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1. RESUMEN

Antecedentes Cientificos

La forma mas comun de variacién del DNA en el genoma humano es el
polimorfismo de un solo nucledtido. Los polimorfismos de CD24 se han
asociado al desarrollo de enfermedades autoinmunes, e incluso algunas formas
de cancer. No existen estudios sobre la prevalencia de los polimorfismos

CD24" del gen CD24 en la poblacion mestiza mexicana.

Objetivo
Identificar la frecuencia del polimorfismo CD24' en poblacion mexicana

clinicamente sana.

Material y Métodos

Se tomaron muestras sanguineas a personas clinicamente sanas de
nacionalidad mexicana que acudieron al Banco de Sangre del CMN “20 de
Noviembre” ISSSTE, y se analizaron: la presencia, las frecuencias alélicas y

genotipicas del polimorfismo CD24" del gen CD24.

Resultados.

En el estudio se incluyeron 118 sujetos, de los cuales 77 (65 %) fueron
hombres y 41 (35 %) mujeres. Referente a los diferentes genotipos del
polimorfismo CD24v se encontré con mayor frecuencia al homocigoto silvestre,
en el 59 % (70 individuos), el heterocigoto en un 40 % (47 sujetos) y un
individuo con genotipo homocigoto mutante (1%). Se probd el equilibrio del
polimorfismo CD24" de acuerdo al principio de Hardy-Weinberg, obteniendo un
resultado de Xi? = 5.2291, con una p = 0.0732.

Conclusiones.

El polimorfismo CD24" mas frecuente fue el homocigoto silvestre. En este
estudio la distribuciéon del polimorfismo CD24' no se encontré en equilibrio, de
acuerdo a la Ley de Hardy-Weinberg. El conocimiento de la frecuencia de este
polimorfismo en CD24 determinara su utilidad en estudios de asociacion

genética, sobre todo en enfermedades autoinmunes.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Cual es la frecuencia alélica del polimorfismo CD24' en la poblacion

mexicana clinicamente sana?



2. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

Tradicionalmente, y desde sus inicios a partir de la aplicacion de las Leyes de
Méndel a las enfermedades humanas, la Genética Clinica o Genética Médica
se ha dedicado principalmente al estudio de enfermedades monogénicas raras
y de desdérdenes cromosomicos. El gran avance en los ultimos afios, en
particular el generado por el Proyecto Genoma Humano (PGH), esta
extendiendo los alcances de esta disciplina a las enfermedades comunes, lo
que pronto cambiara nuestros conceptos de la practica clinica. Actualmente
hemos entrado a un periodo de transicion entre la era genomica y la
posgendmica, en la cual el conocimiento genético sera una herramienta critica

para poder proporcionar una atencién médica adecuada. 2

Si la genética es la ciencia que se ocupa del estudio de la herencia, sus
mecanismos y consecuencias, la gendmica es el campo o area de la genética
que se encarga de los estudios estructurales y funcionales del genoma. La
principal diferencia con la genética es que no estudia la funcion vy
consecuencias de un gen en particular, sino la de todos los genes y las
interacciones entre ellos. P*ILa medicina gendémica puede ser definida como el
uso del analisis genotipico para incrementar la calidad de la atencion médica,
incluyendo la identificacidon presintomatica de susceptibilidad a la enfermedad,
las intervenciones preventivas, la seleccidén de la farmacoterapia y el disefio de

un tratamiento personalizado con base en el genotipo de cada individuo. !

Un concepto tradicional de la genética médica es que la enfermedad
genética es unicamente la manifestacion mas obvia y frecuentemente mas
extrema de las diferencias genéticas, sobrepuestas a un genoma enteramente
dentro de la variabilidad genética normal. Sin embargo, el concepto de
enfermedad genética debe ampliarse para abarcar a las enfermedades
multifactoriales, de las cuales siempre se ha aceptado que tienen un

