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RESUMEN

El desarrollo de la Inmunohematologia en el Instituto de Hematologia e
Inmunologia en los ultimos afios se ha caracterizado por la introduccién de los
anticuerpos monoclonales hemoclasificadores y de nuevos ensayos para profundizar
y optimizar el diagnéstico inmunohematolégico, asi como elevar el nivel cientifico
de profesionales y técnicos vinculados con la especialidad. Los resultados mas
relevantes se obtuvieron en la generacién de anticuerpos monoclonales y en el
estudio de los auto y aloanticuerpos eritrocitarios y plaguetarios. Se ha destacado
también la labor como Laboratorio de Referencia en Inmunohematologia, asi como
los aportes a la docencia en medicina transfusional. Las proyecciones futuras de
trabajo deberan estar encaminadas a la introduccion de las técnicas moleculares en
Inmunohematologia y a profundizar en el estudio de los anticuerpos contra
leucocitos y plaquetas.
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ABSTRACT

The development of the Immunohematology in the Institute of Hematology and
Immunology in past years has been characterized by the introduction of
hemoclassifying monoclonal antibodies and of new trials to deepen and to optimize
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the immunohematologic diagnosis, as well as to raise the scientific level of the
professionals and technicians linked to specialty. The more relevant results were
achieved in monoclonal antibodies generation and in the study of the erythrocyte
and platetelet alloantibodies and autoantibodies. The work as Immunohematology
Reference Laboratory has been emphasized as well as the contributions to
transfusion medicine teaching. The future work projections must to be directed to
introduction of molecular techniques in Immunology and to deepen in the study of
antibodies to leukocytes and platelets.

Key words: Immunohematology, blood groups, transfusion medicine, monoclonal
antibodies.

El desarrollo de la Inmunohematologia en el Instituto de Hematologia e
Inmunologia (IHI) comenzé desde los inicios de la creacién del centro a finales de
los afios 60. Los avances mas notables en los primeros 30 afios fueron publicados
anteriormente en ocasion de celebrarse dicho aniversario, donde también se
identificaban las lineas futuras de trabajo.! Dentro de estas, se sugeria la
introduccion de los anticuerpos monoclonales para el diagnéstico y los ensayos
inmunoenzimaticos cuantitativos, entre otros. En este trabajo se muestran los
resultados alcanzados en los diferentes aspectos desarrollados en los Ultimos afios.

GENERACION Y FORMULACION DE ANTCUERPOS
MONOCLONALES Y HEMOCLASIFICADORES

Los esfuerzos emprendidos en esta tarea se concretaron con la obtencion del
primer anticuerpo monoclonal murino anti-A obtenido en Cuba (clon IHI-15), util
como reactivo hemoclasificador por las caracteristicas de reconocer los subgrupos
A1 Yy A,, asi como variantes débiles como el Az y el A2 Los anticuerpos de este clon
poseen caracteristicas singulares, con un patrén de reactividad inmunohistoquimica
restringida al aparato de Golgi de células endoteliales y no reconocen a los
oligosacaridos sintéticos A-tri y A-tetra-1, pero mostraron una reaccién bien
definida con la estructura H tipo 3 y con los glicolipidos eritrocitarios.® A partir de
estos resultados se formuld un reactivo hemoclasificador anti-A monoclonal con los
criterios de calidad recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
en cuanto a potencia, intensidad y avidez, y en colaboracién con el Centro de
Inmunologia Molecular, se escal6 la produccion y se evalud en ensayo de terreno
hasta determinar la estabilidad en anaquel del producto terminado.*” Por sus
resultados, esta investigacion recibié el Premio Anual de la Salud del Ministerio de
Salud Publica en el afio 2000 y el Premio Anual de la Academia de Ciencias de Cuba
en el afio 2003. El estuche de reactivos para la hemoclasificacién del grupo
sanguineo ABO se complet6 con los anticuerpos monoclonales anti-B generados en
el Laboratorio de Antigenos Sintéticos de la Universidad de La Habana,® que fueron
evaluados con iguales criterios a partir de una colaboracién entre ambas
instituciones.®
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ESTUDIOS DE GRUPOS SANGUINEOS E IDENTIFICACION DE
ERITROCITARIOS

