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Re su men. El de sa rro llo de reac ti vos he mo cla si fi ca do res me dian te la apli -
ca ción de la tec no lo gía para la pro duc ción de an ti cuer pos mo no clo na les
(AcMo) ha sido exi to so y ello ha per mi ti do re du cir los cos tos aso cia dos a su
pro duc ción. En Ve ne zue la el con su mo de es tos reac ti vos de pen de prin ci pal -
men te de la im por ta ción, con el con se cuen te gas to de di vi sas. Con el pro pó si -
to de ayu dar a sol ven tar esta si tua ción el pre sen te tra ba jo se plan teó como ob -
je ti vos: 1) Ge ne rar hi bri do mas pro duc to res de AcMo con es pe ci fi ci dad anti-A y
anti-B, 2) Ca rac te ri zar y pro du cir a me dia na es ca la los AcMo ob te ni dos, 3) Rea -
li zar es tu dios de cam po, con el fin de lo grar su cer ti fi ca ción como reac ti vos he -
mo cla si fi ca do res. El pro duc to de este tra ba jo fue la ob ten ción de 22 hi bri do -
mas, 11 pro duc to res de AcMo anti-A y 11 pro duc to res de anti-B. Cua tro AcMo
fue ron ca rac te ri za dos y es tu dia dos: Au18Kt3F, MG3 (am bos IgM anti-A), SS4.5
(IgG anti-B) y BB2-3 (IgM anti-B). Para la pro duc ción de es tos AcMo a ma yor
es ca la se em plea ron los bio-reac to res co mer cia les “mi ni Perm” y “Tec no mou -
se”, lo grán do se una con cen tra ción ele va da de los mis mos. Los va lo res de pa rá -
me tros fun cio na les como avi dez, po ten cia y es pe ci fi ci dad de los AcMo pro du ci -
dos re sul ta ron acep ta bles al com pa rar se con he mo cla si fi ca do res co mer cia les, lo 
que hace via ble su uti li za ción como reac ti vos he mo cla si fi ca do res.
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A and B blood group-spe ci fic mo no clo nal anti bo dies. Pro duc tion
and eva lua tion as ABO-blood typing rea gents.
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Ab stract. The Monoclonal An ti body (MoAb) tech nol ogy has been suc cess -
fully ap plied to de velop re agents for hu man blood group clas si fi ca tion. There
is no pro duc tion of this kind of re agents in Ven e zuela, and the lo cal de mand
(blood banks and clin i cal lab o ra to ries) is mainly sup plied with im ported ma te -
rial. Con sid er ing this we de cided to ap ply MoAb tech niques to gen er ate
murine hybridomas se cret ing anti-A or anti-B spe cific MoAb. MoAb ob tained
were char ac ter ized and pro duced in enough quan tity to per form val i da tion
stud ies as blood typ ing re agents. Out of 22 hybridomas that were ini tially se -
lected, 11 were anti-A se cre tors and 11 were anti-B se cre tors. Four MoAb were 
fur ther char ac ter ized: Au18Kt3F, MG3 (both IgM anti-A), SS4.5 (IgG1 anti-B)
and BB2-3 (IgM anti-B). Con di tions were also es tab lished for grow ing the
hybridomas Au18Kt3F and BB2-3 in the bioreactors “miniPerm” and
“Tecnomouse”, al low ing for scale-up pro duc tion of these MoAb. Avid ity and
spec i fic ity were es ti mated for each one, and the re sults were com pa ra ble to
those ob tained from com mer cially avail able re agents, mak ing fea si ble its use
as blood typ ing re agents.

Recibido: 11-07-2005. Aceptado: 23-02-2006.

INTRODUCCIÓN

Karl Land stei ner fue el pri me ro en se -
ña lar la ca pa ci dad que tie ne el sue ro san -
guí neo de al gu nas per so nas para aglu ti nar
los gló bu los ro jos (GR) de otras, dan do lu -
gar este ha llaz go al des cu bri mien to del sis -
te ma san guí neo ABO (1). El sis te ma ABO
es el sis te ma de gru pos san guí neos hu ma -
nos más im por tan te des de el pun to de vis ta
clí ni co. Ello es de bi do a la pre sen cia re gu -
lar de an ti cuer pos (Acs) anti-A, anti-B, ó
una mez cla de es tos, en los in di vi duos cu -
yos te ji dos ca re cen de los co rres pon dien tes
an tí ge nos (Ags) A, B, ó A/B, cons ti tu yén do -
se así en una ba rre ra de his to com pa ti bi li -
dad que res trin ge la rea li za ción de trans fu -
sio nes san guí neas y el tras plan te de ór ga -
nos (2).

Aten dien do a la im por tan cia clí ni ca de 
las reac cio nes Ag/Ac del sis te ma ABO, des -
de su des cu bri mien to se han es ta ble ci do
prue bas se ro ló gi cas de cla si fi ca ción de san -
gre en sus di fe ren tes gru pos, para evi tar
reac cio nes he mo lí ti cas post-trans fu sio na les
y tam bién se ha re co no ci do la im por tan cia
de su rea li za ción para el éxi to de tras plan -
tes alo gé ni cos.

