AGLUTINACION DE MICROVESICULAS
ERITROCITARIAS POR ANTICUERPOS lc(G
COMO UN FENOMENO INDEPENDIENTE

DEL CITOESQUELETO

a aglutinacion eritrocitaria es un feno-
meno fisico-quimico que involucra va-
rios factores complejos.'? Este fendme-
no es particularmente importante en el
banco de sangre ya que constituye el punto final de
la mayoria de las pruebas empleadas rutinariamente
en esta disciplina. La hemaglutinacion mediada
inmunolégicamente tiene dos estadios basicos: la
fase de sensibilizacion, invisible, que consiste en la
unidn del anticuerpo a los determinantes antigénicos
sobre la superficie del glébulo rojo (GR), y la fase
visible de la aglutinacion, que resulta de colisiones
al azar entre los eritrocitos sensibilizados cubiertos
de anticuerpo, que conduce al entrecruzamiento de
los eritrocitos.®>* Los anticuerpos de la clase 1gG
requieren de la adicién del reactivo de antiglobulina
humana (AGH) para generar este fendmeno. 4
Una doble capa de fosfolipidos constituye la
membrana del GR, con proteinas embebidas que
siguen un modelo de mosaico fluido, y una malla
subyacente de proteinas que constituyen el
citoesqueleto. Las funciones del citoesqueleto inclu-
yen el mantenimiento de la integridad de la mem-
brana, el preservar la forma y deformabilidad del
GRy la restriccion de la movilidad lateral de la Ban-
da 3.56
Debido a la complejidad de la asociacion entre
la membrana y el citoesqueleto la separacion de
eventos entre estas dos estructuras es dificil, parti-
cularmente con respecto a la participacion e im-
portancia de las proteinas del citoesqueleto en el
fendmeno de la aglutinacion. Para simplificar la
composicion de la membrana del GR se han desa-
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rrollado métodos para la produccion de microvesi-
culas eritrocitarias, libres de las proteinas mayores
del citoesqueleto,”® lo cual permite la distincion ex-
perimental entre los eventos de la membrana plas-
matica y los del citoesqueleto. Las microvesiculas
preservan la orientacion normal de la membrana
del GR®y su inmunoreactividad.®

La concanavalina A es una lectina con una fuer-
te afinidad por la Banda 3, la mayor proteina inte-
gral de la membrana del GRy la cual conduce a la
aglutinacion no inmune de los GRs después de su
tratamiento proteolitico. ** EI fendmeno de la aglu-
tinacién se encuentra abolido en microvesiculas
generadas a partir de GRs aglutinables por
Concanavalina A. *2 Se concluy6 que la razén para
dicha pérdida de la aglutinabilidad era la ausencia
de las proteinas del citoesqueleto, lo cual sugiere
un importante rol del citoesqueleto en la aglutina-
cién eritrocitaria. 2

Los autoanticuerpos de la clase IgG, predomi-
nantemente los de la subclase IgG1, son responsa-
bles de la destrucciéon de los GRs por un mecanis-
mo inmunolégico en pacientes con anemia hemoli-
tica autoinmune (AHAI), 13 causada por auto-anti-
cuerpos calientes. Los auto-anticuerpos de la
subclase 1gG3, sin embargo, son los mas efectivos
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en conducir a la destruccién de los GRs. ** Los au-
toanticuerpos de la clase IgG usualmente son de-
tectados por medio de la reaccion de la AGH.* La
especificidad del autoanticuerpo ha sido reportada
para una gran variedad de antigenos eritrocitarios,
aunqgue aquellos pertenecientes al sistema Rh pare-
cen predominar.*

Se ha demostrado que los autoanticuerpos IgG
con especificidad hacia la Banda 3 desempefian
un papel conspicuo en los casos de AHAI en los
gue no existe una especificidad claramente recono-
cible hacia alguno de los antigenos del sistema Rh
u otros antigenos de grupos sanguineos, fijandose
a una densidad de sitios antigénicos de 1x10°® por
eritrocito.*® Tal densidad antigénica corresponde a
la de la Banda 3 sobre la superficie de los eritrocitos
normales.'® La Banda 3 inmunoprecipitada ha sido
previamente aislada e identificada como el antigeno
involucrado.®®

Materiales y métodos
Generacion de vesiculas

Se generaron cinco diferentes preparaciones de
vesiculas a partir de eritrocitos grupo O por el mé-
todo de Leonards y Ohki,® modificado por Victoria
et al.?® Las vesiculas producidas por este método
mantienen su integridad citopladsmica, su orienta-
cién normal de membrana y su inmunoreactividad.°

La composicion proteica de las vesiculas gene-
radas fue determinada por electroforésis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). 17 Los geles fueron te-
fiidos (azdl brillante de Coomassie, Sigma Chemi-
cal Co., St Louis, MO). Las bandas proteicas fueron
identificadas siguiendo la nomenclatura de Steck,*8
utilizando proteinas marcadoras de peso molecular
estandar (Boheringer Mannheim GMBH-Biochemi-
ca, Mannheim, Alemania).

