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La invencidn se refiere a un procedimiento pa=-
ra la preparacién de preparados de inmunoglobulinas econ
fijacibén de complemento disminuida.

Los preparados de inmunoglobulinas preparados
por fraccionamiento de suero, en especial a partir de
suero humano, tienen una importancia esencial, a causa
de sus propiedades de anticuerpos, como agentes profilic=
ticos 'y terapéuticos para el refuerzo de reacciones cor-
porales de defensa.

Hasta ahora los preparados de inmunoglobulinas
manifestaban ser adecuados en lo esencial sélo para la
administracidén intramuscular: en el caso de administra-
ciones intravenosas los receptores reaccionaban mis o
menos acusadamente con formas sintomdticas anafilactoi-
deas., Sin embargo, una administracién intravenosa de los
preparados de inmunoglobulinasg es muy deseable, puesto
que éstos entran mds répidamente en accidén en el orga=
nismo,

Se supone que las reacciones secundarias ana-
filactoideas se deben a la fijacidén del complemento del
suero por la inmunoglobulina eadministrada. Por consie
guiente, se ha intentado de muchas maneras modificar las
inmunoglobulinas de modo tal que se conserve su activi-
dad como anticuerpo, pero que la magnitud de la fijacién

de complemento se reduzca en un grado tal que las inmu-
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noglobulinas modificadas puedan ser empleadas para una
administracién intravenosa. Es conocido modificar las
inmunoglobulinas mediante una degradacién enzimética,
de modo que se separen los lugares de fijacién del con-
plemento, pero que el resto de las moléculas quede aun
en situacién de fijar los antigenos. Tal preparado se
administra con buen éxito por via intravenosa.

En slgunos casos la inmunoglobuline reduci-
da de tamafio en su molécula, & causa del tiempo de semiw
Vida en el organismo comparativamente acortado, se comnsi
dera menos satisfactoria que los preparados de inmunoglo
bulina con peso molecular pricticamente inalterado.

También estd deserita la reaccidén de inmuno-
globulinas con agentes de alcohilacidn y de acilacidn,
para la preparacidn de inmunoglobulinas administrables
por via intravenosa.

Ademds son conocidos procedimientos segin
los cuales las inmunoglobulinas son desdobladas por re-
duccién de los enlaces disulfuro intramoleculares, ¥y
a continuacidn los grupos sulhidrilo formados son alco-
hilados.

Se ha intentado ya también desdoblar sulfito
liticamente los enlaces disulfuro en la molécula de inmu
noglobulina, para lo cual se emplean concentraciones re-

lativamente elevadas de sulfito o de tetrationato. El em
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pleo de sulfito conjuntamente con iones clipricos condujo
a productos evaluados como malos,

La presente invencidn parte de la idea de que la
parte esencial de las reacciones de incompatibilidad en 1la
administracién de gamma~-globulinas comerciales por via in
travenosa no es atribuible a la molécula de gamma-globuli-
na propiamente dicha, sino a las estructuras derivadas del
estado natural de las inmunoglobulinas.

Por consiguiente, son objeto de la invencidn pre-
parados de inmunoglobulinas y un procedimiento para su pre
paracidn, seglin el cual, por medios sulfitoliticos se im-
pide la formacibdn de estructuras fijadoras de complemento,
o se modifican o se eliminan por adsorcidn las estructuras
ya presentes, de modo que no sean capaces, 0 lo sean sélo
poco, de fijar el complemento.

Los preparados de inmunoglobulinas segin la in-
vencidén se obtienen por un procedimiento que estd caracte-
rizado porque una fraccibén de inmunoglobulina, obtenible
seglin procedimientos conocidos de fraccionamiento de plas—
ma. sanguineo, se trata con una concentracibdn baja de ﬁn ——
agente sulfitolitico y/o con una cantidad de un fosfato po

co soluble en agua, suficiente para la reduccidén de la fi-

Una pequeila concentracidén de un agente sulfitoli

tico representa en el sentido de la invencidn una concen-
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2 moles/litro, de preferencia

tracién >0 pero 5 . 107
2 - & . 1072 moles/litro.