componente genético. @

La forma mas comun de variacion del DNA en el genoma humano es el

polimorfismo de un solo nucleétido o SNP (de sus siglas en inglés, Single



Nucleotide Polymorphism). Dicho de manera sencilla, un SNP es la substitucion
de una base purica o pirimidica por otra en una determinada posicion de la
cadena de DNA. Generalmente, los SNP son bialélicos, es decir, existen sélo
dos formas alternativas para determinado gene en locus especifico, en una
poblacién. La definicion de una mutacién, como un cambio heredable en la
secuencia de nucledtidos del DNA que puede afectar el fenotipo, puede ser
algo arbitrario y relativo. Por convencion, cuando una sustitucién 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 funcion de un gen o ser neutrales. La neutralidad suele
inferirse cuando un SNP no afecta a la proteina codificada. Por ejemplo, un
cambio de un nucleétido en un exén que no modifica el aminoacido o cae
dentro de la redundancia del cédigo genético; mientras que, si codifica para un
aminoacido diferente o produce un coddén de alto (la proteina presentaria
diferencias estructurales o estaria truncada), seria una mutaciéon. En la
practica, esta inferencia puede ser errénea, un SNP puede ser responsable de
un fenotipo anormal, pero soélo en el contexto de un ambiente determinado o
por la presencia simultdnea de otros SNP en diferentes sitios del genoma, sin

lo cual no se expresa el fenotipo anormal. 7!

Las siglas CD, “cluster of differentiation” en inglés (grupo de moléculas
de diferenciacion) es un protocolo usado para la identificacion e investigacion
de moléculas de superficie celular presentes en los leucocitos. Las moléculas
CD pueden actuar de numerosas maneras, con frecuencia actuan como
receptores o ligandos celulares, lo que puede potencialmente iniciar una sefial
en cascada, alterando el comportamiento celular. Algunas proteinas no juegan
un rol de sefalizacion celular, pero tienen otras funciones, tales como la

adhesion celular. 19

La nomenclatura CD fue propuesta y establecida en la Primera
Conferencia y Taller Internacional sobre Diferenciacion de Antigenos de
Leucocitos Humanos (HLA), que se celebré en Paris en 1982. Este sistema
estaba destinado para la clasificacion de muchos anticuerpos monoclonales
generados en diferentes laboratorios alrededor del mundo contra epitopos



sobre moléculas de superficie de los leucocitos. Desde entonces, se ha
expandido a muchos otros tipos celulares, y mas de 320 CD han sido
identificados. Es importante sefalar que, mientras las moléculas CD son muy
utiles en la definicion de leucocitos, no son meramente marcadores de
superficie celular, como por ejemplo las moléculas CD4 y CD8, que son

fundamentales en el reconocimiento de antigenos. "'

Histéricamente al final de los afos 70s, una glicoproteina con una
estructura similar a lipidos, soluble en solventes organicos y termo-estable, fue
identificada, y nombrada J11d/M1.69 o antigeno termoestable (ATE en raton;
CD24 en humanos). En 1990, el gen de ATE fue secuenciado y se descubri6
que estd compuesto por solo 27 aminoacidos.!"™ Casi de inmediato, la
molécula homologa en el humano fue identificada como CD24. ' |La
comparacion con la estructura primaria reveld varios sitios potenciales de
glucosilacién de ligandos O & N. Progresivamente a CD24 se le ha
descubierto que cerca de la mitad de sus aminoacidos son compuestos de
residuos de serina y treonina, que son sitios potenciales de unién para glicanos
O, representando a un tipo de molécula de mucina. Se asume que los sitios de
glucosilacién ligados a O han emergido en la mitad de la molécula N-terminal,
creando una molécula densamente empaquetada de glicanos en el extremo de
la molécula. Los sitios de glucosilacion adicionales estan ubicados en la

superficie de la membrana.

