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Resumen:

Fundamento: El presente estudio evalia el efec-
to de diferentes preparaciones comerciales de in-
munoglobulina humana para administracion in-
travenosa (IglV) sobre la respuesta proliterativa y
de secrecién de citocinas (IL-2) en cuitivos in vi-
tro de linfocitos humanos aisiados de sujetos
normales.

Meétodo: Se han estudiado las s&guientes prepa-
raciones comerciales: Endobulin® (Immuno), Fle-
bogamma Liquida® (Grifols), Gammagard S/D®
(Baxter), Gammonativ® (Kabi), Polyglobin N®
(Bayer) y Sandoglobulina® (Sandoz).

Las muestras de IglV se ensayaron en cultivos de
linfocitos a las dosis equivalentes a la utilizacion
del producto in vivo. La respuesta proliferativa se
midié por la incorporacién de timidina tritiada al
cultivo, expreséndose en porcentaje de inhibicion
respecto a un control sin producto. La secrecion
de IL-2 se determiné por ELISA en los sobrena-
dantes de los cultivos a las cuarenta y ocho ho-
ras, expresandose en pg de IL-2 por ml. Se reali-
zaron también ensayos de proliferacién linfocita-
ria y determinacion de IL-2 con la solucion de
excipientes de cada uno de los productos estu-
diados con el objeto de evaluar el efecto potencial
de dichos excipientes respecto al producto.
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Resuitados: Las IglV inhibieron la proliferacion lin-
focitaria un valor medio del 44,6% (intervalo: 23-
96%). La produccién de IL-2 fue de 38,62 pg/ml
(intervalo: 5,60-140,50 pg/ml), inferior significativa-
mente al valor del contro! positivo (82,7 +4,0 pg/m,
p<0,05). Las muestras correspondientes a la si-
mulacién de los excipientes ejercieron tambien
un efecto inhibidor, con un valor medio del 17,9%
(intervalo: 0-76%). La produccién de IL-2 fue su-
perior, con un valor medio de 116,9 pg/mi (inter-
valo: 5,6-749,5 pg/ml), superior al control positivo.
Discusién: Todas las preparaciones comerciales
de IglV ensayadas presentaron un efecto inhibidor
de Ia proliferacién linfocitaria. Sin embargo, la
magnitud del efecto difiere significativamente se-
gun el preparado comercial tanto en los ensayos
in vitro de proliferacion linfocitaria (p=0,009) como
en la produccién de IL-2 (p<0,001). Es destacable
también la importancia de tos excipientes de las
diferentes preparaciones comerciales en los resul-
tados obtenidos en estos ensayos in vitro, que se-
gun nuestros resuitados podrfan representar del 0
al 100% del efecto de la preparacién.

IN VITRO EFFECT OF INTRAVENOUS
IMMUNOGLOBULIN ON LYMPHOCYTE
PROLIFERATION AND PRODUCTION
OF INTERLEUKIN-2
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Summary:
Background: Our study evaluated the effect of
different commercial human immunoglobulin pre-
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parations administered intravenously (iglV) on
proliferative response and cytokine secretion
{IL-2) in cultures in vitro of human lymphocytes
isolated from healthy subjects.

Method: The following commercial preparations
were studied: Endobulin® (Immuno), Flebogam-
ma Liguida® (Grifols), Gammagard S/D® (Baxter),
Gammonativ® (Kabi), Polyglobin N® (Bayer) and
Sandoblogulina® (Sandoz).

1glV samples were assayed in lymphocyte cultu-
res at doses equivalent to those used in vivo.
Proliferative response was measured by tritiated
thymidine incorporation by the culture, expressed
as the percentage of inhibition compared with an
untreated control. IL-2 secretion was determined
by ELISA in the supernatant of forty eight hour
old cultures and expressed in pg IL-2 per mililiter.
Assays were made of lymphocyte proliferation
and IL-2 determination with the excipient solution
of each product studied in order to evaluate the
effect of excipients on the product.

