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Resumen. El desarrollo de reactivos hemoclasificadores mediante la apli-
cacion de la tecnologia para la produccion de anticuerpos monoclonales
(AcMo) ha sido exitoso y ello ha permitido reducir los costos asociados a su
producciéon. En Venezuela el consumo de estos reactivos depende principal-
mente de la importacion, con el consecuente gasto de divisas. Con el proposi-
to de ayudar a solventar esta situacion el presente trabajo se planteé como ob-
jetivos: 1) Generar hibridomas productores de AcMo con especificidad anti-A y
anti-B, 2) Caracterizar y producir a mediana escala los AcMo obtenidos, 3) Rea-
lizar estudios de campo, con el fin de lograr su certificacion como reactivos he-
moclasificadores. El producto de este trabajo fue la obtenciéon de 22 hibrido-
mas, 11 productores de AcMo anti-A y 11 productores de anti-B. Cuatro AcMo
fueron caracterizados y estudiados: Aul8Kt,F, MG3 (ambos IgM anti-A), SS4.5
(IsG anti-B) y BB2-3 (IgM anti-B). Para la produccion de estos AcMo a mayor
escala se emplearon los bio-reactores comerciales “miniPerm” y “Tecnomou-
se”, lograndose una concentracion elevada de los mismos. Los valores de para-
metros funcionales como avidez, potencia y especificidad de los AcMo produci-
dos resultaron aceptables al compararse con hemoclasificadores comerciales, lo
que hace viable su utilizacién como reactivos hemoclasificadores.
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A and B blood group-specific monoclonal antibodies. Production
and evaluation as ABO-blood typing reagents.
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Abstract. The Monoclonal Antibody (MoAb) technology has been success-
fully applied to develop reagents for human blood group classification. There
is no production of this kind of reagents in Venezuela, and the local demand
(blood banks and clinical laboratories) is mainly supplied with imported mate-
rial. Considering this we decided to apply MoAb techniques to generate
murine hybridomas secreting anti-A or anti-B specific MoAb. MoAb obtained
were characterized and produced in enough quantity to perform validation
studies as blood typing reagents. Out of 22 hybridomas that were initially se-
lected, 11 were anti-A secretors and 11 were anti-B secretors. Four MoAb were
further characterized: Aul8Kt;F, MG3 (both IgM anti-A), SS4.5 (IgG1 anti-B)
and BB2-3 (IgM anti-B). Conditions were also established for growing the
hybridomas Aul8Kt;F and BB2-3 in the bioreactors “miniPerm” and
“Tecnomouse”, allowing for scale-up production of these MoAb. Avidity and
specificity were estimated for each one, and the results were comparable to
those obtained from commercially available reagents, making feasible its use

as blood typing reagents.
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INTRODUCCION

Karl Landsteiner fue el primero en se-
nalar la capacidad que tiene el suero san-
guineo de algunas personas para aglutinar
los globulos rojos (GR) de otras, dando lu-
gar este hallazgo al descubrimiento del sis-
tema sanguineo ABO (1). El sistema ABO
es el sistema de grupos sanguineos huma-
nos mas importante desde el punto de vista
clinico. Ello es debido a la presencia regu-
lar de anticuerpos (Acs) anti-A, anti-B, 6
una mezcla de estos, en los individuos cu-
yos tejidos carecen de los correspondientes
antigenos (Ags) A, B, 6 A/B, constituyéndo-
se asi en una barrera de histocompatibili-
dad que restringe la realizacion de transfu-
siones sanguineas y el trasplante de 6rga-
nos (2).

Atendiendo a la importancia clinica de
las reacciones Ag/Ac del sistema ABO, des-
de su descubrimiento se han establecido
pruebas serolégicas de clasificacion de san-
gre en sus diferentes grupos, para evitar
reacciones hemoliticas post-transfusionales
y también se ha reconocido la importancia
de su realizacion para el éxito de trasplan-
tes alogénicos.

