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Lupus eritematoso sistémico y
CD24V

RESUMEN

Antecedentes: el lupus eritematoso sistémico es un padecimiento au-
toinmunitario, de origen multifactorial, con predisposicion genética;
mas de 100 genes participan en su etiopatogenia. El gen de CD24
puede mediar varias funciones, como su actividad coestimuladora
en la expansién clonal de las células T. El polimorfismo de un simple
nucleétido de CD24, que resulta en un reemplazo no conservador de
alanina a valina (CD24"), que precede inmediatamente al sitio de anclaje
GPI (posicién w-1), condiciona la pérdida de actividad de CD24. Se
ha descrito que CD24" estd asociado con esclerosis multiple y lupus
eritematoso sistémico en otras poblaciones.

Objetivo: encontrar la existencia de CD24" en pacientes mexicanos
con lupus eritematoso sistémico.

Material y método: estudio de genotipificacion de CD24 en el que se
incluyeron 64 sujetos, 32 casos con lupus eritematoso sistémico: 28
mujeres y 4 hombres; y 32 controles: 9 mujeres y 23 hombres; todos
eran pacientes con lupus eritematoso sistémico del Centro Médico
Nacional 20 de Noviembre, del ISSSTE, atendidos en los servicios de
Inmunologia Clinica y Reumatologia.

Resultados: de los casos, 19 pacientes tenian genotipo homocigoto
silvestre, 12 con genotipo heterocigotos y sélo un paciente mostré el
polimorfismo en estado homocigoto. De los controles, 17 sujetos mos-
traron genotipos heterocigotos silvestres, 14 eran heterocigotos y sélo
en uno se encontré que era homocigoto polimoérfico. Se obtuvo una
razén de momios de 0.84 y x* de 0.17, por lo que no hubo diferencia
estadisticamente significativa.

Conclusiones: se demostr6 que no hay diferencia estadisticamente sig-
nificativa entre pacientes con lupus eritematoso sistémico y controles
respecto a la existencia de CD24".

Palabras clave: lupus eritematoso sistémico, polimorfismo de un simple
nucledtido, CD24, CD24v.

Systemic lupus erythematous and CD24Y

ABSTRACT

Background: Systemic lupus erythematous is an autoimmune disease of
multifactorial etiology with genetic predisposition. Its pathogenesis in-
volved more than 100 genes. CD24 gene can mediate various functions
such as their costimulatory activity in the clonal expansion of T cells.
The single nucleotide polymorphism, resulting in a non-conservative
replacement of alanine to valine (CD24") precedes immediately GPI
anchorage site (position w-1), determines CD24 loss activity. CD24" has
been associated with multiple sclerosis and systemic lupus erythematous
in other populations.
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Objective: To find the presence of CD24" in Mexican patients with
systemic lupus erythematous.

Material and method: A study of fenotyping of CD24" included 65
subjects, 32 cases (systemic lupus erythematous): 28 women and 4
men; and 32 controls: 9 women and 23 men; cases and controls from
patients with systemic lupus erythematous in National Medical Center
20 de Noviembre ISSSTE, Mexico City, services of Clinical Immunology
and Rheumatology.

Results: In cases, 19 patients had a wild homozygous genotype, 12
were heterozygous and only one patient showed homozygous poly-
morphism. In controls, 17 showed wild heterozygous genotypes; 14
were heterozygous and 1 was found to be polymorphic homozygote.
With odds ratio: 0.84 and ? of 0.17; therefore there was no statistically
significant difference.

Conclusions: Study population showed that there is no statistically
significant difference between systemic lupus erythematous cases and
controls with respect to the presence of CD24".

Key words: systemic lupus erythematous, CD24, single nucleotide
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polymorphism, CD24v.

El lupus eritematoso sistémico es una enferme-
dad autoinmunitaria multisistémica, con gran
variabilidad en su manifestacion y curso. Su
incidencia varia de manera significativa en los
diversos grupos étnicos y poblaciones, con apa-
ricién anual de 1.9 a 5.6 por 100,000 habitantes.
En todo el mundo, la incidencia es alta en sujetos
afroamericanos, hispanos, nativos americanos y
asidticos, con predominio en mujeres, con una
relacién 9 a 1. El lupus eritematoso sistémico
se manifiesta con sintomas constitucionales,
como fiebre, pérdida de peso, fatiga, pérdida
de cabello y evidencia de inflamacion difusa,
como linfadenopatia y hepatoesplenomegalia.
La afeccién en la piel, en el sistema mdsculo-
esquelético y en el renal es comun, pero también
puede afectar al miocardio y al aparato gastroin-
testinal.'2

