Preparacao, estabilidade e conservacio do fator tecidual
ativador de plasminogénio (rt-PA) para uso oftalmolagico

Preparation, stability and storage of tissue plasminogen activator for

ophthalmological purpose.

Juliana M. Ferraz Sallum ©
Isabel Batista *

Acacio Alves Souza Lima Filho ®
Michel Eid Farah @

Rubens Belfort Jr. ®

Departamento de Oftalmologia da Universidade Fe-
deral de Sao Paulo - Escola Paulista de Medicina

M Pos-graduanda do Departamento de Oftamologia,
Instituto da Visao, da UNIFESP-EPM.

@ Bioquimica da Disciplina de Bioquimica da

UNIFESP-EPM.

Farmacéutico responsavel pela farmacia Ophthalmos,

Sao Paulo.

@ Professor Adjunto do Departamento de Oftalmolo-
gia. Instituto da Visao, da UNIFESP-EPM.

) Professor Titular e Chefe do Departamento de Oftal-
mologia, Instituto da Visao, da UNIFESP-EPM.

Endereco paracorrespondéncia: R. Botucatu, 822
- Sao Paulo - 04023-062 - Tel: (011) 572 7713 Fax:
(011) 573 4002.

(3)

RESUMO

Introdugdo: O fator tissular ativador do plasminogénio, um componente do
sistema fibrinolitico, ativa o plasminogénio em plasmina, que degrada a rede
de fibrina. O t-PA recombinante (rt-PA) tem sido utilizado em oftalmologia
para diminuir as complicacdes fibrino-proliferativas pés-operatorias. A pre-
paracao comercial excede a dose preconizada para uso oftalmolégico e o custo
por injeg¢ao poderia ser reduzido se o produto fosse dividido em doses.

Objetivo: Avaliar se o rt-PA, para uso cardiolégico, pode ser diluido e
utilizado em oftalmologia, se a atividade é mantida apos estocagem e, eventu-
almente determinar quais os melhores métodos de estocagem e de utilizacao.

Materiais e métodos: Este trabalho estudou a atividade inicial do rt-PA em
placa de fibrina, a atividade residual, apds 6 meses de conservagiao em freezer
a -20°C e a -70°C; e ainda a esterilidade do material.

Resultados: A atividade residual apés 6 meses de conservaciao em freezer a
-70°C foi 40,7% da atividade inicial e em congelador de geladeira a -20°C foi
34,9%. Se descongelado e deixado a temperatura ambiente 24 horas antes de
ser testado a atividade residual cai para 27,9%.

Conclusdo: O rt-PA manteve-se estéril apés 6 meses, independente da
forma de estocagem. A melhor forma de conservagio foi o freezer a -70°C. A
utilizacio do rt-PA deve ser portanto imediata ap6s o descongelamento.

Palavras-chave: Fator tecidual ativador de plasminogénio (t-PA); Fibrildlise; Fibrina; Inflamagao.

INTRODUCAO

A fibrindlise € um sistema enzi-
matico plasmatico fisiolégico capaz de
dissolver a rede de fibrina de um coé-
gulo e restaurar o fluxo sangiiineo de
um vaso. O fator tissular ativador do
plasminogénio, um componente do
sistema fibrinolitico, por protedlise,
ativa o plasminogénio em plasmina.
A plasmina degrada a rede de fibrina
insolivel, que compde o codagulo, em
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produtos solidveis (DAVIDSON &
WALKER, 1980).

