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RESUMO

A estreptoquinase ¢ uma proteina de 47 kDa secretada pelas bactérias
Streptococcus do grupo p-hemolitico. A estreptoquinase ativa o plasminogénio do
soro humano formando um complexo capaz de converter moléculas de
plasminogénio em plasmina. O nosso objetivo foi avaliar cinco formulagbes
comerciais de estreptoquinase disponiveis no Brasil, comparando as suas
capacidades in vitro de induzir a formag&o do coagulo de euglobulina e de ativar o
plasminogénio in vitro. O tempo de lise da euglobulina foi analisado em microplaca
na presenga de: trombina humana e estreptoquinase. A formagéo do coagulo foi
iniciada com a adigéo da euglobulina plasmatica. A turbidez foi medida a 340 nm
durante 30 s. No teste de lise da euglobulina a Streptase™ apresentou uma maior
atividade fibrinolitica, sendo usada como formulagdo de referéncia. As
formulagdes Unitinase™ e Solustrep™ foram as menos ativas, com cerca de 50%
da atividade observada na formulagdo de referéncia. A ativagdo do plasminogénio
foi analisada usando o substrato S-2251™ especifico para plasmina. Todas as
estreptoquinases tfestadas ativaram o plasminogénio, observando diferengas
significantes. Streptase™ (15,13 + 1,00 kU/L; M = D.P., n=14) e Stireptonase™
(18,94 + 0,92 kU/L, n=16) foram as formulacBes mais ativas, enquanto Unitinase™
(6,19 = 0,48 KU/, n=12) e Strek™ (6,57 % 0,85 kU/L, n=14) foram as menos
ativas. Solustrep™ (10,66 + 0,54 kU/L, n=15) apresentou uma atividade
intermediéria. As variagdes entre as diferentes formulagdes, em ambos os testes
citados acima, apresentaram correlacdo com os resultados densitométricos apos
separacgdo das proteinas através da eletroforese em ge! de poliacrilamida (SDS-
PAGE). Nés concluimos gue as formulagdes testadas apresentaram uma variacao
significativa na atividade in vitro. A relevancia clinica destas diferengas ainda
precisa ser estabelecida.
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ABSTRACT

Streptokinase, a 47 kDa protein secreted by most group A, C and G B-
hemolytic streptococci, activates human plasminogen to form an active complex
capable of converting other plasminogen molecules to plasmin. The aim of this
study by was to evaluate five commercially available streptokinase formulations in
Brazil by comparing their activity in euglobulin clot formation and plasminogen
activation. The euglobulin lysis time was evaluated in 96-well microtiter plates.
Initially, human thrombin and streptokinase were placed in individual wells and clot
formation was initiated by the addition of plasma euglobulin. The increase in
turbidity was measured at 340 nm every 30 s. Plasminogen activation was assayed
using the plasmin specific substrate S-2251™. Streptase™ was used as the
reference formulation and showed the strongest fibrinolytic activity in the euglobulin
lysis test. The formulations Unitinase™ and Solustrep™ were the least active, with
about 50% of the activity of the reference formulation. All streptokinases tested
activated plasminogen but there were significant differences in their activities.
Streptase™ (15.13 £ 1.00 kU/L; mean + S.E.M., n=14) and Streptonase™ (18.94 &
0.92 kU/L, n=16) were the most active formulations while Unitinase™ (6.19 + 0.48 -
kU/L, n=12) and Strek™ (8.57 £ 0.85 kU/L, n=14) were the weakest; Solustrep™
(10.66 = 0.54 kU/l., n=15) showed intermediate activity. The variations in the
activites of the different formuiations in the euglobulin lysis test and in the
hydrolysis of the chromogenic substrate were ciosely correlated with their
electrophoretic (SDS-PAGE) profiles. We conclude that the streptokinase
formulations examined varied significanily in their activity in vitro. The clinical
implications of these  differences remain o be established.



INTRODUCAO

HEMOSTASE E COAGULAGAO SANGUINEA

Aspectos gerais

O sistema vascular fornece oxigénio e nutrientes aos tecidos e remove os
produtos para excrecdo. Este sistema também tem a habilidade de reparar danos
sofridos pelas paredes dos vasos sanglineos e assim evitar a perda de sangue
pelo local atingido. No entanto, mesmo em situagdes normais, os capilares estio
permanentemente expostos a pequenas injurias ocasionadas por lestes
mecénicas ou quimicas. Desta forma, a manutengao da integridade do sistema
vascular € absolutamente vital para a sobrevivéncia de um individuo.

O sistema hemostatico € capaz de identificar rapidamente um dano
causado na parede de um vasc sangliineo e promover a sua recuperacéo através
do recrutamento inicial de células e enzimas que promovem a formacéo de um
tamp&o insoluvel cuja fungdo primordial é estancar o sangramento. O sistema
hemostatico, normaimente, n&oc envolve apenas enzimas proteoliticas
responsaveis pela cascata de coagulagdo e fibrindlise, mas também outras
enzimas ativas na inflamacéo, manutencdo da pressao sangiiinea e ativagio do
sistema complemento.

Estas enzimas estdo organizadas em cascatas na qual uma protease
ativada em um passo determinado, ativa a protease do passo seguinte,
promovendo assim uma amplificacdo do sinal resultante da ativacio destas
enzimas. Devido as implicagbes fisiolégicas da ativacdc de uma cascata de
proteases, como € a cascata de coagulacao, a atividade destas enzimas deve
estar sob constante controle. E este processo de ativagio de proteases a partir de
um precursor inativo (zimogénio) representa um fendmeno irreversivel.

Apos o coagulo ser formado e estabilizado, torna-se necessario a inativagao
e remog¢ao destas proteases da corrente sangliinea, a fim de gue n&o ocorra a
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formacdo desnecessaria de coagulo ou este nao cresga indefinidamente e
promova a ocluséo do vaso sangliineo (trombose).

A fisiopatologia da hemostasia pode ser dividida em componentes primarios
e secundarios e € geralmente iniciada por trauma, cirurgia ou patologias. Em todos
0s casos ocorre lesao do endotélio vascuiar:

% A hemostasia primaria é o processo de adesdo e agregacio plaquetaria no
sitio da les&o da parede do vaso sanguineo. Representa a primeira acéo no
sentido de deter extravasamento sangiiineo pelos capilares, vénulas e
arteriolas. Sua acdo é bastante rapida e ocorre em apenas alguns
segundos apés a lesdo. '

2> A hemostasia secundaria consiste na ativacdo do sistema de coagulacao
sangiiinea que resulta na formacgéo da rede de fibrina. Sua agio é um
pouco mais tardia do que a primaria e requer alguns minutos para se
‘completar.

Embora descrito como eventos separados, as hemostasia primaria e
secunciéria sdo interligadas enire si, pois as plaquetas ativadas aceleram a
coagulacéo sanglinea e alguns componentes da cascata de coagulacio, como a
trombina, induzem a ativagao plaquetaria.

Depois de iniciada a hemostasia primaria com adesdo e agregacdo
plaquetaria, proteinas da coagulagdo plasmaticas s@o ativadas e inicia-se a
hemostasia secundaria, tanto pela via intrinseca como a extrinseca, levara ao
Glitimo estagio de coagulacdo que € a formacado do coaguio de fibrina. Este se
forma a partir da conversao da protrombina em trombina, que por sua vez atua na
conversdo do fibrinogénio em fibrina. A trombina, além de desempenhar papel
fundamental na hemostasia, ao converter o fibrinogénio em fibrina ativa também
os fatores V (pré-acelerina), VI (acelerina), Xli (fator Hageman), Vil (proconverting)
e estimuia a agregacao e secregdo plaguetaria.
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Assim que a hemostasia € completada, inicia-se o processo de lise do
coagulo e reparacao das veias, com participacdo da uroquinase e tPA (ativador de
piasminogénio tecidual), que transformam o plasminogénio (Pg) em piasmina (Pl).
A plasmina & a principal enzima do sistema fibrinolitico que desempenha uma
importante funcéo na degradacédo do coagulc da rede de fibrina. Desta forma, a
hemostasia € resuitante do equilibrio entre proteinas pro-coagulantes e
anticoagulantes, na qual estao envolvidos os vasos, as plaquetas, as proteinas da
coagulacio e da fibrindlise e os anticoagulantes naturais (TABOR et al,, 1992).
Muitos fatores, genéticos ou adquiridos, podem contribuir para romper este
equilibrio, levando a estados de hipo ou hipercoagulabilidade. Como manifestacéo
de um estado de hipercoaguiabilidade, a trombose constitui um problema clinico
de consideravel gravidade € morte ocasional (DAHLBACK, 1995; JANSSEN,
1997).