Estudios bioquimicos han demostrado que la glucosilacion de CD24 es
altamente variable y dependiente del tipo de célula. En ratones y en humanos
varios genes CD24 se han identificado, todos de los cuales excepto uno,
parecen ser pseudogenes. El gen humano CD24 localizado en el cromosoma
6921, despliega un polimorfismo alélico una sustitucion de citosina por timina
en la posicion nucleotidica 226 del gen, lo que condiciona un cambio de

alanina por valina en la proteina. ['>'®

A pesar de su utilidad como un marcador de diferenciacion, la funcién
de CD24 permanece oculta. La remocién del gen CD24 en células madre

embrionarias de ratones fueron viables y exhibieron un leve bloqueo en la



linfopoyesis para células B, sugiriendo que la maduraciéon de dichas células es
influenciada por la expresion de CD24. Al disminuir la expresion de CD24 en
los eritrocitos, hubo una disminucion de su vida media, una mayor tendencia
para la agregacion y una mayor susceptibilidad para la lisis hipotonica. N7 La
expresion ectopica de CD24 en linfocitos T conlleva a una mejor estimulacion
de linfocitos durante la respuesta inmune secundaria. La sobreexpresién de
CD24 en linfocitos ha sugerido que los niveles de CD24 pueden determinar la
capacidad de sobrevida y de proliferacién en progenitores linfoides T y B.
Estudios con anticuerpos mostraron que la unién covalente con CD24 induce
apoptosis en precursores de células B y la supresién de anti-CD40 induce
proliferacién de linfocitos B maduros en reposo. 8% Recientemente, también
se descubrié la induccidon de apoptosis por la via anti-CD24 en células
humanas del Linfoma de Burkitt. ¥ Ademas, se considera que CD24 participa
en la regulacién de la proliferacion de linfocitos T. En algunos estudio, se han
usado anticuerpos durante un proceso infeccioso, CD24 fue identificada como
una importante molécula co-estimuladora, aunque su ligando en linfocitos T

aun es desconocida. 2%

Hasta ahora, solo se ha identificado a P-selectina como ligando de
CD24, ademas se sabe que en condiciones fisioldgicas CD24 es capaz de
soportar la adhesion de neutréfilos a plaquetas o células endoteliales
activadas. " Estos hechos pueden ser importantes para la progresiéon de
metastasis tumorales, ya que CD24 se expresa en muchas células de

carcinomas humanos. ??

Se ha demostrado que CD24 se expresa en una variedad de tipos
celulares involucrados en padecimientos autoinmunes, como en esclerosis
multiple (EM) y en lupus eritematoso sistémico. ?*?¥ Las células que lo pueden
presentar y que participan en la patogénesis de EM incluyen células T
activadas, células B, macrofagos, células dendriticas, y células locales
presentadoras de antigeno en el sistema nervioso central (SNC), tales como
células endoteliales, vasculares, astrocitos y microglia. ?>%271 Esta bien
establecido que en el raton, CD24 media una via co-estimuladora
independiente de CD28 que promueve la activacion de células T, CD4y CD8



28291 Ademas, se ha demostrado que CD24 modula la interaccion entre el
antigeno muy tardio 4- molécula de adhesién 1 fibronectina-vascular (VLA-4-
FVCAM-1), que se requiere para la migracion de células T al SNC, lo que
promueve el desarrollo de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) en

el ratén 3031

CD24 ha mostrado ser esencial en la induccién de EAE en ratones *? ya
que controla un punto critico de la patogénesis después de que se producen
las células T autorreactivas. ** El gen CD24 humano tiene un SNP, que resulta
en un reemplazo no conservador de alanina a valina (CD24v), que precede

inmediatamente al sitio de anclaje GPI (posicion w-1). 4

Estudios poblacionales, han demostrado la asociacién de CD24v con la
EM: Zhou encontré que el polimorfismo de nucleétido sencillo (SNP) CD24"",
se asocia con mayor susceptibilidad y con una progresion mas rapida de la EM

en pacientes estadounidenses *°.

Actualmente las enfermedades cronicas, infecciosas y degenerativas
son las principales causas de mortalidad en México' *® Estos problemas de
salud representan una seria carga financiera para el estado, es asi que resulta
fundamental el desarrollo de nuevas estrategias para la prevencion y para el
diagnostico temprano, asi como tratamientos mas efectivos, que permitan
reducir los costos de atencién a la salud, disminuir la morbi-mortalidad y
mejorar la calidad de vida de los pacientes. Recientemente una nueva practica
de la Medicina, la Medicina Gendmica, que se encarga de identificar las
variantes genomicas (perfil genotipico) que confieren susceptibilidad o
resistencia al desarrollo de enfermedades, en poblaciones o0 grupos
especificos, permitira mejorar la calidad de atencion médica, al identificar a los
grupos de riesgo. Sin embargo, la poblacion mexicana tiene una estructura
genética particular, que aun no se conoce en su totalidad, de manera que
resulta primordial identificar las variantes genéticas que caracterizan a nuestra

poblacién. B!



