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ABSTRACT

The influence of pasteurization on some physical-chemical and biclogical properties of the human transfer factor
was studied. Results did not show significant changes in protein concentration, pH, UV spectrum and absorbance
{260/280 nm) after the virucidal procedure. Leukocyte inhibitory factor stimulation was maintained after the

pasteurization in all tested batches.

Key words: pasteurization, virucidal procedure, transfer factor, validation

Biotecnologia Aplicada 1998;15:22-24

RESUMEN

Se estudié la influencia de la pasteurizacién sobre algunas propiedades quimico-fisicas y biolégicas del factor de
transferencia humano. Los resultados no mostraron diferencias significativas en la concentracién proteica, pH,
espectro de absorcién UV y absorbancia (260/280 nm) después del procedimiento virucida. La estimulacién del
factor inhibitorio de la migracién leucocitaria se mantuvo presente después del proceso de pasteurizacion en

todos los lotes estudiados.
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Introduccién

En Cuba se ha aplicado con éxito el extracto diali-
zable de leucocitos humanos (EDL) con actividad de
factor de transferencia (FT) en el tratamiento de
herpes simple (1) y herpes zéster (2), de asma (3, 4),
de cancer de ovario (5) y de leucemias agudas (6). Se
ha reportado también eficdcia de este medicamento
en el incremento de la supervivencia de pacientes
infectados por el virus de la inmunodeficiencia hu-
mana (VIH) (7, 8); ademas, para este producto se ha
encontrado actividad anti-VIH in vitro (9).

Este farmaco se obtiene a partir de leucocitos que
produjeron interferén (IFN) (10), de manera que, si
bien los progresos en la seleccién de donantes y la
introduccion de métodos cada vez mas sensibles de
deteccion de agentes virales ofrecen un determinado
margen de seguridad a los hemoderivados, se conoce
que pudieran presentarse particulas infectivas en
concentraciones infcriores a las detectables por las
técnicas habitualmente utilizadas, ademas de que
cualquier nueva entidad infecciosa pasard “silencio-
sa” ante estos andlisis (11). En la produccion de FT,
la posibilidad de contaminacién viral estd presente
debido al empleo de mezclas de hasta 6 000 concen-
trados de leucocitos.

En la actualidad se han desarrollado y descrito va-
rios métodos de inactivacion/eliminacion de virus en
la produccién de biolégicos, y uno de los mas efecti-
vos ¢s el calentamiento en solucién a 60 °C durante
10 h (pasteurizacién). Con este proceso se han re-
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portado disminuciones de mas de 5,6 log de dosis
infectiva media (IDsp) para virus de hepatitis B, més
de 5,5 log IDs, para virus de hepatitis C y mas de
6 log IDs;, para VIH en las producciones de albiimina
¢ inmunoglobulinas (12). También se reporta con
esta técnica la reduccién de més de 4 log IDs, de
VIH en la elaboracién de Factor VIII concentrado
(13), asf como 7 log IDso de VIH-1y 5,5 log IDs; de
Sindbis virus para el proceso de obtencién de Anti-
trombina IIT (14). Sin embargo, esta metodologia
tiene el inconveniente de que sélo puede aplicarse si
se demuestra que no provoca afectaciones en el
producto que alteren sus propiedades quimico-fisicas
y biolégicas. En el presente trabajo se estudia el
efecto de la pasteurizacién en el FT, con vistas a su
posible utilizacion como paso de inactivacion viral
en la produccién de este medicamenw.

Materiales y Métodos
Preparacién del FT

Para la realizacién de los estudios propuestos se
emplearon 5 lotes de FT preparados de leucocitos
purificados de aproximadamente 6 000 donaciones
de diferentes individuos. Los glébulos blancos ha-
bian sido previamente inducidos a producir IFN alfa
natural (15). El factor de transferencia se obtuvo
lisando las células mediante ciclos de congelaciones-
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descongelaciones sucesivas y ultrasonido. Después
de dicho tratamiento se obtuvo una pasta que fue
dializada durante 24 h contra tampén fosfato salino
(PBS), pH 7,4, a través de membranas (Gallenkap)
de 10 000 Da de exclusion molecular (10). Se consi-
der6é como una unidad (1 U) de FT el producto resul-
tante de la didlisis de 5 x 10* leucocitos.

