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RESUMEN

Introduccidn: La esclerosis multiple (EM) es la mas frecuente de las enfermedades desmielinizantes del sistema nervioso central
en la que se hareportado la asociacion del polimorfismo CD24" con una progresion mas rapida de la enfermedad. Objetivo:
1. Identificar la presencia del polimorfismo CD24" (en uno o ambos alelos) en los pacientes con esclerosis miltiple y en los
controles. 2. Obtener las frecuencias alélicas del polimorfismo CD24" en los pacientes con esclerosis multiple y en los controles.
3. Correlacionar los diferentes genotipos de CD24" con la evolucion clinica de los pacientes con esclerosis multiple. Material y
meétodos: Se realizé un estudio transversal, abierto, con un total de 100 sujetos entre 18 y 65 afios de edad: 50 con diagnéstico
de esclerosis multiple y 50 controles sanos. La determinacién del polimorfismo CD24" se realizé por medio de PCR de punto final
y fragmentos restrictivos de longitud polimérfica (RFLPs). Se compararon los resultados usando la prueba de Ji cuadrada.
Resultados: Se encontré la presencia del polimorfismo CD24" en 4% en alelos homocigotos. No hubo una correlacion con la
progresion de la enfermedad. Conclusidn: Se requiere una muestra mas grande de sujetos con EM para descartar o comprobar
la asociacion del polimorfismo CD24" con la progresién de la esclerosis mdltiple en pacientes mexicanos.

Palabras clave: Esclerosis multiple, asociacion, polimorfismo CD24.

CD24Y polymorphism associated with clinical progression of multiple
sclerosis in a patient group Centro Medico Nacional 20 de Noviembre, ISSSTE

ABSTRACT

Introduction: Multiple sclerosis (MS) is the most frequent demyelinating disease of central nervous system, in which previous
reports found an association between the polymorphisms of CD24 and the progression of the disease. Objectives: To identify
the polymorphism of CD24 in MS patients and their controls; to get the allelic frequency of CD24" polymorphism in patients with
MS and controls; to associate the different CD24" genotypes with the clinical evolution of patients with MS. Material and
methods: Transversal, opened study, with 50 subjects and 50 controls between 18 and 65 years old. We use PCR and
restriction fragment long polimorfism (RFLPs) techniques for CD24" polymorphism determination. We compared the results
using the Chi square test. Results: We found the CD24" polymorphism in 4% of homocygotic alleles. We did not find any
association between the presence of the polymorphism and the progression of MS. Conclusion: It is necessary a bigger
sample of subjects with MS to confirm or not the presence of CD24 protein mutation in Mexican people with MS.

Keys works: Multiple sclerosis, association, polymorphism, CD24".

INTRODUCCION

Laesclerosismltiple (EM) es un padecimiento croni-
coy desmielinizantedel sistemanervioso central (SNC).!
Las tasas de prevalencia de la EM varian de una zona
geografica a otra; en los paises con una poblacién
caucéasica se calculalaprevalencia més alta, de 64.7 por
100,000 habitantes.? En México se ha estimado una pre-
valencia de 13 a 20 por 100,000 habitantes.® La edad de
inicio varia en los 20 y 50 afios y es més frecuente en
muijerescon unarelacion 2:14. Lasmanifestacionesclini-
cas de la EM son variadas en su forma de presentacion,
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duracion y severidad; los datos més frecuentes son défi-
cit motor, sensitivo y cerebeloso, afeccion de nervios
craneales, alteraciones autonémicasy psiquiétricas.*® El
diagndstico clinico esdificil; sin embargo, existen pruebas
que ayudan a diagndstico definitivo, como el estudio
citoquimico del liquido cefalorraguideo (LCR), potencia-
lesevacadosy resonanciamagnética (RM) aplicando con
todos ellos los criterios de McDonald:51 (Tabla 1).

