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Graciela Ledn, Carlos Cruz y Lola Rojas

Banco Municipal de Sangre del Distrito Capital, Caracas, Venezuela. Correo electrénico:
gonzaleo@cantv.net.

Palabras clave: Anticuerpos monoclonales, especificidad anti B, hibridomas.

Resumen. El objetivo de este trabajo fue producir un AcMo murino con
especificidad anti B, el cual pudiera ser utilizado como reactivo de hemoclasi-
ficacion. Ratones balb/c fueron inmunizados con sustancia antigénica de sali-
va de donante secretor, con el fin de obtener linfocitos esplénicos o esplenoci-
tos productores de anticuerpos con especificidad anti B. Estos fueron fusiona-
dos con células de mieloma de raton P3-X63.Ag8.653 utilizando PEG. Des-
pués de sembradas, las células hibridas o hibridomas resultantes que tuvieron
la capacidad de secretar el anticuerpo requerido, fueron sometidas a clona-
cion por dilucion limite para asegurar su monoclonalidad. Posteriormente los
anticuerpos fueron sometidos a evaluaciones inmunohematoldgicas e inmuno-
quimicas. Se obtuvo la clona BMS-4 secretora de anticuerpos IgM kappa, con
especificidad anti B, los cuales demostraron tener una alta potencia, excelen-
te avidez, gran sensibilidad y estabilidad en el tiempo. Dado el comportamien-
to demostrado por los anticuerpos en las evaluaciones realizadas, pensamos
que esta clona puede ser utilizada para producir reactivo para la
hemoclasificacion.
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Production of monoclonal antibodies with anti B specificity used

as a blood typing reagent
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Abstract. The purpose of this research was to produce murine monoclonal
antibodies with anti B specificity to be used as reagents in red cells typing.
Balb/c mice were immunized with substance B from saliva of a donor secreting
B antigen, in order to obtain spleen cells or splenocytes producing antibodies
with anti B specificity. These cells were fused with mouse myeloma cells
P3-X63.Ag8.653 by using the PEG technique. After seeded, the hybridomas se-
creting the putative antibodies were cloned through the limiting dilution tech-
nique to obtain monoclonality. Afterwards, the antibodies were evaluated using
immunological and immunochemical methods. BMS-4 clone secreting antibod-
ies IgM-kappa with anti B specificity were obtained, which displayed high po-
tency, excellent avidity, great sensibility and long time stability. We think that
this clone can be used to produce a red cell typing reagent.

Recibido: 29-04-2003. Aceptado: 22-01-2004.

INTRODUCCION

Desde que Karl Landsteiner describio
los antigenos eritrocitarios que conforman
el sistema ABO (1) a principios del siglo
XX, es practica obligatoria de los bancos de
sangre, hacer la tipificacién sanguinea de
este sistema en donantes y receptores de
sangre. De no transfundirse sangre isogru-
po o al menos ABO compatible, se correrian
grandes riesgos de provocar reacciones he-
moliticas intravasculares que conllevarian a
una alta morbi-mortalidad. De tal manera
gue el sistema ABO es de gran importancia
clinica, en particular en la Medicina Trans-
fusional y en el campo de los transplantes
de érganos.

Después del advenimiento de la tecno-
logia para producir anticuerpos monoclona-
les (2) descrita por Kohler y Milstein en
1975 (3), los antisueros policlonales para la
hemoclasificacion han sido progresivamen-
te sustituidos por los monoclonales. Desde
entonces, esta tecnologia ha sido utilizada

para producir anticuerpos (acs) contra mul-
tiples antigenos (ags) y para usos diversos
(4-10). En el campo de la Medicina Transfu-
sional, a partir de finales de los afios seten-
ta y principio de los ochenta, tanto en
Inglaterra como en Canada, se produjeron
acs de tipo IgM contra el sistema ABO, con
caracteristicas adecuadas para ser utiliza-
das en la hemoclasificacion eritrocitaria
(11-13). Posteriormente estos reactivos fue-
ron producidos en escala industrial con la
consecuente disminucion en los costos y
con distribucién casi universal (14-16).

La metodologia para producir dichos
anticuerpos es laboriosa, ocupa mucho
tiempo y es susceptible de afectarse por fac-
tores extrinsecos como la contaminacion o
por factores intrinsecos a la biologia celu-
lar, al grado de inmunizacién obtenido en
los ratones, al tipo de inmundgeno emplea-
do, etc, los cuales pueden retardar la obten-
cién del producto deseado.

