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La determinacion de anticuerpos DNA de
doble hélice, ha sido utilizada en el
diagnostico de Lupus Eritematoso Dise-
minade, sin embargo, los anticuerpos de hé-
lice simple, mas fdciles de determinar en ¢l
laboratorio, no han sido evaluados amplia-
mente para el diagnostico de Lupus Eritema-
toso y Artritis Reumatoidea. En el presente
estudio, fue utilizada la técnica de cuantifi-
cacion de los anticuerpos DNA de hélice
simple, por absorcion y contraelectroforesis.

Pacientes con LED mostraron titulos
elevados de anticuerpos DNA en forma
constante mientras que la AR, fueron
variables.

Se concluye que esta prueba, asociada a
otros parametros, es de gran ayuda diagnos-
tica.

MATERIALES Y METODOS

Nos basamos que éste trabajo en el es-
tudio de 500 pacientes internados en el
Hospital San Juan de Dios con diversas pa-
tologias. Ciento tres pacientes en estudio
fueron diagnosticados con los criterios cli-
nicos v de laboratorio usuales, como LED o
Artritis Reumatoidea (AR). Los criterios
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Clinicos en que nos basamos para la clasifi-
cacion como AR o LED fueron los si-
guientes:

AR: poliatralgias con flogosis articular, pre-
sencia de rigidez o deformidades articulares.
nodulos subcutaneos.

LED: erupcion cutdnea eritematosa en cara,
cuello o extremidades. Artritis o polioartri-
tis. pleuresia. Sindrome de Ravnaud o
nefritis. Para LED. la presencia de células
LE en el trunscurso de la enfermedad fue un
factor indispensable en el diagnostico,

Pacientes en que el diagnostico de certeza
no pudo establecerse, no fueron consi-
derados en el analisis de los datos, en los que
se incluyo unicamente, lupus eritematoso di-
seminado o AR bien definidos. Otro grupo
de pacientes con diversas patologias en las
que se incluyen trastornos renales. cardiacos.
problemas hematoldgicos, colelitiasis,
colecistitis y algunas virosis fueron estu-
diados pero no incluidos en este reporte, Se
incluye en el estudio, 100 sueros de personas
aparentemente normales.

Estos sueros fueron analizados hasta
donde fue posible el mismo dia de la ex-
traccion o fueron guardados en congelacion,
por un periodo no mayor de 48 horas antes
de ser procesados.

Después de analizados fueron guardados
en congelacion a —20°C: un porcentaje de
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ellos, (20% ) fueron estudiados nuevamente
por anticuerpos después de 46 meses para
observar si la congelacion afectaba de alguna
manera los titulos obtenidos. Los anti-
cuerpos que son de hélice simple, se mi-
dieron siguiendo la modificacion de Arquem-
bourg que brevemente se describe de la si-
guiente manera:

1° Fase de absorcion del anticuerpo

Se utiliza placas de microtitulacion en U
(Cooke Engineerie Co). En cada huequecillo
se coloca 0.025 ml. de buffer Tris pH .8. En
el huequecillo 1° se coloca 0.025 ml. de
DNA* con una concentracién de 5.12 mg/ml
preparado en buffer Tris, desnaturalizado

por calentamiento en bafo de agua a ebu-

llicion por 10 minutos. Se hace diluciones
dobles seriadas hasta el huequecillo nime-
ro 6 para obtener concentraciones de DNA
de 2.56 mg/dl a 0.8 mg/dl. Posteriormente se
agrega 0.025 ml de suero a cada uno de los
huequecillos, se mezcla y se incuba a 37°C
para su absorcion, durante una hora. *(Calf
Thymus, tipo V. Sigma Chemical Co.)

2° Fase de contraelectroforésis (CEP)

Se preparan placas de vidrio de 31/4x x 4
pulgadas (Kodak proyector slide) recubiertas
con lonagar al 0.8% (Ionagar N°2 Oxoid) en
buffer Tris 6.8.

