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RESUMEN. La Gammaglobulina Sérica Humana elaborada por el Laboratorio de 
Hemoderivados fue analizada para determinar la proporción de agregados y10 frag- 
mentos que posee. Las muestras fueron examinadas utilizando cromatografía en 
Sephadex G-200 y electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil 
sulfato de sodio. La actividad anticomplementaria fue determinada por el método 
de Kabat y Mayer. Los lotes recientemente preparados mostraron 20-3070 de agre- 
gados cuando se analizaron por cromatografía y la actividad anticomplementaria 
varió entre 4,7 y 11,3 CH5O/mg de proteína. Los valores encontrados fueron com- 
parables a los obtenidos con una gammaglobulina de origen importado usada como 
comparación. El porcentaje de fragmentación fue investigado en muestras almace- 
nadas entre 0-13 años a 4 'C. Las muestras analizadas mostraron degradación de- 
pendiendo del tiempo de almacenamiento: al cabo de 2 años se observó un 5% de 
fragmentos, un 31 % después de 4 años y un 46% luego de 13 años. La electroforesis 
en gel de poliacrilamida fue más sensible que la cromatografía en Sephadex G-200 
para detectar y separar fragmentos de la inm~no~lobul ina .  
SUMMAKY. "Stability o f  standard Immune Serum Globulin Produced b y  the La- 
boratorio de Hemoderivados, ~ a t i o n a l  University o f  Córdoba, Argentina". Standard 
Human Immune Serum Globulin ~ roduced  in the Laboratorio de Hemoderivados 
was analyzed to determine the proportion of aggregates and/or f r a p e n t s  in the 
preparations. Samples were examined by Sephadex G-200 chromatography and 
sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis. Anticomplementary ac- 
tivity was determined by Kabat and Mayer's method. Al1 samples without previous 
storage showed between 20-30% aggregation when they were ana l~zed  by gel per- 
meation chromatography and the anticomplementary activity varied between 4.7- 
11.3 CH50/mg of protein. The values obtained were similar t o  those observed with 
an imported gammaglobulin used as comparison. The extent of fragmentation was 
investigated in samples stored from 0-13 years at 4 'C. The samples analyzed 
showed degradation depending on the time of storage, thus at the end of 2 years of 
storage only 5% fragments was observed, after 4 years 31Yo and after 1 3  years 46% 
The polyacrilamide gel elecrophoresis was more sensitive than Sephadex G-200 
chromatography in detecting and separating fragments of immunoglobulin. 
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INTKODUCCION 

El Laboratorio de Hemoderivados de la 
Universidad Nacional de Córdoba produce 
Gammaglobulitia Sérica Humana para uso 
intraniuscular a partir de plasma vencido. 
La se realiza por fracciona- 
miento alcolióiicol y cada lote proviene de 
aproxiriiadatriente 12.000 dadores volunta- 
rios del país, por lo que contiene altas con- 
ceritracioties de atiticuerpos contra las in- 
fecciones rnás coniuiies en nuestro medio. 
La adrriinistración de esta ganimaglobulina 
no  puede realizarse por vía endovenosa de- 
bido a 1;i actividad atiticornplementaria que 
posee, la cual puede producir reacciones se- 
ver;!s eri el pacieiite2, 3 .  Esta actividad está 
.~soci,id,i a agrcpdos  de i~imunoglobulina 
G (IgG) que apdreccii de manera espontá- 
ne.1 o ~ o m o  c~ns~cue r i c i , l  de1 método de 
prcpar.ición; tales agregados producen acti- 
vacií~n del complemento de la niisma mane- 
ra que el coniplejo aiitígeiio-anticuerpo4-7 

Por o t ro  lado !as soluciones de IgG tie- - 
neii tendencia a degradarse durante el pe- 
ríodo de alrriacenarriiento, aún cuando se 
nianteiigan a 4 "C, efecto que ha sido atri- 
buido a 13 presencia de pequeñas cantidades 
de pl;isniiria en  las preparaciones farmacéu- 
t i c a ~ ' - ' ~ .  Los principales fragmentos de IgG 
que se obtienen por digestión con plasniina 
son el F c  y Fab,  cuyos pesos moleculares 
son de 50-60.000 daltoiis" : además se ha 
obscrvado también 1~ aparición de un frag- 
mento sirnilar al F ( ; I ~ ) ~  de 210.000 daltons 
de peso i n o l e c ~ i l a r ' ~ .  