Evidéncias tém mostrado que a trombose pode contribuir para a ocorréncia
da doenca cardiaca coronariana, ndo somente como uma complicacio aguda do
desprendimento e ruptura da placa de ateroma, mas também como uma causa
continua do processo cronico da aterogénese (DAHLBACK, 1995; JANSSEN,
1997).

A trombose da artéria coronaria ocorre principaimente em um local
acometido por lesdo aterosclerotica e resulta em uma situagao clinica denominada.
de infartoc agudo do miocardic (IAM). Considerando-se as caracteristicas
paioldgicas aterotrombdiicas do 1AM, & razoave! especular que os efeitos dos
fatores de risco frombéticos interagem sinergicamente com os fatores de risco
ateroscleréticos, aumentando a sua ocorréncia (SISCOVICK at al., 1997). Sio
muitos os fatores de risco relacionados com o infarto, entre eles a idade e o sexo,
sendo rara a sua incidéncia em pessoas com menos de 45 anos de idade e em
mulheres jovens. Outros fatores de risco como o tabagismo, a2 obesidade, a
hipercolesterolemia, a hipertens@do e o diabetes contribuem para o
desenvolvimento do IAM (SISCOVICK at al., 1997). Fatores de risco trombotico,

como o aumento dos niveis plasmaticos de fibrinogénio, fator Vil, inibidor do
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ativador do plasminogénio tipo 1 (PAl-1) e outros, também estdo relacionados com
a incidéncia de doenga coronaria (GRUNDY, 1998).

Endotélio vascular e ativagio pré-inflamatéria

Em primeira analise, o endotélio vascular € uma barreira protetora que
separa as células sangiineas e os fatores plasmaticos dos elementos reativos de
camadas internas do vaso sangilineo (fator de Willebrand e fator tissular). O
endotélio vascular € um odrgdo regulador da hemostase, como exemplo, na
hemostase cardiovascular, onde a disfungao endotelial esta presente em diversas
doengas cardiovasculares (CHAGAS e PEREIRA; 2004).

A ativagdo de células endoteliais por citoquinas pré-inflamatérias ou
agentes infecciosos pode estar associada a diminuicho das propriedades
antitrombéticas. A disfungdo endotelial € caracterizada pela reducdo na
capacidade vasodilatadora decorrente da redugdo ou atenuacio dos efeitos do
fator de relaxamento endotelial (6xido nitrico), da bradicinina, prostaglandinas,
fator natriurético atrial € um aumento de stress oxidativo, um importante promotor
no processo inflamatério (BONETTI ef al.; 2003; SELA ef al.; 2002; BATLOUNI ef
al.; 1999). Dessa forma, a ativacéo pro-inflamatoéria exerce um papel importante na
fisiopatologia, como por exemplo, na insuficiéncia cardiaca onde ocorre uma
correlacdo entre niveis elevados de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa),
interleucina 1 e 6, e piora da fungdo miocardica. (BACAL et al.; 2002).

Portanto, o endotélic vascular tem a funcao de manter a fluidez sanglinea,
promovendo a fibrindlise e inibindo a agregacéo plaquetaria e a coagulacdo

sanglinea.

Plaquetas

A principal funcdo das plaquetas na hemostase consiste em iniciar o
processo hemostatico, auxiliando a interromper o extravasamento de sangue e
reparar lesGes nas paredes dos vasos sangliineos. Apds ruptura do endotélio, as
plaguetas aderem a estfrutura exposta da matriz subendotelial. Entre os

componentes da matriz subendotelial encontram-se varias glicoproteinas

13



adesivas, como: fator de von Willebrand (VWF), fibronectina, vitronectina,
trombospondina, colagenc e laminina (McEVER, 1990). Estas proteinas contém
dominios reconhecidos por receptores especificos da superficie plaquetaria, o que
permite a interagdo da superficie celular com a matriz. O dominio melhor
caracterizado & a seqiéncia do tripeptidec arginina-glicina-acido aspartico
(RUOSLAHTI ef al., 1987). Esta segliéncia pode ser identificada por varias
integrinas presentes na superficie celular, muitas das quais reconhecem a
seqiiéncia arginina-glicina-acido aspartico (RGD) em mais de uma glicoproteina
adesiva. As plaquetas possuem muitos recepiores para proteinas adesivas
tornando-as muito eficientes no processo de adeséo a matriz subendotelial.

A interacdo das plaguetas com o subendotélio ocorre inicialmente através
da ligacdo do FViliffator de von Willebrand (FVIINWF) com o complexo
glicoproteina Ib-IX. Esta interagcio ocorre com o fator de VWF presente no
subendotélio ou com aquele circulanie no plasma (RUGGERI ef al., 1983;
' TUR%T_TO et al, 1985). Quando as plaguetas sdo submetidas a condicbes
experimentais sob fluxo lento e, principalmente, na auséncia deste, a adesdo pode
ocorrer com outras glicoproteinas. Esta ades@o com diferentes proteinas adesivas
€ um fator importante apds a interagdo inicial das plaquetas com o VWF. A
interacéo do colageno com a GPIV (glicoproteina IV) e com a integrina GP la/lla
(glicoproteina la/lla) € a mais importante destas interacbes (KUNICKI et al., 1981;
TIMMONS et al., 1984). Além disso, o receptor para vitronectina pode se ligar
também ao fibrinogénio, VWF e trombospondina (LAM et al., 1989).

Apés a adesao das plaquetas ao subendotélio, a ativacdo de receptores
presentes na membrana plasmatica altera o metabolismo plaquetaric e induz a
secrecdo e agregacdo. A interacdo com © colageno promove a ativagio e
agregacao plaquetaria. Isto @ confirmado peios expérimen‘tos in vitro onde o©
colageno funciona como um forte agonista plaquetaric (WILNER et al., 1968),
induzindo a secrecdo dos granulos e a sintese do TXA2 mesmo na auséncia de
agregacdo. Somente o colagenc presente na sua conformacao nativa de tripla
hélice pode estimular a mudanca de forma e a secregéo dos granulos plaquetarios
{CHESNEY et al., 1972; ZACHARSK et al., 1992).
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Cascata de Coagulagio

A coagulagao se da em decorréncia da transformacéo do fibrinogénio em
fibrina insoltvel. O sistema de coaguiacao consiste em um conjunto de proteinas
proteoliticas, que atuam umas sobre as outras, num sistema de cascata. Em cada
etapa, o zimogénio de um fator de coagulagio sofre uma protedlise limitada e é
convertido numa protease ativa. Esta protease ativa o fator seguinte da
coagulacao, até que, afinal, se forme o coagulo sélido de fibrina.

O sistema de coagulacdo é ativado em duas vias: via intrinseca e via
extrinseca. Na via intrinseca todos os fatores estdo presentes na corrente
sanguinea, ja na extrinseca temos o inicio da ativagdo do sistema pela ativagao do
FVII a FVlia por atuagéo de um fator que nao esta presente no sangue, o fator
tecidual, proveniente do subendotélio vascular. Porém, in vivo, esta divisao néo
ocorre, pois 0 complexo fator tecidual/ fator Vlla é um potente ativador de fator 1X
e fator X, fazendo a coagulagdo se desenvolver rapidamente (COLMAN et al,
1994).

Na lesdo de um vaso, temos a ruptura do endotélio e exposigio do
subendotélio. No subendotélio, dentre outras proteinas, encontramos o fator
tecidual (TF). Este TF, na “via exirinseca”, em combinagac com fator Vila e
fosfolipideos (PL) converie fator iX em iXa e fator X em Xa. A “via intrinseca” inclui
a ativagéo do fator Xi pelo complexo cininogénio de alto peso molecular (Hka)/
fator Xlla. O fator Xia também converte fator IX em IXa que por sua vez, em
combinagao com fator Vlila, PL e fons calcio (complexo tenase) converte fator X
em Xa. O fator Xa mais o fator Va, PL e ions calcio formam o complexo
protrombinase, que converte protrombina (FIl) em trombina (Flia).

A trombina € uma proteina multifuncional, atuando em varias etapas da
coagulagdo regulando positivamente ou negativamente o processo. A trombina
converte fibrinogénic em fibrina por hidrélise e liberagéo de fibrinopeptideos A ¢ B
(FPA e FPB), ativa FXIi! (tfransglutaminase) que estabiliza o coagulo de fibrina por
ligagbes cruzada e ativa as plaquetas, FV, FVIIi e FXI. Na presenca de
trombomoduiina, inibe o processo ativando a proteina C, o melhor anticoaguiante
natural que degrada os fatores Va e Viila (MANN, 1998; DIBELLA ef al., 1995)
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impedindo gue a reacdo de coagulacdo ocorra, ja que estas proteinas fazem parie
dos complexos protrombinase e tenase, respectivamente.

