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Re su men. El ob je ti vo de este tra ba jo fue ob te ner un he te rohi bri do ma ca -
paz de pro du cir an ti cuer po mo no clo nal con es pe ci fi ci dad anti-D (Sis te ma Rh)
de tipo IgM, que pue da ser uti li za do como reac ti vo en la he mo cla si fi ca ción. Las 
cé lu las mo no nu clea res (CMN) se ex tra je ron de una mues tra de san gre de mu jer 
al ta men te sen si bi li za da, al 5to día del post par to de RN Rh po si ti vo. Fue ron so -
me ti das a pro ce so de trans for ma ción con so bre na dan te de cul ti vo (SNC) de cé -
lu las B95.8 rico en vi rio nes de Epstein Barr (VEB). Una vez trans for ma das y en
cre ci mien to ex po nen cial se fu sio na ron con cé lu las de la lí nea K6H6/B5, uti li -
zan do como agen te fu só ge no el PEG 4.000 en una pro por ción 1:1. Lue go de la
fu sión se sem bra ron en pla cas de cul ti vo para pos te rior men te eva luar en los
SNC de cada pozo, la for ma ción de hí bri dos y la se cre ción de an ti cuer pos es pe -
cí fi cos. La efi cien cia de fu sión fue de 1,8 × 10–6, lo grán do se ob te ner una clo na
pro duc to ra de anti-D IgM a la que de no mi na mos BMS-9, la cual se pudo man te -
ner en cul ti vo con ti nuo por 3 me ses pro du cien do an ti cuer pos a una con cen tra -
ción de 4 µg/mL en so bre na dan te de cul ti vo (SNC). Tam bién se lo gró ob te ner
an ti cuer pos en Sis te ma Ca pi lar Arti fi cial (SCA) al can zan do una con cen tra ción
de 24 µg/mL. La po ten cia se de ter mi nó uti li zan do cé lu las Ror: En SNC a cen -
tri fu ga ción in me dia ta (CI): 1 × 32, sco re 52; a 15´de in cu ba ción a TA: 1 ×
1024 sco re 105; y a 37°C: 1 × 1024 sco re 105. Con el pro duc to del SCA, a CI:
1 × 32 sco re 54; a 15´de in cu ba ción a TA: 1 × 8192 sco re 136; y a 37°C: 1 ×
8192 sco re 136. Se de tec tó reac ti vi dad con eri tro ci tos DIIIa, DIV, DVa, DVI tipo IV,
DVII, DFR, DNU, STEM+, DAR y DAU. No hubo reac ti vi dad con eri tro ci tos DIIIc,
DIVa, DV tipo II, DVI tipo I, II y III, RoHAR, DOL y D dé bil tipo II. En es tu dio de
cam po, no se de tec ta ron reac cio nes fal sas ne ga ti vas ni fal sas po si ti vas. Se ob tu -
vo un he te rohi bri do ma es ta ble, pro duc tor de anti-D de tipo IgM, con cua li da des 
su fi cien tes para ser uti li za do en la ti pi fi ca ción san guí nea. Da das las ex ce len tes
cua li da des del an ti cuer po, es ta mos rea li zan do eva lua cio nes con di fe ren tes me -
dios de di lu ción y con adi ción de an ti cuer pos tipo IgG, con el fin de fa bri car
un reac ti vo para uso en la he mo cla si fi ca ción.
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Obten tion of a he te rohy bri do ma for pro duc tion of type IgM
mo no clo nal an ti bo dies against the D an ti gen of the Rh system.
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Ab stract. The ob jec tive was to ob tain a heterohybridoma ca pa ble of pro -
duc ing a monoclonal an ti body with IgM type anti-D spec i fic ity (Rh sys tem),
that could be used as a re ac tive for hemoclasification. Mononuclear cells
(MNC) were ex tracted from a blood sam ple of a highly sen si tized woman, five
days af ter giv ing birth to an Rh pos i tive child. These were then trans formed
with the cul ture supernatant (CSN) of B05.8 cells, rich in Ep stein Barr vi rus
(EBV). Once trans formed and in ex po nen tial growth, they were fused with
K6H6/B5 line cells us ing PEG 4.000 as a fus ing agent in a 1:1 pro por tion. Af -
ter fu sion, they were seeded in cul ture plates in or der to eval u ate the for ma -
tion of hy brids and the se cre tion of spe cific an ti bod ies in the CSN of each
well. The ef fi ciency of the fu sion was 1.8 × 10–6, mak ing it pos si ble to ob tain
an anti-D IgM pro duc ing clone, which we named BMS-9. This clone could be
main tained in con stant cul ture for three months, pro duc ing an ti bod ies in a
con cen tra tion of 4 µg/mL in de CSN. It was also pos si ble to ob tain an ti bod ies
with an Ar ti fi cial Capilar Sys tem (ACS) reach ing a con cen tra tion of 24
µg/mL. Po tency was de ter mined us ing Ror cells. In CSN at im me di ate
centrifugation (IC): 1 × 32, score 52; 15´from in cu ba tion at room tem per a -
ture (RT): 1 × 1,024 score 105. With that ACS prod uct at IC: 1 × 32 score
54; 15´from in cu ba tion at RT: 1 × 8.192 score 136; and a 37°C: 1 × 8,192
score 136. Re ac tiv ity was de tected with red cells DIIIa, DIV, DVa, DVI type IV, DVII, 
DFR, DNU, STEM+, DAR y DAU. There was no re ac tiv ity with red cells DIIIc,
DIVa, DV type II, DVI types I, II y III, RoHAR, DOL and weak D type II. Dur ing field 
study, no false neg a tive or false pos i tive re ac tions were de tected. A sta ble
heterohybridoma was ob tained, pro ducer of IgM type anti-D, with enough
qual i ties to be used in blood typ ing. Given the ex cel lent qual i ties of the an ti -
body, we are eval u at ing di lu tion me dia and the ad di tion of type IgG an ti bod ies 
in or der to man u fac ture a re ac tive for use in hemoclassification.

