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INTRODUCCION

En los pacientes con padecimientos reumatolégicos y
especificamente en las denominadas enfermedades del tejido
conectivo, hay una amplia gama de autoanticuerpos. Estos
anticuerpos incluyen especificidades para una gran variedad
de componentes propios, tales como diferentes estructuras
nucleoprotéicas, 4cidos nucléicos, inmunoglobulinas,
moléculas de la membrana celular, receptores para hormonas,
tiroglobulina y componentes de la mielina (1).

Aunque ciertos autoanticuerpos, como 1los anti-acido
desoxiribonucléico {DNA) en el lupus eritematoso
generalizade (LEG) y los anti-receptor de acetilcolina en la
miastenia gravis, son probablemente mediadores de la lesidn
tisular, es dificil precisar los mecanismos fisiopatolégicos
que promueven su aparicidén y su participacién en el dafio
tisular que caracteriza a las enfermedades autoinmunes. El
estudio de 1los autoanticuerpos ha contribuido a una
clasificacién mas precisa de varias enfermedades
constituyendo marcadores serolégicos que a menudo se emplean
para fines de diagnéstico. Algunos ejemplos de su utilidad
clinica son la estrecha correlacién de los anticuerpos anti-
DNA y los anticuerpos contra alqunas ribonucleoproteinas
(Sm) con el LEG, de los anticuerpos contra sintetasas del
&cido ribonucléico (Jo-1l) con la polimiositis y de 1los
anticuerpos anti-topoisomerasa-I (Scl-70) y anticentrémero
con la esclerodermia (1,2,3).

La prueba de anticuerpos antinucleares (AAN) por



inmunofluorescencia indirecta se ha convertido en una prueba
sumamente util para el estudio del LEG y aparecen en
practicamente todos los pacientes con esta enfermedad.

Los AAN se fijan a epitopes en la estfuctura helicoidal
de los acidos nucléicos, a componentes de la cromatina (en
particular las histonas), o a ribonucleoproteinas. De estos,
los AAN dirigidos contra la cromatina Y las
ribonucleoproteinas son los mas prominentes. En el LEG, los
AAN exhiben reactividad variable usando sustratos homdlogos
6 heterdélogos. Ademas, la sensibilidad puede aumentar y
pueden obtenerse titulos mds altos usando cultivos de
células HelLa o HEp-2 en divisién activa. Alrededor del 5% de
los suerocs de LEG son negativos para AAN cuando se usan
nicleos de higado de rata, perc pueden tener una reaccién
positiva con micleos de c¢élulas humanas. Los titulos altos
de AAN tienen mas probabilidad de ser clinicamente
significativos y el tipo de patrdén tincional puede ser
también de utilidad en el diagnéstico. Por otra parte 1los
antigenos nucleares pueden extraerse facilmente con solucién
salina, y esto ha derivado en el desarrollc de pruebas
sencillas como la inmunodifusién doble para anticuerpos
dirigidos contra antigenos extraibles del ntcleo (ENA)

(4,5,6,7).

LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO
El LEG es una enfermedad inflamatoria crénica dque

parece resultar de una alteracién compleja de 1la



inmunorregulacién producida por la interaccién de factores

genéticos, hormonales y ambientales (4).

La descripcién original de esta enfermedad se atribuye
a Biett (1822). En 1851; Cazenave usé por primera vez el
nombre lupus eritematoso para describir las manifestaciones
cutdneas de la enfermedad Y especificamente las
manifestaciones que se relacionaban con una forma de
tuberculosis de la piel que se conocia como lupus vulgaris
(lupus vulgar). El término lupus, que literalmente significa
"lobo" en latin, se habia usado para denotar la naturaleza
destructiva de la lesién. La lesién roja no destructiva del
lupus eritematoso se distinguié asi, de 1la 1lesion
destructiva del 1lupus vulgar. Aunque los pacientes de
Cazenave tenian manifestaciones generalizadas, este autor
enfatize la descripcion de las caracteristicas cuténeas de
la enfermedad. Kaposi, y luego Osler fueron, gquienes
enfocaron la atencidn sobre la naturaleza generalizada de la
enfermedad, destacando el compromiso cerebral, respiratorio,
cardiaco, gastrointestinal, renal, articular y hematolégico.

La descripcién en el laboratorio del fendémeno de lupus
eritematoso (LE) por Hargraves, Richmond y Morten, y los
estudios subsecuentes de Haserick, mostraron gque dicha
célula era el resultado de un anticuerpo antinuclear, el
cual era fagocitado (2,8,9,10).

Durante las tres ultimas décadas el LEG ha surglido en

10

todo el mundo como una enfermedad reumdtica muy importante. .
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» Se ha informado una prevalencia de la enfermedad en varias
poblaciones que va desde 1.9 casos por 100,000 habitantes
hasta 400 casos por 100 000 habitantes. En investigaciones
basadas en hospitales en algunos paises, la prevalencia del
LEG ha sobrepasado a la de la artritis reumatoide. Hay un
acentuade predominio en las mujeres 3'( la mayoria de las
series informa una relacién de mujeres a hombres de 9:1, e
incluso una proporcién mas alta (hasta de 30:1) durante la
edad reproductiva. El LEG parece ser mis comun en ciertos
grupos raciales, particularmente entre los Negros Yy
posiblemente los Chinos y otras poblaciones asiaticas.
Ademds, se ha informado que la incidencia del LEG en ciertas
familias es mayor gque en la poblacidén general (2,4).

Los pacientes con LEG tienen tipicamente una enfermedad
que afecta a practicamente todos los drganos y sistemas. Sin
embargo, no siempre se afectan todos los sistemas
simulténeamente. El curso clinico caracteristico consta de
exacerbaciones y remisiones cuya duracién es variable,
persistiendo con este comportamiento a través de varios
anos.

La Asociacién Americana de Reumatologia (ARA) que ha
cambiado recientemente de nombre a Colegio Americano de
Reumatologia ha propuesto una serie de criterios de
clasificacién del LEG, fundamentados en las caracteristicas
mas frecuentes e importantes en el estudio de grandes grupos

de §acientes.



Estos criterios de clasificacidén estidn basados en los
siguientes 11 puntos:

1. Eritema en alas de mariposa, que se refiere a la
presencia de eritema fijo, plano 6 con elevacién sobre las
regiones malares y dorso de la nariz, pero que puede
extenderse a otras &areas de la cara.

2. Lesjones tipo 1lupus discolde que pueden aparecer
habitualmente en cara y suelen presentar zonas atréficas.

3. Fotosensibilidad que se presenta a manera de
erupcidén cutdnea después de haber tenido exposicién a los
rayos solares.

4. Ulceras bucales que también se pueden presentar en
la region nasofaringea, y que pueden no ser dolorosas, por
lo que habitualmente se descubren en la exploracién fisica.

5, Artritis que no sigue un patrén especifico, no es
erosiva y habitualmente no produce deformaciones.

6. Serositis, ya sea en forma de derrame pleural
(apreciado clinica o radiolégicamente) o pericarditis que se
puede detectar por medio del clasico frote pericardice o por
electrocardiograma. Menos frecuente se detectan otras formas
de serositis como la ascitis.

7. Lesidn renal que se manifiesta en el analisis de
orina, con proteinuria o bien por medio de la presencia de
cilindros de eritrocitos, hemoglobina, granulares, tubulares
o mixtos.

8. Alteracidén neuroldgica manifestada por convulsiones

o psicosis.
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9. Alteracién hematoldgica y que puede ser cualquiera
de las siguientes: '
a) Anemia hemolitica con reticulocitosis
b) Leucopenia menor de 4000/mm3
c) Linfopenia menor de 1 50()/11:1!13
d) Trombocitopenia menor de 100 000/mm?
10. Alteraciones inmunoldégicas en cualquiera de 1las
siguientes variedades:
a) Células LE
b) Anticuerpos anti-DNA nativo (DNAn)
c) Anticuerpos contra el antigeno nuclear
d) Falsas reacciones positi\}as para
la sifilis
Yy 1l1. Anticuerpos antinucleares por técnicas de
inmunofluorescencia.
De acuerdo a lo anterior se considera gue la presencia
-de 4 6 mis de los puntos anteriormente sefialados, son
suficientes para poder confirmar la presencia del LEG, sin
embargo, se debe de insistir que en cada paciente la
presencia y grado de lesién es diferente, y que estos
criterios abarcan los datos mas importantes o frecuentes

presentados por estos enfermos (3,11).

ANTICUERPOS ANTI-DNA
Desde su descubrimiento a fines de la década de 1960,
los anticuerpos contra el DNA han constituido una de las

pruebas mas utiles en la reumatologia.
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El estudio inicial de la célula.LE permitié identificar
que este fenémeno resultaba de la ingestidén de micleos
alterados por células fagociticas, favorecida por la unién
de los autoanticuerpos contra los complejos vDNA—proteina, Yy
que el mayor antigeno reconocido era un complejo DNA-
histona. Mis adelante, se encontré que los anticuerpos anti-
DNA son las alteraciones clasicas que caracterizan al LEG, y
que la alta avidéz del anticuerpo IgG contra el DNAn juega
un papel importante en 1la induccidén de algunas de las
manifestaciones del LEG. En cuanto al nivel de estos
anticuerpos, rara vez se encuentran titulos altos de
anticuerpos anti-DNAn en otras condiciones distintas del
LEG. Los niveles de estos anticuerpos reflejan actividad de
la enfermedad, y aunque no siempre se relaciocna con la
afeccion de drganos, es comun hallar titulos elevados en
pacientes con LEG con afeccioén renal. Por otra parte,
generalmente se hallan valores normales o titulos bajos en
otras condiciones que cursan con AAN, como la hepatitis
crénica activa, el 1lupus inducido por medicamentos, la
fibrosis pulmonar y el sindrome de Sjégren primario. Ademas
en el lupus inducido por procainamida se ha demostrado que
los anticuerpos estan dirigidos contra algunas histonas
especificas (5,6,12,13,14, 15).