Pasteurizacion

Se tomaron 50 mL de cada dializado y se calentaron
durante 10 h a 60 °C, definiéndose el tiempo cero a
partir de que ¢l producto alcanzéd la temperatura de
pasteurizacién. Luego, el material se dejo en reposo
a temperatura ambiente durante 2 h y posteriormente
se almacené a -70 °C hasta la realizaciéon de los
analisis previstos.

Caracterizacién quimico-fisica de la preparacién

Se estudiaron 5 lotes de EDL. En todos los casos se
determiné el pH, el espectro de absorcion ultravio-
leta, en ¢l rango comprendido entre 200 y 300 nm, el
indice de correlacion de los valores de densidad optica
de 260 nm respecto a 280 nm (D0O260/280) y la con-
centracion de péptidos presentes segiin el método de
Lowry. Estos ensayos se realizaron antes y después
del calentamiento en solucién del FT. Se determin¢ si
existian diferencias significativas antes y después del
procedimiento segin la prueba “t” para series apareadas
(16) para un nivel de confianza del 95 %.

Determinacién de la actividad biolégica

La determinacién de actividad biol6gica del FT,
antes y después de pasteurizado, se llevé a cabo es-
tudiando la presencia de factor inhibitorio de la mi-
gracion leucocitaria (LIF). El ensayo de inhibicién
de la migracién leucocitaria en agarosa (17) se rea-
liz6 tomando 25 mL de sangre humana total fresca
heparinizada, a la cual se afiadié igual cantidad de
dextrana 70 000 (Pharmacia) al 6 %, y se dejo repo-
sar durante 45 min.

El sobrenadante se separé cuidadosamente y se
lav6 con igual cantidad de PBS y luego con RPMI-1640
(Gibco) suplementado con 10 % de suero fetal de

ternerg (Integra Biosciences) mediante centrifu-
gaciones sucesivas a 400 x g durante 10 min.

La concentracién leucocitaria se ajusté a 2 x 10’
c€lulas/mL con la misma solucién de medio em-
plcada en los lavados; 1 mL de la suspension celular
se centrifugd a 400 x g durante 10 min y el precipi-
tado resultante se resuspendio en una mezcla a partes
iguales de medio RPMI-1640 2x (se prepara di-
solviendo 10,44 g en 500 mL de agua bidestilada) y
agarosa (Sigma) al 6 %; 2 pL de la mezcla asi obte-
nida se depositaron en cada pozo de una placa de
fondo plano de 96 pocillos (Nunc), y se afiadié en [os
pocillos correspondientes los controles de antigeno
(Candidina 1:10) y las muestras a una dilucién final
de 1:4.

La placa se incub6 de 18 a 24 h a 37 °C en atmos-
fera de 5 % de CO, y humedad relativa del 95 %.
Después se procedié a la medicion de la migracion
leucocitaria con la ayuda de un lector de microfil-
mes.

El indice de inhibicién de la migracion leucocita-
ria (IIML) se calculé dividiendo el valor de la mi-
gracién de las células en presencia de la muestra mas
el antigeno entre el valor en presencia del antigeno.
Los valores de migracién asi obtenidos resultaron de
la media de 4 réplicas para cada muestra. La inhibi-
cion se consideré positiva si el IIML asi calculado
resultd inferior o igual a 0,8 al menos en 2 de 6
determinaciones con leucocitos de individuos dife-
rentes (18).

Resultados y Discusion

En la Tabla 1 se muestran algunaqs parametros qui-
mico-fisicos (pH, péptidos y relacién DO260/280 nm)
de los lotes no tratados y tratados. En ningin caso se
encontré diferencias significativas antes y después
del tratamiento, lo que concuerda con resultados ya
reportados (19) y confirma el criterio de la estabili-
dad quimica del dializado con posterioridad al tra-
tamiento térmico.

En la Figura 1 se muestra el espectro de absorcién
UV del FT antes y después de la pasteurizacion, de
manera que cada punto estd constituido por el pro-
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Tabla 1. Comportamiento de algunos parametros quimico-fisicos de los lotes de FT antes y después de pasteurizados.

