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Resumen

El APS es la asociacion de enfermedades endocrinas autoinmunes, con otros desérdenes autoinmunes
no endocrinos, denominados componentes mayores y menores. Este sindrome se clasificé en 4 tipos. Las
alteraciones de la respuesta inmune provocan fallas regulatorias de la misma; y polimorfismos de HLA,
entre otros, sumado a factores adquiridos o permanentes, representan gatillos disparadores de la autoin-
munidad.

Nuestro objetivo fue buscar la asociacion de HLA-DRB1*-DQB1* en individuos pertenecientes a dos
familias, con diagnostico en uno o mas de ellos de APS, o con enfermedades autoinmunes aisladas. Deter-
minar los anticuerpos séricos: a21-OH, aGAD y aTPO y observar la asociacién con el haplotipo HLA. Estu-
diamos padres e hijos de dos familias, dos integrantes padecian APS tipo 2 y 3; y otros con enfermedades
autoinmunes. Buscamos HLA-DRB1*-DQB1* y cuantificamos a21-OH, aTPO y aGAD.

Los pacientes con APS 2y 3 presentaron el HLA-DRB1*0301-DQB1*0201. De los individuos estudiados,
5/9 tenian este haplotipo HLA y al menos un autoanticuerpo positivo. Hallamos el factor genético en 2/3 de
los integrantes con enfermedades autoinmunes correspondientes a componentes mayores. La relacion ob-
servada, entre APS y HLA-DRB1*0301-DQB1*0201, aumenta la posibilidad de identificar personas en riesgo
de contraer afecciones autoinmunes en grupos familiares, en los cuales algin integrante padece APS.
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Abstract

The APS is the association of autoimmune endocrine diseases, with other non-endocrine autoimmune
disorders, named mayor and minor components. This syndrome was classified in 4 types. The alterations of
the immune response cause regulatory faults; and HLA polymorphisms, among others; taken in conjunction
with acquired or permanent factors, these represent triggers of autoimmunity.

Our objective was to find out the association of HLA-DRB1*-DQB1* in individuals belonging to two
families, with diagnosis in at least one of them APS, or with isolated autoimmune diseases. To determine
serum antibodies: a21-OH, aGAD and aTPO and to observe the association with HLA haplotype. We have
studied parents and offspring of two families, two members who suffered APS type 2 and 3, and others with
autoimmune diseases. We have looked for HLA-DRB1*-DQB1* and quantified a21-OH, aTPO and aGAD.

Patients with APS 2 and 3 showed HLA-DRB1*0301-DQB1*0201. Among the population we have studied,
5/9 had this HLA haplotype and at least one positive auto antibody. We have found the genetic factor in 2/3
of the members with autoimmune diseases corresponding to greater components.

The observed relation between APS and HLA-DRB1*0301-DQB1*0201, increases the possibility of iden-
tifying people at risk of catching autoimmune affections in familiar groups in which at least one member

suffers APS.

Introduccién

El sindrome poliendocrino autoinmune (APS)
es la asociacion de enfermedades endocrinas au-
toinmunes, con otros desérdenes autoinmunes no
endocrinos.

Las enfermedades autoinmunes consideradas
como componentes mayores del APS son: hipo-
paratiroidismo, adrenalitis, enfermedad tiroidea,
diabetes y candidiasis crénica. Los componentes
menores pueden ser endocrinos: ooforitis autoin-
mune, hipofisitis o no endocrinos: vitiligo, alope-
cia universal, hepatitis crénica autoinmune, cirrosis
biliar primaria, miastenia gravis, lupus eritematoso
sistémico, anemia perniciosa, enfermedad celiaca,
sindrome de Sjogren y otros.

Estos ultimos pueden preceder, aparecer simul-
tineamente o hacerlo muchos afios después ( has-
ta 10) de los componentes mayores

Las diferentes formas de evolucion, las deter-
minaciones de anticuerpos y la clinica resultan re-
levantes para la clasificacion del APS; donde cada
uno de los componentes se pueden observar tem-
poralmente en diversas secuencias.

En el ano 1980, Neufeld y Blizzard, organiza-
ron y clasificaron este sindrome en cuatro tipos .
APS tipol es la asociacion de candidiasis crénica,
hipoparatiroidismo y adrenalitis autoinmune como
componentes mayores.