Hasta el principio de los afios ochenta
se utilizaron sueros policlonales humanos
como fuente de reactivos hemoclasificado-
res del grupo ABO. La produccion de sueros
policlonales humanos esta asociada a tareas
laboriosas y prolongadas, y ademas a un
conjunto de problemas vinculados al mane-
jo y administracion de material biol6gico en
humanos (riesgo de transmision de infec-
ciones como hepatitis B 6 C, VIH, etc.). A
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comienzos de la década de los ochenta se
generalizo la produccién de anticuerpos
monoclonales (AcMo) con aplicaciones mé-
dicas, diagnosticas y en la investigacion
cientifica. La produccion de AcMo tiene su
origen el ano 1975 cuando se produjo el
primer AcMo de especificidad predefinida al
fusionar linfocitos, obtenidos del bazo de
ratones inmunizados, con células de mielo-
ma de origen miurido, adaptadas a crecer de
manera continua en cultivo de células (3).

La aplicacién de esta tecnologia para
el desarrollo de reactivos hemoclasificado-
res ha resultado exitosa y desde los anos
ochenta, tanto en Inglaterra como en Cana-
da, se han producido AcMo anti-A y anti-B
de tipo IgM con las caracteristicas adecua-
das para ser empleados como reactivos de
hemoclasificacion (4, 5). Su posterior pro-
duccién a escala industrial ha hecho que
hoy dia sean de uso universal (6).

En Venezuela el consumo de estos
reactivos depende principalmente de la im-
portacion, con consecuencias negativas
como el aumento permanente de los costos
y el gasto de divisas en los que incurren los
bancos de sangre y laboratorios clinicos na-
cionales. Con el propésito de ayudar a sol-
ventar esta situacion, el presente trabajo se
plante6 la produccién de AcMo miridos
con especificidad anti-A y anti-B, la caracte-
rizacion bioquimica y funcional de los mis-
mos y su produccion a mediana escala me-
diante el uso de bio-reactores. Ello permiti-
ria disponer de cantidades suficientes de
material para realizar estudios de campo
(bancos de sangre y laboratorios clinicos),
todo ello encaminado a lograr su certifica-
cidon como reactivos hemoclasificadores.

MATERIAL Y METODOS

Animales

Ratonas de la cepa Balb/c (9-10 sema-
nas de edad) fueron obtenidas del bioterio
central del Instituto Venezolano de Investi-

gaciones Cientificas (IVIC) y alimentadas
ad libitum con Ratarina (Purina. La Encru-
cijada, Venezuela).

Muestras de sangre venosa humana

Para la inmunizacion de los animales
de experimentaciéon se emplearon eritroci-
tos obtenidos a partir de muestras de san-
gre humana A o B. Durante la caracteriza-
cién de los AcMo producidos se utilizaron
muestras de sangre A, A}, A,, A,B, B, ABy
O. Estas muestras fueron donadas por el La-
boratorio del Servicio Médico del IVIC y el
Banco Municipal de Sangre de la ciudad de
Caracas.

Lineas celulares P3x63Ag8.653
(CRL-1580. ATCC, Rockville, MD. USA)

Linea de células de mieloma mirido,
no secretora de cadenas liviana o pesada de
inmunoglobulina (Ig). Estas células fueron
utilizadas como pareja de fusion.

P388D1 (TIB-63. ATCC, Rockyille,
MD. USA)

Linea celular de macrofagos muridos.
El medio de cultivo en el que crecieron es-
tas células se empledé como fuente de cito-
quinas y factores de crecimiento (7-10).

Inmunizacién

Tres modelos de inmunizacion previa-
mente descritos en la literatura (4, 11-16)
fueron utilizados como referencia en el pre-
sente trabajo. Los inmundgenos utilizados
fueron GR A, GR B, Trisacarido B conjuga-
do a albamina sérica bovina (B-BSA; Chem-
biomed, Edmonton, Canada) y glicoprotei-
nas A y B obtenidas de la saliva de indivi-
duos secretores. Estas glicoproteinas con
especificidad ABO se obtuvieron en la for-
ma de proteinas totales utilizando la técni-
ca aplicada por Barrie y col. en 1983 (11).

En el protocolo 1 se realizaron 4 inmu-
nizaciones por via intraperitoneal (ip) a in-
tervalos de siete dias. El inmundgeno utili-
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zado fue una suspensién de GR A o GR B en
buffer fosfato salino (PBS) estéril que con-
tenia 2 X 107 eritrocitos (500 pl./animal).
Transcurridos dos dias a partir de la cuarta
inmunizacion se procedié a inocular nueva-
mente el inmundgeno por via ip y dos dias
mas tarde se procedié a la obtencion del
bazo de los animales inmunes y a realizar la
fusion.

