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INTRODUCCION 

 

Los Adenovirus (Ad) causan múltiples enfermedades clínicas que afectan al 

sistema ocular, respiratorio, urinario y gastrointestinal. Las manifestaciones 

clínicas varían de esporádicas a epidémicas sin producir signos o síntomas 

patognomónicos, son usualmente agudas y autolimitadas, pero en niños muy 

pequeños pueden ser fatales o estar asociados con daños crónicos. Se 

conocen más de 100 genotipos y se han identificado 6 subgéneros (A-F), 

basados en varias características biológicas y moleculares; se han reportados 

51 de ellos  capaces de infectar al hombre.1-3 

En la literatura se han reportado genotipos de Ad pertenecientes a los 

subgéneros B (Ad3 y Ad7), C (Ad1, Ad2, y Ad5), o E (Ad4), como causantes 

esporádicos de conjuntivitis, conjuntivitis folicular o fiebre faringo-conjuntival. 

Los brotes hemorrágicos son producidos por el subgénero D, 

fundamentalmente por Ad8 asociado a queratoconjuntivitis epidémica.4-6  Los 

genotipos Ad1, Ad2 y Ad5 son adenovirus que generalmente producen cuadros 

respiratorios, cuando afectan al ojo se presentan causando cuadros menos 

graves en el pronóstico que los genotipos Ad8, Ad19 y Ad37 los cuales son los 

agentes comunes en la queratoconjuntivitis epidémica y son responsables de la 

infección ocular, por adenovirus, más contagiosa y discapacitante.7,8  

En la queratoconjuntivitis epidémica, Ad induce una respuesta inflamatoria 

aguda intensa, los signos clínicos incluyen epífora, edema palpebral, formación 

de pseudomembranas conjuntivales y hemorragia y queratitis epitelial punteada 

o geográfica. En ausencia de una terapia antiviral efectiva, el tratamiento 

incluye, compresas frías, lágrimas artificiales y, en casos seleccionados, 



antibióticos tópicos y/o corticoesteroides. Incluso con tratamiento de soporte, la 

intensa respuesta inflamatoria conjuntival puede llevar a la formación de 

simbléfaron permanente y ojo seco. En la córnea, se desarrollan típicamente 

múltiples infiltrados subepiteliales (ISE) en los primeros 7-10 días tras el inicio 

de los signos clínicos de infección que pueden persistir durante meses o años. 

Los ISE son casi literalmente el sine qua non de la queratoconjuntivitis 

epidémica. En un estudio realizado con pacientes diagnosticados con 

queratoconjuntivitis epidémica, un tercio de esa población presentó ISE durante 

más de 45 días desde el inicio del cuadro.9 

Por lo anterior descrito, se han realizado esfuerzos para identificar los factores 

que propician e influyen en el grado de severidad en el huésped así como el 

pronóstico visual del paciente. Entre los factores que se han estudiado están la 

respuesta inmune, la cual puede influir en el daño directo. Los mecanismos que 

deciden la respuesta inicial del hospedero dependen de la respuesta inmune 

innata mediada por citocinas proinflamatorias, fundamentales en el 

establecimiento de la respuesta inmune adaptativa, la cual provee protección a 

largo término. Recientemente se ha dado una particular atención al estudio de 

los receptores de la respuesta inmune innata. Las interacciones tempranas 

entre los patógenos y las células hospederas son críticas en la instalación de la 

infección. Estos receptores conocidos como Receptores de Reconocimiento de 

Patrones (RRP), identifican Patrones Moleculares de Patógenos (PAMP) 

altamente conservados, y dirigen la efectividad de la respuesta inmune 

adaptativa, quien limita o posibilita la exacerbación de la infección.10 

Se ha demostrado que los receptores tipo Toll  (TLRs), desempeñan un papel 

esencial en accionar la respuesta inmune innata reconociendo una gran 



variedad de patrones moleculares asociados de bacterias, virus, protozoos, y 

hongos. Los TLRs se expresan en células de la respuesta inmune innata e 

inician señales debido a la interacción con los antígenos que reconocen 

(ligandos específicos), dirigiendo la respuesta inflamatoria, que intenta eliminar 

al patógeno y lleva a la respuesta adaptativa.10  En humanos se han identificado 

diez TLRs (TLR1–TLR10).10,11 

El TLR2 es un receptor particularmente especial, debido a que posee un 

mecanismo único de reconocimiento de ligandos en donde coopera con otros 

TLR miembros de la familia, especialmente TLR1 y TLR6.12 Existen varios 

trabajos que demuestran que herpes virus simple tipo 1 (HSV1), herpes virus 

tipo 2 (HSV2), Citomegalovirus (CMV) y virus sincicial respiratorio (VSR), 

inducen citocinas proinflamatorias dependiente de TLR2 y que son un intento 

de la célula para inducir protección.13-15  

Se han identificado variantes genéticas conocidas como polimorfismos de un 

solo nucleótido (SNP), en los genes que codifican para los TLRs. En TLR2 se 

han reportado los SNPs Arg677Trp, Arg753Gln asociados a la susceptibilidad y 

severidad a infecciones virales. 14,16  

En este estudio nos propusimos estudiar los SNP de la región citosólica 

(dominio TIR) debido a que se ha relacionados con la unión de la molécula 

adaptadora MyD88, evento crítico en la activación celular por TLR2.14  

    
 
 
 
 
 
 
 
 



OBJETIVO 

Investigar la relación entre los SNPs Arg677Trp, Arg753Gln del dominio TIR del 

gen TLR2 y la infección ocular por adenovirus en una población Mexicana. 

