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RESUMEN

Se evalué la utilidad del ADN aldgeno como antigeno de recubrimiento para
detectar los anticuerpos IgG contra el ADN de doble cadena. El ADN xendgeno
empleado como recubrimiento de un enzimoinmunoensayo indirecto, para la
determinacion de estos anticuerpos, es de dificil obtencidén y muy costoso. Se
empledé como recubrimiento ADN de timo de ternera y ADN de 6 sujetos
supuestamente sanos. El analisis de la presencia de los anticuerpos se realizé en
suero de 16 individuos con diagnodstico de lupus eritematoso sistémico. Se obtuvo
100 % de coincidencia en los resultados, asi como pocas diferencias en la
capacidad de discriminacion del método con el empleo de los 2 tipos de ADN. Segun
lo anterior se concluyd que el ADN humano es util como recubrimiento de este
enzimoinmunoensayo. La obtencidn de este antigeno es menos costosa que la del
ADN de timo de ternera.

Palabras clave: Enzimoinmunoensayo, anticuerpos IgG contra el ADN de doble
cadena, ADN xendgeno, ADN aldgeno.

SUMMARY

The usefulness of allogenous DNA as a coating antigen to detect IgG antibodies
versus dsDNA was evaluated. The xenogenous DNA used as a coating of an indirect
immunoenzimatic assay for determining these antibodies is difficult to obtain and
very expensive. Calf thymus DNA and DNA from 6 apparently sound subjects was



utilized for coating. The analysis of the presence of antibodies was made in serum
from 16 individuals with diagnosis of systemic lupus erythematosus. 100 % of
coincidence was obtained in the results. A few differences in the discrimination
capacity of the method with the use of two DNA types were observed. According to
the above, it was concluded that human DNA is useful as a coating of this
enzymoimmunoassay. The obtention of such antigen cost less than that of the calf
thymus.

Key words: Enzymoimmunoassay, IgG antibodies versus dsDNA, xenogenous
DNA, halogenous DNA.

INTRODUCCION

Los anticuerpos contra el ADN de doble cadena (anti-ADNdc) fueron descubiertos
en 1957. Su presencia constituye uno de los criterios diagndsticos de la Asociacion
Americana de Reumatologia para el lupus eritematoso sistémico (LES).}™

Numerosas pruebas para la determinacién de anti-ADNdc han sido ideadas. Entre
ellas se encuentran el radioinmunoanadlisis (RIA), la inmunofluorescencia indirecta
con Crithidia luciliae (CLIF), el ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), el EliA
(fluorescence enzyme linked immunoassay) y la citometria de flujo.*™

La deteccion de anti-ADNdc mediante ELISA estd ampliamente difundida en los
laboratorios clinicos por las ventajas que esta técnica posee: la relativa sencillez, la
rapidez de ejecucion, el bajo costo del equipamiento, la posibilidad de
automatizacién y el procesamiento de gran nimero de muestras a la vez. Ademas
emplea pequefas cantidades de muestras y reactivos y presenta elevada precision,
sensibilidad, especificidad y detectabilidad.*®

Existen juegos diagndsticos comerciales disponibles que utilizan como
recubrimiento ADN plasmidico, ADN bacteriano, ADN de timo de ternera y ADN
humano recombinante, los cuales son muy costosos. A esto se adiciona que estos
antigenos son dificiles de obtener.'”"°

Para que el diagnéstico del LES se haga en condiciones que se acerquen mas al
concepto de autoinmunidad y lograr una mayor especificidad, asi como disponer de
un antigeno obtenido en nuestros propios laboratorios por un método facil, sencillo
y menos costoso, este trabajo tiene el objetivo de evaluar la utilidad del ADN
genomico humano (alégeno) como recubrimiento del enzimoinmunoensayo para la

determinacion de IgG anti-ADNdc.
METODOS

Muestras

Se recogid suero de 16 pacientes con diagnostico de LES, segun criterios de la
Asociacidon Americana de Reumatologia modificados en 1982 y revisados en 1997.
Se obtuvo sangre total fresca de 6 individuos supuestamente sanos destinados a la



obtencidn del antigeno. Se empled suero de personas consideradas sanas como
control negativo en los ensayos, procedente del banco de sangre ubicado en el
municipio Marianao. Se utilizd suero de individuos enfermos con mas de 100 DE
(desviaciones estandar) o unidades de positividad como control positivo.