4. JUSTIFICACION

No existen estudios sobre la prevalencia de los polimorfismos CD24" del gen
CD24 en la poblacién mestiza mexicana. Los polimorfismos de CD24 se han
asociado por una parte, al desarrollo y a la evolucion de enfermedades
autoinmunes, y con la proteccion contra estas, respectivamente. La
identificacion de la frecuencia con que se presentan estas variantes genéticas
en los mexicanos permitira realizar estudios predictivos a grupos de riesgo, asi
como un diagndstico mas certero, un tratamiento adecuado y oportuno, para un
mejor control de los padecimientos autoinmunes, ademas la estructuraciéon y
aplicacion de nuevos tratamientos sobre blancos terapéuticos. Todo lo cual,
redundara en una mejor atencion para los pacientes del Instituto de Seguridad

y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado.

5. HIPOTESIS

Hipotesis de Investigacion (H+)

Se desconoce la frecuencia del gen CD24 en poblacién mexicana.



6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar la frecuencia del polimorfismo CD24' en poblacion mexicana

clinicamente sana.

6.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. ldentificar la presencia del polimorfismo CD24" del gen CD24 en poblacion

mexicana clinicamente sana.

2. Obtener las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo CD24" en

poblacion mexicana clinicamente sana.

3. Conocer la correlacion de la presencia de los polimorfismos del gen CD24

con variables demograficas como: género y lugar de origen.



7. MATERIAL Y METODOS

7.1 DISENO DEL ESTUDIO

Observacional
Transversal
Descriptivo
Prospectivo
Abierto

7.2 UBICACION ESPACIO TEMPORAL

El estudio se realizé en el Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” del
I.S.S.S.T.E., en el periodo comprendido entre marzo y junio del 2009. Las
muestras se obtuvieron de las personas que acudieron como donadoras del
Banco de Sangre y que aceptaron participar en el estudio; y el procesamiento
de muestras se realizd en el Laboratorio de Medicina Gendmica de este

hospital.

7.3 PROCEDIMIENTO

Previo consentimiento informado (Anexo 1) y llenado de la cédula de
recoleccion de datos (Anexo 2), a las personas se les tomaron 3 ml de sangre
periférica, para la extraccion de DNA (a través de un método salino), de

acuerdo al siguiente procedimiento:

PRIMERA FASE



1. Se transfirieron 500 ul de sangre total en un microtubo de 1.5 ml, al que

se adicionaron 500 pl de solucidén de lisis y se mezclo en vortex

2.

o

Se incubd durante 30 min a 4°C

3. Se centrifugd a 14,000 RPM por 2 min y se decanto el sobrenadante
4.
5

. Se centrifugd nuevamente a 14,000 RPM por 2 min y se decant6 el

Se lavo con 1 ml de solucion de lisis y se resuspendio el botdn

sobrenadante

Se adicion6 1 ml de solucién salina y se resuspendio

7. Se centrifugd otra vez a 14,000 RPM por 2 min y se decantd el

9.

sobrenadante
Se resuspendio el botén en 570 pl de NaCl 5.0 mM y se agregaron 40 ul
de SDS al 10%

Se agitoé por 5 min, se afiadieron 200ul de NaCl saturado y se mezclo

10.Se centrifugd a 14,000 RPM por 10 min

11.Se recupero la fase liquida

12.Se adicionaron 600 ul de cloroformo-alcohol isoamilico 49:1 y se agit6

por 2 min

13.Se centrifugd a 14,000 RPM por 6 min

14. Se transfirio la fase superior a un frasco con 5 ml de etanol absoluto frio

(-20° C)

15.Se almacend toda la noche (o 2 hrs) a -20°C

SEGUNDA FASE

1.