El estudio de las variantes de los grupos sanguineos ABO en la poblacién cubana
fue de los primeros realizados en este periodo, investigacion que fue necesaria para
apoyar la caracterizacion de los anticuerpos monoclonales hemoclasificadores y
para la creacidon de bancos de células fenotipadas para el control externo de la
calidad de estas producciones. Los resultados mas relevantes indicaron que los
subgrupos A, Aint Y A2B son mas frecuentes en los descendientes de africanos,*°
con una alta incidencia del fenotipo A,B con deficiencia de H, que no reacciona con
el reactivo anti-A; ni con la lectina anti-H de Ulex europeaus.'! La identificacion de
estos fenotipos es necesaria para la seleccidon correcta de eritrocitos testigos en la
evaluacion de los reactivos anti-A. En este estudio, se identificé por vez primera la
variante A, en la poblacion de donantes de sangre cubanos.*®

La frecuencia de los fenotipos del sistema Rh también fue objeto de estudio; los
resultados no difieren de los obtenidos en otras poblaciones con mezcla racial, pero
confirmaron que en la nuestra, los fenotipos Rh CcDee y CcDEe predominaron en
los individuos blancos y el fenotipo ccDee en negros, lo que predispone a estos
altimos a la aloinmunizacién por transfusién para los antigenos Rh C y E.*? Por otra
parte, la expresion débil del antigeno D 6 D débil (anteriormente D"), con el uso de
anticuerpos anti-D policlonales, se identific6 mas frecuentemente entre los negros
(12,5 %) y mestizos (6,1 %) que en los blancos (1,3 %). Sin embargo, con el
empleo de los reactivos anti-D monoclonales, todos los D débiles identificados entre
los blancos fueron clasificados como RhD positivos, y la frecuencia de D débil en los
mestizos se reduce al 0,05 %, y en los negros, al 0,06 %. Se investigaron también
los fenotipos D parciales y se encontré una frecuencia general en los donantes de
sangre del 0,094 %. La categoria D¥' se demostré Gnicamente en los blancos y la
categoria D'® predomind entre los negros. En ninguno de los casos se detectaron
anticuerpos anti-D séricos (resultados no publicados).

No obstante los resultados de la caracterizacion de los D parciales en los donantes
de sangre, el hallazgo posterior de un paciente con anemia drepanocitica RhD
positivo de la categoria D'V con anticuerpos anti-D, confirmd la presencia de otros
D parciales no identificados. En este caso, el estudio de los eritrocitos con
anticuerpos monoclonales anti-D revel6 la ausencia de epitopes especificos que
caracterizan a esta categoria, que fue confirmada por técnicas moleculares en el
estudio de los exones del gen RhD.*3

Aungue se habian realizado estudios previos de aloinmunizacion eritrocitaria en los
pacientes con drepanocitosis, se comunicaron los resultados obtenidos en un total
de 259 casos en relacion con el protocolo pretransfusional establecido en cada
ocasion. La investigacion demostré que del 30 % de aloinmunizacion, se logré la
disminucién de la frecuencia de aloinmunizacién al 8,2 % en los adultos y al 4 % en
los nifios con la transfusion de eritrocitos fenotipados para los antigenos Rh (CcEe)
y K en dependencia del fenotipo del paciente. El abandono de esta practica en los
afios 90 debido a la pérdida de los mercados para la adquisicién de los reactivos,
elevo la frecuencia de aloinmunizacion al 23 % en los pacientes adultos y al 10 %
en los nifios. Los aloanticuerpos mas frecuentemente identificados fueron anti-E,
anti-C y anti-K; en el 64 % de los pacientes se detectaron anticuerpos contra un
solo antigeno y en el 36 % se identificaron anticuerpos contra 2 o mas antigenos de
grupos sanguineos.*® Estos datos demuestran las ventajas de la transfusion de
eritrocitos fenotipados para los antigenos Rh y K en este grupo de pacientes. Por
otra parte, no se considerd necesario el fenotipaje preventivo de los antigenos de
los sistemas Duffy y Kidd, ya que la aloinmunizacién contra los antigenos de estos
sistemas fue menos frecuente.
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Estos resultados fueron confirmados en el andlisis de la terapia transfusional en
pacientes pediatricos con drepanocitosis, donde se demostré una frecuencia de
aloinmunizacion del 10,8 %.%