Para determinar el volumen de suspension ne-
cesario para contener 300ug de proteina vesicular,
se determind dicho contenido por el método de
Lowry et al.,*® usando como estandar albumina
sérica bovina.

Preparacion de eluidos

Después de obtenerse el consentimiento informado
de los pacientes y la aprobacion del comité de in-
vestigacion de la Facultad de Medicina y Hospital
Universitario Dr. José E. Gonzalez, se obtuvieron
35 mL de sangre con un hematocrito promedio de
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27% de 10 pacientes dependientes de transfusion
con AHAI por anticuerpos calientes, sin especifici-
dad para ninguno de los antigenos del sistema Rh u
otras especificidades definidas serolégicamente y
con pruebas de AGH con reacciones 4+.

Se prepararon eluidos de los 10 pacientes con
AHAI, 20 donadores de sangre normales con una
prueba de AGH positiva exhibiendo una reactividad
anti-lgG de 2+ a 4+, y anti-D, (titulo, 1024), por
el método de Rekvig y Hannestad. 2° Los eluidos de
los GRs de pacientes con AHAI fueron estudiados
con varios paneles de GRs representando fenotipos
comunes y raros, por técnicas previamente descri-
tas.* Se incluyeron también eritrocitos modificados
por enzimas. Se obtuvieron reacciones de hema-
glutinacién con grados 4+, pero no se encontré un
patrén discernible de reactividad que condujera a
identificar una especificidad reconocible del autoan-
ticuerpo dentro del sistema Rh u otra especificidad
definida serol6gicamente.

Aloantisueros

Se determinaron los titulos de otros ocho eluidos
IgG de antisueros comunes (anti-C,-E,-c-e-M-S-Fy?,-
K), los titulos fueron determinados por dobles dilu-
ciones con células rojas de paneles eritrocitarios,
positivas para el antigeno correspondiente. Los ti-
tulos variaron de 32 a 256.

Aglutinabilidad con anti-IgG de microvesiculas
sensibilizadas con anticuerpos IgG

Los experimentos se hicieron por duplicado. Sus-
pensiones de vesiculas conteniendo 300 ug de pro-
teina vesicular en un volumen promedio de 150 pL
(125-164 L) fueron agregadas a tubos de polipro-
pileno e incubadas con 200 pL de eluido de pa-
cientes con AHAI, donadores con una prueba AGH
positiva, anti-D, otros aloantisueros, solucién sali-
na amortiguada normal (BNS) o suero humano nor-
mal diluido. Los tubos fueron incubados por 60
minutos a 37°C en un bafio de agua con agitacion
continua. Lo anterior fue seguido por una serie de
tres lavados con BNS helada a 35,000xg por 30
minutos (centrifuga RC-2B, Sorvall, Newton, CT)
para eliminar el exceso de eluido. Después de cada
lavado las vesiculas fueron resuspendidas en un
agitador vortex. Después del tercer lavado se agre-
garon 200 pL de anti-lgG humana monoclonal de
raton (Janssen Biochimica, Piscataway, NJ), lo cual
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fue seguido por un ultimo
paso de centrifugacién a
35,000xg por 30 minutos. La
interpretacion y calificacion
de las reacciones con la AGH
se efectud por técnicas sero-
I6gicas convencionales.* To-
dos los tubos con reacciones
macrosclpicas negativas
fueron examinados bajo el
microscopio.

Determinaciéon de fijacion
inmunoespecifica

Los experimentos para deter-
minar la unién inmunoespe-

Tabla I. Aglutinacion de microvesiculas eritrocitarias con 10 eluidos de autoanticuer-

pos de pacientes con AHAI, Anti-D, BNS y suero

Eluido Diagnostico Titulo AGH Reaccion AGH
1 AHAI* 2,048 4+
2 AHAI 1,024 4+
3 AHAI 1,024 4+
4 AHAI 512 4+
5 AHAI 512 4+
6 AHAI 256 4+
7 CLLT 512 4+
8 LLC 256 4+
9 LNHt 256 4+
10 LNH 256 4+
11 Anti-D 1,024 3+
12 BNST 0 neg
13 Suero 0 neg

*= Anemia hemolitica autoimmune.
= Anemia hemolitica autoimmune secundariaa leucemia linfocitica crénica.
$= Anemia hemolitica autoimmune secundariaa linfoma no Hodgkin.

cifica de los autoanticuerpos =Solucion salina amortiguada normal .