El APS tipo 2 se caracteriza por la presencia de
enfermedades autoinmunes: adrenalitis (AA), Has-
himoto o Graves Basedow y/o diabetes insulino
dependiente (DBT), como componentes mayores
del sindrome. El APS tipo 3 asocia enfermedad
tiroidea autoinmune y otras autoinmunes como
diabetes, excluyendo adrenalitis e hipoparatiroi-
dismo. El tipo 4 con adrenalitis sumado a una o
mas afecciones autoinmunes que excluyan a los
componentes mayores del tipo 1 y 2. La presencia
de anticuerpos dirigidos contra: peroxidasa tiroi-
dea (aTPO), receptor de TSH (Trab), 21-hidroxilasa
adrenal (a21-OH) y acido glutamico decarboxilasa
de la célula B pancreitica (aGAD); reflejan el com-
promiso de 6rgano blanco en estas entidades ¢

Desde el punto de vista clinico, el APS pue-
de ser completo o incompleto; siendo este ulti-
mo subclinico o latente. El latente presenta sélo
el autoanticuerpo, sin alteraciones en las pruebas
funcionales endocrinas.

El APS es una enfermedad compleja y multifac-
torial. Entre los factores se encuentran los adqui-
ridos, que pueden ser transitorios (tabaquismo) o
permanentes (autoanticuerpos). Existen también,
factores genéticos que en forma asociada contri-
buyen en la autoinmunidad, entre ellos, polimor-
fismos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(CMH), el receptor de activacion de la segunda se-
nal inmunoloégica Cytotoxic T Lymphocyte-associa-
ted antigen-4 (CTLA-4 + 49G) y del transductor de
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senal Intracelular Tyrosyne phosphatase (PTPN22
620 W), entre otros®7”

La asociacion con genes del complejo mayor
de histocompatibilidad (HLA), podria contribuir al
diagnéstico y/o prondstico del APS®1¥, Esta aso-
ciacion permite la identificacion de individuos,
considerados como de alto riesgo a contraer algin
tipo de enfermedad autoinmune dentro de un gru-
po familiar+19,

Las enfermedades autoinmunes resultan en
parte, de la pérdida de tolerancia inmunolégica,
a partir de un determinante genético dado, por
mutaciones especificas o por alteraciones relacio-
nadas al HLA, en el que distintos fenotipos del
mismo estarian involucrados.

Sumado a las alteraciones genéticas, agentes
externos (infecciones virales, drogas, productos
alimenticios y otros) pueden desencadenar res-
puestas autoinmunes. Entre las hipotesis propues-
tas, la teoria mas aceptada para explicar el APS es
un defecto en la actividad de los linfocitos T. Las
citoquinas liberadas por T helpers activos, inducen
la activacion de linfocitos citotoxicos (Thl) y B
(Th2). Se ha sugerido que el desarrollo de auto-
inmunidad multiple, estaria relacionado con uno
0 mas epitopes compartidos entre un agente ex-
terno y un antigeno comun presente en distintos
tejidos endocrinos 47,

Ademais, asociado o en forma separada, pue-
den existir alteraciones en la activaciéon de la
respuesta inmune, ya sea por, deficiencias en la
inhibicion de la misma (CTLA-4); hiper-respuesta
(CD28, CD154,ICOS, etc.) o por fallas regulatorias,
a través de los transductores de sefnales (PTPN22)
y/o en menor medida por deficiencia en las molé-
culas de adhesion (ICAM,VCAM, etc).
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El factor de riesgo genético mas conocido es el
CMH, y los polimorfismos del HLA- DRB1* DQA1*
y DQB1*, estin asociados con enfermedades au-
toinmunes y en particular al APS, de acuerdo al
grupo étnico que se estudie. La presencia de di-
chos marcadores aumentaria el riesgo de desarro-
llar enfermedades autoinmunes que componen el
APS (822

Objetivos

Buscar la posible asociacion de los diferentes
marcadores moleculares (HLA- DRB1*-DQB1%) en
individuos pertenecientes a dos grupos familia-
res, con diagnoéstico en uno o mas de ellos de
APS, o con enfermedades autoinmunes aisladas
que correspondan a componentes mayores de di-
cho sindrome. Determinar los anticuerpos séricos:
a21-OH, aGAD y aTPO y hallar asociacion con los
marcadores moleculares mencionados.