ALOINMUNIZACION FETOMATERNA, TROMBOCITOPENIA
NEONATAL ALOINMUNE Y ENFERMEDAD HEMOLITICA
PERINATAL

Los estudios realizados para caracterizar la aloinmunizacion contra células
sanguineas en mujeres nuliparas en el primer trimestre del embarazo, encontraron
una alta frecuencia de aloinmunizacion contra leucocitos, principalmente
anticuerpos anti-HLA, y una tendencia a la apariciéon de anticuerpos especificos
contra leucocitos y plaquetas secundarios al aborto, sin la presencia de anticuerpos
eritrocitarios.*®® Estos resultados alertan sobre la necesidad de profundizar en los
estudios sobre el significado clinico de estos anticuerpos en el embarazo,
especialmente aquellos relacionados con las enfermedades aloinmunes perinatales.
Al respecto, se realiz6 el primer estudio en el pais sobre la incidencia de la
trombocitopenia neonatal aloinmune. La investigaciéon abarcé todos los hospitales
maternos de la provincia Ciudad de La Habana en un periodo de 6 afios y mostré
una incidencia de 1 x cada 13 869 nacidos vivos, con una letalidad del 33,3 %, y
una tasa de mortalidad proporcional de 5,95 x 1 000 nacidos vivos.'” El estudio
demuestra la necesidad de proyectar investigaciones que evallen el beneficio de la
introduccién del escrutinio de anticuerpos anti-plaquetarios durante el embarazo
para evitar la letalidad perinatal por esta enfermedad.

En colaboracién con el Servicio de Neonatologia del Hospital General Docente
"Enrique Cabrera" se han realizado varias investigaciones sobre la enfermedad
hemolitica perinatal (EHPN). Los resultados mas relevantes se obtuvieron en el
estudio de la EHPN por incompatibilidad ABO, donde se determiné como criterio
inmunohematolégico asociado con el diagndstico clinico, un titulo de IgG anti-A 'y
anti-B materno igual o superior a 64. Por otra parte, el tratamiento con
gammaglobulina endovenosa en los neonatos afectados logro la disminucion de la
exanguinotransfusién Gnicamente al 8 % de estos casos.*® Otros resultados
incluyen el diagnéstico y el tratamiento de un paciente en quien se asocia la EHPN
por ABO con hemdlisis mediada por anticuerpos del sistema de grupos sanguineos
Kidd.*®

Para el estudio de la prediccion prenatal de la EHPN por RhD se introdujo un
método inmunoenzimatico para determinar la concentracion sérica de IgG anti-D en
embarazadas RhD negativas aloinmunizadas. La concentracion de IgG anti D fue
mayor que 4 Ul/mL, en todos los casos con afeccién clinica y aument6 de acuerdo
con la severidad de la enfermedad, por lo que se recomendé la introduccién de este
método en el seguimiento de la embarazadas RhD negativas aloinmunizadas.?®

CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS ERITROCITARIOS Y
PLAQUETARIOS

Las deteccidon de autoanticuerpos eritrocitarios es una de las pruebas
inmunohematolégicas mas indicadas en los pacientes hematoldgicos. Las
investigaciones en este campo se centraron en introducir ensayos mas sensibles
para la caracterizacion de los autoanticuerpos. De esta forma, se establecioé un
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micrométodo para la deteccion de clases y subclases de los autoanticuerpos
eritrocitarios y un ensayo inmunoenzimatico para la cuantificacion de
autoanticuerpos de los isotipos IgG, IgA e IgM en los hematies de los pacientes con
anemia hemolitica autoinmune (AHAI).??2

Entre los resultados de su aplicacion se destaca la introducciéon de la cuantificacion
de autoanticuerpos asociada con los hematies, para el diagnéstico de la AHAI con
prueba de Coombs negativa,?® y se demostré que la severidad de la hemdlisis en
los pacientes con AHAI esta en relacion con la coexistencia de multiples
inmunoglobulinas en los hematies y en especial de la IgM.?* 2> En los casos de AHAI
inducida por el tratamiento con interferén alfa, se encontré una relacion
cuantitativa entre el numero de moléculas de IgG por hematie y la severidad de la
hemdlisis, que permiten recomendar este método como una herramienta para la
evaluacion de la hemodlisis inmune inducida por este farmaco y para la decision de
la conducta terapéutica (resultados no publicados). Se caracterizaron también los
pacientes con AHAI atendidos en nuestra institucion y se evalud la respuesta al
tratamiento.?®

Para el estudio de los autoanticuerpos anti-plaquetarios se desarrollé un ensayo
inmunoenziméatico para la deteccién de anticuerpos de los isotipos 1gG, IgA e IgM,
que dentro de otras bondades, permitié realizar la determinacién en pacientes con
trombocitopenia severa. El método mostré una sensibilidad del 83,3 % para la
deteccion de autoanticuerpos en pacientes con purpura trombocitopénica
autoinmune (PTA) aguda, y del 71,4 % en los casos con PTA crénica.?’ En una
caracterizacion posterior de los casos con PTA aguda se encontré que la presencia
de autoanticuerpos IgA se relacion6 con una evolucion desfavorable de la
enfermedad (resultados no publicados).

