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RESUMO 

Introdução: O fator tissular ativador do plasminogênio, um componente do 
sistema fibrinolítico, ativa o plasminogênio em plasmina, que degrada a rede 
de fibrina. O t-PA recombinante (rt-PA) tem sido utilizado em oftalmologia 
para diminuir as complicações fibrino-proliferativas pós-operatórias. A pre
paração comercial excede a dose preconizada para uso oftalmológico e o custo 
por injeção poderia ser reduzido se o produto fosse dividido em doses. 

Objetivo: Avaliar se o rt-P A, para uso cardiológico, pode ser diluido e 
utilizado em oftalmologia, se a atividade é mantida após estocagem e, eventu
almente determinar quais os melhores métodos de estocagem e de utilização. 

Materiais e métodos: Este trabalho estudou a atividade inicial do rt-P A em 
placa de fibrina, a atividade residual, após 6 meses de conservação em freezer 
à -20ºC e à -70ºC ;  e ainda a esterilidade do material. 

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

Conclusão: O rt-P A manteve-se estéril após 6 meses, independente da 
forma de estocagem. A melhor forma de conservação foi o freezer à -70ºC. A 
utilização do rt-P A deve ser portanto imediata após o descongelamento. 

Palavras-chave: Fator tecidual ativador de plasminogênio (t-PA); F ibr i ló l ise;  Fibrina; I nf lamação. 

INTRODUÇÃO 

A fibrinó l i se  é um s i stema enzi 
mático p lasmático fi s iológico capaz de 
dissolver a rede de fibrina de um coá
gulo e restaurar o fluxo sangüíneo de 
um vaso .  O fator t issular ati vador do 
p lasmi nogên io ,  um componente do 
s i stema fibri no l ít ico ,  por proteó l i se ,  
ati va o plasminogênio em plasmina.  
A plasmina degrada a rede de fibrina 
insolúvel ,  que compõe o coágulo,  em 

produtos  s o l ú v e i s  (DAVIDSON & 
W ALKER, 1 980) . 

A sequência de DNA que codifica 
os 527 aminoácidos do fator ti ssular 
ativador de plasminogênio humano (t
PA), foi i so lada de células de melano
ma (RIJKEN & COLLEN, 1 98 1  ) .  PE
NNICA et ai . ,  1 9 8 3  prepararam plas
mídios com esta seqüência para inclu
são em Escherichia coli e, uti l izando 
técnicas de DNA recombinante s inteti
zaram um peptídeo com as caracterís ti
cas do t-PA humano .  
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A l g u m as dro ga s  at i v adoras  d o  
plasminogênio como a estreptoquina
se,  uma proteína bacteriana e a uro
quinase, i solada da urina  humana são 
util i zadas na terapêutica trombol íti ca ,  
principalmente na terapia das corona
riopati as . A fibri nól ise com estas dro
gas , no entanto, ativa o plasminogênio 
s i stêmico e provoca digestão i nd i scri
minada dos fatores da coagulação, au
mentando o risco de hemoragias du
rante o tratamento (AGNELLI et ai . ,  
1 9 85) .  

Este t -PA recombi n ante (rt-PA) , 
produzido por engenharia genética,  é 
indist inguível do t-PA, ex traído dos 
tec idos humanos e não é antigênico .  
Por esse motivo pode ser ut i l i zado re
petidas vezes sem que ocorra resi stên
cia ,  ou reações alérgicas ,  como ocorre 
com a estreptoquinase . O rt-PA apre
senta maior afin idade com a fibrina ,  e 
por apresentar reação enz imát ica de 
superfíc ie ,  necess i ta da superfíc ie  do 
coágulo de fibri na  para agir, o que 
explica seu efeito apenas local , sem 
ativação si stêmica do plasminogênio ,  
o que  o torna mai s  específico e seguro 
(CRABBE & CLONINGER, 1 987) .  

Aspectos práticos  e econômicos d i 
ficul taram o estudo desta droga  em 
oftalmologia .  Os produtos ,  comerc ial 
mente disponíve i s ,  para uso cardioló
gico contém 20 ou 50mg de rt-PA l io
fi l izado e um frasco de di luente (água 
desti lada) contendo 50ml .  O fabrican
te recomenda que a droga seja  uti l iza
da, se conservada a 22ºC,  dentro de 8 
horas após reconstituição e dentro de 
24 horas , se em geladeira. A prepara
ção para uso cardiológico excede em 
muito a dose preconizada para uso of
talmológico e o custo por injeção pode
ria ser sensivelmente reduzido se o pro
duto l iofil izado fosse diluído e dividido 
em múltiplas doses, desde que o rt-PA 
permanecesse estável durante períodos 
de estocagem mais longos. 

