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Resumen:

Introduccion: El Suero de Coombs es un reactivo ampliamente utilizado en los bancos de sangre y
laboratorios clinicos para la deteccidn tanto de anticuerpos anti-eritrocitarios, asi como de fragmentos
del factor C3 del complemento adheridos a la superficie de los eritrocitos mediante la Prueba Coombs.
La disponibilidad de esta prueba impacta especialmente en la calidad de los servicios de medicina trans-
fusional y en el estudio de desdrdenes autoinmunes. El reactivo utilizado actualmente en Cuba se im-
porta al granel desde un unico proveedor, lo que constituye una vulnerabilidad para el Sistema Nacional
de Salud.

Objetivo: Obtener un AcM con capacidad aglutinante especifica de eritrocitos C3b/d (+), adecuado
como componente activo anti-complemento de sueros antiglobulinicos humanos mono y poliespecificos
segun los requisitos regulatorios establecidos por el CECMED.

Métodos: Se fusionaron células X63-Ag8.653 con esplenocitos de raton BALB/c previamente sensi-
bilizados con el fragmento C3d humano mediante la tecnologia del Hibridoma. Los pozos con creci-
miento se seleccionaron segun la actividad aglutinante especifica de eritrocitos C3b/d (+) y los clones
fueron aislados mediante clonaciones celulares por dilucién limitante.

Resultado: se aislaron tres clones de hibridoma secretores de anticuerpos de la clase IgM anti-C3b/d
y con potencia de aglutinacién igual o mayor que las referencias comerciales utilizadas en los ensayos,
tanto en ascitis de ratdbn como en sobrenadante de cultivo celular.

Conclusion: Los AcM obtenidos cumplieron los requisitos regulatorios de especificidad y potencia
vigentes, por lo que permitira el desarrollo de Sueros antiglobulinicos humanos de origen nacional.
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I. INTRODUCCION

Los reactivos antiglobulinico humano o sueros de Coombs son ampliamente utilizados en los bancos
de sangre y laboratorios clinicos para la deteccidn tanto de anticuerpos anti-eritrocitarios, asi como de
fragmentos del complemento adheridos a la superficie de los eritrocitos mediante un ensayo de hema-
glutinacion conocido como Prueba Coombs o Prueba de Antiglobulina Humana ®. La aplicacion de
esta prueba tiene un impacto directo en la calidad de los servicios de salud, con particular relevancia en
el ambito de la medicina transfusional y en el estudio de varios desordenes inmunohematoldgicos 2.

La mayoria de los sueros antiglobulinicos humanos contienen un anticuerpo monoclonal como com-
ponente anti-C3, si bien todavia se pueden encontrar versiones con componentes anti-C3 policlonales.
No obstante, los primeros se han impuesto gracias a su alta especificidad, a sus altos titulos de aglutina-
cion y a una menor variabilidad entre los lotes de produccién con respecto a los segundos. Estos anti-
cuerpos monoclonales son de la clase IgM, los cuales poseen gran capacidad de aglutinar eritrocitos
debido a que su conformacion estructural pentamérica les confiere un tamafio molecular lo suficiente-
mente grande como para superar la distancia de repulsion existente entre eritrocitos provocada por el
potencial Z, unirse a determinantes antigénicos presentes en la superficie de células distintas y formar el
enrejado caracteristico que conduce a la aglutinacion mediada por anticuerpos ©.

La proteina C3 es relativamente abundante en sangre, con una concentracion que puede superar el
gramo por litro ®). Se ha reportado la obtencion de anticuerpos monoclonales anti-C3d a partir de la
sensibilizacion de ratones con la proteina purificada a partir de suero sanguineo®, o inmunizando con
eritrocitos revestidos con el fragmento C3d, lo que se puede lograr mediante la estimulacién de la ruta
alternativa de activacion del complemento, en la cual el fragmento C3b espontaneamente se adhiere
directamente a la membrana celular sin mediacion de anticuerpos, el cual posteriormente se degrada a
C3d al exponerse la suspension de eritrocitos a digestion proteolitica controlada en presencia de tripsi-
na.