Clinicamente, laEM puede clasificarse en cuatro pre-
sentaciones:

1. Recurrente-remitente (85%).

2. Primariamente progresiva (10%).
3. Secundariamente progresiva.

4. Progresiva recurrente.!

La evolucion de la enfermedad orienta hacia el pro-
ndstico, pero, en general, se consideraque esmalo alar-
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Tabla 1
Criterios de McDonald

Presentacién clinica

Datos adicionales para el diagnostico de EM.

Dos o mas brotes, evidencia objetiva de 2 o mas lesiones

Dos o mas brotes, evidencia objetiva de una lesion

Un brote, evidencia objetiva de 2 o mas lesiones

Un brote , evidencia objetiva de una lesion
(sindrome clinicamente aislado)

EDSS05A 9.5

EBRIpOiAati& progresiva:
Un afio de enfermedad progresiva

Ninguno

Con diseminacion en espacio

a) Demostrado por RM o
b) > 2 lesiones en RM compatibles con EM y LCR (+), 0
c) Esperar un nuevo brote en un sito diferente.

Diseminacién en tiempo

a) Demostracién por RM , o
b) Esperar un segundo brote,

Diseminacion en espacio

a) Demostrado por RM, o
b) 2 o mas lesiones en la RM compatible con EMy LCR (+) y

Diseminacion en tiempo

a) Demostrado por RM, o
b) Esperar un segundo brote

Dos de los siguientes tres:

a) RM alterada:
* 9lesionesen T2, 0
¢ >lesiones en T2 + PEV (+)
b) RM de ME (+): lesiones en T2 focales
c) LCRS8(+):
*« BOC IgG por isolectroenfoque, o
« Indice de IgG elevado, o Ambos.

ME: Médula espinal. PEV: Potenciales evocados visuales. BOC: Bandas oligoclonales. 1gG: Inmunoglobulina G.

go plazo con gran discapacidad durante su evolucion, y se
evalUacon laescalade Kurtzke (Expanded Disability Sta-
tus Scale, EDSS)*? (Tabla 2).

La sobrevida de los pacientes es en promedio de 35
afosdespuésdel inicio delaenfermedad y lamayor mor-
talidad se ubica entre los 55 y 64 afos.2 Actualmente, €l
tratamiento delaEM estabasado en suprimir y modificar
la respuesta autoinmune.™®* La EM se caracteriza por la
aparicion de lesiones focal es desmielinizantes en la sus-
tancia blanca, con tendencia a coal escer, suelen ser mul-
tiplesy estar distribuidas por todo el SNC, con disposicion
perivenular, pero pueden aparecer también en la sustan-
cia gris! En las lesiones agudas de la EM se detectan
células T colaboradoras (CD4) y una expresion anomala
delosantigenosdel complejo mayor de histocompatibilidad
clase Il en macréfagos y astrocitos. Existe ademas acti-
vacion delascélulas B, que dan lugar a hallazgo caracte-
ristico de las bandas oligoclonales en el LCR. En indivi-
duos predispuestos, las células T autorreactivas son
activadas por un factor sistémico o local (p. €. infeccion
viral), pasando selectivamentelabarrerahematoencefélica
que al ser expuestas a su autoantigeno, inician una reac-
cién inflamatoria. La etiologia de la EM no se conoce,
pero se piensa que intervienen muchos factores, con un
fuerte componente genético de acuerdo con estudios