Nuestro producto cumple con los ;e- 
yuerimientos niínirrios de calidad estable- 
cidos por la Organización Mundial de la Sa- 
lud13 , pero hasta el niomento algunas varia- 
bles dc estabilidad farmacéutica no  habían 
sido eva i~adas .  Por esta causa, el presente 
tratxtjo fue dirigido a la determinación de 
agregados, fragmentos y actividad aiiticom- 

I 

pler~~cnt ;~r ia  de la forina farniacéutica final, 
en lotes dc diferentes fechas de vencimiento. 

En esta investigación, el grado de  agre- 
gación fue establecido empleando cromato- 
g a f í a  en  Sephadex G-200, la fragmenta- 
ción fue analizada por electroforesis en  gel 
de poliacrilaniida conteniendo dodecil sul- 
fato de sodio (SDS) y la actividad anticom- 
plementaria fue determinada por el método 
de Kabat y Mayer. Estas tres variables de 
estabilidad fueron comparadas con las de 
una muestra de gammaglobulina de origen 
importado. 

MATERIAL Y METODOS 

Se utilizaron distintos lotes de Ganima- 
globulina Sérica Humana del Laboratorio 
de Hemoderivados (LH) y de origen iriipor- 
tado (MX). Ambas preparaciones contienen 
16,5 + 1,5 g~/o de proteína en solución 0 ,3  
M de glicina; más del 95% de la proteína 
está constituida por gamniaglobulina cuan- 
do  se analiza por electroforesis en acetato 
de c e l u l o ~ a ' ~ .  

La cruniatografía de gel filtración se 
realizó utilizando una columna de Seplia- 
dex G-200 de 3 ,2  x 8 0  cm, las proteínas 
fueron eliiidas con buffer fosfato de sodio- 
cloruro de sodio de pH 8 ,0 ,  fuerza ióriica 
0,I y con una velocidad de flujo de 20 m11 
h. Se recogieron fracciones de 3 m1 y el per- 
fil cromatográfico se obtuvo midiendo la 
absorbancia de cada una de ellas a 280 nni. 
Como marcadores de peso molecular (PM) 
se utilizaron: anhidrasa carbónica (PM = 

29.000 daltoris), albúmina bovina (PM = 

66.000 daltons) y dehidrogenasa alcohóli- 
ca (PM = 150.000 daltons). El área corres- 
pondiente a cada pico y sus respectivos por- 
centajes fueron determinados nianualmente 
de acuerdo al método de la Farmacopea de 
Estados Unidos1' y por el método de inte- 
gración numérica utilizando la regla trape- 
zoidalI6 . 

La electroforesis en gel de poliacrilami- 
da  con SDS se realizó en el aparato micro- 
zona de Beckman. Se utilizó acrilarnida al 
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Tiempo de 
PreparaciOn CW50/rng 

Alrnacetiamierito 

8304557 5,7 < 1 año 

8308901 4,7 < 1 "  

832122 13,s 1 > j  

831819 11,3 1 " 

810708 7,5 2 " 

M.X. / 
7,6 -. 1 " 

81 18901 0 , I  4 " 

7356 0,6 13 " - ---- - -- 
Tabla l. Actividad anticomp1ementa:ia de las pre- 
paraciones. 

con 2U de hemolisina. La '~ctividdd aiiti- 
~ o m ~ l e n i e n t a r i a  se expresó en CH50 con- 
sumidas por mg de proteiti,i. 

La determinación de p ro t e in~s  se re,ili- 
zó por el método dc Gornall et al.'' y el 
de Lowry t.t al. ' . 

Figura 1. Cromatografía de Gammaglobulina Séri- 
ca Humana en Se~hadex G-200. a) preparada en el 
Laboratorio de ~emoderivados; b) de origen im- 
portado. 

7q0 y como buffer de corrida Tr i~ -~ l i c ina  
de pH 8,3 con SDS al 0 ,1%.  La muestra se 
calentó a 60 "C por 60 min en presencia de 
0 , i  YO de SDS. ~1 colorante utilizado yara la 
tinción de las proteínas fue Azul Brillante 
Coomasie. Como referencia se utilizó una 
muestra de albúmina humana conteniendo 
monómero y dímero. 