ESTUDIOS DE REFERENCIA

En 1997, el Departamento de Inmunohematologia fue designado por el Centro para
el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos (CECMED) como laboratorio
evaluador para el control externo de la calidad de los reactivos para uso en
inmunohematologia. En un inicio, y junto con los especialistas del CECMED, se
elaboraron las recomendaciones para la evaluacion de los diagnosticadores para
uso en inmunohematologia. Esta regulacion establece los requisitos de calidad que
deben de cumplir los sueros hemoclasificadores, el reactivo antiglobulinico
(Coombs), la albumina bovina, asi como los ensayos de terreno que deben
realizarse a estos diagnosticadores para su registro y uso en el pais.?® A partir de
ese afio se analizaron las producciones de todos los reactivos mencionados con
liberacion de lote por el CECMED, de acuerdo con el certificado de evaluacion
emitido por el Laboratorio de Inmunohematologia del IHI. Este laboratorio, junto
con el CECMED, particip6é también en un estudio multicéntrico para la validacién del
estandar internacional del suero hemoclasificador anti-D.*®

La experiencia en estudios de referencia obtenida en la evaluacion de anticuerpos
monoclonales anti-D,3® mediante la participacion en el 111 Taller Internacional de
Anticuerpos Monoclonales contra Antigenos Eritrocitarios y Relacionados, celebrado
en Nantes, Francia, en 1996, fue ampliada con la participacion en el IV Taller en
Paris, en el 2001. Para este Ultimo, se estudiaron en nuestro laboratorio 61
anticuerpos monoclonales anti-D con la finalidad de definir su especificidad
epitépica D;*' y 64 anticuerpos monoclonales que reconocian a los antigenos A, B,
AB, A4, H, Lewis y P, para evaluar su factibilidad como reactivo hemoclasificador.*?
La participacion en estos talleres permitié contar con reactivos monoclonales anti-D
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de referencia para caracterizar los epitopes del antigeno en las variantes RhD
parciales, asi como la comparacién de nuestros resultados con los obtenidos por
otros laboratorios en la evaluacion de anticuerpos monoclonales
hemoclasificadores.

DOCENCIA

La docencia en Imunohematologia ha estado siempre presente en la formacion
posgraduada de la residencia en las especialidades médicas de Hematologia e
Inmunologia. Sin embargo, con la creacion de la Licenciatura en Tecnologia de la
Salud en el perfil de Medicina Transfusional, se han adquirido nuevas
responsabilidades. Con la colaboracion de especialistas del IHI se realiz6 el disefio
de la carrera y los programas de las asignaturas de Hematologia, Inmunologia
Basica, Biologia Molecular, Genética, Inmunohematologia y Transfusiologia. El IHI
jerarquiza también la preparacién practica y las evaluaciones de los alumnos en la
docencia de Inmunohematologia. En este periodo, especialistas de nuestra
institucién han dirigido varios trabajos de tesis para la obtencién de grado en este
perfil y han publicado una serie de articulos®**3> como apoyo bibliogréafico para la
preparacion en esta disciplina, asi como varios capitulos para el libro de texto sobre
Laboratorio Clinico.3¢™°

Con la colaboracién de la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), el IHI
edit6 los Procederes para Bancos de Sangre y Servicios de Transfusion*' y las Guias
Clinicas de la Medicina Transfusional.*? Estos textos ofrecen la informacion
necesaria para la normalizacién de los procesos en general para la captacion del
donante de sangre hasta la transfusion al receptor, y la actualizacion de
conocimientos cientificos en Medicina Transfusional que coadyuven al uso mas
racional de la transfusion de sangre y componentes sanguineos, donde tiene un
peso importante la Inmunohematologia.

CONSIDERACIONES FINALES

Las investigaciones realizadas en los ultimos afios se centraron fundamentalmente
en la introduccién de los anticuerpos monoclonales hemoclasificadores y en la
realizacion de nuevos ensayos para profundizar y optimizar el diagndéstico
inmunohematolégico, asi como elevar el nivel cientifico de profesionales y técnicos
vinculados con la especialidad. La Inmunohematologia se ha desarrollado
vertiginosamente en la ultima década a nivel internacional, con el desarrollo de las
técnicas moleculares para el estudio de los grupos sanguineos eritrocitarios,
plaquetarios y leucocitarios y con el empleo de técnicas que permiten una mejor
caracterizacion de los anticuerpos contra células sanguineas. De esta forma, las
proyecciones futuras deberan estar encaminadas a la introduccién de las técnicas
moleculares en Inmunohematologia y a profundizar en el estudio de los anticuerpos
contra leucocitos y plaquetas.
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