El estudio de las caracteristicas de estos
autoanticuerpos contra el DNA ha revelado gque existen
diversas particularidades en estos marcadores serolégicos.

Ellos difieren entre si en cuanto al isotipo, capacidad de
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fijacién del complemento, avidéz por el DNA, especificidad
antigénica, carga e idiotipos que portan.

Existen por lo menos cuatro mecanismos por los cuales
los anticuerpos contra DNA pueden fijarse a los tejidos:

1) Ellos pueden formar complejos inmunes del tamafio y
carga adecuados, para ser atrapados en la membrana basal del
glomérulo, piel y vasos sanguineos.

2) También pueden unirse directamente al DNA o
complejos DNA-histonas presentes en tejidos blanco.

3) Las subclases catidnicas pueden unirse a
polianidnes, tales como los proteoglicanos de - membranas
basales.

4) Los anticuerpos pueden unirse a antigenos diferentes
del DNA o complejo DNA-histona presentes en membrana basal
como laminina, fosfolipidos, o heparan sulfato (16).

Ademas de estas caracteristicas de los anticuerpos
contra DHA, las propiedades del DNA como antigeno y de los
compléjos inmunes son importantes en 1los mecanismos de
induccién de la enfermedad.

Los anticuerpos contra el DNA  inducidos por
inmunizacidén con bases puricas o pirimidicas, nucledsidos, o
bien por oligonucledtidos usualmente tienen wuna alta
especificidad para el inmundgeno. En contraste, los
anticuerpos espontaneos contra DNA que se presentan en
individuos con LEG son generalmente poliespecificos y
reaccionan con oligonucledtidos miltiples y varias formas de

DNA. Como hemos destacado la deteccién de anticuerpoé contra
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DNAn es frecuentemente util en el diagnéstico y manejo de
pacientes con LEG, como se puede observar en el siguiente
cuadro, que enfatiza que tienen gran aplicacién en

diferentes aspectos clinicos (16):

CUADRO 1. UTILIDAD CLINICA DE LO8 ANTICUERPOS ANTI-DNA
Titulos altos de anticuerpos anti-DNAn
1. Tienen >90% de especificidad para LEG
2. A menudo indican enfermedad clinicamente activa y
riesgo creciente de nefritis
Titulos bajos de anticuerpos anti-DNAn
1. Pueden ser detectados como anticuerpos anti-DNA
desnaturalizado (DNAQ)
2. Pueden ser encontrados en:
Lupus inducido por drogas
Artritis reumatoide
Sindrome de Sjégren
Infecciones cronicas
Enfermedad crdnica del higade

Envejecimiento

ANTICUERPOS8 CONTRA ANTIGENOS8 EXTRAIBLES DEL NUCLEQ

El LEG es una enfermedad, que presenta miltiples
autoanticuerpos, y dentro de ellos los anticuerpos contra
antigenos extraibles del nucleo (ENA) que han atraido
considerablemente la atencién por su utilidad como

marcadores de diagnéstico, su valor como pruebas moleculares
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para el estudio de la expresién de genes, y la posibilidad
de aportar indicios para conocer los mecanismos basicos
etioldgicos de las enfermedades del tejido conectivo.

Los términos iniciales de algunas ribonucleoproteinas
nucleares como el Sm y RNP surgieron a partir del estudio de
pacientes con LEG (Sm, Smith) y de 1las primeras
observaciones sobre las caracteristicas fisicoquimicas de
estos antigenos. La actividad antigénica podia ser
diferenciada mediante el tratamiento con ribonucleasa ya que
mientras el antigeno Sm era resistente .a este tratamiento,
el RNP constituido por un complejo de RNA-proteina era
sensible a esta actividad enzinatica.

A fines de la década de 1970, se demostré que solo
algunos sueros de pacientes con 1lupus precipitaban
selectivamente a estos conjuntos especificos de
ribonucleoproteinas nucleares pequefias, que revelaron tener
gran importancia en el diagnédstico. A partir de entonces, se
reportd que los anticuerpos anti-RNPn (Ul), anti-Sm, anti-
SSA(Ro) (Sindrome de Sjbégren A) y anti-SSB(La) (Sindrome de
Sjégren B) se encontraban con mayor frecuencia en pacientes
con LEG y sindrome de Sjdgren respectivamente.

Los anticuerpos anti-Sm se acompafian casi siempre de
anticuerpos anti-RNP(Ul) y los anti~SSA(Ro) se relacionan
frecuentemente con anticuerpos anti-SSB(La), sin embargo, se
pueden encontrar pacientes con anticuerpos anti-RNP(U1l), y
anti-SSA(Ro) y anti-SSB(La) solos. De ellos los anticuerpos

anti-Sm se hallan casi exclusivamente en el LEG, y los



anticuerpos anti-SSA(Ro) suelen encontrarse relacionados con
bloqueo cardiaco (2,6,,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,
29,30,31,32,33,34).

Distintos estudios de los anticuerpés anti-ENA en
diferentes poblaciones han mostrado que los anticuerpos
anti-Sm y anti-RNP se encuentran mas frecuentemente en
pacientes negros que en pacientes blancos, mientras que los
anticuerpos anti-SSA(Ro) y anti-SSB{(La) aparecen con igual

frecuencia entre las dos razas (33).

18
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FUNDAMENTACION DEL TEMA

La presencia de los AAN y el estudio de su
especificidad inmunoquimica permiten definir a los pacientes
con LEG en diferentes tipos, de acuerdo a su comportamiento
clinico, dafo tisular y prondstico. En este trabajo se
evalué la utilidad de un ensayo inmunoenzimatico (ELISA)
para la deteccién de anticuerpos anti-DNAn en pacientes con

LEG y AAN positivos por inmunofluorescencia.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La deteccidn de anticuerpos anti-DNAn es muy util en el
diagndéstico de LEG, permitiéndonos evaluar su comportamiento
clinico, evolucién y prondstico. Sin embargo, su estudio
requiere generalmente de métodos costosos y sofisticados
como el RIA ol inmunofluorescencia con Crithidia luciliae, en
los que se utiliza material radiocactivo o equipo de dificil

" acceso. Por ello, el método de ELISA empleando DNAn

constituye una alternativa idédnea, que ofrece alta

20

sensibilidad y especificidad para identificar estos

anticuerpos anti-DNAn, evitando asi la posible interferencia

de otros autoanticuerpos.
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OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo fueron:

a) Aplicar una pfueba inmunoenzimdtica (ELISA) en la
deteccidén de anticuerpos anti~DNA, en el LEG.

b) Definir si mediante la purificacién DNAn se logra
evitar la interferencia de otros anticuerpos.

c) Coﬁparar nuestro sistema de ELISA con pruebas

tradicionales como la IFI con Crithidia Juciliae.
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HIPOTESIS

Si el inmunoensayo es una prueba altamente especifica y
sensible, permitira la deteccién de anticuerpos anti-DNA en
pacientes con LEG, evitando 1la interaccién de otros

anticuerpos mediante la purificacidn del DNAn.
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MATERIAL Y METODOS

Pacientes

Se estudiaron 61 sueros de paclentes que fueron‘
clasificados como LEG, de acuerdo a los criterios aceptados
por el cColegio Americano cie Reumatologia (anteriormente
llamado Asociacién Americana de Reumatologia (3). Todos
ellos presentaron AAN positivos por la prueba de IFI.

La clasificacién de las muestras se realizé de acuerdo
al patrén de fluorescencia empleando como sustrato células
HEp-2, y de acuerde a la inmunoespecificidad que presentaron
mediante el método de Ouchterlony.

Anticuerpos antinucleares

Para determinar el patrén de tincién de los AAN, los
sueros fueron diluidos 1:20 en una solucidén amortiguadora de
fosfatos (PBS 0.1M, pH 7.2), y se cubrié la laminilla que
contenia las monocapas de células HEp-2 (AFT-II System,
Behring calbiochem, La Jolla, Ca. USA). De la misma manera
se trataron los controles positivos y negativos. La placa se
incub6é en cédmara humeda a temperatura ambiente (T.A) por 30
minutos, y en sequida se lavé con PBS por 10 minutos.
Después se lavé suavemente con agua fria. Terminando este
periodo, la placa se cubrié con antigamaglobulina humana
conjugada con fluoresceina y se incubd por 30 minutos a T.A
al abrigo de la luz. Una vez colocada la antigamaglobulina
se lavé con PBS y se montd en un cubreobjetos con glicerina-
fosfato, manteniendo la laminilla en una caja obscura. Por

dltimo se examiné el patrén tincional empleando un



microscopio de epifluorescencia (Carl Zeiss).

La tincién fluorescente del nucleo fue clasificada en
los siguientes patrones:

Lineal periférico o anular: Tinciéﬁ fluorescente
caracteristica del borde del nucleo.

Moteado: Aparicién de un gran nimero de motas
brillantes en el micleo.

Homogéneo difuso: Tincién uniforme a través de todo el
nucleo.

