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Resumen. El objetivo de este trabajo fue obtener un heterohibridoma ca-
paz de producir anticuerpo monoclonal con especificidad anti-D (Sistema Rh)
de tipo IgM, que pueda ser utilizado como reactivo en la hemoclasificacion. Las
células mononucleares (CMN) se extrajeron de una muestra de sangre de mujer
altamente sensibilizada, al Sto dia del post parto de RN Rh positivo. Fueron so-
metidas a proceso de transformacion con sobrenadante de cultivo (SNC) de cé-
lulas B95.8 rico en viriones de Epstein Barr (VEB). Una vez transformadas y en
crecimiento exponencial se fusionaron con células de la linea K6H6/BS5, utili-
zando como agente fuségeno el PEG 4.000 en una proporcion 1:1. Luego de la
fusién se sembraron en placas de cultivo para posteriormente evaluar en los
SNC de cada pozo, la formacion de hibridos y la secrecion de anticuerpos espe-
cificos. La eficiencia de fusion fue de 1,8 X 10, lograndose obtener una clona
productora de anti-D IgM a la que denominamos BMS-9, la cual s¢ pudo mante-
ner en cultivo continuo por 3 meses produciendo anticuerpos a una concentra-
cion de 4 ug/mL en sobrenadante de cultivo (SNC). También se logré obtener
anticuerpos en Sistema Capilar Artificial (SCA) alcanzando una concentracion
de 24 pug/mL. La potencia se determiné utilizando células Ror: En SNC a cen-
trifugacion inmediata (CI): 1 X 32, score 52; a 15”de incubacion a TA: 1 X
1024 score 105; y a 37°C: 1 X 1024 score 105. Con el producto del SCA, a CI:
1 X 32 score 54; a 157de incubacién a TA: 1 X 8192 score 136; y a 37°C: 1 X
8192 score 136. Se detectd reactividad con eritrocitos Da, DIV, DVa, DV tipo IV,
DV DFR, DNU, STEM+, DAR y DAU. No hubo reactividad con eritrocitos D/e,
DIY2, DV tipo II, D! tipo I, II y III, Ro"™k DOL y D débil tipo II. En estudio de
campo, no se detectaron reacciones falsas negativas ni falsas positivas. Se obtu-
vo un heterohibridoma estable, productor de anti-D de tipo IgM, con cualidades
suficientes para ser utilizado en la tipificacion sanguinea. Dadas las excelentes
cualidades del anticuerpo, estamos realizando evaluaciones con diferentes me-
dios de dilucion y con adicion de anticuerpos tipo IgG, con el fin de fabricar
un reactivo para uso en la hemoclasificacion.
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Obtention of a heterohybridoma for production of type IgM
monoclonal antibodies against the D antigen of the Rh system.
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Abstract. The objective was to obtain a heterohybridoma capable of pro-
ducing a monoclonal antibody with IgM type anti-D specificity (Rh system),
that could be used as a reactive for hemoclasification. Mononuclear cells
(MNC) were extracted from a blood sample of a highly sensitized woman, five
days after giving birth to an Rh positive child. These were then transtormed
with the culture supernatant (CSN) of BOS.8 cells, rich in Epstein Barr virus
(EBV). Once transformed and in exponential growth, they were fused with
K6H6/B5 line cells using PEG 4.000 as a fusing agent in a 1:1 proportion. Af-
ter fusion, they were seeded in culture plates in order to evaluate the forma-
tion of hybrids and the secretion of specific antibodies in the CSN of each
well. The efficiency of the fusion was 1.8 X 10-°, making it possible to obtain
an anti-D IgM producing clone, which we named BMS-9. This clone could be
maintained in constant culture for three months, producing antibodies in a
concentration of 4 ug/mL in de CSN. It was also possible to obtain antibodies
with an Artificial Capilar System (ACS) reaching a concentration of 24
ug/mL. Potency was determined using Ror cells. In CSN at immediate
centrifugation (IC): 1 X 32, score 52; 15 from incubation at room tempera-
ture (RT): 1 X 1,024 score 105. With that ACS product at IC: 1 X 32 score
54; 15 from incubation at RT: 1 X 8.192 score 136; and a 37°C: 1 X 8,192
score 136. Reactivity was detected with red cells D2, DIV, DVa, DVI type IV, DV,
DFR, DNU, STEM+, DAR y DAU. There was no reactivity with red cells De,
DIVa, DY type II, DV types I, IT y III, Ro™R, DOL and weak D type II. During ficld
study, no false negative or false positive reactions were detected. A stable
heterohybridoma was obtained, producer of IgM type anti-D, with enough
qualities to be used in blood typing. Given the excellent qualities of the anti-
body, we are evaluating dilution media and the addition of type IgG antibodies
in order to manufacture a reactive for use in hemoclassification.