El diagndstico de lupus eritematoso sistémico
se basa en la existencia de cuatro o mas de los
siguientes criterios: eritema malar y discoide,

fotosensibilidad, Glceras orales, artritis, sero-
sitis, alteracién renal, trastorno neurolégico,
psicosis, alteraciones hematolégicas e inmuno-
l6gicas y anticuerpos antinucleares. En sentido
inmunolégico, el lupus eritematoso sistémico
se caracteriza por la produccién de grandes
cantidades de autoanticuerpos dirigidos contra
la cromatina y otros autoantigenos resultantes
de la pérdida de la tolerancia en la célula B.
Son numerosos los defectos genéticos que
pueden afectar a la célula B en el lupus erite-
matoso sistémico y que afectan su activacion,
longevidad y apoptosis. Entre las alteraciones
descritas en la célula B estan: actuar como cé-
lula precursora de autoanticuerpos, presentar
los autoantigenos a la célula T o participar en
la organizacion y regulacion de la respuesta in-
flamatoria a través de citocinas y quimiocinas,
como IL-10, IL-6, INF-y y linfotoxina alfa.!"

La patogenia del lupus eritematoso sistémico es
compleja e involucra multiples factores genéti-
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cos y ambientales. A pesar de que todavia no se
conoce por completo cudl es la participacién
de cada uno de estos factores, existe evidencia
de agregacion familiar y alta concordancia
entre gemelos monocigotos,’ y se atribuye su
heredabilidad a los genes que intervienen en
la regulacion del sistema inmunolégico.* Di-
versos estudios apoyan que en la patogénesis
del lupus eritematoso sistémico, los genes que
regulan a las células T y B tienen una contribu-
cion importante. Un ejemplo es CD24, que es
una glicoproteina de superficie, expresada en
una amplia variedad de tipos celulares, como
las células T activadas, células B, granulocitos
maduros, macrofagos y células dendriticas,
entre otros.>®

Se sabe que las moléculas de adhesién son
importantes en la coestimulacién de linfocitos
en tejidos especificos y sitios de inflamacién
en los pacientes con lupus eritematoso sisté-
mico.”® CD24 puede mediar varias funciones
importantes, porque tiene actividad coesti-
muladora en la expansion clonal de células
T, participa en la activacién y diferenciacién
de los linfocitos B y modula la interaccién
entre el antigeno muy tardio 4, molécula de
adhesién celular de la fibronectina vascular
1 (VLA-4 FVCAM-1), que se requiere para la
migracion de célulasT. Este antigeno de super-
ficie esta codificado por un gen localizado en
el cromosoma 6q21, en el que se encuentra
un polimorfismo de nucleétido sencillo, que
consiste en una sustitucién de citocina por
timina en el nucledtido 226, lo que condiciona
un cambio de alanina por valina en la proteina
(CD24v).7%12 Este cambio, que precede al sitio
de anclaje glucosil fosfatidil inositol,''? se ha
asociado con la susceptibilidad a esclerosis
multiple y lupus eritematoso sistémico.”'1°
Con base en los hallazgos mencionados nos
propusimos investigar la existencia de CD24"
en pacientes con lupus eritematoso sistémico,
en una muestra de pacientes mexicanos.
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MATERIALY METODO

Estudio de casos y controles, en el que se in-
cluyeron 64 sujetos: 32 pacientes con lupus
eritematoso sistémico, diagnosticados de acuer-
do con los criterios de la Academia Americana
de Reumatologia,' que acudieron de manera
consecutiva a los servicios de Reumatologia e
Inmunologia Clinica y Alergia del Centro Médico
Nacional 20 de Noviembre, ISSSTE, en México,
DF, y 32 controles incluidos de donadores vo-
luntarios sanos que acudieron al Banco Central
de la misma institucién durante enero y febrero
de 2012. A todos se les invité a participar en
el estudio, previo consentimiento informado y
firmado. A los pacientes seleccionados se les
tomaron 3 mL de sangre total en un tubo con
EDTA para la extraccion de ADN genémico con
la técnica utilizada en el laboratorio de Medi-
cina Gendémica, que combina el método salino
y el de precipitacién con cloroformo-alcohol
isoamilico.'*1617