poblacionales que han estimado un riesgo incrementado
parael desarrollo de la enfermedad, pues €l riesgo en un
familiar de primer grado se considera de 10 a 15 veces
mayor que el de la poblacion general y €l indice de con-
cordancia en gemel os monocigotos es de 30%.% Por otra
parte, se han invocado como factoggs causales-
preci pitantes avarios agentesinfecci 0sos rel acionados con
infecciones virales exanteméticasy respiratorias,®> como
losvirusdelafamiliadelos herpesvirus.’® Secreequela
susceptibilidad a esta enfermedad desmielinizante depen-
de de un control poligénicoy se ha demostrado una aso-
ciacion definitiva y significativa a los antigenos de
histocompatibilidad de clase II, como son HLA-DR y
HLA-DQW.Y Recientemente se ha reportado que la
CD24, una proteina glicosilfosfatidilinositol (GPI)*® se
expresa en células T activadas, células B, macrofagos,
células dendriticas y células presentadoras de antigenos
en el SNC, cuyos anticuerpos se han usado para estudiar
ladiferenciacion deloslinfocitos Ty B en el tgjido nervio-
s0.2° Al parecer, laexpresion de CD24 enlascélulasT es
necesariaparasu proliferaciony homeostasis,® coestimula
la expansion clonal de las células T,# interactGa con
CD171, suprime el sobrecrecimiento neuronal,>> y modu-
lalaunion de VLA-4 con VCAM-1 o fibronectina,® ne-
cesaria para la migracion de las c8lulas T @ SNC. La
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Tabla 2
Expanded Disability Status Scale

« Examen neurolégico normal. 0
« No hay discapacidad, signos minimos al examen. 1
¢ Minima discapacidad. 2
* Minima discapacidad completamente ambulatorio. 3
¢ Completamente ambulatorio sin ayuda por lo menos durante 12 horas

al dia, a pesar de discapacidad relativamente severa. Puede caminar sin ayuda 500 metros. 4
« Completamente ambulatorio sin ayuda la mayor parte del dia, capaz de laborar un dia completo,

puede presentar algunas limitaciones o requerir asistencia minima en algunas actividades.

Discapacidad relativamente severa. Puede caminar sin ayuda 300 m. 4.5
¢ Puede deambular sin ayuda 200 metros. La discapacidad interfiere con las actividades diarias. 5.0
¢ Puede deambular 100 metros. Las discapacidad limita las actividades de la vida diaria. 5.5
« Requiere apoyo unilateral constante(bastén o muletas) para caminar 100 metros con o sin descanso. 6.0
* Requiere apoyo unilateral constante(bastén o muletas) para caminar 20 metros sin descanso. 6.5
* Incapaz de caminar mas de 5 metros aun con ayuda. Puede transportarse en silla de ruedas y

permanecer activo durante 12 horas. 7.0
¢ Incapaz de avanzar unos pasos. En silla de ruedas, aunque puede movilizarse por si mismo

puede requerir un silla motorizada para las actividades del dia. 7.5
¢ Se encuentra en cama, en silla o silla de ruedas, pero puede permanecer fuera de

cama gran parte del dia, mantiene la capacidad de autocuidado, puede utilizar bien los brazos. 8.0
« Se encuentra en cama la mayor parte del dia, mantiene alguna capacidad de cuidado personal. 8.5
« Limitado a estar en cama, puede comunicarse y comer. 9.0
¢ Incapaz de comunicarse efectivamente o comer/deglutir. 9.5
¢ Muerte por EM. 10.0

proteina CD24 esta codificada por un gen localizado en
6g21. Zhou encontré que el polimorfismo de nucledtido
sencillo (SNP) CD24", se asocia con mayor susceptibili-
dad y con unaprogresion mésrapidadelaEM en pacien-
tes estadounidenses.?*?* Sj el polimorfismo de CD24' en
el gen CD24 se encuentran asociado con la disfuncion
neurol égicay laevolucion clinicade los pacientes mexi-
canos con EM, los resultados de la investigaci6n podran
ser utilizados para implementar medidas diagnosticas y
de tratamiento con el prop6sito de mejorar la condicion
clinicay lacalidad de vidade |os pacientes con EM.

MATERIAL Y METODOS

Serealiz6 un estudio prospectivo, abierto con pacien-
tes de la Consulta Externa del Servicio de Neurologiay
pacientes sanos que acudan a donacién al banco de san-
gre del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre. En €
grupo de estudio seincluyeron mujeresy hombresde 18 a
65 afios de edad con el diagndstico de esclerosismultiple,
de acuerdo con los criterios de McDonald. El grupo con-
trol estuvo formado por individuos no relacionados, sanos,
mujeres y hombres, nacidos en la Republica Mexicana,

con padres y abuelos nacidos en México. Se excluyeron
a quienes contaban con antecedentes de enfermedad
autoinmuney/o neurol 6gica.