Obtencién del antigeno

Extraccién de ADN gendmico humano: 10 mL de sangre fresca se mezclaron con
250 pL de EDTA (56 mg/mL) como anticoagulante en tubo corning de 50 mL. Se
anadid solucion reguladora fosfato salino (PBS 1x) hasta completar 50 mL, se
homogenizdé suavemente y se centrifugd a 4 000 rpm durante 15 min a 4 °C, luego
se desechd el sobrenadante. Se resuspendid el pellet con solucidon de lisis celular
(TLB) y se colocd durante 30 min a 4 °C. Se centrifugd a 4 000 rpm durante 15 min
y se desechd el sobrenadante. Se le afadid al pellet 3 mL de solucion de lisis
nuclear (NLB), 230 yL de SDS 10 % y 60 uL de proteinasa K y se incub6 1 h a 55
°C y luego a 37 °C durante toda la noche. Se le afiadio 1 mL de NaCl 6 My 5 mL de
cloroformo-alcohol isoamilico, se precipité el ADN con 2-propanol y se lavé con
etanol 70 %. El pellet se disolvidé en Tris-EDTA.

La concentracidon del ADN extraido fue medida espectrofotométricamente a 260 nm
y la pureza fue confirmada mediante la razon Asso/Asso-

Determinaciéon de 1gG anti-ADNdc mediante ELISA indirecto

Se utiliz6 como antigeno ADN gendmico de 6 personas supuestamente sanas
(alégeno) y ADN de timo de ternera (xendgeno), obtenido de manera comercial
(Merck). Las condiciones empleadas con ambos tipos de antigenos fueron las
siguientes: las placas de microtitulacién de polivinil cloruro (PVC) fueron irradiadas
con luz ultravioleta durante 16 h. Luego se cubrieron con ADN xendgeno y 3 ADN
alégenos disueltos en PBS 1x, pH 7,2 a concentracién de 10 ug/mL. Después de
incubacion en camara hiumeda a 4 °C durante toda la noche, las placas fueron
lavadas con PBS 1x. Las muestras y los controles diluidos en PBS-Tween + BSA 2
% fueron afadidos a una diluciéon 1:100 e incubados en cdmara himeda a 37 °C
durante 1 h. Se realiz6 lavado con PBS-Tween 0,05 % vy se afiadié IgG anti-humana
conjugada con peroxidasa de rabano picante diluido 1:4 000 en PBS-Tween + BSA
2 %. Se incubd en cdmara humeda a 37 °C durante 1 h, se efectud lavado con
PBS-Tween 0,05 % y se afiadid sustrato (o-fenilendiamina, Merck). Se incubd en la
oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min, deteniéndose la reaccién con
H,S0O, 3M. Los valores de absorbancia fueron medidos a 492 nm mediante lector de
micro ELISA (Organontechnika).

En cada placa se corrié 1 control negativo, 1 control positivo y 4 muestras. Cada
placa se considerd un ensayo. Se efectuaron un total de 4 ensayos (1 al 4). En el
primer ensayo se utilizaron 3 ADN aldgenos diferentes a los empleados en el
segundo, tercero y cuarto.

Estudios de precision: repetibilidad intraensayo e interensayos

Se montaron 4 réplicas de las muestras y de los controles positivo y negativo para
evaluar repetibilidad intraensayo. Cada ensayo se repitié 2 veces, en dias
diferentes, pero manteniendo las mismas condiciones para evaluar su
reproducibilidad.

Andlisis de los resultados



Los coeficientes de variacion (CV) se determinaron seguln los métodos estandares.
Se calculd la capacidad de discriminacion (K) para cada antigeno. Esta es una
variable cuantitativa continua, la cual se refiere a la capacidad de diferenciar entre
los valores positivos y los negativos. A mayor valor de K mejor es el poder
discriminatorio. Es adimensional.

K= Xc+ / Xc'
Xc+ - Densidad éptica media del control positivo.
Xc- - Densidad 6ptica media del control negativo.

La cuantificacion de anticuerpos IgG anti-ADNdc (CA) se determindé mediante la
aplicacién de la formula siguiente:

CA=Xq, - X~ / DEc-

Xm - Densidad éptica media de la muestra.

Xc- - Densidad optica media del control negativo.
DE.- - Desviacion estandar del control negativo.

La CA es una variable cuantitativa continua que se expresa en desviaciones
estandar (unidades de positividad). Informa la cantidad de veces que esta
contenida la desviacidon estandar del control negativo en la muestra. La desviacion
estandar usualmente es empleada para establecer un valor de corte que permite
emitir un criterio cualitativo, o sea, la presencia o no de una sustancia o metabolito
en un determinado fluido biolégico. Nuestro laboratorio emplea la desviacion
estandar para dar un criterio cuantitativo, lo cual desde el punto de vista médico
tiene gran importancia. Esto posibilita la individualizacion de la terapéutica de los
pacientes lupicos.

