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RESUMEN

El ADN xendégeno empleado como recubrimiento de un enzimoinmunoensayo
indirecto, para la detecciéon de anticuerpos IgG contra el ADN de doble cadena es de
dificil obtencién y muy costoso.

OBJETIVO: evaluar la utilidad del ADN alégeno y autélogo como antigeno de
recubrimiento para determinar estos anticuerpos.

METODOS: se empleé como recubrimiento ADN de timo de ternera, ADN de dos
sujetos supuestamente sanos y ADN de cuatro pacientes con diagndstico de Lupus
Eritematoso Sistémico. El analisis de la presencia de los anticuerpos se realizé en
suero de los cuatro individuos enfermos.

RESULTADOS: se obtuvo un 100 % de coincidencia en los resultados, asi como
pocas diferencias en la capacidad de discriminacion del método con el empleo de
los tres tipos de ADN.

CONCLUSIONES: el ADN humano (alégeno y autélogo) es igualmente util como
recubrimiento de este enzimoinmunoensayo que el ADN xendgeno.
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Palabras clave: Anti-ADNdc(doble cadena), ELISA (prueba de inmunoadsorcion
ligada a enzima), LES (lupus eritematoso sistémico).

ABSTRACT

Xenogenous DNA used as coating of an indirect enzyme-immunoassay for detection
of 1gG to double-chain DNA is very difficult to obtain and it is very expensive.

OBJECTIVE: To assess usefulness of allogenic and autologous DNA coating antigen
to determine these antibodies.

METHODS: We used as coating the DNA from calf thymus, DNA from two subjects
supposedly healthy, and DNA from 4 patients diagnosed with systemic lupus
erythematosus (DLE), Analysis of antibodies presence was carried out in serum
from 4 sick subjects.

RESULTS: We achieved a 100% of coincidence in results, as well as a few
differences in method discrimination ability using the three types of DNA.
CONCLUSIONS: Human DNA (allogenic and autologous) is also useful as coating
of this enzyme-immunoassay that the xenogenous DNA one.

Key words: anti-DNAdch (double chain),ELISA (enzyme-linked immunosorbant
assay), SLE (systemic lupus erythematosus).

INTRODUCCION

Los anticuerpos contra el ADN de doble cadena tipo 1gG (IgG anti-ADNdc)
constituyen marcadores de actividad del Lupus Eritematoso Sistémico (LES), una
enfermedad autoinmune sistémica. ! Para la deteccion de dichos anticuerpos
mediante ELISA, se emplean como antigenos diferentes ADN xendgenos.?™ También
se ha utilizado ADN humano (alégeno), o sea, ADN de individuos de la misma
especie.®® Para efectuar el diagnéstico del LES, basandose en el concepto de
autoinmunidad propiamente dicho, este trabajo persigue el objetivo de evaluar la
utilidad del ADN humano tanto alégeno (de la misma especie) como autélogo (ADN
de los individuos enfermos) también recubrimiento del enzimoinmunoensayo para
la determinacion de IgG anti-ADNdc.

METODOS

Muestras: se recogi6 suero de 4 pacientes con diagnoéstico de LES, segun criterios
de la Asociacion Americana de Reumatologia modificados en 1982 y revisados en
1997. Se obtuvo sangre total fresca de 2 individuos supuestamente sanos y de los
4 enfermos lapicos, destinados a la obtencién del antigeno. Se emple6 suero de
personas supuestamente sanas utilizado como control negativo en los ensayos,
procedente del banco de sangre ubicado en el municipio Marianao. Se utilizé suero
de individuos enfermos con mas de 100 DS o unidades de positividad como control
positivo.
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a

Obtencidén del antigeno: extraccion de ADN genémico humano alégeno y autélogo.
Determinacion de 1gG anti-ADNdc mediante ELISA indirecto. °

En cada placa de microtitulacidon se corrié un control negativo, un control positivo y
cuatro muestras. Cada placa se consider6 un ensayo. Se efectuaron dos ensayos.
En el primer ensayo se utilizé un ADN aldégeno diferente al empleado en el segundo.
Estos antigenos habian sido usados en un estudio anterior. °

Estudios de precision: repetibilidad, intraensayo e interensayos.

