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RESUMEN:

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es un padecimiento complejo de etiologia multifactorial con
predisposicidn genética, se calcula que méas de 100 genes participan en su etiologia. Su incidencia
varia significativamente en los diferentes grupos étnicos y poblaciones, con una incidencia anual
de 1.9 a 5.6 por 100,000 habitantes. Es mas frecuente en mujeres que en varones en una relacion
9 a 1. A nivel mundial, la incidencia es mas alta en afroamericanos, hispanos, nativos americanos
y asiaticos. Se presenta frecuentemente con sintomas constitucionales, tomando en cuenta los
criterios diagnésticos de acuerdo al Colegio Americano de Reumatologia. Se caracteriza por la
formacion de grandes cantidades de auto anticuerpos dirigidos contra la cromatina y de otros
autoantigenos resultantes de la pérdida de la tolerancia en la célula B. El CD24 puede mediar
varias funciones importantes, la primera que se describié fue su actividad coestimuladora en la
expansion clonal de células T. Cuando las células T entran a los érganos linfoides e interactian
con células presentadoras de antigeno no profesionales, CD24 es capaz de proporcionar esta
actividad coestimuladora. CD24 tiene un SNP, que resulta en un reemplazo no conservador de
alanina a valina (CD24"), que precede inmediatamente al sitio de anclaje GPl (posicion w-1)
condicionando la pérdida de actividad de CD24. Se ha descrito en otras poblaciones (europeas,
asiaticas) que CD24" esta asociado a Esclerosis Mdltiple y LES como un factor de predisposicion.
Este es un estudio piloto que busca probar la participacion de CD24" como factor predisponente a
LES en mexicanos.

Palabras clave: Lupus, CD24, SNP CD24"

BACKGRAUND

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a complex multifactorial disease with genetic
predisposition, it is estimated that over 100 genes involved in its etiology. Its incidence varies
significantly in different ethnic groups and populations, with an annual incidence of 1.9 to 5.6 per
100,000 habitants. It is more common in women than in men in a ratio of 9 to 1. Worldwide, the
incidence is higher in African Americans, Hispanics, Native Americans and Asians. Frequently
presents with constitutional symptoms, taking into account the diagnostic criteria according to the
American College of Rheumatology. Characterized by the formation of large quantities of
autoantibodies directed against chromatin and other autoantigens, resulting in the loss of B cell
tolerance. The CD24 can mediate several important functions; the first to be described was its
costimulatory activity in T cell clonal expansion. When T cells enter the lymphoid organs and
interact with antigen presenting cells non professional CD24 is able to provide this costimulatory
activity. CD24 has a SNP, resulting in a non-conservative replacement of alanine to valine (CD24")
wich immediately precedes the GPI anchor site (position w-1) conditioning the loss activity of CD24.
It has been reported in other populations (European, Asian) that CD24" is associated with Multiple
Sclerosis and SLE as a predisposing factor. This is a pilot study seeks to test the involvement of
CD24' as a predisposing factor for SLE in Mexicans.

Key words: Lupus, CD24, SNP CD24"



INTRODUCCION

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune multisistémica con una gran
variabilidad en su presentacién y curso. Su incidencia varia significativamente en los diferentes
grupos étnicos y poblaciones, con una incidencia anual de 1.9 a 5.6 por 100,000 habitantes. Es
mas frecuente en mujeres que en varones en una relacion 9 a 1. A nivel mundial, la incidencia es
mas alta en afroamericanos, hispanos, nativos americanos y asiaticos. Se presenta frecuentemente
con sintomas constitucionales como fiebre, pérdida de cabello, fatiga, pérdida de peso y evidencia
de inflamacién difusa como linfadenopatia y hepatoesplenomegalia, afecciones a nivel de piel, del
sistema musculoesquelético y renal son mas comunes; también puede afectar el tracto

gastrointestinal y miocardio. ™

El diagnostico de LES se basa en la presencia de 4 o mas de los siguientes criterios: Eritema
malar, eritema discoide, fotosensibilidad, Ulceras orales, artritis, serositis, alteracion renal, desorden
neuroldgico, psicosis, alteraciones hematoldgicas, alteraciones inmunoldgicas y anticuerpos

antinucleares .