Como agente sulfitolitico se emplea por regla —-
general sulfito., Sin embargo, segin la invencidén se pre-
fiere un disulfito, tal como disulfito sbédico, y ventajo-
samente en una concentracidn de 1,3 a 3,6 . lO"5 moles/li-
tro. Conjuntamente con sulfito pueden emplearse sustan-
cias oxidantes, tales como ditionito, e iones de metales
vesados, tales como iones de cobre divalente., Segin la
invencién éstos pueden ser empleados en el margen desde

> 0 pero «£5 . lO-5 moles/litro; por regla general --
1/10 de la cantidad, referida a la molaridad, del agente
sulfitolitico.

La temperatura a la que la sustancia sulfitoliti
ca se afade a la solucidn de inmunoglobulinas no es criti-
ca, con tal de que no se presenten temperaturas significa~
tivamente superiores a 502C. Pfeferentemente el procedi-
miento se lleva a cabo a una temperatura entre +52C y 252C
A pesar de esta afirmacidn general es‘comprobable que las
temperaturas ejercen una influencia sobre el procedimien-
to, toda vez que a temperaturas mds altas son necesarias
concentraciones menores del agente reductor.

También el tiempo de reaccidn esta en relacidn

inversa con la concentracidn de los agentes sulfitoliti-

cos, La sulfitdélisis de la fraceibn de inmunoglobulinas
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se lleva a cabo por regla general durante 5 - 90 horas.

La reaccidén se termina por la separacidén de los
agentes sulfitoliticos y de las inmunoglobulinas. Para --
ello, convenientemente, se precipitan las inmunoglobilinas.
Otra posibilidad consiste, por ejemplo, en la eliminacién
de los agentes sulfitoliticos por didlisis.

Ha manifestado ser conveniente realizar el tra-
tamiento de los preparados de inmunoglobulinas obtenibles
segin el estado actual de la técnica, no solamente en una
Gltima etapa de la reaccién. Mas bien, es mis ventajoso
hacer seguir Gltimas etapas de purificacién, como las que
son generalmente habituales en la preparacidén de inmunoglg
bulinas, al procedimiento segin la invencién.

El material de partida para el procedimiento se
gin la invencidén es una inmunoglobulina obtenible seglin el
estado actual de la técnica. Esta sustancia se designa en
la bibliografia de modos diversos como gamma-globulina, - -
IgG e~inmunoglobulina G. Consta predominantemente de la
llamada frac¢i6n 7 S, con un peso molecular de aproximada-
mente 160.000. Pueden ser empleadas'segﬁn la invencidn
tanto las inmunoglobulinas obtenibles de sueros mixtos co-
mo también las de - donantes especialmente inmunizados. Es-
tas son las llamadas hiperinmunoglobulinas con contenidos
superiores alvvalor medio de anticuerpos orientados espe-

cificamente contra determinados antigenos. Como ejemplo
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se mencionard aqui la inmunoglobulina de las paperas. Los
materiales de partida adecuados para el procedimiento se-
gin la invencidn son obtenibles a partir de plasma sangui-
neo por procedimientos habituales, tal como por ejemplo =~
por la precipitacidn salina fraccionada del plasma, 0 por
precipitacidén con disolventes orgénicos, en especial por
etanol, con las diferentes variantes del procedimiento,
que se basan en los trabajos fundamentales de Cohn y otros|,
J. Am., Chem, Soc., 68, (1946), péginas 449 y siguientes.
’ Especialmente adecuada como material de partida
es una fraccidén que contiene J/Lglobulina, que segin Cohn
es citada como fraccién II y III, y segin Nitschmann como
fraccién A, Tales fracciones contienen, junto a aﬂ~globu-
lina, ademds (- ¥ /?uglobulina, asi como pequefias canti-
dades de albimina., Ia proporcidén de a‘lglobulina es de
aproximadamente 40 -~ 80 % en peso, referido a la cantidad
de proteinas totales.