Con la micropipeta se tomé cuidadosamente el DNA, el cual se transfirid
a un microtubo de 0.5 pl que contenia 400 pl de etanol al 70% y se
centrifug6 a 14,000 RPM por 6 min.

Se decanté el etanol y se secé el DNA a temperatura ambiente. Se
resuspendio el botén con 100 yl de agua o TE (10:1).



El fragmento de DNA que contiene el polimorfismo CD24" se amplificd
por PCR (por sus siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction). Los

oligonucledtidos y condiciones de la reaccidn se muestran a continuacion:

Oligonucleétidos | Direccién Secuencia
Sentido 5-3 TTGTTG CCACTT GGCATTTTT
GAG GC
Antisentido 3 -5 GGATTG GGT TTA GAA GAT
GGG GAAA
Condicion Tiempo Temperatura (°C)
Precalentamiento 5 min 94
Desnaturalizacion 60 s 94
Alineamiento 60 s 50
Elongacién 60 s 72
35 ciclos
Extension final 5 min 72

Los productos de PCR se colocaron en un gel de agarosa al 2% tefiido
con BrEt (bromuro de etidio) a una concentracion menor de 5 ug/ul y se
separaron en base al desplazamiento del DNA cargado negativamente en un
campo eléctrico. El tamafio del fragmento esperado es de 453 pares de bases

y se observo en un transiluminador de luz ultravioleta.

El cambio de C por T produce un sitio de corte para la enzima de
restriccion BstXl en el nucleétido 215, lo que permitid diferenciar dos alelos
(normal y polimérfico) mediante el analisis de fragmentos de restriccion de
longitud polimérfica (RFLP’s). Para lo cual se coloco el producto de PCR y la
enzima de restriccion BstXl en un microtubo, para su incubacion a 50° durante

16 horas. Los productos digeridos se separaron en un gel de agarosa al 2.5%.



El alelo polimérfico T226 se dividido en 2 fragmentos (de 317 y 136 pares de
bases), mientras que el alelo C226 (normal) fue resistente al corte. La
combinacion de los dos tipos de productos indicod la heterocigocidad en el
sujeto estudiado, y la presencia del polimorfismo en ambos alelos,

homocigocidad.

7.4 MUESTREO

7.4.1 SUJETOS DE ESTUDIO
Personas que acudieron a donar al Banco de Sangre del Centro Médico
Nacional “20 de Noviembre” del I.S.S.S.T.E. y que cumplieron los criterios de

seleccion.

7.4.2 CRITERIOS DE SELECCION DE LA MUESTRA

7.4.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION:
- Mujeres y hombres de 18 a 65 anos de edad
- Que tengan padres y abuelos mexicanos
- Personas clinicamente sanas
- Haber nacido en la Republica Mexicana
- Aceptar voluntariamente participar en el estudio (firmar hoja de

consentimiento informado)

7.4.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSION:

- Personas con parentesco entre si.

- Antecedentes hereditarios de enfermedad autoinmune y/o neuroldgica.

7.4.2.3 CRITERIOS DE ELIMINACION:

- Muestras insuficientes para realizar el estudio molecular e inmunoldgico



7.5 TAMANO DE LA MUESTRA

El tamafio de la muestra se determind con muestreo no probabilistico, ya que

se seleccionaron los individuos de acuerdo a la definicion de polimorfismo

genético: cambio nucleotidico que no confiere alteraciones estructurales ni

funcionales en la proteina, con una frecuencia de al menos 1% en la poblacién

(muestra por criterios). Por lo que al menos se requeria de 100 personas. Se

estudiaron 118 individuos.

7.6 DEFINICION DE LAS VARIABLES Y ESCALAS DE MEDICION

Variable Independiente:

Género

Variable dependiente:
Polimorfismo CD24" en el gen CD24

Nombre Definicion operativa Tipo de Clasificacion Fuente

variable de
datos

GENERO Caracteristica biolégica Masculino Cédula
que diferencia hombre- | Cualitativa de

mujer Femenino registro.

