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Laartritis reumatoide juvenil (ARJ) eslaforma de artritis
cronicamés frecuente en lainfancia. Descritaen 1894 por Still,
comprende tres formas clinicas, y probablemente fisiopatol dgi-
camente diferentes: laforma oligo o pauciarticular que afecta
amenos de cinco articulaciones; forma poliarticular con 50 més
articulaciones afectas y la forma sistémica caracterizada por la
presencia de fiebre en picosy, en el 90% de |os casos de exan-
tema, sintomas que acompafian alos sintomas articulares.

Las primeras descripciones de la asociacion de esta enti-
dad con la presencia de anticuerpos antinucleares (ANA) se
remontan alos afios 60-3, Sin embargo, fueron las publicacio-
nes de Petty® y Schaller® afios mas tarde las que comenzaron
aestablecer laasociacion entre lapresenciade los ANA con de-
terminadas caracteristicas clinicas.

Petty y Cassidy (1973), utilizando unatécnica de inmu-
nofluorescenciaindirecta sobre células de higado de raton (ver
més abaj0) en una poblacidn de 200 nifios con ARJ, encontra
ron que el 38,5% de ellos eran positivos para ANA. Entre los
pacientes ANA positivos, habiamas formas poliarticulares que
sistémicas, més nifios que padecian iridociclitis, nifios més pe-
quefios en los que la enfermedad habia debutado antes de los
cuatro afios y en los que précticamente nunca habia erosiones
articulares. Schaller (1974), determinando ANA por inmuno-
fluorescencia (IMF) indirecta sobre higado de rata en 58 nifios
con ARJeiridociclitis, encontrd que el 88% eran positivos pa-
rala presencia de los auto-anticuerpos; sus resultados le lle-
varon a concluir que la presencia de ANA debe ser conside-
rada como un factor de riesgo para el desarrollo de complica
ciones oculares.

Los ANA no estan presentes en la misma proporcidn en
las tres formas clinicas de ARJ. Si bien en laformaoligoar-
ticular del 75 al 85% de |os pacientes son ANA positivos,
s0lo el 50% de las formas poliarticulares o son, y tan sdlo el
10% de las sistémicas. Es decir, lo habitual en unaformasis-
témica (en contraposicion de lo que a veces se piensa) es que
€l paciente sea ANA negativo®. Por otra parte, los ANA son
positivos en otras enfermedades inflamatorias que pueden ini-
ciarse con laaparicion de artritis: lupus eritematoso sistémi-

Departamento de Pediatria. Unidad de Reumatologia Infantil. Clinica
Universitaria de Navarra

Correspondencia: Dra. C. Modesto Caballero.

Departamento de Pediatria. Unidad de Reumatologia Infantil. Clinica
Universitaria de Navarra. Aptdo. 4209. Pamplona. Navarra.

VOL. 44 N° 4, 1996

Anticuerpos antinucleares y artritis
reumatoide cronica juvenil

co, artritis psoriasica. Es decir, los ANA son un marcador (til
siempre y cuando no basemos el diagndstico en su presencia
0 ausencia, sino que utilicemos ese dato dentro del contexto
clinico. El estudio de Cabra y col.™ resdtaeste hecho. De 108
nifios ANA positivos con molestias miscul o-esguel éticas no
encuadrables en una enfermedad inflamatoria o autoinmune
que fueron seguidos durante un tiempo medio de 61 meses (13
a 138 meses), ninguno desarrol 16 una enfermedad reumatol 6-
gica. Debemos utilizar los ANA ,por tanto, como una ayuda
al diagnaostico, pero nunca diagnosticar solo en base a su po-
sitividad.

Desde | as descripciones de Petty y Schaller hasta hoy se ha
avanzado en el conocimiento de |os antigenos especificos que
causan la positividad de los ANA en la ARJ, aunque queda to-
davia mucho por hacer. Podemos encontrar buenas revisiones
del temaen laliteraturainglesa®219, pero nos parecio que seria
(til parael pediatraunapuestaa diaen este tema, acercandole
asi no solo alos aspectos clinicos dela ARJ, sino también a pun-
tos esenciales de su fisiopatologia.