Alguns inibidores plasmaticos naturais retardam a coagulacéo: o C1-inibidor
(C1-INH) neutraliza fator Xlla, o inibidor da via do fator tissular (TFP1) bloqueia o
complexo fator Vlla/TF, enquanto que a antitrombina Il (ATIII) bloqueia os fatores
IXa, Xa e trombina (COLMAN eof al, 1994). A atividade inibitoria da ATHI é
fortemente potencializada pela heparina (BAUER, 2002; ROEMISCH ef al., 2002;
WEITZ, 2002). Na inibicéo da cascata de coagulacéo temos também as proteinas
C (PC) e § (PS). A PC torna-se uma protease ativa ao formar um complexo com a
T™ (frombomodulina) e a Flia (trombina), sendo auxiliada pelo co-fator PS. A PC
promove a protedlise dos fatores V {pré-acelerina) e VIH (anti-hemofilico) inibindo
a produc&o adicional de trombina.

SISTEMA FIBRINOLITICO

A fibrina formada ativa uma pequena quantidade de t-PA (ativador tissular
de plasminogénio), que por sua vez transforma o Pg em PI. Esta piasmina pode
seguir quatro vias possiveis de reacdo: (a) ser inibida pela «2-antiplasmina (c2-
Pn), (b) ativar o zimogénio pro-uroquinase a uroquinase, (¢) ativar +-PA e (d)
degradar o coagulo de fibrina. A reacéo (a) inibe a fibrindlise, enquanto (b) e (c)
reforgam a fibrindlise. A reagdo (d) é o curso da fibrinélise, processo que dissolve
o coagulo sanglineo restabelecendo a fluidez do sangue. A ativagéo do t-PA e da
pro-uroquinase € inibida pelo inibidor de ativador de plasminogénio (PAI)
(SCHOUSBOE e HALKIER, 1991).

Ate 1990, o sistema fibrinolitico era descrito com base nos mecanismos
de ativagéo do Pg e nos mediadores de ativacdo da Pl em locais onde ocorre
formagdo e actmulo da rede de fibrina. Recentemente, métodos desenvolvidos
para promover a ativagdo ou inativagdo especifica de diversos genes
responsaveis pela expressao de proteinas essenciais para o desenvolvimento da
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cascata de coagulacao ou da fibrindlise, demonstraram que o sistema fibrinolitico
néo tem funcgao restrita apenas a dissolucio de rede de fibrina, mas também na
regulacdo da atividade celular e desenvolvimento de tecidos (DOBROVOLSKY e
TITAEVA, 2002).

Plasminogénio e plasmina

O plasminogénio € secretado pelo figado como uma glicoproteina de cadeia
Unica e com 791 residuos de aminoacidos possuindo um Glu na exiremidade
amino-terminal. As molécuias de Pg contem varios dominios para ligacéo de lisina
(Lys}) e o dominio C-terminal € homologo a outras enzimas do tipo tripsina
(DROBROVOLSKY e TITAEVA, 2002). O Pg pode ser clivado pela Pl nas ligactes
peptidicas entre Arg67-Met68, Lys76-Lys77, ou Lys77-Val78, liberando um
peptideo da extremidade amino-terminal de 8 kDa e formagdo do Lys-
plasminogénio, ¢ qual na auséncia de fibrina é ativado mais rapidamente do que
Glu-plasminogénio.

A clivagem da ligagéo peptidica Arg561-Val562 converte o Pg na enzima
ativa Pg, a qual consiste de duas cadeias polipeptidicas ligadas por uma ligacéo
de dissulfeto. A cadeia pesada-A é originada da exiremidade amino-terminal e
possui todos os dominios para ligacdo de Lys. A cadeia leve-B possui o sitio
catalitico constituido de His602, Asp645 e Ser740. A cadeia leve quando é isolada
da Pl apos redugéo da ligagao de dissulfeto, apresenta especificidade ao substrato
similar a tripsina. A especificidade da Pi é conferida pelas propriedades da sua
cadeia pesada (DROBROVOLSKY e TITAEVA, 2002).

A Pl & uma serino-protease produzida continuamente na circulacio e esta
envolvida no processo de dissolugdo dos codguios do modo fibrina-dependente
(BACHMAN, 1994). Esta enzima nao degrada somente as fibras de fibrina, mas
também atua como enzima proteolitica digerindo fibrinogénio e outros fatores da
coagulacao.

A producdo continua de Pl circulante ndo impede gque o sistema de

coagulagdo seja ativado, pois ocorre a formacéao do complexo Pl-aZ-antiplasmina
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(GUYTON et al, 1996). Aléem da o2-antiplasmina (a2-AP), a a2-macroglobulina
(a2—Mg) é um importante inibidor desta enzima proteolitica (KEYT ef al., 1994). A
o2-antiplasmina € uma glicoproteina de cadeia Unica de 70 kDa, pertencente a

familia dos inibidores de sefino-protease e é secretada pelo figado (BANGERT ef
al., 1993).

Ativadores de plasminogénio

O ativador de plasminogénio tecidual (t-PA) é sintetizado e secretado pelas
células endoteliais como uma enzima ativa de cadeia Gnica com 70 kDa. A
semelhanga da Pl, o dominio C-terminal do t-PA é homologo as enzimas do tipo
tripsina. O sitio ativo é composto de His322, Asp371 e Serd78 (PENNICA et al.,
1983). O uso da tecnologia do DNA recombinante tem permitido a produgdo em
larga escala do t-PA e seu uso na terapia trombolitica.

Na auséncia de fibrina, t-PA ativa o Pg muito lentamente. No entanto,
quando fibrina esta presente tanto o {-PA como o Pg ligam-se nas moléculas de
fibrina. A formacao deste complexo de trés componentes aumentia a eficiéncia do
t-PA em mais de 1000 vezes (NORMAN ef al., 1985). A ativagao do Pg pode ser
induzida, com menor eficiéncia, por outros fatores além da Pl, tais como
membranas celulares e proteinas da matriz extracelular, principalmente
trombospondina e colageno tipo IV (STACK et al., 1990).

Uroquinase {u-PA) representa outro ativador do Pg (RIJKEN e SAKHAROV,
2001). A uroquinase tem 54 kDa e pode estar presente em duas formas, uma de
cadeia simples, chamada de ativador de plasminogénio do tipo uroquinase de
cadeia simples (scu-PA), e outra com duas cadeias polipeptidicas unidas por uma
ligacao de dissulfeto chamado de ativador de plasminogénio do tipe uroquinase de
cadeia dupla {tcu-PA). O dominio amino-terminal da uroquinase é homblogo ao
fator de crescimento epidermal (EGF) e a extremidade C-terminal € homéloga as
enzimas do tipo tripsina (VERSTRAETE, 2001; MAKSIMENKO, 1995).
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Inibidores da ativacdo do plasminogénio

Quatro proteinas distintas da familia dos inibidores de serino-protease
(serpinas) tém sido descritas como inibidores da ativacdo do fibrinogénio. No
sangue normal, t-PA e tcu-PA sZo inibidos principalimente por uma glicoproteina
de 52kDa sintetizada pelc endotélioc, chamada de inibidor do ativador de
plasminogénio do tipo 1 (PAI-1). Inibidor do tipo 2 (PAI-2) inibe fortemente tcu-PA
e ¢ sintetizado pela placenta, mondcitos e macréfagos. Em individuos normais
PAI-Z ndo é detectado, mas pode estar presente em diferentes doencas
{(DROBROVOLSKY e TITAEVA, 2002). Inibidores descritos como dos tipos 3 e 4,
PAI-3 e PAI-4, foram identificados posteriormente como potentes inibidores da
proteina-C e da protease nexin-l, respectivamente (KRISHNAMURT! e ALVING,
1992; JUHAN-VAGUE e ALESSI, 1997).

Uma grande quantidade de PAI-1 (aproximadamente 90% do total) &
armazenado nos a-granulos de plaquetas. Apés ativacdo, as plaquetas liberam o
PAI-1, aumentando de forma significativa a concentracao local de PAI-1 no sitio de
formacdo do trombo. Desta forma, as plaguetas podem contribuir para a
estabilizacdo da rede de fibrina (KRUITHOF et al., 1986; KEYT ef al., 1994).