Previo consentimiento informado, alos pacientes se-
leccionados se les tomé una muestra de 3 mL de sangre
periférica, para la extraccion de DNA de acuerdo a si-
guiente procedimiento:

Primera fase:

1. Transferir 500 pL de sangre total en un microtubo de
1.5mL, adicionar 500 uL desoluciéndelisisy mezclar
en vortex.

Incubar durante 30 min a4 °C.

2. Centrifugar a 14,000 RPM por 2 min y decantar €
sobrenadante.

3. Lavar con 1 mL de solucion delisisy resuspender €l
boton.

4. Centrifugar nuevamente a 14,000 RPM por 2 min y
decantar el sobrenadante.

5. Adicionar 1 mL de solucion salinay resuspender.

6. Centrifugar otra vez a 14,000 RPM por 2 miny de-
cantar el sobrenadante.
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Tabla 3
Secuencia de oligonucleétidos para la amplificacion de CD24

Secuencia

TTG TTG CCA CTT GGC ATT TTT GAG GC
GGA TTG GGT TTA GAA GAT GGG GAA A

Oligonucleétidos Direccién
Sentido 5-3
Antisentido 3 -5
Tabla 4
Condiciones del PCR
Condicién Tiempo Temperatura
(°C)

Precalentamiento 5 min 94
Desnaturalizacion 60s 94
Alineamiento 60s 50
Elongacion 60s 72
35 ciclos

Extension final 5 min 72

7. Resuspender € boton en 570 L de NaCl 5.0 mM y
agregar 40 L de SDS a 10%.

8. Agitar por 5 min, afadir 200 pL de NaCl saturado y
mezclar.

9. Centrifugar a14,000 RPM por 10 min.

10.Recuperar lafase liquida

11. Adicionar 600 pL decloroformo-acohol isoamilico49:1
y agitar por 2 min.

12.Centrifugar a 14,000 RPM por 6 min.

13.Transferir la fase superior a un frasco con 5 mL de
etanol absoluto frio (-20°C).

14. Almacenar todalanoche (0 2 h) a-20 °C.

Segunda fase:

1. Con la micropipeta tomar cuidadosamente e DNA,
transferirlo aun microtubo de 0.5 pL que contiene 400
pL deetanol al 70%y centrifugar a14,000 RPM por 6
min.

2. Decantar el etanol y secar el DNA a temperatura
ambiente.

Resuspender € botén con 100 L deaguao TE (10:1).

El fragmento de DNA que contiene el polimorfismo
CD24' (el cambio de unatimina por citosinaen la posi-
cién 226, delaregion codificante del exén 2) seamplificd
por PCR. Los oligonucledtidos y condiciones de lareac-
cién se muestran en lastablas 3y 4.

Los productos de PCR se colocaran en un gel de
agarosa a 2% tefiido con BrEt (bromuro de etidio) a
una concentracion menor de 5 pug/pL y se separarén en
base a desplazamiento del DNA cargado negativamen-
te en un campo eléctrico. El tamafio del fragmento es-

perado es de 453 pares de bases y podra observarse en
un transiluminador deluz ultraviol eta.

El cambio de T por C produce un sitio de corte parala
enzimade restricciéon BstX| en el nucledtido 215, lo que
permite diferenciar dosaelos (normal y polimérfico) me-
diante el andlisis de fragmentosde restriccion delongitud
polimérfica(RFLP's). Paralo cual se colocarael produc-
to de PCR y la enzima de restriccion BstX| en un
microtubo, para su incubacion a 50° durante 16 horas.
Losproductosdigeridos se separaran en un gel de agarosa
al 2.5%. El alelo polimérfico C226 estara cortado en dos
fragmentos (de 317 y 136 pares de bases), mientras €l
alelo T226 (normal) seraresistente a corte. Lacombina-
cién delosdostiposde productosindicalaheterocigocidad
en el sujeto estudiado, mientras que la presencia del
polimorfismo en ambos alel osindicahomocigocidad.