La célula B participa en la disregulacion inmune en LES. En LES su caracteristica inmunolégica es
la produccién de grandes cantidades de auto anticuerpos dirigidos contra la cromatina y de otros
autoantigenos resultantes de la pérdida de la tolerancia en la célula B. Esto lleva a un estado
inflamatorio crénico, con lesién en diferentes érganos. Numerosos son los defectos genéticos que
pueden afectar a la célula B en el LES: comprometiendo su activacion, longevidad, 6 apoptosis. Se
describen multiples moléculas en la alteracion de la tolerancia de la célula B y en su seleccién
negativa a nivel del timo que participan en LES, desde la expresion de receptores Fc (FcyRIlb),
como sustitucién de leucina por treonina en la posicion 232), sobreexpresion de interferon (IFN)
tipo | en la expresion génica, alteracion en las moléculas de coestimulacion como CD80, CD86,
CD40L, marcadores de alojamiento de inflamacion sistémica (CXCR3+) y negativos a nivel de

ganglios linfaticos (CD62L-).

Entre las alteraciones descritas en célula B se encuentran:
1) Actuar como célula precursora de autoanticuerpos

2) Presentar autoantigenos ala célula T

3) Cooperar con organizacién y regulaciéon de la respuesta inflamatoria a través de citocinas y

qguimiocinas como Interleucina (IL) 10 (IL-10), IL-6, INFy, linfotoxina alfa

4) Regular otras células inmunoldgicas @



Las moléculas CD pueden actuar de numerosas maneras: como receptores o ligandos celulares, lo
gue puede potencialmente iniciar una sefial en cascada, alterando el comportamiento celular.
Algunas proteinas no juegan un papel de sefializacion celular, pero tienen otras funciones, tales
como la adhesion celular. B Es importante sefialar que, mientras las moléculas CD son muy Utiles

en la definicién de leucocitos su activacion y funcién.

Se describi6 CD24, al final de la década de 1970, como una glicoproteina con una estructura
soluble en solventes organicos y termo-estable, se denominé J11d/M1.69 o antigeno termoestable

(ATE en ratén; CD24 en humanos). ®

El CD24 puede mediar varias funciones importantes, la primera que se describio fue su actividad
coestimuladora en la expansion clonal de células T, especialmente cuando las células T entran a
los 6rganos linfoides e interactian con células presentadoras de antigeno no profesionales, siendo
capaz de proporcionar actividad coestimuladora, pero su actividad puede ser anulada por B7-
CD28. Se han identificado muchos ligandos para CD24 (en células B activadas, macréfagos,
astrocitos, oligodendrocitos, células T, células dendriticas, células pre-B, neuronas, células
tumorales). Sin embargo, la especificidad del ligando parece ser dependiente del contexto celular,
por ejemplo, se sabe que CD24 se une en ocasiones a P-selectina. Se ha demostrado que CD24
se expresa en una variedad de tipos celulares involucrados en padecimientos autoinmunes, como

en LES y en esclerosis multiple (EM). *™!

El gen humano CD24 esté localizado en el cromosoma 6921, despliega un polimorfismo alélico de
una sustitucion de citosina por timina en la posicidén nucleotidica 226 del gen, lo que condiciona un
cambio de alanina por valina en la proteina. **** CD24 tiene un SNP, que resulta en un reemplazo
no conservador de alanina a valina (CD24"), que precede inmediatamente al sitio de anclaje GPI
(posicion w-1).

La forma mas comun de variacién del DNA en el genoma humano es el polimorfismo de un solo
nucledtido o SNP (de sus siglas en inglés, Single Nucleotide Polymorphism). Por convencién,
cuando una sustitucion se presenta con una frecuencia mayor de 1% en una determinada
poblacién y no causa un fenotipo anormal se considera una variante o un polimorfismo. Los SNPs
pueden afectar la funcién de un gen o ser neutrales. En la practica, esta inferencia puede ser
erronea, un SNP puede ser responsable de un fenotipo anormal, pero sélo en el contexto de un
ambiente determinado o por la presencia simultdnea de otros SNP’s en diferentes sitios del

genoma, sin lo cual no se expresa el fenotipo anormal. ***7]



En 1990, el gen de ATE fue secuenciado y se descubri6 que estd compuesto por solo 27
aminoéacidos.® Casi de inmediato, la molécula homologa en el humano fue identificada como
cD24. 1

Piotrowski y cols, en Polonia, determinaron que el polimorfismo de CD24" tiene una prevalencia de
1.6 veces mas alta en pacientes con LES que en controles sanos, en su poblacion; este SNP en
estado heterocigoto fue mas frecuente en individuos sanos que en pacientes con LES, la diferencia
en la distribucién de estos genotipos fue estadisticamente significativa (p=0.0149)[18]. En otro
estudio, Sanchez y cols., concluyen que el polimorfismo CD24", en poblacion espafiola, es dos
veces mas frecuente en LES que en individuos sanos y se asocia a produccion de autoanticuerpos;
hallazgo similar en una cohorte de poblacién alemana a través de un meta andlisis que no se pudo
confirmar en poblacién suiza, en donde se considera el polimorfismo un factor de susceptibilidad
para presentar LES.