Nucleolar: Se refiere a la tincidén del nucledlo.

Citoplasmatico: El citoplasma de cada célula toma una
apariencia granular. Puede corresponder a anticuerpos anti-
mitocondria, ribosomal o antimisculo liso (5,6,35,36,37).

Preparacidén del DNA

Para separar el DNAn (DNA de doble cadena) del DNAd
(DNA de una cadena) se empleé un DNA total altamente
polimerizado de timo de ternera tipo V (Sigma, Co.). Para
preparar este antigeno se diluyeron 5 mg de DNA de timo de
ternera en 4.5 ml de PBS. Ademdas, se adicionaron 0.5 ml de
' NaIog previamente diluido en una solucion de fosfatos 0.04M
pH 6.9, y se colocd en incubacién a 37°C manteniendo durante
2 hrs con agitacién continua. Terminado este periodo, los 5
ml de la solucién se dializarén con agua destilada por 24
hrs con agitacidn continua.

El tratamiento con 0.02M de NaI04 nos permitic eliminar
la posible reactividad de los anticuerpos anti-DNA con las

glicoproteinas del antigeno Sm, de acuerdo a publicaciones
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previas (46).

Purificacién del DNAn

Para separar el DNAn del DNAA se uso una columna de
intercambio idénico (columna de hidroxilapatita) (47).

La cromatografia se realizé a 60°C, para lo cual se
empled un bafio maria durante todo el experimento. La columna
se lavé con una solucién de fosfatos 0.01M. En seguida se
adicionaron 357 pg de DNA total (Sigma Co, USA), previamente
diluido en una solucién de fosfatos 0.01M. Una vez que se
agregd el DNA se lavd repetidamente la columna con la misma
solucién de fosfatos 0.0iM. Posteriormente, se agregaron
concentraciones crecientes de fosfatos. Se inicié con una
concentracién de 0.2M de fosfatos para separar el DNA4,
recolectando fracciones de 3 ml. Después de que se colectd
esta primera fraccidn, se lavé nuevamente la columna con 7
ml de una solucidén 0.25M de fosfatos para eliminar el DNAd
gque pudiera bhaber quedado atrapado en esta fase de la
separacidén. A continuacion se agregd nuevamente la solucién
de fosfatos incrementado la molaridad (0.4M)} para colectar
el DNAn.

Después de este proceso se colectaron los viales
conteniendo el DNAd y DNAn, y se lavd la columna con una
solucién de fosfatos 0.5M para eliminar todo el DNA
atrapado. Por ultimo se lavéd éon una solucidén de fosfatos
0.01M para dejar lista la hidroxilapatita para un nuevo
corrimiento.

A los viales que contenian el DNAG y DNAn cadena se les



realizaron 3 extracciones con 2-butanol. Para ello se
adicionaron 500 pl de 2-butanol por cada 500 pl de DNA,
procediendo a centrifugar (125009 por 30 sequndos). Este
proceso se repiti¢ hasta obtener un volumen aproximado de
100 a 200 pl de la solucién. En sequida se les agregd dos
volumenes de etanol absoluto y se agitd suavemente colocando
este preparado a -70°C por 1 hr, o bien a -20°C por 24 hrs.
Una vez obtenidos 1los precipitados del DNA se
centrifugaron los viales por 5 minutos en la microfuga
(Beckman) (12500 g), se desechd el sobrenadante, y se
recolecté el precipitado resuspendiendo este en PBS (1 ml).
El DNAn separade por la columna de intercambio idnico
se colocd en una membrana y se realizé una didlisis por 24
hrs con PBS 0.05M. Al término de este periodo se despegé la
muestra del DNAn de la membrana de didlisis con choques
eléctricos por las diferentes superficies de la bolsa de 50
volts en una camara submarina, empleando una solucidén
amortiquadora de TBE (Tris-Borato-EDTA) 0.1M. En seguida se
colecté la muestraaaa previa homogenizacién. Por ultimo la
muestra fue leida a 260 y 280 nm en el espectrofotdmetro
para determinar su concentracidn y grado de pureza (47).
Anticuerpos anti-DNA nativo (DNAn)
Los anticuerpos anti-DNAn fueron estudiados por el

ensayo de IFI, usando preparaciones de Crithidia luciliae.

Para la determinacién de estos anticuerpos se usaron
laminillas conteniendo Crithidia 1luciliae como sustrato

(AFT-IXI System Behring Calbiochem, La Jolla, Ca. USA). lLas
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muestras de los pacientes fueron incubadas a T.A en una
dilucitn 1:20. El exceso del suero fue removide por lavado
con PBS, agregando después gamaglobulina antihumana IgG,
después de lo cual se lavé nuevamente y se observd al
microscoplo de epifluorescencia.

La tincidn fluorescente del cinetoplasto solo & del
cinetoplasto y del nicleo nos indicd una reaccisén positiva,
mientras gue la tincién fluorescente en el mnicleo, pero no
en el cinetoplasto, nos indicd una reaccién negativa
(10,17,20,38,39,40,41,42,43).

Inmunodifusidn {Ouchterlony).

Los anticuerpos contra los antigenos extraibles del
micleo  (ENA) se estudiaron por doble inmunodifusidén
{Oouchterlony). Los anticuerpos contra Sm, RNP, SSA(Ro),
SSB(La), Scl-70 fueron detectados por este método, mediante
sueros prototipos monoespecificos. (ENA-I, II,III Behring,
Calbiochem, La Jolla, Ca. USA).

La solucidén que contiene la fuente de los ENA (timo de
ternera) se colocéd en el pozo central en la placa de
agarosa, mientras que las muestras de los pacientes vy
controles se colocaron en los pozos periféricos.

La fuente de los ENA se reconstituyé con 0.45 ml de
agua destilada, y en seguida se prepararon las diluciones
1:2 y 1:4 de los sueros. En seguida se colocaron en 1los
puzos respectivos, empleando siempre controles positivos
para establecer la presencia de las reacciones de identidad

inmunogquimica (29,30,44,45).
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BLISA para anticuerpos anti-DNAn

Los anticuerpos anti-DNAn 'se estudiaron por la técnica
de ELISA. Se usaron placas de poliestireno (Nunc), las
cuales fueron cubiertas con albimina bovina metilada diluida
en agua dejonizada a una concentracidén de 1 mg/ml por 24 hrs
a 4°C. Al terminar este periodo se lavé nuevamente § veces
con PBS-Tween-20 al 0.05%, adicionando en seguida 100 pl por
pozo del DNAn tratado con Nazo? a una parte de la placa y
100 u1 del DNA total tratado con Nan‘1 a la parte restante
de la ‘placa, a, una concentracién de 10 ug/ ml
respectivamente. Se incubd la placa 3 hrs a T.A, y se lavd
nuevamente 5 veces con PBS-Tween-20 al 0.05%. Después de que
se lavé con PBS-Tween-20 al 0.05% en se;guida se dejé
blogueando con albumina bovina fraccién V (Sigma, Co) al 1%
en PBS-Tween-20 al 0.05% durante 24 hrs. Después se lavéd la
placa 5 veces con PBS-Tween-20 al 0.05% los sueros fueron
diluidos 1:100 en PBS-Tween y se colocaron en sus
respectivos pozos. La placa se incubd 30 minutos a 37°C; en
seguida se lavé 5 vVeces con PBS-Tween-20 al 0.05%,
adicionando anti-1gG marxcada con ‘peroxidasa (Sigma, Co. USA)
aAuna dilucién de 1:10000 en PBS-Tween. La placa se incubd
por 30 minutos a 37°C y se usé una solucidén reveladora
conteniendo ortofenilendiamina (OFD) a una concentracion de
4mg/10ml en amortiguador de citratos (0.1M, pH5.0) y 5 pl de
peroxido de hidrégeno. Por ultimo se detuvo la reaccidén con
dcido sulfirico 2.5 N. La absorbancia fue lefda en un

espectrofotémetro de placas de ELISA a 492 nm (30,48,49,50).
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Anticuerpos anticardiolipina

Los anticuerpos anticardiolipina fueron estudiados pbr
la técnica de ELISA. Se usaron placas de poliestireno
(Nunc), las cuales fueron sensibilizadas con 200 gl de
cardiolipina (5 mg/ml Sigma, Co) diluida en metanol
absoluto. Para bloquear estas placas se adicionaron 100 gl
de PBS con suero fetal de ternmera al 10 % incubando por 2
hrs a T.A. Posteriormente se lavo la placa con 200 ul de
PBS sin Tween-20 y se colocaron 100 pl de suero diluido 1:50
en PBS-SFT al 10% incubande a 37°C durante 1 hr., A
continuacién se 1lavé la placa 5 veces con PBS y se
adicionaron 100 pl del anticuerpo marcado con peroxidasa a
una dilucién de 1:8000 para IgG y de 1:10000 para IgM en PBS
con suero de ternera fetal (SFT) ({(Sigma, Co) al 10%. Después
de incubar la placa a 37°'C por 1 hr, se lavé nuevamente 5
veces con PBS, y se adicionaron 100 pl de 1la solucidn
reveladora conteniendo 4mg de OFD, 5ul de Hp03 al 1% y 10 ml
de amortiguador de citratos a cada pozo incubando por 10
minutos a T.A. Por ultimo se agregaron 100 pl de acido
sulfirico 2.5 N para detener la reacién. La lectura de 1la
D.0. de la placa se realizdé a 492nm usando como blanco agua
destilada.