Recibido: 16-01-2006. Aceptado: 06-07-2006.

INTRODUCCIÓN

Des de hace casi 20 años los reac ti vos
uti li za dos en la ti pi fi ca ción san guí nea son
de tipo mo no clo nal (1). Para el re co no ci -
mien to de an tí ge nos eri tro ci ta rios con for -
ma dos por car bohi dra tos, como los del sis -
te ma ABO, los an ti cuer pos mo no clo na les se 
ob tie nen a tra vés de hi bri do mas lo gra dos

de la fu sión de cé lu las lin foi des B de ra tón
sen si bi li za do y lí neas ce lu la res es pe cia les de 
mie lo ma de ra tón (P3-X63.Ag8.653) (2-4).
Sin em bar go, la pro duc ción de an ti cuer pos
con tra los an tí ge nos del sis te ma Rh no pue -
de ser ob te ni da por esta vía, por que el ra -
tón no es ca paz de dis cri mi nar los epí to pes
es pe cí fi cos de di cho sis te ma (5). De allí que 
ini cial men te se fue in cur sio nan do en la “in -
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mor ta li za ción” de lin fo ci tos B de in di vi duos 
sen si bi li za dos me dian te la trans for ma ción
por el vi rus de Epstein Barr (VEB), con el
fin de ob te ner clo nas lin foi des se cre to ras de 
an ti cuer pos en for ma con ti nua por cier to
tiem po (6-7). Esta ex pe rien cia no fue exi to -
sa para al gu nos in ves ti ga do res (8-9). Por tal 
mo ti vo se hi cie ron en sa yos para lo grar la
ob ten ción de clo nas es ta bles a tra vés de la
for ma ción de he te rohí bri dos me dian te la
fu sión de lin fo ci tos B de hu ma nos pre via -
men te sen si bi li za dos “in mor ta li za dos” o
“trans for ma dos” con VEB (10-12), con lí -
neas ce lu la res de mie lo ma de ra tón o con
he te ro mie lo mas ra tón-hu ma no.

Me dian te esta me to do lo gía se han lo -
gra do ob te ner no sólo an ti cuer pos con es -
pe ci fi ci dad anti-D, sino tam bién con tra los
otros an tí ge nos del sis te ma Rh (13-15).

El ob je ti vo de este tra ba jo fue ob te ner
un he te rohi bri do ma ca paz de pro du cir an ti -
cuer po mo no clo nal con es pe ci fi ci dad anti-D 
(Sis te ma Rh) de tipo IgM, que pue da ser
uti li za do como reac ti vo en la he mo cla si fi ca -
ción.

MATERIALES Y METODOS

Fuente de linfocitos B sensibilizados
Se ob tu vie ron de una mues tra de 20

mL de san gre pe ri fé ri ca de una mu jer D- ne -
ga ti vo pre via men te sen si bi li za da, con tí tu lo
de anti-D en 1 × 2,048, ex traí da al 5to día
del post par to de un RN D-po si ti vo. Di cha
mues tra per ma ne ció a tem pe ra tu ra am -
bien te (TA) por 12 ho ras apro xi ma da men te
para lue go ser di lui da v/v en PBS pH 7,2. La 
san gre di luí da se co lo có so bre una so lu ción
co mer cial de Fi coll Iso pred d: 1,077 (Rob -
bins Scien ti fic Cor po ra tion), con te ni da en
tu bos plás ti cos es té ri les de 15 mL (Grei ner
Cat N° 188261) en una pro por ción 2:1. Los
tu bos se cen tri fu ga ron a 500 g du ran te 15
mi nu tos, con el fin de ob te ner en la in ter fa -
se fi coll - plas ma di lui do, el ani llo de cé lu las 
mo no nu clea res (CMN). Di cho ani llo se ex -

tra jo cui da do sa men te uti li zan do para ello
una pi pe ta Pas teur es té ril. Las CMN se la va -
ron 3 ve ces con me dio de cul ti vo RPMI
1640 1X (Sig ma Cat N° R-5382) cen tri fu -
gan do a 400 g du ran te 7 mi nu tos. Por úl ti -
mo las cé lu las se con ta ron en cá ma ra de
Neu bauer ob te nién do se la can ti dad de 20 × 
106 cé lu las.