Los criterios con los que se trabajo para 99,9 % de confianza fueron los siguientes:
se tomd como valor negativo de referencia cuando CA < 3 DE (unidades de
positividad). Se considerd ideal si K = 10, aceptable si 5 < K < 10 y desfavorable si
K < 5. La obtencién de un CVi < 10 % indicaria la no existencia de diferencias
notables en los resultados, un 10 % < CVx < 20 % significaria la existencia de
diferencias poco notables en los resultados y si CVx > 20 % implicaria la existencia
de diferencias notables. Se tomdé un CV intraensayo e interensayo como ideal si CV
< 10%, aceptable si 10 % < CV =< 20 % y desfavorable si CV > 20 %.

RESULTADOS

El grado de pureza de los 2 tipos de ADN empleados en el estudio se encontrd
dentro del rango aceptado como ideal (1,6-2,0). Esto indica que el ADN no estaba
contaminado con proteinas (tabla 1).

Un total de 16 muestras séricas de individuos con diagndstico de LES fueron
analizadas. Hubo 100 % de concordancia en cuanto a los resultados obtenidos con
los diferentes antigenos empleados. En las tablas 2 y 3 se puede observar que 15
de las 16 muestras fueron positivas y solo una negativa con el empleo del ADN
xenogeno y de los diferentes ADN aldégenos.



En el primer ensayo las capacidades de discriminacién (K) del método con el uso de
ADN xendgeno y con los ADN aldgenos 1, 2 y 3 resultaron aceptables (8,1; 9,3; 8,8
y 7,0, respectivamente). Las K obtenidas en los ensayos 2 y 3 fueron las
siguientes: 5,7; 4,9; 5,2y 4,5 — 6,4; 5,0; 5,4y 4,4, respectivamente. Con el
empleo del ADN alégeno 6 en los ensayos 2 y 3 el método mostré una capacidad de
discriminacion desfavorable, al igual que con el alégeno 4 en el ensayo 2. En el
ensayo 4 se obtuvieron valores de K aceptables tanto con el ADN xendgeno como
con los ADN alégenos 4, 5y 6 (6,9; 5,5; 5,5y 5,3) (fig).

En los ensayos 2, 3y 4 la K con el ADN xendgeno fue superior a la obtenida con los
ADN aldgenos, ocurriendo lo contrario con 2 de los aldgenos en el primer ensayo
realizado (fig.).

El coeficiente de variacion entre las capacidades de discriminacion (CVk) con el
empleo de cada antigeno se mantuvo por debajo de 10 % en el ensayo 2. En los
ensayos 1, 3y 4 el CVx tomo valores entre 10 y 20 % (fig.).

La mayoria de los coeficientes de variacion de los controles negativos y de las
muestras estuvieron por debajo de 10 % y una minoria esta comprendida en el
rango aceptable. Cuando se evalud la reproducibilidad, algunas muestras (M, con el
ADN xendgeno, M5 con el ADN aldégeno 2, M, con el ADN alégeno 4 y My con el ADN
alégeno 6) alcanzaron coeficientes de variacion desfavorables (tablas 4 y 5).

DISCUSION

La linea que se ha trazado en Cuba, como pais en vias de desarrollo, es la de
producir, en la medida de las posibilidades, los productos bioldgicos que se
requieren en las técnicas analiticas. Este principio es el que llevo a evaluar la
utilidad del empleo del ADN gendmico humano (alégeno) como recubrimiento del
ELISA para detectar anticuerpos anti-ADNdc en el diagndstico del LES.

En este estudio solo se determinaron anticuerpos anti-ADNdc de tipo IgG porque
son mas especificos para el LES que los de tipo IgM.>8

Se obtuvo 100 % de coincidencia en los resultados con el uso de los 2 tipos de
ADN, lo cual indica que cualquiera de ellos puede emplearse como recubrimiento en
el método ELISA. En la literatura se reporta que los anticuerpos anti-ADNdc
reaccionan contra epitopes conformacionales del eje pentosa-fosfato que es comun
a todos los ADN.3 Hay autores que plantean que los anti-ADNdc reaccionan
especificamente contra secuencias teloméricas del ADN, las cuales son
caracteristicas de cada especie. A pesar de esto las secuencias teloméricas en
mamiferos superiores no muestran muchas diferencias.°

La otra variable que se tuvo en cuenta en este estudio fue la capacidad de
discriminacion del método. En su mayoria, las K obtenidas con cada tipo de
antigeno en los 6 ensayos llevados a cabo fueron aceptables. En esto influye si se
utilizan sustancias antes del recubrimiento, si los reactivos estan en buen estado, la
pureza del antigeno y su grado de polimerizacion, si el antigeno es modificado, la
calidad de las soluciones empleadas, etc.!/¢1113