Ha manifestado ser conveniente disolver en agua
0 en una solucidn poco concentrada, preferentemente al ~--
0,3 -« 0,9 por ciento, de una sal neutra, tal como sal co-
min, una fraccidén de gamma-globulina aGn no purificada,
resultante en el procedimiento de fraccionamiento con al-
cohol, por regla general la pasta resultante en el fraccio
namiento de la alblmina. Después de la disolucibén, la pro

teina debe estar convenientemente en una concentracidn de
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0,5 a 15 %, de preferencia entre 1 y 5 % (peso/volumen).

A esta solucién, a un valor de pH entre 4 y 8, preferente-
mente a pH 5,0 a 6,0, se le aflade el agente sulfitolitico
(por ejemplo Na28205 ) Nagsoa) y si se desea una sal de
un metal pesado (por ejemplo CuSO4), v en tal caso se man-
tiene una temperatura entre 5 y 502C.

El valor del pH de la mezcla de reaccidn puede
desvierse de su valor inicial durante la reaccidn, sin que
esto tenga consecuencias desfavorables. Después de la ==
reaccibén con los agentes sulfitoliticos se puede proseguir
inmediatamente la purificacidén posterior de la inmunoglo-
bulina, de modo habitual.

Ante todo se ha acreditado la inclusién de una
adsorcidn en un fosfato dificilmente soluble en agua, en
la etapa del procedimiento de la purificacidn posterior,
puesto que el producto final de la purificacién de la in-
munoglobulina, tratado de este modo, presenta una fijacidn
de complemento reducida.

Asi por ejemplo, se puedé preparar "in situ" en
la solucibn fosfato de aluminio, a partir de A1C1y j -
Na5P04. A continuacién se pueden fijar al fosfato de alu-
minio, junto a impurezas, también aglomerados de la inmu~
noglobulina fijadores de complemento. También el fosfato
cédleico es utilizable para la eliminacidn de impurezas y

de sustancias fijadoras de complemento.
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5 - 90 horas después de la adicién de los agen-
tes sulfitoliticos se pueden separar las inmunoglobulinas
por precipitacién, por ejemplo con etanol, de modo conoci
do de por si. También es realizable una purificacién so-
bre un cambiador de iones. 8i se emplea un cambiador de
cationes a un valor del pH débilmente 4dcido, se obtienen
inmunoglobulinas especialmente puras. Los contenidos resi
duales de cobre pueden sef eliminados por compuestos for-
madofes de quelatos con metales, incluso en forma de cam-
biadores de iones.

Respecto a la capacidad de fijacién de comple-
mento, los preparados de inmunoglobulinas asi obtenibles,
debido a la sulfitdlisis parcial realizada, son fijadores
de complemento mads débiles que el material de partida. Si
se desea, este efecto puede ser reducido afin més por la
adsorcidén de actividad fijadora de complemento.

Independientemente del éxito de purificacidén de-
seado al mismo tiempo, se logran resultados especialmente
buenos respecto a la reducida fijacidén de complemento si
las fracciones de inmunoglobulinas se tratan con un fosfa-
to poco soluble en agua. Para ellc se emplean preferente-
mente fosfato de aluminio o fosfato de calcio.