O objetivo deste trabalho foi ava
l iar se o rt-PA, para uso cardiológico ,  
pode ser di lu ído e uti l izado em oftal
mologia, se a ativ idade é mantida após 
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estocagem e ,  eventualmente determi
n ar quais  o s  me lhores métodos de 
estocagem e de ut i l i zação.  

Para responder a estas perguntas o 
presente trabalho anal i sou :  
• A ati v idade dose  dependente " in  

v i tro" do rt-PA. 
• A ati vidade residual do rt-PA após 

seis meses da di lu ição, conservando 
em freezer à -70°C e em congelador à 
-20ºC .  

• A atividade res idual do rt-PA estoca
do por 6 meses em congelador de 
geladeira à -20ºC,  e conservado à 
temperatura ambiente por 24 horas 
antes de ser testado .  

• A esteri l idade do rt-PA, após 6 me
ses de conservação à -20°C e à -70°C .  

MATERIAIS E MÉTODOS 

O rt-PA foi preparado de acordo 
com JAFFE ; GREEN & AB RAM S ,  
1 989 ,  a partir d a  preparação comerc ial 
para uso cardiológico do rt-PA, (Ac
tilyse 20 mg, B oehringer De Angeli  
Quim . e Farm. Ltda) . Este rt-PA apre
sentava 500.000 UI/mg (JAFFE et ai . ,  
1 989) . 

I n i c i almente  o rt-PA l i ofi l i zado 
para uso cardiológico foi reconst ituído 
no seu di luente de acordo com a indi
cação do fabricante . As di luições su
cess ivas foram fei tas em solução sal i 
na  balanceada na proporção de 1 : 4  rea
l izadas com técn ica  estéri l em capela 
com fluxo laminar .  Foram imediata
mente div ididas em várias alíquotas , 
embaladas e congeladas em frascos 
ampola estére i s ,  contendo 0 , 3  mi  ou 
0 ,5  mi  de rt-PA na concentração de 25 
µg / O ,  1 m i .  A técn ica de congelação 
uti l i zada foi a congelação natural em 
freezer -70°C ou  em congelador de 
geladeira à -20ºC .  

Foi real i zado teste " i n  v i tro" d o  
material , logo após di lu ição ,  para de
terminação da ativ idade in ic ial do rt
PA. A ativ idade foi medida em placa  
de fibrina ,  para três dose s :  2 , 5  µg ; 5 
µg e 7 , 5  µg correspondentes a um volu-

me de 30 µl do rt-PA nas di lu ições 8 
µg/0 , 1 mi ,  1 6  µg/0, 1 m i ,  e 25 µg/0, 1 m i  
respectivamente .  As placas de  fibri na 
foram prep aradas com so l ução de 
fi br inogên io  humano a l , Omg/ml e 
trombina a 20 UI/m i ,  agi tadas para es
palhar e precipi tar homogeneamente 
nas  pl acas de Petri , formando uma 
malha de fibri na .  

Foram inoculados três pontos em 
cada uma das pl acas mant i das então 
em estufa à 37 ºC por uma hora. As 
p lacas foram então retiradas da estufa 
e a ati v idade fo i i n terrompida com 
adição de so l ução de ác ido tric lo
roacét ico .  Os  halos  de l i se  da malha 
de fi br i n a  da  p l a ca ,  c o n s iderados  
como correspondentes à área de difu
são e ati v idade l ít ica do rt-PA, foram 
medidos em dois  di âmetros perpendi
cu lares , com a ut i l ização de um pa
químetro manual . Foram calcu ladas 
as áreas dos halos  de lise e construido 
um gráfico da área de lise da placa 
por dose de rt-PA, e a parti r deste 
gráfico  calcu lada a ati vidade do rt-PA 
in ic i al por un idades in ternacionais  da 
droga .  

C inquenta frascos foram armazena
dos durante seis  meses das seguintes 
formas : 25 frascos em freezer (Forma 
Scientific  Inc .®  à temperatura de -70ºC 
com a temperatura moni torizada por 
gráficos  automáticos ,  controle da aber
tura da porta do freezer e garantia de 
gerador elétrico ) ;  e 25 em congelador 
de geladeira duplex Brastemp qual i ty 
440 à temperatura de -20ºC ,  com ga
rant ia  de gerador. 