La actividad anticomplcmentaria se de- 
terminó por el método de ~ a b a t  y Mayer17 
utilizaiido suero de cobayo corno fuente de 
complemento. Cincuenta Ct150 se mezcla- 
ron con distintas diluciones de gammaglo- 

m 
bulina, se incubaron a 37 "C  por 90 min y 
el complemento residual se determinó utj- 
!:z~rido eritrocitos de carnero sensibilizados 

RESULTrnC)S 

Muestras de distintos lotes tic gamma- 
globulina LH recientemente preparados y 
una gammaglobulina MX de origen impor- 
tado fueron ~naliza(1as por c ro rn~ to~ra f í r i  
en Sephadex G-200. Como puede observcii - 
se en la Fig. 1, los resultados fueron siinil,i 
res para las gammaglobulinas LH y MX de 

reciente preparación. En ambor casos se ob 
tuvieron dos picos de proteínas, üno  corres 
pondiente a u n  PM de 150.000 daltons que 
revelaría al monómero de IgG y otro de 
niayor PM, probablemente debido '1 la pre- 
sencia de díiiieros. En las distintas prcpdrd- 
ciones que fueron analizadas, el porccntají: 
de rnonómero fue de 75-80% y el de díme- 
ros de 25-300/0 . La presencia de agregados 
también piido observarse cuando se realizó 
electroforesis en gel de poliacrilamida con 
SDS, pero los valores hallados en este últi- 
1110 caso fueron inferiores a los obtenidos 
por cromatografía. 
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VolÚmen (mi) 

Figura 2. Cromatogafía de Gammaglobulina LH 
en Sephadex G-200. a) 4 anos de almacenamiento; 
b)  13 años de almacenamiento. 

ii! estudio de la actividad anticoniple- 
mentaria reve10 que.  efectivamente, nues- 
tras prepiiraciones corisuiileii coiriplernento 
(T:i bla 1 ) .  La activici.ic! ;l!itic.~ln~tieinentaria 
varió entre 4,7 y 11.3 CH50Iri-ig de pruteí- 
na, semejante al valor obtenido para la 
gammaglobulina MX (7 ,6  CH50jmg). Esta 
actividad se vio iic;t ,iblerrieiitc disminuida 
cn las prcpar;lciorie:i rc)ri ~i!,;s de 3 aiios de 
a~riiaceiianiierito (l(:tc.s 81 181 901 y ;'356). 

El probleriia dc, !,r tr;igii:t.~iración de las 
¡ri~nuno~lobii!in;is diiraitte j i i  al~iiaceria- 
rniento fue an:~!iz,ldo uriliz:iric~o cro1ii:ito- 
grafía de filtracióri y e1ectri:toresis en gel 

I 

de poliacrilaniida i:,ii SDS. Se estudiaron 
lotes de garriniagloLulina con almacena- 

miento de 1 a 13 años. Por cromatografía 
(Fig. 2) pudo detectarse la aparición de un 
nuevo pico, además del de monómero y dí- 
mero, en la zona de PM de 50-60.000 dal- 
tons, que correspondería a los fragmentos 
Fc y Fab. La proporción de este pico de- 
pendió del tiempo del almacenamiento: en 
las gamiriaglobulinas con dos años de alma- - - 
cenamiento el porcentaje de productos de 
degradación fue del 5% , del 31% con 4 
años y de1 43% con 13 años de almacena- 
rniento. Esta degradación se realizó no  sólo - 
ii expensas del monómero sino tanibiéii de 
los agregados de IgG. A pesar de no  haber 
obtenido un pico correspondiente al PM del 
fragmento similar al F ( a b ) 2 ,  en la Fig. 2 (b)  
puede observarse una desviación de la línea 
descendente del pico que corresponde al 
monómero, lo que indicaría una superpo- 
sicihn de picos que no  pueden ser separados 
por esta metodología. 

Cuando se utilizó electroforesis en gel 
de poliacrilamida con SDS pudo observarse 
una buena separación de los fragmentos de 
I'M siinilar al Fc,  Fab y Fíab),  ; así en la 
Fi;. 3 ,  gel 3 ,  pueden observarse dos bar-idas 
bien nítidas en la zona de PM correspon- 
diente a 50-60.000 dnltons coiiio así tani- 
biéri una banda entre estos fragmentos y la 
gammaglobulina intacta. Este perfil corres- 
ponde a uria gammaglobulina LH con 4 
años de almacenamiento; en cambio en los 
geles 2 y 4 correspondientes a las gainrna- 
globulinas MX y LH recientemente prepara- 
d ~ s  no  se observan estas bandas, lo c u ~ l  in- 
dica 13 carenci,~ de fragmentación de pro- 
ducto. 