Has ta el prin ci pio de los años ochen ta
se uti li za ron sue ros po li clo na les hu ma nos
como fuen te de reac ti vos he mo cla si fi ca do -
res del gru po ABO. La pro duc ción de sue ros 
po li clo na les hu ma nos está aso cia da a ta reas 
la bo rio sas y pro lon ga das, y ade más a un
con jun to de pro ble mas vin cu la dos al ma ne -
jo y ad mi nis tra ción de ma te rial bio ló gi co en 
hu ma nos (ries go de trans mi sión de in fec -
cio nes como he pa ti tis B ó C, VIH, etc.). A
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co mien zos de la dé ca da de los ochen ta se
ge ne ra li zó la pro duc ción de an ti cuer pos
mo no clo na les (AcMo) con apli ca cio nes mé -
di cas, diag nós ti cas y en la in ves ti ga ción
cien tí fi ca. La pro duc ción de AcMo tie ne su
ori gen el año 1975 cuan do se pro du jo el
pri mer AcMo de es pe ci fi ci dad pre de fi ni da al 
fu sio nar lin fo ci tos, ob te ni dos del bazo de
ra to nes in mu ni za dos, con cé lu las de mie lo -
ma de ori gen mú ri do, adap ta das a cre cer de 
ma ne ra con ti nua en cul ti vo de células (3).

La apli ca ción de esta tec no lo gía para
el de sa rro llo de reac ti vos he mo cla si fi ca do -
res ha re sul ta do exi to sa y des de los años
ochen ta, tan to en Ingla te rra como en Ca na -
dá, se han pro du ci do AcMo anti-A y anti-B
de tipo IgM con las ca rac te rís ti cas ade cua -
das para ser em plea dos como reac ti vos de
he mo cla si fi ca ción (4, 5). Su pos te rior pro -
duc ción a es ca la in dus trial ha he cho que
hoy día sean de uso uni ver sal (6).

En Ve ne zue la el con su mo de es tos
reac ti vos de pen de prin ci pal men te de la im -
por ta ción, con con se cuen cias ne ga ti vas
como el au men to per ma nen te de los cos tos
y el gas to de di vi sas en los que in cu rren los
ban cos de san gre y la bo ra to rios clí ni cos na -
cio na les. Con el pro pó si to de ayu dar a sol -
ven tar esta si tua ción, el pre sen te tra ba jo se 
plan teó la pro duc ción de AcMo mú ri dos
con es pe ci fi ci dad anti-A y anti-B, la ca rac te -
ri za ción bio quí mi ca y fun cio nal de los mis -
mos y su pro duc ción a me dia na es ca la me -
dian te el uso de bio-reac to res. Ello per mi ti -
ría dis po ner de can ti da des su fi cien tes de
ma te rial para rea li zar es tu dios de cam po
(ban cos de san gre y la bo ra to rios clí ni cos),
todo ello en ca mi na do a lo grar su cer ti fi ca -
ción como reac ti vos he mo cla si fi ca do res.

MATERIAL Y MÉTODOS

Animales
Ra to nas de la cepa Balb/c (9-10 se ma -

nas de edad) fue ron ob te ni das del bio te rio
cen tral del Insti tu to Ve ne zo la no de Inves ti -

ga cio nes Cien tí fi cas (IVIC) y ali men ta das
ad li bi tum con Ra ta ri na (Pu ri na. La Encru -
ci ja da, Ve ne zue la).

Muestras de sangre venosa humana
Para la in mu ni za ción de los ani ma les

de ex pe ri men ta ción se em plea ron eri tro ci -
tos ob te ni dos a par tir de mues tras de san -
gre hu ma na A o B. Du ran te la ca rac te ri za -
ción de los AcMo pro du ci dos se uti li za ron
mues tras de san gre A, A1, A 2, A2B, B, AB y
O. Estas mues tras fue ron do na das por el La -
bo ra to rio del Ser vi cio Mé di co del IVIC y el
Ban co Mu ni ci pal de San gre de la ciu dad de
Ca ra cas.

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

Lí nea de cé lu las de mie lo ma mú ri do,
no se cre to ra de ca de nas li via na o pe sa da de
in mu no glo bu li na (Ig). Estas cé lu las fue ron
uti li za das como pa re ja de fu sión.

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

Lí nea ce lu lar de ma cró fa gos mú ri dos.
El me dio de cul ti vo en el que cre cie ron es -
tas cé lu las se em pleó como fuen te de ci to -
qui nas y fac to res de cre ci mien to (7-10).

Inmunización
Tres mo de los de in mu ni za ción pre via -

men te des cri tos en la li te ra tu ra (4, 11-16)
fue ron uti li za dos como re fe ren cia en el pre -
sen te tra ba jo. Los in mu nó ge nos uti li za dos
fue ron GR A, GR B, Tri sa cá ri do B con ju ga -
do a al bú mi na sé ri ca bo vi na (B-BSA; Chem -
bio med, Edmon ton, Ca na dá) y gli co pro teí -
nas A y B ob te ni das de la sa li va de in di vi -
duos se cre to res. Estas gli co pro teí nas con
es pe ci fi ci dad ABO se ob tu vie ron en la for -
ma de pro teí nas to ta les uti li zan do la téc ni -
ca apli ca da por Ba rrie y col. en 1983 (11).