A sequéncia de DNA que codifica
0os 527 aminodcidos do fator tissular
ativador de plasminogénio humano (t-
PA), foi isolada de células de melano-
ma (RIJKEN & COLLEN, 1981). PE-
NNICA et al., 1983 prepararam plas-
midios com esta seqiiéncia para inclu-
sdo em Escherichia coli e, utilizando
técnicas de DNA recombinante sinteti-
zaram um peptideo com as caracteristi-
cas do t-PA humano.
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Algumas drogas ativadoras do
plasminogénio como a estreptoquina-
se, uma proteina bacteriana e a uro-
quinase, isolada da urina humana séo
utilizadas na terapéutica trombolitica,
principalmente na terapia das corona-
riopatias. A fibrindlise com estas dro-
gas, no entanto, ativa o plasminogénio
sistémico e provoca digestdo indiscri-
minada dos fatores da coagulagdo, au-
mentando o risco de hemoragias du-
rante o tratamento (AGNELLI et al.,
1985).

Este t-PA recombinante (rt-PA),
produzido por engenharia genética, é
indistinguivel do t-PA, extraido dos
tecidos humanos e ndo € antigénico.
Por esse motivo pode ser utilizado re-
petidas vezes sem que ocorra resistén-
cia, ou reagdes alérgicas, como ocorre
com a estreptoquinase. O rt-PA apre-
senta maior afinidade com a fibrina, e
por apresentar reacdo enzimadtica de
superficie, necessita da superficie do
codgulo de fibrina para agir, o que
explica seu efeito apenas local, sem
ativagdo sist€émica do plasminogénio,
0 que o torna mais especifico e seguro
(CRABBE & CLONINGER, 1987).

Aspectos praticos e econdmicos di-
ficultaram o estudo desta droga em
oftalmologia. Os produtos, comercial-
mente disponiveis, para uso cardiol6-
gico contém 20 ou 50mg de rt-PA lio-
filizado e um frasco de diluente (dgua
destilada) contendo 50ml. O fabrican-
te recomenda que a droga seja utiliza-
da, se conservada a 22°C, dentro de 8
horas apds reconstitui¢do e dentro de
24 horas, se em geladeira. A prepara-
¢do para uso cardiolégico excede em
muito a dose preconizada para uso of-
talmoldgico e o custo por injegdo pode-
ria ser sensivelmente reduzido se o pro-
duto liofilizado fosse diluido e dividido
em multiplas doses, desde que o rt-PA
permanecesse estdvel durante periodos
de estocagem mais longos.

O objetivo deste trabalho foi ava-
liar se o rt-PA, para uso cardiolégico,
pode ser diluido e utilizado em oftal-
mologia, se a atividade é mantida apds
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estocagem e, eventualmente determi-
nar quais os melhores métodos de
estocagem e de utilizag3o.

Para responder a estas perguntas o
presente trabalho analisou:
* A atividade dose dependente “in
vitro” do rt-PA.
A atividade residual do rt-PA apds
seis meses da dilui¢do, conservando
em freezer a -70°C e em congelador a
-20°C.
A atividade residual do rt-PA estoca-
do por 6 meses em congelador de
geladeira a -20°C, e conservado a
temperatura ambiente por 24 horas
antes de ser testado.
A esterilidade do rt-PA, apés 6 me-
ses de conservagdo a -20°C e a -70°C.

MATERIAIS E METODOS

O rt-PA foi preparado de acordo
com JAFFE; GREEN & ABRAMS,
1989, a partir da preparagdo comercial
para uso cardiolégico do rt-PA, (Ac-
tilyse 20 mg, Boehringer De Angeli
Quim. e Farm. Ltda). Este rt-PA apre-
sentava 500.000 Ul/mg (JAFFE et al.,
1989).

Inicialmente o rt-PA liofilizado
para uso cardiolégico foi reconstituido
no seu diluente de acordo com a indi-
cacdo do fabricante. As dilui¢des su-
cessivas foram feitas em solugao sali-
na balanceada na proporg¢do de 1:4 rea-
lizadas com técnica estéril em capela
com fluxo laminar. Foram imediata-
mente divididas em vdrias aliquotas,
embaladas e congeladas em frascos
ampola estéreis, contendo 0,3 ml ou
0,5 ml de rt-PA na concentragdo de 25
pg / 0,1 ml. A técnica de congelagdo
utilizada foi a congelagdo natural em
freezer -70°C ou em congelador de
geladeira a -20°C.