Por otro lado, el perfil densitométrico 
del gel de poliacrilamida de una ganimaglo- 
buliriii con 13 años de alniacenaniicnto 
(~Fig. 4) niostró iio solaniente uria alta con- 
centración de los fragmentos similares al Fc - 
y Fab sino también otra serie de picos co- 
rrcspoiidientes a otros fragnientos de distiii- 
t o  peso molccular. 
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DISCUSION 

En este estudio se demuestra en nues- 
tras preparaciones de gammaglobulina la 
presencia de agregados en proporción seme- 
jante a la del producto importado utilizado 
como referencia. La agregación de la gam- 
rnaglobulina se debe principalmente a la 
desnaturalización que se produce durante el 
fraccionamiento alcohólico y las distintas 
preparaciones muestran variabilidad en el 
contenido de agregados2* ' 1  2 0 .  La presencia 
de estos últimos produce activación del 
complemento y es una de las causas por las 
cuales el uso de la gammaglobulina obteni- 
da por el método de Cohn se limita a la vía 
intramuscular2~ "* 22  . Se ha demostrado 
una considerable variación en la actividad 
an t i c~m~lementa r i a  de las distintas prepa- 
raciones3* 2 3  ; nuestros resultados muestran 
una actividad an t i~om~lementa r i a  de 4,7 a 
11,3 CH50/mg de proteína, coincidente 
con lo publicado por Habeeb et al. 7 ,  pero 
con un rango de variación menor al infor- 
mado por estos autores. La actividad anti- 
complementaria disminuye a valores meno- 
res de 1 CH50/mg en las gammaglobulinas 
vencidas, las cuales poseen un 30-50010 de 
degradación. Una de las metodologías utili- 
zadas para la preparacióri de gammaglobuli- 
na de uso endoverioso es precisamente la di- 
gestión limitada de la IgG con plasmiila 
para eliminar la actividad ant icon~~lementa-  
ria espontánea de las .preparacioneslO~ 2 4 .  

La inestabilidad de las preparaciones 
LH debida a la contaminación con plasmi- 
na puede ser fácilmente demostrada en los 
lotes vencidos, donde pudo observarse la 
aparición de fragmentos de PM similar al 
Fc, Fab y F(ab)2 en distinta proporción, 
dependiendo del tiempo de almacenamien- 
to. Tanto por cromatografía (Fig. 2 )  como 
por electroforesis en gel de poliacrilamida 
(Figs. 3 y 4)  se observó degradación, pero 
la separación de los fragmentos f ~ ~ e  más 
evidente en el gel de poliacrila~nida, el cual 

Figura 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida 
con SDS. 1) Albúmina humana, A) monómero, B) 
dímero; 2) Gammaglobulina MX; 3) Gammaglobu- 
lina LH, 4 años de almacenamiento; 4) Gammaglo- 
bulina LH recientemente preparada. 

Figura 4. Perfil densitométrico de gel de poliacri- 
lamida. Muestra: gammaglobulina LH con 13 años 
de almacenamiento. 
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es más sensible que la cromatografía y la 
ultracentrifugación analítica1' . Estos dos 
últimos métodos no separan los fragmentos 
Fab y Fc y la resolución del fragmento 
F(ab)' es muy pobre (Fig. 2,  b).  

Se ha demostrado que la fragmentación 
durante el almacenamiento puede alcanzar 
hasta un 60% de la inmunoglobulina y que 
el tratamiento con plasmina produce rup- 
tura del 60-70% de las moléculas, mientras 
que el 40-30010 restante son resistentesz5. 
Por otro lado el análisis por electroforesis 
en gel de poliacrilamida de 68 lotes de in- 
munoglobulina, demostró que el 4% de los 
lotes recientemente preparados contienen 
un 50/0 de fragmentación y que al cabo de 
6 meses el 1840 de los lotes muestra este 
tipo de degradaciónz6. Todos estos datos 
coinciden con los encontrados en este es- 
tudio. 

De acuerdo a la Organización Mundial 
de la Salud13, al terminar el período de ca- 
ducidad de cada lote, el 80% de la proteína 
debe estar intacta. En nuestro caso, lotes 
recientemente preparados no presentaron 
degradación, lotes con dos años de almace- 

namiento presentaron alrededor de 5% de 
fragmentos y un lote con más de 4 años de 
almacenamiento, es decir más de 1 año de 
vencido, exhibió un 3 2 ~ 0  de fragmentos. 

En nuestro laboratorio no se ha reali- 
zado una difusión muy importante de la 
Gammaglobulina Sérica Humana y por lo 
tanto hay acumulación de fracción 11 + 
111 proveniente de la preparación de albú- 
mina. Esta fracción es el material de partida 
para la obtención de gammaglobulina y se 
han estado utilizando fracciones que han 
sido mantenidas a -25 "C por dos años. Los 
resultados aquí presentados no dan indica- 
ción de una alteración del producto, excep- 
to  las comúnmente observadas en este tipo 
de preparaciones; por lo tanto el uso de 
fracciones con dos años de almacenamiento 
no parece ser una contraindicación en cuan- 
to  a la estabilidad de la forma farmacéutica 
fin al. 
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