En el protocolo 2 también se realiza-
ron cuatro inmunizaciones a intervalos de
siete dias. En este protocolo se utilizé la via
ip para las dos primeras administraciones
del inmunégeno (una suspension de GR “B”
al 10% v/v en PBS a razén de 500 uL/ani-
mal), cada una acompanada de la adminis-
tracion por via subcutdnea (s¢) de
200 uL/animal de una emulsién que conte-
nia 100 ug de B-BSA y 100 uL. de Adyuvante
Completo de Freund (ACF, de Sigma Che-
mical Co). El dia 21 se administré via ip
100 ug/animal de B-BSA preparado en la
forma de una emulsion en Adyuvante
Incompleto de Freund (AIF, de Sigma Che-
mical Co). El dia 28 se inoculé via ip
200 pl/animal de una solucién que conte-
nia 100 ug de B-BSA en PBS y tres dias mas
tarde se procedié a la obtencién del bazo de
los animales inmunes y a realizar la fusion.

En el protocolo 3 ¢l inmundégeno em-
pleado (glicoproteina A o A+B) se adminis-
tré tres veces a intervalos de 15 dias y, a
continuacion de la tercera inmunizacion, 3
veces mas en forma diaria. El primer dia se
administré por via s¢ una emulsiéon en ACF
que contenia 50 ug de sustancia A 6 A+B
(200 pl/animal). La segunda inmunizacion
(dia 15) fue similar a la primera pero la
emulsion se prepard en AIF y se utilizé la
via ip. Para la tercera inmunizacion (dia 29)
se emplearon 50 ug de sustancia A 6 A+B
disueltos en 200 uL de PBS, por via ip. Los
dias 30, 31 y 32 se administré por via ip
una solucion que contenia 400 ug de sus-
tancia A 6 A+B disucltos en PBS
(200 uL/animal). El dia 33 se procedi6 a la

obtencion del bazo de los animales inmunes
y a realizar la fusion.

El estatus inmune de los animales so-
metidos a los distintos protocolos de inmu-
nizacién se valoré titulando el suero en en-
sayos de micro-hemaglutinacién, como se
describe adelante en la seccion “Escrutinio
y clonacion”.

Fusion

Con el material obtenido de los distin-
tos protocolos de inmunizacién se realiza-
ron seis fusiones. Células esplénicas obteni-
das de ratones inmunizados y en cuyo suero
se demostré la presencia de Acs anti-A 6
anti-B mediante ensayos de micro-hemaglu-
tinacién, se mezclaron con células
P3x63Ag8.653 en una relacion 4:1 (célula
esplénica: P3x63Ag8.653). Al sedimento ce-
lular producto de esta mezcla se anadi6 1
mL de una solucion de polietilenglicol [45%
PEG 1300-1600 (P-7777. Sigma. Mo, USA),
5% DMSO (D-2650. Sigma. Mo, USA), en
buffer fosfato salino (PBS), pH= 7.8-8.0,
37°C]. Posteriormente se agregd gota a
gota medio de cultivo DME-F12 (D-6905.
Sigma. Mo, USA) precalentado a 37°C vy li-
bre de suero fetal bovino (SFB), hasta al-
canzar un volumen de 40 mL. Se centrifugd
a 400xg por 5 minutos y se resuspendio
suavemente en medio de cultivo DME-F12
enriquecido con SFB (F-4010. Sigma. Mo,
USA) al 10 %, 2 mM L-glutamina (G-7513.
Sigma. Mo, USA), una mezcla de 100 uM hi-
poxantina, 0,4 uM aminopterinay 16 uM ti-
midina (H-0262. Sigma. Mo, USA), y una
mezela de 100 wg/mL estreptomicina, 100
unidades/mL penicilina y 0,25 pug/mL anfo-
tericina B (A-4668. Sigma. Mo, USA). El
producto de fusion finalmente se repartio a
razén de 1 X 10¢ células/mL en placas de
micro-cultivo de 96 pozos fondo plano
(Nunc. Roskilde, Denmark), en las cuales
previamente se sembraron células nodrizas
(macréfagos muridos residentes de la cavi-
dad peritoneal de ratones Balb/c; 2,5 X
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10*/pozo) cultivandose por 10 dias en la in-
cubadora de células.