Se montaron 2 réplicas de los controles positivo y negativo y 4 réplicas de las
muestras para evaluar repetibilidad intraensayos. El ensayo 1 se repitié dos veces,
en dias diferentes, pero manteniendo las mismas condiciones para evaluar la
reproducibilidad del mismo.

Analisis de los resultados

Se calcul6 la capacidad de discriminacion (K) para cada antigeno y los coeficientes
de variacién (CV) segun los métodos estandares. La cuantificacion de anticuerpos
1gG anti-ADNdc (CA) se determiné mediante la aplicacion de la siguiente férmula: °

CA=Xy - Xc- / DS
Xm ? Densidad 6ptica media de la muestra.
X.-? Densidad 6ptica media del control negativo.

DS.-? Desviacion estandar del control negativo.

RESULTADOS

Los criterios con los que se trabajo para un 99,9 % de confianza fueron los
siguientes: se tomd como valor negativo de referencia cuando CA=3 DS (unidades
de positividad). Se considerd ideal si K=10, aceptable si 5=K<10 y desfavorable si
K<5. La obtencién de un CVx =10% indicaria la no existencia de diferencias
notables en los resultados, un 10 %<CV¢=20 % significaria la existencia de
diferencias poco notables en los resultados y si CV¢>20 % implicaria la existencia
de diferencias notables. Se tom6 un CV intraensayo e interensayo como ideal si
CV=10 %, aceptable si 10 %<CV=20 % y desfavorable si CV>20 %.

El grado de pureza de los tres tipos de ADN empleados en el estudio se encontré
dentro del rango aceptado como ideal (1.6-2.0). Esto indica que el ADN no estaba
contaminado con proteinas (Tabla 1).
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Tabla 1. Concentraciaon v grado de pureza de cada ADM empleado como

recubrimiento del ELISA para determinar QG anti-ADNdc.

antigeno (ADN) | Concentracion {pg/mL) | Pureza Assn/dzm

xendgeno B30 1,86
aldgeno 3 2795 1,86
Aldgeno 4 4595 1,75
Autdlogo 1 1385 1,73
autalogo 2 1080 1,93
Autdlogo 3 660 1,63
dutologo 4 380 1,61

Se analizé el suero de 4 pacientes con LES. Hubo un 100 % de concordancia en
cuanto a los resultados cualitativos obtenidos con los diferentes antigenos
empleados. Los cuatro pacientes resultaron negativos con la utilizacion del ADN
xendgeno, del ADN alégeno y del ADN autélogo (Tablas 2 y 3).

Tabla 2. Resultados de la determinacion de IgG anti-ADNdc mediante ELIS A
utilizanda ADN xendgeno, ADMN aldgeno 3 vy ADN autdlogos 1, 2, 3, 4 como

antigenos,

Ca (DS o unidades de positividad)
Antigeno My M 2 M 5 Il 4
®enogenao -9,33 -8,79 -4, 00 -0,24
alogeno 4 -15,10 -7,23 -7,33 -56,63
Autdlogo 1 -11,E50
Autalogo 2 -12,22
Autdlogo 3 -15,00
Autalogo 4 -7,94

Cf&y cuantificacidn de anticuerpos,
M,: muestras,

Valor de referencia negativo: =305 o unidades de positividad.
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Tabla 3. Resultados de la determinacion de Igi anti-ADMdc mediante ELISA

utilizando ADM xenogeno, ADM aldgeno 4 v ADM autdlogos 1, 2 como antigenos.