En el ELISA llevado a cabo no se emplea ninguna sustancia pre-recubrimiento como
sulfato de protamina, polihistidina o polilisina, que pueden conllevar a la aparicion
de falsos positivos.''*'2 Ademas, el ADN se utiliza en su forma intacta, o sea, no es



fragmentado. Cuando el antigeno es fragmentado se pueden producir reacciones no
especificas con esos fragmentos que conducen a resultados falsos positivos.'?13

Las soluciones reguladoras o amortiguadoras usadas fueron preparadas y
almacenadas cuidadosamente para evitar su contaminacién bacteriana, porque las
gue contienen fosfato y Tris constituyen un medio excelente para saprofitos,
bacterias, etc. No se adiciono a las soluciones amortiguadoras ningin agente
antimicrobiano como azida o mercurio pues estos tienen un efecto devastador
sobre la actividad enzimatica en sistemas, que como este, usan peroxidasa.'?

Tanto el ADN xendgeno como el ADN gendmico alégeno poseian grados de pureza
adecuados. A mayor grado de pureza mayor cantidad de ADN se adhiere al pocillo,
el riesgo de interferencias disminuye y se produce una mejor sefial. Ello contribuye
a lograr una buena capacidad de discriminacién del método. Precisamente, la
utilizacion de un antigeno muy purificado constituye uno de los requisitos a tener
en cuenta a la hora de realizar un enzimoinmunoensayo.*®

El ADN de timo de ternera presentd un grado de pureza (1,86) mayor al de los ADN
alégenos 4, 5, 6 (1,75; 1,65y 1,71, respectivamente). Basado en lo expuesto en el
parrafo anterior se explica que en los ensayos 2, 3 y 4 la K del método con el
empleo del ADN xendgeno fuera mayor a la K con cada ADN aldgeno utilizado.
Aunque el ADN xendgeno y los ADN alégenos 1, 2 y 3 utilizados en el ensayo 1
poseian grados de pureza similares, se observa como la K obtenida usando el ADN
alégeno 1 y 2 fue superior a la K mostrada con el ADN xendgeno (tabla 1) (fig.).

El grado de polimerizacion del antigeno influye notablemente sobre la K. A mayor
grado de polimerizacién se incrementa la posibilidad de que no se pierdan los
epitopes conformacionales contra los que se supone reaccionan los anti-ADNdc.#®
Se conoce que el ADN de timo de ternera posee un elevado grado de polimerizacion
(segun Directorio Linscott de reactivos inmunoldgicos y bioldgicos), el cual no fue
determinado en los ADN alégenos usados.

A pesar de estas diferencias los coeficientes de variacion entre la capacidad de
discriminacion del método con los antigenos empleados en cada ensayo
demostraron que estas no son importantes. Ello se explica por lo expuesto antes al
hacer referencia al grado de coincidencia en los resultados.

El costo estimado de una extraccion de ADN gendmico humano por el método
empleado es aproximadamente 3 USD. Este calculo esta basado en el costo de los
reactivos, el tiempo de funcionamiento de los equipos, el tiempo empleado por los
técnicos para la realizacién de la técnica, etc. No se incluyen la cristaleria, ni el
costo de los equipos. Teniendo en cuenta que el volumen minimo que se puede
obtener en una extraccion de ADN genémico humano es de 150 L, se estima que
el costo de 1 mL seria de 20 USD.

De manera general se logré una buena precision de los resultados. Algunas
muestras presentaron coeficientes de variacidon desfavorables, atribuible a su
posible contaminacion.

Se concluyd que el ADN alégeno es un antigeno tan util como el ADN xendgeno
para la deteccion de anticuerpos IgG anti-ADNdc mediante ELISA. El ADN alégeno
puede ser obtenido en los laboratorios cubanos por un método sencillo y poco
costoso.
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Fig. Capacidad de discriminacién (K) segun antigeno.