Recibido: 16-01-2006. Aceptado: 06-07-2006.

INTRODUCCION

Desde hace casi 20 anos los reactivos
utilizados en la tipificaciéon sanguinea son
de tipo monoclonal (1). Para el reconoci-
miento de antigenos eritrocitarios confor-
mados por carbohidratos, como los del sis-
tema ABO, los anticuerpos monoclonales se
obtienen a través de hibridomas logrados

de la fusion de células linfoides B de raton
sensibilizado y lineas celulares especiales de
mieloma de raton (P3-X63.Ag8.653) (2-4).
Sin embargo, la produccion de anticuerpos
contra los antigenos del sistema Rh no pue-
de ser obtenida por esta via, porque el ra-
tén no es capaz de discriminar los epitopes
especificos de dicho sistema (5). De alli que
inicialmente se fue incursionando en la “in-

Investigacion Clinica 48(1): 2007



Heterohibridoma productor de anti-D IgM

59

mortalizacion” de linfocitos B de individuos
sensibilizados mediante la transformacion
por el virus de Epstein Barr (VEB), con el
fin de obtener clonas linfoides secretoras de
anticuerpos en forma continua por cierto
tiempo (6-7). Esta experiencia no fue exito-
sa para algunos investigadores (8-9). Por tal
motivo se hicieron ensayos para lograr la
obtencion de clonas estables a través de la
formacion de heterohibridos mediante la
fusién de linfocitos B de humanos previa-
mente sensibilizados “inmortalizados” o
“transformados” con VEB (10-12), con li-
neas celulares de mieloma de ratén o con
heteromielomas ratén-humano.

Mediante esta metodologia se han lo-
grado obtener no sélo anticuerpos con es-
pecificidad anti-D, sino también contra los
otros antigenos del sistema Rh (13-15).

El objetivo de este trabajo fue obtener
un heterohibridoma capaz de producir anti-
cuerpo monoclonal con especificidad anti-D
(Sistema Rh) de tipo IgM, que pueda ser
utilizado como reactivo en la hemoclasifica-
cion.

MATERIALES Y METODOS

Fuente de linfocitos B sensibilizados

Se obtuvieron de una muestra de 20
mL de sangre periférica de una mujer D- ne-
gativo previamente sensibilizada, con titulo
de anti-D en 1 X 2,048, extraida al Sto dia
del post parto de un RN D-positivo. Dicha
muestra permanecié a temperatura am-
biente (TA) por 12 horas aproximadamente
para luego ser diluida v/v en PBS pH 7,2. La
sangre diluida se coloc6 sobre una solucién
comercial de Ficoll Isopred d: 1,077 (Rob-
bins Scientific Corporation), contenida en
tubos plasticos estériles de 15 mL (Greiner
Cat N° 188261) en una proporcion 2:1. Los
tubos se centrifugaron a 500 g durante 15
minutos, con el fin de obtener en la interfa-
se ficoll - plasma diluido, el anillo de células
mononucleares (CMN). Dicho anillo se ex-

trajo cuidadosamente utilizando para ello
una pipeta Pasteur estéril. Las CMN se lava-
ron 3 veces con medio de cultivo RPMI
1640 1X (Sigma Cat N° R-5382) centrifu-
gando a 400 g durante 7 minutos. Por alti-
mo las células se contaron en cdmara de
Neubauer obteniéndose la cantidad de 20 X
10° células.