JUSTIFICACION

En México no contamos con estudios acerca de la relacion de CD24"' con LES. Resultados
preliminares de la tesis titulada: “Frecuencia de polimorfismos del gen CD24 en poblacion
mexicana clinicamente sana” realizada por el Dr. Diego Soto Candia, residente de Inmunologia
Clinica, como parte del proyecto del proyecto de investigacion: “Identificacion de polimorfismos
genéticos en CD24 asociados a la disfuncion neurolégica presente en pacientes con Esclerosis
Multiple” apoyado por CONACYT; reportaron una frecuencia del polimorfismo CD24" de 0.21, en

una muestra de personas sanas del Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” ISSSTE.

Es por ello que resulta de interés determinar si éste polimorfismo se encuentra asociado con la
susceptibilidad de presentar LES, ya que los estudios previos sefialan a CD24 como un gen
importante en la respuesta autoinmune, y por ser el LES otra enfermedad autoinmune de gran
impacto en la salud de los derechohabientes del ISSSTE.

DEFINICION DEL PROBLEMA

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es un padecimiento complejo de etiologia multifactorial con
predisposicidon genética, se calcula que mas de 100 genes participan en su etiologia. Estudios
recientes reportan una asociacion del polimorfismo CD24" con la presencia de Lupus Eritematoso
Sistémico. En México no existen antecedentes de este tipo de estudios, por lo que resulta de
interés conocer la asociacion de CD24" en una muestra de pacientes con LES en el CMN “20 de

Noviembre”.

HIPOTESIS

El polimorfismo CD24" se relaciona a la presentacion de Lupus Eritematoso Sistémico



OBJETIVO GENERAL

Determinar la asociacién de CD24" con la presencia de LES en pacientes de CMN “20 de
Noviembre” del ISSSTE.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la distribucion alélica y genotipica de CD24" en pacientes con LES del CMN
“20 de Noviembre” del ISSSTE.

2. Determinar la distribucion alélica y genotipica de CD24" en muestras de DNA de controles
sanos que acudieron al banco de sangre del CMN “20 de Noviembre” del ISSSTE.

3. Determinar la asociacion del polimorfismo CD24" con la presencia de LES en pacientes del
CMN “20 de Noviembre” del ISSSTE.



MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio piloto de casos y controles en el que se incluyeron pacientes con LES
diagnosticados de acuerdo a los criterios de la Academia Americana de Reumatologia (anexo 1),
gue acudieron de manera consecutiva a los servicios de Reumatologia y Alergia e Inmunologia
Clinica del CMN “20 de Noviembre” ISSSTE, durante los meses de Enero y Febrero del 2012 y que
fueron invitados a participar previo consentimiento informado (anexo 3); y personas sanas como
grupo control que acudieron al banco de sangre de este CMN, cuyas muestras de DNA gendmico
se encuentran resguardadas en el laboratorio de medicina gendmica, ya que fueron utilizadas en
un estudio previo (anexo 4). A los pacientes seleccionados se les tomo 3 ml de sangre total en un
tubo con EDTA para la extraccion de DNA gendémico con la técnica utilizada en el laboratorio de

medicina gendmica que combina el método salino y el de precipitacion con cloroformo-alcohol

isoamilico (anexo 5), (imagen 1).

Imagen 1 Precipitacion de DNA en etanol absoluto

Se cuantificd la concentracién de las muestras de DNA obtenidas por espectrofotometria para
confirmar que todas tuvieran una concentracion promedio de 100 ng/uL. Ademas se verifico la
integridad de los acidos nucleicos por electroforesis (imagen 2).

