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RESUMEN

Para determinar la actividad estreptoquinasa (SK)
presente en muestras de cultivo y purificacién, se
desarrollé un método cuantitativo a partir de la
formacién del complejo estequiométrico
estreptoquinasa-plasminégeno (sk-plg).

Las determinaciones fueron realizadas utilizando el
método del sustrato cromogénico $-2251. La sk se
obtuvo del cultivo de Streprococcus equisimilis beta
hemolitico (grupo C). El plasmindgeno empieado en
¢l ensayo fue purificado a partir de plasma humano
en nuestro laboratorio. El método permite la
deteccién de hasta 7 Ul de sk / ml. En el trabajo se
describen los resultados obtenidos a diferentes
concentraciones de sales presentes en las muestras,
asi como ¢l efecto estimulador del fibrindgeno en la
reaccion.

SUMMARY

A quantitative method was developed for the
determination of streptokinase (SK) in cultive and
purified samples. The method is based on the
formation of a stoichiometric complex between SK
and plasminogen (SK-PLG). The determinations
were made by the chromogenic substrate (S-2251)
assay. The SK was purified from Streptococcus
equisimilis, beta-haemolyticum (group c) cultures and
the plasminogen used was obtained in our laboratory
from human plasma.

The method permits the detection of 7 IU of SK/ml.
In the paper, we discuss the results obtained when
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different salt concentration were present in the test
sample and the stimulatory effect of different
fibrinogen concentrations on the reaction was
analized.

INTRODUCCION

La estreptoquinasa (sk) es una proteina
albuminosa, sin cisteinas ¢n su estructura,
obtenida del estreptococo beta hemolitico.
Su peso molecular oscila entre 40 000 y
50 000 dalton (Taylor y Comp, 1978). Se
considera un activador de la fibrinolisis sin
actividad enzimética (Markwardt, 1978),
porque su accién se efectiia a través de la
formacién de un complejo estequiométrico
plasminégeno estreptoquinasa (Chibber
et al., 1986), el cual pasa rapidamente a
plasmina- estreptoquinasa. EI complejo
formado por la estreptoquinasa y la forma
activa del plasmin6geno fue definido como
"activador", pues es capaz de activar
eficientemente el plasminégeno (plg)
mientras que la sk o la plasmina sola no lo
hacen (Taylor et.al, 1972).

La aplicacion de la sk en clinica, en ¢l
tratamiento de trombosis ¢ infartos
(Tennant et al., 1984), hace necesario
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el desarrollo de métodos simples y seguros
para la cuantificacién de su actividad.

Las determinaciones de sk se han
realizado desde hace algunos anos
utilizando métodos como la lisis de
coagulos (Garner y Tillet, 1934), sustratos
sintéticos (Taylor ef al, 1972) y determi-
naciones en placa de caseina (Chirstensen,
1949).

Aunque estos métodos resultan muy
sensibles, no dejan de ser determinaciones
semicuantitativas de la actividad.

Este trabajo reporta los resultados
obtenidos al wutilizar el sustrato
cromogénico S-2251 (Kabivitrum, Suecia),
(Friberger, 1982) en condiciones
establecidas por este laboratorio para la
cuantificacion a rapida de la actividad sk, al
reducir ¢l volumen final de la mezcla de
reaccién, al menos cinco veces, la
concentracién de plasminbégeno y
establecer un tiempo de reaccion de 30
minutos para estas condiciones. Todo esto
difiere de lo reportado para la utilizacion
del sustrato S-2251 por Friberger (1982).

Se analiza, ademds, el efecto estimulador
del fibrindégeno (Soria, 1983) sobre la
reaccion y como ecsta es afectada por la
presencia de altas concentraciones de sales
¢n la muestra.

MATERIALES Y METODOS

Proteinas, reactivos y enzimas empleadas

Las enzimas de restriccion y modificacion
utilizadas fueron obtenidas de ENZIBIOT (CIGB,
Cuba) y se emplearon segun las recomendaciones de
la casa comercial.

El plg fue purificado a partir de plasma humano,
utilizando una columna de afinidad de lisina sefarosa
(Pharmacia, Suecia) (Deutsch y Mertz, 1970).

Los otros reactivos empleados fueron: kabikinasa
clinica (Kabivitrum, Suecia); fibrindgeno bovino (fb)
(Sigma, USA) y el sustrato cromogénico (8-2251)
(Kabivitrum, Suecia).
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Cepas bacterianas.