ANA. Aspectos basicos

L os métodos de deteccion delos ANA seresumen en lata-
blal, y los substratos celulares utilizados en latabla|l. Lama
yor parte de | os laboratorios basan hoy su método de screening
en larealizacion de inmunofluorescencia indirecta, utilizando
como substrato lineas celulares humanas (habitual mente Hep-
2). Estas célulastienen laparticularidad de crecer y dividirsera-
pidamente y de poseer una alta concentracion y un amplio es-
pectro de antigenos nucleares. De estaforma, € test ganaen sen-
sibilidad con respecto a otros substratos.

Hasta un 5% de sueros provenientes de sujetos normal es pue-
den ser positivos a diluciones del suero de 1/10 a 1/40 utilizan-
do estatécnica. De ahi que, con fines diagndsticos, considere-
mos positivos solo |os pacientes que contindian siéndolo adilu-
ciones iguales o superiores a 1/80(0),

Las células recubiertas de auto-anticuerpos dan lugar adi-
ferentes imagenes o patrones a microscopio de inmunofluo-
rescencia, dependiendo, tedricamente, de la especificidad
del autoanticuerpo (Tablalll). Los patrones habitual mente en-
contrados en la ARJ son el homdgeneo@ y menos frecuente-
mente el moteado fino; de ahi que se pensara que |os anti-
cuerpos dirigidos frente a histonas deberian constituir una par-
teimportante delos ANA en esta enfermedad. Como veremos
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Tabla | Métodos de deteccion de ANA
Inmunofluorescenciaindirecta

M étodo inmunoenzimatico

Doble difusion de Ouchterlony
Contrainmunoel ectroforesis

Inmunoblotting

ELISA

Tabla Ill  Patrones de ANA y autoanticuerpos
especificos

Patrones Autoanticuerpos

Homogéneo Anti-histona

Circular Anti-DNA

Moteado fino Anti-U; RNP, anti-Sm
Anti-Ro, anti-La
Anti-ku, antitopoisomerasa 1

Moteado grueso Anti-centromero

Nucleolar Anti-Us RNP

Anti-PM1, anti-Scl70

[] HeA
[] H2B
I H3
B H4

Figura 1. Estructuradel nucleosoma: ladoble hélice de DNA envuelve al
nuicleo central formado por histonas (modificado de ref. 10).

existen varios estudios que tratan de confirmar esta hipétesis.
En busca del antigeno especifico
Trasladescripcion delaasociacion ANA-ARJ, los esfuerzos
de los investigadores han ido dirigidos a conocer cudl es el an-
tigeno que dalugar ala produccién de autoanticuerposen laARJ.
Si bien existen més de treinta moléculas diferentes que pueden
dar lugar ala positividad de los ANA, no todas han sido estu-
diadas como posible fuente de antigenosen laARJ (Tabla V).
El componente principal del nicleo tanto en las células pro-
cariotas como eucariotas es la doble hélice de DNA. El DNA
contenido en una célula humana esta constituido aproximada-
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Tabla Il  Sustratos celulares

1. Rifién/ higado de rat6n

2. Rifién/ higado/ estdmago de rata

3. Timo de congjo

4. Timo de cabra

5. Bazo de buey

6. Eritrocitos de pollo (nucleados)

7. Lineas celulares humanas: Hep-2, Hel a, KB
8. Lineaslinfociticas; K562, WIL2

9. Leucocitos

Tabla IV  Antigenos especificos estudiados en la

ARJ
dS-DNA (DNA nativo)
ENASs (extractable Sm, RNP U,
nuclear antigens) SS-A (Ro), SSB (La)
PM-1, Scl-70

Histonas H1, dimero H2A-H2B
tetrdmero (H3-H4),
HMG-1, HMG-2

HMG-14, HMG 17

No Histonas (HMG =
high motility group)

RA-33

NOR-90

mente por 3 x 10° pares de bases; s pusiéramos en fila esos mi-
[lones de pares de bases |alongitud final del DNA seriade casi
un metro. Las proteinas existentes en  nicleo asociadasa DNA,
establecen un empaguetamiento del mismo, de manera que pue-
da ser contenido en € pequefio volumen nuclear.