Escrutinio y clonacion

Transcurridos 10 dias, los micro-culti-
vos se examinaron al microscopio en busca
de colonias celulares y se tomaron muestras
del sobrenadante (SN) de cultivo para inves-
tigar la presencia de Acs anti-A 6 anti-B por
medio de ensayos de aglutinacion directa
en tubos y/o placas. Para ello se empled
una suspension al 2% v/v de GR humanos
tipo A 6 B en solucién salina de NaCl 8,5
g/L (SS), segun el caso en estudio. La titu-
lacion de los AcMo anti-A y anti-B se realizo
en tubos 6 en placa de micro-hemaglutina-
cion. Brevemente, se realizaron diluciones
seriadas (1:2) de los SN en estudio anadien-
do a cada dilucion 30 uL. de una suspension
de GR A 6 B al 2% v/v en SS. Se incub6 du-
rante 2 horas (ensayo en placa) o 45 minu-
tos (ensayo en tubo) a temperatura ambien-
te y posteriormente se procedié a revelar la
presencia de aglutinacion. Se considerd
como titulo la maxima dilucién a la cual se
observé una hemaglutinacién visible ma-
croscOpicamente.

Con la finalidad de garantizar la clona-
lidad y estabilidad de los hibridomas obteni-
dos se procedié a su clonacion por el méto-
do de dilucion al limite. Las c¢élulas hibridas
viables fueron contadas y resuspendidas en
medio de cultivo DME-F12 enriquecido al
10 % con SFB, 2 mM L-glutamina, una mez-
cla de 100 uM hipoxantina y 16 uM timidina
(H-0137. Sigma. Mo, USA), y una mezcla de
100 ug/mL estreptomicina, 100 unida-
des/mL penicilina y 0,25 ug/mL anfoterici-
na B. Esta suspension fue repartida a razoén
de 0,3-8 células/pozo en alicuotas de
100 ul/pozo, en placas de microcultivo de
96 pozos fondo plano (Nunc Roskilde, Dem-
mar) con células nodrizas ya presentes. A
continuaciéon se procedié a cultivar estas
células durante 7-10 dias en la estufa de
ambiente hiimedo a 37°C y 5% de CO..

Transcurridos 7-10 dias, el SN de cada culti-
vo fue examinado mediante hemaglutina-
cion, los cultivos que contuvieron colonias
productoras de los Acs de interés fueron ex-
pandidos y las células fueron preservadas en
nitrogeno liquido para su posterior
utilizacion.

Estudios de caracterizacion de los AcMo
producidos

La avidez de los AcMo anti-A y anti-B
producidos se valoré de acuerdo a los re-
querimientos exigidos por la FDA (US Food
and Drug Administration) para reactivos
que se usan en la determinacion de grupos
sanguineos del sistema ABO (14). Para ello
se colocé sobre una lamina portaobjetos
una gota de sangre de grupo conocido (40%
v/v GR en plasma autélogo), sobre esta se
anadi6 una gota de AcMo a probar y se mez-
cl6 procediendo a medir con un cronéme-
tro el tiempo transcurrido hasta la apari-
cion de una aglutinacion visible. Ademas se
registré el tiempo que transcurrié hasta la
aparicion de una aglutinacion de 3+. Por
altimo, se registré el tamano del grumo de
GR aglutinados segin la escala Marsh (17).
Para caracterizar ain mas la reactividad de
los AcMo anti-A (Aul8Kt;F y MG3) y anti-B
(S54.5 y BB2-3), se usaron muestras de san-
gre A, A, A, A,B, B, ABy O. Sobre una la-
mina portaobjetos se colocé una gota de
sangre (40% v/v GR en plasma autdlogo)
que habia sido clasificada previamente con
reactivos comerciales y se vertié sobre ella
una gota del AcMo a probar, se mezclé y se
observo la presencia o no de aglutinacion.