La cepa de estreptococo utilizada en este trabajo
fue cedida gentilmente por el Dr. Suazo, del Hospital
Pedidtrico de Centro Habana.

Para chequear el fenotipo de esta cepa, se realizd
un testaje de fermentacién de lactosa, estriando en
medio MacConkey (Oxoid, Inglaterra) y se utilizaron
como controles E. coli k12 w3110 (lac +) y BB4 (lac-).

Extraccion del ADN genémico del
estreptococo

El microorganismo fue crecido en medio BHI
(Brain Heart Infusion, Oxoid, Inglaterra) durante 12
horas; el cultivo se centrifugé a 4 000 rpm durante 10
minutos. El precipitado de células fue tratado con
lisozima a 1 mg/ml durante 1 hora, a 37°C, con
agitacioén suave. Posteriormente se le anadio SDS al
1 % (concentracion final), EDTA 1mM y pronasa E
(Merck, RFA) a una concentracién de 500 xg/ml
durante 3 horas a 55°C. Después se procedid a tratar
la mezcla con fenol, fenol-cloroformo (V:V) y
cloroformo, para finalmente precipitar el ADN.
Por este método se obtienen aproximadamente, | mg
de ADN genémico por cada 300 ml de cultivo.

Southern blot

Para caracterizar la cepa productora, esta fue
analizada por Southern blot (Southern, 1975). Se
aplicaron en un gel de 0,8 9% TBE muestras de 5 ug
de ADN gendmico digeridas con Eco RI, Hind III y
Pst 1, y se corrieron durante 2 horas a 80 V.
Las sondas empleadas en la hibridacién fueron los
oligonucledtidos 268 (TTAGTCGAACCGTGG
TTATTTG) y 281 (AATTCIGTCCAAGCTATTG)
marcados con T4 polinucleétido quinasa (Cameron y
Unlenbeck, 1977) y con una actividad especifica de
5x 10 CpM/UE.

Cultivo de la cepa y purificacion de la sk
presente en el sobrenadante

El Streptococcus equisimilis fue cultivado en
zaranda, con medio BHI durante 14 horas. Cuando el
cultive alcanz6 una densidad Optica a 280 nm entre
0,9y 1, era centrifugado a durante 1 hora a 3 000 rpm
y se determinaban las unidades de sk presentes en el
sobrenadante. De esta forma se obtenian alrededor
de 250 Ul/ml de cultivo.

La estreptoquinasa presente en ¢l sobrenadante
fue concentrada con un paso de precipitacién con
sulfato de amonio (Merck, RFA) al 40 %, y
posteriormente se logré purificar parcialmente con
dos pasos de cromatografia de intercambio idnico
(Rodriguez et al., resultados sin publicar).
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Procedimiento para la determinacion de
la actividad sk

El plg humano fue diluido en solucién tampdn tris
HCl1 0,02 M, ph=7,4 a una concentracién final de
2,5 pg/ml.

La kabikinasa utilizada como estdndar fue diluida
en agua destilada, filtrada a concentraciones de 25,
50, 100, 200, 300, y 400 Ul/ml. EI sustrato
cromogénico S2251 fue diluido en agua destilada
filtrada, a una concentracién de 0,5 mM. El fb fue
diluido en solucién tampén tris HC1 0,02 M, pH=74
a diferentes concentraciones: 0,6; 3 y 6 mg/ml.

La preparacién de la reaccién se llevd a cabo en
microplacas (Nunc, Dinamarca) en el siguiente orden:
50 pl de plg humano y 50 #l de muestra o estdndar
fueron mezclados por pozo ¢ incubados durante
10 minutos a 37°C para favorecer la formacién del
complejo sk-plg. Después este se mezcld con 50 ul
de sustrato cromogénico y se incubé durante 30
minutos a 37°C. La reaccién fue detenida afadiendo
25 pul de dcido acético al 20 %.

Todas las determinaciones fueron acompaiadas
de un control negativo en el cual la sk fue sustituida
por 50 ul de agua destilada estéril. Con este control
puede descartarse cualquier actividad tipo plasmina
que hidrolice ¢l sustrato y que no sea como resultado
de la accién de la sk.

Las muestras de crudos llevan un blanco para
restar el valor de absorbancia producido por el propio
color del medio. Este blanco lleva agua destilada, plg
humano, medio BHI y sustrato cromogénico.