Para ello son favorables cantidades de 0,005 a
0,1 moles/litro. Los adsorbentes se preparan conveniente-

mente en la solucidén de inmunoglobulinas propiamente dicha,
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por adicidn de un catién soluble en agua y de un fosfato
soluble en agua, de los gue es sabido que pueden formar
entre si fosfatos dificilmente solubles. Convenientemente
el valor del pH se mantiene para ello entre 4 y 8,5, pre-
firiéndose para la adsorcibn de actividad fijadora de com-
plemento con ayuda_de A1P04, valores de pH entre 4 y 6, y
para fosfatos de mebtales alcalinotérreos, tales como el
fosfato caleico, valores de pH entre 5,8 y 8,5. Cationes
solubles en agua usuales, que son capaces de formar con
iones fosfato precipitados dificilmente solubles, son alu~
minio, de preferencia como AlCla o AL, (804)3, y ademis
entre las sales de metales alcalinotérreos solubles en
agua, en especiél las sales de calcio solubles en agua,
tal como acetato célcico.' Para la formacibn del agente
de adsorcibén en la solucidn de inmunoglobulinas se traba=
Jja convenientemente con un ligero exceso del componente
catidnico.,

8i se combina la sulfitdlisis con una etapa de
adsorcidén en el sentido de las manifestaciones preceden-
tes, se puede llevar la fijacidn de complemento de loé pre
parados de inmunoglobulinas a valores especialmente bajos,
con frecuencia préximds a 0. Sin embargo, cada etapa es
de por si adecuada para reducir la fijacidén de complemen~
to de los preparados de inmunoglobulinas.

Puesto que la meta del procedimiento consiste en
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reducir la fijacibén de complemento, las etapas del proce-
dimiento se acoplan en lo posible entre si de modo que los
productos obtenibles por el procedimiento segin la inven-
c¢idén respondan a este requisito.

Corresponde a la idea de la invencidn que el pro
cedimiento se lleve a cabo en condiciones que el especia~
lista reconozca como especialmente adecuadas a este res-
pecto, Es decir, que una combinacién de concentraciones
elevadas de los agentes sulfitoliticos en relacidn con una
concentracidn baja de proteinas, una temperatura baja y
un tiempo de reaceidén corto han de ser coordinados en el
marco descrito, y viceversa.

La determinacibn del efecto anticomplementario
se realiza en un ensayo de hemblisis con eritrocitos sen-
gibilizados de carnero y con suero de cobaya (complemento)
En tal caso los eritrocitos y el complemento se hacen reac
cionar con el preparado de inmunoglobulinas. Después de
un adecuado tiempo de incubacidn se puede apreciar que el
preparado de inmunoglobulinas, incluso en concentraciones
elevadas, no perjudica précticamente a la hemdlisis, io —-
que es determinable cuantitativamente por un método fobo-
métrico. Ademis se puede comprobar en un ensayo "in vivo"
en un conejo; que después de administracién intravenosa -~
del preparado de inmunoglobulinas segin la invencidén, no

es apreciable ninguna inactivacidén del factor de complemen
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En una serie de preparados realizados segin la
invencidn, la fijacidén de complemento es en conjunto infe-
rior a 10 %, referido a un patrén tomado como 100 ¥%. In-
cluso después de un almacenamiento del preparado de unos
dos afios, este valor sdlo se modifica hacia arriba de mo-
do no esencial. Las proporciones de aglomerados de los
preparados de inmunoglobulinas son asimismo inferiores a
10 4. En una solucidn de proteinas al 5 por ciento, en el
cago de empleo de CuSO,, son reconocibles iones clpricos
en un orden de magnitud {1 pg/ml.

El nuevo preparado de gamma-~globulina, reducido
en su actividad anticomplemento, contiene en lo esencial
inmunoglobulina 7 S no modificada, en comparacién con los
preparados modificados segfn el estado actual de la técni-
ca, con valores de sedimentacidn en parte inferiores. ILa
actividad anticuerpo de la molécula permanece inalterada.