Los valores de referencia fueron obtenidos mediante el
estudio de 84 sueros de controles clinicamente sanos,
captados de donadores del banco de sangre. La expresién de
nuestros resultados se realizd en unidades GPL y MPL, las

cuales fueron obtenidas mediante la siguiente férmula:



30

_kactor de conversién:
~cone tracién_del ¢ d d ina

Valor de absorcién del calibrador (D.O.)
concentracién de anticuerpos anticardiolipina en suero:

Factor de conversidén x absorbancia de la muestra

Los niveles de GPL y MPL que correépondié a la media
mas 2 D.E. de los sueros controles, fueron considerados como
nuestro valor de corte para considerar negativos a esta
prueba (GPL <21, MPL <10).Los calibradores para los
anticuerpos anticardiolipina de clase IgG e IgM fueron
obtenidos de un equipo comercial (Reaads, Westminster, USA)
(38).

Analisis da Resultados

El cdlculo de la concentracién de los acidos nucléicos
fue determinada mediante su lectura en un espectrofotdmetro
a 260 nm. Con esta técnica se ha reportado que una lectura
de 1.0 de D.O. corresponde a 50 py/ml de DNAn y 40 ug/ml de
DNAd.

Para establecer la pureza de nuestro preparado se
determind la relacidn de las lecturas a 260 y 280 nm, donde
la relacidn para aceptar un grado de pureza adecuado es la
siguiente:

Relacidn 260/280 nm
1.8 para DNA.
Los calculos se realizaron mediante un programa
estadistico, que ha sido utilizado especialmente para

evaluar parametros biomédicos (Epistat).
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Evaluacién de las técnicas de Crithidia lucilise y
ELISA ‘

La evaluacidén de la utilidad del ELISA como método
de determinacién para anticuerpos anti-DNAn se realizod
mediante la medicién de 1los siguientes parametros:
sensibilidad, especificidad y eficiencia, asi comoc valor
predictivo positivo y negativo.

sensibilidad. Esta es definida como la habilidad de
la prueba para identificar correctamente a todos los

pacientes enfermos.

sensibilidad = VP . X 100

VP + FN

Especificidad. Este parametro es definido como la
habilidad de la prueba para identificar correctamente a

todos los pacientes no enfermos.

especificidad = VN__. X 100

VN + FP
Eficiencia. Esta medida indica el porcentaje de
pacientes correctamente clasificados por la prueba (enfermos

y no enfermos).

eficiencia = VP+VN . X 100

( VP + FP + FN + VN )



Valor predictivo positivo. Es la medida que estima
que tan frecuentemente la prueba es correcta cuando el

resultado es positivo.

valor predictivo positivo = YVP+FP
vP

Valor predictive negativo. Este valor indica que
tan a menudo la prueba es incorrecta cuando el resultado es
negativo.

valor predictivo negativo = FN+VN

VN
Donde:
VP = Verdadero positivo
VN = Verdadero negativo
FN = Falso negativo

FP = Falso positivo

32
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RESULTADOS

Anticuerpos antinucleares por 1nmuno£1uorescencilu
indirecta

Se estudiaron 61 sueros con AAN positivos mediante la
prueba de IFI, empleando células HEp-2.

De acuerdo a la fluorescencia se contaron con suercs
que presentaron diferente tipo de patrdn, los cuales se
describen en la tabla No. 1. Al analizar la totalidad de los
sueros, incluyendo aquellos con uno 6 2 tipos de patrones
tincionales se encontré que el mayor porcentaje correspondid
a los sueros que presentaron un patrén moteado (M),
siguiendole en orden de frecuencia aguellos que mostraron un
patron homogéneo difuso (HD) y un patrén lineal periférico
{LP). Los patrones nucleolar (N) y citoplasmico (C)
ocurrieron con menor frecuencia. Veintidos de los 61 sueros
presentaron al menos 2 tipos de patrones. Estos sueros
incluyeron a 11 con tincidén HD y LP, 7 con fluorescencia LP
y M, 2 con fluorescencia HD y ¥, uno con patrén M y N y uno
con patrén M y C. Al evaluar cuidadosamente los sueros con
patrén HD y LP apreciamos que la suma de estos sueros superd
los resultados de los pacientes con patrdn M, encontrando un
total de 26 con tincidén HD, 24 con fluorescencia LP y 30 con
patrén moteado. Solo 19 sueros eran moteados puros, pero
esta cifra se incrementé al considerar a las muestras con

las tinciones combinadas, LP y moteado, y HD y moteado.



TABLA No. 1. PATRONES TINCIONALES DE LOS AAN POR LA TECNICA

DE IFI
TIPO DE FLUOGRESCENCIA n__SUEROS_____%_____
Moteado 30 49.18
H.Difuso 26 42.62
L.Periférico 24 39.34
Nucleolar 2 3.27
Citoplasmico 1 1.63
2 patrones 22%% 36.06

n=61%

* Los totales no suman 61, pues los patrones de
fluorescencia se analizan por separado
** 11 muestras con HD y LP, 7 con LP y ¥, 2 con HD y ¥, 1

con M y N, yunacon My C
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Inmunosspecificidad de los anticuerpos antinucleares

Al.estudiar la inmuncespecificidad por los métodos de
IFI con monocapas de Crithidia Jucilia y mediante
ouchteriony se encontré que el mayor porcentaje correspondié
a los sueros con anticuerpos anti-DNAn, en segquida
estuvieron 1los sueros con anticuerpos anti-RNP, y Sm.
Finalmente solo hubo dos muestras con la combinacién de
estos 2 anticuerpos, anti sSm y RNP, y otros 2 con
anticuerpos anti-SSA(Ro}. En 8 casos de los 61 no se
demostré especificidad para anticuerpos anti-DNAn y anti-
ENA. Estos resultados se describen en la tabla No. 2.

TABLA No.2. INMUNOESPECIFICIDAD DE LOS AAN POR IFI Y

OUCHTERLONY

ESPECIFICIDAD

INMUNOQUIMICA n__SUEROS___%__
DNAn#* 30 49.18
" RNP** i1 . 18.03
Sm** 4 6.55
Sm/RNP* * 2 3.27
SSA*% 1 1.63
SSA/DNAN ** y * 1 1.63
DNAN/Sm * y &#% 4 6.55
SIN ESPECIFICIDAD 8 13.11

n=6l

*IFT (Crithidia lucilfiae) ** ouchterlony



Relacidn de los anticuerpos

fluorescencia con la especificidad inmunoquimica

Cuando relacionamos

células HEp-~2,

apreciamos que la mayoria de los sueros con

antinucleares

el patron de fluorescencia
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con el resultado de la inmunoespecificidad

patrones

homogeneo difuso y lineal periférico presentaban anticuerpos

anti-DNAn (44.26%)

presentaron frecuentemente anticuerpos anti-ENA

Y que las muestras con patrén moteado

(27.8%),

incluyendo sueros con anticuerpos anti-sm, RNP, Sm/RNP y SSA

(Ro) . Estos datos se muestran en la tabla No. 3.

TABLA No. 3. RELACION DE LOS AAN POR FLUORESCENCIA CON LA
ESPECIFICIDAD INMUNOQUIMICA

PATRON ESPECIFICIDAD %
{Células HEp~2) DNAn Sm RNP Sm/RNP SSA
H. Difuso 31.1 1.6 3.2 -~ -
L. Periférico 27.8 8.1 6.5 1.6 1.6
Moteado 16.3 8.1 13.1 3.2 1.6
Nucleolar 3.2 - - - -
Citoplasmico - - 1.6 - -
2 patrones 21,3% 4.9%% B.1kk% - 1.6%%*%
* 9 muestras con patrén HD y LP, 3 LP y M, y una M y N.

*%* 2 muestras con patrén LP y M, y una con LP y HD.
*&%® 2 muestras con tincién LP y M, 2 HD y LP y una

#%#% Un caso con fluorescencia LP y M.

My C.



Purificacién del DNA

El emplec de un procedimiento de intercambio idnico,
empleando una columna de hidroxilapatita y una fuente de DNA
total comercial altamente polimerizado, nos permitié contar
no s6lc con un acido nucléico ideal para nuestro sistema de
ELISA, sino que nos facilitod 'la separacién adecuada entre el
DNAn y DNAQ.

Mediante esta metodologia fué posible distinguir 2
picos de separacién al ultilizar diferentes concentraciones
de una solucién de fosfatos. Una vez que aplicamos el DNA
total a la columna de -cromatografia observamos una clara
distincién entre las diferentes formas del DNA (figura No,
1).

Al usar un gradiente creciente de concentracién de
fosfatos, encontramos que las fracciones contenindo el DNAd
aparecia al emplear 0.2M de fosfato de sodio, mientras que
la corcentracidén ideal para separar el pico del DNAn fue de
0.4M de fosfato de sodio.

En la tabla No. 4 se anotan las lecturas
representativas del procedimiento de separacién del DNA,
apreciando las diferentes fracciones obtenidas mediante esta
técnica. De estos picos de separacién, destacan los
correspondientes al DNAn, por su alta lectura respecto al

contenido de la fuente original de este acido nucléico.
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TABLA No. 4. GRADIENTE DE CONCENTRACION DE FOSFATOS
PARA SEPARAR EL DNAn DE DNAd

Fracciones ABSORBANCIA (nm}

Fosfatos 260 280

{(Molaridad) D.O.