El primer paso de dicho empaquetamiento |o redlizan lashis-
tonas: aproximadamente 140 pares de bases de DNA se enro-
Ilan en torno a un complejo central formado por ocho molécu-
las de histonas (dos moléculas del dimero H2A-H2B y €l tetra
mero (H3-H4),. Esta asociacion de histona+DNA se denomina
nucleosoma. La histonaH1 sirve de nexo de union entrelos dis-
tintos nucleosomas. El segundo paso del empaguetamiento, por
€l cual el DNA (nucleosomas) se enrollaen espiral , se mantie-
ne gracias alas proteinas no-histonas (HMG)®213) (Fig 1).

En los siguientes apartados resumimos lainformacion dis-
ponible sobre la presencia en pacientes con ARJ de autoanti-
cuerpos dirigidos frente a2 DNA nativo, ENASs (extractable nu-
clear antigens), histonas, proteinas no-histonas y antigenos re-
cientemente descritos como las proteinas RA-33 y NOR-90.

DNA nativo

L os estudios mas recientes®+16 corroboran |os hallazgos
de los trabajos iniciales™19:; s6lo excepciona mente anticuer-
pos anti-DNA estan presentes en pacientes con ARJ.

Malleson y col.4 estudiaron 48 nifios con ARJ, mediante
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TablaV  Anticuerpos anti-histona en la ARJ

% positividad

Autor Técnica utilizada  anticuerpos anti-histona Comentario

1. @stensen y cols.49 1989 ELISA 43% 98% de los pacientes con uveitis presentaron AHA,
93% frente aH3.

2. Madleson y cols. 1989 Inmunoblotting 42% M és frecuente anti-H1. Anti- H3 solo en €l 17%,
no asociado a uveitis.

3. Paulsy cols.?2 1989 Inmunoblotting 50% Predominan | os anticuerpos frente a H1-H5. Ninguno de los
pacientes presentd reactividad frente aH3.

4. Monestier y cols.? 1990 ELISA 5% Preferentemente del tipo IgM. En los pacientes con uveitis son
més frecuentes todos |os anticuerpos IgM anti-histona,
pero no especificamente anti-H3.

5. Wittemann y cols.% 1990 Inmunoblotting 67% Mas frecuente en laforma pauciarticular: 71% vs 47%.

6. Leak y cols.19 1991 ELISA 75% Todos los pacientes pertenecian ala forma pauciarticular.
Anti-H3 se asocid ala presencia de uveitis.

7. Woutersy cols.(?5 1993 ELISA ? Anticuerpos frente a las secuencias H2B 90-125; H2A 90-129
y H353-130 se asociaron alaformaoligoarticular.

8. Burlingame y cols.(19 1993 ELISA 14-44% M és frecuentemente en la forma oligoarticular y poliarticular

inmunofluorescencia sobre Crithidia Luciliae: sblo uno mos-
tro positividad para este anticuerpo. De formasemejante, delos
121 pacientes estudiados por Jstensen todos fueron negati-
vos para anti-DNA, y solo dos de los 50 pacientes del grupo
de Burlingame(® mostraron positividad para este auto-anticuerpo.