Transformacion de las CMN con VEB

Como agente transformador se utilizo
el sobrenadante de cultivo de las células
B95.8 (linea celular linfoblastoide que pro-
viene de los monos marmoset, las cuales es-
t4an infectadas con el VEB por lo que produ-
cen y secretan viriones) (16). Este sobrena-
dante se mezclé con las CMN a razon de 1
mL por cada 1 X 100 ¢élulas y se incub6 a
37°C por 2 horas. Posteriormente se le ana-
di6 medio RPMI 1640 con 10% de SFB y
2 mM de L-glutamina (Sigma, G-7513) mas
fitohemaglutinina (PHA) a 4ug/mL, en un
volumen igual al triple del sobrenadante de
células B95.8 anadido previamente. El volu-
men total de 80 mL se sembré en un frasco
plastico de 162 e¢m? (Costar Cat N° 3151),
se incub6 en incubadora de CO, al 5% y lue-
go de 15 dias, se procedi6 a la fusion.

Fusi6on

Como pareja de fusion se utilizaron ¢é-
lulas de heteromicloma de la linea
K6H6/B5 (ATCC CRL 183), las cuales son
mantenidos bajo congelacion. Esta linea fue
lograda mediante la fusion de células de
micloma de ratén balb/¢  denominada
N5-1-Ag4 y células de linfoma nodular hu-
mano. Después de descongeladas, se sus-
pendieron en medio de cultivo RPMI 1640,
con SFB al 10% y gentamicina 50 ug/mlL.
Se contaron en camara de Neubauer y se les
chequed su viabilidad (la cual debia ser ma-
yor al 90%) con azul tripano al 0,4% a par-
tes iguales. Se mantuvieron en cultivo hasta
alcanzar la fase exponencial de crecimien-
to, prerequisito para la fusién.
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Luego se procedié a unir la linea celu-
lar K6H6/B5 con las células linfoides B
transformadas en una proporcién 1:1. Se
centrifugaron a 400 ¢ por 5 minutos en
tubo plastico estéril de 50mL (Greiner, Cat
N° 227270). Se descart6 el sobrenadante
con cuidado, asegurando que el pellet que-
dara lo mas seco posible y se mezcl6 vigoro-
samente en mezclador eléctrico para asegu-
rar una buena suspension celular. Posterior-
mente, se anadié 1 mL de polientilenglicol
(PEG) de PM 4.000 (Merck, Cat N°
1.097727) al 45% gota a gota durante un
minuto, mezclandose continuamente. La
mezcla se incub6 en bano de Maria a 37°C
en movimiento suave y constante por 90 se-
gundos. Luego se afnadieron 2 mL de PBS
durante 1 minuto, seguido de 2 mL en 2
minutos y 5 mL en 2 minutos mas. Se com-
plet6 el volumen hasta 20 mL con PBS ana-
diéndolo lentamente y mezclando continua-
mente. El tubo se mantuvo en reposo a TA
por 15 minutos. Se centrifug6 a 400 g por 5
minutos y se removié el sobrenadante. Se
afnadi6 medio de crecimiento compuesto
por medio de cultivo RPMI 1640 con 10%
de SFB, 2mM de L-glutamina (Sigma,
G-7513), 1mM de piruvato de sodio (Sigma
S-8636), 10-* M de hipoxantina, 1,6 X 10-3
de timidina, 4 X 10-5 de aminopterina (Sig-
ma H-0262) y 10mM de ouabaina (Sigma
0-5754). Se sembraron 2 X 10° ¢élulas/mlL,
a razon de 100 uL/pozo en placas (Greiner
Cat N° 655180) de 96 pozos fondo plano.

