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Resumen

La gammaglobulina de donantes inmunizados con vacuna antimeningocéccica BC cubana se utiliza actualmente
en el tratamiento de la enfermedad meningocdecica en nuestro pais. Para tratar de eliminar inconvenientes que
presentan los métodos de esterilizacién tradicionalmente usados (por pérdidas en el filtro y porque no se elimina
el riesgo de infecciones virales) se realiza el estudio del efecto de la irradiacién con Co-60 en la gammaglobulina
antimeningocéccica. La gammaglobulina se obtuvo por fraccionamiento etandlico y se irradié a diferentes dosis
en solucién con distintos estabilizadores y liofilizada. Los resultados de los controles quimicos realizados permiten
concluir que es factible aplicar la radioesterilizacion a este producto en forma liofilizada. La conservacién de la
actividad bactericida aun después de las dosis mds altas de irradiacion utilizadas confirma lo anterior.

EFFECT OF Co-60 IRRADIATION ON HYPERIMMUNE ANTIMENINGOCOCCUS
GAMMAGLOBULIN

Abstract

Gammaglobulin from voluntary blood donors immunized with the Cuban BC antimeningococcus vaccine is now
being used in our country for the treatment of the meningococcus disease. This study of the effect of Co-60
irradiation on antimeningococcus gammaglobulin was carried out to try to eliminate the inconvenients shown by
the traditionally used sterilization procedures (losses in the filter and persistence of viral contamination).
Gammaglobulin was obtained by ethanol fractionation and was irradiated at different doses in solution with
different stabilizers and it was also lyophilized. Results of the chemical controls carried out lead to the conclusion
that it is possible to use radiosterilization on this product in a lyophilized form. The preservation of bactericidal

activity, even after the highest irradiation doses, confirms the above mentioned.

INTRODUCCION

La fraccion gammaglobulina del plasma humano ha
sido utilizada como tratamiento en mdltiples enfer-
medades infecciosas. En nuestro laboratorio, se
prepara una gammaglobulina hiperinmune (GGH) para
el tratamiento de la enfermedad meningocéccica [1].
Este preparado, como otros hemoderivados, puede
trasmitir diversas infecciones, por lo cual es necesario
esterilizarlo. Ello no es posible por ningiin procedimien-
to que incluya calor; por lo cual se utiliza un filtro
bacteriolégico.

La microfiltracion tiene dos inconvenientes: se
producen pérdidas por la adsorcién en el filtro y los virus
no son retenidos, por lo que no se elimina el riesgo de

las infecciones virales. Esta GGH es obtenida por frac-
cionamiento etandlico, método que elimina el riesgo de
trasmisién del virus de la inmunodeficiencia humana [2],
y en el caso de la hepatitis, se reduce la trasmision,
habiéndose reportado casos de hepatitis no A no B tras
el tratamiento con estos preparados [3]. A nuestro
producto final se le realizan pruebas que permiten
garantizar la ausencia de estos dos virus.

Como la mayoria de los pacientes que se tratan son
nifios, que constituyen el grupo de mayor riesgo para la
enfermedad meningocdccica, y que, a su vez, son mas
susceptibles a la infeccion por virus como el
citomegalovirus, el virus de Epstein-Barr, el herpes
simple, etc., se necesita un método de esterilizacién que
elimine esta posibilidad.
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La capacidad de las radiaciones ionizantes para
destruir los microorganismos esté bien demostrada y se
ha aplicado comercialmente con fines médicos [4]. Este
método es especialmente importante cuando otros
métodos quimicos y fisicos no pueden utilizarse, 0 no
dan el resultado requerido. Por ello nos propusimos
estudiar el efecto de las radiaciones ionizantes sobre la
gammaglobulina hiperinmune antimeningocéccica
para evaluar su estabilidad en un rango de dosis,
generalmente aceptado como esterilizante.

MATERIALES Y METODOS

Para la obtencién de la GGH se partié de plasmas de
donantes voluntarios, previamente inmunizados con la
vacuna antimeningoco6ccica BC de produccion
nacional, que tenian altos titulos de anticuerpos bac-
tericidas. Se utiliz6 el método de fraccionamiento
etandélico de Cohn-Oncley [5-6] con modificaciones,
para hacer mas econémica la produccion y aumentar el
rendimiento del producto final [7].