Genotipificacion

Las muestras de ADN se obtuvieron de sangre
periférica, de acuerdo con un método estan-
dar.” La identificacion del polimorfismo CD24Y
se realizd a través de PCR-RFLP’s, utilizando una
mezcla de 50 ng/pL de ADN gendémico, buffer
1x, MgCl,2mM, dNTP’s 200 pM, oligonucledti-
dos 200 nMy TU de taq polimerasa (Invitrogen),
en un volumen final de 25 pL. Las secuen-
cias de los oligonucleétidos usados fueron:
5-TTGTTGCCACTTGGCATTTTTGAGGC-3’
y 3'-GGATTGGGTTTAGAAGATGGGAGA-
AA-5'. El protocolo de amplificacion inici6 con
una fase de desnaturalizacién inicial a 95°C
durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacién a 94°C durante 30 segundos,
alineamiento y extensién a 63°C durante 30
segundos y 72°C durante 30 segundos, res-
pectivamente; se finaliz6 con un paso de 5
minutos de elongacién a 72°C. Para identificar
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la existencia del polimorfismo, el producto de
la reaccién en cadena de la polimerasa se so-
meti6 a digestion enzimatica con Bst Xl a 50°C
durante 4 horas, lo que permitié el reconoci-
miento de los diferentes alelos por medio del
andlisis de RFLP’s. Los productos de la digestion
enzimatica se separaron en un gel de agarosa a
3% (Figura 1). En el analisis estadistico de los
datos utilizados para comparar la distribucién
alélica y genotipica entre los grupos se usé x>
La asociacion de CD24Y con lupus eritematoso
sistémico se evalud para calcular la razén de
momios de cada genotipo respecto a la refe-
rencia y para cuantificar la asociacion entre
ambos, ademas de observar la posibilidad de
que este polimorfismo pudiera encontrarse en
ambos grupos (sanos y enfermos).'”"?

RESULTADOS

De 65 sujetos, se incluyeron 32 en el grupo
control: 9 mujeres y 23 hombres; y en el grupo
de estudio, 33 pacientes, eliminandose a una

paciente por no obtenerse el ADN de su muestra
sanguinea, probablemente por conteo linfocitico

453 pb

136 pb

Figura 1. Genotipificacién de CD24¥ mediante reac-
cién en cadena de la polimerasa de los fragmentos
de restriccion de longitud polimoérfica (PCR-RFLPs).
PM: marcador de peso molecular.

Muestras 4 y 7, amplificaciéon del segmento silvestre
en estado homocigoto: CC, resistente al corte.
Muestras 3 y 6: polimorfismo en estado homocigoto: TT.
Muestras 1, 2 y 5: genotipo heterocigoto: CT.

Volumen 62, Nim. 4, octubre-diciembre 2015

bajo (<500 cel/mm?®). La relacién mujer:hombre
fue 7:1, con 28 mujeres y 4 hombres, con edad
promedio de 37 anos. A todos se les realiz6 ge-
notipificacién, cuyos resultados se comunican en
el Cuadro 1, que muestra mayor concentracién
de homocigotos silvestres en el grupo de mujeres
con lupus eritematoso sistémico y en el grupo de
hombres sanos. En los heterocigotos, con muje-
res con lupus eritematoso sistémico y hombres
sanos, se genotipificd a ambos grupos de estudio:
de los casos (con lupus eritematoso sistémico),
19 pacientes mostraron un genotipo homocigoto
silvestre, 12 fueron heterocigotos y s6lo en un
paciente se encontrd el polimorfismo en estado
homocigoto. En los controles (sujetos sanos), 17
mostraron genotipos heterocigotos silvestres, 14
eran heterocigotos y en uno se encontré que era
homocigoto polimérfico (Cuadro 2). Cuando
se correlacion6 y asoci6 el lupus eritematoso
sistémico con la manifestacién clinica y la
genotipificacion para determinar la existencia
del polimorfismo CD24Y, se estratificé como:
mucocutaneo articular en siete pacientes, tres
con sindrome antifosfolipidico, uno con anemia
hemolitica y tres con vasculitis; dos pacientes
con otras presentaciones; 16 pacientes tuvieron
nefropatia, y llamé la atencién que en este grupo
se concentrd la mayor cantidad de polimorfismos
silvestres (Cuadro 3). Para comprobar si CD24"
es un alelo existente en el lupus eritematoso
sistémico, se realiz6 la prueba de razén de mo-
mios para tratar de medir el efecto del riesgo de
padecer la enfermedad; se obtuvo un resultado
de 0.84, que no se considerd estadisticamente
significativo. Con esto se demostré que el alelo
CD24" en el lupus eritematoso sistémico puede
estar presente en poblaciéon mexicana sin esta
enfermedad. Para establecer la diferencia esta-
distica del polimorfismo CD24" se considero
el alelo polimérfico y normal en relacién con
los pacientes y controles; se obtuvo x*de 0.17.
Al compararla con una significaciéon de 0.05
y un grado de libertad (3.84), con p<0.05, no
encontramos diferencias estadisticamente sig-
nificativas.
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Cuadro 1. Genotipificacién de casos y controles en el grupo total

Genotipos

Hombres
Homocigoto silvestre* 3
Heterocigoto* 1
Homocigoto polimérfico 0
Total 4 (12%)

*Mayor concentracién entre mujeres y hombres.