2.03% 1.85%

1 0.05 0.03 0.05
2 0.1 0.09 0.04
3 0.2 0.13 0.06
4 0.3 0.10 0.08
5 B ‘0.4 = : 1.39 0.76
6 o °-5, 0.52 0.32
7 0.6 0.14 0.10
8. 0. 0.08 0.05
9 0.8 0.02 0.01

* lecturas del DNA total

Una vez que se obtuvieron las concentraciones con las
cuales se logré separar eficientemente el DNAn del DNA4, se
realizaron varias corridas para obtener suficiente DNAn para

nuestro estudio.
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Las fracciones de DNAn mostraron lecturas adecuadas
(260 y 280) nm para ser empleadas en nuestro ELISA, como

puede apreciarse en la tabla No. S.

TABLA No. 5. LECTURAS DEL DNA PURIFICADO PARA SU USO EN LA

TECNICA DE ELiSA

FRACCION LECTURA PUREZA CONCENTRACION
260 nm 280nm 260/280 Bg/ml
D.O.
DNAN 0.837 0.495 1.69 41.85
0.802 0.472 1.69 40.1
DNAd 0.224 0.145 1.54 8.26
0.089 0.077 1.15 3.08

Anticuerpos antinucleares por ELISA

Para fines de este trabajo el limite de corte para
establecer la positividad de los anticuerpos anti~DNAn fue
obtenido estudiando 34 muestras de sueros de donadores
sanos. Se considerd que una prueba positiva fue aguella en
la que la D.O. superaba la media mds 2 D.E. de los testigos.

Los 61 sueros de los pacientes con LEG, con AARN
positivos por IFI fueron estudiados por el método de ELISA.
Veinticinco de 1los 35 sueros positivos por Crithidia

luciliae, incluyende 30 con anticuerpos anti-DNAn solo y 5
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" con anticuerpos anti~DNAn y Sm o SSA(Ro) (Tabla No.2) fueron
positivos por el método de ELISA (71.4%), cuando empleambs
DNAn (Figura No. 2). En cambio 24 de estas 35 muestras
positivas por Crithidia luciliae fueron positivas por ELISA
(68,5%) cuando empleamos DNA total tratado con NaIO4, El
57.6% (15/26) y 53.8% (14/26) de los sueros con pruebas de
Crithidia luciliae negatives incluyendo 18 con anticuerpos
anti-ENA y 8 sin ningun otro tipo de especificidad (DNAn y
ENA) (Tabla No. 2) resultaron positives por ELISA usando
DNAn y DNA total tratado con NaIO04. Al analizar los
resultados de acuerdo a las densidades ¢pticas se observé
que las lecturas de los sueros positivos variaron entre
0.428 y 1.77 (492). En contraste, esta densidad optica fue
de 0.1175 a 0.4150 en los sueros negativos.

Los 18 sueros con anticuerpos anti-ENA también fueron
estudiados por ELISA. Estos se distribuyeron de la siguiente
manera: Once muestras presentaron anticuerpos anti-RNP, 4
anti-Sm, uno anti-SSA, y 2 presentaron la combinacidén Sm/RNP
(Tabla No. 2). Ninguna de estas muestras presentaron
anticuerpos anti-DNAn mediante la técnica de IFI con
Crithidia 3luciliae. En contraste 11 de estos 18 (61.1%)
sueros anti-ENA positivos fueron positivos al usar DNAn y
DNA total tratado con Nal04 respectivamente. Cuatro de los 8
sueros en los que no se detecto ninguna especificidad, por
IFI y Ouchterlony resultaron anti-DNAn positivos por ELISA,
con ambos tipos de antigenos. Estos datos se comparan en la

tabla No. 6.
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La correlacidn de los resultados del ELISA para los 2
tipos de DNA tomando en cuenta la totalidad de las muestras
fue de r=0.98 (r de cdrrelacién).‘Los resultados positivos
del total de los sueros con anti-DNAn positivos por ELISA
independientemente de su resultado bor IFI, expresados en

D.0. variaron entre 0.428 y 1.487 (Figura No. 2).

TABLA No. 6. ANTICUERPOS AﬁTI-DNAn EN SUEROS ANTI-ENA

POSITIVOS
ENA positivos anti-DNAn anti~DNAn* anti-DNAn**
(Ouchterlony) (crithidia) (ELISA) (ELISA)
sSm (n=4) 0 3 3
RNP (n=11) 0 6 5
Sm/RNP (n=2) 0 2 2
SSA (n=1) 0 0 1
Sin especi-
ficidad(n=8) 0 .4 4

TOTAL(n=26) 0 ' 15 15

*ELISA con DNAn

**ELISA con DNA total
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Al estimar la sensibilidad y especificidad de nuestro

método de ELISA, tomando como punto de comparacién la

técnica de (Crithidia luciliae, nos dié los resultados

presentados en la tabla No.7.

TABLA No. 7. EVALUACION DE LA TECNICA DE ELISA PARA
ANTICUERPOS ANTI-DNAn

DNA- puro
Sensibilidad T 71.4%
Especificidad 42.3%
Eficiencia © - B9.0% -

Valor predictivo
positivo

Valor predictive »

negativo Lil1u80 ¢

DNA + Nalo4
68.5%
53.8%

59.0%

Anticuerpos anticardiolipina

Veintiuno de los 61 sueros con AAN positivos fueron

seleccionados para realizarles anticuerpos anticardiolipina,

y asi estudiar la pcsib14e reaccién cruzada con este tipo de

fosfolipidos. Al determinar los anticuerpos anticardiolipirna

simultaneamente con los anticuerpos anti-DNAn por la técnica

de ELISA se encontrd que solo una pequeila parte de los

sueros anti-DNAn positivos por Crjthidia_ luciliae y ELISA

presentaron valores positivos a anticuerpos anticardiolipina
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Los resultados de este estudio se anotan en las tablas
No. 8 ¥y 9, en las cuales se observa que 11 de los 21 sueros
con LEG, incluyendo 9 con anticuerpos anti-DNA y 12 con
anticuerpos anti~ENA, presentaron anticuerpos
anticardiolipina, predominando los sueros con anticuerpos de
clase IgG (GPL) (8 de 21) y menos frecuentemente los de

clase IgM (MPL) (7 de 21).

TABLA No. 8. ANTICUERPOS ANTICARDIOLIPINA EN SUEROS

ANTI-DNAn POSITIVOS

Sueros positivos anti-DNAn* Anticardiolipina
Anti-DNAn
(C. luciliae) (ELISA D.O.) GPL#* MPL* %
1 1.03(pos) 15.51 7.87
2 1.42(pos) 32.07(pos) 20.50(pos)
3 l.44(pos) 26.50(pos) 25.55(pos)
4 1.44(pos) 18.82 5.94
5 1.36(pos) 20.00 5.54
6 1.49(pos} 16.36 22.79(pos)
7 0.73(pos) 19.72 23.51(pos)
8 0.77(pos) 40.66(pos) 13.01(pos)
9 1.03(pos) 14.73 23.65(pos)
Valores de referencia 0.426 <21 <10

*ELISA con DNA purificado **Unidades GPL y MPL



TABLA No. 9. ANTICUERPOS ANTICARDIOLIPINA EN SUEROS

ANTI-ENA POSITIVOS
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*ELISA con DNA purificado

*% Unidades GPL y MPL

“'sueros positivos Anti-DNAn Anticardiolipina
Vém, RNP, SSA ELISA D.O)* GPL*#* MPL**
(Ouchterlony)
1 0.41 27.23(pos) 10.55(pos)
2 0.44 (pos) 21.81(pos) 6.47
3 0.17 14.23 5.54
4 0.11 12.44 7.76
5 0.26 21.53(pos)  5.11
6 0.25 16.56 9.37
7 0.73 (pos) 14.15 5.97
8 0.65.(pos) 32.98(pos) 6.97
9 0.65(pos) 27.23(pos) 9.05
10 0.45(pos) 15.41 7.37
11 0.33 12.19 7.33
12 0,17 12.80 7.87
Valores de
referencia <0.426 <21 <10
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DISCUBION

El LEG es una de las ETC (Enfermedades del tejido
conectivo) que se caracteriza por presentar una diversidad
de anormalidades inmunoldgicas, dentro de ellas se han
detectade multiples autoanticuerpos, destacando 1los que
reaccionan con diversos componentes del mnucleo y que han
sido denominados genéricamente como AAN.

Desde el inicio del estudio de estos AAN se aprecidé la
necesidad de contar con métodos inmunolégicos que aportaran
la informacién mds adecuada al clinico para realizar un
diagndstico preciso y facilitar el mejor manejo de los
pacientes.

La determinacién de los AAN por la técnica de IFI fué
realizada por vez primera en 1957 (53) y contimia siendo una
de las mds utilizadas, como prueba inicial para detectar
estos marcadores serologicos y establecer los patrones
tincionales gque ©puedan orientar sobre el tipo de
autoanticuerpos que presentan los pacientes con LEG.

En la literatura se describe que el patrdén de los AAN
por IFI en el LEG es cominmente homogéneo difuso (HD) o
lineal periférico (LP), el primero se debe a anticuerpos
dirigidos como desoxiribonucleoproteinas, histonas Y
ocasionalmente DNAn. En cambio el LP resulta tipicamente de
la presencia de anticuerpos contra el DNAn, menos frecuente
DNAd y desoxiribonucleoproteinas o histonas (4,53). Los
hallazgos de nuestro trabajo coincidieron con estas

observaciones ya que la mayoria de los enfermos con LEG
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presentaron uno d; estos dos tipos de fluorescencia,
predominando el patrdén HD{(42.6%). Interesantemente, 7 casés
coﬁ patron LP tenian también el patrén moteade, por lo que
la suma total de los sueros con esta ultima tincidén se
increments de 19 a 30 (31.1% a 49.1%), superando las cifras
de 'los sueros con patrones HD y LP. También encontramos que
éanto los AAN con patrén homogéneo difusoc, come los AAN con
tincién lineal periférica se correlacionaron con la
presencia de anticuerpos anti-DNAn.