El producto obtenido en el proceso de purificacion se
distribuy6 por bulbos segun las diferentes variantes que
se someterian a irradiacion. Estas fueron:

1. Gammaglobulina hiperinmune (50 mg/ml) en solucion
de agua destilada.

2.Gammaglobulina hiperinmune (100 mg/ml) en
solucion a partes iguales con albumina humana al
10%.

3. Gammaglobulina hiperinmune (50 mg/ml) en solucién
de agua destilada a la cual se adicioné glicina.

4 Gammaglobulina hiperinmune (100 mg/ml) en
solucién a partes iguales con albumina humana al
10% vy glicina al 2,25%.

5. Gammaglobulina hiperinmune (80 mg/ml) en solucién
a partes iguales con albimina humana al 10%,
posteriormente liofilizada, procurando que el con-
tenido de humedad fuera el minimo.

La irradiacién se realizé en una fuente de Co-60
soviética tipo MPX-25M, controlandose la temperatura
(+4 +1°C); utilizandose las siguientes dosis de
irradiacion: 2,5; 5; 10; 15; 20 y 25 kGy.

Se realizd electroforesis en acetato de celulosa y
determinacion de proteinas por el método de Biuret
como controles quimicos de estabilidad de la GGH.
Ademés se realizé la prueba de inocuidad en curieles y
ratones segun los requerimientos de la OMS para
productos biolégicos [8].

La conservacion de la funcion bioldgica se evalud
mediante la determinacion de anticuerpos bactericidas
antimeningococcicos segun el método descrito por
Saez-Nieto [9], el cual se basa en determinar la mayor
dilucion de muestra problema que destruye
aproximadamente el 50% de los meningococos con-
tenidos en 25 mcl de una suspension previamente nor-

malizada. Los titulos de las muestras se determinan en
diluciones dobles seriadas.

RESULTADOS

La gammaglobulina en solucién y en ausencia de
albUmina mostré cambios en su aspecto luego de ser
sometida a la irradiacion. De estas, la variante que no
contenia glicina a la dosis de 10 kGy mostré un color
blanco lechoso y a partir de 15 kGy se separ6 un
precipitado con aspecto de albamina de huevo des-
naturalizada y un sobrenadante de igual color. En la
variante que contenia glicina los cambios comenzaron
a observarse a partir de 15 kGy, donde el producto
irradiado se mostré mas denso, con grumos y de aspec-
to lechoso. A las dosis de 20 y 25 kGy se separd un
precipitado blanco y un sobrenadante transparente.

La gammaglobulina en solucién que contenia albimina
humana al 10% no mostré6 cambios en su aspecto
después de irradiada. Igual comportamiento tuvo la que
se trabajo liofilizada.

Entodaslas formas en que se preparé la GGH y a todas
las dosis de irradiacion utilizadas, la prueba de ino-
cuidad mostro resultados satisfactorios.

En la figura 1 se muestra el zimograma de la
electroforesis en acetato de celulosa de la gam-
maglobulina irradiada sin albmina y sin glicina. En ella
se puede observar cambios en la movilidad
electroforética de la fraccibn gamma a la dosis de 5 y
10 kGy, y a partir de 15 kGy la pérdida del patron
caracteristico de esta fraccion, tanto en el sobrenadante
como en el precipitado obtenido.
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Figura 1
Gammaglobulina irradiada (solucién sin glicina y sin albtmina).

En la gammaglobulina preparada sin albimina, pero
con glicina, los cambios en la movilidad electroforética
se observaron a dosis de 10 y 15 kGy y la pérdida del
patrén en la electroforesis se vio a partir de los 20 kGy.

Las gammaglobulinas en solucién, preparadas a partes
iguales con albumina humana, mostraron un corrimien-
to del patrén electroforético de la fracciéon gamma hacia
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el &nodo con respecto al control, el cual comenzé a la
dosis de 10 kGy en el preparado que no contenia glicina
(figura 2) y aigual dosis de irradiacion en el que contenia
la glicina.
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Figura 2

Gammaglobulina irradiada (solucién + albimina).

En la figura 3 se observa que la gammaglobulina
liofilizada e irradiada no mostrd cambios en su movilidad
electroforética a ninguna de las dosis a que fue expues-
ta.
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Figura 3
Gammaglobulina irradiada (liofilizada + albdmina).