Cuadro 2. Genotipificacién del grupo total (controles y sanos)

Genotipos Casos (lupus Controles
eritematoso (sanos)
sistémico)
Homocigoto silvestre* 60 %) (17)(53%)
Heterocigoto* 12 (37%) m 44%)
Homocigoto polimérfico 1 (3%) 1 (3%)

*Mayor concentracién en el grupo total, sin distincion de
género.

Cuadro 3. Correlacion de lupus eritematoso sistémico con
manifestacion clinica y genotipificacién del polimorfismo
CD24v

Manifestacién de Silvestre Heterocigoto Homocigoto

lupus eritematoso polimérfico
sistémico
Mucocutaneo ar- 4 3 0
ticular
Anemia hemoli- 1 0 0
tica
Sindrome de anti- 1 2 0
cuerpos antifos-
folipidicos
Vasculitis 2 0
Nefropatia 12 3 1
Otros 0 2 0
Total 19 12 1

Mayor concentracién en el grupo total, sin distincién de
género, en pacientes con nefropatia.

DISCUSION

El lupus eritematoso sistémico es una de las
enfermedades autoinmunitarias con mayor
repercusion en todo el mundo, por la variedad
de manifestaciones clinicas y el compromiso

Casos (pacientes)
Mujeres

28 (88%)

Controles (sanos)

Hombres Mujeres

C 12 D 5
11 10 D 4

1 0
9 (28%)

de grupos multidisciplinarios para su atencién
y tratamiento. En el lupus eritematoso sistémico
existe la participacion de interacciones celulares:
células T, células B, células presentadoras de
antigenos, CD80, CD86 y CD40L, entre otras,
que resulta en la formacion de autoanticuerpos y
autoantigenos que modifican la coestimulacién
de las células B. El gen CD24 participa en la
estimulacion de las células T y en la coestimu-
lacién de las células B como parte fundamental
de la produccién de autoanticuerpos en el lupus
eritematoso sistémico y su polimorfismo de un
simple nucleétido o polimorfismo de nucleé-
tido sencillo funcional CD24Y; ademas, se ha
reportado en otras poblaciones como factor
predisponente para padecer lupus eritematoso
sistémico. Sin embargo, Jin y colaboradores
demostraron que las concentraciones de CD24
(hi) CD27 (+) CD19 (+) estaban elevadas en
pacientes con lupus eritematoso sistémico y
que estos valores disminuyeron con el trata-
miento; concluyeron que también pueden ser
biomarcadores Utiles para evaluar la actividad
del lupus eritematoso sistémico, y con ellos,
vigilar la respuesta al tratamiento.'® Blair y su
grupo hicieron referencia a que las células B
tienen una capacidad de regulacién en sujetos
sanos, pero que estan alteradas funcionalmente
en pacientes con lupus eritematoso sistémico."
De acuerdo con la posibilidad relativa de encon-
trar este polimorfismo en ambos grupos (sanos
y enfermos) se utilizaron los célculos de razén
de momios para tratar de medir el efecto para el
riesgo de padecer la enfermedad, al comparar los
valores con lo reportado por Sanchez y su grupo,
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donde muestran una razén de momios de 3.16
en poblacién espafiola; asimismo, en poblacién
polaca, Piotrowski y colaboradores reportaron
una razon de momios de 1.49; asi como una
razén de momios de 1.54 y 1.45 en pacientes
alemanes y suecos, respectivamente.’91315-21

CONCLUSIONES

En este estudio no encontramos diferencias consi-
deradas estadisticamente significativas, porque se
report6 una razén de momios de 0.84 y x*de 0.17,
por lo que no podemos decir que sea un factor de
predisposicion para lupus eritematoso sistémico
en poblacién mexicana; también esta observacion
pudo atribuirse a que el grupo de pacientes estu-
diado fue pequeno. Ademas, nuestra poblacién
tiene gran diversidad genética, comparada con las
poblaciones descritas y reportadas previamente,
por lo que esto podria ser un factor determinante
para la variabilidad en las regiones polimérficas
asociadas con lupus eritematoso sistémico, ademas
de que éstas son diferentes para nuestros pacientes.
Es necesario un estudio con mas pacientes de diag-
néstico reciente, antes y después del tratamiento
en mexicanos, para establecer una correlacién del
polimorfismo de nucleétido sencillo CD24" con
lupus eritematoso sistémico.
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