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RESUMEN

Antecedentes. La GAMMASUB UNC elaborada en el Laboratorio de Hemo-
derivados - Universidad Nacional de Cérdoba, es un medicamento genérico
inyectable, cuyo principio activo es la inmunoglobulina normal humana, purifi-
cada a partir de una mezcla de donantes de plasma, que posee un amplio es-
pectro de anticuerpos, y es empleada en la terapia de sustituciéon de anti-
cuerpos en adultos y nifios. El presente estudio tiene por objetivo analizar las
caracteristicas fisicoquimicas, bioldgicas y de seguridad viral en los concentra-
dos de inmunoglobulinas para administracién subcutdnea, y compararlas con
las de un producto comercial disponible en el mercado nacional. Materiales y
métodos. Tres lotes de GAMMASUB UNC vy dos lotes de producto comer-
cial fueron evaluados de acuerdo a requerimientos regulatorios. Resultados.
Las formulaciones analizadas poseen caracteristicas similares como integridad
del fragmento Fc, presencia de todas las subclases de IgG, distribucidn mole-
cular, niveles bajos de hemaglutininas como también bajas concentraciones de
las sustancias procoagulantes, responsables de la mayorfa de los eventos trom-
boembodlicos. La ausencia de marcadores virales, la incorporacién de un méto-
do especifico de inactivacion viral y el cumplimiento de las Buenas Prdcticas de
Fabricacién y Control durante la elaboracién de las inmunoglobulinas demues-
tran la seguridad de los concentrados con respecto a la transmision viral. Dis-
cusion. El estudio de caracterizacion de GAMMASUB UNC demostré que la
calidad del producto elaborado por el Laboratorio de Hemoderivados cumple
con requerimientos de calidad internacionales como el producto comercial de
origen extranjero disponible en el mercado nacional.

Palabras claves: gammaglobulina subcutanea; trombogenicidad; propie-
dades fisicoquimicas; seguridad bioldgica.

ABSTRACT

Background. Subcutaneous gamma globulin (GAMMASUB UNC) manufactu-
red in Laboratorio de Hemoderivados - Universidad Nacional de Cdérdoba, is
a generic injectable protein solution whose active principle is human normal im-
munoglobulin, purified from a pool of plasma donors, which has a broad spec-
trum of antibodies, and is used in antibody substitution therapy in adults and chil-
dren in agammaglobulinemia and hypogammaglobulinemia, common variable or
combined severe immunodeficiency, and indicated for prophylaxis after exposu-
re to hepatitis A virus by intramuscular route. The main of this study is to analy-
ze the physical-chemical and biological properties and viral safety characteris-
tics of Immunoglobulin concentrates for subcutaneous administration, compared
with a commercial product available in national market. Materials and method:
Three batches of GAMMASUB UNC and two batches of other commercial
sources were evaluated according to regulatory requirement. The analyzed pro-
ducts have similar characteristics such as: integrity of the Fc fragment, presence
of all IgG subclasses, molecular distribution, and low levels of haemagglutinins as
well as low concentrations of procoagulant substances, responsible for the most
thromboembolic events. Absence of viral markers, the incorporation of a speci-
fic viral inactivation method and compliance with Good Manufacturing and Con-
trol Practices during manufacture of immunoglobulins, demonstrates the safety
of the concentrates with respect to viral transmission. Discussion: The GAMMA-
SUB UNC characterization study shows that the quality of a product manufactu-
red by Laboratorio de Hemoderivados meets international quality requirement
such as the commercial product from foreign origin available in national market.

Key words: subcutaneuos gammaglobulin; thrombogenicity; physical and
chemical properties; biological safety.
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INTRODUCCION

Los concentrados de inmunoglobulinas (Igs) deri-
vados del plasma humano han sido empleados desde
hace més de cinco décadas como terapia de reemplazo
en pacientes que padecen inmunodeficiencias (ID).
Inicialmente, la via intramuscular (im) fue la mas uti-
lizada, pero debido a los efectos adversos que produ-
cia, surgieron nuevas formulaciones que permitieron
disponer de concentrados de Igs para ser administra-
dos por la via intravenosa (iv)% La implementacién de
esta via dio origen a nuevas aplicaciones terapéuticas y
efectivas como en las ID severas, en enfermedades he-
matoldgicas e inflamatorias, en desérdenes neuromus-
culares, en enfermedades autoinmunes ¢ infecciosas, y
en otras que requieren dosis elevadas de Igs provocan-
do menor cantidad de efectos adversos que los detecta-
dos con la via im?.
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A partir de los afios *90, se considerd la via subcutinea (sc)
como una alternativa valida de administracién para el trata-
miento de las ID y desde entonces su uso se ha ido incremen-
tado debido a las ventajas que posee con respecto a las otras
vias de administracién®>. A través de estudios clinicos, tanto
en nifios como en adultos, se detectd una menor incidencia
de efectos adversos sistémicos, se demostré su eficacia y segu-
ridad®, y al evitar el acceso venoso, se hizo posible la adminis-
tracién domiciliaria, evitando la presencia de personal espe-
cializado y la permanencia en centros asistenciales’. Es impor-
tante destacar que se detectaron concentraciones de IgG en
sangre mds estables y persistentes en el tiempo que las obteni-
das con la infusién iv; y generalmente, los efectos adversos es-
tuvieron relacionados con el sitio de inyeccién?®.