En cuanto al patrdn moteado se ha reportado que este
tipo de inmunofluorescencia ocurre en pacientes con LEG, y
que esta alteracién se asocia con anticuerpos contra una
diversidad de antigenos extraibles del nucleo como
ribonucleoproteinas. Nosotros encontramos que una parte de
nuestras muestras, presentd este tipo de tincidén y que la
mayoria se encontraba relacionados con la presencia de
anticuerpos anti Sm y RNP (4). El patrén nucleolar es poco
comun ‘en el LEG y puede deberse a anticuerpos contra el RNA,
los cuales se observan generalmente en pacientes con
fenémeno de Raynaud o esclerodermia. La combinacidén de 2 o
mas tipos de fluorescencia, han sido reportados en el LEG
(16). Nosotros apreciamos un grupo de pacientes con estas
alteraciones, que interesantemente constituyé un tercio de
los casos del grupo total, predominando los anticuerpos que
presentaban la combinacién de los patrones homogeneo difuso
y lineal periférico y con tincién lineal periférico y

moteada.



A ‘partir de la descripcién de los, AAN por
inmunofluorescencia en el LEG, se ha demostrado que estas
inmunoglobulinas son marcadores importantes en el
diagndstico de este padecimiento, al grado que se han
incluido dentro de 1los criterios de clasificacidn del
Colegio Americano de Reumatologia (3) (anteriormente llamado
Asociacién Americana de Reumatologia), e insistentemente se
describe la relacién de estos autoanticuerpos con algunas
manifestaciones clinicas, grado de actividad de 1la
enfermedad y aun con el prondstico de estos pacientes (16),
sin embargo, los AAN pueden ocurrir en otras enfermedades,
que no necesariamente tienen un fondo autoinmune & que .deben
ser considerados en el diagnéstico diferencial. Asi se ha
observado que los AAN por inmunofluorescencia indirecta no
sélo se encuentran en el LEG sino en una gran variedad de
condiciones como la artritis reumatoide y otros
padecimientos inflamatorios crénicos, asi como en la terapia
con ciertos medicamentos, y algunas infecciones como 1la
endocarditis bacteriana subaguda. También pueden ‘aparecer
asociados con ciertas enfermedades hepiticas, notablemente
la hepatitis crénica activa y la cirrosis biliar primaria.

El avance en el conocimiento de las alteraciones
inmunes en el LEG y la implementacidén de diferentes técnicas
de laboratorio " para detectar estos cambios, no solc ha
permitido la deteccidén de los AAN, sino el estudioc de la
especificidad inmunoquimica de estos marcadores. Los AAN mas

importantes en el LEG , son los anticuerpos dirigidos contra
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algunos componentes particulares del nucleo, como el DNAn y
diversas proteinas acidicas no histonas o ribonucleoproteina
como el Sm, RNP, SSA (Ro), algunas de las cuales se han
considerado especificos de esta enfermedad (i6,51,54) .

Los anticuerpos anti-DNA se han dividido en aquellos,
gue reconocen el DNAn, los cuales son practicamente
exclusivos de los paclentes con LEG, especialmente cuando
son de alta afinidad, y los anticuerpos que tienen avidéz
por el DNA de una cadena o desnaturalizado (DNAd) y que
aparecen en una gran variedad de enfermedades reumaticas,
mostrando ademas baja afinidad por su antigeno.

Los anticuerpos anti-DNA pueden estar dirigidos contra
epitopes unicos o compartidos en una 6 las dos cadenas de la
estructura del acido nucléico y actualmente se cuenta con
una gran variedad de métodos de laboratorio con diferente
sensibilidad y especificidad que permiten estudiar este tipo
de alteraciones inmunolégicas y especificamente los
anticuerpos anti~DNA. En el laboratorio clinico se emplean
generalmente técnicas de alta sensibilidad y especificidad
para determinar los anticuerpos anti-DNAn como el
radioinmunoensayo (Farr) ¢ el método de inmunofluorescencia
indirecta con Crithidia luciliae. En el ensayo de Farr, la
separacién del DNA fijado a los anticuerpos, del DNA libre
ocurre por precipitacién de las inmunoglobulinas con sulfato
de amonio saturado al 50% en la que todo el DNA radioactivo
fijado se precipita con sus anticuerpos respectivos,

mientras que el DNA 1libre permanece en el sobrenadante
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(4,16). En cambio, la deteccitn con Crithidia lucilise tiene
su base en que este hemoflagelado tiene un cinetoplasto qﬁe
contiene DNA de dos cadenas que esta asociado con histonas,
por lo que los anticuerpo se unen al cinetoplasto y estos se
detecta indirectamente con un suero antiglobulina humana
marcado con fluoresceina. Las caracteristicas de estos y
otros ensayos han permitido detectar algunas de 1las
diferencias de los anticuerpos anti-DNAn como su grado de
avidéz, el isotipo de estas inmunoglobulinas y su posible
reaccién cruzada. Adicionalmente han logrado favorecer el
estudio especifico de estos marcadores y su relacién con
mecanismos patogénicos, evolucién y prondstico de la
enfermedad, y su utilidad en el tratamiento.

Nosotros estudiamos la presencia de anticuerpos anti-
DNAn por el método de IFI usando Crithidia lucjliae, que
tiene la ventaja de no requerir material radiocactivo (Farr).
Con esta técnica encontramos que mas de la mitad de 1los
suercs fueron positivos contra este &cide nucléico ¥
constituyd nuestro punto de partida para evazluar el sistema
de ELISA.

Por otro lado, los anticuerpos contra
ribonucleoproteinas fueron detectados inicialmente en 1966,
mediante técnicas simples de inmunodifusién, apreciando una
banda de precipitacién que mostraba identidad con sueros
monoespecificos anti-Sm, RNPn, SSA(Ro) y SSB(La). Mas
adelante se ha contado con técnicas inmunoenzimaticas, de

inmunotransferencia y ain con proteinas recombinantes, cuya



mayor sensibilidad y especificidad tiene 1la ventaja de
detectar anticuerpos no precipitantes y éuantificar este
tipo de respuesta inmunoldégica (54).

En este estudio se realizé una primera fase, en la gue
ademds de emplear el método IFI con Crithidia Juciliae
contamos con el método de Ouchterlony para determinar 1la
inmunoespecificidad de nuestras muestras. Una vez gque
identificamos este tipo de AAN, aplicamos un sistema de
ELISA en el cual se empled DNA total altamente polimerizado
y DNAn unido a la fase solida mediante una interfase de
albumina metilada. Con estas técnicas de IFI e
inmunodifusisn observamos gque la mayoria de los sueros
presentaban anticuerpos anti-DNAn, gque reaccionaban con el
cinetoplasto de Crithidia luciliae y en menor cantidad se
encontraban los anticuerpos precipitantes que presentaban
bandas de identidad con suerocs monoespecificos anti~RNP,
anti-sm, y anti-SSA (Ro). Al estudiar estos sueros por ELISA
la mayoria de los pacientes con anticuerpos anti-DNAn por

Crithidia luciljae fueron positivos en el sistema enzimatico

con DNAn total y DNAn. En comparacidon al estudic de
inmunofluorescencia mas de la mitad de los sueros negativos
por Crithidia luciliae resultaron con anticuerpos anti-DNAn
positivos por ELISA. Ademas de esta ventaja gue aportd mayor
sensibilidad, logramos tener una prueba cuantitativa, ya gue
los sueros positivos variaron entre titulos superiores a la
media mas 2 DE, hasta cifras superiores de la media mas 13

DE.
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Las principales diferencias én las técnicas de
laboratorio que detectan los anticuerpos anti-DNA ocurrén
entre aquellos métodos de fase sdlida, como el ELISA, y las
pruebas en fase fluida como el Farr, precipitacién con PEG
(poli etilen glicol), métodos de filtracion e
inmunofluorescencia, puesto que los primeros son altamente
sensibles y los ultimos detectan principalmente anticuerpos
de alta especificidad. Ademas, la variacion en los métodos
de deteccidén por laboratoric de los anticuerpos anti-bDNAn
puede depender de otros factores. Los anticuerpos anti~DNA
en el LEG pueden ser tanto de la clase IgG que fue el
isotipo gque detectamos en las pruebas de IFI y ELISA, o bien
de tipo como IgM, y menos frecuentemente se han descrito
anticuerpos de tipo IgA, IgE e IgD cuyo estudio no fue
posible realizar en este trabajo.

Por otra parte los titulos y clase de los anticuerpos
anti-DNAn pueden fluctuar en relacién con las
manifdstaciones inflamatorias, especialmente con el grado de
nefritis (16). Nosotros estudiamos la presencia de AAN sin
hacer un analisis 1longitudinal de la variacién de sus
titulos o del cambio del isotipo, sino que analizamos solo
los anticuerpos de la clase IgG, cuya determinacién es uno
de los procedimientos mas importantes por su asociacién con
el dafio tisular en el LEG.

