 microgramas da fragdo de venenc de cobra lio
filizado, obtido conforme descrigao anterior,
foi diluido em dois mililitros de dgua bidestila
da, apresentando uma concentragao de 85 microgra
mas/ml sendo que essa concentragao pode variar
entre 80 e 90 microgramas/ml. Solugac de sal de
calcio, 400 micromoles/ml foi preparada. Para
composigdo da SOLUGAO I prepara-se uma parte da
fragao de veneno de cobra para vinte partes de
solugao de um sal de calcio a 400 micromoles/ml,
sendo, de preferéencia, o sal, o cloreto de cal
cio. Essa solugdo tem como finalidade facilitar
a formagao da rede de fibrina, gue tem por obje
tivo final, fazer a aderéncia entre as partes es
colhidas.

c - Obtengao da SOLUCAO II (crioprecipitado):
. O crioprecipitado € um produto obtido a partir

de plasma fresco congelado a -209C. Para sua ob
tencdo € necessdrio proceder um descongelamento
lento. Nesse sentido, toma-se o plasma fresco
congelado a -209C e descongela-se lentamente a
49C. Quando o plasma fresco atingir a temperatu
ra de 49C, submete-se a uma centrifugagac refri
gerada a fim de precipitar alguns fatores de coa
gulagao, entre eles o fibrinogénio. O sobrenadar
te @ retirado para outro recipiente e o precipi
tado, onde se encontra o fibrinogénio, & congela
do a -209C para estocagem. Esta SOLUCAO II € ob
tida a partir de sangue do proprioc paciente que
serd submetide ao produto (cola de fibrina), o
gque evita ¢ risco da transmissao de doengas in
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fecciosas e possiveis rejeig¢des imunoldgicas.

A cola de fibrina derivada de veneno
de cobra, objeto da presente invengao, apresenta diver
sas indicagoes na area médica. Assim & que ela pode
ser utilizada como hemcostatico durante o ato cirlrgico,
com finalidade de estancar hemorragias; na reparagao
de nervos periféricos e tendoes musculares rotos; como
coadjuvante na cicatrizagao de ilceras de cornea e en
xertos de pele; e por fim, no fechamento de fistulas
lingquéricas e pulmonares.

A apresentagao da cola de fibrina
constara de dois frascos, sendo que um deles contera a
SOLUGAO I e, o outro, a SOLUCAC II. A cola deverd ser
preparada no momento da utilizagado. ApOs escolhida a
area a ser colada, deve-se aplicar sobre esta a SOLU
GAO II, denominada crioprecipitado. A seguir, adiciona
-se sobre a &rea onde se aplicou a SOLUCAC II, a SOLU
CAC I, denominada fragao de veneno de cobra mais clore
to de calcio, mantendo-se a proporgao de uma parte pa
ra uma parte (l:1). ApGs a aplicagao das duas solugoes,
mantém-se o local sob pressaoc por trés minutos, ocor
rendo por fim a aderéncia das mesmas.
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REIVINDICAGQOES
1 - COLA DE FIBRINA DERIVADA DE VENE
NO DE COBRA, caracterizada por compreender uma SOLUCAO
I e uma SOLUGAO II, consistindo a SOLUGAO I de uma fra
cac de veneno de cobra liofilizado, diluida em agua bi
destilada até atingir concentragaoc entre 80-90 micro
gramas/ml, sendo para cada parte desta diluigao adicio
nados vinte partes de uma solugao de um sal de cdlcio
a 400 microgramas/ml e, consistindo a SOLUGAO II em um
crioprecipitado obtido a partir de plasma fresco conge
lado a -209C, o qual deve conter, em média, 150-250mg
de fibrogenio, 80-120 unidades do fator VIII, 20-30%
do fator XIII, 40-70 unidades deo fator"von Willibrand”
e de 50-60mg de fibronectina.
2 - COLA DE FIBRINA DERIVADA DE VENE
NO DE COBRA, de acordo com a reivindicagao 1, caracte
rizada por ser a concentragac da diluigao do veneno de
cobra liofilizado em tornc de 85 microgramas/ml.
3 - COLA DE FIBRINA DERIVADA DE VENE
NO DE COBRA, de acordo com a reivindicagao 1, caracte
rizada por ser o sal de calcio, o cloreto de calcio.
4 - PROCESSO DE PREPARAGAO DE COLA DE
FIBRINA DERIVADA DE VENENO DE COBRA, conforme reivindi
cagao 1, caracterizado por compreender as seguintes e
tapas: .
a - Isolamento e caracterizagao da fragao de veneno de
cobra;
b - diluigao deste veneno de cobra em agua bidestilada
até atingir concentragoes variando entre 80-90 mi
crogramas/ml;
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preparagaoc de solugaoc a 400 micromoles/ml de  sal
de calcio;

mistura de uma parte da diluigao da "etapa b" em
vinte partes da solugao da "etapa c" (SOLUCAO I);
descongelamento lento de plasma fresco congelado a
-209C até atingir 49C;

centrifugagac refrigerada do plasma fresco a 49C;e
separagdo e precipitagao do sobrenadante (SOLUGAO
II).
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RESUMO
Patente de Invengao: "COLA DE FIBRINA DERIVADA DE VENE

NO DE COBRA E PROCESSO PARA SUA PREPARACAQO".

A presente invengao trata de um produ
to denominado cola de fibrina, de grande eficacia, uti
lizada em varias indicagGes na area médica, bem como

de um processo para sua preparagao.
A c¢cola de fibrina derivada de veneno

de cobra, segundo a presente invengao compreende uma
SOLUGAQ I e uma SOLUGAC II, consistindo a SOLUCAO I de
uma fragao de veneno de cobra liofilizado, diluida em
dgua bidestilada até atingir concentrag¢doc entre 80-90
microgramas/ml, sendo para cada parte desta diluigido
adicionados vinte partes de uma solugao de um sal de
cdlcio a 400 microgramas/ml e, consistindo a  SOLUGXO
II em um crioprecipitado obtido a partir de plasma
fresco congelado a -209C, ¢ qual deve conter, em média,
150~250mg de fibrogénio, 80-120 unidades do fator VIII,
20-30% do fator XIII, 40-70 unidades do fator "von
Willibrand” e de 50-60mg de fibronectina.
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