Imagen 2. DNA gendémico



Para le genotipificacion de CD24", el cual se encuentra en el exén 2, primero se amplifico este
exon por PCR (polymerase chain reaction) (imagen 3) de acuerdo a los siguientes parametros y

reactivos:

Imagen 3. Thermociclador

Oligonucleétidos Direccion Secuencia
Sentido 5-3 TTG TTG CCA CTT GGC ATT TTT GAG GC
Antisentido 3-5 GGA TTG GGT TTA GAA GAT GGG GAA A
1x 3x

Agua 6.5 19.5
Buffer (10x) 1.25 (1x) 3.75
MgCI2 (50mM) 0.5 (2mM) 1.5
dNTP’s (10mM) | 0.5 (0.4mM) 1.5
DMSO (100%) 0.6 (5%) 1.8
Fw (10 uM) 0.5 (0.4mM) 1.5
Rv (10 uM) 0.5 (0.4mM) 1.5
Taq Pol (5U/1 pl) | 0.15 (1.5U) 0.45
DNA 2.0 <+ | -
Vol. Final 12.5 ul 31.5ul




Condicién Temperatura (°C)
Tiempo
Precalentamiento 5 min 94
Desnaturalizacion 60 s 94
Alineamiento 60 s 50
Elongacion 60 s 72
35 ciclos
Extension final 5 min 72

Se verificé la amplificacién del exén 2 de 453 pares de bases (pb), por electroforesis y se visualizd

en un transiluminador de rayos UV (imagen 5)

Imagen 5. Exon 2.

Para detectar el polimorfismo en el gen CD24 se utilizé la enzima de restriccién Bst XI. Después de
haber corroborado la presencia del DNA en el producto de PCR en un gel de agarosa se realiza la
técnica de RFLP, primero se realizara una mezcla de buffer, agua y la enzima Bst XI, para afiadir
5ul de esta mezcla a cada tubo eppendorf que contiene 10ul del producto de PCR, para un total de

15pl. Se colocan los tubos eppendorf en el termoblock (imagen 6) a 65°C por 3 horas.

1x 3x
PCR 10 ---
Buffer (10x) | 1.5 (1x) | 4.5
Bst XI 0.5 (5u) | 1.5
H20 3.0 9.0
Vol. Final 15 ul 15 ul




Imagen 6. Termoblock

Ya que transcurrio el tiempo sefialado, se realiza una electroforesis de las muestras, para observar
con camara de luz UV, el resultado del corte de la enzima, esto nos indicara la genotipificacion que

tuvo la muestra estudiada para este gen.

Digestién de CD24con Bst XI- Polim C226T (imagen 7):

SUUpD
20000
40000
20000
200p0
10090

Imagen 7. PCR exdn 2 CD24"
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RESULTADOS

Durante el periodo de Enero a Febrero del 2012, se incluyeron en el grupo control 32 pacientes, 9
mujeres (28.12%) y 23 hombres (71.87%), y en el grupo de estudio 33 pacientes, de los cuales un
paciente femenino se eliminé al no obtenerse DNA de la muestra sanguinea, probablemente por
conteo linfocitico bajo (<500 cel/mms). La relacion mujer:hombre fue de 7:1, 28 fueron mujeres
(87.5%) y 4 hombres (12.5%); Con una mediana para edad de 40+1 afios, con una media
aritmética de 37 afios. La distribucién por lugar de origen de los pacientes fue: 23 pacientes del
D.F., 3 del estado de Morelos, 2 de Oaxaca, 1 de los estados de Veracruz, Chiapas, Guanajuato,
Pachuca (cuadro 4); en relacion con la presentacion clinica del LES lo dividimos como
mucocutaneo articular 7 pacientes (21.87%), relacionado con Sindrome antifosfolipido (SAAF) 3
pacientes (9.37%), Hematolégica (anemia hemolitica) 1 paciente (3.12%), Vasculitis 3 pacientes
(9.37%), Otras presentaciones 2 pacientes (6.25%) (cuadro 5), y en relacién a si presentaron 0 no

nefropatia 16 pacientes (50%) (cuadro 6).

Para determinar la presencia de asociacion del polimorfismo CD24" en los pacientes con LES, se
genotipificaron ambos grupos de estudio: En 19 de los pacientes se determiné el genotipo
homocigoto silvestre (59.37%), 12 fueron heterocigotos (37.49%), y s6lo un paciente homocigoto
polimérfico (3.12%); mientras que en los controles, 17 de determinaron heterocigoto silvestre, 14
heterocigotos (43.75%), y un paciente homocigoto polimdrfico (3.12%) (cuadro 1). Para establecer
la diferencia estadistica del polimorfismo CD24" con LES, se considerd el alelo polimérfico y normal
con relacion a los pacientes y controles (cuadro 2) resultando una X* de 0.17 que al comparar en
tabla con una significancia de 0.05, y un grado de libertad (3.84) con una p<0.05 y por lo tanto no

hay diferencia estadisticamente significativa.