Resuits: 191V inhibited lymphocyte proliferation by
a mean of 44.6% (range: 23-96%). IL-2 produc-
tion was 38.62 pg/ml (range: 5.60-140.50 pg/mi),
significantly less than that of the positive control
(82.7 + 4.0 pg/ml, p<0,05). The samples corres-
ponding to the excipient simulation had a mean
inhibitory effect of 17.9% (range: 0-76%). Mean
IL-2 production was 116.9 pg/ml {(range: 5.6-
749.5 pg/ml), which was greater than in the posi-
tive control.

Discussion: All the commercial IglV preparations
assayed had an inhibitory effect on lymphocyte
proliferation. However, the magnitude of the effect
differed significantly between commercial prepa-
rations in terms of lymphocyte proliferation in vivo
(p=0.009) and IL-2 production (p<0,001). We
emphasize the importance of the excipients of the
commercial preparation on the results of assays
in vitro, which our results show could be 0 to
100% of the effect of preparation.
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INTRODUCCION

La principal indicacién terapéutica de la inmunoglo-
bulina humana para administracion intravenosa (IglV)
ha sido clasicamente el tratamiento sustitutivo de distin-
tas formas de inmunodeficiencia (1, 2). Sin embargo, y
cada vez en mayor proporcién, las IglV son utilizadas
por su capacidad moduladora de 1a respuesta inmune en
enfermedades autoinmunes y trasplantes (3-5).

El mecanismo por el cual las IglV ejercen un efecto
terapéutico en el tratamiento de disfunciones inmunol6é-
gicas es controvertido (6), aunque se han propuesto dis-
tintos mecanismos de accidén: bloqueo de los receptores
Fc por un aumento de los monémeros de inmunoglobu-
lina (Ig) circulantes (tras la administracién de IglV),
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que competirian con los autoanticuerpos por los recep-
tores F¢ de células reticuloendoteliales (7); interaccio-
nes idiotipo-antiidiotipo (8), o por modulacién de 1a se-
crecién de citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-2,
IL-6, INF-yy TNF-0).

Estudios recientes sugieren que la administracién de
1glV afecta directamente a la activacién y proliferacién
celular. Asi se ha demostrado una inhibicién dosisde-
pendiente de la proliferacion de células mononucleares
periféricas estimuladas con antigenos y/o mitégenos
tras st incubacién con concentraciones de IgIV equiva-
lentes a las obtenidas en plasma tras la administracién
de dosis terapéuticas de IgIV (250-500 mg/kg) (10).

A la vista de esta amplia utilizacion de las IglV, por
su capacidad inmunomoduladora podria en principio .
suponerse que esta capacidad es inherente a la Ig inde-
pendientemente de la preparacién comercial utilizada.

El andlisis de la literatura (10-17) revela que en ensa-
yos in vitro que evaldan la capacidad inmunomodulado-
ra las IgIV se comportan de forma distinta segiin la me-
todologia del ensayo, siendo especialmente sensibles al
tipo y dosis de mitégeno utilizado y a la dosis de IgIV.
La falta de una metodologia homogénea invalida la po-
sibilidad de establecer comparaciones interestudio, por
lo que en la prictica aiin no se dispone de datos que
permitan objetivar comportamientos selectivos por par-
te de las distintas preparaciones comerciales de IglV en
relacion con la capacidad inmunomoduladora.

El presente estudio pretende aportar conocimiento en
el campo del efecto inmunomodulador de las IgIV ana-
lizando el efecto in vitro de las distintas preparaciones
comerciales sobre la proliferacién linfocitaria y sobre la
secrecion de IL-2 con el prop6sito de objetivar (si las
hubiere) diferencias entre las mismas. Asimismo se
evalia y controla el potencial efecto inmunomodulador
causado por los excipientes (distintos) de cada prepara-
do comercial de IglV.