A sintese de PAI-1 & afetada por varios fatores, inciuindo: insulina,
citosinas, TGF-P (fator de crescimento beta), trombina, lipoproteinas aterogénicas,
além de outros (DROBROVOLSKY e TITAEVA, 2002). Os niveis sanglineos de
PAI-1 aumentam drasticamenie em doencas provocadas por alteragbes da
hemostasia. Desta forma, os niveis de PAI-1 em individuos normais e pacientes
variam enormemente, indicando que este inibidor pode ser um determinante
principal da atividade fibrinolitica in vivo. Evidéncias diretas da relacdo entre os
niveis de expressdoc do PAI-1 e trombose foram obtidas em camundongos
transgénicos para o cDNA do PAI-1 humano. Nestes animais, trombos venosos
foram desenvolvidos em maior nimero durante o periodo de sintese aumentada
do PAI-1 e foram eliminados apés diminuigdo da expresséo do PAI-1 (ERICKSON
et al., 1990).
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inibidor da fibrindlise ativado pela frombina {TAFI)

O inibidor da fibrindlise ativado pela trombina & secretado pelo figado e
possui uma cadeia glicoproteica Unica de 58-kDa estando presente em uma
concentragéo plasmatica de aproximadamente 200 nM (EATON ef al, 1991;
STROMQVIST ef al, 2001). A ativacdo do TAFI é catalisada pelo complexo
plasmina-plasminogénio (EATON et. al, 1991; MAO et al., 1999), tripsina (EATON
etl. al, 1991) e trombina (EATON et. al, 1991; BAJZAR ef. al, 1996).

A sua ativagdo depende da clivagem na posicdo Arg92, originando um
peptideo de ativagdo com 92 aminoacidos (215 kDa) e uma enzima com 309
aminoacidos (TAFla) e massa de 35 kDa (EATON et. al, 1991). TAFla (inibidor da
via do fator tecidual ativado) possui afinidade pelo Pg dez vezes menor, o que
sugere que a ligacdo ao Pg e facilitada pelo peptideo de ativagdo, mesmo que o
papel fisiolégico exato desta interagdo n@o tenha ainda sido elucidado (TAN E
EATON, 1995).

TAFla possui atividade enzimética do tipo carboxipeptidase B, inibindo a
fibrindlise pela provavel remogao de lisinas da extremidade C-terminal da fibrina,
parciaimente degradada pela Pl. Sendo assim, TAF! e sua ativagéo constituem
uma via antifibrinolitica analoga a via anticoaguiante da PC (BAJZAR et. ai, 2000).

AGENTES FIBRINOLITICOS

Os agentes fibrinoliticos sao drogas de escolha na terapia de lise dos
coagulos no IAM (THE GUSTO INVESTIGATORS, 1993). Esses compostos
estimulam a degradacdo da fibrina. Esta degradagdo do coaguio ocorre
normalmente pela ativacdo do Pg (FRANGOS ef al., 2000).

As opinibes quanto a dlicosilagdo da cadeia polipeptidica da
estreptoquinase s&o controversas. A estreptoquinase foi classificada como uma
glicoproteina em estudos realizados nas décadas de 60 e 70 (TAYLOR e BOTTS,
1968, CASTELLINO ef al, 1976). Dados mais recentes que seguiram o©
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sequenciamento do DNA genémico da bactéria Streptococcus beta-hemolitico nos
grupos A, C e G e analises de seus produtos génicos, néo evidenciaram nenhuma
modificacdo poés-traducional. Consequentemente, nio foi confirmada nestes
estudos a presencga de glicosilacdo em proteinas sintetizadas por cada grupo
especifico de bactéria. Uma outra informacgao obtida quanto ac sequénciamento
do DNA gendmico da bactéria Streptococcus beta-hemolitico é de que esta
proteina n&o apresenta nenhum aminoacido cisteina, portanto, ndo contém pontes
de dissulfeto na sua constituicdo (JACKSON e TANG, J., 1982; MALKE et al,
1985; WALTER ef al., 1989, a, b; FERRATI et al., 2001).

Os agentes fibrinoliticos de primeira geragéo sio: estreptoquinase (SK) e
uroguinase (UK); A SK & uma proteina de 47 kDa produzida por Streptococcus
dos grupos A, C e G que interage com o Pg para formar um complexo
estreptogquinase-plasminogénio capaz de converter outras moléculas de Pg em PI.
Ja a UK é sintetizada pelo rim humano, n&o é uma droga antigénica, e apesar do
seu alto custo, tem sido utilizada em pacientes alérgicos 4 SK (ROSCHLAU,
1968). Os agentes fibrinoliticos de segunda geracdo s&o os ativadores de
plasminogénio tecidual recombinante (rt-PA), ativadores de plasminogénio do tipo
UK de cadeia unica, ativador do complexo SK-Pg acetilado ou nao acetilado
(APSAC) e pré-uroquinase (r-pro-UK). Todos os agentes fibrinoliticos, incluindo o
APSAC (nao disponivel comercialmente), rt-PA e r-pro-UK produzem uma grande
guantidade de produtos de degradacic do Pg ou fibrina (BELL, 2002).

Resultados de avaliagOes de casos clinicos isolados ou como parte de um
estudo mais abrangente, mostraram a ocorréncia de hemorragias como efeito
colateral em pacientes tratados tanto com agentes de primeira como de segunda
geracao {BELL, 2002).
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ESTREPTOQUINASE

Estreptoguinase, um derivado bacteriano que ndo esta presente no
organismo humano, representa um potente ativador de Pg. Estreptoquinase e tPA
recombinante tém sido usados terapeuticamente para induzir fibrindlise em
pacientes com desordens agudas de trombose.

Estreptoquinase € uma proteina produzida por Streptococcus B-hemoliticos
dos grupos A, C e G (TILLET e GARNER, 1933). Esta proteina interage com o Pg
para formar um complexo estreptoquinase-plasminogénio capaz de converter
outras moiéculas de Pg em Pi. Diferentemente da uroquinase e do tPA, a
estreptoquinase nao ativa o Pg pela sua clivagem, mas forma um complexc na
proporgéc molar de 1:1 com o Pg. Esta interac&o resulta na exposicdo de um sitio
ativo no Pg, seguida pela rapida degradacéo da estreptoquinase para uma forma
com 36 kDa e conversao de Pg em P!.

O nome estreptoquinase (streptokinase) foi atribuidc em 1945
(CHRISTENSEN e MACLEOD, 1945) e a reagdo estequiométrica com o
plasminogénio foi descrita em 1948 (RATNOFF, 1948). A estreptoquinase é uma
glicoproteina com uma Unica cadeia polipeptidica e massa que varia de 45 a 50
kDa. O contetdo totai de carboidrato na molécuia ¢ muito baixo, correspondendo
a menos de 10% da massa final da proteina (TAYLOR e BOTTS, 1968:
CASTELLING et al, 1976). Determinacéo da sua estrutura primaria mostra uma
isoleucina na extremidade amino-terminal, lisina na carboxi-terminal e auséncia de
ligagdo de dissulfeto intracadeia (MORGAN e HENSCHEN, 1969). A estrutura
secundaria é predominantemente enovelamento ao acaso e cerca de 10% de alfa-
heélice (TAYLOR e BOTTS, 1968; CASTELLINO et al, 1976). A cadeia
polipeptidica um ponto isoelétrico de 4,0 (JOHNSON e McCARTY, 1959; LOCH et
al., 1968).

O compiexo estreptoquinase-plasminogénic tem uma serina no sitio
catalitico (REDDY e MARKUS, 1972). Desta forma, o complexo é capaz de clivar
a ligagio Arg560-Val561, convertendo tanto o Pg complexado como o livie em Pl
Sendo assim, 0 compiexo estreptoquinase-plasmina formado nesta reacdo atua
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também como um ativador de outras moléculas de Pg (McCLINTOCK ef al,, 1974;
SUMMARIA et al., 1974). Ao mesmo tempo em que o Pg é convertido em P, a
molécula de estreptoquinase dentro do complexo ativador sofre degradagac
proteclitica. Fragmentos de 10 a 40 kDa sao formados durante este processo,
sendo que todos possuem atividade residual para ativagao de Pg (BROCKWAY e
CASTELLINO, 1974; CASTELLINO et al.,1976).

O complexo ativador da SK promove uma rapida producao de Pl circulante
em locais distantes dos coagulos de fibrina. No entanto, 0 aumento na producao
de P! acarreta na formacdo de bradicinina, o que por sua vez causa uma
diminuicdo da pressao sangiiinea. Sendo assim, a infus&o intravenosa de SK é
realizada muito lentamente a fim de reduzir estes efeitos adversos, mas este
procedimento pode reduzir o seu potencial de agdo (POLGAR e REED, 1999).