Se perforan hileras pares de huequecillos
separados Smm entre si, con 2mm de dia-
metro. Se practica una CEP a 50 voltios, por
30 minutos en el suero absorvido, contra una
solucion de DNA 0.2 mg/m] desnaturalizado
por calor,

Posteriormente se tifien, con una solucién
de Pyronina Y al 0.05%; para identificar las
lineas de precipitacion. Consideramos que
no era necesario hacer titulaciones inter-
medias entre las escogidas por lo que mantu-
vimos los titulos de 80, 160, 320, 640,
1280. 2560 como las diluciones de trabajo
en todo estudio. En todos los sueros estu-
diados, se practicé la determinacién de cé-
lulas LE, RA y anticuerpos antinucleares en
latex y titulacion de complemento.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 600 sueros analizados, 22 corres-
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pondian a pacientes con LED. 81 con AR,
100 a personas aparentemente sanas y el
resto a diversas patologias.

Los cuadros 1 y II corresponden a la dis-
tribucion de frecuencias de los titulos de
anticuerpos DNA en LED y AR respec-
tivamente.

Para LED, observamos que los titulos
oscilaron entre 640 y 2560 con una mayor
incidencia en los titulos de 2560; en ninguno
de los casos analizados, se obtuvo niveles
menores a 640. Todos los casos de LED,
excepto uno, pertenecian al sexo femenino.

Comparativamente encontramos en AR,
una diversidad en los niveles de anticuerpos
que oscilaron desde los mads altos en 2560
hasta negativas: predominaron en esta enfer-
medad, los titulos de 640 que representaron
un 31% de la muestra. Estos hallazgos vienen
a corroborar lo descrito en la literatura sobre
el aparecimiento de anticuerpos DNA en
otras enfermedades del tejido conectivo
como son la AR y la AR juvenil (16, 19).
Una distribucion de los resultados anteriores
por sexo, no mostré una diferencia signifi-
cativa.

Las tablas IIl y IV nos muestran una
distribucion de los titulos de anticuerpos
encontrados en estas dos enfermedades ci-
tadas por edades. Del analisis del cuadro se
desprende que la edad no tiene relacion
directa con niveles de anticuerpos.

Durante la Fase aguda y mientras el
paciente no recibio tratamiento se obser-
varon titulos de anti DNA altos, con niveles
bajos de complemento que oscilaron entre 0
v 80 unidades de complemento 50% (CH50).
Esto concuerda con los resultados de varios
investigadores (20, 21, 22) con anti DNA de
doble hélice.

Por espacio de un afo tuvimos opor-
tunidad de obtener muestras seriadas de 5
pacientes con LED, que se presentaron a la
Consulta Externa del Hospital San Juan de
Dios para recibir atencién en forma perio-
dica; logramos observar que durante el
tiempo en que se mantuvo el tratamiento,
los titulos de anti DNA bajaron y los niveles
de complemento aumentaban hasta recu-
perar sus valores normales,

La titulacion de complemento en AR no
mostré cambios significativos en las muestras
de los pacientes examinados oscilando los
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valores entre 80—45 u CH50 como se anota
en la tabla V. Tanto a los pacientes con LED
como a los de AR, se les practico deter-
minaciones de anticuerpos antinucleares y
prueba para AR en litex.

Los pacientes con LED fueron positivos
en un 47% para la prueba de AA (latex) y un
6% para AR (Latex). Por otra parte los
pacientes con Artritis Reumatoidea fueron
positivos en un 60% para la prueba de AR
(litex) y todos negativos para AA (latex).

Como puede observarse en la tabla VI, en
los pacientes con AR no encontramos una
relacién directa entre los titulos de anti DNA
y los titulos de RA (Létex). Los titulos de
anti DNA obtenidos para otras patologfas son
muy variados, encontrandose muy elevadas,
al igual que en LED, tinicamente en pacientes
con hepatitis viral y algunos linfomas (Gutié-
rrez y col. en preparacion).

La tabla # 7 muestra una distribucion en
poblacion aparentemente normal obser-
vandose que el 96%de los pacientes mues-
tran titulos menores de 1280 sin encontrarse
diferencias significativas por edad.

Con el fin de demostrar la estabilidad del
anticuerpo DNA, en los sueros analizados, se
practicaron determinaciones a 100 muestras
de diferentes titulos luego de permanecer en
congelacion por espacio de 4—6 meses; no se
observaron cambios significativos en los titu-
los originalmente obtenidos.

CONCLUSIONES

No existen pruebas de laboratorio de
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verdadero valor diagnostico de artritis reu-
matoidea.

Las pruebas de Latex para AA y AR, no
son parametros confiables en el diagnéstico
de estas dos entidades clinicas dado el
importante numero de falsos negativos que
se observan en las pruebas.