Con la finalidad de producir mayores
cantidades de AcMo anti-A y anti-B, se em-
plearon los bio-reactores “miniPERM” de
Heraeus Instruments (Osterode am Harz,
Alemania) y “Tecnomouse” de IBS INTEGRA
BIOSCIENCE (Fernwald, Alemania). Estos
aparatos permiten cultivos a alta densidad
celular y de larga duracion, y por ende la
obtencién de una alta concentracion de
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AcMo, ya que se garantiza un suministro
controlado de nutrientes y gases (0,/CO,)
al cultivo y se evita su agotamiento y la acu-
mulacién de productos de desecho metabé-
lico (18, 19). Las condiciones y el manteni-
miento de los cultivos fueron establecidos
en el laboratorio. El cultivo en el bio-reac-
tor miniPerm se inici6 a una concentracion
celular de 1-2 x 10°¢ ¢élulas/mL en un volu-
men de 35 mL de medio de cultivo DMEM
(D-5648, Sigma. Mo, USA) enriquecido con
10% de SFB, 5% de SN de cultivo de células
P388D1, 1% de L-glutamina y 1 % de mez-
cla de antibiéticos-antimicético. En estos
cultivos se mantuvo la concentracion de
glucosa a 4,5 g/L, evitando valores por de-
bajo de 2 ¢/L y aumentos en la concentra-
cién de lactato mayores a 1,8 g/L. El pH se
mantuvo en 7,2 y la velocidad de rotacion
en 3 rpm. A partir del cuarto dia y de mane-
ra inter-diaria o diaria se evalué el nimero
y viabilidad de las células, el pH, las concen-
traciones de glucosa y de lactato, y el titulo
de anticuerpo.

El cultivo en el bio-reactor Tecnomou-
se se inici0 a una concentracion celular
igual o mayor a 20 X10° células/mL, em-
pleando el mismo medio de cultivo descrito
para ¢l miniPerm. El bioreactor fue progra-
mado a una velocidad de flujo de medio de
cultivo de 150 mL/h y flujo de gas suficien-

te para la oxigenacion de 1 cassette de cul-
tivo. La inoculacion de medio de cultivo
fresco y la cosecha se realizé6 cada 7 dias
por varios meses. En el material cosechado
se midi6 la concentracion de lactato y glu-
cosa y el titulo de anticuerpo. La clase y
subclase de Ig a la cual pertenecen los
AcMo obtenidos y caracterizados (anti-A:
Aul8Kt;F y MG3 y anti-B: SS4.5 y BB2-3) se
determin6 mediante un ensayo inmunoenzi-
matico tipo ELISA (Mouse Immunoglobulin
Isotyping ELISA Kit, N° 550487. BD Phar-
mingen).

RESULTADOS

La Tabla I contiene un sumario de los
hibridomas secretores de anticuerpos
anti-A y anti-B producidos mediante la apli-
cacion de los protocolos de inmunizacion
descritos. La especificidad de los AcMo fue
evaluada usando 120 muestras de sangre de
diferente grupo sanguineo. Se probaron si-
multaneamente AcMo anti-A y anti-B de ori-
gen comercial (IMMUNOCOR, INC. Nor-
cross, GA 30071 USA) y los AcMo
Aul8Kt;F, MG3, BB2-3 y SS4.5. Los resulta-
dos obtenidos con Aul8Kt;F, MG3, BB2-3 y
SS4.5 fueron consistentes con lo que se ob-
tuvo empleando los reactivos comerciales
(Tabla II). Las muestras de sangre mencio-

TABLA I
HIBRIDOMAS PRODUCIDOS UTILIZANDO DISTINTOS PROTOCOLOS DE INMUNIZACION

Inmundgeno

Hibridoma

Globulos Rojos “A”
(Protocolo 1)

Substancias Ay B
(Protocolo 3)

Glébulos Rojos B
(Protocolo 1)

Gl6bulos Rojos B

y Trisacarido B/BSA
(Protocolo 2)
Substancia B
(Protocolo 3)

AcMo anti-A (Aul8Kt3F + 6 clones anti-A)
AcMo anti-A (MG3 + 3 clones anti-A)

AcMo anti-B (BB2)
No AcMo anti-B

Varios hibridomas anti-B, los cuales se hicieron
negativos luego de realizada la clonacion.