A estreptoguinase interage com varias formas do Pg, incluindo Glu-
plasminogénio, Lys77-plasminogénio, Val442-plasminogénio e cadeia B-plasmina
(SUMMARIA et al., 1974). Estudos in vifro demonstraram que a atividade do
complexo ativador varia de acordo com o tamanho do fragmento de
estreptoquinase e a forma do plasminogénio/plamina que faz parte deste
complexo. A fungdo ativadora do complexo € proporcional ao tamanho do
fragmento de estreptoquinase e inversamente proporcionali & forma do
componente plasminogénio/plasmina. A maior atividade é observada com o
componente B-plasmina (MARKUS ef af, 1976, WOHL ef al, 1978; LEE ef a/,
1988; TAKADA, A. e TAKADA, Y.; 1982).

Devide ac fato da estreptoquinase ndo ser uma proteina natural em
humanos, ela possui propriedades antigénicas e pode induzir a producdo de
anticorpos anti-estreptoguinase. O “clearance” da estreptoquinase depende da
disponibilidade do Pg. Duas meias vidas distintas foram encontradas para a
eliminacdo da estreptoguinase (BELL, 2002). A primeira & de 18 minutos e
representa o clearance apés a ligacdo com anticorpos ou inibidores (representa
cerca de 80-85% de uma dose tinica administrada por via intravenosa). A segunda
meia vida € em aproximadamente 83 minutos e representa cerca de 10 2 15% da

dose administrada.
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Administracao e efeitos adversos

A administracdo de SK normalmente € intravenosa e geralmente ocorre
associada a administragc8o de aspirina e anticoagulantes (CAMPO, 1999). Os
gfeitos colaterais mais freqientes associados & administragdo de SK sio:
braquicardia, arritmias, nausea {(CAMPOQ, 1999). Durante a infuso de SK a
formacdo de bradicinina resulta em hipotenséo arterial e pode acarretar em danos
aos thbulos renais (SMITH e MILLS, 1998).

Portanto a administracdo de SK deve ser avaliada considerando seus riscos
e beneficios (PETCH, 1990). Estudos indicam que trés em dez pacientes com
infarto agudo do miocéardio tem suas vidas salvas com terapias tromboilitica.
(NAZARI et al., 1987) e que a sobrevida vem acompanhada de melhora da funcéo
ventricular e na redugcdo de complicagdes cardiovasculares. A administragdo
trombolitica pode prolongar a sobrevida em aproximadamente oito anos (FOX,
1998). No Brasil, 27,6% das doeng¢as relacionadas ac aparelho circulatério no
Brasil resuitam em obito. £ dessa porcentagem 29,5% sdo devido a doengas
isquémicas do coragdo (BRASIL, 2000). Segundo projecbes para o ano de 2020,
no Brasil a cardiopatia isquémica sera uma das principais causas de morte e
incapacitacdo (MATOS et al., 2004).

Em todo o mundo, entre 400.000 e 500.000 pacientes recebem terapia
trombolitica por ano. Baseados em estudos clinicos multicéntricos, alguns autores
recomendam a dose de 1.500.00 Ul como sendo apropriada para ¢ tratamento do
infarto agudo do miocardio. No entanio, ndo se sabe ao ceric os efeitos
provenientes do uso de doses significativamente diferentes daguela recomendada
(CANNON, 2000; WARDLAW, 2003).

Cinco formulacbes de estreptoquinase comercializadas no Brasil e
provenientes de diferentes fornecedores foram analisadas quanto a sua atividade
fibrinolitica in vitro. Cada uma das estreptoquinases utilizadas neste trabaiho &
comerciaimente disponivei nas concentragdes de 256.000, 750.000 e 1.500.000 Ui
por frasco. Neste trabalho, comparamos as formulagbes com 1.500.000 Ul por
frasco, sendo que a atividade enzimatica contida em diferentes formuiacdes pode

24



variar entre 80-125% (P= 0,95) da sua poténcia original, como estabelecido pela
Farmacopéia Européia (SCHNADELBACH, 1997).

METODOS PARA AVALIAGCAO DA ATIVIDADE FIBRINOLITICA

Fibrindlise
O método para determinagé@o do tempo de lise do coaguio da euglobulina
(TLE) tem sido utilizada como teste de rotina para avaliagdo da fibrindlise

sistémica, principalmente para estudar o efeito dos ativadores de Pg (HOLMDAHL
et al., 1981).

A fracdo de euglobulina plasmatica € um precipitado isoelétrico contendo
Pg, fibrinogénio e ativadores de Pg, enquanto muitos inibidores de Pl concentram-
se no sobrenadante (DAVIDSON et al., 1990). Portanto, os ativadores de Pg
podem expressar sua atividade, sem interferéncia dos inibidores plasmaticos. A
atividade fibrinolitica da fragdo de euglobulina correlaciona-se diretamente com a
concentracao de ativadores de Pg extrinsecos ( RIJKEN ef al., 1983; BROMMER
ef al., 1884).

A analise turbidimétrica para avaliar a dissolugdo do coagulo de fibrina em um
sistema purificado foi reportado por CARLSON ef al. (1988) utilizando o sistema
de anélise de microcentrifuga e por URANO ef al. (1989) com o uso de leitura da
absorbéncia em microplaca. Visto que a fragdo plasmatica de euglobulina possui
pouca opacidade, a diferenca de absorbancia entre o coaguio de euglobulina e a
solugado inicial de euglobulina a 340 nm é suficientemente grande para se
identificar o ponto da dissolugcio do coagulo. Esse método é conveniente, pois o
leitor de microplaca € um equipamento comum nos laboratdrios e permite analisar
varias amostras simultaneamente. A analise descrita segue os principios
determinados pela Farmacopéia Européia (COMMISSIO, EUROPEAN
PHARMACOPOQEIA; 1998).
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Substratos cromogénicos

Medicdes feitas utilizando-se substratos sintéticos refletem a atividade
enzimatica. Muitas vezes & mais importante ter o conhecimento a respeito da
atividade enzimatica do que a quantificacdo da proteina normalmente obtida
através de ensaios imunoquimicos.

Substratos sintéticos s&o muito sensiveis e podem detectar atividades
enzimaticas presentes em baixas concentragbes. Na verdade, muitas vezes eles
s@o muito mais sensiveis do que o proprio substrato natural daguela enzima. A
habilidade dos substratos cromogénicos em detectar baixas concentragbes de
enzimas torna-os Uteis na investigagédo de atividades enzimaticas para pesquisa
ou em controle de qualidade. Algumas vezes a correlagdo entre o substrato
natural e sintético ndo &€ perfeita.

A hidrélise de substratos cromogénicos peptidicos por enzimas proteoliticas
segue, em geral, a cinética de Michaelis-Menten. Isto significa que, se o substrato
€ presente em concenfracdo suficientemente alta ou se apenas uma pequena
frag@o do substrato é hidrolisada, a taxa de formagao do produio resuitando em
formacéo de cor € proporcional a atividade da enzima. Por exemplo, a taxa de
formacdo de paranitroanilida (pNA ou p-Nitroalinida) ¢é medida
espectrofotometricamente a 405 nm. Neste comprimento de onda o coeficiente de
extincdo do pNA & 9600 mol” em™. Uma unidade de atividade enzimatica (kat) é |
definida como a quantidade de enzima que converie um mole de substrato por
segundo em condigdes padrio. Tais condicdes como iipo e conceniracdo do
substrato, tampao, pH, for¢a idnica e temperatura sao fornecidas juntamente com
as unidades. De acordo com a nomenclatura, uma unidade (U) é a quantidade de
atividade enzimatica gque converte um pmoie de substrato por minuto em

condigdes padrao.

Quando um substrato cromogénico sensivel a Pl € incubado com o
complexc esireptoquinase-plasminogénio, ele € hidrolisado resultando na
liberacidc do pNA. Esta liberacdo € medida a 405 nm de forma continua ao longo
da reacdo em um espectrofotdmetro ou apos parar a reagdo com acido acético ou
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citrico. O sinal fotométrico € diretamente proporcional a atividade da Pl, a qual
reflete a quantidade de Pg funcional originalmente presente na amostra.

Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS: teoria e aplicacdes

Eletroforese pode ser resumida com a migragdo de moléculas carregadas
em um campo elétrico. A migracéo destas moiéculas depende da forga do campo
elétrico da carga liquida, tamanho e forma do composto. Outros fatores que
afetam a migracéo sao a forga idnica, viscosidade e temperatura do meio no quali
as moiéculas estdo migrando. Como ferramenta analitica, eletroforese & simples,
rapida e altamente sensivel. A eletroforese tem sido utilizada analiticamente para
estudar as propriedades de moléculas com carga elétrica e também como técnica
de separagdo. Geralmente a amostra migra em uma matriz tal como o gel de
poliacrilamida. Este polimero € manuseado com facilidade e pode ser utilizado em
concentracbes superiores a do gel de agarose. A poliacrilamida é utilizada
amplamente para separar muitas proteinas e pequenos oligonucieotidecs, ao
quais requerem migracdo em um gel com poros pequenocs que possibilitem a

separacao das moléculas.