La determinacion de anticuerpos DNA es
mas especifico para el diagnéstico de LED
ya que todos los pacientes mostraron tener
titulos altos, mientras que aquellos con AR
presentaron titulos variables. Es importante
realizar determinaciones del complemento
sérico con las de anticuerpos DNA ya que la
asociacion de titulos altos de anti-DNA con
niveles bajos de complemento sérico es la
caracteristica mas comunmente encontrado
en pacientes con LED.

La disminucion importante de los titulos
de anti-DNA en pacientes con LED some-
tidos a tratamiento médico, nos permite
recomendar esta técnica como valioso indi-
cador de la respuesta del paciente al trata-
miento médico.
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Tabla # 3

DISTRIBUCION POR EDADES DE TITULOS DE ANTI-DNA

EN LUPUS ERITEMATOSO DISEMINADO

TITULOS DE ANTI DNA

Grupo de

edades 0 80 160 320 640 1280 2560 r
10-19 0 0 0 0 | 0 0 1/1
20--29 0 0 0 0 1 2 2 5/5
30-39 0 0 0 0 0 1 3 4/4
40-49 0 0 0- 0 0 1 2 3/3
50--59 0 0 0 0 0 0 0 0
60— + n 0 0 0 1 | 0 2/2
desc. 0 0 0 0 0 2 5 717

_ |
TOTAL 0 0 0 0 3 7 12 22/22
Tabla = 4
DISTRIBUCION POR EDADES DE TITULOS DE
ANTI-DNA EN ARTRITIS REUMATOIDEA
TITULOS DE ANTI DNA

Grupo de

edades 0 80 160 320 640 1280 2560 T
10--19 2 0 1 0 4 1 0 6/8
20-29 3 0 1 2 2 1 1 7/10
30-39 2 0 0 0 3 0 0 3/5
40-49 1 0 1 2 5 1 1 10/11
50-59 1 0 2 0 1 3 0 6/7
60—+ 2 0 1 1 2 1 1 6/8
desc. 2 0 5 3 5 8 6 27/29
TOTAL 13 0 11 9 25 15 9  65/80
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Tabla # 5

NIVELES DE COMPLEMENTO (CH50) Y ANTI DNA
EN PACIENTES CON ARTR ITIS REUMATOIDEA

PACIENTE NIVELES DE C NIVELES DE ANTI DNA
O.N.C. 80 Neg.
W.F.A 97 640
A.F.B. 100 640
H.P.B. 120 1280
R.R.V. |22 1280
J.NB. 125 640
M.J.M, 130 640
1.D.M. 130 640
E.J.N. 150 1280
M.S.M. 150 1280
DM.P. 170 640
M.BM. 170 640
JTM.A 180 160
M.G.G. 230 Neg.
M.C.H. 235 1280
C.M.H. 295 640
C.M.Ch. 315 320
Tabla # 6

RELACION ENTRE TITULOS DE ANTI DNA
Y RA TEST EN ARTRITIS REUMATOIDEA

TITULOS DE ANTI DNA

TITULOS

DE RA 0 80 160 320 640 1280 2560 r

320 0 0 0 0 1 2 0 3/3

160 1 0 0 0 0 2 0 2/3
80 0 0 1 0 0 3 0 4/4
40 0 0 1 0 0 0 0 1/1
20 3 0 3 1 - 2 0 10/13
10 0 0 0 0 1 0 0 1/1

Neg. 4 0 0 5 10 3 1 19/23

TOTALES 8 0 5 6 16 13 1 40/48
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Tabla # 7

DETERMINACION DE ANTICUERPOS DNA EN POBLACION NORMAL

TITULOS DE ANTI DNA
Grupo de N® examinado
edad -5 20 40 80 160 320
1014 7 4 1 1 0 0 1
15-19 23 18 1 0 3 1 0
20-29 24 20 0 2 2 0 0
30-39 2 15 0 1 2 2 0
40- + 26 20 0 4 2 0 0
TOTAL 100 i 2 8 9 3 1
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# PACIENTES

CUADRO 1
DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS POR TITULOS DE
ANTI-DNA EN LUPUS ERITEMATOSO DISEMINADO
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CUADRO I

DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS POR TITULOS DE

ANTI DNA EN ARTRITIS REUMATOIDEA
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