Para comprobar si CD24" es un alelo de susceptibilidad a LES, se realiz6 la prueba de OR (odds
ratio), encontrandose: un resultado de 0.84, por lo que la presencia del alelo CD24" no representa
una susceptibilidad en LES, por el contrario, puede establecerse en este estudio piloto como una

probabilidad de estar presente en la poblacion mexicana sin LES.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El Lupus Eritematoso Sistémico es una de las enfermedades autoinmunes con mayor impacto en
la salud a nivel mundial, por la variedad de manifestaciones clinicas y el compromiso de grupos

multidisciplinarios para su atencion y tratamiento.

Considerando que LES es una enfermedad autoinmune, donde hay participacion de interacciones
celulares (Cel T, Cel B, Cel presentadoras de antigenos, CD 80, 86, 40L entre otras) con resultado
de autoanticuerpos y autoantigenos que modifican la coestimulacion de cel. B, el gen CD24 resulta
un buen candidato de estudio ya que participa en la estimulacién de células T y coestimulacién de
células B como parte fundamental en la produccién de autoanticuerpos en esta entidad; y su SNP
funcional CD24" se ha determinado en otras poblaciones como un factor predisponente para LES.

En este estudio de pacientes mexicanos, no encontramos diferencias estadisticamente significativa
(X? 0.17) ni se considera un factor de predisposicion para LES (OR de 0.84) en comparacion con lo
reportado por Elena Sanchez y cols, con un OR de 3.16 en poblacion espafiola, 1.54 en una
cohorte de pacientes alemanes y de 1.45 en una cohorte de pacientes suecos, y Piotrowski y cols.,
con un OR de 1.49 en poblacién polaca, claro esta, que el tamafio de muestra en promedio de los
grupos previamente estudiados incluyeron mas de 250 pacientes y mas de 300 controles, lo que
probablemente modifica nuestros resultados; cabe mencionar que nuestra poblaciéon tiene mayor

diversidad genética que las poblaciones previamente estudiadas.

Es necesario entonces, el estudio con mas pacientes y controles para establecer si realmente
existe o no asociacion del SNP CD24" con LES en poblacion mexicana, y sobre todo, determinar si
se trata de un alelo de proteccion como parecen sugerir estos resultados para nuestra poblacién,
mas que un factor de riesgo. Seria importante también establecer diferencias por la distinta

ubicacion geografica de los pacientes entre los grupos estudiados.

Este estudio refuerza la conclusion del realizado en poblacién mexicana sana de la predominancia
del alelo silvestre CD24%, encontrando que también los pacientes lo presentan con mayor

frecuencia.

Sin existir una correlacion estadisticamente significativa, la presencia del alelo silvestre CD24%

estuvo presente en la gravedad de la afectacion renal, lo que llevaria a suponer que el SNP CD24 ¥

se pudiera relacionar a la proteccion del dafio renal.
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Cuadro 1

PACIENTES | %

CONTROLES | %

Homocigoto silvestre

19 59.37

17 53.12

Heterocigoto

12 37.49

14 43.75

Homocigoto polimérfico

1 3.12

1 3.12

Polimérfico

Alelos
Silvestre

Total

Grupos

Pacientes Controles Total

14 16 30

50 48 98

64 64 128

Cuadro 2.

PACIENTES

CONTROLES

Hombres Mujeres

Hombres Mujeres

Homocigoto silvestre

16

12 5

Heterocigoto

11

10

Homocigoto polimérfico

1

Total

AO|IFL|W

28

4
1 0
23 9

Cuadro 3

Lugar de origen

Numero de participantes %

n=32

Distrito Federal (D.F.)