Transformación de las CMN con VEB
Como agen te trans for ma dor se uti li zó

el so bre na dan te de cul ti vo de las cé lu las
B95.8 (lí nea ce lu lar lin fo blas toi de que pro -
vie ne de los mo nos mar mo set, las cua les es -
tán in fec ta das con el VEB por lo que pro du -
cen y se cre tan vi rio nes) (16). Este so bre na -
dan te se mez cló con las CMN a ra zón de 1
mL por cada 1 × 106 cé lu las y se in cu bó a
37°C por 2 ho ras. Pos te rior men te se le aña -
dió me dio RPMI 1640 con 10% de SFB y
2 mM de L-glu ta mi na (Sig ma, G-7513) mas
fi tohe ma glu ti ni na (PHA) a 4µg/mL, en un
vo lu men igual al tri ple del so bre na dan te de
cé lu las B95.8 aña di do pre via men te. El vo lu -
men to tal de 80 mL se sem bró en un fras co
plás ti co de 162 cm2 (Cos tar Cat N° 3151),
se in cu bó en in cu ba do ra de CO2 al 5% y lue -
go de 15 días, se pro ce dió a la fu sión.

Fusión
Como pa re ja de fu sión se uti li za ron cé -

lu las de he te ro mie lo ma de la lí nea
K6H6/B5 (ATCC CRL 183), las cua les son
man te ni dos bajo con ge la ción. Esta lí nea fue 
lo gra da me dian te la fu sión de cé lu las de
mie lo ma de ra tón balb/c de no mi na da
N5-1-Ag4 y cé lu las de lin fo ma no du lar hu -
ma no. Des pués de des con ge la das, se sus -
pen die ron en me dio de cul ti vo RPMI 1640,
con SFB al 10% y gen ta mi ci na 50 µg/mL.
Se con ta ron en cá ma ra de Neu bauer y se les 
che queó su via bi li dad (la cual de bía ser ma -
yor al 90%) con azul tri pa no al 0,4% a par -
tes igua les. Se man tu vie ron en cul ti vo has ta 
al can zar la fase ex po nen cial de cre ci mien -
to, pre re qui si to para la fu sión.
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Lue go se pro ce dió a unir la lí nea ce lu -
lar K6H6/B5 con las cé lu las lin foi des B
trans for ma das en una pro por ción 1:1. Se
cen tri fu ga ron a 400 g por 5 mi nu tos en
tubo plás ti co es té ril de 50mL (Grei ner, Cat 
N° 227270). Se des car tó el so bre na dan te
con cui da do, ase gu ran do que el pe llet que -
da ra lo más seco po si ble y se mez cló vi go ro -
sa men te en mez cla dor eléc tri co para ase gu -
rar una bue na sus pen sión ce lu lar. Pos te rior -
men te, se aña dió 1 mL de po lien ti len gli col
(PEG) de PM 4.000 (Merck, Cat N°
1.097727) al 45% gota a gota du ran te un
mi nu to, mez clán do se con ti nua men te. La
mez cla se in cu bó en baño de Ma ria a 37°C
en mo vi mien to sua ve y cons tan te por 90 se -
gun dos. Lue go se aña die ron 2 mL de PBS
du ran te 1 mi nu to, se gui do de 2 mL en 2
mi nu tos y 5 mL en 2 mi nu tos más. Se com -
ple tó el vo lu men has ta 20 mL con PBS aña -
dién do lo len ta men te y mez clan do con ti nua -
men te. El tubo se man tu vo en re po so a TA
por 15 mi nu tos. Se cen tri fu gó a 400 g por 5 
mi nu tos y se re mo vió el so bre na dan te. Se
aña dió me dio de cre ci mien to com pues to
por me dio de cul ti vo RPMI 1640 con 10%
de SFB, 2mM de L-glu ta mi na (Sig ma,
G-7513), 1mM de pi ru va to de so dio (Sig ma
S-8636), 10–4 M de hi po xan ti na, 1,6 × 10–5

de ti mi di na, 4 × 10–5 de ami nop te ri na (Sig -
ma H-0262) y 10mM de oua baí na (Sig ma
O-5754). Se sem bra ron 2 × 106 cé lu las/mL, 
a ra zón de 100 µL/pozo en pla cas (Grei ner
Cat N° 655180) de 96 po zos fon do pla no.

Des pués de 7 días en in cu ba ción, se
reem pla zó el me dio, eli mi nan do la ami nop -
te ri na y la oua baí na, lue go se aña dió so bre -
na dan te de cul ti vo de la lí nea J744-2 (lí nea
tu mo ral ma cro fá gi ca de ra tón, pro duc to ra
de sus tan cias que fa vo re cen el cre ci mien to
ce lu lar) al 10% y gen ta mi ci na a 50 µg/mL.
A los 14 días post fu sión los po zos fue ron
eva lua dos.