ELISA para determinar IgG anti-ADNdc

| Antigeno (ADN) | Concentracion {pg/mL) | Pureza Azeq/Azan
[ Xendgeno | 830 [ 1,86
| Alogeno1 || 1915 | 1,85
[ Aogenos | Tad5 T
[ Alsgeno3 || 2 795 | 1,86
[ Alsgenod || 4695 [ 1,75
| Alogeno 5 | 2 020 [ 1,65
| Alogenoe || 3 990 [ 1,71

Tabla 1. Concentracion y grado de pureza de cada ADN empleado comao recubrimiento del

Tabla 5. Repetibilidad interensayo para la determinacion de IgG anti-ADNde utilizando ADN

Xenogeno y alégeno

| Antigeno ||

Repetibilidad interensayo (n=2)

i | ¥

| DE- | CV (%)

Lo M | My (| Mg | My

| Xenogeno | 0,308

loo024 | 78 | 1,3 206 [ 2,1 || 3,2

| Alogeno1 [ 0,270 0020 | 7,4 12,1 |174 [ 168 | 3,9
[ Aldgeno 2 [ 0,281 [0,024 [ 85 [149 [ 6,1 [28,2 [ 13,1
[ Alogeno 3 [ 0,340 [0,003 [ 0,9 (142 ] 2,4 [ 65 [[17,5
i _ Cc [ M M, [ M [ M
[ Xendgeno [ 0,435 [o,009 [ 2,1 [ 41 [ 1,1 [06 [ 90
[Alogeno 4 [ 0,421 [[0,079 [18,8 [ 209 [169 [ 1,1 [ 0,4
[Alogeno 5 [ 0,434 Jo,011 [ 25 [ 80 [ 1,7 [ 03 | 3,2
| Alogeno 6 [ 0,439 0,013 | 29 174 |21,1 [ 65 | 1,8

He-: media del control negativo, DEz-: desviacion estandar del contral negativo, CV:

coeficiente de varnacion, M. muestras, n: numero de replicas.

Tabla 2. Kesultados de la determinacion de IgG anti-ADNdc mediante ELISA utilizando ADN

¥enagena v ADN alégenos 1, 2 v 3 como antigenos

| Antigeno [ M; | M, | M; || M,
[ Xendgeno |[ 38,22 |[ 5,01 || 8,67 || 42,30
[Alégeno 1 [ 58,45 |[ 6,03 || 10,31 |[ 60,75
[‘Alogeno 2 [ 62,86 |[ 11,45 |[ 12,27 [ 73,28
[Aldgeno 3 [92,67 [ 9,00 [1596 [89,35

referencia negative: < 3DE.

CA (DE o unidades de positividad); CA: cuantificacion de anticuerpos. M, muestras. Valor de
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Tabla 3. Resultados de la determinacion de IgG anti-ADNdc mediante ELISA

utilizando ADN xendgeno y ADN aldgenos 4, 5 v 6 como antigenos

Muestras | xendgeno | aldégeno 4 || alégeno 5 | alégeno 6

l

| M5 || S0,00 || 3800 [ 39,00 | 46,00
| M6 | 510 | 1000 | 390 | 5,50
| M7 | 7700 | 36,00 | 47,00 | 41,00
| ™M8 | 78,00 | 4800 | 4800 | 54,00
| mo | 150 | -0,30 | -0,10 | -2,90
| Mio || 11,00 17,00 || 35,00 || 25,00
| M1t || 9,00 860 | 13,00 | 8,80
| w12 | 1200 | 1700 | 1600 | 11,00
| mi3 | 800 | 840 [ 10,00 | 10,00
[ mi4 [ 800 | 1200 [ 12,00 [ 12,00
| mis | 3500 || 4900 || 54,00 | 58,00
| mie | 790 | 730 [ 370 | 11,00

CA (DE o unidades de positividad)
CA: cuantificacion de anticuerpos. M,; muestras. Valor de referencia negativo: < 3DE.

Tabla 4. Repetibilidad Intraensayo para la determinacion de IgG anti-ADNdc
utilizando ADN =zentgeno v aldgeno (n= 4)

Antigeno | Repetihilidad intraensayo (n=4)
[ Xe [ DEe | CV (%)
| | L 0 my I M [ My [ My
Xendgeno | 0,291 0,023 7,9 98 || 36 47 | 05
Aldgeno 0,256 0,020 11,3 6,9 11,6 5,0 0,4
1
Alogeno 0,264 0,029 10,9 4.0 B.9 4.1 1.2
2
Alégeno 0,338 0,027 7,0 4,7 6,5 7,5 2.7
3
! | I | 0 ms || my [ Mg [ My
Xendgenn | 0,429 0,026 | 6,1 70 || 09 0,4 10,8
Alogeno 0,365 0,036 9,9 56 [ 6,3 3,2 5,9
4
Alégeno 0,442 0,039 8,8 5.2 2,6 1,7 3,6
5
Aldgeno 0,449 0,031 6,9 2.5 6,7 1,4 45
&

We- media del control negativo, DE.- desviacion estandar del control negativo, CW;
coeficiente de vanacion, My: muestras, N: numera de réplicas.
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