Los preparados de inmunoglobulinas obtenibles
segﬁn la invencidn estén pensados en primer lugar para la
administracidén intravenosa. Por lo tanto, es también ob-
jeto de 1la invencién un medicamento administrable por via
intravenosa, que contiene los preparados de inmunoglobulie-
nas producidos segin la invencién, en una forma galénica
adecﬁada. Las inmunoglobulinas débilmente tratadas sulfi-

toliticamente y a continuacidn purificadas, como se ha des
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crito, después de la filtracidn en medio estéril habitual
pueden ser envasadas, para su consumo, en una cantidad —-—
cualquiera. Si se prevé emplear el preparado como solu=-
cidn de proteinas al 5 hasta 16 por ciento, es posible -
sin mds un ajuste correspondiente de la solucidn purifica-
da y filtrada en medio estéril. Una solucién que contie-
ne 0,3 - 0,9 % de una sal neutra, a la que si se desea se
le pueden afiadir ademds otros aditivos fisioldgicamente
compatibles, por ejemplo un alfa-aminodcido tal como gli-
cina en 1,5 - 2,5 %, se puede liofilizar, conservar como
producto liofilizado, y antes de su empleo se puede recong
tituir como solucidn, por adicidn de la cantidad deseada
de agua destilada. Tampoco esta solucién manifiesta nin-
guna fijacibn elevada de complemento. El agente reconsti-
tuldo es igualmente administrable por via intravenosa.
Ta invencién se ilus?ra mis detalladamente en

los ejemplos sigulentes:

Ejemplo 1
La fraccibdn de gamma-globulina resultante en el fracciona-

miento de albimina segin Cohn, con ayuda de etanol, se di-
suelve en una solucidn de sal comin al 0,3 por ciento, em-
pledndose por 1 kg de pasta de gamma-globulina 10 litros
de solucibén de sal comin. La temperatura se mantiene a ~-
unos 52C. Se aflade a la solucidén 0,07 % (peso/volumen) de

Na28205 en forma de una solucidn de disulfito sddice al
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10 por ciento, y 0,007 % (peso/volumen) de CuS0,. 5 HyO0
en forma de una solucidn de sulfato de cobre al 1 por cien
to. Después de realizada la adicibn se agregan, por litro
de solucitn, 200 ml de una solucidn 0,2 molar de AlCl3 y
200 ml de una solucién 0,2 molar de Na;FO,. La adicidn se
realiza con control del pH, que debe garantizar un valor
de pH de aproximadsmente 5. Ia solucidn se aglita durante
la noche a 52C. Después el asdsorbente de fosfato dé alu-
minio se separa por centrifugacidn.

La solucidn que contiene las inmunoglobulinas
se precipita por adicidn de 25 % (volumen/volumen) de eta~-
nol. El precipitado se obtiene por centrifugacidén. Se

disuelve en una cantidad suficiente de agua destilada, se

_ le afiaden 0,2 % de 4cido etilendiamino-tetraacético, y se

ajusta el valor del pH a 7,0. Por adicidn de 25 % de eta~
nol se precipitan de nuevo las.inmunoglobulinas, se centri
fuga, y el precipitado se disuelve en una cantidad sufi-
ciente de solucibn de sal comin al 0,85 %. A esta solu-
cibén se le afiade 2,5 % (peso/volumen) de glicina. Después
el preparado se liofiliza. |

El acabado final de la inmunoglobulina adminis-
trable por via intravenosa se realiza del modo siguiente:
el liofilizado se disuelve en agua destilada, se lleva a
un contenido de proteinas de 5 %, se envasa en recipientes

finales y se liofiliza de nuevo.
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Ejemplo 2
La fraccidén de gamma-globulina resultante en el fracciona-

miento de albimina segin Cohn, con ayuda de etanol, se di-
suelve en una solucidén al 0,3 por ciento de sal comin, em
pledndose 10 litros de solucidn de sal comln por 1 kg de
pasta de gammaglobulina. La temperatura se mantiene a --
unos 59C. Se afiade a la solucidn 0,2 % (peso/volumen) de
Na28205 en forma de una solucidn de disulfito sbdico al
10 por ciento, y a continuacién 0,02 % (peso/volumen) de
CuSO4 « 5 H20 en forma de una solucidn al 1 por ciento de
sulfato de cobre. Al término de las adiciones se agregan
con agitacidn, por litro de solucidn, 120 ml de una solu-
cién 1 molar de acetato cdlecico y 120 ml de una solucidn
1/3 molar de fosfato secundario de sodio. El valor del
pH se mentiene a 8 * 0,1 con lejia de sosa 0,1 M. ILa car-
ga se agita durante 20 horas a‘BQC. Después de este tiem-
po, el fosfato cdlcico formado se separa por filtracidn y
se obtiene la solucién de inmunoglobulina filtrada.