La efi cien cia de fu sión se cal cu ló me -
dian te el lo ga rit mo ne pe ria no del nú me ro
to tal de po zos sem bra dos en tre el nú me ro

de po zos sin cre ci mien to de hí bri dos, mul ti -
pli ca do por 1/nú me ro de cé lu las sem bra das 
en cada pozo (EF = Ln (Wt/Wn) × 1/N)
(17).

Evaluación de los sobrenadantes de
cultivo (SNC)

Se to ma ron alí cuo tas de 50 µL de SNC 
de cada pozo y se co lo ca ron en pla cas de 96 
po zos para ha cer los reac cio nar con eri tro ci -
tos D-po si ti vo pa pai ni za dos. Se le aña dió a
cada pozo 25 µL de la sus pen sión de eri tro -
ci tos al 1%, se mez cla ron y se in cu ba ron a
TA por 30 mi nu tos. Lue go se leyó cada pla -
ca in cli nán do la en un án gu lo de 45° y ob ser -
van do el fon do de los po zos. Se con si de ró
reac ción po si ti va cuan do se evi den ció, en el 
fon do del pozo, dis per sión de las cé lu las o
pre sen cia de un bo tón fir me, in di can do pre -
sen cia de an ti cuer pos de tipo IgM o IgG
aglu ti nan tes di rec tos. Se con si de ró reac -
ción ne ga ti va cua do se ob ser vó co rri mien to
del bo tón en el fon do del pozo. A los po zos
ne ga ti vos, pre vio la va do con so lu ción sa li na
0,9%, se les aña dió 50 µL de an ti glo bu li na
hu ma na (AGH) y se reevaluó la reactividad
con el fin de detectar presencia de anti-D
de tipo IgG no aglutinantes directos.

Las cé lu las con te ni das en los po zos
con se ñal po si ti va se ex pan die ron y se clo -
na ron cua tro ve ces por pro ce di mien to de
di lu ción lí mi te (a ra zón de 1, 0,5 y 0,25 cé -
lu las por pozo), para ase gu rar la mo no clo -
na li dad.

Caracterización y cuantificación del
anticuerpo

La ca rac te ri za ción de la cla se de in mu -
no glo biu li na fue rea li za da me dian te la im -
ple men ta ción de un in mu noen sa yo en zi má -
ti co (ELISA) de cap tu ra. El tipo de ca de na
li via na se de ter mi nó me dian te el mé to do de 
do ble di fu sión en gel de aga ro sa (Ouch ter -
lony) (18-19).

Para la cuan ti fi ca ción de los an ti cuer -
pos se uti li zó un es tu che diag nós ti co co -
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mer cial Tina-quant® de la bo ra to rios Ro che,
(mé to do tur bi di mé tri co). Se si guie ron las
ins truc cio nes del fa bri can te.

Producción de anticuerpos a mayor escala
Se uti li zó el Sis te ma Ca pi lar Arti fi cial

Cell maxR (Cell co, Spec trum Com pany) si -
guien do las ins truc cio nes del fa bri can te.

Evaluación Inmunohematológica
Se rea li zó la eva lua ción tan to en SNC

como en el pro duc to de las co se chas ob te -
ni das con el Sis te ma Ca pi lar Arti fi cial
(SCA) (20).

– Espe ci fi ci dad: se eva luó uti li zan do un
pa nel de cé lu las co mer cial (Re sol ve RA 
445 Ortho®) que in cluía cé lu las Ror,
R1R1, R2R2, r´r, r”r, rr, así como con
cé lu las A1 y B D-ne ga ti vo. Se in clu ye -
ron cé lu las de fe no ti pos ra ros: Va rian -
tes D-dé bi les y D-par cia les.

– Po ten cia: se de ter mi nó rea li zan do ti tu -
la cio nes al me dio con so lu ción de al bú -
mi na bo vi na al 2-3%, uti li zan do eri tro -
ci tos R0r en sus pen sión al 3-5%. La po -
ten cia fue con si de ra da como la re cí -
pro ca de la ma yor di lu ción del SNC o
del pro duc to del SCA, en la que la
reac ción re sul tó po si ti va 1+. Las lec -
tu ras de las reac cio nes se rea li za ron a
cen tri fu ga ción in me dia ta (CI), y des -
pués de in cu bar a TA por 15´ y a 37°C
por 20´. A las reac cio nes se les dio un
va lor de sco re: 4+ = 12; 3+ = 10; 2+
= 8; 1+ = 5 (21).