 

 

 

JUSTIFICACIÓN 

Se han reportado seis SNPs  del gene TLR2 que cambian aminoácidos de la 

parte  citosólica del receptor TLR2, pero únicamente 2 polimorfismos; 

Arg677Trp, Arg753Gln que se encuentran en el  dominio TIR del gen de este 

receptor,  se han relacionados con la unión deficiente de la molécula 

adaptadora MyD 88, este evento influye la disminución de la activación de NF-

kB, y por lo tanto altera la respuesta inflamatoria, lo que lleva a un riesgo 

creciente a infecciones por lo que una señalización incorrecta mediada por 

TLR2 es un factor de riesgo a infecciones. 

 

 

 



MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Se estudiaron 40 muestras históricas de raspado conjuntival de pacientes con 

diagnóstico clínico de conjuntivitis por Adenovirus, confirmado por PCR. Como 

controles fueron estudiadas muestras de sangre de 40 individuos de población 

abierta sin antecedente conjuntivitis folicular  y clínicamente sanos. 

 

Extracción de DNA.  

La extracción de ADN se realizó con  el mini kit QIAamp (GIAGEN, Sciences. 

Meryland, USA) según protocolo, brevemente: 200 µl de la muestra fueron incubados 

a 56ªC/10min, en un buffer de extracción en presencia de proteinasa K. Se precipitó 

con etanol al 100% y se pasó a una columna de QIAamp; se hicieron dos lavados 

con los buffers  correspondientes y se eluyó con buffer libre de ADNasas. El material 

genético fue almacenado a -20°C hasta su identificación.  

 

PCR específico para el sitio TIR de TLR2.   

Se realizó PCR de las posiciones nucleotídicas 2170 al 2570 del gen de TLR2. Esta 

región corresponde a una fracción del sitio citosólico del receptor conocido como 

dominio TIR, en donde se encuentran los SNPs Arg677Trp  y Arg753Gln. Cada 

reacción fue hecha en un volumen total de 20ul conteniendo 10 ul de la HotStar Taq 

Master Mix Polimerase (QIAGEN Sciences. Meryland, USA), con 2.5U de Taq 

polimerasa, 1.5nM de Mg2Cl, 200uM de cada dNTP, 1X del buffer de reacción y 0.5 

uM de los oligonucleótido  TLR2F 5’-atgcctactgggtggagaacct-3’ y TLR2R 5’-

ctgagagctgcgataaagtc-3’. El producto de amplificación es de 411pb. La 

amplificación fue realizada utilizando el programa de un ciclo a 95ºC/15 min, y 40 



ciclos a 94ºC/1min,  una Tm de 59.2ºC/1min 72ºC/1min y un ciclo de  extensión a 

72ºC/10min. La reacción se realizó  en un termociclador GeneAmp PCR System 

2400 (Perkin Elmer Co. Norwalk, Connecticut). Los productos de PCR se analizaron 

en geles de agarosa al 1.5% teñidos con bromuro de etidio (1ug/ml). Se usó como 

marcador de pesos moleculares el Ready-Load 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, 

L.T.). Las bandas con el amplificado fueron cortadas para su posterior purificación 

utilizando los reactivos de Qiaex II kit (Qiagen, Hilden, Germany). 

 

Secuenciación del amplificado TIR.   

El fragmento de 411 pb fue procesado por secuenciación automatizada directa por el 

método de terminadores fluorescentes (Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit, 

Applied Biosystems, Foster City, CA) utilizando 15ng del DNA purificado utilizando un 

programa de temperaturas que incluyen 25 ciclos de desnaturalización a 97°C por 30 

segundos, una temperatura de alineamiento de 50°C por 15 segundos y una 

temperatura de extensión de 60°C por 4 minutos. El producto obtenido se analizó en 

un secuenciador ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Las 

secuencias se compararon con la forma silvestre (GeneBanck) de manera manual 

debido a que el amplificado es sólo de 411 pb. 

 

Análisis de resultados.  

La relación estadística entre los polimorfismos encontrados en el dominio TIR de 

TLR2 y la infección por adenovirus, se investigó utilizando X2 para comparar la 

frecuencia alélica y genotípica.  