Después de 7 dias en incubacion, se
reemplazé el medio, eliminando la aminop-
terina y la ouabaina, luego se anadié sobre-
nadante de cultivo de la linea J744-2 (linea
tumoral macrofagica de ratén, productora
de sustancias que favorecen el crecimiento
celular) al 10% y gentamicina a 50 ug/mlL.
A los 14 dias post fusion los pozos fueron
evaluados.

La eficiencia de fusion se calcul6 me-
diante el logaritmo neperiano del nimero
total de pozos sembrados entre el ntimero

de pozos sin crecimiento de hibridos, multi-
plicado por 1/ntiimero de células sembradas
en cada pozo (EF = Ln (Wt/Wn) X 1/N)

(17).

Evaluacion de los sobrenadantes de
cultivo (SNC)

Se tomaron alicuotas de 50 uL de SNC
de cada pozo y se colocaron en placas de 96
pozos para hacerlos reaccionar con eritroci-
tos D-positivo papainizados. Se le anadio a
cada pozo 25 uL de la suspensién de eritro-
citos al 1%, se mezclaron y se incubaron a
TA por 30 minutos. Luego se ley6 cada pla-
ca inclinandola en un angulo de 45°y obser-
vando el fondo de los pozos. Se consideré
reaccion positiva cuando se evidencio, en el
fondo del pozo, dispersion de las células o
presencia de un botén firme, indicando pre-
sencia de anticuerpos de tipo IgM o IgG
aglutinantes directos. Se consider6 reac-
cién negativa cuado se observo corrimiento
del botén en el fondo del pozo. A los pozos
negativos, previo lavado con solucion salina
0,9%, se les anadi6é 50 ul. de antiglobulina
humana (AGH) y se reevalué la reactividad
con el fin de detectar presencia de anti-D
de tipo IgG no aglutinantes directos.

Las células contenidas en los pozos
con sefal positiva se expandieron y se clo-
naron cuatro veces por procedimiento de
dilucion limite (a razén de 1, 0,5y 0,25 ¢é-
lulas por pozo), para asegurar la monoclo-
nalidad.

Caracterizacion y cuantificacion del
anticuerpo

La caracterizacion de la clase de inmu-
noglobiulina fue realizada mediante la im-
plementacién de un inmunoensayo enzima-
tico (ELISA) de captura. El tipo de cadena
liviana se determiné mediante el método de
doble difusién en gel de agarosa (Ouchter-
lony) (18-19).

Para la cuantificacion de los anticuer-
pos se utiliz6 un estuche diagnéstico co-
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mercial Tina-quant® de laboratorios Roche,
(método turbidimétrico). Se siguieron las
instrucciones del fabricante.

Produccion de anticuerpos a mayor escala
Se utiliz6 el Sistema Capilar Artificial

Cellmax® (Cellco, Spectrum Company) si-

guiendo las instrucciones del fabricante.

Evaluaciéon Inmunohematolégica

Se realizé la evaluacién tanto en SNC
como en el producto de las cosechas obte-
nidas con el Sistema Capilar Artificial
(SCA) (20).

— Especificidad: se evalu6 utilizando un
panel de células comercial (Resolve RA
445 Ortho®) que incluia células Ror,
R\R;, R,R,, r'r, r’r, rr, asi como con
células A; y B D-negativo. Se incluye-
ron células de fenotipos raros: Varian-
tes D-débiles y D-parciales.

— Potencia: se determiné realizando titu-
laciones al medio con solucién de albi-
mina bovina al 2-3%, utilizando eritro-
citos Ryr en suspension al 3-5%. La po-
tencia fue considerada como la reci-
proca de la mayor dilucion del SNC o
del producto del SCA, en la que la
reaccion resultd positiva 14. Las lec-
turas de las reacciones se realizaron a
centrifugacion inmediata (CI), y des-
pués de incubar a TA por 15" y a 37°C
por 207. A las reacciones se les dio un
valor de score: 4+ = 12; 3+ = 10; 2+
=8; 1+ =5 (21).

