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RESUMEN

Se describen los antecedentes y el estado actual de los anticuerpos monoclonales
(AcM) anti-Rh(D). Estos AcM han dado lugar a una via alternativa de produccion de
reactivos hemoclasificadores no dependientes de la inmunizacion deliberada de humanos
basada en la tecnologia de hibridomas. Los AcM contra el antigeno D son imposibles
de obtener en roedores por la poca immunogenicidad de este antigeno en dichas
especies, pero los linfocitos B de los humanos sensibilizados con hematies Rh(D)
positivos pueden producir anticuerpos anti-Rh(D) en cultivo de tejidos después de la
infeccion y la transformacién de las células con el virus de Epstein Barr (VEB). No
obstante, la complejidad de esta obtencién viene dada por la existencia de individuos
con hematies con fenotipos D débile8)(fue tienen una expresion cualitativamente
menor del antigeno y los D parciales (variantes de D) (categorias) donde el antigeno se
puede presentar incompleto, ya que carecen de uno o mas epitopes del mosaico D
"normal”, que posee mas de 30. Para lograr una especificidad adecuada de un reactivo
basado en AcM, este debe reconocer varios epitopes de los mas comunes, y usualmente
se prefiere una mezcla de anticuerpos clase IgG e IgM. Gracias a la nueva generacion de
reactivos anti-Rh(D) basados en AcM se ha incrementado la proporcion de individuos
previamente reconocidos comd,@ue ahora son agrupados por pruebas directas de
hemaglutinacién como Rh(D) francamente positivos.
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Este trabajo trata sobre los ante- grupo Rh, debidos a la poca disponibilidad
cedentes y avances en la tecnologia parade reactivos adecuados en algunos paises,
obtener reactivos hemoclasificadores anti- incluido el nuestro, donde aln no se cuenta
Rh(D) basados en anticuerpos monoclo- con estos productos en toda la red de
nales (AcM) humanos y su significado para bancos de sangre.
corregir errores relacionados con la La produccion de antisueros policlo-
tipificacion incorrecta de la sangre segln el nales confiables y de alta calidad para la



tipificacion de la sangre es una tarea muy 30 epitopes. Dos grupos de inves-
laboriosa, que tarda tiempo y depende de latigadores han categorizado a los hema-
inmunizacion de seres humanos altruistas ties con antigenos D parciales (variantes
que actuan como donantes especialmentede D):Wienery Unger, que los clasificaron
sensibilizados, para a partir de su sangre, como RH, RIf, R, RIP,” y Tippetty
obtener este tipo de reactivos. En este Sanget que los clasificaron en categorias
principio se basa la produccion de reactivos |-v/| 2 pero ahora se excluye la categorig D
hemoclasificadores en Cuba y otros paisesy se incluyen la categoria’Dy otras como
y el autoabastecimiento de este tipo de |3 DFR, DBT, RHa, HMi y HMii.® Ambos
reactivos es esencial para el funcionamiento estudios visualizan al antigeno D como una
adecuado del Sistema Nacional de Salud. estructura tipo mosaico con fenotipos
Sin embargo, hay muchas dificultades para parciales de D que carecen de una o mas
obtener reactivos policlonales normalizados partes del mosaico D normal. Es probable
a partir de donantes humanos, en particular que los fenotipos D parciales sean méas
los reactivos anti-Rh(D) y éstos, por lo frecuentes en los individuos de la raza negra
general, no detectan a determinadas que en otras poblaciones, en otros paises,
expresiones parciales del antigeno D. del 5 al 10 % de los Dson D parciales
(variantes de DY En Cuba la incidencia
i de fenotipos D parciales no se conoce
FENOTIPOS D DEBILES Y D con exactitud, sin embargo, un ejemplo
PARCIALES se encontré en un estudio realizado en
529 pacientes con anemia drepanocitica
Desde 1946 Strattondescribio la  realizado en el Instituto de Hematologia e
existencia de hematies que reaccionabanInmunologia (IHI), donde se detectaron
mas débilmente con los antisueros anti- 2 individuos definidos como variantes de
Rh(D) que las célulasidrmalesy les llamo D con expresiomormaldel antigeno D en
hematies B! (actualmente D débiles) y los hematies y anticuerpos anti-D
surgieron los términoslto gradoy bajo (aloinmunizados) en el suetbEstos
grado, para la clasificacion serolégica de resultados indicaron una incidencia de
los fenotipos B.2 Ya en 1953 se describié variantes de D del 0,37 % en este grupo de
el primer ejemplo inequivoco de una enfermos, 18 veces mas elevada que la
aloinmunizacién anti-D en un individuo D informada por investigadores en los
positivo? y a partir de este momento, se Estados Unidos de América, Australia, la
reconocié que los hematies de ciertas region sudoeste de Inglaterra, Francia y
personas pueden carecer de porciones del[Holanda, en estudios realizados en
mosaicoD, y asi, estos individuos podrian poblaciones de donantes no selec-
resultar inmunizados contra epitopes del cionadost?*” Es muy probable que la
antigeno D que ellos no poseen. Las célulasincidencia de categorias de D en la
DY podrian tener todos los epitopes del poblacion de donantes de Cuba sea alta, si
antigeno D normal, pero en una densidad tenemos en cuenta que alrededor del 40 %
mas bajao podrian ser tanto cualitativa de los donantes cubanos se clasifican como
como cuantitativamente diferentes del D no blancos. Otro dato que apoya esta
normal, y de ser asi, se designan como D hipdtesis, que tiene relevancia desde el
parcial® Hoy se sabe, gracias a los AcM, punto de vista transfusional, esta dado por
qgue el antigeno D cuenta con mas de un estudio de embarazadas Rh-negativas,
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donde se encontré una frecuencia de lainmunizacion de donantes voluntaribs.
aloinmunizacion contra el antigeno D del ¢Qué reactivos hemoclasificadores anti-
4,6 %, en la cual se definié que las Rh(D) serian necesarios para obtener una
transfusiones de sangre fueron la primera adecuada compatibilizacién de la sangre a
causa de esta aloinmunizaciénEs transfundir? ¢, Como poder identificar a los
evidente que la calidad de los reactivos individuos con expresion parcial del
disponibles no es lo suficientemente antigeno D?