En el pro to co lo 1 se rea li za ron 4 in mu -
ni za cio nes por vía in tra pe ri to neal (ip) a in -
ter va los de sie te días. El in mu nó ge no uti li -
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za do fue una sus pen sión de GR A o GR B en 
buf fer fos fa to sa li no (PBS) es té ril que con -
te nía 2 × 107 eri tro ci tos (500 µL/ani mal).
Trans cu rri dos dos días a par tir de la cuar ta
in mu ni za ción se pro ce dió a ino cu lar nue va -
men te el in mu nó ge no por vía ip y dos días
más tar de se pro ce dió a la ob ten ción del
bazo de los ani ma les in mu nes y a rea li zar la 
fu sión.

En el pro to co lo 2 tam bién se rea li za -
ron cua tro in mu ni za cio nes a in ter va los de
sie te días. En este pro to co lo se uti li zó la vía 
ip para las dos pri me ras ad mi nis tra cio nes
del in mu nó ge no (una sus pen sión de GR “B” 
al 10% v/v en PBS a ra zón de 500 µL/ani -
mal), cada una acom pa ña da de la ad mi nis -
tra ción por vía sub cu tá nea (sc) de
200 µL/ani mal de una emul sión que con te -
nía 100 µg de B-BSA y 100 µL de Adyu van te 
Com ple to de Freund (ACF, de Sig ma Che -
mi cal Co). El día 21 se ad mi nis tró vía ip
100 µg/ani mal de B-BSA pre pa ra do en la
for ma de una emul sión en Adyu van te
Incom ple to de Freund (AIF, de Sig ma Che -
mi cal Co). El día 28 se ino cu ló vía ip
200 µL/ani mal de una so lu ción que con te -
nía 100 µg de B-BSA en PBS y tres días más 
tar de se pro ce dió a la ob ten ción del bazo de 
los ani ma les in mu nes y a rea li zar la fusión.

En el pro to co lo 3 el in mu nó ge no em -
plea do (gli co pro teí na A o A+B) se ad mi nis -
tró tres ve ces a in ter va los de 15 días y, a
con ti nua ción de la ter ce ra in mu ni za ción, 3
ve ces más en for ma dia ria. El pri mer día se
ad mi nis tró por vía sc una emul sión en ACF
que con te nía 50 µg de sus tan cia A ó A+B
(200 µL/ani mal). La se gun da in mu ni za ción 
(día 15) fue si mi lar a la pri me ra pero la
emul sión se pre pa ró en AIF y se uti li zó la
vía ip. Para la ter ce ra in mu ni za ción (día 29) 
se em plea ron 50 µg de sus tan cia A ó A+B
di suel tos en 200 µL de PBS, por vía ip. Los
días 30, 31 y 32 se ad mi nis tró por vía ip
una so lu ción que con te nía 400 µg de sus -
tan cia A ó A+B di suel tos en PBS
(200 µL/ani mal). El día 33 se pro ce dió a la

ob ten ción del bazo de los ani ma les in mu nes 
y a rea li zar la fu sión.

El es ta tus in mu ne de los ani ma les so -
me ti dos a los dis tin tos pro to co los de in mu -
ni za ción se va lo ró ti tu lan do el sue ro en en -
sa yos de mi cro-he ma glu ti na ción, como se
des cri be ade lan te en la sec ción “Escru ti nio
y clo na ción”.

Fusión
Con el ma te rial ob te ni do de los dis tin -

tos pro to co los de in mu ni za ción se rea li za -
ron seis fu sio nes. Cé lu las es plé ni cas ob te ni -
das de ra to nes in mu ni za dos y en cuyo sue ro 
se de mos tró la pre sen cia de Acs anti-A ó
anti-B me dian te en sa yos de mi cro-he ma glu -
ti na ción, se mez cla ron con cé lu las
P3x63Ag8.653 en una re la ción 4:1 (cé lu la
es plé ni ca: P3x63Ag8.653). Al se di men to ce -
lu lar pro duc to de esta mez cla se aña dió 1
mL de una so lu ción de po lie ti len gli col [45% 
PEG 1300-1600 (P-7777. Sig ma. Mo, USA),
5% DMSO (D-2650. Sig ma. Mo, USA), en
buf fer fos fa to sa li no (PBS), pH= 7.8-8.0,
37°C]. Pos te rior men te se agre gó gota a
gota me dio de cul ti vo DME-F12 (D-6905.
Sig ma. Mo, USA) pre ca len ta do a 37°C y li -
bre de sue ro fe tal bo vi no (SFB), has ta al -
can zar un vo lu men de 40 mL. Se cen tri fu gó 
a 400xg por 5 mi nu tos y se re sus pen dió
sua ve men te en me dio de cul ti vo DME-F12
en ri que ci do con SFB (F-4010. Sig ma. Mo,
USA) al 10 %, 2 mM L-glu ta mi na (G-7513.
Sig ma. Mo, USA), una mez cla de 100 µM hi -
po xan ti na, 0,4 µM ami nop te ri na y 16 µM ti -
mi di na (H-0262. Sig ma. Mo, USA), y una
mez cla de 100 µg/mL es trep to mi ci na, 100
uni da des/mL pe ni ci li na y 0,25 µg/mL an fo -
te ri ci na B (A-4668. Sig ma. Mo, USA). El
pro duc to de fu sión fi nal men te se re par tió a
ra zón de 1 × 106 cé lu las/mL en pla cas de
mi cro-cul ti vo de 96 po zos fon do pla no
(Nunc. Ros kil de, Den mark), en las cua les
pre via men te se sem bra ron cé lu las no dri zas
(ma cró fa gos mú ri dos re si den tes de la ca vi -
dad pe ri to neal de ra to nes Balb/c; 2,5 ×
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104/pozo) cul ti ván do se por 10 días en la in -
cu ba do ra de células.