— Avidez: Se evalué en lamina utilizando
el SNC no diluido. Se utilizaron células
Ryr al 50%. Se mezclaron 50 ul de la
suspension celular y 50 ul. del SNC y
se leyo sobre lampara de luz incandes-
cente en movimiento constante. Las
aglutinaciones se registraron como
mayores o menores a 1 mm desde el
momento en que comenzo la aglutina-
cién hasta el final del tiempo de eva-

luacién correspondiente a la estabiliza-
cion de los aglutinados.

— Aglutinacion espontanea: Se utilizaron
eritrocitos O rr, fuertemente sensibili-
zados con reactivo anti ¢, los cuales
autoaglutinaban en medio de alta pro-
teina.

— Evaluacion de efecto prozona: Se utili-
zaron tres células Ryr diferentes y cada
una se incub6 a TA por 157, 30" y 60”7
respectivamente. A cada tubo se le
anadi6 una gota del reactivo y una
gota de la suspension de eritrocitos, se
mezelé e incubd, se centrifugd y se
ley6 por aglutinacion. Si el grado de
aglutinacion permanece igual o se in-
crementa en los diferentes tiempos de
incubacién, no existe fenémeno de
prozona. Si decrece con la incubacién
si hay prozona. Debe obtenerse al me-
nos 2+ de aglutinacion en todos los
tiempos.

— Evaluaciéon de campo: Se realizaron
evaluaciones en donantes de sangre al
azar, D-positivo y D-negativo en forma
paralela con el reactivo comercial en
uso por el banco de sangre (Bioschile®).

RESULTADOS

De las 20 placas sembradas, se obtuvo
crecimiento de células hibridas en 602 po-
zos. Inicialmente se detectaron 06 pozos
con sefal positiva: uno reaccioné directa-
mente y los otros cinco por AGH. Se expan-
dieron los pozos de los cuales sélo perma-
neci6 la sefal positiva en el que resulté con
aglutinacion directa y en uno que aglutind
por AGH. La eficiencia de fusion fue de 1,8
x 100 (17).

Luego de clonar y reclonar al pozo ini-
cialmente positivo por aglutinacién directa
mediante el procedimiento de dilucién limi-
te, se obtuvo una clona dnica productora de
anti-D.
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El isotipo del anticuerpo resulté ser
IgM-kappa. Al cuantificar el anticuerpo, se
obtuvieron concentraciones de 4 ug/mL en
SNC y de 24 pug/mL del SCA. A esta clona
se le denominé BMS-9.

La clona se mantuvo en cultivo conti-
nuo produciendo anticuerpos por 3 meses y
en el SCA por 45 dias, lograndose obtener
12 cosechas de 10 mL cada una.

Evaluacion Inmunohematolégica

La especificidad se determiné evaluan-
do el SNC con un panel de células comer-
cial, con fenotipos normales positivos y ne-
gativos (Tabla I).

Se apreci6 clara reactividad con las cé-
lulas D-positivo y ausencia de reactividad
con las D-negativo. También se obtuvieron
resultados negativos al hacer reaccionar el
SNC con células A, y B D-negativo.

En la Tabla II se senala la potencia del
anticuerpo. Los titulos detectados en el
SNC y en el SCA se incrementaron al incu-
bar a TA y mantuvieron su reactividad des-
pués de incubar a 37°C. En los anticuerpos
producidos a través del SCA, se aprecié un
incremento del titulo después de incubar a
TA, con respecto a los obtenidos en SNC, lo

cual permitird su dilucién en caso de pro-
ducir reactivos.

En la Tabla III se puede apreciar el
comportamiento de los anticuerpos secreta-
dos por la clona BMS-9, demostrando reac-
tividad con algunas variantes parciales y dé-
biles del antigeno D y ausencia de reactivi-
dad con células con muy poca expresion an-
tigénica como lo son las variantes D! tipo I,
Iy Il y la variante Ry"AR.