 



RESULTADOS 

Se procesaron 40 muestras de pacientes con infección con adenovirus para la 

secuenciación del dominio TIR de TLR2 con el objetivo de buscar los SNPs 

Arg677Trp y Arg753Gln. Las frecuencias alélicas observadas para Arg677Trp 

fue del 100% para el alelo C y 0% para el alelo T en pacientes y controles 

mientras que, para Arg753Gln33 la frecuencia alélicas fue del 100% para el 

alelo G y el alelo A estuvo ausente. Resulta importante mencionar que se 

encontró en cuatro pacientes infectados y en cuatro controles, una variante 

polimórfica no esperada,  Phe707Phe, un SNP sinónimo (figura 1), que por el 

número de muestra estudiada el análisis de X2 no reporto resultados 

estadísticamente significativos. 

 

 

Figura 1. Electroferograma en donde se indica con una flecha el polimorfismo 

de TTT (Phe) por TTC (Phe) en el aminoácido 707 para la región TIR deL Gen 

TLR2. 

 

Phe707Phe

TTT/TTC 



DISCUSIÓN 

La respuesta inmune contra adenovirus ha sido muy estudiada debido a que 

este virus se ha  propuesto como un vector que puede portar material genético, 

característica importante en la terapia génica. Es bien conocido que los Ad 

utilizan el receptor  para coxsackievirus y Ad (CAR) para adherirse y entrar a la 

célula, además está demostrado que la unión  a este receptor estimula la 

respuesta inmune.17 Otra vía de estimulación podría estar inducida por el virus 

a través de TLRs. 

El papel de TLR2 en la respuesta inducida por Ad aún no es claro, planteamos 

que al menos en parte, la respuesta inflamatoria inducida por la presencia del 

virus podría estar mediada por este receptor. Appledorn DM y colaboradores en 

un estudio en donde utiliza a Ad como vector, reportan que el virus puede 

inducir respuesta inflamatoria vía señalización de MAPK, por activación de 

TLR2 y que hay una respuesta inmune adaptativa, parcialmente dependiente 

de TLR2 y TLR9.18  Además, se ha reportado que mediante ligandos o 

agonistas de TLR2 se puede inducir protección contra HSV2, a nivel vaginal, 

por la generación sistémica de linfocitos T CD8+.19  

Jin X y colaboradores estudiaron el RNAm de TLRs en corneas sanas. 

Encontraron que TLR1, 2, 3, 4 y 6 se expresan en mayor proporción que TLR7, 

8 y 9, y en menor cantidad TLR5 y 10. Además, encontraron que en corneas 

con queratitis estromal herpética activa estuvieron sobreexpresados TLR4, 7, 8 

y 9, sin embargo en las corneas con queratitis herpética no activa sólo el  

RNAm del TLR7 estuvo sobreexpresado. El hecho de que en corneas sanas se 

encuentre una mayor cantidad de TLR2 y TLR1 y 6, con quienes TLR2 forma 

dímeros para el reconocimiento de sus ligandos, podría indicar que en la primo 



infección por Ad, el reconocimiento del virión es por TLR2 el cual está 

dirigiendo la respuesta inflamatoria inicial. 20 

Por último, reportes recientes indican que variantes genéticas (polimorfismos), 

en los genes de la respuesta inmune innata, están asociados con desordenes 

en la respuesta inflamatoria. Se cree que deficiencias a nivel de RRP afecta la 

maduración del sistema inmune e inclina la balanza hacia la enfermedad. El 

papel de los factores genéticos es determinante en la susceptibilidad a la 

infecciones y se ha hecho mas evidente en la actualidad; algunas personas 

parecen estar predispuestas a ciertas infecciones, mientras que otras son 

protegidas.21  Los polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) Arg677Trp, 

Arg753Gln en el gen TLR-2  se asocian con alto riesgo de infecciones severas 

como son las producidas por HSV 2, HSV 1 Y CMV. Estudios recientes han 

demostrado que los SNPs en el gen TLR2, dentro del dominio TIR 

(aminoácidos 643-784) son muy importantes para la dimerización y 

señalización mediada por TLR. 16, 22-24 En este estudio nos planteamos estudiar 

los polimorfismos Arg677Trp, Arg753Gln, antes mencionados, que con mayor 

frecuencia se han reportado asociados a la susceptibilidad a infecciones. La 

población mexicana estudiada, no presentó ninguno de los dos polimorfismos 

buscados. Por otra parte, resulta interesante el hallazgo del polimorfismo 

Phe707Phe  en 4 pacientes y en 4 controles. Este SNP sinónimo no ha sido 

reportado e ninguna otra población,  por lo que proponemos el análisis de un 

grupo mayor de muestras para conocer si es un marcador de la población 

hispana o particularmente de la población mexicana. 

 



CONCLUSIONES 

La relevancia de los resultados obtenidos radica en que los polimorfismos 

Arg677Trp, Arg753Gln no están presentes en la población estudiada, lo que 

sugiere que en la población mexicana no están asociados a la susceptibilidad a 

la infección por adenovirus. En la población estudiada se encontró el 

polimorfismo Phe707Phe, que hasta el momento no se ha reportado su 

asociación con riesgo a infecciones. 
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