.METODO

Preparados comerciales

Las preparaciones comerciales estudiadas de IgIV
han sido Endobulin® (Immuno), Flebogamma i.v. LP®
(Grifols), Gammagard S/D® (Baxter) y Polyglobin N®
(Bayer) (la totalidad de las registradas en nuestro pais)
y Gammonativ® (Pharmacia) y Sandoglobin® (Sandoz),
especialidades extranjeras de amplia utilizacién. Para
este estudio se ha empleado un lote comercial de cada
preparado.

Preparacion de las muestras

Los preparados comercializados en forma liquida se
han utilizado tal como se presentan y los preparados
liofilizados se han reconstituido siguiendo las instruc-
ciones del fabricante con agua destilada.
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Las concentraciones de IglV de estudio han sido 7 y
14 mg/ml y se han obtenido al asumir que la concentra-
cién plasmatica tras la administracion de dosis usuales
de IglV (200-400 mg/kg durante cuatro-cinco dias hasta
1 g/kg dos dias) oscila entre estos valores si se conside-
ra un volumen de distribucidn en el estado estacionario
de 75 ml/kg.

Las muestras de excipientes de los productos estudia-
dos se han reproducido y preparado segiin la ficha téc-
nica del producto. La concentracién final de estudio en
las muestras de excipientes se ha calculado de forma
andloga a la de las IgIV.

Descriptiva analitica

En una primera etapa se ha procedido a la determina-
cién de la citotoxicidad e interferencia de las muestras
con los «kits» de determinacién como medida para ga-
rantizar la coherencia de los resultados. Se ha compro-
bado que no existe linfocitotoxicidad de las muestras.
Se comprueba también que no existe interferencia de
las muestras en la determinacién de IL-2 por ELISA.

Las diferentes muestras de IgIV se han ensayado en
cultivos de linfocitos a las dosis equivalentes a la utiliza-
ci6én del producto in vive y a una concentracion de mit6-
geno (PHA, Sigma) de 10 pg/ml. Los ensayos de proli-
feracién linfocitaria y determinacion de IL-2 se han rea-
lizado también con la solucidén de excipientes de cada
uno de los productos estudiados con el objeto de evaluar
el efecto de dichos excipientes respecto al producto.

La respuesta proliferativa se ha medido por la incor-
poracién de timina tritiada al cultivo y se ha expresado
en porcentaje medio de inhibicién respecto al control
(sin producto) de un minimo de tres replicados por ex-
periencia.

Los linfocitos, obtenidos a partir de sangre hepariniza-
da de individuos sanos, se separaron por gradiente de Fi-
coll en flujo laminar y utilizando material estéril. Se ajus-
taron a un recuento de 106 linfocitos/ml- 50 ul de suspen-
sién y se cultivaron en una placa estéril de 96 pocillos de
fondo en «U» en presencia de PHA a 10 pg/ml de con-
centracion final. La incubacidn se realizé en estufa hi-
meda con 5% de CQO, a 37° C durante setenta y dos ho-
ras. A las cuarenta y ocho horas de incubacién se afia-
dieron 50 pl de una solucién de timidina tritiada de
1,0 mCi/ml (2,0 Ci/fmmol) equivalente a 1,25 puCi/poci-
Ilo. Los cultivos se recogieron sobre filtro de nitrocelulo-
sa y la timidina captada se evalu6é mediante lector Beta-
Plate® (Pharmacia). Se calcul6 la media y el error estn-
dar de los triplicados. La capacidad de inhibicién de la
mitogénesis de cada muestra se evalué segin la formula;

[(cpm problema)—

% de inhibicién = 100 (cpm control negativo)] x 100

[(cpm control positivo)—
(cpm control negativo)]

La IL-2 se midié por ELISA mediante «kit» de Im-
munotech (F) (nimero cat. 1116), siguiendo las instruc-
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ciones del fabricante de los cultivos de linfocitos activa-
dos por PHA a las cuarenta y ocho horas y se expresa
en picogramos de IL-2 por ml de sobrenadante (media
de dos replicados por experiencia). La concentracidn
celular fue de 2 - 10° células/ml (100.000 células/po-
cillo).