Após se i s  meses foram real i zados 
novos  testes em placa de fibri na  para 
determi n ação da ati v idade residual . 
Foram testados três lotes de rt-PA, 
segundo a forma de conservação : em 
freezer à - 70ºC ,  em congelador de 
geladeira à -20ºC e conservado em 
conge lador de ge ladeira e em segui 
da  ret irado do conge lador desconge
l ado  e m ant ido à 24ºC ,  24hs antes de 
ser tes tado . 

A ativ idade nos três lotes foi testa
da em placas de fibri na uti l i zando-se a 
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G RÁFICO 1 - Área (cm') de l ise da p laca de fibrina por dose de rt-PA (ug), para cada método de 
conservação do rt-PA. 

RESULTADOS 

A figura I mostra o experimento 
com a primeira placa de fibrina, onde 
a at iv idade do rt-PA logo após a dilui
ção fo i medida, nas três doses de rt
P A: 2,5 µg ; 5 µg e 7 , 5  µg .  

Os valores de ati vidade do rt-PA 
conservado nos três métodos de acordo 

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

Os resultados deste trabalho mos
traram que a atividade residual após 6 
meses  de  con s ervação em freezer à 
-70ºC é 40,7% e em congelador de ge
ladeira à -20ºC foi 34,9% .  Se descon
gelado e dei xado à temperatura ambi -

ente 24 horas antes de 
ser  testado, a ativida
de res idual caiu para 
27 ,9 % .  Estes valores 
são proporc i ona i s  a 
atividade in ic ial do rt
p A comercial 500.000 
UI/mg, que apresenta 
1 00% de atividade (Ta
bela 1 ) . 

Todas as cul turas 
permaneceram nega
tivas por todo o perío
do de observação de 
1 0  dias .  

DISCUSSÃO 

Fig . 1  - A  placa controle mostra a atividade in icial do rt-PA imediatamente 
após a d i lu ição nas doses 2,5 µg; 5 µg e 7,5 µg, correspondentes a um 
volume inoculado de 30 µI do rt-PA nas di lu ições 8 µg / O ,  1 m i ,  16 µg / O ,  1 
m i ,  e 25 µg / O, 1 mi respectivamente . 

JAFFE et ai . ,  1 989 
descreveram que o rt
PA perde pouca ativi
dade após seis meses 
de armazenamento em 
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freezer à -70ºC.  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. 

Não houve contaminação bacteria
na ou micótica do material . O rt-PA 
manteve-se estéril após 6 meses, inde
pendente da forma de estocagem . 

Portanto a melhor forma de conser
vação foi o congelamento em freezer à 
-70ºC,  que manteve 40% de atividade e 
verificou que a util ização do rt-PA deve 
ser imediata, após o descongelamento . 

A literatura indica posologias varian
do de 3 µg a 25 µg para uso intra-ocular 
(IRVINE et ai . ,  1 99 1 ) . Mas trabalhos 
recentes sugerem que o efeito tera
pêutico do rt-PA é obtido mesmo com 
baixas doses , portanto é provável que o 
rt-PA, mesmo quando estocado, ainda 
mantenha atividade suficiente para se 

TABELA 1 
Atividade do rt-PA para cada um dos três métodos de 

conservação, calculada e apresentada como 
porcentagem da atividade do material inicial . 

Controle In icial , logo após a di lu ição 
Freezer à -70ºC 
Congelador à -20ºC 
Temperatura ambiente 24 hs antes 

Atividade 
1 00% 
40,7% 
34,9% 
27,9% 
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conseguir o efeito terapêutico desejado. 
BOLDT et ai . ,  1 992 i ndicaram que a me
nor dose efetiva do rt-PA para lise de 
fibrina pós vitrectomia é 3 µg. 

O rt-PA para uso cardiológico pode 
ser diluído e uti l izado em oftalmologia,  
mas a atividade diminui  após estoca
gem, devendo-se ter o cu idado para 
usá-la imediatamente. 

SUMMARY 

lntroduction: 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 contrai  the 
post-operative fibrin formation 
complications. The comercial t-PA 
available has a higher dose than 
necessary in ophthalmology. lf it can be 
shared in doses the coasts will reduced. 

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

, 

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 
activ i ty afte r long term s to rage a t  
-20ºC and - 70ºC. 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 -20ºC it was 34, 9%. Samples kept 
at -20°C for 6 months and then left at 
roam temperature 24 hours before 
testing, showed an activity of 2 7, 9%. 
No contamination was found in any 
sample. 

Conclusion: The best way tested 
of storage rt-PA is at - 70''C. And in 
arder 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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