Este hecho marca una clara diferencia entre los pacientes con
ARJYy los pacientes pediétricos con lupus eritematoso sistémi-
co, delos que el 80% poseen anticuerpos anti-DNA®@),

ENAs (extractable nuclear antigens)

Este grupo de antigenos esté constituido por proteinas aso-
ciadasa DNA, que pueden ser separadas de éste cuando sein-
cuba el nucleo en un buffer salino. Tras la ruptura nuclear por
sonido, lafase soluble posee numerosas proteinas conocidas co-
mo ENAs (antigenos nucleares extraibles). Entre ellos se en-
cuentran las ribonucleoproteinas (RNP), proteina Sm (Smith),
SS-A (Ro), SS-B (La), Scl-70y PM-1.

Anticuerpos frente a estos antigenos tampoco estan pre-
sentesenlaARJ. Oshorn'y col@ estudiaron especificamente es-
tos anticuerpos en 20 pacientes con ARJANA positivos, con pa-
tron moteado. Latécnica utilizada fue inmunodifusion. Ninguno
de ellos mostro positividad para RNP, Sm, Scl-70, SS-A, SS-B
0 PM-1. LabUsgueda se abandoné para otros antigenos menos
frecuentemente encontrados en e grupo ENA.

Aunque los trabgjos de Malleson y cols.® y Burlingame y
cols.18), no iban dirigidos especialmente a la determinacion de
anticuerpos anti-ENA, ambos grupos buscaron anticuerpos fren-
te a las principales proteinas antigénicas de este grupo.
Malleson® determinG mediante contrainmunoel ectroforesisla
presencia de anticuerpos anti-Sm, anti-RNPy anti-La en 50 sue-
ros procedentes de pacientes con ARJ: ninguno de ellos mos-
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FR (+). Mayor reactividad de estos grupos con H4 y (H3-H4),.
No diferenciasen los pacientes con uveitis.

tr6 ser positivo para ningln anticuerpo. Burlingame® estudid
50 pacientes de los cuales todos fueron negativos para Sm, Ro
y La, y tan sdlo uno fue positivo para RNP.

Es decir, los pacientes con ARJ no presentan anticuerpos
frentea grupo ENA. Por tanto, ni los anticuerpos anti-DNA ni
los anti-ENA son |os responsables de la positividad delos ANA
enlaARJ

Histonas

Como anteriormente se dijo, las histonas son proteinas con
carga negativa que ayudan a mantener el empaguetamiento del
DNA. Existen cinco moléculas diferentes: H1, H2A, H2B (di-
mero H2A-H2B), H3 y H4 (tetrdmero (H3-H4),).

L as investigaciones mas recientes sobre la presencia de an-
ticuerpos anti-histonaen laARJ seresumen en latabla V. El tan-
to por ciento de pacientes que se muestran positivos paralos
AHA (anticuerpos anti-histona) varia seguin los estudios de un
14% aun 75%. Ademés, |0s datos para histonas especificas (por
ejemplo H3) difieren de unos trabajos a otros. Las razones pa-
ra estas divergencias, segun Burlingame®®), serian: 1) las bajas
concentraciones de anticuerpos anti-histona en pacientes con
ARJ, lo cud hace dificil su deteccidny 2) lano estandarizacion
de latécnica utilizada (inmunoblotting vs ELISA).

Delos estudios resumidos en latabla V, merece la pena co-
mentar dos de ellos: la publicacion de Jstensen en 1989, y e
trabajo de Burlingame en 1993. Jstensen® estudi6 121 pacientes
consecutivos con diagndstico de ARJ segun los criterios de la
ARA (American Rheumatism Association). De elos, € 48% po-
sefan anticuerpos anti-histona, siendo el mas frecuente el anti-
cuerpo anti-H3 presente en € 33% de los pacientes. Dividiendo
el total de pacientes en dos grupos: a) con uveitisy b) sin uvei-
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tis, el 98% de |os pacientes con uveitis poseian anticuerpos an-
ti-histona frente a un 33% en €l grupo sin uveitis. Ademas, los
anticuerpos fueron anti-H3 en el 93% de los pacientes con uve-
itis. Esta asociacion de anticuerpos anti-H3 con la presenciade
afectacion ocular ha sido corroborada solamente por otro estu-
dio® que utilizé también latécnicade ELISA. Esinteresante
resatar cdmo los trabgjos con inmunoblotting no han podido en-
contrar anticuerpos especificos anti-H3 en laARJ22, La cues-
tién de si anti-H3 es sdlo un marcador serol6gico de la presen-
ciade uveitiso si bien juegaun papel importante en laetiologia
de laenfermedad no ha sido todavia resuelta.