La deteccién de anticuerpos anti-DNA por ELISA se ha
realizado mediante diversos tipos de ensayos. En algunos de

ellos el antigeno se adosa directamente a un soporte de fase



sélida., Estos antigenos se pueden unir covalentemente a
diferente tipo de material particulado, como celulosa y
poliacrilamida, y también se‘puede obtener una adsorcicn
pasiva satisfactoria a tubos, perlas, disccé o microplacas
de nylon, poliestireno, polivinilo o polipropileno. La
sensibilizacién del DNA se puede lograr mediante la
incubacién directa de una. fuente de este antigeno a la
superficie sélida, sin embargo la mayoria de los autores han
optado por el uso de una interfase para facilitar la unidn
del antigeno a una superficie que presenta la misma carga
eléctrica que el DNA (49). lLa protaﬁina, L-lisina o albumina
metilada han sido utiles para este fin, al favorecer la
union del DNA al poliestireno. Nosotros empleamos solo un
método de sensibilizacién con 1la interfase de albumina
metilada, puesto que este ultimo, ha mostrado ventajas sobre
la protamina y L~lisina al facilitar la unién del DNA, y
evitar la interferencia de otros anticuerpos dirigidos

contra nucleohistonas (48); En la practica clinica los
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anticuerpos anti-DNA frecuentemente coexisten con

anticuerpos anti-histonas, por lo cual la imﬁlementacién de
una teécnica que delimite esta funcién y que evite esta
reaccién cruzada en los sueros de los pacientes con LEG,
merece especial interds. Por otra parte, la relacion entre
la actividad anti-histonas y la unién a protamina y L~
lisina, sugieren que los anticuerpos anti-histona tienen una
gran habilidad para unirse a proteinas aniénicas.

‘Las diferencias que se han apreciado al emplear
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albumina metilada han sido gue al usar la interfase se evitd
la interferencia de otros anticuerpos como son los anti-
histonas, y se logré una m(;jor unién de los anticuerpos
anti-D_NAn, ya que al utilizar la sensibilizacién directa a
la placa de poliestireno, se puede encontrar unién
inespecifica de anticuerpos contra el DNA4, los cuales
reaccionan muy fdcilmente a 1la placa de poliestireno
(41,48).

Otro hallazgo notable cuando se emplean métodos de alta
sensibilidad, como el ELISA y se estudian autoanticuerpos en
pacientes con LEG, es su posible reactividad cruzada con
otros antige.nos. Esta observacién de reacciones cruzadas de
los AAn en el LEG, no solo ocurre en la practica clinica,
sino que ha sido estudiada cuidadosamente a partir de

- anticuerpos monoclonales anti-DNA, permitiendo agrupar a los
antigenos potenciales de reaccidén cruzada en los siguientes:
Polinucledtidos, fosfolipidos, proteoglicanos y otros grupos
polianidnicos; diversas proteinas celulares que puedan estar
contenidas en el nucleo, citoplasma y membrana (como
vimentina y que;:atina) y finalmente en un grupo miscelaneo
donde se incluyen a la IgG, distintas proteinas solubles,
haptenos y antigenos bacterianos (16).

Algunas de estas reacciones cruzadas son probablemente
debidas a la estructura polianidnica del DNA, la cual puede
interactuar con moléculas protéicas cargadas positivamente
(catiénicas), especialiente cuando se usa una alta

concentracién .de DNA en las placas de ELISA, o bien cuando



se emplea la interfase con albumina metilada. Esto puede
explicar que nuestros valores basales de las muestras en los
pozos sensibilizados con este tipo de albumina, fueron
ligeramente superiores a 1las lecturas de. los pozos no
sensibilizados. En apoyo a esta observacién los anticuerpos
anti-DNA pueden mostrar reacciones cruzadas con fosfolipidos
que tienen cargas netas negativas como la cardiolipina y con
moléculas con grupos anidnicos repetitivos, como el dextran
sulfato y heparan sulfato (54). Nosotros realizamos 1la
determinacidén simultdnea de anticuerpos anti-DNan @y
anticardiolipina y observamos que solo una pequefia parte de
los sueros anti-DNAn positivos por Crithidia luciljae vy
ELISA mostraron lecturas positivas para este sistema de
anticuerpos contra fosfolipidos, lo que excluye
razonablemente que nuestro método de ELISA para anticuerpos

anti-DHAn pueda detectar una reaccion cruzada con estos
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antigenos. Otro dato de interés, es que las diferencias que

obtuvimos al comparar DNAn con el DNA total fueron minimas
encontrando cifras semejantes en cuanto a sensibilidad y
especificidad. Esto puede deberse a que el DNA gue empleamos
correspondié a una fuente comercial de este antigeno
altamente polimerizado, que mostrd mayor contenido de DNAn
en la cromatografia de intercambio idnico.

Otro dato interesante por el que se requiere de métodos
de laboratorio fidedignos para el estudio de la
especificidad  inmunoquimica es la coincidencia de

anticuerpos anti-DNA con otros marcadores que recohocen
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distintos epitopes nucleares en el LEG. La asociacién de
anticuerpos anti-DNAn con anti-Sm, RNP, SSA (Ro), SSB (l;a)
ha sido reportada por varios autores (16,54). Nosotros
encontramos previamente que el 16% de los sueros de
pacientes con LEG presentaban dos o© mds de estos
autoanticuerpos, predominando la relacidén de los anticuerpos
anti-DNAn (detectados por el método de Crithidia Juciliae)
con anticuerpos anti-Sm (determinados por 1la técnica de
Ouchterlony). En este estudio encontramos 5 sueros que
mostraron anticuerpos anti-DNA con anti-Sm ¢ RNP por las
técnicas de inmunofluorescencia y Ouchterlony. Por ello en
nuestro sistema de ELISA para anticuerpos anti-DNA empleamos
inicialmente el tratamiento con Nal04 para eliminar 1la
reactividad con anticuerpos anti-Sm (46) y ademds separamos

el DNAn del DNAd, a fin de contar con una prueba especifica

. contra el DNAn.

Con esta metodologia no solo apreciamos que la mayoria
de 1los sueros con anticuerpos anti-DNAn por Crithidia
luciliae fueron positives por ELISA, sino que algunos sueros
anti-DNAn negativo por Crithidia luciliae y anti-ENA
positivos (anti-Sm y RNP) por Ouchterlony, presentaron
reactividad contra el DNan purificado. Solo 7 de los 18
sueros anti-ENA positivos no mostr'éron reactividad contra el
DNAn purificado, lo que en conjunto con nuestra propia
observacién empleando un sistema de inhibicién con estos
antigenos' sostiene que nuestra técnica elimina

razonablemente la posibilidad de detectar sueros con
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anticuerpoé contra estas ribo'nuclé})proteinas. Este hallazgo
es - interesante, puesto dque en estudios -.previos se ﬁa
enfatizado que la presencia de ambos marcadores parece ser
un fenémeno mutuamente excluyente, teniende como base
algunas observaciones, que analizamos a continuacidn.

Dentro de los (ENA), se han caracterizado mids de 20 de
estos antigenos por técnicas de inmunoprecipitaéién o
inmunotransferencia, que claramente muestran estar
constituidos de una porcién peptidica, unida a un RNA
pequefio (RNAs) pero no contienen DNA. Esto se ha puesto de
manifiesto wusando antigenos marcados con foésforo o
amino&cidos radiomarcados dque luego de ser precipitadas por
un anticuerpo Y transferidos usando membranas de
nitrocelulosa, muestran un patron de corrimiento
caracteristico del tipo de RNA al cual se unen.

En modelos experimentales, se ha encontrado gue la
produccién de los anticuerpos anti-DNAn es modulada por un
gene mutante (lpr), mientras que la sintesis de los
anticuerpos anti-Sm carece de esta influencia. Por otra
parte, la produccién de los anticuerpos anti-Sm es regulado
por las células T y los anticuerpos anti-DNA pueden aparecer
independientemente de este control (17).

Finalmente los antecedentes raciales en el humano han
revelado que los Negros o Chinos producen mis frecuentemente
anticuerpos anti-Sm y anti-RNP simultaneamente, y que los
anticuerpos anti-Sm son mis comunes en poblacicnes

afroamericanas que en los sajones. Ademas el estudio en el



sistema mayor de histocompatibilidad han mostrado una
asociacién entre el HLA-DR2 y la presencia de anticuerpos
contra DNAn, y la asociacién del haplotipo B8 DR3 con los
anticuerpos anti-sSSB (La) y anti-SSA (Ro) (16,33,54).
Nuestra .frecuencia de muestras con 2 S mas AAN,
especialmente aquellos con anticuerpos anti~DNAn, y anti-ENA
se ha elevado al wusar el sistema de ELISA con DNA
purificado, por lo que creemos gue el analisis cuidadose de
estos pacientes , tomando en cuenta sus antecedentes
inmunogenéticos y el posible control del sistema inmune
sobre la produccién de estos autoanticuerpos, podra abrirnos

este panorama de estudio.
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CONCLUSIONES

1. El estudio de los AAN mediante la técnica de ELISA
nos proporcioné informacién sumamente Util, logrando
incrementar el porcentaje de positividad de las muestras con

anticuerpos anti-DNA de pacientes con LEG.

2. La purificacién de DNAn y su empleo en un sistema de
ELISA, nos permiti¢ evitar la interferencia de otros
autoanticuerpos.

3. E1 empleo de albumina bovina metilada como
interfase, fué util para sensibilizar las placas de ELISA

con DNA.

4. Al comparar la técnica de ELISA con la IFI con
crithidia luciliae, se observd que la primera es una técnica

sencilla y de una alta sensibilidad.