AcMo anti-B (SS4.5 + 9 clones anti-B)
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nadas anteriormente también fueron utili-
zadas para la determinacién de la avidez, si-
guiendo la técnica descrita en material y
métodos. En la Tabla Il se resumen estos
resultados.

En cultivo estacionario el titulo maxi-
mo de anticuerpos registrado para los hibri-
domas generados y determinado de acuerdo
al ensayo descrito en material y métodos
fue 1:1024 para Aul8Kt;F (AcMo anti-A) y
1:2048 para MG3 (AcMo anti-A); en tanto
que los dos AcMo anti-B caracterizados,
SS4.5 y BB2.2 arrojaron un titulo maximo
de 1:512. Con la excepcion de SS4.5 que re-

sulté una IgG1, los demas AcMo caracteriza-
dos son IgM. Todos los AcMo analizados pre-
sentaron cadena liviana kappa (Tabla IV).
Los clones productores de Aul8Kt,F,
MG3, SS4.3 y BB2-3 fueron sembrados en el
bio-reactor miniPERM mostrando un creci-
miento variable segin el clon. En las Figu-
ras 1y 2 se muestran los resultados obteni-
dos con el uso del miniPerm para los clones
Aul8Kt;F y BB2-3. Si se comparan las cur-
vas de densidad celular vs. titulo de anti-
cuerpos correspondiente, es evidente que la
densidad celular mostrada por el clon
Aul8Kt;F es mucho mayor que la alcanzada

TABLA 11
ESPECIFICIDAD DE LOS AcMo Aul8Kt,F, MG3, SS4.5 Y BB2-3
Grupo AcMo AcMo AcMo AcMo AcMo AcMo
sanguineo anti-A anti-A anti-A anti-B anti-B anti-B
(Aul8Kt;3F) MG3) comercial (S54.5) (BB2-3) comercial
A (46)* + + +
A (3) + + +
A (2) + + +
AB (2) + + + N.D.** N.D. +
B (17) + + +
AB (4) + + + + + +
0 (406)
* = ntmero de muestras utilizadas. ** = No determinado.
TABLA 111
AVIDEZ DE LOS AcMo Aul8Kt;F, MG3, SS4.5 Y BB2-3

AcMo T1 T2 TA
AcMo anti-A ( Aul8Kt;F ) 2 seg > 60 seg 2+
AcMo anti-A ( MG3) 4 seg 45 seg 3+
AcMo anti-B (SS 4.5) 2 seg 72 seg 3+
AcMo anti-B (BB2-3) 3 seg > 60 seg 1+
AcMo anti-A comercial 2 seg 20 seg 4+
AcMo anti-B comercial 2 seg 18 seg 4+

La avidez fue determinada siguiendo las orientaciones de la FDA (14).
T1: tiempo en el cual se detecta la primera senal de aglutinacion después de mezelar el AcMo con su respectivo

Ag.
nutos desde el inicio de la reaccién.

T2: tiempo correspondiente a una aglutinacion de 3+.
Los datos corresponden a SN de cultivo estacionario.

TA: tamano de la aglutinacién transcurridos 2 mi-
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TABLA IV
CLASE Y SUBCLASE DE INMUNOGLOBULINA (Ig) A LA CUAL PERTENECEN LOS AcMo Aul8Kt;F,
MG3, SS4.5 Y BB2-3

Anti-Ig de ratén Control + @ Control — (0

Aul8K¢,F

MG3 S554.5 BB2-3

Anti-IgGy +
Anti-IgG,,
Anti-IgGyy,
Anti-IgGy
Anti-IgM
Anti-IgA

+

+ [+ + + + +

Anti- gk
Anti- IgA +

+ + + +

(@ Control positivo (+): mezcla de 9 inmunoglobulinas (Ig) de ratén con cadenas pesadas y livianas (IgGlk,
18G12, 18G2ax, [8G2ak, [8G2bk, 18G3k, 1Mk, I8Ak, 8AL).
(®) Control negativo (-): medio utilizado para cultivar los hibridomas.