El presente trabajo tuvo como objetivo la obtencion de un anticuerpo monoclonal con capacidad
aglutinante especifica de eritrocitos C3b/d positivos y, por tanto, adecuado como componente activo
para el desarrollo de sueros antiglobulinicos humanos segun los requisitos regulatorios establecidos por
el CECMED.

Il. METODO

Preparacion de la suspension inmunogénica: Para la sensibilizacion de los ratones contra la molécula
C3 se prepard una suspension de eritrocitos de raton BALB/c revestidos con C3dhumano en Tampon
Fosfato Salino pH 7.2-7.4. El revestimiento se realizd segun los “Métodos recomendados para la eva-
luacién de potencia, especificidad y reactividad de antiglobulina humana” de la FDA ®), pero sustitu-
yendo los eritrocitos humanos por eritrocitos de raton y empleando como fuente del antigeno una mez-
cla de 10 volumenes de suero humano normal de donantes diferentes doblemente absorbida con
eritrocitos de raton (),

Sensibilizacion de ratones BALB/c: Se inmunizaron ratones hembras de entre 6 y 8 semanas edad
(Cenpalab, Cuba) aplicando cinco inyecciones intraperitoneales a razon de 1 x 108 eritrocitos revestidos
con C3d /0.5mL /ratén de Tampdn Fosfato Salino a intervalos de siete dias. El dia previo a la quinta



inyeccion se comprobo actividad aglutinante anti-C3d en muestras de suero sanguineo y cuatro dias
después de la quinta inyeccion se sacrificd el raton y los esplenocitos se extrajeron para fusion celular.

Fusion celular y seleccion de clones: Los esplenocitos extraidos fueron fusionados con células X63-
Ag8.653 aplicando Polietilenglicol 3350MW (Sigma, Cat # P-3640) al 50% en Tampon Fosfato Salino
en una proporcién esplenocito/mieloma de 3:1. La fusidn celular se realiz6 segun la descripcion del mé-
todo por Yokoyama con ligeras modificaciones ®9. Entre 12 y 13 dias después se identificaron los po-
zos con actividad especifica por aglutinacion en tubos frente a eritrocitos humanos revestidos con C3d.
Los pozos con mayor intensidad de aglutinacion anti-C3b y anti-C3d fueron sometidos a clonaciones
por diluciones limitantes sucesivas a 1 y a 0.5 células por pozo respectivamente. Los clones correspon-
dientes a las muestras con mayor titulo se expandieron en cultivo para preservar por congelacion, y para
evaluar las propiedades de los anticuerpos monoclonales.

Prueba antiglobulina: Las muestras de anticuerpo en suero, sobrenadante de cultivo y ascitis maligna
fueron evaluadas en tubos de 13 x 100mm. Se enfrent6 en cada tubo 100uL de la muestra con una sus-
pension de eritrocitos O+ a los 5% recubiertos con C3b o C3d. Para determinar el titulo se preparé pre-
viamente una dilucion seriada 1:2 de la muestra. Para las pruebas de especificidad se midié la muestra
pura frente a eritrocitos de los grupos A1, B y O no recubiertos, y eritrocitos del grupo O recubiertos con
C3b, C3d, C4b/d e 1gG humana 19,

Isotipaje: El isotipo del anticuerpo obtenido fue comprobado por inmunodifusion doble de Ouchter-
lony en gel de agarosa-PEG ™Y, En el pocillo central se aplicaron las muestras de anticuerpo en ascitis
diluidas 1:20, mientras en los pocillos periféricos se aplicaron los reactivos isotipo especificos, uno en
cada pozo (Sigma-Aldrich, Cat # ISO2-1KT). La placa de agarosa se incubd en camara hiumeda por 48
horas, y se comprobo la formacion de la linea de precipitacion isotipo especifica.