Se han utilizado una amplia variedad
de inmundgenos (eritrocitos grupo especifi-
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cos, membranas celulares de amigdala hu-
mana, lineas celulares de cancer de colon
humano, fluido de quiste de ovario, saliva
de individuos secretores, oligosacéridos sin-
téticos, etc), para producir AcMo especifi-
cos contra el sistema ABO (17-18).

Una vez logrados los hibridomas, se re-
quieren rigurosas evaluaciones para garan-
tizar que los anticuerpos secretados por las
clonas, sean los idéneos para trabajar en
banco de sangre, ya que por ser monoclona-
les, reaccionan contra un epitope simple
del antigeno utilizado en su generacion
(19-20). Este hecho podria ser un factor ne-
gativo al evaluar la avidez utilizando eritro-
citos de menor expresion antigénica (sub-
grupos débiles, eritrocitos fetales). De alli
gue muchas veces tenga que recurrirse a la
mezcla oligoclonal de anticuerpos de com-
posicion y propiedades bien conocidas.

El objetivo fundamental de este traba-
jo fue obtener un AcMo murino con especi-
ficidad anti B, que reuniera las condiciones
suficientes para ser utilizado como reactivo
de hemoclasificacion.

MATERIALES Y METODOS

Esquema de inmunizacion

Un grupo de seis ratones balb/c de 8
semanas de nacidos, recibié inoculaciones
simultaneas por via intraperitoneal (IP) y
subcutanea (SC) de 1 mg de sustancia anti-
génica B de saliva de donante secretor, par-
cialmente purificada (21,22) en 0,5 mL de
adyuvante completo de Freund (Sigma Che-
mical Co). A las cuatro semanas, fueron
reestimulados con 20 ug de dicha sustancia
en solucion salina (ss) por via intravenosa
(IV). A los tres dias se sacrificaron para ob-
tener esplenocitos (23).

Fusién y produccién de hibridomas

Se realizé utilizando el método de Gal-
fre y col (24) con algunas modificaciones.
Se unieron 4 x 107 esplenocitos no lavados

con 8 x 106 células de mieloma de raton
P3-X63.Ag8.653 en crecimiento exponen-
cial en medio DME/F12 (SigmaR) previa-
mente lavadas en medio sin suero fetal bovi-
no (SFB), a una proporcién de 50:1 y utili-
zando el polietilenglicol (PEG) como agen-
te fusdgeno (PEG 1.500 — MerckR).

Luego de unir las dos lineas celulares
en tubo de poliestireno estéril de 50 mL,
se centrifugd a 400 g por 7 minutos a tem-
peratura ambiente (TA). Se elimind el so-
brenadante y se adicioné el PEG al 50% en
PBS a pH de 7,2 a TA con incubacién ini-
cial de 90 segundos y en agitacion constan-
te y suave. Se fue agregando PBS cada mi-
nuto, de la siguiente manera: 100 pL
c/20”, luego c/15”, ¢/10” y c¢/5” hasta
cumplirse cuatro minutos. Finalmente se
complet6 la dilucién con PBS hasta alcan-
zar los 10 mL. Se centrifugo y se elimino el
sobrenadante. El boton celular fue resus-
pendido suavemente en pequefio volumen
de medio HAT (hipoxantina 10-*M, aminop-
terina 4 x< 107, timidina 1,6 < 105 M -
SIGMA) suplementado con SFB al 10%,
I-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM,
penicilina 100 U/mL, estreptomicina 0,1
mg/mL, anfotericina B 0,25 pg/mL, IL-6
(sobrenadante de la linea celular J744-2)
al 10% (22), e insulina 20 Ul/mL. Luego se
complet6 hasta alcanzar una concentra-
cioén final de 2 x 106 células/mL y se sem-
bro en placas de 96 pozos (GreinerR) a ra-
z6n de 100 pL/pozo, previamente acondi-
cionados con células nodrizas a razén de
100 pL de una suspension a 2 x 10°
cel/mL. Se incub6 a 37°C en atmosfera hu-
meda y CO, al 5%. A partir del dia 8 se co-
menzé a realizar el pesquisaje en los sobre-
nadantes de los pozos con crecimiento ce-
lular y a partir del dia 12, se eliminé la
aminopterina de la preparacion.