70000 A
60000
50000
40000 ~
30000
20000 ~

Titulo de Ac (1/y)

10000 ~

1 Anti-A
(Au18ktsF)
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Fig. 1.

Produccion de AcMo anti-A (Aul8Kt,F) en el bio-reactor MiniPerm. La densidad celular y el ti-

tulo de Ac fueron estimados en una muestra de cultivo que fue cosechada los dias indicados en
material y métodos. La densidad celular fue calculada mediante contaje celular con hemacité-
metro. El titulo de anticuerpos se obtuvo por ensayo de microaglutinacion realizando dilucio-
nes seriadas (1:2) del SN en estudio en PBS -0,1% BSA y usando una suspension al 2% v/v de
GR “A”. Se consider6 como titulo la maxima dilucion a la cual la aglutinacion resulté evidente.

por BB2-3 (un factor de 8,5 veces mas). Sin
embargo, para cada clon los valores referi-
dos a titulo de anticuerpos mantienen una
proporcionalidad entre la densidad celular y
el titulo de anticuerpo producido. Estos re-
sultados indican que, bajo las mismas con-
diciones, el clon productor de anti-A tiene
una mayor capacidad de crecimiento que el
clon productor de anti-B.

El clon Aul8Kt;F productor de anti-A
también fue cultivado en el bio-reactor Tec-
nomouse. En esta unidad de produccién los
valores referidos a densidad y viabilidad ce-
lular no reflejaron, en ningtin momento, la
situacion que ocurria dentro de la camara
de cultivo donde, a juzgar por el aumento
en los titulos de Ac, disminucién de la con-
centracion de glucosa y aumento de la con-
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centracion de lactato en el medio de culti-
vo, ocurria una proliferacion celular consi-
derable. Por esta razon, el parametro selec-
cionado como indicador del proceso de cul-
tivo fue el titulo de Ac. (Fig. 3). Para el mo-
mento en que se detuvo el cultivo en este
bio-reactor se pudo apreciar un ctumulo im-
portante de células ocupando cerca de un
75% del espacio en el cassette de cultivo y

20000 -

11y)

= 15000

10000

Titulo de Ac

5000

0 [ T[]

mostrando una apariencia semejante a un
“tejido celular”.

DISCUSION

Este trabajo permitié la generacion de
11 hibridomas secretores de AcMo con es-
pecificidad anti-A y 11 hibridomas secreto-
res de AcMo con especificidad anti-B. En los

__1Anti-B
(BB2-3)
MiniPerm

1.0 6.0 7.1

8.3 7.1

Densidad celular (células/mL; x 10 6)

Fig. 2. Produccion de AcMo anti-B (BB2-3) en el bio-reactor MiniPerm. La densidad celular y el titulo
de Ac fueron estimados como se explic en la leyenda de la Figura 1, pero empleando una sus-
pension al 2% v/v de GR “B”. Se consideré como titulo la méaxima dilucién a la cual la agluti-

nacion resulto evidente.
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(Au18Kt,F)

Tecnomouse

0.0 7.0 14.0

21.0 28.0

Tiempo (dias)

Fig. 3. Produccion de AcMo anti-A (Aul8K¢t;F) en el bio-reactor Tecnomouse. El titulo de Ac fue esti-
mado como se sefialé en la leyenda de la Figura 1 y en las muestras de cultivo cosechadas los
dias indicados. Se consideré como titulo la maxima dilucién a la cual se observé una aglutina-

¢ion clara.
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protocolos de inmunizacion aplicados se
utiliz6 exitosamente como inmunégeno GR
“A”, trisacarido B-BSA y sustancias Ay A+B
de saliva. Los GR “B” no resultaron buenos
inmundgenos al ser inoculados en los rato-
nes Balb/c, lo cual probablemente guarda
relacion con el hecho de que los GR de es-
tos animales poseen sobre su superficie un
antigeno semejante al que determina el
grupo B en humanos (13, 16, 20).

La seleccion de los hibridomas se llevo
a cabo atendiendo a varios factores: 1) Su
origen: fueron escogidos aquellos hibrido-
mas con sefal de Ac positiva, provenientes
de microcultivos en los que solo pudo apre-
ciarse microscépicamente una colonia, fa-
voreciendo de esta manera la clonalidad;
2) La avidez: dentro de la poblacion de hi-
bridomas productores de AcMo fueron se-
leccionados aquellos cuyo sobrenadante de
cultivo mostr6 una avidez mayor; 3) Viabili-
dad y tasa de crecimiento celular: fueron
seleccionados los hibridomas con mejor via-
bilidad y crecimiento celular.