Proteinas séo compostos anfoteros e sua carga liquida depende do pH da
solugdo. Em pH acima do seu ponto isoelétrico, a proteina assume carga negativa
e migra para o péio anodo. Em pH abaixc do ponto isoelétrico a carga liquida da
proteina € positiva fazendo com que a mesma migre para o catodo.

Dodeciisulfato de sodio (SDS) € um detergente anibnico que promove a
desnaturacdo das proteinas devido a sua capacidade de se ligar aos residuos de
aminoacides e forma uma capa de cargas negativas em voita do esqueleto
poiipeptidico. © SDS liga-se a proteina em proporcdo da massa de 1.4:1 o que
proporciona carga negativa proporcional ao comprimento da cadeia polipeptidica.
Desta forma, as cadeias polipeptidicas possuem a mesma densidade de cargas
por unidade de comprimento. Faz-se necessario a reducao de pontes de dissuifeto
a fim de se garantir que as proteinas assumam uma configuragio de filamentos o
que & necessario para a separacao por tamanho. A reducaoc € normalmente feita
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na presenca de B-mercaptoetanol ou ditiotreitol (DTT). Em gel de poliacrilamida-
SDS sob condicdes desnaturantes, a migragédo pelo peso molecular € ndo pela
carga elétrica intrinseca da cadeia polipeptidica.

No sistema descontinuo, utiliza-se um gel com poros grandes chamado de
gel de empacotamento, montado no topo de um gel de separagéo chamado de gel
de resolugdo. Em cada gel utiliza-se tampao com pH diferente. O tampé&o utilizado
nos reservatérios superior e inferior é diferente daguele utilizado no preparo dos
géis. A resolucao obtida em sistema descontinuc € muito maior do que no sistema

continuo.

Formulacdes comerciais de Estreptoquinase
E denominada de principio ativo ou farmaco a substancia presente na
formulacao do medicamento e responsavel pelo efeito terapéutico.

No mercado nacional os medicamentos s&o classificados como:

3 Medicamento de referéncia ou de marca — € um produto inovador registrado
na ANVISA e comercializado no Brasil. Nestes medicamentos, a eficacia,
seguranca e qualidade foram comprovadas cientificamente junto ao
Ministério da Sadde através da ANVISA, por ocasido do registro (BRASIL,
1999).

> Medicamento genérico - € similar a um produto de referéncia, que se
pretende ser com este intercambiavel, ou seja, equivalente terapéutico a
um medicamento de referéncia, sendo comprovado os mesmos efeitos
quanto a eficacia e seguranca (BRASIL, 1999). Este tipo de medicamento é
geralmente produzide apos a expiragao ou rentincia da protecdo patentaria
ou de outros direitos de exclusividade, comprovada a sua eficacia,
seguranga e gualidade, e designado pela DCB (Denominacdo Comum
Brasileira) ou, na sua auséncia, pela DClI (Denominacdo Comum
internacional). E o mais importante: & tdo seguro e eficaz quanto o
medicamento de marca, mas em geral custa menos (BRASIL, 1999).

2 O medicamento similar contém ¢ mesmo ou os mesmos principios ativos,
apresenta a mesma concenitracdo, forma farmacéutica, via de
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administracéo, posologia e indicagdo terapéutica, e que € equivalente ao
medicamento registrado no Ministéric da Saude através da ANVISA,
podendo diferir somente em caracteristicas relativas ac tamanho e forma do
produto, prazo de validade, embalagem, roiulagem, excipientes e veiculos,
devendo sempre ser identificado por nome comercial ou marca (BRASIL,
1999). Os medicamentos similares sdo comercializados sob nomes-fantasia
e também sob a DCB que, de um modo geral, nac comprovaram - através
de testes apropriados - a equivaléncia com os medicamentos de referéncia.
Devido aos medicamentos similares possuirem o mesmo principio ativo (na
mesma concentragdo), mesma formulacdo farmacéutica, via de
administracdo e posologia do medicamento de referéncia {(ou marca), ndo
comprovaram - através de testes apropriados - a equivaléncia com os
medicamentos de referéncia. Ou seja, nao comprovaram sua
intercambialidade (BRASIL, 1999).

As cinco formulagbes de estreptoquinase que analisamos neste trabalho

sao classificadas como:

a

Streptase™ (Hoechst Marion Roussel S/A), classificada como medicamento
de referéncia;

As demais formulacgbes sac ciassificadas como medicamentos simiiares:
Unitinase™ (Meizler Comércio Internacional S/A), Solustrep™ (Laboratério
Quimico Farmacéutico Bergamo Lida), Streptonase™ (Blausigel ind. e
Com. Lida) e Strek™ (Libra Produtos Laboratériais Ltda).

Foi verificado no dia 05/08/2004 o valor médio e absoluto comercial de cada

uma das cinco formulagdes de estreptoquinase (1.500.000 Ul):

* Streptase™ — R$774,23 (n=3)

+  Unitinase™ - R$912,25 (n=1)

* Solustrep™ - R$334.14 (n=1)

* Streptonase™ - R$780,74 (n=3)
* Strek™ — R$ 912,45 (n=2)
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Nos analisamos o principio ativo estreptoquinase das cinco formulacdes
comerciais através de testes bicquimicos in vitro.
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OBJETIVOS

Esse ftrabalho teve como objetivo analisar cinco formulagbes de
estreptoquinase disponiveis em hospitais do Brasil atraves dos seguintes

parametros:

1. Comparacdo das propriedades fibrinoliticas presentes nas formulacdes de
estreptoquinase através dos métodos:
» Teste de lise da eugiobulina plasmatica humana (TLE);
» Ativacdo do plasminogénio e hidrolise do substrato sintético S-2251

especifico para plasmina.
2. Analise comparativa dos resultados obtidos com os métodos de avaliagcdo da

atividade fibrinolitica.

3. AvaliacAo da composicdo protéica através da elefroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) e da avaiiagdc densitométrica de cada banda

protéica.
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abstract

Streptokinase, a 47 kDa protein isolated and secreted by most group A, C
and G from B-hemolytic streptococct, interacts and activates serum protein human
plasminogen to form an active complex capable of converting other plasminogen
molecules to plasmin. Our objective was to evaluate five commercially available
streptokinase formulations in Brazil comparing the efficiency on in vifro tests using
the euglobuiin clot formation and plasminogen activation.

Eugiobulin lysis time was evaluated using the 96-well microtiter piate.
Initially, human thrombin (10 {U/mi) and streptokinase were placed in individual
wells and clot formation was initiated by the addition of the plasma eugiobulin. The
turbidity was measured at 340 nm every 30s. Plasminogen activation was assayed
using the plasmin specific substrate S-2251™. Streptase™ was used as the
reference formulation and showed the strongest fibrinolytic activity in the euglobulin
lysis test. Formulations Unitinase™ e Solustrep™ were the weakest pfotein
showing about 50% of the reference formulation. All streptokinases tested
activated plasminogen but significant differences were also observed. Streptase™
(15.13 £ 1.00 kUnits/L/L) and Streptonase™ (18.94 + 0.92 kUnits/L) were the most
active formuiations while Unitinase™ (6.19 + 0.48 kUnits/L) and Strek™ (6.57 &
0.65 kUnits/L) were the weakest. Solustrep™ (10.66 + 0.54 kUnits/L) presented an
intermediate activity. The variations among the different formuiations for both
euglobulin lysis test and chromogenic subsirate hydrolysis presented a close
correlation with the SDS-PAGE densitometric resuits. We conclude that
streptokinase formulations have significant variation on their in vitro activity.
Whether these differences have some clinical implication need to be investigated.
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INTRODUCTION

In 1933, Tillet and Garner [1] first described the exogenous plasminogen
activator isolated and secreted by most groups A, C and G from B-hemolytic
streptococci. This activator was named “streptokinase” by Christensen and
MaclLeod [2]. Streptokinase (Sk), a 47 kDa protein, interacts with the serum protein
plasminogen (Pg) to form a streptokinase-plasminogen complex capable of
converting other plasminogen molecules fo plasmin. SK does not require fibrin for
efficient Pg activation in the blood [3]. It is a catalytically inert, bacterial protein that
has no structural homologues [4, 5]. SK can form an activator complex with
plasmin, which contains a functional active site, or with Pg (lys-plasminogen — Pg)
in which it nonproteolytically induces formation of a functional active site [5, 6].