homogénea y no es capaz de detectar a las

variantes parciales del antigeno D en la

poblacién de donantes’Dpor loque nose  ANTICUERPOS

logra una completa y adecuada compa- MONOCLONALES

tibilizacion de la sangre con respecto al HEMOCLASIFICADORES

grupo Rh, lo que explica la aloinmunizacion

en receptores Rh-negativos. Estos resul- Una via alternativa de produccion de
tados tienen relevancia si tenemos en hemoclasificadores se basa en la tecnologia
cuenta que en el grupo de embarazadasde hibridomas desarrollada p&hler y
aloinmunizadas, el 4 % de los recién nacidos Milstein,?? para la obtencién de AcMo
vivos sufrieron de enfermedad hemolitica. murinos y/o humanos. La administracion
La prediccién se confirmé posteriormente profilactica posparto de la inmunoglobulina
cuando se encontré un antecedente dehumana anti-Rh(D) en mujeres D-negativas
transfusiones en el 31,25 % de las mujeres ha provocado una reduccién del nimero
multigestas no protegidas por la de mujeres aloinmunizadas por via
inmunoglobulina IgG anti-Dy en el 100 % natural’®*#Por eso hoy en dia es mas escasa
de las primogestas aloinmunizaddsn un la fuente de obtencion de reactivos
estudio preliminar sobre la incidencia de fe- hemoclasificadores policlonales humanos
notipos D débiles y parciales en 4 339 do- anti-Rh(D), pues ahora descansa Unica-
nantes de sangre de Guanabacoa, semente en la inmunizaciéon de donantes
encontro 0,11 % de fenotipos D débiles en voluntarios (especiales) con los riesgos que
los blancos y no se encontraron variantes este tipo de proceder genera. Pero en la
D en este grupo racial; sin embargo, en preparacion de los AcM contra el antigeno
los no blancos la frecuencia d¢ e Rh(D), se han oservado dificultades
de 0,43 % y la de D parciales fue del adicionales, ya que son dificiles de obtener
0,16 %?%° Se sabe que entre los indi- a partir de sistemas en roedores, por la poca
viduos confenotipos D parciales las inmunogenicidad de este antigeno en
expresiones mas inmunogénicas son lasdichas especies. Sin embargo, se ha
categorias D, DV y D", que son incursionado con éxito en la generacion de
detectables como D positivos por los AcM anti-Rh(D) humanos.