71.87

Morelos

9.35

Oaxaca

6.25

Chiapas

3.12

Guanajuato

3.12

Pachuca

3.12

Veracruz

N
L G LSNP

3.12

Cuadro 4

Presentaciéon LES

Silvestre Heterocigoto

Homocigoto
polimoérfico

Mucocutaneo articular

Anemia hemolitica

SAAF

Vasculitis

Nefropatia

N

Otros

Total

e S

(o]
EINWININOIW

[llelllleolleolleolle)

Cuadro 5
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Nefropatia por estadio | Silvestre Heterocigoto Homocigoto
(biopsia renal) polimorfico
paciente | % paciente | % Paciente | %
Nefropatia | 0 0 1 8.33 0 0
Nefropatia Il 6 31.58 1 8.33 0 0
Nefropatia lll 2 10.52 0 0 1 100
Nefropatia IV 1 5.26 1 8.33 0 0
Nefropatia V 3 15.78 0 0 0 0
Sin nefropatia 7 36.84 9 75.0 0 0
Cuadro 6
Grafico de pacientes con LES
16 A
14 A
12 A
10 1 B Homocigoto silvestre
8 7 B Heterocigoto
6 7 M Homocigoto polimérfico
4 -
2 -
0
Hombres Mujeres

Grafica 1. Distribucion de genotipo de acuerdo a género en el grupo de estudio
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Grafico de grupo control
12 A

10 -

8 B Homocigoto silvestre

6 B Heterocigoto

4 = Homocigoto polimérfico
2

0

Hombres Mujeres

Gréfica 2. Distribucion de genotipo de acuerdo a género en el grupo control

16
14
12
10

B Homocigoto polimérfico
B Heterocigoto

M Homocigoto silvestre

o N A O

Hombres LES .
Mujeres LES

Hombres )
Control Mujeres
Control

Grafica 3. Comparacion por género y genotipo entre el grupo de estudio y el grupo control
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Anexo 1

CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

ERUPCION MALAR

ERUPCION DISCOIDE

FOTOSENSIBILIDAD

ULCERAS ORALES

ARTRITIS

SEROSITIS

ALTERACION RENAL

Eritema fijo, plano o alto en la regién malar, que tiende a preservarse en
los pliegues nasolabiales.

Eritema elevado con parches adherentes queratodsicos y folicular,
cicatrices atréficas en lesiones antiguas.

Eritema como resultado de una reaccion inusual a la luz solar por
historia del paciente u observacion de un médico.

Ulceras orales o nasofaringeas, usualmente dolorosas, observadas por
un médico.

Artritis no erosiva en dos 0 mas articulaciones con sensibilidad, efusién 6
edema.

Pleuritis (historia convincente de dolor pleural o frotamiento pericardico
documentado por un médico 6 pericarditis evidente) documentado por
electrocardiograma, frotamiento o efusién pericardica.

Proteinuria persistente mayor de 0.5 g/dL (6 mayor a 3 +, si no se cuenta
con cuantificacién) 6 cilindros celulares, pueden ser eritrocitos,
hemoglobina, tubulares, granulares o mixtas.

ALTERACION NEUROLOGICA Convulsiones 6 Psicosis en ausencia de farmacos causantes 6

ALTERACION HEMATICA

alteraciones metabdlicas ( uremia, cetoacidosis, desequiibrio
hidroelectrolitico)

Anemia hemolitica con reticulocitosis o leucopenia menor de 4000 /mm3
o linfopenia menor de 1500/mm3 en dos 0 mas ocasiones, 0
trombocitopenia menor de 100/000 mm3 en ausencia de farmacos
causantes

ALTERACION INMUNOLOGICA Preparacion celular positiva para Lupus Eritematoso, 6 Anticuerpos

anti-DNA positivos, 6 DNA nativo en titulos anormales, o presencia de
antigeno nuclear anti-Sm, o serologia falsa/positiva para sifilis conocida
6 meses previos o confirmada por inmovilizacién de Treponema pallidum
0 anticuerpos para Troponema por fluorescencia

ANTICUERPOS ANTINUCLEARES Titulos anormales o anticuerpos antinucleares por

inmunofluorescencia o estudio equivalente en cualquier punto, y en
ausencia de farmacos conocidos asociados que inducen Sindrome de
Lupus

18




Anexo 2 CEDULA DE RECOLECCION DE DATOS
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ANEXO 3

ISSSTE CENTRO MEDICO NACIONAL
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES

México D.F. a de del 2011

Yo de manera libre vy
voluntaria DOY MI CONSENTIMIENTO, para participar en el estudio titulado: “Estudio del
polimorfismo CD24' en pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico del CMN “20 de
Noviembre”. Estudio piloto. De igual manera tengo la libertad de retirarme del mismo, en el
momento que lo decida sin que ello afecte la atencién médica que recibo del Instituto.