Un buen reactivo de hemoclasificacion
debe ser especifico para el antigeno que se
desea detectar, debe ser lo suficientemente
potente para dar una buena reaccién ma-
croscopica con variantes débiles de grupos
sanguincos, debe ser estable bajo las condi-
ciones de uso cotidiano (cambios de tempe-
ratura, por ¢jemplo) y ademas su produc-
cion debe tener un costo razonable. Fue por
ello necesario estudiar los 4 AcMo seleccio-
nados, Aul8Kt;F, MG3, SS4.5 y BB2-3, con
base a los criterios sefialados anteriormen-
te. Al ser probados con los principales gru-
pos sanguineos y los subgrupos (del grupo
A) de mayor importancia, los AcMo genera-
dos reaccionaron con la especificidad espe-
rada en cada uno de los casos. En cuanto a
potencia se refiere, los AcMo obtenidos en
la forma de SN de cultivo estacionario pro-
vocaron una clara aglutinacion de los GR
pertenecientes a los grupos sanguineos co-
rrespondientes y no reaccionaron con GR

de otros grupos sanguineos. Cuando estos
hibridomas fueron cultivados en bioreacto-
res y sus SN fueron probados, la intensidad
de la aglutinacion fue mucho mayor, man-
teniéndose la especificidad. En la actuali-
dad, estamos estudiando la estabilidad de
estos hibridomas y los anticuerpos que ellos
producen a mas largo plazo, asi como la
adecuada formulacion de los AcMo como
posibles reactivos clinicos. A objeto de com-
pletar su validacion, sera ademas conve-
niente realizar un estudio de campo de ma-
yor escala y alli evaluar la reactividad de es-
tos AcMo con GR fetales, GR obtenidos de
pacientes con hematopatias malignas, asi
como también con GR pertenecientes a
subgrupos raros tales como Ax, Am, Ael y
Aend.

Se ha hecho referencia ya a las venta-
jas que tienen los AcMo miridos en compa-
racion con los sueros polivalentes como
reactivos de hemoclasificacion. Son abun-
dantes las publicaciones que abordan este
tema (15, 20) y siendo la mayoria de esas
ventajas ciertas, se hacen mas evidentes
con ¢l uso de los bio-reactores. Una vez al-
canzado el crecimiento celular y la conse-
cuente produccion de Ac en estos dispositi-
vos, se pone de manifiesto una marcada di-
ferencia entre las cantidades de Ac produci-
das en ellos en comparacion con las obteni-
das en cultivo estacionario. Por ejemplo, el
titulo maximo registrado en productos de
cultivo  estacionario  del  hibridoma
Aul8Kt;F es 1:1024, mientras que el mate-
rial obtenido del cultivo en miniPERM al-
canz6 un titulo de 1:64.000 y de 1:
2.000.000 en el caso del Tecnomouse. Otra
ventaja a destacar en el caso de los
bio-reactores, en especial del Tecnomouse,
es que su uso esta asociado a un menor
consumo de medio de cultivo y de los reac-
tivos con que éste es enriquecido, en espe-
cial de SFB cuyo costo es elevado. Por otra
parte, es importante mencionar que la ge-
neracion de tumores asciticos en ratones

Investigacion Clinica 47(3): 2006



Anticuerpos monoclonales con especificidad anti A y B

203

singénicos, otra metodologia que ha sido
empleada para la produccion a escala de
AcMo miridos en el pasado reciente, pro-
gresivamente se ha reemplazado por el uso
de bio-reactores ya que, ademas de evitar el
proceso traumdatico al que son sometidos
estos animales, garantizan la ausencia de
proteinas propias del ratén facilitando los
procedimientos de purificacion de las AcMo
generados.

En conclusiéon, cuatro AcMo miridos
anti-A y anti-B fueron producidos y evalua-
dos en cuanto a parametros que los hacen
funcionales como reactivos hemoclasifica-
dores, es decir, avidez, potencia y especifici-
dad. Los resultados obtenidos indican que
estos AcMo son comparables en sus propie-
dades con hemoclasificadores comerciales y
con los que se han reportado en algunas pu-
blicaciones especializadas (21).
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