Escrutinio y clonación
Trans cu rri dos 10 días, los mi cro-cul ti -

vos se exa mi na ron al mi cros co pio en bus ca
de co lo nias ce lu la res y se to ma ron mues tras 
del so bre na dan te (SN) de cul ti vo para in ves -
ti gar la pre sen cia de Acs anti-A ó anti–B por 
me dio de en sa yos de aglu ti na ción di rec ta
en tu bos y/o pla cas. Para ello se em pleó
una sus pen sión al 2% v/v de GR hu ma nos
tipo A ó B en so lu ción sa li na de NaCl 8,5
g/L (SS), se gún el caso en es tu dio. La ti tu -
la ción de los AcMo anti-A y anti-B se rea li zó 
en tu bos ó en pla ca de mi cro-he ma glu ti na -
ción. Bre ve men te, se rea li za ron di lu cio nes
se ria das (1:2) de los SN en es tu dio aña dien -
do a cada di lu ción 30 µL de una sus pen sión
de GR A ó B al 2% v/v en SS. Se in cu bó du -
ran te 2 ho ras (en sa yo en pla ca) o 45 mi nu -
tos (en sa yo en tubo) a tem pe ra tu ra am bien -
te y pos te rior men te se pro ce dió a re ve lar la
pre sen cia de aglu ti na ción. Se con si de ró
como tí tu lo la má xi ma di lu ción a la cual se
ob ser vó una he ma glu ti na ción vi si ble ma -
cros có pi ca men te.

Con la fi na li dad de ga ran ti zar la clo na -
li dad y es ta bi li dad de los hi bri do mas ob te ni -
dos se pro ce dió a su clo na ción por el mé to -
do de di lu ción al lí mi te. Las cé lu las hí bri das 
via bles fue ron con ta das y re sus pen di das en
me dio de cul ti vo DME-F12 en ri que ci do al
10 % con SFB, 2 mM L-glu ta mi na, una mez -
cla de 100 µM hi po xan ti na y 16 µM ti mi di na 
(H-0137. Sig ma. Mo, USA), y una mez cla de 
100 µg/mL es trep to mi ci na, 100 uni da -
des/mL pe ni ci li na y 0,25 µg/mL an fo te ri ci -
na B. Esta sus pen sión fue re par ti da a ra zón
de 0,3-8 cé lu las/pozo en alí cuo tas de
100 µL/pozo, en pla cas de mi cro cul ti vo de
96 po zos fon do pla no (Nunc Ros kil de, Dem -
mar) con cé lu las no dri zas ya pre sen tes. A
con ti nua ción se pro ce dió a cul ti var es tas
cé lu las du ran te 7-10 días en la es tu fa de
am bien te hú me do a 37°C y 5% de CO2.

Trans cu rri dos 7-10 días, el SN de cada cul ti -
vo fue exa mi na do me dian te he ma glu ti na -
ción, los cul ti vos que con tu vie ron co lo nias
pro duc to ras de los Acs de in te rés fue ron ex -
pan di dos y las cé lu las fue ron pre ser va das en 
ni tró ge no lí qui do para su pos te rior
utilización.

Estudios de caracterización de los AcMo
 producidos

La avi dez de los AcMo anti-A y anti-B
pro du ci dos se va lo ró de acuer do a los re -
que ri mien tos exi gi dos por la FDA (US Food
and Drug Admi nis tra tion) para reac ti vos
que se usan en la de ter mi na ción de gru pos
san guí neos del sis te ma ABO (14). Para ello
se co lo có so bre una lá mi na por taob je tos
una gota de san gre de gru po co no ci do (40% 
v/v GR en plas ma au tó lo go), so bre esta se
aña dió una gota de AcMo a pro bar y se mez -
cló pro ce dien do a me dir con un cro nó me -
tro el tiem po trans cu rri do has ta la apa ri -
ción de una aglu ti na ción vi si ble. Ade más se
re gis tró el tiem po que trans cu rrió has ta la
apa ri ción de una aglu ti na ción de 3+. Por
úl ti mo, se re gis tró el ta ma ño del gru mo de
GR aglu ti na dos se gún la es ca la Marsh (17).
Para ca rac te ri zar aún más la reac ti vi dad de
los AcMo anti-A (Au18Kt3F y MG3) y anti-B
(SS4.5 y BB2-3), se usa ron mues tras de san -
gre A, A1, A 2, A2B, B, AB y O. So bre una lá -
mi na por taob je tos se co lo có una gota de
san gre (40% v/v GR en plas ma au tó lo go)
que ha bía sido cla si fi ca da pre via men te con
reac ti vos co mer cia les y se ver tió so bre ella
una gota del AcMo a pro bar, se mez cló y se
ob ser vó la pre sen cia o no de aglu ti na ción.