Tamizaje de anticuerpos
A partir del 8vo dia post-fusién, se co-
menzaron a realizar las pesquisas de acs en
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los sobrenadantes de cultivo (SNC) de cada
uno de los pozos en los que se evidenciaba
crecimiento celular. Cada SNC fue evaluado
con células A;, B y O a una concentracion
de 3-5 % en ss. Dicha pesquisa se hizo en
placa de fondo en U, agregando para cada
evaluacion 100 pL de SNC y 50 pL de la sus-
pensién de eritrocitos. Se incubaron a TA
por 1 hora y se leyo por aglutinacion ma-
croscopica. Los que dieron sefial positiva
anti B fueron evaluados con eritrocitos A;B
y A,B. Se escogieron segun su especificidad,
potencia y avidez.

La especificidad se evalu6 haciendo
reaccionar los SNC con suspensiones celula-
res de diferentes fenotipos: A; A,, A;B, A;B,
B y O. Este ensayo se hizo en tubos de vi-
drio 12 x 75 mm agregando una gota del
SNC y una gota de la suspension celular.
Después de incubar a TA por 1” y 5~ se cen-
trifugaron y leyeron en cruces (de 0 a 4+):
el boton de células fue suavemente despren-
dido del fondo y examinado macroscépica-
mente en lampara de Clay AdamsR. Las
reacciones intermedias se reportaron con
1/2 + adicional. Se considerd reaccion en
campo mixto cuando la lectura fue mayor
de 1+ pero con el fondo turbio.

A cada lectura en cruces, se le dio un
valor numérico asi: 4+:8; 3+:6; 2+:4;
1+:2, Y2+:1, cuya sumatoria al final de la
titulacion reflejo el valor del tanteo o “sco-
re”. El tubo control con el diluente debia
dar negativo.

La potencia se determin6 haciendo ti-
tulaciones al medio, igualmente con eritro-
citos al 5% en ss.

La avidez se determind segun el tiem-
po en segundos requerido para dar una
aglutinacion visible en lamina de opalina,
agregando 50 pL del SNC a evaluar y 50 pL
de la suspension de eritrocitos al 50%, mez-
clandose suavemente.

En cada caso se realizaron controles
utilizando reactivo comercial DominioR.

Clonamiento

Los pozos seleccionados se dejaron
crecer, se contaron las células y se diluye-
ron en medio por el método de dilucion li-
mite, de manera que quedaran 0,5, 1y 2 cé-
lulas en cada pozo al sembrarlas (100 pL
por pozo). Las placas estuvieron previamen-
te preparadas con células nodrizas (1 X
104Cel/pozo). Este procedimiento se repi-
tié hasta 4-5 veces para asegurar la mono-
clonalidad (es decir, que clonandoa 0,5-1
cel/pozo, al menos en el 40 % de los pozos
existan hibridos creciendo y que en el 80%
de ellos haya produccién del anticuerpo).

Los hibridos obtenidos fueron congela-
dos en nitrégeno liquido (NL) e inoculados
en cavidad peritoneal de ratones balb/c
para inducir la formacién de ascitis (25).

Evaluacion inmunohematoldgica (26, 27)

Controles. Se utiliz6 como control, al
reactivo comercial DominioR el cual fue so-
metido a las mismas condiciones que el
producto evaluado.

Potencia. La titulacion (en tubo) se
comenzo partiendo del LA sin diluir, con el
cual se prepararon diluciones al medio en
buffer (solucién de EDTA 20 mM, CINa 2%,
azida de sodio 0,1% y albumina al 3% a pH
7,2). Este buffer fue el medio de dilucion
que empleamos en la elaboracion del pro-
ducto final. Se utilizaron células B y A;B.
Las lecturas se hicieron a centrifugacion in-
mediata, a 1 y a 5 minutos post incubacién
aTA.

Especificidad. Se comprobé la especi-
ficidad haciéndolos reaccionar inicialmente
con una suspension de células B y tres de
A,B. Se complet6 la evaluacion utilizando
en total ocho muestras diferentes de fenoti-
po By A;B, asi como con células Ay O (ne-
gativas para el antigeno B).

Con estas reacciones se debiéo demos-
trar también la ausencia o presencia de he-
molisis y/o fendbmeno de rouleaux. La reac-
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tividad con una célula positiva para el anti-
geno especifico, debid ser por lo menos de
2+. La prueba se considerd satisfactoria
cuando no mas de 1 de 8 donantes, resultd
con una reaccion inferior a 2+.