Polimorfismos Variacion en la Cédula
CD24' del gen secuencia del gen Presente de

CD24 CD24, el cual es una Cualitativa registro.

sialoglicoproteina de la Ausente

membrana del linfocito
B unida a

Glicosilfosfaftidilinositol




7.7 ANALISIS ESTADISTICO

En el andlisis de los resultados se aplicaron pruebas de estadistica descriptiva
para cada variable, como distribucion de frecuencias, medidas de tendencia
central y de variabilidad. La distribucién de los diferentes genotipos (alelos) en

cada grupo, se analiz6 a través de Equilibrio de Hardy-Weinberg.



7.8 CONSIDERACIONES ETICAS

Dado que se traté de una investigacidn en seres humanos se cumplié con los
principios éticos necesarios para su realizacion, para lo cual se presenté una
carta de Consentimiento Informado a los participantes del estudio, que
garantizo los principios de autonomia, no maleficencia y confidencialidad de la
informacion clinica y genética individual, con base en la Ley General de Salud
(Articulos 22-27, 34-56 y 100), la Declaracion Universal sobre el Genoma y
Derechos Humanos, promulgada por la UNESCO en 2003, el informe Belmont
de guias éticas para la proteccion de los sujetos humanos de investigacion
biomédica y la Declaracion de Helsinki modificada en la 52% Asamblea General
en Edimburgo Escocia, Octubre 2000, nota de Clarificacion sobre el parrafo 29,

afiadida por la Asamblea General, Washington, 2002.

El protocolo fue sometido para su aprobacion por el Comité de
Investigacion y de Etica del CMN “20 de Noviembre”, ISSSTE. (Anexo 1 Carta

de Consentimiento Informado)



7.9 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividad

Marzo
2009

Abril 2009

Mayo 2009

Junio 2009

Entrega de protocolo

de investigacion

Selecciéon de controles
y recoleccion de datos

y muestras

Extraccion y

cuantificaciéon de DNA

Estandarizacion y
desarrollo de técnicas

moleculares

Analisis estadistico de
los datos
epidemioldgicos y

moleculares

Escritura de tesis

Impresion y entrega de

tesis final

Escritura del articulo y
envio a revista

indexada




7.10 LOGISTICA

7.10.1 RECURSOS HUMANOS

La realizacion del presente protocolo de investigacion, requiri6 de la
participacion de médicos, quimicos y bidlogos, capacitados en las diferentes
técnicas moleculares y sus aplicaciones; asi como en el analisis de resultados.
El tiempo fue variable en la participacion de cada uno de los mencionados, con

el plan de seguir el cronograma establecido.

7.10.2 RECURSOS MATERIALES

- Libreta de registro de pacientes

- Hoja de recoleccion de datos

- Lapices

- Computadora (Excel, Word)

- Equipo necesario del laboratorio de Medicina Gendémica:
¢ Microcentrifuga
o Vortex
e Termociclador de gradiente de punto final.
e Pipetas de presién positiva de diferentes rangos.
e Camaras electroforéticas horizontales.
e Transiluminador de luz ultravioleta

e Secuenciador Beckman-Coulter

7.10.3 RECURSOS FINANCIEROS
Principalmente los asignados por el fondo FONSEC SSA/IMSS/ISSSTE vy los
destinados a los servicios de Medicina Gendmica, Neurologia e Inmunologia

Clinica y Alergia.

Esta investigacion requirio de consumibles y reactivos para el desarrollo
de las técnicas de Biologia Molecular como extraccion de DNA, PCR, RFLP's y

secuenciacion, con un costo aproximado de $25,000.00 M.N.



9. DISCUSION

Este es el primer estudio de la frecuencia del polimorfismo CD24" del gen
CD24 en la poblacion mestiza mexicana clinicamente sana; en el que se
incluyeron individuos no relacionados, nacidos en la Republica Mexicana, con
padres y abuelos mexicanos, con el proposito de asegurar que los alelos fueran
de origen mexicano. Donde se obtuvo como proporcion del genotipo mas
frecuente al homocigoto silvestre (0.59), seguido del heterocigoto (0.4) y

finalmente el homocigoto mutante en 0.01.