Con la fi na li dad de pro du cir ma yo res
can ti da des de AcMo anti-A y anti-B, se em -
plea ron los bio-reac to res “mi niPERM” de
He raeus Instru ments (Oste ro de am Harz,
Ale ma nia) y “Tec no mou se” de IBS INTEGRA
BIOSCIENCE (Fern wald, Ale ma nia). Estos
apa ra tos per mi ten cul ti vos a alta den si dad
ce lu lar y de lar ga du ra ción, y por ende la
ob ten ción de una alta con cen tra ción de
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AcMo, ya que se ga ran ti za un su mi nis tro
con tro la do de nu trien tes y ga ses (O2/CO2)
al cul ti vo y se evi ta su ago ta mien to y la acu -
mu la ción de pro duc tos de de se cho me ta bó -
li co (18, 19). Las con di cio nes y el man te ni -
mien to de los cul ti vos fue ron es ta ble ci dos
en el la bo ra to rio. El cul ti vo en el bio-reac -
tor mi ni Perm se ini ció a una con cen tra ción 
ce lu lar de 1-2 × 106 cé lu las/mL en un vo lu -
men de 35 mL de me dio de cul ti vo DMEM
(D-5648, Sig ma. Mo, USA) en ri que ci do con
10% de SFB, 5% de SN de cul ti vo de cé lu las
P388D1, 1% de L-glu ta mi na y 1 % de mez -
cla de an ti bió ti cos-an ti mi có ti co. En es tos
cul ti vos se man tu vo la con cen tra ción de
glu co sa a 4,5 g/L, evi tan do va lo res por de -
ba jo de 2 g/L y au men tos en la con cen tra -
ción de lac ta to ma yo res a 1,8 g/L. El pH se
man tu vo en 7,2 y la ve lo ci dad de ro ta ción
en 3 rpm. A par tir del cuar to día y de ma ne -
ra in ter-dia ria o dia ria se eva luó el nú me ro
y via bi li dad de las cé lu las, el pH, las con cen -
tra cio nes de glu co sa y de lac ta to, y el tí tu lo 
de an ti cuer po.

El cul ti vo en el bio-reac tor Tec no mou -
se se ini ció a una con cen tra ción ce lu lar
igual o ma yor a 20 ×106 cé lu las/mL, em -
plean do el mis mo me dio de cul ti vo des cri to 
para el mi ni Perm. El bio reac tor fue pro gra -
ma do a una ve lo ci dad de flu jo de me dio de
cul ti vo de 150 mL/h y flu jo de gas su fi cien -

te para la oxi ge na ción de 1 cas set te de cul -
ti vo. La ino cu la ción de me dio de cul ti vo
fres co y la co se cha se rea li zó cada 7 días
por va rios me ses. En el ma te rial co se cha do
se mi dió la con cen tra ción de lac ta to y glu -
co sa y el tí tu lo de an ti cuer po. La cla se y
sub cla se de Ig a la cual per te ne cen los
AcMo ob te ni dos y ca rac te ri za dos (anti-A:
Au18Kt3F y MG3 y anti-B: SS4.5 y BB2-3) se 
de ter mi nó me dian te un en sa yo in mu noen zi -
má ti co tipo ELISA (Mou se Immu no glo bu lin 
Isoty ping ELISA Kit, Nº 550487. BD Phar -
min gen).

RESULTADOS

La Ta bla I con tie ne un su ma rio de los
hi bri do mas se cre to res de an ti cuer pos
anti-A y anti-B pro du ci dos me dian te la apli -
ca ción de los pro to co los de in mu ni za ción
des cri tos. La es pe ci fi ci dad de los AcMo fue
eva lua da usan do 120 mues tras de san gre de 
di fe ren te gru po san guí neo. Se pro ba ron si -
mul tá nea men te AcMo anti-A y anti-B de ori -
gen co mer cial (IMMUNOCOR, INC. Nor -
cross, GA 30071 USA) y los AcMo
Au18Kt3F, MG3, BB2-3 y SS4.5. Los re sul ta -
dos ob te ni dos con Au18Kt3F, MG3, BB2-3 y
SS4.5 fue ron con sis ten tes con lo que se ob -
tu vo em plean do los reac ti vos co mer cia les
(Ta bla II). Las mues tras de san gre men cio -
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TABLA I
HIBRIDOMAS PRODUCIDOS UTILIZANDO DISTINTOS PROTOCOLOS DE INMUNIZACIÓN