– Avi dez: Se eva luó en lá mi na uti li zan do
el SNC no di lui do. Se uti li za ron cé lu las 
R1r al 50%. Se mez cla ron 50 µL de la
sus pen sión ce lu lar y 50 µL del SNC y
se leyó so bre lám pa ra de luz in can des -
cen te en mo vi mien to cons tan te. Las
aglu ti na cio nes se re gis tra ron como
ma yo res o me no res a 1 mm des de el
mo men to en que co men zó la aglu ti na -
ción has ta el fi nal del tiem po de eva -

lua ción co rres pon dien te a la es ta bi li za -
ción de los aglu ti na dos.

– Aglu ti na ción es pon tá nea: Se uti li za ron 
eri tro ci tos O rr, fuer te men te sen si bi li -
za dos con reac ti vo anti c, los cua les
au toa glu ti na ban en me dio de alta pro -
teí na.

– Eva lua ción de efec to pro zo na: Se uti li -
za ron tres cé lu las R1r di fe ren tes y cada 
una se in cu bó a TA por 15´, 30´ y 60´
res pec ti va men te. A cada tubo se le
aña dió una gota del reac ti vo y una
gota de la sus pen sión de eri tro ci tos, se 
mez cló e in cu bó, se cen tri fu gó y se
leyó por aglu ti na ción. Si el gra do de
aglu ti na ción per ma ne ce igual o se in -
cre men ta en los di fe ren tes tiem pos de
in cu ba ción, no exis te fe nó me no de
pro zo na. Si de cre ce con la in cu ba ción
si hay pro zo na. Debe ob te ner se al me -
nos 2+ de aglu ti na ción en to dos los
tiem pos.

– Eva lua ción de cam po: Se rea li za ron
eva lua cio nes en do nan tes de san gre al
azar, D-po si ti vo y D-ne ga ti vo en for ma
pa ra le la con el reac ti vo co mer cial en
uso por el ban co de san gre (Bios chi le®).

RESULTADOS

De las 20 pla cas sem bra das, se ob tu vo
cre ci mien to de cé lu las hí bri das en 602 po -
zos. Ini cial men te se de tec ta ron 06 po zos
con se ñal po si ti va: uno reac cio nó di rec ta -
men te y los otros cin co por AGH. Se ex pan -
die ron los po zos de los cua les sólo per ma -
ne ció la se ñal po si ti va en el que re sul tó con 
aglu ti na ción di rec ta y en uno que aglu ti nó
por AGH. La efi cien cia de fu sión fue de 1,8
× 10–6 (17).

Lue go de clo nar y re clo nar al pozo ini -
cial men te po si ti vo por aglu ti na ción di rec ta
me dian te el pro ce di mien to de di lu ción lí mi -
te, se ob tu vo una clo na úni ca pro duc to ra de 
anti-D.
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El iso ti po del an ti cuer po re sul tó ser
IgM-kappa. Al cuan ti fi car el an ti cuer po, se
ob tu vie ron con cen tra cio nes de 4 µg/mL en
SNC y de 24 µg/mL del SCA. A esta clo na
se le de no mi nó BMS-9.

La clo na se man tu vo en cul ti vo con ti -
nuo pro du cien do an ti cuer pos por 3 me ses y 
en el SCA por 45 días, lo grán do se ob te ner
12 co se chas de 10 mL cada una.

Evaluación Inmunohematológica
La es pe ci fi ci dad se de ter mi nó eva luan -

do el SNC con un pa nel de cé lu las co mer -
cial, con fe no ti pos nor ma les po si ti vos y ne -
ga ti vos (Ta bla I).

Se apre ció cla ra reac ti vi dad con las cé -
lu las D-po si ti vo y au sen cia de reac ti vi dad
con las D-ne ga ti vo. Tam bién se ob tu vie ron
re sul ta dos ne ga ti vos al ha cer reac cio nar el
SNC con cé lu las A1 y B D-ne ga ti vo.

En la Ta bla II se se ña la la po ten cia del
an ti cuer po. Los tí tu los de tec ta dos en el
SNC y en el SCA se in cre men ta ron al in cu -
bar a TA y man tu vie ron su reac ti vi dad des -
pués de in cu bar a 37°C. En los an ti cuer pos
pro du ci dos a tra vés del SCA, se apre ció un
in cre men to del tí tu lo des pués de in cu bar a
TA, con res pec to a los ob te ni dos en SNC, lo 

cual per mi ti rá su di lu ción en caso de pro -
du cir reac ti vos.

En la Ta bla III se pue de apre ciar el
com por ta mien to de los an ti cuer pos se cre ta -
dos por la clo na BMS-9, de mos tran do reac -
ti vi dad con al gu nas va rian tes par cia les y dé -
bi les del an tí ge no D y au sen cia de reac ti vi -
dad con cé lu las con muy poca ex pre sión an -
ti gé ni ca como lo son las va rian tes DVI tipo I, 
II y III y la va rian te R0

HAR.
Al eva luar la avi dez del an ti cuer po pro -

du ci do en SNC se ob tu vo aglu ti na ción de
me nos de 1mm a los 18” de ob ser va ción y
de más de 1 mm a los 25”. Se com pa ró con
la avi dez de mos tra da por un reac ti vo co -
mer cial (Bios chi leR): aglu ti na ción de me nos 
de 1mm en 4” y en más de 1 mm en 10”.
Cabe se ña lar que los an ti cuer pos del SNC
es tán di lui dos en me dio de cul ti vo y no con -
tie nen po ten cia do res que usual men te
acom pa ñan a los reac ti vos co mer cia les.