Foi realizado teste “in vitro” do
material, logo apés diluigdo, para de-
terminagdo da atividade inicial do rt-
PA. A atividade foi medida em placa
de fibrina, para trés doses: 2,5 pg; S
pg e 7,5 ug correspondentes a um volu-

me de 30 pl do rt-PA nas diluicdes 8
pg/0,1 ml, 16 pg/0,1 ml, e 25 pg/0,1 ml
respectivamente. As placas de fibrina
foram preparadas com solugido de
fibrinogénio humano a 1,0mg/ml e
trombina a 20 Ul/ml, agitadas para es-
palhar e precipitar homogeneamente
nas placas de Petri, formando uma
malha de fibrina.

Foram inoculados trés pontos em
cada uma das placas mantidas entdo
em estufa a 37°C por uma hora. As
placas foram entao retiradas da estufa
e a atividade foi interrompida com
adicdo de solug¢do de 4cido triclo-
roacético. Os halos de lise da malha
de fibrina da placa, considerados
como correspondentes a drea de difu-
sdo e atividade Iitica do rt-PA, foram
medidos em dois didmetros perpendi-
culares, com a utilizagdo de um pa-
quimetro manual. Foram calculadas
as dreas dos halos de lise e construido
um grafico da area de lise da placa
por dose de rt-PA, e a partir deste
grafico calculada a atividade do rt-PA
inicial por unidades internacionais da
droga.

Cinquenta frascos foram armazena-
dos durante seis meses das seguintes
formas: 25 frascos em freezer (Forma
Scientific Inc.® a temperatura de -70°C
com a temperatura monitorizada por
graficos automaticos, controle da aber-
tura da porta do freezer e garantia de
gerador elétrico); e 25 em congelador
de geladeira duplex Brastemp quality
440 a temperatura de -20°C, com ga-
rantia de gerador.

Ap6s seis meses foram realizados
novos testes em placa de fibrina para
determinacdo da atividade residual.
Foram testados trés lotes de rt-PA,
segundo a forma de conservagdo: em
freezer a -70°C, em congelador de
geladeira a -20°C e conservado em
congelador de geladeira e em segui-
da retirado do congelador desconge-
lado e mantido a 24°C, 24hs antes de
ser testado.

A atividade nos trés lotes foi testa-
da em placas de fibrina utilizando-se a
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mesma técnica descrita para o material
inicial. Foram inoculadas nas placas
trés doses (2,5 pg; S puge 7,5 pg) para
cada um dos trés lotes de rt-PA. Foram
entdo construidas curvas de atividade
dos trés lotes de rt-PA de acordo com
as doses. A atividade nos trés lotes foi
calculada e apresentada como porcen-
tagem da atividade do material inicial.
Isto é, o rt-PA inicial foi considerado
como 100% de atividade com 500.000
Ul/mg.

Para a pesquisa de microrganis-
mos, amostras destes grupos foram
semeadas em placas de dgar sangue,
agar chocolate e dgar Saboraud e ob-
servadas diariamente por 10 dias con-
secutivos.

RESULTADOS

A figura 1 mostra o experimento
com a primeira placa de fibrina, onde
a atividade do rt-PA logo apds a dilui-
¢do foi medida, nas trés doses de rt-
PA: 25 pg; 5Suge 7,5 pg.

Os valores de atividade do rt-PA
conservado nos trés métodos de acordo

Fig.1 - Aplaca controle mostra a atividade inicial do rt-PA imediatamente
apds a diluigao nas doses 2,5 ug; 5 ug e 7,5 ug, correspondentes a um
volumeinoculado de 30 pl do rt-PA nas diluigées 8 ug/0,1 ml, 16 pg/0,1
ml, e 25 pg / 0,1 ml respectivamente.
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GRAFICO 1 - Area (cm?) de lise da placa de fibrina por dose de rt-PA (ug), para cada método de

conservagao do rt-PA.

com as doses, encontram-se apresenta-
das no gréfico 1.