Para demostrar la ausencia de anti-
cuerpos contaminantes, (diferentes a los
acs anti ABO) se utilizd6 Resolve Panel A
(OrthoR). EI LA se puso en contacto con las
diferentes células del panel y las evaluacio-
nes se hicieron a centrifugacién inmediata,
a los 15” de incubacién a TA, adicionando-
les albimina bovina al 22%, a 37°C de incu-
bacion por 20" y por antiglobulina humana.

También se realizaron ensayos de inhi-
bicion de la aglutinacion: el LA se diluy6 en
ss de manera que el titulo no fuera mayor
de 1:128. El LA diluido se puso en contacto
con igual volumen de saliva secretora de
sustancia antigénica B (donante B secre-
tor) y con ss v/v como control. Ambas mez-
clas se incubaron a TA por 15 minutos, se
hicieron reaccionar con eritrocitos B y se
leyeron por aglutinacion.

Avidez. Se realizé6 con LA no diluida,
diluida 1:2 y 1:20 con el diluyente mencio-
nado anteriormente, utilizando como con-
trol el reactivo comercial. Se utiliz6 el mé-
todo antes descrito y se registro el tiempo
en el que se detectd aglutinacién menor y
mayor o igual a Imm.

Determinacion de aglutinacion es-
pontanea. Se utilizaron eritrocitos “O” Rh
negativo con fenotipo dccee, los cuales fue-
ron sensibilizados con anti ¢, mostrando po-
sitividad fuerte (3/4+) con la prueba de an-
tiglobulina humana directa, con el autocon-
trol negativo.

Al realizar la tipificacion ABO en eva-
luacién, con estas células la reaccién debia
resultar negativo.

Evaluacion del producto final

Estabilidad. EI LA original, se diluy6
con el buffer antes mencionado, y fue eva-
luado en el tiempo: a) En viales conservados

a 4°C, se evalu6 mensualmente la potencia
y la avidez segun lo sefialado anteriormen-
te. b) En viales conservados a 37°C (tempe-
ratura que acelera la degradacion de los an-
ticuerpos). se evalué la potencia.

Como control se utilizdé reactivo co-
mercial, sometido a las mismas condicio-
nes.

Sensibilidad: Se implementé un traba-
jo de campo con el fin de evaluar el funcio-
namiento de los anticuerpos ante una am-
plia gama de muestras en diferentes bancos
de sangre del area metropolitana de Cara-
cas, incluyendo dos maternidades en las
que se evalué Unicamente con células de
cordoén.

Determinacion del isotipo de los
anticuerpos

Se realiz6 mediante dos técnicas: do-
ble difusion o método de Ouchterlony y por
ELISA indirecto.

Método de Ouchterlony (23). Se utili-
z6 el LA diluido 1:20 para disponerlo en el
orificio central (5ul) y se utilizaron antisue-
ros especificos (anti m anti g2a, anti g2b,
anti g3, anti a, SIGMAR) en cada orificio de
la periferia de la roseta. Se incubé durante
14-18 horas en atmosfera himeda y poste-
riormente se evalué la formacion de halos
de precipitacion.

Técnica de ELISA indirecto en SNC
(28). Para ello se utiliz6 como antigeno es-
pecifico, el proveniente de saliva de donan-
tes secretores parcialmente purificado (21).