Se me ha informado que el estudio ha sido aceptado y aprobado por el Comité de Investigacion y
la Comisién de Etica en Investigacion del Hospital CMN “20 de Noviembre ISSSTE”, donde se
realizara la investigacion por un periodo aproximado de 12 meses. Se me ha explicado que el
propésito de dicho proyecto es analizar si el polimorfismo genético CD24" esta relacionado con la
susceptibilidad a presentar Lupus Eritematoso Sistémico.

Mi participacion en este estudio consistir4 en la obtencién de datos clinicos que se encuentran en
mi expediente, ademéas se tomardn 5 ml de mi sangre, de la que se obtendra DNA (material de la
herencia). Las muestras se almacenaran en el laboratorio de Medicina Gendmica, bajo la
responsabilidad de los investigadores, por un periodo de 5 afios, existiendo la posibilidad de
utilizarlas posteriormente en otros estudios relacionados con el Lupus Eritematoso Sistémico y se
buscara la presencia del polimorfismo CD24".

También se me ha dado a conocer que existe un riesgo minimo de hematoma y/o infeccién por la
puncién venosa gue se realizara para obtener la muestra sanguinea, se me ha dado la seguridad
de que la realizacion de este estudio no pondra en riesgo mi integridad fisica 6 mental.

Se espera que los resultados de esta investigacién permitan conocer algunos aspectos genéticos
que participan en el origen del Lupus Eritematoso Sistémico. Los resultados agrupados que
deriven del estudio podran ser presentados en publicaciones y/o foros médicos, protegiendo la
identidad de cada paciente, ya que los datos personales, clinicos y derivados de los estudios
genéticos de los pacientes serdn manejados de forma confidencial y anénima, al codificar el
nombre de quien proviene la informacion.

Nombre del paciente (o representante legal):
Firma:
Direccion:

Teléfono (casa): Teléfono (trabajo):
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Nombre del testigo:

Firma:

Nombre del testigo:

Firma:

Nombre del investigador:

Firma:

En caso de dudas o requerir informacién adicional en relacion con el proyecto de investigacion,
usted puede contactar con la Dra. Maria del Carmen Chima G. en el siguiente nimero telefénico:
(55) 52-00-50-03, extension 14605 o con el Dr. Rubén Dario Jiménez Uscanga a la extension
14325.

Y si usted quisiera discutir su participacion con una persona que no esté directamente involucrado
en el proyecto (delegado del comité de ética o persona autorizada) nosotros lo invitamos a
contactar con el Dr. Abel Archundia Garcia, Presidente del Comité del Etica en Investigacion a la
extension 14629 o con la Dra. Silvia Garcia, Coordinadora de Investigacion a la extension 14609.
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Anexo 4

Departamento de Investigacion Yol .
@ GUIA PARA LA ELABORACION DEL PROTOCOLO DE rii%;'
H -
T INVESTIGACION
Subdireccion General Medica

Subdireccion de Regulacion y Atencion Hospialtana

@

ISSSTE CENTRO MEDICO NACIONAL

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México D.F. a de del 2009

Yo de manera libre vy

voluntaria DOY MI CONSENTIMIENTO, para ingresar al estudio litulado: “FRECUENCIA DE
POLIMORFISMOS EN EL GEN CD24 EN POBLACION MEXICANA CLINICAMENTE SANA”,

podré retirarme del estudio en el momento en que lo decida sin que ello afecle la atencién que
recibo del Institulo.

Se me ha informado que el estudio ha sido aceptado y aprobado por el Comité Local de Etica e
Investigacion Clinica del Hospital CMN “20 de Noviembre [SSSTE", donde se realizara el
estudio, por un periodo aproximado de 12 meses. El proposito de este estudio es conocer la
frecuencia de los polimorfismos CD24° y P1527 ™ en poblacidn mexicana clinicamente sana,
ya que no existen estudios sobre la prevalencia de los polimorfismos CD24” y P1527 del gen
CD24 en la poblacion mestiza mexicana. La identificacion de la frecuencia con que se
presentan estas varnantes genéticas en los mexicanos permitira realizar estudios predictivos a
grupos de riesgo, asi como un diagndstico mas certero, un fratamiento adecuado y oportuno,
para un mejor contmol de los padecimientos autoinmunes, ademds la estructuracion y aplicacion

de nuevos tratamientos sobre blancos terapéuticos.