Indicadores analizados

Lote pH Péptidos (mg/mlL) DO260/280
Antes Después Antes Después Antes Después
1 6,89 + 0,01 6,91 £ 0,03 0,81 = 0,01 0,78 = 0,02 1,81 £ 0,04 1,75 = 0,03
2 7,00 = 0,12 7,01 £ 0,08 0,80 = 0,02 0,72 £ 0,02 1,74 £ 0,02 1,71 £ 0,06
3 7,01 = 0,05 7,02 £ 0,02 0,78 = 0,01 0,76 = 0,01 1,88 = 0,09 1,86 = 0,04
4 7,03 = 0,09 7,03 £ 0,11 0,76 = 0,09 0,66 = 0,09 1,74 £ 0,07 1,73 £ 0,08
5 7,04 = 0,06 7,02 = 0,02 0,69 £ 0,17 0,66 = 0,08 1,75 £ 0,03 1,75+ 0,10

Cada resultado es el valor medio * la desviacién estdndar de 3 experimentos por separado.
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Figura 1. Espectro de absorcién UV del FT antes y después
de la pasteurizacién.

medio de las lecturas correspondientes a los 5 lotes
estudiados. El andlisis corrobora que el tratamiento
por calor no influye sobre el espectro caracteristico
del producto en el rango estudiado (200-300 nm), ya
que no muestra patrones de descomposicién como
ocurre en otros trabajos publicados (20) al calentar el
FT a 100 °C.

Uno de los inconvenientes de la pasteurizacion de
derivados y componentes de la sangre es la posibili-
dad de la pérdida de la actividad biolégica del com-
puesto tratado (21). En este caso, el criterio de acti-
vidad biolégica escogido fue la produccién de LIF
por polimorfonucleares en presencia de candidina.
Este ensayo posee correlacion in vitro con la transfe-
rencia de inmunidad de tipo retardado in vivo (22), y
es el que se emplea habitualmente para demostrar la
presencia de actividad de FT en los EDL.

Como se observa en la Tabla 2, la positividad del
LIF (expresada como el IIML inferior o igual a 0,8 al
menos en 2 de 6 pruebas con leucocitos de indivi-
duos diferentes) estuvo presente en 3 de los 6 expe-
rimentos realizados a los lotes estudiados. Asi, los
resultados indican que la pasteurizacion no afecta la
estimulacién de esta linfoquina, que conjuntamente
con otras participa en los mecanismos de inmunidad
celular.

Un aspecto de interés es que en los experimentos
realizados no se utilizé6 ninguna sustancia estabili-
zante de proteinas durante el calentamiento, lo cual
s€ conoce que contribuye también a incrementar la
estabilidad de los virus y constituye uno de los aspectos
negativos que se le sefialan a la pasteurizacion (12).

Por otra parte, es preciso destacar que aunque los
experimentos se realizaron a pequefia escala (apro-
ximadamente 0,7 %), los indicadores quimico-fisicos
y biolégicos estén dentro de los rangos de aceptacion
del producto obtenido a escala productiva, de manera
que en las condiciones en que se realizé el trabajo es
posible afirmar que el calentamiento en solucién
durante 10 h a 60 °C, no afecta las propiedades qui-
mico-fisicas y biolégicas del FT, por lo cual este
producto es resistente a la metodologia descrita y los
resultados pueden ser reproducibles a escala de
produccién.
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Tabla 2. Estimulacién de la produccién de LIF® por el FT no pasteurizado (NP) y pasteurizado (P), respectivamente.

indice de inhibicién de la migracién leucocitaria®
Experimentos 1 2 3 4 5 6
Lote NP P NP P NP P NP P NP P NP P
1 0,63 0,76 1,02 1,08 0,56 0,60 0,84 0,87 0,52 0,54 1,00 1,13
2 0,73 0,80 0,90 0,87 0,63 0,75 0,88 0,86 0,78 0,69 1,11 0,98
3 0,56 0,53 0,97 0,93 0,55 0,71 1,03 1,01 0,61 0,46 1,03 1,08
4 0,52 0,61 0,83 0,89 0,52 0,78 0,86 0,97 0,60 0,66 1,16 1,13
5 0,71 0,75 1,08 1,10 0,57 0,72 0,98 1,12 0,66 0,61 0,98 1,03

“Se utilizé candidina (1:10) como antigeno sensibilizante.

*Media del indice de inhibicién de la migracién leucocitaria en experimentos por friplicado.
La desviacién estdndar en ningun caso superé el 10 % de la media.
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