En relaciéon al género, también predominé el genotipo homocigoto
silvestre tanto en hombres como en mujeres, sin embargo, el porcentaje fue
mayor en las mujeres con un 70%, y en los hombres en el 52.56 %. En el caso
del genotipo heterocigoto se identific6 mayor frecuencia en hombres con
relacion a las mujeres (47 vs 29.5 %). El unico caso con el genotipo

homocigoto mutante se presentd en una mujer.

En lo que respecta a la frecuencia alélica, el alelo homocigoto mutante
se encontro en una proporcion de 0.21, y el silvestre a la proporcion restante de
0.79.

En genética de poblaciones el principio de Hardy-Weinberg establece
que la composicidn genética de una poblacién permanece en equilibrio,
mientras no actie la seleccién natural ni otro factor que provoque mutacion. 2
La ley de Hardy-Weinberg afirma que bajo ciertas condiciones, tras una
generacion de apareamiento al azar las frecuencias de los genotipos de un gen
individual se fijan en un valor de equilibrio particular que se representan como
una funciéon sencilla de frecuencias: la frecuencia genotipica para el
homocigoto dominante CCp?, la del heterocigoto CT es 2pq y la del homocigoto

recesivo en este caso homocigoto mutante TT es g°. Donde “p” es el alelo

[{P ]

normal y “q” el alelo mutante. %



Las poblaciones en equilibrio alélico son idealizadas porque requieren de
condiciones como apareamiento aleatorio, tamafno infinito y que no exista

seleccion, mutacién ni migracion. H¢!

En este estudio la distribucion del polimorfismo CD24" no se encontro en
equilibrio, de acuerdo a la Ley de Hardy-Weinberg, probablemente por ser para
este tipo de estudios una muestra pequena de la poblacion. Las poblaciones
pequefias presentan un cambio aleatorio en las frecuencias genotipicas, debido

al defecto de muestreo y a la deriva génica.

No obstante, el estudio muestra un precedente de la presencia de este
polimorfismo en estado homocigoto, por lo que debera considerarse el analisis
de un mayor numero de individuos, con lo que se podria corroborar por una
parte la frecuencia alélica del polimorfismo y por otra, si esta variante genética

se encuentra distribuida de forma equilibrada en nuestra poblacién o no.

El conocimiento de la frecuencia de este polimorfismo en CD24 podra
determinar su utilidad en estudios de asociacion genética, sobre todo en

enfermedades autoinmunes.

Los resultados del estudio forman parte de los avances logrados a la
fecha del proyecto: “IDENTIFICACION DE POLIMORFISMOS GENETICOS DE
CD24 ASOCIADOS A LA DISFUNCION NEUROLOGICA EN PACIENTES
CON ESCLEROSIS MULTIPLE”- C01-69809, apoyado por los fondos en salud
2007 del CONACYT.



Conclusiones.

El polimorfismo CD24" mas frecuente fue el homocigoto silvestre. En este
estudio la distribucion del polimorfismo CD24" no se encontré en equilibrio, de
acuerdo a la Ley de Hardy-Weinberg. El conocimiento de la frecuencia de este
polimorfismo en CD24 determinara su utilidad en estudios de asociacion

genética, sobre todo en enfermedades autoinmunes.



10. ANEXOS

10.1 Carta de Consentimiento Informado.






10.2. Cuadros y graficas.

Cuadro 1. Caracteristicas de los individuos

Total 118
Mujeres (%) 41 (35)
Hombres (%) 77 (65)
Edad (afios)* 34.18 £ 10.71
Rango de edad, en afos 18 - 64

* Los valores se expresan en media y desviacion estandar.

Cuadro 2. Polimorfismo de CD24 por lugar de origen (%)

Origen Homocigoto silvestre Heterocigoto Homocigoto
mutante

Distrito 46 (39) 32 (27) 1(1)

Federal

Edo de 9(7.63) 2(1.7) 0

México

Otros 15 (12.7) 13 (11.1) 0







Grafica 3. Frecuencia de genotipos por género
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