Estandarizacion preliminar: Con el fin
de establecer la concentracion 6ptima de
ag de saliva a utilizar y la dilucion éptima
de SNC a evaluar, se realiz6 un primer
ELISA, de la siguiente manera: Se utiliza-
ron microplacas MaxiSorp NuncR de polies-
tireno con fondo en U, las cuales se sensibi-
lizaron con 100 pL de de ag de saliva solubi-
lizado en buffer carbonato-fosfato a pH 9,6
con incubacion durante 16-18 horas a 4°C.
Las concentraciones elegidas fueron de
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200, 50 y 12,5 ng/100 pL. Para el bloqueo
de la placa se empled 200 pL de gelatina
(BioradR) al 0,5% en PBS a pH 7,2, durante
1 hora a 37°C. Como anticuerpo primario
se utilizé el SNC sin diluir y diluido 1:5 en
PBS-Tween al 0,1%. Se incub6 por 1 hora a
37°C en cdmara humeda. Como conjugado
se empled un anticuerpo polivalente de co-
nejo (anti G, M, A de ratén, SIGMAR,
A0412) conjugado con peroxidasa de raba-
no picante diluido 1:500 en PBS-Tween
0,1%. A cada pozo se colocé 100 pL del con-
jugado y se incub6 por 1 hora a 37°C en céa-
mara humeda. Como sustrato se utilizé una
solucion de peroéxido de hidrégeno al 0,5% y
2,2” azino-di (&cido 3-etilbentiazolino 6 sul-
fénico)-(ABTS) 36mM en buffer citrato de
sodio pH 4,4 que se incubd a TA en oscuri-
dad. Las lecturas de las absorbancias se ob-
tuvieron en un lector de ELISA a 405 nm a
los 157, 30" y 45”. Se corrieron junto a los
controles correspondientes.

Determinacion del isotipo: se usaron
estandares de isotipo (Pierce® N° 37501) y
SNC diluido 1:5 (segun resultado de la es-
tandarizacion anterior). Luego que las pla-
cas fueron sensibilizadas y bloqueadas se
agrego el SNC, se incub6 por 1 hora a 37°C
en camara humeda y se lavé. A cada pozo
se le agrego el antisuero de conejo (I1gG)
especifico para cada clase y subclase de in-
munoglobulinas de ratén y se incubd por 1
hora a 37°C. Se utiliz6 conjugado de cabra,
anti 1gG de conejo diluido 1:2000 a
100 pL/pozo y se incubd por 1 hora a 37°C.
Luego de afadir el sustrato (ABTS), se leyd
a 405 nm a los 30”. Como control positivo
se utilizé conjugado de ratén polivalente
unido a peroxidasa a una dilucion 1:5.000.

Cuantificaciéon de IgM Mo
por inmunodifusion radial cuantitativa
(Manzini) (23)

Se mezclo agar noble o azarosa con
IgG de conejo anti IgM de ratén (producido
en nuestro laboratorio) a una dilucion final

de 1:20. Para los controles o patrones de re-
ferencia se utilizo la IgM purificada (SIGMA
M-3795) sin diluir y las muestras a evaluar
se dispusieron sin diluir, diluidas 1:2 y 1.4.
Se incubdé en una cédmara humeda por
24-48 horas a TA. Las lecturas se realizaron
midiendo dos diametros perpendiculares
entre si de cada uno de los anillos de preci-
pitacién, con un visor con escala graduada
incorporada. Se calcul6 el valor promedio
de las lecturas de los dos diametros. Se ob-
tuvo la linea de tendencia para el céalculo de
la concentracién proteica (curva patron): a
cada concentracion conocida de IgM, se le
midi6 ambos diametros y su promedio fue
graficado en el eje de la ordenada. También
se le calcul6 el Logl10 y se graficé en la ab-
cisa. De la ecuacion generada, conociendo
el valor promedio de los didmetros del halo
de inmunodifusién de la muestra en estu-
dio, se calcul6 el valor de la x, es decir, se
obtuvo el Logl10 de la concentracion de di-
cha proteina, cuyo anti Log correspondi6 a
su concentraciéon en pug/10 pL. Se hizo la
conversién a mg/mL y se multiplico por el
factor de dilucién. Se calcul6 el promedio.

RESULTADOS

Después de utilizar el esquema de in-
munizacién sefialado y posterior a la fusion,
se sembraron nueve placas de 96 pozos. A
los 21 dias en incubacion, se obtuvieron
297 pozos con hibridos creciendo (34% del
total). De ellos, cuatro pozos (B2, B6, C2 y
F12) dieron sefal positiva (variable entre
2+ y 4+) con las células B, A\By A,B y se-
fal negativa con eritrocitos A y O. Solo el
sobrenadante del pozo B6 reconocié a los
eritrocitos A;B con una sefal fuertemente
positiva, por lo que se expandid y cloné cua-
tro veces y se denominé clona BMS-4.