La determinacion de proteinas por el método de Biuret
(figura 4) muestra que la concentracion de proteinas en
lagammaglobulina irradiada en ausencia de estabilizan-
tes cae a partir de la dosis de 10 kGy. Esto no sucede
en las gammaglobulinas que contienen albumina y
glicina, ya que independientemente de su forma de
presentacion (liofilizada o en solucion), en ellas las
medias de la concentracion de proteinas se mantienen
casi constantes a las dosis de irradiacion a que fueron
sometidas.

Enla tabla 1 se presentan los resultados de la determi-

nacion de anticuerpos bactericidas antimeningocéc-
cicos realizados a muestras de la gammaglobulina
liofilizada a diferentes dosis de irrradiacién.
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Figura 4

Determinacién de la concentracion proteica
en gammaglobulina irradiada.

Tabla 1
Determinacion de anticuerpos bactericidas
en GGH liofilizada irradiada.

Dosis kGy Titulo de ac. bact.
0 (control) 1: 812
25 1:256
5 1:128
10 1:128
15 1:1024
20 1:512
25 1:1024

En ella se puede observar que se mantienen los altos
titulos, y que la diferencia en una dilucién, considerada
dentro del rango de error de la técnica, es aceptable.

DISCUSION

Aunque hemos encontrado pocos trabajos que es-
tudien los efectos de la radioesterilizacién con Co-60
sobre preparados de gammaglobulina, algunos autores
han reportado la posibilidad de utilizarla por las ventajas
que ofrece, por ejemplo: la eliminacién de la
contaminacion por virus, disminucién de la capacidad
pirogénica, no formacion de componentes téxicos en el
producto y que se puede realizar en el envase final
donde se comercializa, dada la elevada penetraciéon de
las radiaciones gamma [10].

No obstante, la radioesterilizacion en el caso de sus-
tancias proteicas tiene el inconveniente de que las
proteinas pudieran ser sensibles a este método, lo cual
producirfa cambios en sus propiedades quimicas y por
tanto en la actividad biol6gica [11].

Los resultados de este trabajo demuestran que la GGH
en solucion resulta notablemente afectada incluso a
muy bajas dosis. Esto se debe al efecto de ionizacién
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del agua con formacién de radicales libres y peroxidos
que causan cambios en la estructura proteica [12].

Los estabilizadores normalmente utilizados en estos
preparados (albimina y glicina) disminuyen muy poco
este efecto, por lo que no se debe irradiar el producto
en solucién, aun en presencia de los estabilizadores.

Al irradiar la GGH en forma liofilizada no se apreciaron
cambios en sus propiedades quimicas evaluadas por
electroforesis en acetato de celulosa y por cuantifi-
cacion de proteinas, lo cual coincide con lo reportado
por otros autores [10-12].

Resulta mas importante el hecho, de que la actividad
bioldgica de la GGH irradiada en su forma liofilizada no
mostré alteraciones. En nuestro caso esta actividad fue
evaluada por la técnica de anticuerpos bactericidas,
cuyos resultados satisfactorios demuestran que la
estructura de la inmunoglobulina no resulta alterada en
ninguna de sus partes por el efecto de la irradiacién, ya
que la porcién Fab que se une al antigeno (en este caso
al meningococo) y la porcién Fc, que es la responsable
de la fijacién del complemento en esta prueba, se tienen
que mantener inalterables para que el resultado de la
actividad bactericida de la gammaglobulina especifica
no se vea afectado.

Estos resultados nos permiten recomendar el uso de
la irradiacion con Co-60 para esterilizar gam-
maglobulina liofilizada. Aunque Lépez-Martinez y
colaboradores [10] demuestran la eliminacién de la
trasmision del virus de la hepatitis B con este método,
es necesario profundizar en este aspecto, realizando
estudios virolégicos (técnicas inmunoenziméticas, efec-
to citopético en cultivos, etc.) que lo confirmen no solo
para este virus.

CONCLUSIONES

1. En ninguna de las muestras irradiadas se afect6 la
inocuidad del producto.

2. La irradiacion de gammaglobulina con dosis
esterilizantes no afecta sus propiedades quimicas
cuando esta se irradia liofilizada.

3. Si la irradiacion se realiza en solucion, los cambios
quimicos van desde la destruccion de la gam-

maglobulina (en ausencia de estabilizadores), hasta
un corrimiento electroforético de esta fraccién en
presencia de albimina y glicina.

4. La irradiacion de GGH antimeningocéccica en forma

liofilizada no afecta su actividad biolégica, lo que se

" demuestra porque mantiene altos titulos de anticuer-
pos bactericidas.
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