reactivos convencionales clase IgG,

mientras que la categori@'l®s la menos i

inmonogénica y esto provoca errores enla TRANSFORMACION DE
clasificacion de estos donantéd.os LINFOCITOS CON EL VIRUS
eritrocitos de fenotipo categoria'Bs6lo DE EPSTEIN BARR (VEB)

poseen 3 epitopes (segln el modelo de los

9 epitopes) de los identificados para el Se demostré que los linfocitos B de los
antigeno D; esto explica por qué no se donantes sensibilizados con hematies
detecta por los reactivos basados en Rh(D) positivos pueden producir anti-
antisueros policlonales obtenidos mediante cuerpos anti-Rh(D) en cultivos de tejidos
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después de una infeccion con el VEB. de los donantes Rh(D) negativos
La subpoblacion de células inmortalizadas inmunizados por via natural o deliberada-
por el VEB se describe como formada por mente con el antigeno Rh(D), facilita la
células pequefias, de alta densidad, enselecciéon segln los criterios de un
reposo o alternativamente como una célula crecimiento vigoroso en cultivo y alto titulo
de gran ciclajé$ pero desafortunada- de anticuerpos anti-Rh(Dj vitro, antes
mente, estas lineas celulares linfoblas- de llevar a cabo la fusién con la linea de
toides B (LCL-B) usualmente cesan la mieloma. Los linfocitos B transformados por
produccion del anti-Rh(D) después de unos VEB se conoce que tienen una frecuencia
pocos meses en culti¥d.Para obtener  de fusién superior con la linea X63-Ag8.653,
lineas celulares humanas secretoras de Igssi se compara con los linfocitos B no
mas estables, varios investigadores han transformados con VEB bajo idénticas
intentado la estabilizacion mediante la condicioneg?

fusién con una linea de mieloma murino.

Otras fusiones emplearon linfocitos B

obtenidos del bazo, ganglios linfaticos, o REACTIVOS ANTI-RH(D)

sangre periféric&. Para estas fusiones se QUE RECONOCEN

usaron las lineas de mieloma de raton NS1 FENOTIPOS D DEBILES

0 SP1. También se publicé en la solicitud de Y A LAS VARIANTES D

patente No. 85/02413 de la P&Ta fusion
de linfocitos B de sangre periférica
transformados por el VEB con un hetero-
hibridoma, formado por una célula de
mieloma humano y la de ratén X63-

Una de las dificultades en la cla-
sificacion parcial de los hematies D es la
escasez de reactivos adecuados, los cuales

| g adeli se han obtenido del suero de individuos
Ag8.653y laobtencion por estaviadelineas . . fenotipos parciales de D que se han
secretoras de AcM anti-Rh(D), de las clases | inmunizado anti-D, o a través de 10s

IgM 0 IgG. Por otra parte, en la solicitud de 5\ Aunque los primeros AcM humanos
patente No. 0251440 de la EPGe informo clase IgG obtenidos en el murth no
que se pueden obtener hetero-hibridomas ¢,er0n superiores a los sueros policlonales
que cultivados en condiciones apropiadas, y fajlaban en la deteccion de los fenotipos
permiten obtener titulos de AcMo anti- p gépiles y de las variantes®Pla obten-
Rh(D) en ausencia de Ig de raton, mediante ¢jgn de AcM clase IgM anti-D estables,
la fusion de una linea celular de mieloma de ¢como los clones MAD-2 y FOM%
raton no secretora de Igs, directamente con provocé un cambio radical en la serologia
linfocitos B humanos transformados con de| sistema Rh. Estos AcM dieron lugar a
VEB y obtenidos de donantes hiperinmunes reactivos con altos titulos de anticuerpos,
para el antigeno Rh(D), conmasde@@e  que trabajan bien tanto a temperatura
anticuerpos anti-Rh(D)/mL/24 horas ambiente como a 37 °C, que unidos a los
cuando se cultivan a una concentracion de AcM clase IgG, desarrollados al final de la
1x1Ccel/mL. década del 89:** han convertido a los
Se sabe que s6lo 1 en’010 de los  hemoclasificadores basados en AcM
linfocitos B de sangre periférica de los humanos en los productos de eleccion para
donantes hiperinmunes para el Rh(D) son |a clasificacion sanguinea en el sistema Rh.
secretores de anticuerpos anti-Rh(D). La En relacién con los requerimientos de
transformacion con VEB de los linfocitos B especificidad, por la complejidad del
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antigeno Rh(D), muchos consideran que un larga duraciéon por otros 2 grupos, no
buen hemoclasificador no se debe elaborar reaccionan con las categoria¥,B>*y el
sobre la base de un solo AcM, sino que es trabajo dd_eadery otrosi® que describe
preferible una mezcla, por lo que hay que 3 AcM humanos con reactividad contra la
evaluar mediante la prueba de antiglobulina categoria ¥ y uno, el AcM H-26, que se
(prueba de Coombs) la presencia de la enlaza tanto a los hematies con fenotipo
variante D en casos criticos del estudio DY como D normal.