El estudio de Burlingame! es especia mente atractivo por-
que daun paso mas en lainvestigacion de los anticuerpos anti-
histona. Utilizando ELISA, los autores determinaron la reacti-
vidad del suero de 50 pacientes con ARJ, no sdlo frente alas
moléculas de histonas aidladas, sino también frentea complejo
histona-DNA. Mientras €l tanto por ciento de sueros positivos
ante histonas individuales es comparable alo encontrado por
otros autores, cuando la histonava unidaa DNA el % de sue-
ros positivos es mucho menor ( por g: 26% anti-H1 (+) frentea
8% anti-H1-DNA; 44% anti-H4 (+) frente a4% anti-H4-DNA).
Es decir, lamayor parte de |os anticuerpos anti- histona reaccio-
nan con regiones de lamolécula que estén ocultas cuando lahis-
tonaseunea DNA, y por tanto los anticuerpos no tendrian ca-
pacidad para reaccionar con las histonas en el nticleo integro.
Por tanto, segun estos autores, la actividad ANA en la mayor
parte de los pacientes con ARJno puede explicarse por la pre-
sencia de anticuerpos anti-histona.

Proteinas no-histonas

Las primeras publicaciones sobre la presencia de auto-an-
ticuerpos frente a proteinas nucleares diferentes alas histonas,
sedieron a final de los 80@14, Malleson 4, describid la pre-
sencia de anticuerpos frente a una proteina de 45 kDa (no-L a)
en 10 pacientes afectos de ARJ sin uveitis. En 6 de ellos, esta
erala Gnica proteina reconocida por el suero utilizando inmu-
noblotting.

Posteriormente Wittemann®, estudid |a presencia de anti-
cuerpos frente a dos proteinas no-histonas especificas: HMG-1
y HMG-2. HMG-1y HMG-2 fueron reconocidas por un nu-
mero similar de pacientes con laforma pauciarticular y poliar-
ticular; sin embargo, de nuevo, el porcentaje de pacientes sin
uveitis que mostraron positividad (47%) fue mayor que entrelos
que tenian afectacion ocular (25%).

Otraproteina, laHMG-17, hasido también estudiadaen los
pacientes con ARJ?), Anticuerpos frente aHMG-17 estén es-
pecialmente presentes en |os pacientes con laforma pauciarti-
cular (47%), sin que haya diferencias entre los que padecen o no
uveitis. EI 26% de los pacientes de Burlingame'® poseian an-
ticuerpos frente al grupo de proteinas HMG.

Debido a que nuestro conocimiento sobre la funcion de es-
tas proteinas es todavia muy limitado, la exactasignificacion de
la presencia de anticuerpos anti-HM G en los pacientes con ARJ
nos es, hoy por hoy, desconocida.
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RA-33

RA-33 es una proteina cuyo peso molecular es de 33 kDa,
que parece idénticaala proteina A2 de laribonucleoproteina nu-
clear heterogénea (hn RNP), frente ala cual existen anticuerpos
en gproximadamente la tercera parte de los pacientes con artri-
tisreumatoide del adulto@, Anti-RA33 parece ser altamente es-
pecifico ya que sdlo se encontrd en uno de los 170 sujetos uti-
lizados como grupo control.