I1l. RESULTADOS

El recubrimiento de eritrocitos de raton con C3 humano por estimulacion de la via alternativa de acti-
vacion del Sistema del Complemento se emple6 como una variante al uso de C3 purificado a partir de
suero humano normal, como inmundgeno para la sensibilizacién de los ratones previo a la fusion celu-
lar. La potencia anti-C3b estuvo en un rango de 8 a 16, mientras la potencia anti-C3d estuvo en el rango
de 16 a 32. Cuando se prepararon recubrimientos simultaneos de eritrocitos de raton y eritrocitos huma-
nos, a partir de la misma muestra de suero humano absorbido, la potencia de aglutinacién frente a los
eritrocitos de raton recubiertos fue en la mayoria de los casos un punto inferior a la obtenida frente a
eritrocitos humanos recubiertos, mientras en una minoria de pruebas dieron resultados similares. No se
detectaron aglutinaciones frente a eritrocitos de ratén o humanos no recubiertos. También se comprob6
que los eritrocitos recubiertos con C3d mantenian la potencia de aglutinacion especifica hasta 72 horas
después del momento de recubrimientos cuando el boton de eritrocitos era conservado a 2-8°C en Tam-
pon Fosfato Salino.

Durante la inmunizacion de los ratones se aplicaron inyecciones intraperitoneales seriadas de una
suspension de eritrocitos de raton recubiertos con C3d humano, y se confirmé la sensibilizacion contra
esta molécula al medir actividad aglutinante especifica en muestras de suero sanguineo de los ratones
inmunizados sobre una suspension eritrocitos humanos previamente recubiertos. La intensidad de aglu-
tinacion de los ratones sensibilizados fue de 2+ (escala de intensidad 0 — 5+), y entre estos se eligio el
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que tuvo aglutinados mas grandes como donante de los esplenocitos para fusion (Figura 1). No se ob-
servé aglutinacion anti-C3d en muestras de ratones no inmunizados.

Del bazo se extrajeron 18 x 10 células con 98% de viabilidad, las que se fusionaron con células X63-
Ag8.653 en una razén de 3:1 'y se sembraron en placas de 96 pozos.
Al ser la fusion celular un proceso aleatorio y con una eficiencia
relativamente baja, solo una parte minoritaria del total rinde produc-
tos de fusion viables, mientras la mayoria de las células permanece
en su forma simple no fusionada (Figura 1). Durante la primera se-
mana de incubacion las células viables comenzaron a dividirse for-
mando colonias incipientes, las que fueron ganando tamafio y defi-
nicion a finales de la segunda semana (Figuras 2, 3y 4).

Fig. 1. Deteccion de actividad anti-
C3d en muestra de suero sanguineo
de raton inmunizado con eritrocitos
de ratdn revestidos con C3d humano.

Fig. 2. Células recién sometidas Fig. 3. Crecimiento selectivo Fig. 4. Colonias de hibridomas
a fusion celular. Fecha blanca: incipiente de colonias de hibrido- formadas en Medio HAT a los 10
célula X63-Ag8.653 no fusionada. mas en Medio HAT a los 5 dias dias después de la fusion celular.
Flecha negra: esplenocito no fu- después de la fusién celular. En- Enfoque a 40X.
sionado. Fechas azules: células foque a 100X.

fusionadas. Enfoque a 400X.

Durante la segunda semana se detectaron al microscopio 5978 colonias en 959 pozos de los 960 sem-
brados (Tabla 1). La eficiencia de fusion, entendida como el porcentaje de pozos con crecimiento de
colonias con respecto al total de pozos sembrados, fue de un 100%, lo que se atribuye a que la densidad
celular de siembra en las placas fue superior al valor recomendado ), dada la gran cantidad de células
con alta viabilidad celular extraidas del bazo. Este argumento gana peso al observar que el valor prome-
dio de 6 colonias celulares por pozo, un valor relativamente alto si se busca obtener un minimo de colo-
nias celulares por pozo, distribuidas en una mayor cantidad de pozos, lo que permitiria facilitar el poste-
rior aislamiento de clones productores especificos ®. Por otro lado, se descart6 el crecimiento anormal
de colonias de X63-Ag8.653. Se sembr¢ una placa control con estas células en medio HAT, y se verifi-



c6 la muerte del 100% de las mismas 6 dias después al observar muestras del cultivo en presencia de
Azul de tripano al 0.4% en Tampon Fosfato Salino.