El Laboratorio de Hemoderivados de la Universidad
Nacional de  Cérdoba (H-UNC)  desarrollé
GAMMASUB UNC, un concentrado de IgG de admi-
nistraciéon sc, teniendo en cuenta la demanda nacional de
este medicamento y considerando la amplia experiencia en
la elaboracién de concentrados de Igs, eficaces y seguros,
tanto para administracién im como iv’.

El método de elaboracién empleado para la producciéon
de estos medicamentos estd basado en el fraccionamiento
)10,11

alcohdlico en frio de Cohn-Oncley (Figura 1 a par-
tir de una mezcla de plasma humano y la IgG purificada a
partir de ella, y cumple con los pardmetros de calidad re-
queridos a nivel nacional ¢ internacional y con las Buenas
Pricticas de Fabricacién y Control (BPFyC)'>!3,

El presente estudio tiene por objetivo analizar las ca-
racteristicas fisicoquimicas, bioldgicas y de seguri-
dad viral mediante técnicas iz vitro en los concentra-
dos de GAMMASUB UNC y compararlas con las de
un producto comercial con caracteristicas de calidad
similares'.
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TABLA 1. Caracterizacion bioquimica y funcional.

Pardmetro GAMMASUB  Comercial Criterio
(n=3)* (n=2)* de aceptacion

Proteinas totales 1614100 1631,0 16,0£1,6
(%)
pH 6471003  7,01+0,03 50-7,2
Distribucién
:“;'i%"a; 97,56£005  97,56+0,05 285

D@ 2/44:005  2,44:0,05 <10
* Polimeros (%)

ND ND

* Fragmentos (%)
Distribucién de
subclases IgG
« 1gG, (%) 64226  605+35  IgG, 600 (37-96)
« 1gG, (%) 300£1,9  285+35  IgG, 60 (17-55)
« IgG, (%) 4507 900, IgG, 63 (3.3-118)
« 1gG, (%) 1,1£0,3 2002  IgG, 43 (06-12,3
IgA (mg%) 0,36+0,02 0,200 <100
Funcién Fc (%) 94,0+9,8 105° >60
Anti-VHA (Ul/ml) 133£21 182 + 28 =100
Anticuerpos an-
tiestreptolisina O 1089£176 1000 + 283 >500 Ul/ml

(AELO) (Ul/ml)
n: ndmero de lotes analizados. ND: no detectable. M+D: mondmeros mds dimeros.
?Rango. ® Resultado de un solo lote. * Resultados promedio de los lotes analizados.

MATERIALESY METODO

METODO DE ELABORACION

GAMMASUB UNC fue claborado a partir de plasma de
donantes voluntarios, que se controla individualmente en
los Bancos de Sangre de origen para marcadores serold-
gicos virales y re-analizados en el H-UNC. La mezcla de
plasma, proveniente de mas de 1000 donantes sanos®, es
procesada por precipitacion alcohdlica y se incluye como
método de inactivacién viral especifico el calentamiento a
60°C durante 10 hs (pasteurizacién). El producto final es
formulado a una concentracién proteica de 160 g por litro
y previo a su envasado aséptico es filtrado con membranas
esterilizantes.

MUESTRAS
Se evaluaron tres lotes de GAMMASUB UNC al 16%
en sus tres presentaciones (3, 10 y 20 ml) y dos lotes de
un producto comercial formulado al 16% en una tnica
presentacion.

METODOS DE CONTROL

Las formulaciones se controlaron con los métodos analiti-
cos requeridos en las monografias de Farmacopea Europea
8" Edicién (FE)'¢'® y ademds, para completar la caracteri-
zacién, se emplearon técnicas descriptas en otras farmaco-
peas'?, pero no exigidas para la liberacién del producto.