C& (DS o unidades de positividad)

Antigeno My M2
®endgenao -7,24 -8,21
Aldgeno 3 -3,66 -4,34
Autdlogo 1 -19,4

Autdlogo 2 -4,63

C2: cuantificacion de anticuerpos,
Ma: muestras,
valor de referencia negativo: =305 o unidades de positividad,

Las K con el empleo de los diferentes antigenos (ADN xenégeno, ADN alégeno y
ADN autélogo) resultaron aceptables. En el ensayo 1 con el ADN xendgeno fue de
6,1, con el ADN alégeno 4 de 6,0 y con los ADN auto6logos 1, 2, 3y 4 de 6,2, 6,3,
6,0 y 6,3 respectivamente. En el segundo ensayo la K del método con la utilizacién
del ADN de timo de ternera y con el ADN alégeno 3 fue de 6,9. Con el empleo de
los ADN autdlogos 1 y 2 se obtuvieron los valores de 6,6 y 7,5 respectivamente.

El coeficiente de variacion entre las capacidades de discriminacion (CVi) con el
empleo de cada antigeno se mantuvo por debajo del 10 % en ambos ensayos.

Los coeficientes de variacidn de los controles negativos y de las muestras, en su
mayoria, estuvieron por debajo del 10 %. Solo una pequefia parte estuvo
comprendida en el rango aceptable (Tablas 4 y 5).
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Tabla 4. Repetibilidad intraensayo para la determinacian de 1gG anti-aDMdc

utilizanda ADM xendgeno, alogeno vy autdlogo (n=4).

Antigeno Repetibilidad intraensayo (n=4)
M- DSc- CW (%)
- M4 ] Ml 2 Ml 4
®endgeno 0,489 0,024 | 4,0 44 |50 1,0 | 20,5
alogeno 4 0,495 0,020 6,3 4,5 14,0 | 2,6 | 12,4
Autdlogo 1 0,487 0,006 1,2 3,6
autdlogo 2 0,478 0,012 | 3,8 3,1
Autalogo 3 0,503 o012 2,4 3,4
Autdlogo 4 0,470 0,012 3,7 2,6
- M Ml 2
xendgeno 0,434 o024 55 0,6 | 7,1
aldgeno 3 0,434 | 0,042 | 9,4 10,9 | 7,4
Autalogo 1 0,451 0,005 1,1 10,4
Autdlogo 2 0,401 0,035 a,7 £,8

- media del control negativo.

D5 - desviacidn estandar del control negativo,
Cvw-coeficiente de varacidn,

M, muestras,

n-numero de réplicas,
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Tabla 5. Repetibilidad interensayo para la determinacion de 1gG anti-ADRNdC

utilizanda ADM xendgeno, alogeno vy autdlogo (n=4).

Antigeno Repetibilidad interensayo (n=4)
Kem DSe- CY (96)

Z- [l [ty
®enogenao 0,461 0,039

8,4 | 11,6 3,9
alogeno 4 0,474 | 0,021 4,4 | 2,8 0,3
Autdlogo 3 0,471 0,045 | 9,5 | 11,7
Autalogo 4 0,462 | 0,023 4,9 1,2

-~ media del control negativo,

D5 - desviacidn estandar del control negativo,
v coeficiente de variacion.

M, rmuestras,

f ndmero de replicas,

DISCUSION

Como pais en vias de desarrollo, necesitamos disponer de antigenos menos
costosos y faciles de obtener, que puedan ser empleados como recubrimiento en
los enzimoinmunoensayos de nuestros laboratorios clinicos y de investigacion.
Estos antigenos deben contribuir a incrementar la capacidad de discriminacion, la
sensibilidad y especificidad del método. Por esta razdn en este estudio se evalué la
utilidad del empleo de ADN xendégeno (timo de ternera) y ADN genédmico humano
(alégeno y autélogo) como recubrimiento del ELISA para detectar anticuerpos anti-
ADNdc en el diagndstico del LES.

Janyapoon y otros reportaron que el ELISA utilizando ADN gendmico humano
(alégeno) fue de mejor sensibilidad y especificidad que el ELISA que empleaba ADN
genémico bacteriano (xenégeno). ® Wigand y otros reportaron que el ELISA con
ADN recombinante humano logré ser mas especifico que los ELISA que usaban ADN
plasmidico y ADN de huevos de salmén como recubrimiento. *