del grupo Rh(D) negativo y utilizar celulas Por otra parte, en relacién con su uso
DY en el panel celular, para la generacion de como elementos terapéuticos en humanos,
reactivos basados en AcM anti-Rh(D), con ya se han obtenido AcM humanos anti-
vistas a monitorear su calidad. Con lanueva Rh(D) que se pueden utilizar como
generacion de AcM reactivos anti-Rh(D) inmunizantes pasivos anti-D para la
se ha incrementado la proporcion de prevencion de la enfermedad hemolitica del
individuos previamente reconocidos como  recién nacido. En su excelente revision sobre
DY (deébil D, positivo por prueba de  gste novedoso temfgetchery Thomso
antiglobulina indirecta) que ahora son gegcriben los ensayos que se han llevado a
agrupados por pruebas directas de ¢apg para evaluain vitro a los AcM
hemaglutinacion como Rh(D) francamente humanos anti-D, que incluyen la medicién
positivos. S?n emb_argo, el primer requisito de la adherencia de los eritrocitos
de un reactivo anti-Rh(D) debe ser que de ggngipjlizados con estos anticuerpos a los
forma segura y sin ambigiiedades aglutine o .o hiores Fe de las células efectoras (por
alos hematies que aparentemente expresaryiennio ‘mediante rosetas), la fagocitosis
un complemento completo de epitopes D, por los monocitos de los eritrocitos

por lo cual la mayoria de los expertos sensibilizados o la lisis citotoxica de estas

considera que la prueba de antiglobulina __ .
indirecta ncs1 es aelzasencial arala%eteccién celulas por efectores a traves de ensayos
Y P de la citotoxicidad celular dependiente de

de los débiles D positivos (R siempre que anticuerpos (ADCC), y también por
se usen AcM que reconozcan a esta uimioluminiscencia se ha evaluado la
expresion, aunque para obtener la licencia ?es Lesta metabélica de 10S mMonocitos
0 registro sanitario no es necesario que los q P S . ;
reactivos anti-Rh(D) detecten a todas las urante la fagocitosis de I.OS erlt'rocnos
variantes de hematies D débiles o parciales.Sfens"b'“Zados con ACM anti-D. Asi se ha
Se insiste en la necesidad de un paneIV'S,tO qule_los monoclonales clase IgG3 son
celular internacional para la evaluacion mas ef|C|e_ntes que los 19G1 en varios
ensayos, incluyendo la formacién de

definitiva de estos reactivos y la obtencién i )
de AcM en diferentes paises, lo que sin 0Setas, la ADCC mediada por monocitos,
la adherencia y la fagocitosis. También se

dudas contribuird a su méas rapida h =
creaciéris han descrito las caracteristicas que deben

Entre los aportes mas recientes, 5 tra- '€unir los AcM anti-D para ser buenos
bajos describen AcM con reactividad con 29€ntes terapeuticos, tales como
hematies D parciales, 3 AcM con actividad ©SPecificidad, potencia, afinidad, grado de
contra la categoria‘Quno que no se podia glicosilacion, y ausencia de reactividad
mantener en cultivo por mas de 3 méées, cruzada con otros tejidos humanos.
otro con una reactividad muy débiy un Finalmente, los ensayos clinicos en curso,
tercero con reactividad anti¥Dy cre- permitiran obtener los datos necesarios para
cimiento celular estabfé.Los AcM anti -  obtener los permisos de las agencias
Rh(D) producidos a partir de cultivos de reguladoras’-*
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OTRAS ALTERNATIVAS alternativa para la obtencién de Ac anti-(D)
PARA LA OBTENCION DE AcM en sustitucion de los que se obtienen a partir
de los donantes sensibilizados.