El tratamiento posterior de las inmunoglobulinas

se lleva a cabo de modo correspondiente al del ejemplo 1.
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-
te de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los que
se recogeﬁ en las reilvindicaciones siguientes:

la,- Procedimiento para la preparacidén de pre-
parados de inmunoglobulinas con una actividad de comple-
mento reducida, caracterizado porque una fraccidn de inmu-
noglobulinas se trata con una baja concentracidén de un ==
agente sulfitolitico y/o con un fosfato poco soluble en
agua.

28,~ Procedimiento segin la reivindicacidén la,
caracterizado porque la fraccidén de inmunoglobulinas se
trata con >0 pero (5 . 10"‘2 moles/litro de un agente
sulfitolitico. ,

3&,~ Procedimiento segin las reivindicaciones
le y 28, caracterizado porque como agente sulfitolitico
se emplea disulfito. '

4a,~ Procedimiento segin una de las reivindica-
ciones la - 32, caracterizado porque la sulfitdlisis se
lleva a cabo en presencia de iones de metales pesados.

- a,~ Procedimiento segin una de las reivindica-

ciones 12 - 4&, caracterizado porque los iones de metales
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<5 . ILO"5 moles/litro.

62,~ Procedimiento segin la reivindicacién 52,
caracterizado porque como iones de metales pesados se em-
plean iones de cobre divalente.

72,- Procedimiento segin la reivindicacién 12,
caracterizado porque la fraccidén de inmunoglobulinas con-
tiene, junto a inmunoglobulinas, aproximadamente 20 - 60 %
de otras proteinas de plasma,

8a,~ Procedimiento segin la reivindicacién 72,
caracterizado porque una fraccibn de inmunoglobulinas con-
sistente en 40 - 80 % de inmunoglobulina y 20 - 60 % de
otras proﬁeinas de plasma, se trata, en una concentracién

del -5%de proteinas, durante 5 -~ 90 horas, con 2 ~ 4 ,

4 moles/litro de

102 moles/litro de Nagseo5 y2 =4, 10"
CuSO4, a pH 5 a 8, y después se separan las proteinas, --
eventualmente con enriquecimiento y purificacidn de las
inmunoglobulinas.

92,~ Procedimiento segin una de las reivindica-
ciones 12 y 72, caracterizado porque la fraceibn de ihmu—
noglobulinas se trata con 0,005 a 0,15 moles/litro de un
fosfato dificilmente soluble en agua, preparado en la so-
lucidn de inmunoglobulinas.

102,- Procedimiento seglin la reivindicacidn 92,

caracterizado porque el fosfato dificilmente soluble en
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agua es fosfato de aluminio,

1l2,- Procedimiento seglin la reivindicacidn 92,
caracterizado porque el fosfato dificilmente soluble en
agua es fosfato de calcio.

12a,- Procedimiento segin la reivindicacidn 12
caracterizado porque una fraccién de inmunoglobulinas tra
tada sulfitoliticamente, se trata con un fosfato dificil-
mento soluble en agua.

132,~ "PROCEDIMIENTO FPARA LA PREPARACION DE
PREPARADOS DE INMUNOGLOBULINAS",

Tal y como-se ha descrito en la Memoria'que an-
tecede y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de diecisiete hojas eseri-

tas a miquina por una sola cara.

Madrid, 225E1.1978
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