En un trabajo anterior, en el que se empled ADN de timo de ternera y ADN alégeno
se obtuvo una capacidad de discriminacién del método aceptable con ambos
antigenos. Ademas no hubo diferencias notables en cuanto a la K con el uso de los
dos tipos de ADN. °
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En nuestro estudio s6lo se determinaron anticuerpos anti-ADNdc de tipo 1gG ya que
son mas especificos para el LES que los de tipo IgM. * Se obtuvo un 100 % de
coincidencia en cuanto a los resultados con el empleo de los tres tipos de ADN, lo
cual indica que cualquiera de ellos puede emplearse como recubrimiento en el
método ELISA. Esto avala lo reportado en la literatura acerca de que los
anticuerpos anti-ADNdc reaccionan contra epitopes conformacionales del eje
pentosa-fosfato que es comun a todos los ADN. *

Los 4 pacientes a los que se les extrajo su ADN tuvieron resultados negativos, a
pesar de que presentaban sintomas de actividad de la enfermedad. Estos individuos
no eran pacientes de debut (no era objetivo de este estudio evaluar la sensibilidad
y especificidad del método) y todos estaban con tratamiento con esteroides. En la
literatura se reporta que la terapéutica negativiza a los anticuerpos anti-ADNdc. ©

La K obtenida con cada tipo de antigeno en los dos ensayos llevados a cabo fue
aceptable. 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
polimerizacién, si el antigeno es modificado, la calidad de las soluciones empleadas,
etc. 1°

En el ELISA que se realiza en este laboratorio no se emplea ninguna sustancia pre-
recubrimiento como sulfato de protamina, polihitidina o polilisina, etc, que pueden
conllevar a la aparicién de falsos positivos. "° 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 dichos fragmentos que conducen a
resultados falsos positivos. ”* °

Las soluciones reguladoras o amortiguadoras usadas fueron preparadas y
almacenadas cuidadosamente para evitar su contaminaciéon bacteriana, ya que las
que contienen fosfato y Tris constituyen un medio excelente para saprofitos,
bacterias, etc. No se adicionaron a las soluciones amortiguadoras ninglin agente
antimicrobiano como azida o mercurio, pues los mismos tienen un efecto
devastador sobre la actividad enziméatica en sistemas, que como este, usan
peroxidasa. Ninguno de los reactivos utilizados sobrepasaba la fecha de
vencimiento. " °

Tanto el ADN xenégeno (de timo de ternera) como el ADN gendmico humano
alégeno y autélogo 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
discriminacion del método. Precisamente, la utilizacién de un antigeno altamente
purificado constituye uno de los requisitos que debe tenerse en cuenta a la hora de
realizar un enzimoinmunoensayo. ’

El ADN de timo de ternera presentd un grado de pureza (1,86) igual al del ADN
alégeno 3. Basado en lo expuesto en el parrafo anterior se explica que ambos ADN
presentaran la misma K (6,1). En ambos ensayos con el empleo del ADN autélogo
2, que tenia mejor grado de pureza que el ADN de timo de ternera, se logré6 mayor
K del método con respecto al ADN xendgeno.

A pesar de que el ADN xenégeno presentd un grado de pureza mayor al del ADN
alégeno 4, la K con ambos antigenos resulté muy similar (6,1 y 6,0
respectivamente). Se obtuvieron valores de K con los ADN autélogos 1, 3 y 4 muy
proximos e inclusive mayores que con el ADN xendgeno, a pesar de que el grado de
pureza de los primeros era inferior al del ADN xenégeno. Estos hallazgos estan
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relacionados con el hecho de que se gana en especificidad con el uso del ADN de la
misma especie y del propio paciente.

Si importante es la relacion entre el grado de pureza del antigeno y la capacidad de
discriminaciéon del método, también el grado de polimerizacién del antigeno influye
notablemente sobre la K. A mayor grado de polimerizaciéon 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 biolégicos), el cual no fue determinado en los ADN alégenos y
autdlogos 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. Por tal motivo se concluye que el ADN
gendémico humano tanto aldgeno como autélogo es tan Gtil como antigeno en este
meétodo ELISA como el ADN xendgeno. Se hace necesario ampliar esta investigacion
sobre la base de evaluar otras variables como la especificidad y la sensibilidad
clinicas.
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