Al ha cer reac cio nar el SNC con cé lu las 
D-ne ga ti vo fuer te men te sen si bi li za das con -
tra el an tí ge no “c”, el re sul ta do como era
de es pe rar fue ne ga ti vo ya que el me dio de
sus pen sión de los an ti cuer pos es muy bajo
en pro teí nas. No se de tec tó pre sen cia de fe -
nó me no de pro zo na.
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TABLA I
REACTIVIDAD DEL SNC DE LA CLONA BMS-9 CON PANEL COMERCIAL

R1
wR1 R1R1 R2R2 R0r r´r r´´r rr rr rr rr R1R1

2+ 3+ 3+ 2+ 0 0 0 0 0 0 3+

3+ 4+ 4+ 3+ 0 0 0 0 0 0 4+

3+ 4+ 4+ 3+ 0 0 0 0 0 0 4+

TABLA II
POTENCIA MEDIDA EN SNC Y EN SCA DE LA CLONA BMS-9 EN SOLUCIÓN DE ALBÚMINA BOVINA

AL 3%

Centrifugación inmediata TA por 15´ 37°C por 20´

SNC-Título 1 × 32 1 × 1024 1 × 1024

SNC-Score 52 105 105

SCA-Título 1 × 32 1 × 8192 1 × 8192

SCA-Score 54 136 136



Se rea li za ron 209 de ter mi na cio nes en
do nan tes de san gre D-po si ti vo y 20 en do -
nan tes D-ne ga ti vo en pa ra le lo con el reac ti -
vo co mer cial Bios chi leR (Ta bla IV).

De las 209 mues tras D-po si ti vo, el
99,5% de mos tró reac ti vi dad fuer te 3+ y 4+
con am bos reac ti vos. Se evi den ció una sola
di fe ren cia en cuan to a la fuer za de la reac -
ción (de 4+ vs 2+), lo cual está per mi ti do
para va li dar un an ti cuer po para uso en la he -
mo cla si fi ca ción (20). Las 20 mues tras D-ne -
ga ti vo re sul ta ron igual men te ne ga ti vas.

DISCUSIÓN

En este tra ba jo se des cri be un mé to do
prác ti co para ob te ner he te rohí bri dos pro -
duc to res de an ti cuer pos con tra an tí ge nos
del sis te ma Rh, fu sio nan do cé lu las lin foi des 
de una mu jer pre via men te sen si bi li za da des -
pués del par to y cé lu las de he te ro mie lo ma.
Pre via men te en el la bo ra to rio se ha bían
rea li za do va rios ex pe ri men tos uti li zan do cé -
lu las de mie lo ma de ra tón P3-X63.Ag8.653
así como otra lí nea de he te ro mie lo ma
(SMH-D33, ATCC CRL 1668) pero los re sul -
ta dos fue ron po bres, ob te nién do se he te -
rohí bri dos muy ines ta bles que de ja ron de
pro du cir an ti cuer pos al poco tiem po de for -
ma dos, por pre sen tar se el fe nó me no de se -
gre ga ción cro mo só mi ca (22). Tam bién se

ha bían uti li za do di fe ren tes me ca nis mos de
fu sión: quí mi ca con PEG de PM 1.300-1.400 
(5-7) y por me dio eléc tri co o elec tro fu sión
(17). Con este úl ti mo mé to do se ob tu vo
me jor efi cien cia de fu sión (1-3 × 10–6) que 
con la quí mi ca (1-5 × 10–7), pero el re sul -
ta do fi nal fue el mis mo, clo nas ins ta bles o
de baja ca pa ci dad se cre to ra aun que se lo -
gró ob te ner una pro duc to ra de anti-D IgG
de bajo tí tu lo (da tos no mos tra dos). Igual -
men te se hi cie ron ex pe rien cias uti li zan do
lin fo ci tos con ge la dos y lin fo ci tos fres cos,
ob te nién do se me jor efi cien cia de fu sión
con los úl ti mos. En el pre sen te in for me,
uti li zan do PEG 4.000, la efi cien cia de fu -
sión fue de 1,8 × 10–6 y de una sola fu sión
se lo gró ob te ner dos clo nas, una IgG (cuya 
eva lua ción no fue ob je to de pre sen te tra ba -
jo) y otra IgM.