En las reacciones en que se analizé el efecto del
fb, se adicionaron a la mezcla total 25 ul de
fibrinégeno por pozo, incluidos el control negativo y
los blancos de las muestras de cultivo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de la cepa
de estreptococo

La caracterizaci6n de la cepa de
estreptococo se realizé con ensayo de
fermentacion de lactosa. Al estriar la cepa
de estreptococo y controles de E. coli
w3110 y BB4 en agar MacConkey, se
comprobd por coloracién rojiza que el
estreptococo analizado era de la especie
Equisimilis y no Equis, tnica diferencia entre
estas dos especies del grupo C de Lanfield.

El Southern blot mostrado en la figura 1
evidencia que la cepa de estreptococo
empleada presenta el gen que codifica para
la sk. Los oligonucle6tidos 281 y 268
hibridan en los extremos 5’ y 3' del gen de
la sk respectivamente, teniendo en cuenta
el an4lisis de restriccién y secuencia
publicados (Malke y Ferreti, 1984).

1 2 3

4 5 6

FIG. 1. Caracterizacién por Southern blot de la cepa productora de sk. Cinco microgramos de ADN de la cepa
de estreptococo sca digiricron con EcoRI (Ifneas 1y 4), Hind III (lineas 2 y 5) o Pstl (lineas 3 y 6) y se hibridé
con los oligonucleotidos 281 (lineas 1-3) o 268 (lineas 4-6). Los pesos moleculares estdn dados en kilobases.
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Al digerir el ADN del estreptococo con
EcoRI, se demostr6 la hibridacién de
ambos oligonucle6tidos con una banda
mayor de 8 kb, y al digerirlo con Hind III
se verific6 la presencia interna de este sitio
en el gen, al variar de 2,65 kb la banda
hibridada con el oligonucledtido 268 a 1,9 kb
la hibridada con el 281. Ademis, se
confirm6 el restricto de 2,5 kb con ambos
oligonucle6tidos en la digestién Pst 1.

Determinacion de la actividad sk

El procedimiento utilizado para
determinar la actividad sk nos permiti6
analizar la velocidad de reaccién, de
acuerdo con las unidades de sk presentes
en la muestra (figura 2a). La velocidad de
reaccidn no tiene un comportamiento lineal
con el incremento de la sk, sino que se
establece una cinética exponencial.

La velocidad méxima de la reaccién se
alcanza aproximadamente a partir de las
350 Ul/ml.

El ploteo de la recta de regresién que se
obtiene de los valores de absorbancia
obtenidos a 405 nm para cada valor de sk
(figura 2b) y su coeficiente de regresién
demuestran que existe una correspondencia
lineal entre los puntos y una exactitud
satisfactoria, que permiten la estimaci6n
correcta del valor de las muestras. Con
otros métodos descritos para la
determinacion de la actividad sk solo es
posible obtener estimaciones groseras y
semicuantitativas de la actividad, que
ademas varian de un ensayo a otro (Garner
y Tillet, 1934; Christensen, 1949).

El coeficiente de variacién (CV)
obteniendo a partir de las unidades
estimadas a 30 determinaciones realizadas
en diferentes dias a una muestra control fue
de 9,8%, mientras que el CV de muestras a
las que se les estimd su actividad en un
mismo ensayo, a partir de varias réplicas, o
de diluciones de la misma muestra, fuc de
7,5 %. Estos valores nos indican que las
determinaciones por este método son
repetibles.
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FIG. 2a. Variacién de la velocidad de reaccién contra la concentracién de sk.

156



Determinacion de estreptoquinasa

0.8
0.T11
. o g}/
A
b 0.48
3 0,4 /
0 0.439" |
0.27 [
n 0.24 |
m
0,2 |
|:—“ r«1.00 I
0 s e = 1
0 100 200 300 400 500
Ul/ml de sk

FIG 2b. Ploteo de la absorbancia contra la concentracion de sk. (r = coeficiente de regresion).

Efecto de la concentracion de
sales sobre la estimacion de las
unidades de sk

En la figura 3 se¢ muestra como afecta la
concentracion de sales presente en la muestra
la estimacion del valor real de la actividad

sk. Existe una inhibicion de la actividad
sk a medida que se incrementa la
concentracion de sales en la muestra.

Un incremento del NaCl en la muestra
de 0 a 2 M, produce una caida del valor
real de la actividad de hasta 145 veces
(725 Ul/ml a 5 Ul/ml).
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FIG. 3. Efecto de las concentracién de sales en la estimacion de las unidades sk presentes en una muestra.
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Esto se debe a que la reacci6n de
activacién del plg es inhibida por altas
concentraciones de algunos aniones tales
como el SCN y el Cl (Lee et al., 1988).