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 utilizando un paguete
estadistico comercial (SPSS/PC™ version 5.0 para Win-
dows). La distribucion de las variables se examiné me-
diante el test de Shapiro-Wilks para detectar desviaciones
significativas de la normalidad. No obstante, y a efectos
descriptivos, se emplearon la media y la desviacidn es-
tandar independientemente del tipo de distribucién.

La influencia del preparado comercial y de los exci-
pientes en la inhibicién de la proliferacién linfocitaria y
en la produccién de I1L.-2 se evalué mediante el analisis
de 1a varianza, controlando la concentracion de IglV, y
el test de Kruskal y Wallis.

Por otro lado, 1a influencia de la concentracion de IglV
sobre la inhibicién de la proliferacién linfocitaria y en la
produccién de IL-2 se evalué mediante regresién lineal.

Todos los valores de significacidn estadistica se calcu-
taron sobre hipétesis bilaterales. Un valor de p<0,05 se
considera que indica significacién estadistica.

RESULTADOS

Las preparaciones comerciales de IgI'V inhiben como
era previsible la proliferacion linfocitaria, con un valor
medio del 44,6% (intervalo total: 23-96%). La produc-
cion de IL-2 fue de 38,62 pg/ml (intervalo total: 5,60-
140,50 pg/ml), inferior significativamente al valor del
control positivo (82,7 +4,0 pg/ml, p<0,05). Las mues-
tras correspondientes a la simulacién de los excipientes
¢jercen también un efecto inhibidor, con un valor medio
del 17,9% (intervalo total: 0-76%). La produccidn de
IL-2 es muy superior, con un valor medio de 116,9 pg/ml
(intervalo total: 5,6-749.5 pg/ml), superior al control
positivo. La tabla 1 recoge los valores medios de inhibi-
cién para cada preparado comercial y para su corres-
pondiente solucién de excipientes. De forma anéloga, la
tabla 2 muestra los valores medios de produccién de
I1.-2 para cada especialidad y su correspondiente solu-
cion de excipientes. Las figuras 1 y 2 recogen grifica-
mente los valores de inhibicién y formacién de IL-2 pa-
ra cada preparado y su excipiente.

El andlisis de la varianza demuestra que existen dife-
rencias con significacién estadistica en la inhibicién de
la proliferacién linfocitaria (p=0,009) y en la produc-
cién de IL-2 (p <0,001), controlando la concentracién
de IgIV en funcién de la preparacién comercial de IgIV.
El test de Kruskal y Wallis indica (sin controlar la con-
centracion de IglV) igualmente diferencias significati-
vas para el porcentaje de inhibicién (p=0,045) y para la
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Tabla 1. Resultados de inhibicién (%) de la proliferacién
linfocitaria inducida por PHA producida por las muestras
de IglV y por sus excipientes

; Iglv Excipientes
Preparade DO XD g, imhibicion % inhibicién
comer (mg/ml) ¥ ES,n=2) (X:ES,n=2)
Endobulin® ...... 7 26,5+0,5 20+2,0
14 41,0+15,0 2,3+23
Flebogamma® . 7 28,0+4,0 3004
14 37,585 13,9+0,3
Gammagard® .. 7 455+1,5 58+14
14 65,5+10,5 65,5£10,5
Gammonativ® . 7 48,0+3,0 37,040
14 70,0+£2,0 67,5+2,5
Polyglobin® ..... 7 26,0+£3,0 7.7+4,3
14 38,0+4,0 9,5+5,5
Sandoglobulin® . 7 375x6,5 0
14 72,0240 1,0£1,0

produccién de IL-2 (p=0,0014). Curiosamente se ob-
servan igualmente diferencias tanto en la inhibicién co-
mo en la produccion de IL-2 cuando se valora el efecto
de las distintas soluciones de excipientes (p=0,0058 y
p=0,0007, respectivamente).