La ca pa ci dad de pro du cir an ti cuer pos
mo no clo na les a tra vés de he te rohi bri do mas
de pen de de mu chos fac to res, como por
ejem plo del es ta do de la res pues ta in mu no -
ló gi ca del do nan te, el cual va va riar se gún
haya ocu rri do o no una es ti mu la ción re cien -
te. Se ha po di do de mos trar (y es nues tra ex -
pe rien cia) que la po si bi li dad de ob te ner hí -
bri dos pro duc to res es ma yor, mien tras mas
pre coz sea la toma de la mues tra des pués
del re-es tí mu lo (me nos de 7 días pos te rior
al rees tí mu lo) (23). En el pre sen te es tu dio
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TABLA III
EVALUACIÓN DEL SNC DE LA CLONA BMS-9 CON VARIANTES D-DÉBILES Y D-PARCIALES

DIIIa DIIIc DIV DIV

tipo IV
DIVa DVa DV

tipo II
DVI

tipo I
DVI

tipo II
DVI

tipo III

+ 0 + + 0 + 0 0 0 0

S:8 S:0 S:9 S:4 S:0 S:7 S:0 S:0 S:0 S:0

DVII DFR DNU R0 
HAR STEM+ DAR DOL DIM DAU D débil

tipo 2

+ + + 0 + + 0 0 + 0

S:6 S:5 S:4 S:0 S:8 S:4 S:0 S:0 S:9 S:0



se uti li za ron lin fo ci tos B de una mu jer sen -
si bi li za da con alto tí tu lo (1 × 2048) ob te ni -
dos a los 5 días del post par to de RN D-po si -
ti vo, los cua les fue ron rá pi da men te “in mor -
ta li za dos” con el VEB y so me ti dos pos te -
rior men te a la PHA con el fin de eli mi nar o
inac ti var a las cé lu las ci to tó xi cas es pe cí fi -
cas para el vi rus.

La au sen cia de una efi cien te pa re ja de
fu sión, au na do a ar te fac tos téc ni cos in tro -
du ci dos por el VEB que re du cen la efi cien -
cia de fu sión, han he cho que la ob ten ción
de he te rohi bri do mas sea un pro ce so, lar go,
la bo rio so, cos to so y de re sul ta dos im pre de -
ci bles (24). Se sabe que el VEB solo pue de
in mor ta li zar po bla cio nes de lin fo ci tos B en
re po so; por ello los hi bri do mas son el re fle -
jo de lin fo ci tos B ac ti va dos pero no to tal -
men te di fe ren cia dos en cé lu las plas má ti cas. 
Estas úl ti mas cé lu las son ri cas en ARNm
pero la men ta ble men te in ca pa ces de fu sio -
nar se (25). La uti li za ción de la lí nea
K6H6/B5 como pa re ja de fu sión fue tam -
bién un fac tor de ter mi nan te en la con se cu -
ción de nues tro ob je ti vo ya que uti li zan do
las lí neas P3-X63.Ag8.653 y SMH-D33 los
re sul ta dos fue ron de sa len ta do res por la
ines ta bi li dad de las clo nas.

De bi do a lo di fí cil que re sul ta ob te ner
he te rohí bri dos es ta bles pro duc to res de an -
ti cuer pos, en los úl ti mos años ha ha bi do un 
in ten so de sa rro llo de las téc ni cas re com bi -
nan tes, que ofre cen ma yor ren di mien to en
ca li dad de an ti cuer po, en tiem po de pro -
duc ción y en cos tos (26-28).

Tan to los tí tu los al can za dos por an ti -
cuer pos ge ne ra dos por la clo na BSM-9
como la con cen tra ción de los an ti cuer pos,
es tán den tro de lo re por ta do en la li te ra tu -
ra (6-8, 14).

El he cho de ha ber lo gra do una clo na
es ta ble pro duc to ra de an ti cuer pos anti-D de 
tipo IgM con las ca rac te rís ti cas se ña la das,
ha sido una ex pe rien cia exi to sa no solo por
lo di fí cil de ob te ner una clo na es ta ble sino
por el com por ta mien to de los an ti cuer pos
que esta ge ne ra, de mos tran do su po ten cia -
li dad para uso como reac ti vo en la he mo cla -
si fi ca ción. Esta po ten cia li dad está ava la da
por los re sul ta dos en el es tu dio de cam po
en el que no se evi den cia ron reac cio nes fal -
sas ne ga ti vas. Se lo gró eva luar 209 mues -
tras de do nan tes de san gre D-po si ti vo y 20
mues tras de do nan tes D-ne ga ti vo, sin de tec -
ción de dis cre pan cias en cuan to a la po si ti -
vi dad o ne ga ti vi dad de las reac cio nes, al
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TABLA IV
REACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS DE LA CLONA BMS-9 PRODUCIDOS EN SCA VS REACTIVO

COMERCIAL

Acs de la clona BMS-9 Reactivo Comercial Total de pruebas 

4+ 4+ 184 (88,0%)

3+ 3+ 08 (3,8%)

3+ 4+ 13 (6,2%)

4+ 3+ 03 (1,4%)

2+ 4+ 01 (0,5%)

0 0 20 (100%)