Al evaluar la avidez del anticuerpo pro-
ducido en SNC se obtuvo aglutinacion de
menos de Imm a los 18” de observacion y
de mas de 1 mm a los 25”. Se comparé con
la avidez demostrada por un reactivo co-
mercial (BioschileR): aglutinacion de menos
de 1mm en 4” y en mas de 1 mm en 10”.
Cabe senalar que los anticuerpos del SNC
estan diluidos en medio de cultivo y no con-
tienen potenciadores que usualmente
acompanan a los reactivos comerciales.

Al hacer reaccionar el SNC con células
D-negativo fuertemente sensibilizadas con-
tra el antigeno “c”, el resultado como era
de esperar fue negativo ya que el medio de
suspension de los anticuerpos es muy bajo
en proteinas. No se detectd presencia de fe-
némeno de prozona.

TABLA 1
REACTIVIDAD DEL SNC DE LA CLONA BMS-9 CON PANEL COMERCIAL
R;YRy R;Ry R5R, Ror r'r r’’r rr rr rr rr RiRy
2+ 3+ 3+ 2+ 0 3+
3+ 4+ 4+ 3+ 0 44
3+ 44+ 44+ 3+ 0 44+
TABLA 11
POTENCIA MEDIDA EN SNC Y EN SCA DE LA CLONA BMS-9 EN SOLUCION DE ALBUMINA BOVINA
AL 3%
Centrifugacién inmediata TA por 15”7 37°C por 20~
SNC-Titulo 1x 32 1 x 1024 1 X 1024
SNC-Score 52 105 105
SCA-Titulo 1x32 1 % 8192 1 x 8192
SCA-Score 54 136 136
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EVALUACION DEL SNC DE LA CLONA B’;‘I%B‘)Léolg VARIANTES D-DEBILES Y D-PARCIALES
Dlla Dlile DIV DIV DIVa DVa DV DVI DV DV
tipo IV tipo II tipo I tipo I tipo III
+ 0 + + 0 + 0 0 0 0
S:8 S:0 S:9 S:4 S:0 S:7 S:0 S:0 S:0 S:0
D)4l DFR DNU Ro AR STEM+ DAR DOL DIM DAU D débil
tipo 2
+ + + 0 + - 0 0 - 0
S:6 S:5 S:4 S:0 S:8 S:4 S:0 S:0 S:9 S:0

Se realizaron 209 determinaciones en
donantes de sangre D-positivo y 20 en do-
nantes D-negativo en paralelo con el reacti-
vo comercial Bioschile® (Tabla 1V).

De las 209 muestras D-positivo, el
99,5% demostré reactividad fuerte 3+ y 4+
con ambos reactivos. Se evidencié una sola
diferencia en cuanto a la fuerza de la reac-
cion (de 4+ wvs 2+), lo cual esta permitido
para validar un anticuerpo para uso en la he-
moclasificacion (20). Las 20 muestras D-ne-
gativo resultaron igualmente negativas.

DISCUSION

En este trabajo se describe un método
practico para obtener heterohibridos pro-
ductores de anticuerpos contra antigenos
del sistema Rh, fusionando células linfoides
de una mujer previamente sensibilizada des-
pués del parto y células de heteromicloma.
Previamente en el laboratorio se habian
realizado varios experimentos utilizando cé-
lulas de mieloma de ratén P3-X63.Ag8.653
asi como otra linea de heteromicloma
(SMH-D33, ATCC CRL 1668) pero los resul-
tados fueron pobres, obteniéndose hete-
rohibridos muy inestables que dejaron de
producir anticuerpos al poco tiempo de for-
mados, por presentarse el fenémeno de se-
gregacion cromosOmica (22). También se

habian utilizado diferentes mecanismos de
fusion: quimica con PEG de PM 1.300-1.400
(5-7) y por medio eléctrico o electrofusion
(17). Con este dltimo método se obtuvo
mejor eficiencia de fusion (1-3 X 10-°) que
con la quimica (1-5 X 10-7), pero el resul-
tado final fue el mismo, clonas instables o
de baja capacidad secretora aunque se lo-
gr6 obtener una productora de anti-D IgG
de bajo titulo (datos no mostrados). Igual-
mente se hicieron experiencias utilizando
linfocitos congelados y linfocitos frescos,
obteniéndose mejor eficiencia de fusion
con los ultimos. En el presente informe,
utilizando PEG 4.000, la eficiencia de fu-
sion fue de 1,8 X 10-° y de una sola fusion
se logro obtener dos clonas, una [gG (cuya
evaluacion no fue objeto de presente traba-
jo) y otra [gM.