La magnitud de la respuesta se correlaciona con la
concentracion de IglV en el caso de capacidad de inhi-
bicion (p=0,0107, coeficiente de determinacién del
26,1%). Sin embargo, la produccién de IL-2 es inde-
pendiente de la concentracién de IgI'V empleada.

DISCUSION

La utilizacién de IgIV en el tratamiento de disfuncio-
nes inmunoldgicas por su capacidad moduladora inmu-

Tabla 2. Resultados de valoracion de IL-2 en los cultivos
de linfocitos estimulados por PHA con las muestras

Prepara.do Dosis exp. IL-Izg:):{nﬂ %Egp;:;gls
comercial  (mg/ml)  (x gS,n=2) (X:ES,n=2)
Endobulin® ...... 7 279+04 64,208
14 27,439 101,8+£18,4
1-"'h3b0gamma® . 7 6,1+0,5 435+119
14 12,1£4.9 26,1+5,4
Gammaga.rd® . 7 14,7+5,8 117,6+152
14 6,812 135,2+30,1
Gammonativ® . 7 14,1+£1,2 18,9+6,5
14 12,8+1,8 11,6£6,0
Polyglobin@’ ..... 7 48,8+9,3 53,6+£0,3
14 1225179 41,4+10,4
Sandoglobulin® . 7 46,9:11,7 202,8:13,5
14 122,9+3,7 586,3+163,2
Control+ .......... — 827+4,0 499+57
Control— .......... — 6,813 12,2+6,6
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Figura 1.—IgIV: proliferacién linfocitaria.

ne estd avalada por el efecto terapéutico conseguido en
la practica clinica (4, 13, 17). El mecanismo por el cual
las IgIV ejercen dicho efecto terapéutico es en la actua-
lidad controvertido, aunque parece que podria ser debi-
do a una afectacién de la activacién y proliferacion ce-
Tular (10).

Tal como se ha descrito ampliamente (10-17), todas
las preparaciones comerciales de IglV ensayadas mues-
tran un efecto inhibidor de la proliferacién linfocitaria
in vitro. A la luz de los resultados obtenidos, sin embar-
go, se observa que las distintas preparaciones no se
comportan de forma similar tanto en el ensayo de proli-
feracion linfocitaria como en la formacién de IL-2.

La especialidad Endobulin® muestra una actividad in-
hibitoria moderada de la proliferacién linfocitaria y de
la produccién de IL-2, no atribuible a los excipientes.
Asimismo, la especialidad Flegobamma® muestra tam-
bién una actividad inhibidora moderada de la prolifera-
cion linfocitaria y de la produccién de IL-2, no atribui-
ble completamente a los excipientes. El preparado
Gammagard® presenta una actividad inhibidora impor-
tante de la proliferacién linfocitaria, atribuible a los ex-
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Figura 2.—IgIV: produccién de IL-2.
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cipientes, y un efecto inhibidor de la produccién de
IL-2, no atribuible en este caso a los excipientes. En el
caso de la especialidad Gammonativ®, ésta muestra una
actividad inhibidora importante de la proliferacién lin-
focitaria, atribuible a los excipientes, y un efecto inhibi-
dor de la produccién de I1.-2, claramente también atri-
buible a los excipientes. La especialidad Polyglobin®
presenta una actividad inhibidora moderada, no atribui-
ble a los excipientes, no mostrando efecto inhibidor so-
bre la produccion de IL-2 e incluso aumentandola a
concentraciones de 14 pg/ml. Los excipientes no modi-
ficarian el efecto. Finalmente, la especialidad Sandoglo-
bulin® muestra una actividad inhibitoria importante, no
atribuible a los excipientes. La producciéon de IL-2 se
incrementa a dosis de 14 pg/ml. Los excipientes mues-
tran un importante aumento en la produccién de IL-2.