Para la realizacion de esta investigacién se tomaran 3 ml de mi sangre, de la que se obtendra
DNA (las muesiras se almacenaran en el laboraforio de Medicina Genomica bajo la
responsabilidad de los investigadores relacionados en &l proyecto, por un penodo de 10 afios,
existiendo la posibilidad de uiilizarlas posteriormente en ofros estudios relacionados con
enfermedades autoinmunes, después de dicho periodo las muestras seran destruidas).

Estoy conscienie que mi paricipacidn en este estudio no representa un beneficio direclo para
mi persona. Los resultados oblenidos serviran para fuluras invesligaciones relacionadas con
factores genéticos asociados a diferentes enfermedades.

Se me ha dado la seguridad de que la realizacion de este estudio no pondrd en nesgo mi
integridad fisica 6 menltal, y que los datos obtenidos seran manejados de forma confidencial y
andnima, pero que los resultados agrupados que se deriven del mismo, podran ser presentados
en publicaciones o foros cientificos y médicos.
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Departamento de Investigacion
@ GUIA PARA LA ELABORACION DEL PROTOCOLO DE
ST INVESTIGACION

Subdireccion General Médica
Subdireccion de Regulacion y Atencién Hospitalaria

Nombre del participante:

Firma:

Direccion:
Teléfono (casa):

Teléfono (trabajo)

Nombre del testigo:

Firma:

Nombre del testigo:

Firma:

Nombre del investigador: Dr. Diego Soto Candia

Firma:

En caso de dudas o requerir informacion adicional en relacién con el proyecto de investigacion,
usted puede contactar al Dr. Diego Soto Candia en el numero telefénico: (55) 52-00-50-03,
extension 14526 y 14523 (Servicio de Inmunologia Clinica y Alergia); o bien a la Dra. Maria del

Carmen Chima Galan al teléfono: (55) 52-00-50-03, extension 14605 y 14507 (Laboratorio de
Medicina Genomica).

Y si usted quisiera discutir su participacién con una persona que no esté directamente
involucrado en el proyecto (delegado del comité de ética o persona autorizada) nosotros lo
invitamos a contactar con el Dr. Abel Archundia Garcia, Presidente del Comité de Etica al
teléfono (55) 52-00-50-03, extension 14629; o bien, a la Coordinacion de Investigacion del CMN
“20 de Noviembre”, ISSSTE con la Dra. Silvia Garcia, al teléfono: (55) 52-00-50-03, ext. 14609,
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Anexo 5
EXTRACCION DE DNA

Primera fase

©CoNoOA~WNE

500pl de sangre total en tubo ependorf de 1.5 ml
adicionar 500pl de solucion de lisis

vortexear

incubar 30 minutos a 4°C

centrifugar a 14,000 rpm por 2 minutos

decantar el sobrenadante

lavar con 1 ml de solucién de lisis

vortexear

centrifugar a 14,000 rpm X 2 minutos

. decantar el sobrenadante

. adicionar 1 ml de solucién de lisis

. vortexear

. centrifugar a 14,000 rpm por 2 minutos

. decantar el sobrenadante

. resuspender el botén en 570l de NaCl 5.0 mM

. vortexear

. adicionar 40pl de SDS al 10%

. vortexear durante 5 minutos

. adicionar 200pl de cloruro de sodio saturado

. vortexear

. centrifugar 14,000 rpm por 10 minutos

. recuperar la fase liquida

. adicionar 600pl cloroformo-alcohol isoamilico 49:1
. vortexear 2 minutos

. centrifugar a 14,000 rpm por 6 minutos

. transferir la fase superior a un frasco conteniendo 5 ml de etanol absoluto frio (-20°C)
. almacenar toda la noche a -20°C

. transferir el DNA a un tubo ependorf de 0.5ml que contenga 400ul de etanol 70%
. centrifugar a 14,000 rpm x 6 minutos

. decantar el etanol

. dejar secar el DNA a temperatura ambiente

. resuspender de acuerdo al botén con agua

Segunda fase

1.

Con la micropipeta se tomara cuidadosamente el DNA, el cual se transfirié a un microtubo
de 0.5 pl que contenia 400 pl de etanol al 70% y se centrifugara a 14,000 RPM por 6 min.
Se decantara el etanol y se secara el DNA a temperatura ambiente. Se suspendera el
botdn con 100 ul de agua o TE (10:1).
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