Inmunógeno Hibridoma

Glóbulos Rojos “A”
(Protocolo 1)

AcMo anti-A (Au18Kt3F + 6 clones anti-A)

Substancias A y B
(Protocolo 3)

AcMo anti-A (MG3 + 3 clones anti-A)
AcMo anti-B (BB2)

Glóbulos Rojos B
(Protocolo 1)

No AcMo anti-B

Glóbulos Rojos B
y Trisacárido B/BSA
(Protocolo 2)

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

Substancia B
(Protocolo 3)

AcMo anti-B (SS4.5 + 9 clones anti-B)



na das an te rior men te tam bién fue ron uti li -
za das para la de ter mi na ción de la avi dez, si -
guien do la téc ni ca des cri ta en ma te rial y
mé to dos. En la Ta bla III se re su men es tos
re sul ta dos.

En cul ti vo es ta cio na rio el tí tu lo má xi -
mo de an ti cuer pos re gis tra do para los hi bri -
do mas ge ne ra dos y de ter mi na do de acuer do 
al en sa yo des cri to en ma te rial y mé to dos
fue 1:1024 para Au18Kt3F (AcMo anti-A) y
1:2048 para MG3 (AcMo anti-A); en tan to
que los dos AcMo anti-B ca rac te ri za dos,
SS4.5 y BB2.2 arro ja ron un tí tu lo má xi mo
de 1:512. Con la ex cep ción de SS4.5 que re -

sul tó una IgG1, los de más AcMo ca rac te ri za -
dos son IgM. To dos los AcMo ana li za dos pre -
sen ta ron ca de na li via na kappa (Ta bla IV).

Los clo nes pro duc to res de Au18Kt3F,
MG3, SS4.3 y BB2-3 fue ron sem bra dos en el 
bio-reac tor mi niPERM mos tran do un cre ci -
mien to va ria ble se gún el clon. En las Fi gu -
ras 1 y 2 se mues tran los re sul ta dos ob te ni -
dos con el uso del mi ni Perm para los clo nes 
Au18Kt3F y BB2-3. Si se com pa ran las cur -
vas de den si dad ce lu lar vs. tí tu lo de an ti -
cuer pos co rres pon dien te, es evi den te que la 
den si dad ce lu lar mos tra da por el clon
Au18Kt3F es mu cho ma yor que la al can za da 
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TABLA II
ESPECIFICIDAD DE LOS AcMo Au18Kt3F, MG3, SS4.5 Y BB2-3

Grupo
sanguíneo

AcMo
anti-A

(Au18Kt3F)

AcMo
anti-A
(MG3)

AcMo
anti-A

comercial

AcMo
anti-B

(SS4.5)

AcMo
anti-B

(BB2-3)

AcMo
anti-B

comercial

A (46)* + + + - - -

A1 (3) + + + - - -

A2 (2) + + + - - -

A2B (2) + + + N.D.** N.D. +

B (17) - - - + + +

AB (4) + + + + + +

O (46) - - - - - -

* = nú me ro de mues tras uti li za das.    ** = No de ter mi na do.

TABLA III
AVIDEZ DE LOS AcMo Au18Kt3F, MG3, SS4.5 Y BB2-3

AcMo T1 T2 TA

AcMo anti-A ( Au18Kt3F ) 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 avi dez fue de ter mi na da si guien do las orien ta cio nes de la FDA (14).    
T1: tiem po en el cual se de tec ta la pri me ra se ñal de aglu ti na ción des pués de mez clar el AcMo con su res pec ti vo
Ag.    T2: tiem po co rres pon dien te a una aglu ti na ción de 3+.    TA: ta ma ño de la aglu ti na ción trans cu rri dos 2 mi -
nu tos des de el ini cio de la reac ción.    Los da tos co rres pon den a SN de cul ti vo es ta cio na rio.



por BB2-3 (un fac tor de 8,5 ve ces más). Sin 
em bar go, para cada clon los va lo res re fe ri -
dos a tí tu lo de an ti cuer pos man tie nen una
pro por cio na li dad en tre la den si dad ce lu lar y 
el tí tu lo de an ti cuer po pro du ci do. Estos re -
sul ta dos in di can que, bajo las mis mas con -
di cio nes, el clon pro duc tor de anti-A tie ne
una ma yor ca pa ci dad de cre ci mien to que el 
clon pro duc tor de anti-B.