La capacidad de producir anticuerpos
monoclonales a través de heterohibridomas
depende de muchos factores, como por
ejemplo del estado de la respuesta inmuno-
l6gica del donante, el cual va variar segin
haya ocurrido o no una estimulacion recien-
te. Se ha podido demostrar (y es nuestra ex-
periencia) que la posibilidad de obtener hi-
bridos productores es mayor, mientras mas
precoz sea la toma de la muestra después
del re-estimulo (menos de 7 dias posterior
al reestimulo) (23). En el presente estudio
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REACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS DE 11:%1?4161?\111%\7]31\’18-9 PRODUCIDOS EN SCA VS REACTIVO
COMERCIAL
Acs de la clona BMS-9 Reactivo Comercial Total de pruebas

4+ 4+ 184 (88,0%)

3+ 3+ 08 (3,8%)

3+ 4+ 13 (6,2%)

4+ 3+ 03 (1,4%)

2+ 4+ 01 (0,5%)
0 0 20 (100%)

Se ha trabajado en la obtencion de heterohibridos productores de anti-D, de manera que puedan ser utilizados en
la produccién de reactivos de hemoclasificacion. Después de utilizar diferentes protocolos de fusién (10-12), ob-
tuvimos un heterohibrido estable productor de anti-D de tipo IgM al fusionar linfocitos B humanos con células de
heteromicloma de la linea K6H6/B5. Luego de caracterizar el anticuerpo en sobrenadante de cultivo, se hicieron
las evaluaciones correspondientes para determinar su potencialidad como reactivo en la hemoclasificacion.

se utilizaron linfocitos B de una mujer sen-
sibilizada con alto titulo (1 X 2048) obteni-
dos a los 5 dias del post parto de RN D-posi-
tivo, los cuales fueron rapidamente “inmor-
talizados” con el VEB y sometidos poste-
riormente a la PHA con el fin de eliminar o
inactivar a las células citotoxicas especifi-
cas para el virus.

La ausencia de una eficiente pareja de
fusién, aunado a artefactos técnicos intro-
ducidos por el VEB que reducen la eficien-
cia de fusion, han hecho que la obtencion
de heterohibridomas sea un proceso, largo,
laborioso, costoso y de resultados imprede-
cibles (24). Se sabe que el VEB solo puede
inmortalizar poblaciones de linfocitos B en
reposo; por ello los hibridomas son el refle-
jo de linfocitos B activados pero no total-
mente diferenciados en células plasmaticas.
Estas adltimas células son ricas en ARNm
pero lamentablemente incapaces de fusio-
narse (25). La utilizacion de la linea
K6H6/B5 como pareja de fusion fue tam-
bién un factor determinante en la consecu-
cién de nuestro objetivo ya que utilizando
las lineas P3-X63.Ag8.653 y SMH-D33 los
resultados fueron desalentadores por la
inestabilidad de las clonas.

Debido a lo dificil que resulta obtener
heterohibridos estables productores de an-
ticuerpos, en los altimos afos ha habido un
intenso desarrollo de las técnicas recombi-
nantes, que ofrecen mayor rendimiento en
calidad de anticuerpo, en tiempo de pro-
duccion y en costos (26-28).

Tanto los titulos alcanzados por anti-
cuerpos generados por la clona BSM-9
como la concentracion de los anticuerpos,
estan dentro de lo reportado en la literatu-
ra (6-8, 14).