Efecto de la concentracion de fb
en la reaccidon

Cuando la reacci6n transcurre en
presencia de concentraciones variables de
fb, como aparece en la figura 4a, podemos
observar que para 3 y 6 mg/ml de fb la
velocidad inicial de la reaccién es mayor
que para la reaccién en presencia de 0,6 mg
de fb y en ausencia de éste, donde la
velocidad sigue una cinética exponencial.

Para las concentraciones altas de fb, la
velocidad disminuye ligeramente (Soria,
1983) con el transcurso de la reaccidn; esto
puede obedecer a varias causas: 1) que el
fb compita con el sustrato cromogénico por
el centro activo de la plasmina,
observdndose una liberaci6én menor de

v
0,026

paranitroanilina, y por tanto, un valor de
absorbancia menor; 2) que los productos.de
degradacién del fb inhiban la actividad
catalitica de la plasmina (Dudley et al.,
1982; Lee et al., 1988); 3) o que ambos
fen6menos ocurran a la vez.

Cuando se plotearon las rectas de
regresién para cada concentraciéon de fb
(figura 4b) no se observaron diferencias
marcadas entre las pendientes de estas y el
valor del coeficiente de correlacién
calculado en cada caso (con excepcién del
valor obtenido para 0,6 mg de fb) resulta
satisfactorio para la estimacién de las
unidades, utilizando esas condiciones de
ensayo.

Se realiz6 también ¢l andlisis de las
desviaciones estandares apareadas entre las
diferentes concentraciones, calculando la
"t" de Student para un limite de confianza
de 0,05 y 10 grados de libertad. Como se
refleja en la tabla 1, no existen diferencias
significativas entre las rectas trazadas,
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FIG 4a. Variacién de la velocidad de reaccién en presencia de diferentes concentraciones de fibrinégeno.

158



Determinacién de estreptoquinasa

A Abs. 406 nm

_'—‘-’"J

0 1 1 1 !
0 100 200 300 400 600
Ul/ml de sk

——Fb.08mg ——Fb.30mg —+ Fb. 6.0mg

FIG 4b. Ploteo de la absorbancia contra la velocidad de reaccién a las diferentes concentraciones de fibrinégeno
analizadas.

lo que permite estimar la actividad  permitiria reducir el tiempo de reaccién y

utilizando cualquiera de las tres obtener de forma réapida el valor de las

concentraciones estudiadas. Esto  unidades de sk presentes en una muestra.
Tabla 1

PARAMETROS ESTADISTICOS CALCULADOS PARA EL ANALISIS
DEL EFECTO DEL FB SOBRE LA REACCION

Pardmetro C:iliéétiﬁ‘l'l}dén de fibrinégeno (mg/ml)

3.0 6.0
Pendiente de la recta 0.001 0.007
Intercepto de la recta g 0472 0.658
Coeficiente de correlacién 1.0 1.0
Desviacién estandar 0.323 0.106

Comparacién entre las l:am:en_tg__

.

Concentraciones de fb comparadas 06/3.0 mg 30/60mg 06 /60mg
Valor de t de student i 1.77 0.62
n = No. de ensayos n==56 n==56

Limite de confianza 0,05 y 10 grados de libertad. (1 = 2.22)

El anélisis estadistico de los resultados fue apoyado con el programa Harvard Graphics Copyright 1987.
Software Publishing Corp. Versién 2.10.
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CONCLUSIONES

EL presente trabajo no pretende
profundizar en consideraciones teéricas,
sino aportar una procedimiento apropiado
para la determinacién de la actividad sk
presente en muestras de cultivos, asi como
tener un método que permita seguir el
andlisis del proceso de purificacion de esta
proteina.

Este método resulta de gran exactitud y
repetibilidad, y es mds sensible que aquellos
basados en la determinacién de la zona de
lisis producida en placas de caseina
(Chirstensen, 1949) permitiendo la
deteccion de hasta 7 UI de sk/ml.

Se senala también en el trabajo el efecto
del fb. Cuando este se introduce en el
ensayo, como estimulador, es posible
reducir el tiempo de la reaccién sin afectar
la determinaci6n de las unidades sk
presentes en la muestra.

Sc recomienda realizar cste método en
soluciones tampén con concentraciones por
debajo de 0,15 M para evitar el efecto
negativo que pueden introducir algunos
aniones en la reaccion de activacion del plg.
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