Tabla 1. Distribucion de colonias celulares en crecimiento en las placas de cultivo.

Placa Pozos Pozos Pozos Pozos Pozos 10 Porcentaje de Colonias Promedio
con 0 con 1-3 con 46 con 79 o mas colo- pozos con cre- porplaca de  colonias
colonias colonias colonias colonias nias cimiento por pozo

1 1 33 48 14 0 99% 415 4

2 0 45 45 5 1 100% 347 4

3 0 2 38 35 21 100% 704 7

4 0 2 29 37 28 100% 767 8

5 0 8 36 40 12 100% 653 7

6 0 13 48 25 10 100% 584 6

7 0 38 39 16 3 100% 437 5

8 0 5 32 42 17 100% 700 7

9 0 5 48 26 17 100% 645 7

10 0 6 32 35 23 100% 726 8

Total 0 157 395 275 132 100% 5978 Fkk

Durante los dias 12 y 13 después de la fusion celular los pozos se evaluaron por la prueba de antiglo-
bulina anti-C3d. Se detectaron 59 pozos con actividad anti-C3d y con intensidad de aglutinacién varia-
da, los cuales quedaron distribuidos heterogéneamente entre las placas en un rango desde 0 hasta 12 por
placa (Tabla 2). La eficiencia de fusion especifica, entendida como el porcentaje de pozos con actividad
anti-C3d con respecto al total de pozos con colonias en crecimiento, tuvo un valor promedio de 5.9%
por placa, valor considerado satisfactorio para el método de fusion celular con PEG ©).

Tabla2. Obtencién de pozos de fusién con actividad anti-C3d.

Placa Pozos Pozos Pozos Pozos Pozos Pozos
evaluados anti-C3d: 2+ anti-C3d: 3+ anti-C3d: 4+ anti-C3d: 5+ anti-C3d

95 2
96
96
96
96
96
96
96
96
0 96
Total 959
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Los pozos con intensidad de aglutinacién 0, 1+, 2+ y 3+ se desecharon, mientras los pozos con inten-
sidad de aglutinacion 4+ y 5+ se conservaron para continuar con el proceso de seleccion y aislamiento
de los mejores candidatos mediante el método de clonacidn por diluciones limitantes. Los clones fueron
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identificados como 4D9, 7D11y 7ES6, los que fueron expandidos en cultivo celular y fueron congelados
en nitrégeno liquido.

Simultdneamente se produjo IgM anti-C3 a partir de los cultivos de los clones obtenida tanto en so-
brenadante de cultivo celular como en liquido ascitico en ratones BALB/c, a partir de los cuales fueron
evaluadas las propiedades funcionales segun los requisitos de calidad establecidos en la regulacion vi-
gente para el componente anti-C3 de un Suero Antiglobulinico Humano y se determing el isotipo de las
inmunoglobulinas. En los tres casos se comprobd que los anticuerpos producidos correspondieron a
inmunoglobulinas de raton del tipo IgM, el tipo de inmunoglobulina con mayor eficiencia de aglutina-
cion de eritrocitos. La IgM es secretada formando mayoritariamente pentameros, o hexameros de la
inmunoglobulina, poseyendo de 10 a 12 sitios de unién. Esta propiedad polivalente de la molécula de
IgM le confiere una alta avidez por el antigeno, la que es superior a las de otras inmunoglobulinas como
la 1gG, de naturaleza bivalente. Por otro lado, esta macro inmunoglobulina tiene un peso molecular de
entre 900 y 1050kDa en los pentdmeros y hexameros respectivamente, cuya talla le permite abarcar
tramos de hasta 35nm, suficientes para superar la brecha de alrededor de 25nm entre eritrocitos en sus-
pensién causada por la nube de iones de carga negativa que rodean la membrana externa de los eritroci-
tos provocando una repulsion entre estos y, por tanto, que aglutinen espontaneamente 2,