Sujetos

Familias: O y L compuestas por dos generacio-
nes, padre y madre con (tres hijos: 2 mujeres y un
varén ) y (dos hijos: 1 mujer y un varén) respec-
tivamente. Ambas familias presentan al menos un
integrante con APS y enfermedades autoinmunes
endocrinas asociadas.

Métodos

Se realiz6 una extraccion de 10 ml de sangre
por puncién venosa en pliegue del codo con 8 ho-

Tabla |
Familia O Edad a210H a GAD | aTPO Clinica HLA-DRB1* HLA-DQB1*
Madre 54 0 34 & <10 bocio 0701-1101 0301-0312
Padre ° 57 13 1.3 & | >1000 AA Hashimoto 0301-1501 0201-0601
Hija 24 0.5 0.3 > 1000 Graves # 0301-1101 0201-0301
Hijo 30 0.5 0.6 > 1000 Graves ## 0301-1101 0201-0301
Hija 27 0.5 0.3 <10 sana 1501-1101 0601-0301
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ras de ayuno previo. Las muestras séricas fueron
congeladas hasta su procesamiento y se recolectd
también, un tubo con EDTA como anticoagulan-
te. Este fue destinado para extraccion de ADN, a
través de leucocitos que se ubican en la interfase
(plasma-rojos) después de una centrifugacion de
10 minutos a 2.500 rpm.

Extraccién de ADN: método salino con protein-
kinasa, para genotipificacion de los polimorfismos
genéticos del HLA clase II-DRB1* y DQB1* por la
técnica de PCR-SSOP reversa (Innogenetics-Innoli-
pa), de mediana resolucion.

El procedimiento de tipificacién es similar para
los dos genes y se divide en dos grandes pasos:

1- Amplificacion

2- Hibridizacion colorimétrica

1- Se amplifica por separado el segundo exén
del locus DRB1*, el segundo y tercer exén del
DQB1*, por medio de la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) con cebadores biotinilados dise-
fados para abarcar la zona polimérfica. Se utiliza
ademas, DNTP, Buffer, Mg** y taq polimerasa (2U/
ul) que conjuntamente con el DNA extraido, son
necesarios para la reaccion, obteniendo un volu-
men final de trabajo de 25 ul.

Se coloca un tubo por paciente y por gen en
el termociclador ( PTC-100 MJ Research) en un
programa de ciclado que consta de los siguientes

pasos:
a. Desnaturalizacion 95°C 5 min.
b. Desnaturalizacion 95°C 1 min.
¢. Pegado o anillado 58°C 1 min.
d. Extension 72°C 1 min.
e. Extension 72°C 1 min.

Los pasos b al d se repiten 35 ciclos.

Antes de de la hibridizacién, se extrae 5 ul del
volumen amplificado, para comprobar la presen-
cia del producto especifico. Se corrobora a través
de 1 banda de: 280 pb para el DRB1, 250 pb del
exon 3y 261 pb del ex6n 2 para el DQBI1 de lon-
gitud. Esto es corrido en gel de agarosa al 2% con
bromuro de etidio (10mg/mD. Se visualiza en UV
transiluminador .

2- El producto amplificado biotinilizado, se des-
naturaliza quimicamente (separacion de hebras) y
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se lo hibridiza en tiras de nitrocelulosa que contiene
sondas de oligonucledtidos especificos inmoviliza-
dos, complementarias a todos los polimorfismos
conocidos al momento de la tipificacion (37 son-
das para DRB1 y 36 sondas para DQB1). Cada tira
posee dos bandas de control interno (control de
hibridizacion y conjugacién).

Una vez terminado el proceso, la interpretacion
de resultados para determinar las combinaciones
posibles de alelos se realiza a través de tablas (ma-
nual) y software, provisto por la empresa que co-
mercializa los equipos (Tecnolab SA).

Para el dosaje de a21-OH y aGAD séricos se
utilizaron inmunoensayos isotépicos de R S R Li-
mited, adquiridos a través del distribuidor Diagnos
Med y procesados en el Laboratorio de Endocri-
nologia Clinica del Instituto Lanari .