CARACTERIZACION BIOQUIMICAY FUNCIONAL

El aspecto de la solucién proteica de las preparaciones de Igs
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fue evaluado mediante inspeccién visual y la determinacién
del pH se realizé de acuerdo al método 2.2.3 de FE. Mediante
el método de Gornall, 2.5.9 de FE, se determiné la concentra-
cién de proteinas, empleando como material de referencia una
solucién de albimina sérica humana valorada frente al Bovine
Serum Albumin (Standard Reference Material 927) (NIST).
La distribucién molecular (mondmeros, dimeros, po-
limeros y fragmentos de IgG) fue analizada por cro-
matograffa de exclusion (HPLC) segin el méto-
do 2.2.29 de FE y la composicién proteica se ana-
lizé por electroforesis zonal en acetato de celulo-
sa, acorde al método 2.2.31 de FE, frente al estdndar,
Human Immunoglobulin for Electrophoresis BRP batch
2 (EDQM), que contiene entre 75,7% y 80,9% del to-
tal de proteinas con una movilidad electroforética que
se corresponde con inmunoglobulina.

Las subclases de IgG y el contenido de Inmunoglobulina
A (IgA) fucron cuantificadas mediante técnica de inmu-
nodifusién radial comercial, IgG Subclass COMBI - SD
RID (The Binding Site’), y Diffu-Plate Inmunoglobulina A
(Argentina), respectivamente (método 2.7.1 FE).

La integridad del fragmento Fc de las Igs se eva-
lu6 de acuerdo al método 2.7.9 de FE, comparativa-
mente con las preparaciones de referencia, Human
Immunoglobulin BRP Code: H09990000 Batch 3 (fun-
cién Fe intacta) y Human Immunaoglobulin pepsin trea-
ted Code: DSP068 (Fc alterada).

Las hemaglutininas anti-A y anti-B, y los titulos de an-
ti-D, fueron determinados por el método de aglutina-
cién directo, de acuerdo a los métodos 2.6.20 y 2.6.26
de FE, respectivamente.

DETERMINACION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS
La concentracién de anticuerpos Anti Virus de la
Hepatitis A (Anti-VHA), se evaluaron por un méto-
do de inmunoquimioluminiscencia segin 2.6.26 de FE

Caracterizacion bioquimica de gammaglobulina | Oviedo Al y cols.

TABLA 2. Factores de la coagulacion expresados en Ul/ml.

.. GAMMASUB Comercial Control
Factores de la coagulacién _ _ X
(n=3)* (n=1) negativo
Fil 0,008 0,01 0,007
FVII 0,006 0,008 0,006
FVIll 0,002 0,006 0,004
FIX 0,001 0,001 0,001
FX ND 0,006 ND
FXI 0,004 0,95 0,004

*Promedio de los 3 lotes ND: no detectable.

con el kit comercial de ARCHITECT HAVAb-IgG-
ABBOTT (Abbott, Argentina).

La determinacién de anticuerpos anti estreptolisina O
(AELO) se realizé mediante una técnica iz vitro de in-
hibicién de la hemaglutinacién con un ki comercial
(Wiener Lab SAIC, Rosario, Argentina).

CONTROL DE ACIDO NUCLEICO VIRAL (ANV)

Y MARCADORES VIRALES

La seguridad de las Igs fueron evaluadas mediante la
técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR
in house) analizando la presencia del ANv del virus de
la hepatitis C (VHC), de la inmunodeficiencia huma-
na (VIH) y del virus de la hepatitis B (VHB)?4,

Los marcadores seroldgicos, antigeno de superficie del virus de
la hepatitis B (AgHBs), anticuerpos contra VHC vy anticuer-
pos contra VIH1/2, se analizaron por inmunoquimioluminis-
cencia con el kit comercial de ARCHITECT-ABBOT T, en mi-
nipooles e plasmay pool de partida (2.7.1 FE).

ESTUDIOS DE TROMBOGENICIDAD

Como pruebas globales de hemostasia se realizaron la de-
terminacion de trombina, midiendo el tiempo de coagula-
cién de plasma normal (6 ha37°C y 24 hata.), y de fac-
tores activados, empleando el Tiempo de Tromboplastina
no-activado (NAPTT) segtn 2.6.22 de FE.

Ademds, se analizaron las cantidades residuales de fac-
tores I, VII y X de la coagulaciéon con métodos coa-
gulométricos en equipos ACL (Instrumentation
Laboratory, Parsipany, USA), empleando el tiempo
de protrombina (TP) y factores VIII, IX y XI, a tra-
vés del tiempo de tromboplastina parcialmente activa-
da (APTT)®. La actividad del factor XIa (FXIa) se de-
terminé aplicando un método cromogénico (Biophen
Hyphen Biomed, Francia).

RESULTADOS

Los resultados de la caracterizacidn iz vitro de los 3
lotes de GAMMASUB UNC y de los 2 lotes de pro-
ducto comercial se muestran en la Tabla 1, en la cual
se informan los promedios + desviacidon estdndar de
los pardmetros analizados.
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El titulo de hemaglutininas anti-A y anti-B fue 1/2
para los 3 lotes producidos en H-UNC vy resulta-
ron negativas para los 2 lotes del producto comer-
cial, cumpliendo todas las preparaciones con el crite-
rio de aceptacién (< 1/64). Los titulos de anti-D fue-
ron negativos para todas las muestras analizadas, tan-
to GAMMASUB UNC como comerciales.