The reported success of the complex formed by SK, as a therapeutic agent
seems to be attributed to its unique mechanism of fibrin dependent Pg activation.
When given to humans, the SK activator complex rapidly generates plasmin in the
circulating blood at sites distant from fibrin clots. This mechanism depletes Pg
substrate and waste plasmin’s clot-dissoliving (or fibrinolytic) potential {7-9]. SK is a
leading agent in the treatment of acute myocardial infarction. Worldwide roughly
400,000-500,000 patients receive thrombolytic therapy per year. Many authors [10-
15] based on several randomized multicenter clinical frials, recommend 1,500,000
Ut being the appropriate dosage for the tfreatment of an acute myocardial
infarction. From the clinical perspective it is unknown which influence significant
deviations from the recommended dose may have.

Five Streptokinase preparations of different manufacturers were analyzed to
evaluate their stated activity, content and purity. Streptase™ was used as a
reference material. The activity of the samples was determined using the
euglobulin lysis time (ELT) and the chromogenic assay (CA). The content and
purity of the samples was analyzed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE).
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The objectives of our work had been to evaluate the activity, content and
purity of five streptokinase preparations commercialized in Brazil from different
manufacturers.

The study revealed significant differences among the commercially available
Streptokinase preparations. The SDS-PAGE demonstrated differences in purity of
the commercialized products, as indicated by the bands corresponding to
Streptokinase and albumin, the latter being used as a stabilizer. The
Streptokinase/albumin ratic was very different among the different preparations
even among those preparations that claimed having similar albumin amount.
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MATERIALS AND METHODS

The activity of the samples was determined in a Euglobulin lysis time (ELT)
and chromogenic assay (CA). The content and purity of the samples was analyzed
by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE).

Samples - Streptokinase stock solutions

Five Streptokinase (1,500,000 Ul) preparations of different manufacturers
were used (Table 1). Streptase was used as the reference material. Five (5) mL of
cold Milli-Q water was added in each flask to dissolve the streptokinase (1,500,000
Ul). During analysis all the solutions were maintained immersed on ice. Not
analyzed samples were kept frozen at -70°C until use.

Preparation of Human Plasma and Euglobulin Fraction

Blood samples were obtained from 2 healthy volunteers in a resting
condition by venepuncture of the anticubital vein with a minimum stasis. Samples
were collected with 0.1 Vol. of 3.8% sodium citrate and plasma was prepared by
centrifugation (2,000 x g) for 15 min at 4°C. Plasma samples were pooled and kept
at -70°C until use.

The plasma euglobulin fraction was prepared by 10 times dilution of citrated .
plasma and acidification at pH 5.0 by the addition of 1% acetic acid. After standing
for 1 h at 4°C the diluted plasma was centrifuged (2,000 x g) for 15 min at 4°C. The
precipitaie was dissolved with 0.1 M Tris HCI buffer, pH 7.4.

Eugiobulin Ciot Lysis Assay

To determine the euglobulin lysis time we used a 96-well microtiter piate
assay [16-18]. Control samples were prepared by adding 20 pl of human thrombin
(10 WU/mL) and 30pi of 0.1M Tris-buffer pH 7.4 in individual wells. Test sampies
were prepared by adding 10ul of thrombin, 10 @l of buffer and 20 yl of
streptokinase solution. Clot formation was initiated after the addition of 150 pl of
the plasma eugiobulin fraction. The turbidity in the wells was measured as a
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function of the absorbance at 340 nm every 30 seconds for 20 min using a
SPECTRAmax Microplate Spectrophotometer and the software SOFTmax PRO.
Each streptokinase dilution was assayed in friplicate. To evaluate the effect of the
different streptokinases on ELT, we used the software GraphPad Prisma 3.0 to plot
the Log of Streptokinase |U against Log of the area under the curve (AUC). Linear
regression was applied and the efficiency of each streptokinase formulation was
compared to the reference Streptase™,

To evaluate the SK activity after storing the stock solution, the fibrinolytic
activity was also evaluated after 24 hr at 4°C.

Chromogenic assay

Plasminogen activation by streptokinase was assayed using the synthetic
substrate S-2251™ (Chromogenix-Instrumentation Laboratory, Milano, italy). S-
2251™ is a chromogenic substrate for both plasmin and streptokinase-activated
plasminogen. The method for the determination of activity is based on the
difference in absorbance (opticai density) between the pNA formed and the original
substrate. The rate of pNA formation is measured at 405 nm and this photometric
signal is directly proportional to the plasmin activity, which reflects the amount of
functional plasminogen originally present in the sample.

The reaction was performed using 96 well piates. Control sampies were
prepared by adding 20 pl of 0.1 M Trnis HCI buffer pH 7.4, 30 yL of substrate
§2251™ (0.6 mM) and 100 yl of plasmincgen solution (0.1 CU/mL). In the fest
samples the reaction was performed after addition of 20 ul of strepiokinase
solution tested at different concentrations (150 to 600 U/mL), 30 gL of 52251™
and 100 ul. of plasminogen solution. The plate was immediately placed in the plate
reader previously heated at 370C. The absorbance of the wells was measured at
405 nm every 30 seconds during 30 min. Plates were stirred during 3 secs before
reading the absorbance using a SPECTRAmax Microplate Spectrophotometer and
the software SOFTmax PRO. Each streptokinase dilution was assayed muitiple

fimes {minimum of 3 times).
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One unit (U) was defined as the amount of enzyme activity that converts one
mol of substrate per minute per Liter. Since the enzymatic activity is normally
calculated using a cuvette with 1 cm of optical path, we adapted the formula to the
96-well plate taking in account a total reaction volume of 150 pl and an optical
path of 0.4 cm. At these conditions the extinction coefficient of pNA is 3840 mol-
1.L.em™.

Polyacrylamide Gel electrophoresis (PAGE)

Samples were prepared for SDS-PAGE analysis diluting 50 ul. of each
streptokinase stock solution in 950 pL of Milli-Q water. Finally, 100 uL of the diluted
streptokinase solution was mixed with 100 uL of 2x Laemmii buffer. Samples were
heated at 95°C for 4 minutes to complete the reaction with the SDS and B-
mercaptoetanol and 20 pL of each sample was loaded in the stacking gel. PAGE
was performed using a discontinuous system [19]. Samples were initialiy loaded
and stacked in a 4% poliacrilamyde gel (stacking gel). Proteins were resolved in a
10% polyacrylamide gel (resolving gel). Sodium dodecyl sulphate (SDS) was used
in combination with B-mercaptoetanol to denature and make all proteins negatively
charged.. Electrophoresis was conducted at 20 mA per gel (100-200 V) until the
bromophenol biue reaches the bottom of the gel. Proteins were sfained with
Coomassie brilliant blue solution (0.025% Coomassie blue in 10% acetic acid) for
at least 1 hour, then distained for 2 hours with 10% acetic acid. Mobility was plotted
against the molecular weight of standard proteins (SigmaMarker Wide Range,
Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) using a semi-log scale and the molecular
weight of the unknown samples was estimated by interpolation.

Densitometric analysis of the protein bands was performed using the
software Scion image for Windows (Scion Corporation, Frederick, Maryland, USA).
To generate a density profile plot a rectangular selection area was drawn across

the lanes.
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Protein quantification

Total protein concentration was determined using the QuantiPro™ BCA

Assay Kit (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Bovine serum albumin was
used as the standard protein [20].
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RESULTS

Euglobulin Clot Lysis Assay

Clot formation was observed immediately after starting the readings.
Turbidity increased until clot lysis was performed by activated plasmin. The
resulting graph was a hyperbole and the AUC increased as the streptokinase
concentration decreased. Since the lines obtained were not perfectly parallels, we
performed the comparison using hundred points covering the total line length. The
relative streptokinase activity was represented as the mean + SD of these hundred
points.

Streptase™ was showed the strongest fibrinolytic activity in the euglobulin
lysis test. Unitinase™ and Solustrep™ were the weakest protein showing about
50% of Streptase™ formulation (Table 2). Streptokinase activity was dramatically
decreased after 24h at 4°C (Table 2).

Plasminogen Activation

The incubation of streptokinase with plasminogen resulted in piasmin
formation as indicated by the hydrolysis of the chromogenic substrate 5-2251™.Al|
streptokinases tested were able to activate plasminogen. However the efficiency of
plasminogen activation was different among the streptokinase formulation as
indicated in the Table 3. Streptase™ and Streptonase™ were the most active
formulations while Unitinase™ and Strek™ were the weakest Solustrep™

presented an intermediate activity (Table 3).

Gel electrophoresis (PAGE)

The electrophoresis analysis showed two major bands. The upper band
corresponded to human albumin (~67 kDa) and was the most prominent protein.
The lower band was identified as the streptokinase protein confirmed by its position
on the gel corresponding to a protein with 47 kDa, approximately (Figure 1).
Streptase™, Solustrep™ and streptonase™ showed higher amount of
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contaminating proteins in a wide molecular weight range. Unitinase™ and Strek™
were resolved as a doubie band.