En la Tabla | se sefiala la potencia del
LA sin diluir generado por esta clona, de-
mostrando alto titulo, buen score y estabili-
dad durante la incubacion.
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TABLA |
POTENCIA DEL LA ANTI B (BMS-4)
Incubacion Eritrocitos B Eritrocitos A;B
Titulo Score Titulo Store
C| 213 212
1" 214 82 212 80
5 214 88 212 81
LA: liquido ascitico.
TABLA |1
POTENCIA DEL LA ANTI B (BMS-4) DILUIDO 1:20
Incubacion Potencia LA diluido Potencia reactivo control
Eritrocitos B Eritrocitos A,B Eritrocitos B Eritrocitos A,B
Titulo Score Titulo Store Titulo Score Titulo Score
Cl 2° 28 27 27
1 2° 59 28 53 27 47 27 49
57 210 60 28 53 27 48 27 49

Se escogio la dilucién 1:20 para eva-
luar las posibilidades de utilizarlo como
reactivo. Se pudo apreciar una potencia
casi similar a la observada con el reactivo
comercial (diferencias no mayores de dos
tubos a favor del reactivo en evaluacion)
por lo que se considerd idonea la dilucion
seleccionada (Tabla I1).

Se evalué la especificidad, haciéndolo
reaccionar con ocho muestras de suspensio-
nes de eritrocitos B y ocho A;B provenien-
tes de donantes diferentes y con todas, las
aglutinaciones fueron de 4+. Se obtuvieron
resultados negativos con eritrocitos A y O.
En ningun caso se observd hemolisis ni fe-
némeno de reauleax. No se detectd presen-
cia de acs contaminantes al ponerlo a reac-
cionar con células del panel.

Para evaluar la avidez, hicimos las de-
terminaciones con eritrocitos B y A;B (Ta-
bla I11). Tanto el LA puro como las diferen-
tes diluciones demostraron excelente avidez
con ambos fenotipos celulares. A los 2” se
detect6 aglutinacion fina en todos los casos

y a los 8” ya habian aglutinados grandes
con fondo claro. No se aprecié diferencia
con la avidez demostrada por el reactivo co-
mercial.

Para apreciar la reactividad del anti-
cuerpo con sustancia antigénica soluble B y
reafirmar la especificidad, se realiz6 un en-
sayo de inhibicion de la aglutinacion con
saliva de donante B secretor, con el cual se
demostro su especificidad anti B al inhibir-
se la aglutinacion del ac en estudio.

Al evaluar la reactividad de los acs con-
tra eritrocitos autosensibilizados, con el fin
de descartar los resultados falsos positivos,
se hizo reaccionar el LA diluido con 36 sus-
pensiones celulares O Rh negativo sensibili-
zadas. En todos los casos los resultados fue-
ron negativos.

En vista de las caracteristicas observa-
das en los acs provenientes de la clona
BMS-4, pasamos a la fase de su evaluacién
en el tiempo, utilizando diluciones 1:20
conservadas a 4°C (Tabla 1V) y a 37°C. Se
demostré una reduccion inicial de los titu-
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TABLA 111
AVIDEZ DEL LA ANTI B (BMS-4) A DIFERENTES DILUCIONES
LA anti B Eritrocitos B Eritrocitos A;B
(BMS-4) Aglutinacion/ Aglutinacion/ Aglutinacion/ Aglutinacién/
1/2 T de T total de 1/2 T de T total de
observacion observacion observacion observacion
Anti B puro <lmm/2” > 1mm/8” <lmm/2” >1mm/8”
Anti B 1:2 <lmm/2” > 1mm/8” <lmm/2” > 1mm/8”
Anti B 1:20 <lmm/2” > 1mm/8” <lmm/2” > 1mm/8”
Anti B control <lmm/2” > 1mm/8” <lmm/2” > 1mm/8”
T: tiempo.
TABLA IV
ESTABILIDAD DEL LOS ANTICUERPOS ANTI B (BMS-4) DILUIDOS 1:20 A 4°C
T evaluacion Eritrocitos Titulo Score Avidez
(meses) (fenotipo) BMS-4 Control BMS-4 Control BMS-4 Control
0 B 29 29 61 59 27-8” 27-8”
AB 28 28 46 53 27-8” 27-8”
3 B 28 29 49 51 27-8” 27-8”
AB 27 28 42 48 27-8” 27-8”
6 B 27 27 49 45 27-8” 27-8”
AB 27 27 40 39 37-11” 27-8”
12 B 27 27 49 44 27-8” 27-8”
AB 26 27 39 39 37-11” 37-9”
18 B 27 27 49 44 27-8” 27-8”
AB 26 27 38 38 37-11” 3"7-9”
24 B 27 27 45 43 27-8” 27-8”
AB 26 26 38 38 37117 3”-9”
30 B 27 27 49 44 2”'8” 2”'8”
AB 26 27 39 39 37-11” 37-9”
36 B 27 27 49 44 27-8” 27-8”
AB 26 27 39 39 37-11” 37-9”

los con ambos fenotipos celulares y una len-
ta y leve disminucion de la avidez con los
eritrocitos A;B un poco mas pronunciada
con el anti B BMS-4, aunque el comporta-
miento general fue casi similar al control.
Para apreciarlo graficamente podemos ver
las Fig 1y Fig 2.