L os resultados se muestran divergentesenla ARJ. Wilsony
cols.(39 encontraron anticuerpos anti-RA 33 en aproximada-
mente el 10% de las formas poliarticulares, pero en el 67% de
las oligoarticulares. Sin embargo, Gabay y cols.@D, encontraron
sdlo un 2% de pacientes con forma oligoarticular positivos pa-
raanti-RA33. Su proporcion de pacientes poliarticul ares positi-
vos para este anticuerpo fue similar a estudio de Wilson. Como
los mismos autores intentan explicar®?, tales diferencias pue-
den ser debidas ala distinta sensibilidad de los ensayos, dife-
rencias en la poblacion y, sobre todo, diferencias en los criterios
diagndsticos (escuela americana vs escuela europea).

Aunque anti-RA33 se mostré atamente especifico , no apa
reciendo en ninguno delos 21 pacientes utilizados como grupo
control @Y, parece que es posible encontrarlo en otras enferme-
dades reumatol dgicas, como el LES o laenfermedad mixta del
tejido conectivo.

NOR-90

Anticuerpos frente a una proteina con peso molecular 90
kDa, identificada en €l nucléolo y en los cromosomas en meta
fase, fueron descritos por primera vez en 19872, Dicha prote-
inase unea gen promotor del RNA ribosomal y aumentalaac-
tividad transcripcional dela RNA-polimerasal. Los anticuerpos
anti-NOR90 se encontraron en 6 pacientes, de los cuédles 4 ha-
bian sido diagnosticados de escleroderma.

Recientemente®), se hallevado a cabo la determinacion de
anti-NOR90 en el suero procedente de 238 pacientes pediatricos,
delos cuales 67 sufrian una ARJ. Sdlo 2 de los 238 fueron posi-
tivos para anti-NOR90; |os dos padecian fendmeno de Raynaud
y tenian diagnosticos distintos ala ARJ. Por tanto, anti-NOR90
€s poco comun en las enfermedades reumatol 6gicas de lainfan-
cia, y no se ha encontrado en ninguin paciente con ARJ.

ANA y ARJ

El conocimiento de los posibles antigenos que dan lugar a
losANA, hallevado al establecimiento de algunas hipétesis pa
togénicas. Por giemplo, parte de la secuencia de la histona H3
del moho del pan tiene una gran similitud con el antigeno S de
laretinafrente al cua existen anticuerpos en la uveitis autoin-
mune experimental. La existencia de esta similitud, y lapre-
sencia de anticuerpos anti-H3 en los pacientes con laformaoli-
goarticular y uveitis hallevado a establecer 1a hipétesis de que
las histonas procedentes del moho del pan puedan servir como
posiblesiniciadoras de |a respuesta autoinmune inflamatoriao.

Sin embargo, otros autores miran con escepticismo los ha-
[lazgos de lainvestigacion en ANA. Burlingame®® concluye que
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los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que, ni los
anticuerpos anti-histona, ni probablemente [os anticuerpos anti-
HMG explican lapositividad delos ANA, y que debe exigtir otro
auto-anticuerpo cuya especificidad se descoconoce, que sea
realmente el responsable de lamayor parte de laactividad ANA
en los pacientes con ARJ.

Es posible que los ANA no sean més que un epifendmeno
irrelevante que pueda darse al azar en el contexto de unares-
puestainmune andémala, pero esto parece poco probable. Se
estén introduciendo nuevas técnicas en lainvestigacion de los
ANA, ademas del inmunoblotting. Se espera que tanto los en-
sayos funcionales (como la proliferacion linfocitaria ante anti-
geno-especifico), como las técnicas de biologia molecular Ile-
ven alosinvestigadores a poder definir tanto la estructura del/los
antigenols especificos como su funcidn. Queda por tanto un lar-
go camino por recorre.

En laactualidad los tests utilizados en clinica son Utiles pa-
raperfilar el diagnostico y seleccionar los pacientes con riesgo
de desarrollar una uveitis cronica anterior. Pero los futuros avan-
ces permitiran, conociendo e antigeno, entender mejor las ba-
ses del proceso inmune y quiza poder prevenirlo mediante in-
munizacion que bloguee la produccion de los auto-anticuerpos
patogénicos?.
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