El hecho de haber logrado una clona
estable productora de anticuerpos anti-D de
tipo IgM con las caracteristicas senaladas,
ha sido una experiencia exitosa no solo por
lo dificil de obtener una clona estable sino
por el comportamiento de los anticuerpos
que esta genera, demostrando su potencia-
lidad para uso como reactivo en la hemocla-
sificacion. Esta potencialidad estd avalada
por los resultados en el estudio de campo
en el que no se evidenciaron reacciones fal-
sas negativas. Se logré evaluar 209 mues-
tras de donantes de sangre D-positivo y 20
muestras de donantes D-negativo, sin detec-
cion de discrepancias en cuanto a la positi-
vidad o negatividad de las reacciones, al
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compararlos con los resultados obtenidos
con el reactivo comercial.

La capacidad de un anticuerpo IgM
para detectar antigenos D-débiles, depende
de la avidez del anticuerpo. Por tal motivo,
al producir un reactivo para la hemoclasifi-
cacion, se recomienda realizar mezclas oli-
goclonales de IgM monoclonal de alta avi-
dez con Ig¢G mono o policlonal. Los anti-
cuerpos IgG permitirdan la deteccion de di-
cho antigeno utilizando el reactivo de AGH,
en caso de que no pudiera ser detectado
por el IgM (29). La capacidad de un mono-
clonal para detectar D-parciales depende de
la especificidad fina del anticuerpo. El anti-
geno D esta constituido por un mosaico de
epitopes, algunos de los cuales no existen
en individuos D-parciales. En los cuatro
workshops internacionales para el estudio
de los anticuerpos monoclonales, estas ca-
racteristicas han sido estudiadas exhausti-
vamente (30-32). En estas evaluaciones se
pudo evidenciar que no existe ningdin mo-
noclonal anti-D que reconozca todas las va-
riantes.

En el banco de sangre, para el tipeaje
de donantes se requiere que el reactivo em-
pleado reconozca todas las variantes, con el
fin de limitar la posibilidad de sensibiliza-
cion en individuos D-negativo a través de la
transfusion, aunque sea controversial la ca-
pacidad inmunizante de estas variantes
(33-34). De alli que la estrategia mas fre-
cuentemente utilizada es la de combinar un
anti-D IgM de alta avidez que reaccione con
variantes DV y DV pero que no reaccione
con las variantes D!, junto a un policlonal o
monoclonal de tipo I$G que pueda detectar
a estas variantes y otros D-débiles. Sin em-
bargo, para la tipificacion de pacientes, con
el IgM de alta avidez podria ser suficiente
ya que la no deteccion de ciertas variantes
D-parciales, como la DV (que es mas fre-
cuente en caucasicos), podria catalogar a
dicho paciente como D-negativo y ser trans-
fundido con sangre D-negativo, lo cual lo

protegeria de una sensibilizacion futura
contra los epitopes que no posee.

De cualquier manera, las caracteristi-
cas finales del reactivo en produccién debe-
ran estar bien especificadas en el instructi-
vo que lo acompane.

Dada la buena calidad del anticuerpo
obtenido en el presente estudio, se ha pen-
sando en su produccion a mayor escala, a
fin de utilizarlos como reactivo en el banco
de sangre para la hemoclasificacion en pa-
cientes, por lo que siguiendo las recomen-
daciones internacionales se esta evaluando
el comportamiento de los anticuerpos: 1)
Utilizando diferentes medios de dilucion, a
manera de obtener la mejor reactividad en
el trabajo de rutina y 2) Haciendo mezclas
oligoclonales tanto con anticuerpos IgG
monoclonales obtenidos en nuestro labora-
torio, como con anti-D policlonales para
utilizacion en donantes.

Ademas, estos anticuerpos pueden ser
potencialmente utilizables para otros desa-
rrollos tecnolégicos con el fin de producir
recombinantes de utilidad maltiple (26-28),
o para conjugarlos y utilizarlos en ensayos
para la deteccion de hemorragia materno
fetal (en proyecto por nuestro laboratorio).
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