IgG a las vesiculas eritroci-

tarias fueron realizados con eluidos de seis pacien-
tes con AHAI y 2| proteina A sin alcanzar condicio-
nes de saturacion de anticuerpo. Los autoanticuer-
pos IgG en la AHAI son predominantemente de la
subclase IgG1.%® La proteina A se une a la IgG1 en
una relacién 1:1 pero no reacciona con la Ig3. 2
La fijacion de anti-D también se investigd. Se usa-
ron como controles de captacion inespecifica de 129
proteina A suero humano normal y BNS. Estos ex-
perimentos fueron hechos como los anteriores pero
después de la tercera centrifugacion el botén de
vesiculas fue resuspendido. Veinte uL de 12| Protei-
na A (Amersham, Arlinton Heights, IL) conteniendo
en total 1.99x108 cuentas por minuto fueron agre-
gadas y la suspension resultante de microvesiculas
sensibilizadas-1?°| proteina A fue incubada a tem-
peratura ambiente por 30 minutos. Las preparacio-
nes fueron lavadas tres veces con BNS helada a
35,000 x g por 30 minutos para eliminar el exceso
de 2% proteina A, el botén de vesiculas fue resus-
pendido por agitacién vigorosa con 1 mL de BNS y
transferido a un tubo de conteo; las cuentas por
minuto (cpm) fueron determinadas en un contador
gamma (Beckman, Fullerton, CA).

Resultados

Los patrones de tincién con azul brillante de
Coomassie de los geles SDS-PAGE confirmaron la
ausencia de las proteinas mayores del citoesqueleto
en las preparaciones vesiculares (figura 1). Después
de la hemoglobina (Hb) la Banda 3 fue el mayor
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constituyente del citoesqueleto de las microvesiculas
eritrocitarias. El contenido total de proteinas en las
suspensiones de vesiculas varié de 1.83 a 2.40 ug/
pL. El volumen requerido para una muestra de 300
Ug de proteina varié de 125 a 164 L con un pro-
medio de 150 pL.

La tabla | muestra los resultados de los experi-
mentos de aglutinacién con los autoanticuerpos de
los eluidos de pacientes con AHAI y con anti-D. A
pesar de las diferencias en sus titulos, los diez au-
toanticuerpos fueron igualmente capaces de aglu-
tinar poderosamente las microvesiculas eritrocita-
rias. El eluido anti-D produjo una reaccién de AGH
3+ con las suspensiones de microvesiculas D+. En
contraste, ninguno de los 20 eluidos de donadores
normales con una prueba de AGH positiva, y nin-
guno de los otros ocho eluidos de antisueros reco-
nociendo antigenos pertenecientes a grupos san-
guineos comunes, fueron capaces de aglutinar las
vesiculas eritrocitarias. No se observé tampoco aglu-
tinacion en los tubos conteniendo vesiculas incuba-
das con BNS o suero humano normal. El examen
microscépico de las vesiculas sin aglutinacién ma-
croscopica también resulto negativo.

La tabla Il muestra los resultados de los estudios
disefiados para evaluar la fijacion inmunoespecifi-
ca de autoanticuerpos IgG a los antigenos en la
membrana vesicular. Las vesiculas sensibilizadas con
los eluidos de pacientes con AHAI captaron entre
67 y 167 veces mas 2% proteina A (cpm) que aque-
llas incubadas con BNS, y de 18 a 45 veces mas
que las incubadas con suero. Las vesiculas incuba-

CIENCIA UANL / VOL. VI, No. 3, JULIO-SEPTIEMBRE 2003



Jost CarLOS JAIME PERez

TOP GEL

BAND 3

ALK BT,

Fig. 1. Patron de tincion con azul brillante de Coomassie
de tres preparaciones de microvesiculas eritrocitarias, des-
pués de que la electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecyl sulfato sédico (SDS-PAGE) confirmé la ausencia de
las proteinas mayores que constituyen el citoesqueleto del
glébulo rojo, especificamente de espectrina (bandas 1y 2)
y actina (banda 5), y la presencia de la Banda 3. La prepa-
racion B fue tratada con alkali. Abreviaciones usadas: Hb:
hemoglobina, T.D.: tracking dye (colorante marcador).

das con anti-D captaron 10 y 38 veces tanta 2%
proteina A como aquéllas incubadas con BNS y sue-
ro, respectivamente. Las vesiculas incubadas con
suero humano normal captaron 3.7 veces tanta 12°|
proteina A como aquéllas incubadas con BNS.