Para comparar |os resultados se utilizo la prueba de Ji
cuadrada usando el programa SPSS.

RESULTADOS

Delos 100 pacientes que seincluyeron, 50 en el grupo
deestudioy 50 en el grupo control, sélo en dos pacientes
con diagnéstico de EM seencontré e genotipo TT (timina-
timina) en laposicién 226 del gen CD24" (polimorfismo
CD24' en estado homocigoto) y en 46% se encontro el
polimorfismo en estado heterocigoto, genotipo CT. Com-
parado con el 0y 40% delosgenotipos homocigoto mutante
y heterocigoto, respectivamente, en el grupo control (Ta-
bla5y Figural).

No se encontr6 diferencia significativa entre | as pro-
porciones genatipicas del polimorfismo CD24 entre los
grupos de estudio (2 = 0.36720 con p < 0.05).

Tampoco se encontré diferencia entre las proporcio-
nes del polimorfismo CD24" entre los dos grupos. En €l
grupo de pacientes 73% presentd el alelo silvestrey 27%
el polimorfismo, mientras que en el grupo testigo se en-
contrd 80% y 20%, respectivamente. El valor de Ji-cua
dradaesde 1.36281 p < 0.05 sin significancia estadistica
(Tabla6y Figura2).

Con respecto alaprogresion del padecimiento, encon-
tramos 17 pacientes con un genotipo homocigoto silves-
tre, 17 heterocigotosy dos homocigotos mutantes, con un
puntajede0a4.5enlaEDSS. Con unaevauaciénde5a
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Tabla 7
Proporciones genotipicas de acuerdo al EDSS.

Tabla 5
Proporciones genotipicas de CD24" en pacientes y controles

del genotipo con la EDSS

on

Relaci

Controles

Pacientes con EM

Genotipo

EDSS
5a95

EDSS
O0a45b

Genotipo

30 (60%)
20 (40%)

25 (50%)
23(46%)

Homocigoto silvestre

Heterocigoto

17

Homocigoto silvestre CC
Heterocigoto CT

2(4%)

Homocigoto Mutante

17

Homocigoto mutante TT
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Figura 3. Relacion del polimorfismo con EDSS.

Figura 1. Porcentajes del polimorfismo CD24v.

9.5 de lamisma escala, ocho homocigotos silvestre, seis
heterocigotos y cero homocigotos mutantes. No encon-

Tabla 6
Proporcidn alélicas de los grupos

e

7

tramos asociacion en

ipicay pro-

tre la proporcién genot

Controles

Pacientes
con EM(%)

Alelos

gresion del padecimiento (p < 0.05) (Tabla7y Figura3).

(%)

DISCUSION

80
20

73
27

Silvestre.
Mutante

En el presente estudio encontramos que 4% de los
pacientes con EM presentaron el polimorfismo CD24"

del polimorfismo. Enlaliteraturainternacional se hare-

en estado homocigoto y 46% heterocigotos, mientras que
el grupo control no mostrd diferenciaen la presentacion
portado la presencia del polimorfismo en 50% de los
pacientes con EM quetienen cinco afios de progresion y
un EDDS de 6 0 més.*® Nuestros resultados son preli-
minares y es necesario incrementar el nimero de suje-
tos para determinar la verdadera frecuencia del
polimorfismo en | os pacientes mexicanos con esclerosis
multipley si estd asociada o no con un mayor riesgo de
discapacidad.
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Figura 2. Porcentaje de presentacion del polimorfismo.
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CONCLUSION

1

10.

11.

12.

En esta muestra no se encontrd una relacion entre la
mutacion de la proteina CD24 en pacientes con EM y
el grado de discapacidad.

Es necesario incrementar el nimero de sujetos con la
finalidad de confirmar o descartar estarelacion.
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