El clon Au18Kt3F pro duc tor de anti-A
tam bién fue cul ti va do en el bio-reac tor Tec -
no mou se. En esta uni dad de pro duc ción los 
va lo res re fe ri dos a den si dad y via bi li dad ce -
lu lar no re fle ja ron, en nin gún mo men to, la
si tua ción que ocu rría den tro de la cá ma ra
de cul ti vo don de, a juz gar por el au men to
en los tí tu los de Ac, dis mi nu ción de la con -
cen tra ción de glu co sa y au men to de la con -
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TABLA IV
CLASE Y SUBCLASE DE INMUNOGLOBULINA (Ig) A LA CUAL PERTENECEN LOS AcMo Au18Kt3F,

MG3, SS4.5 Y BB2-3

Anti-Ig de ratón Control + (a) Control – (b) Au18Kt3F MG3 SS4.5 BB2-3

Anti-IgG1 + - - - + -

Anti-IgG2a + - - - - -

Anti-IgG2b + - - - - -

Anti-IgG3 + - - - - -

Anti-IgM + - + + - +

Anti-IgA + - - - - -

Anti- Igk + - + + + +

Anti- Igl + - - - - -
(a) Con trol po si ti vo (+): mez cla de 9 in mu no glo bu li nas (Ig) de ra tón con ca de nas pe sa das y li via nas (IgG1k,
IgG1l, IgG2ak, IgG2al, IgG2bk, IgG3k, IgMk, IgAk, IgAl).
(b) Con trol ne ga ti vo (-): me dio uti li za do para cul ti var los hí bri do mas.
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Fig. 1. Pro duc ción de AcMo anti-A (Au18Kt3F) en el bio-reac tor Mi ni Perm. La den si dad ce lu lar y el tí -
tu lo de Ac fue ron es ti ma dos en una mues tra de cul ti vo que fue co se cha da los días in di ca dos en
ma te rial y mé to dos. La den si dad ce lu lar fue cal cu la da me dian te con ta je ce lu lar con he ma ci tó -
me tro. El tí tu lo de an ti cuer pos se ob tu vo por en sa yo de mi croa glu ti na ción rea li zan do di lu cio -
nes se ria das (1:2) del SN en es tu dio en PBS –0,1% BSA y usan do una sus pen sión al 2% v/v de
GR “A”. Se con si de ró como tí tu lo la má xi ma di lu ción a la cual la aglu ti na ción re sul tó evi den te.



cen tra ción de lac ta to en el me dio de cul ti -
vo, ocu rría una pro li fe ra ción ce lu lar con si -
de ra ble. Por esta ra zón, el pa rá me tro se lec -
cio na do como in di ca dor del pro ce so de cul -
ti vo fue el tí tu lo de Ac. (Fig. 3). Para el mo -
men to en que se de tu vo el cul ti vo en este
bio-reac tor se pudo apre ciar un cú mu lo im -
por tan te de cé lu las ocu pan do cer ca de un
75% del es pa cio en el cas set te de cul ti vo y

mos tran do una apa rien cia se me jan te a un
“te ji do celular”.

DISCUSIÓN

Este tra ba jo per mi tió la ge ne ra ción de
11 hi bri do mas se cre to res de AcMo con es -
pe ci fi ci dad anti-A y 11 hi bri do mas se cre to -
res de AcMo con es pe ci fi ci dad anti-B. En los 
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Fig. 3. Pro duc ción de AcMo anti-A (Au18Kt3F) en el bio-reac tor Tec no mou se. El tí tu lo de Ac fue es ti -
ma do como se se ña ló en la le yen da de la Fi gu ra 1 y en las mues tras de cul ti vo co se cha das los
días in di ca dos. Se con si de ró como tí tu lo la má xi ma di lu ción a la cual se ob ser vó una aglu ti na -
ción cla ra.
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Fig. 2. Pro duc ción de AcMo anti-B (BB2-3) en el bio-reac tor Mi ni Perm. La den si dad ce lu lar y el tí tu lo 
de Ac fue ron es ti ma dos como se ex pli có en la le yen da de la Fi gu ra 1, pero em plean do una sus -
pen sión al 2% v/v de GR “B”. Se con si de ró como tí tu lo la má xi ma di lu ción a la cual la aglu ti -
na ción re sul tó evi den te.



pro to co los de in mu ni za ción apli ca dos se
uti li zó exi to sa men te como in mu nó ge no GR
“A”, tri sa cá ri do B-BSA y sus tan cias A y A+B 
de sa li va. Los GR “B” no re sul ta ron bue nos
in mu nó ge nos al ser ino cu la dos en los ra to -
nes Balb/c, lo cual pro ba ble men te guar da
re la ción con el he cho de que los GR de es -
tos ani ma les po seen so bre su su per fi cie un
an tí ge no se me jan te al que de ter mi na el
gru po B en hu ma nos (13, 16, 20).

La se lec ción de los hi bri do mas se lle vó
a cabo aten dien do a va rios fac to res: 1) Su
ori gen: fue ron es co gi dos aque llos hi bri do -
mas con se ñal de Ac po si ti va, pro ve nien tes
de mi cro cul ti vos en los que solo pudo apre -
ciar se mi cros có pi ca men te una co lo nia, fa -
vo re cien do de esta ma ne ra la clo na li dad;
2) La avi dez: den tro de la po bla ción de hi -
bri do mas pro duc to res de AcMo fue ron se -
lec cio na dos aque llos cuyo so bre na dan te de
cul ti vo mos tró una avi dez ma yor; 3) Via bi li -
dad y tasa de cre ci mien to ce lu lar: fue ron
se lec cio na dos los hi bri do mas con me jor via -
bi li dad y cre ci mien to celular.

