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RESUMEN

Se determind la actividad anticomplementaria en muestras tratadas acidificando
la solucién ligeramente hasta pH 4,0, y sin tratar, de 10 lotes de preparados de
inmunoglobulinas para uso endovenoso. Se demostré un aumento de la actividad
anticomplementaria en 7/10 de las muestras sin tratar, 1o que indica la presencia
de agregados de inmunoglobulinas capaces de activar el sistema complemento.
En las muestras acidificadas los niveles de actividad anticomplementaria se
mantuvieron dentro del rango permisible. Los resultados obtenidos indican la
importancia de la medicion de la actividad anticomplementaria en los preparados
de inmunogl obulinas endovenosas para establecer la posible presencia de agregados
cuya administracion puede causar serias reacciones sistémicas en el paciente.
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Es conocido que la IgG aislada
presentamarcadas propi edades anticomple-
mentarias.! Se ha observado que los
componentes anticomplementarios en las
preparaciones de inmunoglobulinas son
agregados que se forman en el proceso de
aislamiento o espontaneamente durante su
conservacion posterior, y limitan las
aplicaciones clinicas de éstas.?® Diversos
tratami entos se han empleado paraprevenir

o controlar la formacion de agregados en
las preparaciones de inmunoglobulinas,
entre los que se destaca la disminucion del
pH, protedlisisy modificacionesquimicas.*®

Nuestro trabajo tiene el objetivo de
medir la actividad anticomplementaria en
muestras delotesdeinmunoglobulinaspara
uso endovenoso, tratadas mediante
acidificacionligeray sintratar, con el finde
establecer la presencia o no de agregados,
capacesdeactivar e sistemacomplemento.
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METODOS

Se determing la actividad anticom-
plementaria en muestras tratadas
acidificandolasolucion hasta4,0y muestras
sin tratar, de 10 |otes de inmunoglobulinas
parauso endovenoso (CLB, Amsterdam).

La actividad anticomplementaria se
determin6 mediante una modificacion del
método de Kabat y Mayer.” Se mezclaron
0,2 mL(10 mg de inmunoglobulina) de la
preparacion de inmunoglobulina endo-
venosa con 0,5 mL de suero de curiel que
contenia 20 unidades CH50 de actividad
de complemento. Seincubd a37 °C durante
60 minutos. A continuacion se afiadieron
0,5 mL de una suspensién de 5 x 108
eritrocitos de carnero x mL sensibili-zados
con un antisuero contra eritrocitos de
carnero preparado en conejos (hemolisina)
y 1,5 mL de buffer veronal-salino, pH 7,4
(BVS). Se incub6 a 37 ° C durante 60
minutosy se centrifugd 10 minutosa1 500
rpm. Laactividad del complemento en las
muestras se expresa en unidades CH50. Se
incluye un control de complemento a que
se afiaden 0,2 mL de BVS en lugar de la
preparacién de inmunoglobulina
endovenosa. La actividad
anticomplementaria se calcul 6 delaforma
siguiente:

CH50 en el control-CH50 en la muestra

x 100
CH50 en € control

RESULTADOS

Se demostré la presenciade agregados
anticomplementariosen 7/10 (70 %) delas
muestras sin tratar, y se observd una
disminucién delaactividad anticomplemen-
taria en las muestras tratadas a pH 4,0
(tabla).
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TABLA. Actividad anticomplementaria obtenida en las
muestras tratadas a pH 4.0 y sin tratar de los lotes de
inmunoglobulinas endovenosas

Inmunoglobulinas Actividad
endovenosas anticomplementaria (%)
(No.lote) Muestra Muestra
sin tratar tratada
IEV 0202 32,52 12,34
IEV 9427 11,07 8,73
IEV 2005 14,94 10,12
IEV 9505 24,05 9,92
IEV 9508 39,76 11,55
IEV 9009 24,06 13,06
IEV 8502 16,82 7,09
IEV 9506 51,07 16,41
IEV 9511 42,54 13,02
IEV 8906 25,95 10,28

Se considera un valor permisible hasta el 20 % de actividad
anticomplementaria.

DISCUSION

Las inmunoglobulinas endovenosas
son productos biol 6gicosy difieren mucho
con respecto a los productos quimicos
farmacéuticos. Esimprescindible garantizar
un producto seguro y eficaz. La eficiencia
se logra si las inmunoglobulinas son
aisladas en su forma nativa y con una
distribucién natural. La presencia de
agregadosactivadoresdel complemento en
los preparados deinmunogl obulinas de uso
endovenoso pueden causar severas
reacciones colaterales, de ahi laimportancia
de la determinacion en los mismos de la
actividad anticomplementaria. En nuestro
trabajo se detecté un aumento de la
actividad anticomplementariaen 7 de las
muestras sin tratar de los 10 lotes de
inmunoglobulinas endovenosas estudia-
dos, lo queindicalaelevadafrecuenciade
formaci 6n de agregados que ocurre durante
el proceso de elaboracion del producto.

Existen diversos métodos que permiten
obtener preparaciones deinmunoglobulinas
endovenosas estables y tolerables, como
es el tratamiento con pepsina y la
modificacion quimica de la molécula de



inmunoglobulina mediante agentes
reductores o aquilantes, que eliminan, en
ambos casos, la posibilidad de activacion
del complemento,® laprecipitacion selectiva
de agregados de inmunoglobulinas, con
polietilenglicol,* cromatografia de
adsorcion® o acidificando el preparado de
inmunoglobulinas? En este tltimo caso, se
plantea que disminuyendo ligeramente el
pH delapreparaciéna4,0, selogran destruir
los agregados anticomplementarios sin
afectar la estructura y funcion de los
mondémeros de inmunoglobulinas. En los
resultados obtenidos en nuestro estudio,

se observé unadisminucion delaactividad
anticomplementaria hasta valores
permisibles en las muestras portadoras de
agregados, al ser acidificadasapH 4,0, lo
que indica la destruccién de estos.

Estos datos indican laimportancia de
la medicién de la actividad anticomple-
mentaria en los preparados de
inmunoglobulinas endovenosas, tanto en
el proceso de aislamiento como durante el
almacenamiento, paraestablecer laposible
presencia de agregados cuya administra-
cion puede causar serias reacciones
sistémicas en el paciente.

SUMMARY

The anti-complement activity was determined in treated samples by dlightly acidifying
the solution up to a ph=4.0 and in untreated samples of 10 batches of immunoglobulin
preparations for intravenous use. A rise in the anti-complement activity of 7 out of
10 untreated samples was shown, which indicated the presence of immunoglobulin
aggregates capable of activating the complement system. The levels of anti-
complement activity in the acidified samples remained within the allowable ranges.
The results revealed the importance of measuring the anti-complement activity in
intravenous immunoglobulin preparations so as to determine the possible presence of
aggregates that can cause serious systemic reactions if they are administered to a
patient.

Subject headings: DRUG COMPOUNDING/methods; IMMUNOGLOBULINS/
pharmacology; IMMUNOGLOBULINS/isolation & purification; COMPLEMENT/
immunology; 1GG/analysis.
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