Tabla Il. La fijacion inmunoespecifica de eluidos IgG de pacientes con AHAI y anti-D a
microvesiculas eritrocitarias fue estudiada con | Proteina A. Se muestran las relaciones
entre cpm captadas por los eluidos comparadas con las cpm captadas inespecificamente

por BNS y suero.

El eluido namero 1 de los pacientes con AHAI
fue estudiado también con 100 uL de %] proteina
A, en lugar de 20 L, manteniendo la preparacion
de vesiculas en 300 ug, en un esfuerzo por demos-
trar un incremento proporcional en la captacién de
125 proteina A. El resultado fue un incremento de
3.5 veces en las cpm captadas.

Discusion

La ausencia de las proteinas mayores del citoes-
gueleto en las microvesiculas eritrocitrias fue apro-
vechada para probar la hip6tesis de que éstas pro-
teinas no son requeridas para la produccion de la
aglutinacion mediada inmunoldgicamente. Los diez
eluidos de autoanticuerpos de pacientes con AHAI
reaccionaron con las microvesiculas derivadas de
los eritrocitos, (reaccion de AGH 4+), lo cual de-
muestra que, dentro de las condiciones aqui des-
critas, la presencia de las proteinas mayores del ci-
toesqueleto no es necesaria para que la aglutina-
cion vesicular mediada inmunol6gicamente se lle-
ve a cabo. El eluido anti-D también reaccioné con
una aglutinacién 3+.

La fijacion inmunoespecifica del eluido IgG anti-
D iodinado a vesiculas D+ ha sido documentada,
demostrando la preservacion de la inmunoreactivi-
dad del antigeno D en las microvesiculas, proban-
do que una asociacion del polipéptido Rh con el
citoesqueleto no es necesaria para la expresion de
la actividad del antigeno D.*° Esos hallazgos fue-
ron confirmados en este estudio, en el cual las vesi-
culas D+ sensibilizadas con un eluido anti-D po-
tente captaron 10 y 38 veces mas 2% proteina A
gue las incubadas con suero humano y BNS, res-
pectivamente (tabla Il).

Los experimentos
gue incluyeron 2% pro-
teina A confirmaron que
la aglutinacién vista en
los ensayos con el

Preparacion cpm* Eluido/BNS*t Reaccion AGH reactivo de AGH fueron
Eluido 1 1.16x10° 167 45 el resultado de una po-
Eluido 2 8.90x10° 128 34 derosa interaccidn
Eluido 3 5.74x10° 83 22 ’ :

Eluido 4 4.66x10° 67 18 antlgeno-a_ntlcuerpo.
Eluido 5 6.10x10° 87 23 Los autoanticuerpos de
Eluido 6 5.86x10° 84 22 los pacientes con AHAI
Anti-D 2.70x10° 38 10 ; .
NS . " : en los e_Imdos estudia
Suero 2 60x10* . i dos tuvieron una alta

*= Cuentas por minuto, | Proteina A.
+= Solucién salina amortiguada normal.
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afinidad por sus antige-
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nos, como se demostrd por la considerable dife-
rencia en la captacién de 25| proteina A compara-
da con aquélla de la BNS y la del suero, y por la
produccién clinica de AHAI severa y dependiente
de transfusion.

Aunqgue no se pudo establecer la especificidad
de los autoanticuerpos en los eluidos por las técni-
cas seroldgicas empleadas en este estudio, la con-
siderable diferencia en las cpm captadas demostré
la fijacion inmunoespecifica del autoanticuerpo a
determinantes antigénicos sobre la superficie de las
microvesiculas eritrocitarias. Un reporte previo de-
mostrd que el antigeno involucrado en doce casos
de AHAI en los cuales la especificidad contra anti-
genos del sistema Rh no pudo ser demostrada era
la Banda 3.%° Los hallazgos en la presente investi-
gacion parecen conducir a la misma conclusion.