Se ha tra ba ja do en la ob ten ción de he te rohí bri dos pro duc to res de anti-D, de ma ne ra que pue dan ser uti li za dos en
la pro duc ción de reac ti vos de he mo cla si fi ca ción. Des pués de uti li zar di fe ren tes pro to co los de fu sión (10-12), ob -
tu vi mos un he te rohí bri do es ta ble pro duc tor de anti-D de tipo IgM al fu sio nar lin fo ci tos B hu ma nos con cé lu las de
he te ro mie lo ma de la lí nea K6H6/B5. Lue go de ca rac te ri zar el an ti cuer po en so bre na dan te de cul ti vo, se hi cie ron
las eva lua cio nes co rres pon dien tes para de ter mi nar su po ten cia li dad como reac ti vo en la he mo cla si fi ca ción.



com pa rar los con los re sul ta dos ob te ni dos
con el reac ti vo co mer cial.

La ca pa ci dad de un an ti cuer po IgM
para de tec tar an tí ge nos D-dé bi les, de pen de
de la avi dez del an ti cuer po. Por tal mo ti vo,
al pro du cir un reac ti vo para la he mo cla si fi -
ca ción, se re co mien da rea li zar mez clas oli -
go clo na les de IgM mo no clo nal de alta avi -
dez con IgG mono o po li clo nal. Los an ti -
cuer pos IgG per mi ti rán la de tec ción de di -
cho an tí ge no uti li zan do el reac ti vo de AGH, 
en caso de que no pu die ra ser de tec ta do
por el IgM (29). La ca pa ci dad de un mo no -
clo nal para de tec tar D-par cia les de pen de de 
la es pe ci fi ci dad fina del an ti cuer po. El an tí -
ge no D está cons ti tui do por un mo sai co de
epí to pes, al gu nos de los cua les no exis ten
en in di vi duos D-par cia les. En los cua tro
work shops in ter na cio na les para el es tu dio
de los an ti cuer pos mo no clo na les, es tas ca -
rac te rís ti cas han sido es tu dia das ex haus ti -
va men te (30-32). En es tas eva lua cio nes se
pudo evi den ciar que no exis te nin gún mo -
no clo nal anti-D que re co noz ca to das las va -
rian tes.

En el ban co de san gre, para el ti pea je
de do nan tes se re quie re que el reac ti vo em -
plea do re co noz ca to das las va rian tes, con el 
fin de li mi tar la po si bi li dad de sen si bi li za -
ción en in di vi duos D-ne ga ti vo a tra vés de la
trans fu sión, aun que sea con tro ver sial la ca -
pa ci dad in mu ni zan te de es tas va rian tes
(33-34). De allí que la es tra te gia mas fre -
cuen te men te uti li za da es la de com bi nar un 
anti-D IgM de alta avi dez que reac cio ne con 
va rian tes DIV y DV pero que no reac cio ne
con las va rian tes DVI, jun to a un po li clo nal o 
mo no clo nal de tipo IgG que pue da de tec tar 
a es tas va rian tes y otros D-dé bi les. Sin em -
bar go, para la ti pi fi ca ción de pa cien tes, con 
el IgM de alta avi dez po dría ser su fi cien te
ya que la no de tec ción de cier tas va rian tes
D-par cia les, como la DVI (que es mas fre -
cuen te en cau cá si cos), po dría ca ta lo gar a
di cho pa cien te como D-ne ga ti vo y ser trans -
fun di do con san gre D-ne ga ti vo, lo cual lo

pro te ge ría de una sen si bi li za ción fu tu ra
con tra los epí to pes que no po see.

De cual quier ma ne ra, las ca rac te rís ti -
cas fi na les del reac ti vo en pro duc ción de be -
rán es tar bien es pe ci fi ca das en el ins truc ti -
vo que lo acom pa ñe.

Dada la bue na ca li dad del an ti cuer po
ob te ni do en el pre sen te es tu dio, se ha pen -
san do en su pro duc ción a ma yor es ca la, a
fin de uti li zar los como reac ti vo en el ban co
de san gre para la he mo cla si fi ca ción en pa -
cien tes, por lo que si guien do las re co men -
da cio nes in ter na cio na les se está eva luan do
el com por ta mien to de los an ti cuer pos: 1)
Uti li zan do di fe ren tes me dios de di lu ción, a
ma ne ra de ob te ner la me jor reac ti vi dad en
el tra ba jo de ru ti na y 2) Ha cien do mez clas
oli go clo na les tan to con an ti cuer pos IgG
mo no clo na les ob te ni dos en nues tro la bo ra -
to rio, como con anti-D po li clo na les para
uti li za ción en do nan tes.

Ade más, es tos an ti cuer pos pue den ser
po ten cial men te uti li za bles para otros de sa -
rro llos tec no ló gi cos con el fin de pro du cir
re com bi nan tes de uti li dad múl ti ple (26-28), 
o para con ju gar los y uti li zar los en en sa yos
para la de tec ción de he mo rra gia ma ter no
fe tal (en pro yec to por nues tro la bo ra to rio).
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