El estudio de estabilidad a 37°C se rea-
liz6 utilizando solamente eritrocitos B (Ta-
bla V). Se aprecié un descenso progresivo
de la potencia de los acs en el curso de
ocho meses. Ambos reactivos demostraron
un comportamiento bastante similar al co-
mienzo pero finalmente hubo mayor acele-
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—&— Titulo con Células B

400 4 —— Titulo con Células A1B

Titulo

30 40

20

Tiempo (Meses)

Fig. 1. Estabilidad de los anticuerpos anti B
(BMS-4) conservado a 4°C.

—&— Titulo con Células B
—— Titulo con Células A1B

400

Titulo

15 20 25 30 35 40

Tiempo (Meses)

10

Fig. 2. Estabilidad del reactivo comercial anti
B conservado a 4°C.

ramiento en la degradacion de los acs en la
clona BMS-4. De cualquier manera, esta re-
duccidn esta dentro de los rangos permiti-
dos, es decir, reducciéon de no mas de una
dilucion al mes.

Se evaluaron muestras al azar de do-
nantes, pacientes y eritrocitos de cordén y
se aprecio su excelente reconocimiento an-
tigénico (Tabla VI). También se evaluaron
36 pacientes con problemas hematologicos
e inmunohematoldégicos y con ninguno
hubo diferencias con respecto al control.

Se realizaron evaluaciones con fenoti-
pos mas débiles de B (New York Blood Cen-
ter), evidencidndose reactividad fuerte (sco-
re de 11 en escala de 0-12) con células Bh,
B(A), AB mosaico y A,B débil. Ademaés reac-
cion6 moderadamente (score 6) con células
B, (similar a lo obtenido con reactivos co-
merciales).

Con el fin de conocer el isotipo de los
acs obtenidos se realizaron evaluaciones
por la técnica de Ouchterlony y por ELISA
(Tabla VII). Podemos observar que se trata
de una IgM kappa, lo cual corresponde con
su comportamiento seroldgico.

Se procedi6 a cuantificar las Igs espe-
cificas en LA con el fin de evaluar su utili-

ESTABILIDAD DE LOS ANTICUERJC')A\SI,;\Q'IYI B (BMS-4) DILUIDOS 1:20 A 37°C
T de evaluacion Titulo Score
(meses) BMS-4 Control BMS-4 Control
0 29 29 60 59
1 28 28 51 50
2 28 27 50 48
3 27 27 49 47
4 27 27 44 37
5 27 27 39 37
6 26 26 28 24
7 25 26 24 22
8 24 25 13 20

Vol. 45(2): 145 - 157, 2004



154

Ledn y col.

TABLA VI
COMPORTAMIENTO DE LOS ANTICUERPOS ANTI B (BMS-4) UTILIZANDO MUESTRAS
DE DONANTES, PACIENTES Y CELULAS DE CORDON+

Tipo de muestra Fenotipo Aglutinacion
4+ BHF 2+ 1+ 0

Donantes al azar A (347) 347

B (76) 76

AB (20) 20

O (566) 566
Pacientes al azar A (128) 128

B (39) 39

AB (04) 04

0 (217) 217
Eritrocitos de cordén A (101) 101

B (43) 43

AB (04) 04

0 (195) 195

TABLA VII
DETERMINACION DEL ISOTIPO POR ELISA

Isotipos

Absorbancias (405 nm)

1gG1

1gG2a

1gG2b

1gG3

IgA

IgM

Kappa

Lambda
Control Ac primario
PBS

Sustrato
Conjugado
Control positivo

0,109
0,096
0,108
0,135
0,107
0,489
0,453
0,128
0,082
0,095
0,087
0,289
1,055

dad futura en la estandarizacion de los lo-
tes. Para ello realizamos una curva patron
utilizando diluciones de IgM comercial de
raton (Tabla VIII y Fig 3). La cuantificacion
resultd en 1,34 mg/mL (Tabla IX).