Si se asume una especificidad predominante anti
Banda 3 en los autoanticuerpos de los eluidos de
pacientes con AHAI, la aglutinacién sin la presen-
cia del citoesqueleto podria ser explicada por una
elevada densidad antigénica en las microvesiculas,
correspondiente a la Banda 3, y a la movilidad la-
teral 50 veces mayor de esta proteina, a consecuen-
cia de la pérdida de la restriccion impuesta a través
de su asociacién con el citoesqueleto.?? Esta liber-
tad de desplazamiento podria facilitar la agrega-
cién y polarizacion de la Banda 3, contribuyendo a
una mayor aglutinabilidad. Al respecto, anticuer-
pos anti-Banda 3, dirigidos a su dominio citoplas-
mico, pueden suprimir la aglutinacién de los eritro-
citos inducida por la Concanavalina A, al bloquear
la movilidad lateral de la Banda 3. Las diferencias
en la movilidad y en la densidad de sitios antigénicos
entre el antigeno D y la Banda 3 (1-4 x 10%sitios
para D,?? 1 x 10° para la Banda 3 %) podrian expli-
car la aglutinacion con el reactivo AGH observada
con el eluido anti-D (3+), comparada con la reac-
cién 4+ producida por todos los eluidos de pa-
cientes con AHAI. Una razén para la falta de aglu-
tinacion con los eluidos de donadores de sangre
normales con una prueba de AGH positiva y con
los eluidos de GR incubados con anticuerpos dirigi-
dos contra antigenos de grupos sanguineos dife-
rentes de D puede ser que las vesiculas eritrocita-
rias positivas para los antigenos correspondientes
no fijen suficientes moléculas de anticuerpo para
producir la aglutinacién. Con los datos aportados
por esta investigacion puede concluirse que las pro-
teinas mayores del citoesqueleto del eritrocito no se
requieren para que se lleve a cabo la aglutinacion
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de vesiculas eritrocitarias mediada por la I1gG.
Resumen

Los factores que contribuyen a la aglutinacion
eritrocitaria son complejos. La participacion y con-
tribucién del citoesqueleto del glébulo rojo (GR) a
este fendmeno son dificiles de separar de aquellas
de la membrana plasmatica. Microvesiculas inmu-
noreactivas, libres de citoesqueleto y enriquecidas
en Banda 3 pueden ser generadas a partir de GR
normales. La Banda 3 ha sido definida como un
importante antigeno en la anemia hemolitica auto-
inmune (AHAI). Microvesiculas eritrocitarias fueron
generadas y sensibilizadas con eluidos obtenidos
de pacientes con AHAI. Se agregd anti-lgG huma-
na (AGH) monoclonal y se investigd la aglutinacion.
La fijacion especifica de auto-anticuerpo se evalué
empleando | proteina A. Se obtuvo una aglutina-
cion de vesiculas eritrocitarias 4+ con los 10 eluidos
de pacientes con AHAI, las cuales fijaron 67 a 167
veces mas | proteina A que aquellas incubadas
con solucién salina normal amortiguada, y de 18 a
45 veces mas que las vesiculas incubadas con sue-
ro humano normal. Las proteinas mayores del ci-
toesqueleto eritrocitario no se requieren para que
la aglutinacién de microvesiculas eritrocitarias me-
diada inmunolégicamente se lleve a cabo.

Palabras clave: Aglutinacién, Citoesqueleto, Eri-
trocito, Microvesiculas, Banda 3.

Abstract

Factors contributing to red blood cell (RBC)
agglutination are complex. Participation and
contribution of the RBC cytoskeleton in this
phenomenon is difficult to separate from that of the
plasma membrane. Immunoreactive cytoskeleton-
free, band 3 enriched microvesicles can be
generated from normal RBCs. Band 3 has been
defined as an important antigen in autoimmune
hemolytic anemia (AIHA). RBC microvesicles devoid
of major cytoskeletal proteins were generated and
sensitized with eluates obtained from AIHA patients,
Coombs-positive blood donors and antisera to
common RBC antigens. Monoclonal anti-human IgG
was added and agglutination investigated.
Autoantibody (AAb) immunospecific binding was
evaluated employing 125 Protein A. RBC vesicle
agglutination with a 4+ anti-human globulin (AHG)
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score was obtained with 10 AAb eluates from AIHA
patients and anti-D (3+), but not with eluates from
20 Coombs-positive blood donors or antisera
directed to eight other common RBC antigens.
Microvesicles sensitized with AIHA eluates bound 67
to 167 times as much 125/ protein A radioactivity
as did those incubated with BNS, and 18 to 45 times
more than vesicles incubated with normal serum.

Keywords: Agglutination, Cytoskeleton, Red blood
cell, Microvesicles, Band 3.
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