La evaluaci6n de las diferencias encontradas entre las
diferentes preparaciones comerciales viene dificultada
por el escaso conocimiento acerca del mecanismo de
accién de la IgIV e incluso a que el efecto inmunosu-
presor pueda ser debido a proteinas contaminantes co-
mo el TGFp (18), lo que implicaria que este efecto in-
munosupresor pudiera estar relacionado con el origen
de la materia prima plasmitica y con el método de puri-
ficacién seguido por cada fabricante. Otra posibilidad
seria la presencia de mayor o menor cantidad de agre-
gados de Ig (dimeros o polimeros) o fracciones de la
misma, que, como ha apuntado algin autor (19), po-
drian influir de forma determinante en la capacidad de
la preparacidn para afectar a la proliferacién celular. Es
decir, la magnitud del efecto inmunosupresor podria es-
tar inversamente relacionada con la pureza y calidad del
producto, al menos en pruebas in vitro.

Otro aspecto no menos importante, como ya han apun-
tado otros autores (20, 21), es la influencia de los excipien-
tes y estabilizantes de las diferentes preparaciones en los
resultados obtenidos en estos ensayos in vifro, que seglin
nuestros datos pueden representar del 0 al 100% del efecto
de la preparacién en funcién del excipiente utilizado.

Si bien en el presente estudio se pretende sélo una
aproximacién al conocimiento del efecto in virro de di-
ferentes preparaciones comerciales, podemos destacar
que en todas las preparaciones se observa un efecto de-
pendiente de la dosis utilizada.

Respecto a la magnitud del efecto observamos un
grupo de preparaciones que presentan un efecto espera-
do, es decir, inhibicién moderada de la proliferacion
linfocitaria (la utilizacién de menores dosis de mitdge-
no u otro tipo de estimulacién la podria convertir en una
inhibicién importante), no atribuible a los excipientes y
asociada a una disminucién en la determinacién de 1L-2

_de los cultivos. En principio esto podria indicar su capa-
cidad para inhibir el sistema inmunitario.

Otras preparaciones muestran un efecto inhibidor im-
portante, claramente asociado a los excipientes en un
caso y en el que ademis los excipientes reducen la de-
teccién de IL-2 en la misma magnitud que el producto.
En otro caso el efecto de los excipientes es dependiente
de 1a dosis y no parece afectar a la produccion de IL-2.
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Finalmente, tenemos una preparacién que muestra
una inhibicién importante de la proliferacién celular, no
atribuible a los excipientes. En este caso no se detecta
una afectacion importante de la produccién de IL-2 por
la IgIV, pero, sorprendentemente, en el cultivo con sus
excipientes se detecta un aumento muy importante de
IL-2. Este hecho podria explicarse por una disminucidén
del consumo de IL-2 debida a un efecto de los excipien-
tes por bloqueo de los receptores para la IL-2 en el cul-
tivo in vitro. La confirmacién de este hecho podria
cuestionar la validez de este tipo de ensayo para la‘com-
paracién in vitro de diferentes preparaciones comer-
ciales.

Por todo lo expuesto parece fuera de discusién que
las IgI'V modifican la respuesta linfocitaria de prolife-
racién y alteran la formacién de IL-2, lo cual puede es-
tar directamente relacionado con la eficacia de las IglV
en el tratamiento de los procesos autoinmunes. El esta-
blecimiento de la correcta correlacion entre los resulta-
dos in vitro y su correspondiente valor in vive depende
del esclarecimiento del mecanismo de accién de las
IgIV sobre el sistema inmunitario (19, 22-24). Por otro
lado, parece claro también que existen diferencias en el
comportamiento de los diferentes preparados, con un
efecto variable de sus comrespondientes excipientes. Un
analisis mas completo de las diferencias de comporta-
miento observadas y del papel de los excipientes po-
dria ofrecer mas luz sobre el mecanismo de accidn de
las IglV en este tipo de procesos y explicaria, por otro
lado, la presencia de resultados clinicos en ciertos ca-
sos contradictorios sobre la eficacia de las IgIV en las
enfermedades causadas por una disfuncién inmunolé-
gica.
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