La especificidad de reconocimiento y el titulo de aglutinacion de los clones fueron determinados fren-
te a un panel de eritrocitos portadores de diferentes determinantes antigénicos. Como se muestra en la
Tabla 3, en ningun caso se observaron aglutinaciones en eritrocitos no revestidos suspendidos en Solu-
cién Salina Fisioldgica, ni en LISS, ni con determinantes antigénicos del Sistema Sanguineo ABO.
Igualmente, no se detecto actividad cruzada con la molécula 1IgG humana ni con el factor C4 del com-
plemento, por lo que las propiedades funcionales de los anticuerpos estan a tono con lo establecido en la
Regulacion No. D-59/2021 del CECMED (9,

Tabla 3. Titulo de aglutinacion de muestras de los AcM 4D9, 7D11y 7E6

Muestra AthD+ BRhD+ oRhD+ ORhD+, C3b ORhD+, C3d ORhD+, C4b/d ORhD+, 19G

Referencia Polies-

pecifica 0 0 0 1:8 1:128 0 256
anti-1gG, -C3b/d
Referencia Mono-

especifica 0 0 0 1:32 64 0 0
anti-C3b/d
SC 4D9 0 0 0 1:64 2048" 0 0
SC 7D11 0 0 0 1:16 2048" 0 0
SC 7E6 0 0 0 1:32 2048" 0 0
LAM 4D9 0 0 0 1:1024 2048" 0 0
LAM 7D11 0 0 0 1:1024 2048" 0 0
LAM 7E6 0 0 0 1:1024 2048" 0 0

Leyenda: SC: sobrenadante de cultivo; LAM: liquido ascitico maligno; *: dltimo punto de dilucién montado.

El componente anti-C3 en un reactivo antiglobulinico humano debe alcanzar un titulo similar al de la
referencia comercial en un ensayo en paralelo, y en ausencia de esta, debe aglutinar eritrocitos recubier-



tos con C3b con un titulo no menor que 1:4 y eritrocitos recubiertos con C3d con un titulo no menor que
1:1 con una intensidad minima de 2+. Los resultados obtenidos en los tres clones evaluados superan los
valores medidos en los reactivos mono y poliespecificos de referencia, con la excepcion de la potencia
anti-C3b del sobrenadante de cultivo del clon 7D11 con respecto a la referencia monoespecifica. Si bien
los titulos de aglutinacion de eritrocitos revestidos con C3d fueron similares en los tres casos, con el
anticuerpo del clon 4D9 en sobrenadante de cultivo se midié una mayor potencia de aglutinacion frente
a eritrocitos recubiertos con C3b, superando en un punto de dilucion al sobrenadante de cultivo del clon
7E6 y en dos puntos de dilucién al clon 7D11. No obstante, la diferencia observada no descarta el po-
tencial de los clones 7D11 y 7E6 para el desarrollo de reactivos antiglobulinicos anti- complemento por
lo que serén conservados.

IV. CONCLUSIONES

1- La inmunizacién con eritrocitos revestidos con el fragmento C3d del complemento constituyd una
metodologia relativamente sencilla y eficiente para la sensibilizacion de ratones BALB/c.

2- Los anticuerpos monoclonales 4D9, 7D11 y 7E6 cumplieron los requisitos de especificidad y po-
tencia de aglutinacion requeridos para un componente anti-C3 de reactivos antiglobulinicos huma-
nos segun las regulaciones vigentes para la fabricacion de sueros antiglobulinicos humanos.

3- Los anticuerpos monoclonales obtenidos podran considerarse como componentes anti-
complemento en el desarrollo de sueros antiglobulinicos humanos poliespecificos 0 monoespecifi-
cos anti-C3b/d.
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