La concentraciones de los factores de la coagulacién
residuales, que pueden generar trombogenicidad, fue-
ron menores a los limites de deteccién de las técnicas
utilizadas (Tabla 2). Sin embargo, cuando se midie-
ron los niveles de FXI y FXIa, estos fueron detecta-
bles en los lotes de la preparacién comercial pero no
en los productos GAMMASUB UNC (Figura 2).
Los resultados de NAPTT en las muestras analizadas
fueron mayores al criterio de aceptacién (= 150 seg);
a excepcién de un lote de la preparacién comercial
que mostré tiempos de coagulacién menores a 150 seg
(Figura 3). No fue detectable la presencia de trombi-
na en ninguna de las muestras, ya que no hubo coagu-
lacién en las condiciones estudiadas.

Los anticuerpos antivirales anti-VIH 1/2, anti-VHC
y antigeno de superficie del VHB fueron negativos en
todos los productos analizados, y los niveles de ANv
por PCR resultaron no reactivos acorde a la sensibili-
dad de la técnica para cada virus en particular.

Los ensayos de toxicidad, esterilidad y pirdgenos realizados en
los lotes de GAMMASUB UNC, fueron satisfactorios, cum-
pliendo con los criterios de aceptacidn.

CONCLUSIONES

En el estudio de caracterizaciéon de GAMMASUB UNCly del
producto comercial de referencia, se detectaron atributos de ca-
lidad fisicos, quimicos y bioldgicos con caracteristicas similares.
Se demostré que la molécula de IgG se conserva intacta y esta-
ble, en todas las preparaciones, a través de la integridad del frag-
mento Fc, analizadas frente a un estindar de referencia, favo-
reciendo la flexibilidad normal de la molécula para cumplir las
funciones bioldgicas especificas.

La concentracién y distribucién de todas las subclases de IgG
fueron similares alas detectadas en el plasma humano normal®.
La distribucién molecular analizada por HPLC, demostrd
que GAMMASUB UNC y el producto comercial poseen el
porcentaje de mondmero mds dimero y polimeros dentro de
los criterios de aceptacion definidos por FE, lo que evidencia
la estabilidad de la molécula a través de los distintos pasos de
purificacion.

La concentracién de anticuerpos Anti-VHA (2100 UI/mL)
en ambas formulaciones (GAMMASUB UNC y comercial)
es suficiente para utilizarlas como profilaxis contra el virus de
la hepatitis A.

84

\\T?'/AAIC

NAPTT (1/10) ® NAPTT (1/100)
4007 361
349
350 | 329 338, 325340
293
s00 | 287
237
n 250 220
<}
E
£ 200 -
B
]
150 -
96 109
100
50
o
1 ‘ 2 ‘ 3 1 2
Preparacion GAMMASUB UNC Preparacion Comercial Control
negativo
(buffer)

Figura 3. Prueba global de trombogenicidad empleando el
NAPTT.

La seguridad de los concentrados de IgG, con respecto a la
transmisién de infecciones virales se pone de manifiesto me-
diante la ausencia de marcadores seroldgicos y de los 4cidos nu-
cleicos virales analizados por PCR iz house, la cual es una con-
secuencia del control seroldgico realizado en el plasma de par-
tida, de la incorporacién de métodos de inactivacién viral y del
cumplimiento de las BPFyC durante su elaboracién.

En los tltimos afios fueron informados eventos tromboembé-
licos relacionados a la administracién intravenosa y/o subcuta-
nea de concentrados de inmunoglobulinas humanas, los que
estarfan asociados a la presencia de sustancias procoagulantes,
principalmente al FXTa. En la evaluacién de estos pardmetros,
se detectd una mayor concentracion del FXIa en el producto
comercial con respectoa GAMMASUB UNCZ,

La concentracién de IgA en todas las formulaciones analizadas
se encontrd dentro de los criterios de aceptacién previamente
establecidos por el fabricante®.

Cabe destacar que GAMMASUB UNC posee un amplio es-
pectro de anticuerpos, contra agentes infecciosos caracteristicos
de la region, lo que lo hace mds recomendable en la profilaxis y
terapéutica de infecciones severas y recurrentes tanto en nifos
como en adultos®?!. Ademds, se controlaron, esterilidad, piré-
genos y seguridad en cobayos y ratones (FA 7™ Ed), para com-
pletar las especificaciones de calidad establecidas en H-UNC.
Los atributos de calidad analizados en el estudio de caracteriza-
cién demostraron que el nuevo medicamento GAMMASUB
UNC mantiene todas sus propiedades y funciones bioldgicas
intactas, cumple con los requerimientos regulatorios nacionales
¢ internacionales y es comparable al producto comercial utiliza-
do como referencia®®?,
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