5. El estudio de 1los autoanticuerpos en LEG,
especialmente cuando se encuentran mas de 2 especificidades
inmunoquimicas, se puede realizar mediante ELISA empleando

antigenos purificados.
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ANEXOB
Anexo 1

Preparacion de soluciones

1. Solucién amortiguadora de citratos (0.1 M, pH 5.0)

CeHgNa307....000 ....29.4 g

Disolver en agua destilada y ajustar el pH con acido

fésforico antes de aforar a 1 1. Conservar a 4°C
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2. Solucidén amortiguadora de fosfatos  salina

(0.,
PH7.2) 2
Solucién A (0.2 M)

NaHzP04.H20..........27.6g

Solucién B (0.2 M)
NazHPO4 anhidro .....28.4 g .
Disolver cada una de las sales en agua destilada y
aforar a 1 1.
Mezclar:
Solucién A...........165 ml.
solucidén B...v.esoe-.335 ml.
NaClivevuesaraoonneaaa7d g,
Agregar agua destilada y ajustar el pH con NaOH
concentrada antes de aforar a 1 1. Conservar a temperatura

ambiente.

3. Solucidén amortiguadora de fosfato salina(0.01,pH7.2)
Hacer una dilucién 1:10 de la solucidén anterior con

agua destilada y ajustar el pH. Conservar a 4°C.

4. Solucién amortiguadora de fosfatos-salina con
Tween-20 al 0.05 %.

Tomar 100 ml de 1la solucién 3 y adicionar agua
destilada, posteriormente agregar 500 pl de Tween-20 y
afora a 1 1, ajustando antes el pH a 7.2. Conservar a

4°C.

ESTA TS KD BERE
SALR B¢ L4 BiBLlgTERS
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5. Acido:sulfurico 2.5 N.
HpS04 €ONCavesnesesss13.3 ml

Adicionar lentamente en agua destilada y aforar a 100

. ml. Conservar a 4°C.

6. Solucién amortiguadora de TRIS-EDTA (200 ml)

stok Vol.
TRIS 10mM=0, 014 1M 2ml
EDTA 1mM=0.001M 0.5M 0.4ml

Adicionar los dos volumenes en agua destilada y aforar
a 200 ml.
7. Sustrato de peroxidasa con O-fenilendiamina
CeHgNg ovvrenecneases4 Mg
H09.ervneeerseaannsesd pl
Amortiguador

de citratos..........10 ml

8. Solucidn amortiguadora de bicarbonatos (0.1 M,pH8.0)
NaHCO3+eveenaaeessssse8.4 g
‘Disolver en agua destilada y ajustar el pH antes de

aforar a 1 1. Conservar a 4°C.

9. Albuimina al 1% en PBS-T.
AlbUminad ..cieveiesnsesss 2.5gr

Disolver en agua destilada, y aforar a 250 ml.
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10. 'Soluciones para determinacidén de proteinas

Solucién A:
50 ml de NayCO3 en'NaOH 0.1N
0.5 ml de tartrato de Na y K al 2%

0.5 ml de CuSO4.5H20 al 1%

Seolucidén B:

Reactivo de Folin-Ciocalteus 1:2
Estandar de Proteinas.

Albumina sérica-

Bovina (ASB)........100 pg/ml

Anexo 2

Métodos y Fundamentos

Anticuerpos antinuqleares {ANA) por inmunofluorescencia
{IPY)

La técnica de IFI fue desarrollada por Coons en 1840 y
definida cuantitativamente por Beutner y asociados en 1960.

Esta técnica dg inmunofluorescencia - combina métodos
histoquimicos e inmunqqu{mlcos para detectar complejos
aﬁtigeno—anticuerpo presentes en secciones de tejidos,
frotis de células, tefidos con' la ayuda de fluorocromos

conjugados a un anticuerpo.
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La presencia de AAN en los sueros problemas fué
demostrado por una fluorescencia verde-amarillenta cuando se
observd bajo el micréscopio de fluorescencia.

Esta técnica de inmunofluorescencia, es capaz de
detectar miltiples anticuerpos, sin embargo, es necesario
tener cuidado en la identificacidén e interpretacion de los
patrones.

Células HEp-2

Las células HEp-2, son células cultivadas humanas
(carcinoma de laringe humano) y en cada pozo hay una mezcla
de células en interfase en varios periodos de mitosis.
Durante la mito;is, 1la membrana nuclear se disuelve y se ve
facilmente 1la -ubicacién de las caracteristicas de los

cromosomas en cada fase.

Anticuerpos anti-DNAn por Crithidia lucilisze

Esta prueba pefmite identificar anticuerpos contra DNAn
y DNAd empleando un hemoflagelado como sustrato. Este
parasito que no es patdgeno para el hombre, posee un
mitocondrién que contiene una gran masa condensada de DNAn y
en algunos DNA de cadena sencilla.

En comparacién con otros métodos para la deteccién de
anticuerpos DNAn, como la inmunodifusién, fijacién de
complemento, aglutinacién pasiva, contrainmunocelectroforésis
y radicinmunoensayo, el método de gCrithidia Juciliae tiene
alta especificidad. Este método de IFI lo describe

inicialmente Aarden y Col y aparece comoc especifico para la
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deteccidén de anticuerpos DNAn, aungue son detectados
- anticuerpos DNAA e histonas la interpretacidn del tipo de
fluorescencia permite su distincidn.

La placa contiene Crithidia luciljage como sustrate

antigénico. Cuando este sustrato es puesto en contacto con
el suero diluido e incubado a temperatura ambiente. Los
anticuerpos anti- DNAn si estdn presentes, se uniran a los
sitios antigénicos especificos en el cinetoplasto del

hemoflagelado.

Inmunocdifusidén (Ouchterleny)

En la doble difusidén en agar, ambos componentes
(antigeno y anticuerpo)} difunden simultdneamente a partir de
pozos cercanos de modo que se forma un gradiente de
concentraciones que al llegar al punto de equivalencia
forman bandas visibles de precipitacidn.

Este métode permite conocer diversos sistemas antigepo—
anticuerpo;, asi como reconocer similitudes antigénicas
parciales o totales. Es de gran importancia establecer para
cada caso en particular las condiciones dptimas de reacciodn,
ya gue la concentracion relativa de reactantes y la fuerza
iénica y pH del medic afectan la aparicién de bandas de

precipitacidn.

Métado de Lowry
Este método es uno de los mas ampliamente utilizados

para la determinacién de proteinas.



Su realizacion se basa en la interaccién inicial de la
proteina con los iones de cu** en un medio alcalino. Esta
reaccién inicial forma un complejo inestable, y una
reduccién posterior de los 4clidos fosfotungstico y
fosfomolibdico a azul de tugsteno y azul de molibdeno
respectivamente.

En esta técnica, la reduccidén resultante es debida a la
accidn del complejo Proteina-Cu++ que se generd
inicialmente, lo dque resulta en una reaccidén colorida, cuya
lectura se debe realizar mediante un colorimetro.

Para llevar a cabo la determinacidén de proteinas se
prepararon previamente las soluciones necesarias y se
realizé una curva de calibracion comparativa, empleando
albumina sérica bovina comercial, come se anota a

continuacioén:

Soluciones:
Solucién A
Solucidén B
Estandar de proteinas

ASB 100 pug/ml
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curva de calibracién

No. de tubo

~ conaicien - -

Est. proteina
Agua dest. 1.0° 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0

Sol. A (3ml)

Se mezclan los tubos Yy se deja reaccionar por 10 min,
a-TA

Sol. B (0.3ml)

Los tubos se agitan y se dejan reaccionar durante 1 hr

a TA y se leen en un colorimetro a 500 nm.

ELISA

Este método inmunoenzimdtico, estd basado en el empleo
de un soporte, generalmente en fase sélida a la cual se
pueden acoplar antigenos o anticuerpos, optimizando esta

unién con una solucidn de pH alcalino.
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“La identifiéacidn de la reagcién se logra al emplear un
marcaje de antigenos o anticuerpos con enzimas. De esta
forma un anticuerpo es capaz de captar un antigeno
especifico presente en un suero problema, gue a su vez sera
capaz de reaccionar con un segundo anticuerpoc marcado
enzimaticamente.

En este trabajo se utilizé una fase solida de
poliestireno a 1la cual se unié un DNA purificado que
permitié identificar anticuerpos especificos. Esta reaccién
antigeno~anticuerpo fue evidenciada a través de un segundo

anticuerpo anti-IgG humana marcado con peroxidasa.

INDICESB

Indice de abreviaturas

Métodos de laboratorio

ELISA ensayo inmunoenzimatico
Inmunodifusioén (Ouchterlony)
Método de lowry

IFI (Inmunofluorescencia indirecta)

Reactivos

PBS solucion amortiqguadora de fosfatos
HCl acido clorhidrico

196G inmunoglobulina G

BSA albumina serica bovina

Hp504 acido sulfurico

Hp02 peréxido de hidroégeno
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Términos estadisticos

DE. .- desviacién estandar
= ‘ coeficiente de correlacién
vp verdadero positivo

VN verdadero negativo

FN falso negativo

FP falso positivo

Unidades de Medida

M molaridad

g gramo

ng microgramo

ng nanogramo

ng miligramo

738 microlitro

ml mililitro
g B E litros

g gramos

hr horas

°C grados centigrados
PH potencial hidrdgeno
TA temperatura ambiente
D.O. densidad dptica

nm nanometro
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