Para cuantificar los anticuerpos a21-OH séricos
se utilizé un inmunoensayo no competitivo respe-
tando estrictamente las instrucciones del fabrican-
te. El procedimiento se basa en una incubacién
de 18 horas a 4 °C, de las muestras séricas, con-
troles y calibradores con la enzima 21 hidroxilasa
recombinante humana marcada con 125 Todo (tra-
zador). Luego separamos el complejo antigeno-
anticuerpo formado, mediante precipitacion con
proteina A incubando a 4° C 1 hora; y adicionando
buffer frio centrifugamos a 1700 rpm, 30 minutos
a 4° C. Aspiramos el sobrenadante, el precipitado
radioactivo fue leido y los datos procesados en un
contador gamma automatico COBRA I (Packard).
Valor de referencia hasta 1 U/ml. Sensibilidad ana-
litica: 0.03 U/ml.

Para cuantificar los anticuerpos aGAD séricos se
utiliz6 un inmunoensayo no competitivo respetan-
do estrictamente las instrucciones del fabricante. El
procedimiento se basa en una incubacion de 2 ho-
ras a temperatura ambiente de las muestras séricas,
controles y calibradores con la enzima acido gluta-
mico decarboxilasa (GADG65) recombinante huma-
na marcada con 125 Iodo (trazador). Luego sepa-
ramos el complejo antigeno-anticuerpo formado,
mediante precipitacion con proteina A incubando
a temperatura ambiente 1 hora; y adicionando
buffer frio centrifugamos a 1700rpm, 30 minutos
a 4° C. Aspiramos el sobrenadante el precipitado
radioactivo fue leido y los datos procesados en un
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contador gamma automatico COBRA 1I (Packard).
Valor de referencia hasta 1 U/ml. Sensibilidad ana-
litica: 0.02 U/ml.

Para aTPO se utilizd6 un inmunoensayo con IM-
MULITE 1000 del Laboratorio de Endocrinologia
Clinica, método quimioluminiscente de Diagnostic
Products Corporation (actualmente Siemens); sien-
do nuestros valores de referencia hasta 15 IU/ml.

Consideramos individuos sanos, a los integran-
tes de las familias sin anticuerpos séricos ni clinica
correspondiente a los componentes del sindrome
investigado.

El protocolo de estudio fue aprobado por el
Comité de Docencia e Investigacion del Instituto
Lanari. Todos lo sujetos estudiados fueron infor-
mados y firmaron el consentimiento.

Resultados

Familia O: padre APS tipo 2 completo; hija e hijo
portadores del haplotipo DRB1* 0301-DQB1*0201
con enfermedad de Graves. Madre con aGad posi-
tivo, como marcador bioquimico aislado de DBT,
que al momento no corresponde a un APS ni po-
see el haplotipo hallado. Familia L: hija APS tipo 3
completo; comparte el haplotipo estudiado con el
padre que presenta autoinmunidad tiroidea. Ma-
dre APS tipo 3 incompleto en relacion a la DBT.
Tabla 1y II

Los portadores de los haplotipos investigados
presentaron diversas expresiones clinicas al mo-
mento de la investigacion. Los dos pacientes APS
2y 3 tienen el HLA DRB1* 0301-DQB1*0201. Los 5
sujetos con dicho haplotipo hallado se relacionan
al menos con la presencia de un autoanticuerpo
positivo. De los individuos que presentan enfer-
medades autoinmunes correspondientes a compo-
nentes mayores del APS, 2/3 tienen el factor gené-
tico asociado.

Discusion
Nuestros pacientes con APS estudiados son por-

tadores del haplotipo HLA DRB1*0301-DQB1*0201.
Hallamos una relacion del factor genético con dia-
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betes, adrenalitis, Graves o Hashimoto, que incre-
menta el riesgo de adquirir dichas patologias en
individuos portadores de estos polimorfismos.

La relacion observada, entre APS y HLA, au-
menta la posibilidad de identificar personas en
riesgo de contraer afecciones autoinmunes en
grupos familiares, en los cuales alglin integrante
padece APS. La deteccidon temprana nos permiti-
ria, ademas, una intervencién precoz reduciendo
la morbilidad crénica de estas enfermedades.

Si se manifiesta clinicamente so6lo una enferme-
dad endocrina autoinmune, asociada a la presencia
de otros autoanticuerpos, podria representar el co-
mienzo de APS con expresion latente o subclinica
de las distintas enfermedades que lo componen.
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