DISCUSION

La produccion de anti B monoclonal
ha sido sefialada en la literatura como difi-
cultosa, considerando el hecho de que los
ratones balb/c tienen un grupo B-like sobre
su membrana eritrocitaria (13). Por otra
parte no todos los esquemas de inmuniza-
cion, ni los inmundgenos utilizados, indu-
cen a la obtencion de un buen anticuerpo.
En este estudio, demostramos que utilizan-
do un esquema en el que se inmunizo si-
multaneamente por via IP y SC con antige-
no B de saliva, con un estimulo final por via
IV, fue posible obtener un anticuerpo con
excelentes cualidades.

Investigacion Clinica 45(2): 2004
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TABLA VIII
CURVA PATRON PARA LA DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PROTEICA (IGM)
POR EL METODO DE MANZINI

[IgM de raton] Log 10 [IgM] Dm [Ag] (mm) Dm [Ag] (mm)
(comercial) 48 horas 72 horas
10 pug/10 pL 1,000 6,000 6,250
5 png/10 pL 0,698 4,500 5,000
2,5 ug/10 pL 0,397 4,500 4,600
) TABLA IX )
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE IGM EN LA
48h 72h X Anti Log 10 [proteinas] [proteinas]
ug mg/mL
LA puro 57 6,8 1,2524 17,881 17,881 1,788
LA %2 dil 50 53 0,7044 5,062 10,124 1,012
LA % dil 4,2 4,7 0,4855 3,058 12,234 1,223
X - - 1,341
DS - - 0,401

6,5
- *
£ 61
£
% 5,5
S
® 54
= y =2,7371x + 3,3719
3 4,5 - )/ R?=0,9193
4 T T T T )
0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Lg10 [IgM]

Fig. 3. Determinacion de concentracion de IgM
por el método de Manzini. Curva patron.

Al inducir produccién de LA anti B, se
lograron titulaciones de 1014 con eritrocitos
B y de 102 con eritrocitos A;B, con alto
score. Esto permitié una dilucion del LA en
1:20 y de esta manera realizar las evaluacio-
nes programadas para determinar su com-
portamiento inmunohematoldgico. A esta
dilucion los titulos, la avidez, la estabilidad
en el tiempo a 4°C y a 37°C, asi como la
sensibilidad para la tipificacion de eritroci-
tos de corddn, de individuos con patologias

hematoldgicas e inmunohematologicas y
con eritrocitos de muy débil expresion anti-
génica, fueron similares a los del reactivo
comercial. Es importante mencionar que el
estudio de inhibicion de la aglutinacion, re-
vel6 total inhibicion por la sustancia antigé-
nica B de saliva, lo que reafirma ain mas su
clara especificidad anti B, al reaccionar con
la region inmunodominante del antigeno
que confiere la especificidad de grupo. De-
safortunadamente no disponemos de oligo-
sacaridos sintéticos para establecer la espe-
cificidad fina (29). Sin embargo, dado el
comportamiento demostrado, podemos in-
ferir que los anticuerpos secretados por
esta clona pueden ser utilizados sin mez-
clarlos, para la produccion de reactivos de
hemoclasificacion.

Posteriormente decidimos utilizar un
sistema capilar artificial (30,31) para la pro-
duccion a escala intermedia. Pudimos obte-
ner acs en un titulo similar al del LA, con un
score superior (125 vs 82), pero con una
concentracion medida por inmunodifusion
radial menor (0,70 mg/mL vs 1,34 mg/mL)
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(datos no mostrados). Esto revel6 que la
cuantificacion proteica no necesariamente
es equivalente a la titulacion del anticuerpo
y para nuestros propésitos nos guiaremos
mas por el comportamiento inmunohemato-
I6gico del anticuerpo que por la cuantifica-
cion en si, aunque a cada lote que se produz-
ca se le cuantificaran las Inmunoglobulinas.

Con este logro, continuaremos traba-
jando en el &rea para conseguir hibridos
productores de acs contra el ag A del siste-
ma ABO y contra ags de otros sistemas, los
cuales puedan en un futuro utilizarse como
fuente de reactivos para el trabajo en banco
de sangre.
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