SDS-PAGE and densitometric analysis of protein bands confirmed a
significant amount variation of both human albumin and streptokinase added to
each formutation (Figure 2). The total amount of albumin in each flask is indicated
in the following formulations: Unitinase™ (195 mg), Solustrep™ (200 mg) and
streptonase™ (200 mg). After protein quantitation in three independent
determinations the variability observed for total protein amount in each flask was in
agreement with the densitometric results: Unitinase™ (87.5 + 8.5 mg), Streptase™
(207.1 + 9.8 mg), Solustrep™ (374.0 + 32.1 mg), streptonase™ (433.3 + 47.2 mg)
and Strek™ (107.8 + 5.1 mg).

The protein amount specific for streptokinase is not indicated in any
medicine label. The variations among the different formulations for both euglobulin
lysis test and chromogenic substrate hydrolysis presented a close correlation with
the densitometric results.
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CONCLUSIONS

Both ELT and chromogenic substrate assay presented similar results
showing that both assays can be routinely used to evaluate SK activity. The
chromogenic substrate assay has the advantage to be fast and very reproducible.
in the ELT, the preparation of euglobuiin fraction is laborious and this material has
also the disadvantage to alter the clot activity after few hours.

The study revealed significant differences among the commercially available
Streptokinase preparations. Only Streptonase™ presented similar activity on both
ELT and chromogenic substrate assays when compared to Streptase™. All others
SK presented significant reduction on the fibrinolytic activity. There are also
significant differences regarding the protein content as presented in the SDS-
PAGE and densitometric analysis.

Whether those differences may have clinical consequences deserve further
evaluation by both medical professionals and regulatory authorities.

This work has been presented as a poster in the XXXV Congresso Brasileiro
de Farmacologia e Terapéutica Experimental.
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TABLES

Table 1. identification of the streptokinase formulations studied.

Name Streptokinase supplier Lot#

Streptase™ Hoechst Marion Roussel S/A 2482601F

Unitinase™ Meizler Comeércio internacional S/A 717102

Solustrep™ taboratério  Quimico Farmacéutico DK0456
Bergamo Litda

Streptonase™  Blausiegel Ind. E Com. Ltda KHO7K150

Strek™ Libra Produtos Laboratoriais Lida. 717102

The streptokinase preparations were commercially available and were identified by

the commercial name, manufacturer and specific iot number. All formuiations

contained the same amount of fibrinolytic activity (1,500,000 Uf).



Table 2. Strepiokinase activity (%) relative to Streptase™ and stability after 24h at

4°C.
Streptokinase Streptokinase activity (%) Decrease of streptokinase
Relative to Streptase™  activity after 24h at 4°C (%)
STREPTASE™ 100 62.014.7
UNITINASE™ 468+ 24 5.0+ 3.3
SOLUSTREP™ 52.2+10.6 499+6.7
STREPTONASE™ 83.3+15.8 63.3+9.5
STREK™ 7161156 70.2+3.0

To determine the eugiobulin iysis time we used a 96-well microtiter plate assay.
The turbidity in the wells was measured as a function of the absorbance at 340 nm
every 30 seconds for 20min using a 96 well plate reader. Linear regression was
applied and the efficiency of each streptokinase formulation was compared to the
reference Streptase™. To evaluate the streptokinase activity after storing the stock
solution, the fibrinolytic activity was also evaluated after 24 hr at 4°C. Streptokinase
activity was dramatically decreased after 24h at 4°C. Results are presented as the

mean + SEM of three experiments performed in duplicate.
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Table 3. Plasminogen activation induced by streptokinase.

Streptokinase KUnits/L (kU) Ratio to the reference n
Streptase™
STREPTASE™ 15.13 £ 1.00 1.00 14
UNITINASE™ 6.19+0.48 0.41 12
SOLUSTREP™ 10.66 + 0.54 0.70 15
STREPTONASE™ 18.94 + 0.92 1.25 16
STREK™ 6.57 £+ 0.65 0.43 14

Plasminogen activation by streptokinase was assayed using the synthetic
substrate S-2251™ (Chromogenix-Instrumentation Laboratory, Milano, ltaly). S-
2251™ is a chromogenic substrate for both plasmin and streptokinase-activated
plasminogen. The method for the determination of activity is based on the
difference in absorbance (optical density) between the pNA formed and the original
substrate. This activity was determined adapting the reaction to the 96 well plate.
One unit (U) was defined as the amount of enzyme aclivity that converts one mol
of substrate per minute. Each of thestreptokinase formuiation tested was compared

to the reference Streptase™. Results are presented as the mean + SEM. The

number of determination is shown in the right column.
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LEGENDS

Figure 1. SDS-PAGE analysis of protein content in five different streptokinase
formulations. A) PAGE was performed using a 10% polyacrylamide gel in a
discontinuous system at 20 mA per gel (100-200 V) until the bromophenol blue
reaches the bottom. Proteins were stained with Coomassie brilliant blue. This
result is representative of four individual experiments. B) Densitometry analysis of
the protein bands measuring the areas of the density peaks. Streptokinase
formulations are indicated in the bottom of the figures.
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CONCLUSAO GERAL

Esse estudo revelou diferengas significantes entre as cinco formuiagtes
comerciais de estreptoquinase, as quais séo de uso exclusivamente hospitalar no
Brasil. De modo geral, os resultados com o teste da atividade fibrinolitica (TLE) e
aqueles obtidos pela medida da atividade enzimética sobre o substrato sintético
mostraram-se similares. Em ambos os casos, apenas duas formulagdes,
Streptase™ e Streptonase™, apresentaram niveis similares de atividade enquanto
as outras trés apresentaram atividade bastante reduzida.

Foi observada também uma variagdo acentuada no contetdo de proteinas
fotais, 0 que compreende a mistura de grandes quantidades de albumina e
quantidades especificas de estreptoquinase. A andlise eletroforética em SDS-
PAGE acompanhada da densitometria das bandas de cada proteina revelou que
tanto a quantidade de albumina quanto a de estreptoquinase variaram entre as
formulagbes. Notamos que houve uma cormrelagdo entre a quantidade de
estreptoquinase no gel e a atividade fibrinolitica relativa entre as diferentes
formulagbes. Desta forma, podemos levantar a hipotese de que a variacdo na
atividade fibrinolitica, entre as diferentes formulagbes de estreptoquinase, se deve
principalmente a diferenca na quantidade total de estreptoquinase adicionada em
cada preparo. Isso n&o elimina a possibilidade de haver variacGes entre as
atividades especificas de cada proteina. A atividade total, avaliada pelos métodos
empregados neste trabalho, sofre influéncias tanto da variagdo na quantidade de
proteina como da atividade especifica presente em cada formulagao.

Avaliando-se os dois métodos empregados nas avaliacbes da atividade de
cada estreptoquinase, verificamos que © método do substrato sintético tem
algumas vantagens sobre o TLE. Primeiro, o preparo das solucbes é bastante
simples no caso do ensaio com S-2251™, tornando ¢ método rapido e de facil
execucdo. No entanto, o TLE tem a desvantagem de demandar tempo
consideravel no preparo da fracdo de euglobulina. Além de ser longo, o preparo da
euglobulina € um processo constituido de varias etapas criticas, como o ajuste do
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pH do plasma diluido, temperatura de acondicionamento desta solucdo e
manuseio de piasma humano. As solugbes de eugiobulina tem estabilidade
limitada e degradacac dos pard@metros coagulantes e fibrinoliticos s&o observados
apds poucas horas do seu preparo. Além disso, esse método esta sujeito a
variagdes individuais nas propriedades coagulantes e fibrinoliticas do plasma de
diferentes individuos. A vantagem que podemos destacar do método TLE € que
este representa condi¢cbes de reagdes mais proximas do que ocorre no organismo,
sendo, portanto mais representativo no aspecto fisioldgico. O fato de haver uma
alta correlag@o entre os dois métodos mostra que apesar de utilizar um substrato
nao fisiologico, os resultados obtidos com o uso do S-2251™ podem ser
extrapolados para se saber o comportamento de cada estreptoquinase em
condi¢des fisiologicas. Desta forma, ambas as técnicas podem ser utilizadas na
analise de rotina para avaliar a atividade de SK.

Portanto, nossa conclusédo final € de que as formulagbes comerciais de
estreptoquinase apresentam uma variagao significante em suas atividades in vitro.
Para se ter certeza de que as diferencas observadas in vitro ocorrem também in
vivo, estudos especificos devem ser conduzidos por profissionais especializados
da area rpédica e acompanhados por autoridades reguladoras.
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