Os resultados deste trabalho mos-
traram que a atividade residual apds 6
meses de conservacdo em freezer a
-70°C € 40,7% e em congelador de ge-
ladeira a -20°C foi 34,9%. Se descon-
gelado ¢ deixado a temperatura ambi-
ente 24 horas antes de
ser testado, a ativida-
de residual caiu para
27,9%. Estes valores
sdo proporcionais a
atividade inicial do rt-
PA comercial 500.000
Ul/mg, que apresenta
100% de atividade (Ta-
bela 1).

Todas as culturas
permaneceram nega-
tivas por todo o perio-
do de observagdo de
10 dias.

DISCUSSAO

JAFFE et al., 1989
descreveram que o rt-
PA perde pouca ativi-
dade apds seis meses
de armazenamento em

freezer a -70°C. Entretanto os valores
de atividade medidos neste trabalho
mostram que ocorre perda significante
da atividade. E que a perda é maior
quando a temperatura de estocagem ¢é
mais elevada.

Nao houve contaminagédo bacteria-
na ou micética do material. O rt-PA
manteve-se estéril apés 6 meses, inde-
pendente da forma de estocagem.

Portanto a melhor forma de conser-
vagdo foi o congelamento em freezer a
-70°C, que manteve 40% de atividade e
verificou que a utilizagdo do rt-PA deve
ser imediata, apés o descongelamento.

A literatura indica posologias varian-
do de 3 pg a 25 pg para uso intra-ocular
(IRVINE et al., 1991). Mas trabalhos
recentes sugerem que o efeito tera-
péutico do rt-PA é obtido mesmo com
baixas doses, portanto é provavel que o
rt-PA, mesmo quando estocado, ainda
mantenha atividade suficiente para se

TABELA 1
Atividade do rt-PA para cada um dos trés métodos de
conservagao, calculada e apresentada como
porcentagem da atividade do material inicial.

Atividade
Controlelnicial, logo apés a dilui¢ao 100%
Freezer a -70°C 40,7%
Congelador a -20°C 34,9%
Temperatura ambiente 24 hs antes 27,9%
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conseguir o efeito terapéutico desejado.
BOLDT et al., 1992 indicaram que a me-
nor dose efetiva do rt-PA para lise de
fibrina p6s vitrectomia € 3 ug.

O rt-PA para uso cardiolégico pode
ser diluido e utilizado em oftalmologia,
mas a atividade diminui apds estoca-
gem, devendo-se ter o cuidado para
usd-la imediatamente.

SUMMARY

Introduction: The tissue
plasminogen activator (t-PA), a
fibrinolitic system component,
activates the plasminogen into
plasmin, which degrades the fibrin
net. The recombinant tissue
plasminogen activator has been used
in ophthalmology to control the
post-operative fibrin formation
complications. The comercial t-PA
available has a higher dose than
necessary in ophthalmology. If it can be
shared in doses the coasts will reduced.

Purpose: To check if the comercial
rt-PA, for cardiologic use, can be

de plasminogénio (rt-PA) para uso oftaimologico

diluted and used in ophthalmology,
and if the activity remains after
storage, and eventualy determine the
best storage and utilization methods.

Material and methods: The rt-PA
initial lytic activity was studied on
fibrin net substract, and residual
activity after long term storage at
-20°C and -70°C. The material sterility
was tested in culture plates.

Results: The rt-PA activity after 6
months storage at -70°C was 40,7% of
non storage rt-PA activity, and
at -20°C it was 34,9%. Samples kept
at -20°C for 6 months and then left at
room temperature 24 hours before
testing, showed an activity of 27,9%.
No contamination was found in any
sample.

Conclusion: The best way tested
of storage rt-PA is at -70°C. And in
order to keep the total potential
activity, it should be used
immediately after defrost.

Key works:Tissue plasminogen
activator, fibrinolysis, fibrin,
inflamation
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