Un buen reac ti vo de he mo cla si fi ca ción 
debe ser es pe cí fi co para el an tí ge no que se
de sea de tec tar, debe ser lo su fi cien te men te
po ten te para dar una bue na reac ción ma -
cros có pi ca con va rian tes dé bi les de gru pos
san guí neos, debe ser es ta ble bajo las con di -
cio nes de uso co ti dia no (cam bios de tem pe -
ra tu ra, por ejem plo) y ade más su pro duc -
ción debe te ner un cos to ra zo na ble. Fue por 
ello ne ce sa rio es tu diar los 4 AcMo se lec cio -
na dos, Au18Kt3F, MG3, SS4.5 y BB2-3, con
base a los cri te rios se ña la dos an te rior men -
te. Al ser pro ba dos con los prin ci pa les gru -
pos san guí neos y los sub gru pos (del gru po
A) de ma yor im por tan cia, los AcMo ge ne ra -
dos reac cio na ron con la es pe ci fi ci dad es pe -
ra da en cada uno de los ca sos. En cuan to a
po ten cia se re fie re, los AcMo ob te ni dos en
la for ma de SN de cul ti vo es ta cio na rio pro -
vo ca ron una cla ra aglu ti na ción de los GR
per te ne cien tes a los gru pos san guí neos co -
rres pon dien tes y no reac cio na ron con GR

de otros gru pos san guí neos. Cuan do es tos
hi bri do mas fue ron cul ti va dos en bio reac to -
res y sus SN fue ron pro ba dos, la in ten si dad
de la aglu ti na ción fue mu cho ma yor, man -
te nién do se la es pe ci fi ci dad. En la ac tua li -
dad, es ta mos es tu dian do la es ta bi li dad de
es tos hi bri do mas y los an ti cuer pos que ellos 
pro du cen a más lar go pla zo, así como la
ade cua da for mu la ción de los AcMo como
po si bles reac ti vos clí ni cos. A ob je to de com -
ple tar su va li da ción, será ade más con ve -
nien te rea li zar un es tu dio de cam po de ma -
yor es ca la y allí eva luar la reac ti vi dad de es -
tos AcMo con GR fe ta les, GR ob te ni dos de
pa cien tes con he ma to pa tías ma lig nas, así
como tam bién con GR per te ne cien tes a
sub gru pos ra ros ta les como Ax, Am, Ael y
Aend.

Se ha he cho re fe ren cia ya a las ven ta -
jas que tie nen los AcMo mú ri dos en com pa -
ra ción con los sue ros po li va len tes como
reac ti vos de he mo cla si fi ca ción. Son abun -
dan tes las pu bli ca cio nes que abor dan este
tema (15, 20) y sien do la ma yo ría de esas
ven ta jas cier tas, se ha cen más evi den tes
con el uso de los bio-reac to res. Una vez al -
can za do el cre ci mien to ce lu lar y la con se -
cuen te pro duc ción de Ac en es tos dis po si ti -
vos, se pone de ma ni fies to una mar ca da di -
fe ren cia en tre las can ti da des de Ac pro du ci -
das en ellos en com pa ra ción con las ob te ni -
das en cul ti vo es ta cio na rio. Por ejem plo, el
tí tu lo má xi mo re gis tra do en pro duc tos de
cul ti vo es ta cio na rio del hi bri do ma
Au18Kt3F es 1:1024, mien tras que el ma te -
rial ob te ni do del cul ti vo en mi niPERM al -
can zó un tí tu lo de 1:64.000 y de 1:
2.000.000 en el caso del Tec no mou se. Otra
ven ta ja a des ta car en el caso de los
bio-reac to res, en es pe cial del Tec no mou se,
es que su uso está aso cia do a un me nor
con su mo de me dio de cul ti vo y de los reac -
ti vos con que éste es en ri que ci do, en es pe -
cial de SFB cuyo cos to es ele va do. Por otra
par te, es im por tan te men cio nar que la ge -
ne ra ción de tu mo res as cí ti cos en ra to nes
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sin gé ni cos, otra me to do lo gía que ha sido
em plea da para la pro duc ción a es ca la de
AcMo mú ri dos en el pa sa do re cien te, pro -
gre si va men te se ha reem pla za do por el uso
de bio-reac to res ya que, ade más de evi tar el 
pro ce so trau má ti co al que son so me ti dos
es tos ani ma les, ga ran ti zan la au sen cia de
pro teí nas pro pias del ra tón fa ci li tan do los
pro ce di mien tos de pu ri fi ca ción de las AcMo 
generados.

En con clu sión, cua tro AcMo mú ri dos
anti-A y anti-B fue ron pro du ci dos y eva lua -
dos en cuan to a pa rá me tros que los ha cen
fun cio na les como reac ti vos he mo cla si fi ca -
do res, es de cir, avi dez, po ten cia y es pe ci fi ci -
dad. Los re sul ta dos ob te ni dos in di can que
es tos AcMo son com pa ra bles en sus pro pie -
da des con he mo cla si fi ca do res co mer cia les y 
con los que se han re por ta do en al gu nas pu -
bli ca cio nes es pe cia li za das (21).
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