Los anticuerpos humanos se pueden
generar también por la tecnologia recom-
binante3** El repertorio de las inmuno- COMENTARIOS FINALES
globulinas humanas se puede copiar de
manera muy efectiva segin la tecnologia Los aportes de la biologia molecular
de despliegue de fagos de los genes V. Conal entendimiento de la complejidad
el uso de estas técnicas, los genes queantigénica del sistema Rh y los avances
codifican para los dominios variables de un alcanzados en la serologia, gracias a los
anticuerpo de interés, se pueden capturar AcM, han permitido tener hoy por hoy un
del repertorio de las células B. Con estos mejor conocimiento de este sistema de
genes V se pueden obtener moléculas degrupos sanguineos. En este sentido, los
reconocimiento inmunolégico por una AcM estan contribuyendo decisivamente
estrategia de disefio y construccion. Estos a la definicion de algunos antigenos
descubrimientos recientes aportan una sanguineos cuyas caracteristicas estruc-
oportunidad Unica para estudiar la turales son desconocidasy al conocimiento
estructura molecular de la region variable de la expresion de los antigenos sanguineos
de los anticuerpos contra los antigenos en en los diversos tejidos y su relacién con la
células sanguineas, y estos estudios significacion funcional de estos antigenos,
podrian dar la posibilidad de desarrollar que obviamente nada tiene que ver con las
nuevas estrategias, incluso terapéuticas, transfusiones, y probablemente estd muy
para la prevencion y eliminacién de la relacionado con los procesos de diferen-
enfermedad hemolitica del feto y del recién ciacién y crecimiento celul&¥En el IHI se
nacido* desarrolla en la actualidad un proyecto de

Un producto muy atractivo de esta investigacion para la obtencion de AcM
tecnologia son los fragmentos de Ac anti-Rh(D) que sean adecuados para el
producidos en microorganismos a partir de escalado industrial y la formulacion de estos
bibliotecas de fagos con aplicacion en la reactivos, y la firma CIMAB SA ha iniciado
inmunohematologi&* Esta tecnologia, al la distribucion de pequefios volimenes de
utilizar microorganismos como célula reactivos monoclonales anti-Rh(D)
productora, facilita y abarata en gran medida elaborados a partir de sobrenadantes (de
el proceso de escalado. Estas opciones,cultivo de células B transformadas por el
basadas en la ingenieria genética, serian otraVEB) importados desde el extranjero.

SUMMARY

Antecedents and present state of Anti-Rh (D) monoclonal antibodies (MAB) are
described. Theses MAB have give rise to alternative way of production of non-
dependent hemoclassifiers of deliberate immunization of humans, based on hybridomes
technology. The MAB to D antigens are impossible to obtain in rodents because of
low immunogenicity of this antigen in such species, but human B lymphocytes
sensitized with positive Rh (D) red cells, may produce anti-Rh (D) antibodies in tissue
culture after infection and cell transformation using Epstein Barr virus (EBV).
Nevertheless, complexity of this obtention is in ciew of existence of individuals carriers
of red cells with weak D phenotypes{Bhowing an expression qualitatively minor of
antigen, and partials D(variants of D) (category), where presentation of antigen may be
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incomplete, since they lack of one or more epitopes of “normal” D mosaic, which has
more than 30. To obtain a proper specificity of a reagent based on MAB, this must
recognize some of the commonest epitopes, and usually is prefered a mixture of class
IgG and IgM antibodies. Thaks to the fact that there is a new generation of anti-RH (D)
reagents, based on MAB, it was possible increase in ratio of individuals previously
recognized as Dthat at present time are grouped by hemagglutination direct tests as
Rh (D) obviously positives.

Subject headingsANTIBODIES, MONOCLONAL; HERPESVIRUS 4, HUMAN,;
MOLECULAR BIOLOGY; BLOOD GROUPS.
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