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RESUMEN

Objetivo

Demostrar la asociacion entre el polimorfismo -1486T/C de la region promotora

del gen TLR 9 con blefaritis infecciosa.

Material y Métodos

Se obtuvieron 30 muestras por raspado palpebral con blefaritis infecciosa, asi
como 30 muestras de sujetos sin patologia ocular. Se realizé amplificacion por
PCR de la regiéon promotora del gen de TLR 9, posteriormente se purificaron
los productos de amplificacion y se analiz6 la secuencia del gen para la
busqueda del polimorfismo -1486T/C. Se utilizé Chi cuadrada para realizar el

analisis entre la asociacion de blefaritis infecciosa y la region promotora.

Resultados

La frecuencia alélica -1486T se encontré en un 62.5% en pacientes con
blefaritis infecciosa, y solo en un 25% en sujetos control. Nuestros resultados
demostraron diferencias significativas entre pacientes y controles (p<0.0001) y

se encontro un riesgo relativo de 2.48 y una razén de momios de 4.89.

Conclusion

En este estudio realizado en poblacion mexicana sobre infeccion por blefaritis y

la region promotora del gen de TLR 9, encontramos una alta frecuencia para el



alelo -1486T en pacientes con blefaritis infecciosa. Lo cual indica que existe
una relacion entre el polimorfismo -1486T y la susceptibilidad para desarrollar

blefaritis infecciosa en la poblacidn estudiada.



ABSTRACT

Purpose

To demonstrate the association between polymorphism of TLR9 gene promoter

region with infectious blepharitis.

Methods

Thirty samples of palpebral scraping from patients with infectious blepharitis,
and thirty samples from not infected subjects, as controls, were studied. The
promoter region of toll like receptor 9 (TLR 9) gene was amplified by PCR, and
then, the PCR products were purified and analyzed the presence of SNP -
1486T/C by direct sequencing. Fisher Chi-square was used to found the

association between blepharitis and the polymorphism in the promoter region.

Results

The allelic frequency of -1486T was 62.5% of the promoter region of TLR 9
gene in patients, and in controls was 25%. Our results showed significantly
differences between patients and control subjects (p<0.0001) and the relative

risk was 2.48 and the Odds Ratio 4.89.

Conclusions

Our results show significant differences between patients and controls (p
<0.0001). In this study of Mexican population on infectious blepharitis and
polymorphism of the promoter region of TLR 9 gene, we found high frequency

for -1486T allele in patients with infectious blepharitis, which indicates that there



is relationship between -1486T polymorphism in TLR 9 gene and is associated

with the susceptibility for infectious blepharitis in the studied population.



INTRODUCCION

Los recetores tipo Toll (TLR) son un grupo de familias las cuales representan
una de las principales formas de reconocer patdgenos, la transduccion de
sefales por estos receptores es fundamental para la defensa del huésped
contra muchos microorganismos patogenos y también subyace una gran carga
de enfermedades en humanos. La estimulacion de el TLR 9 activa células B y
dendriticas, causando asi que los linfocitos tipo Th1 tengan una respuesto
inmune ante patdégenos. Teniendo asi un papel muy importantes en los
sistemas de inmunidad congénita y adquirida por medio del reconocimiento de
ADN de bacterias. Existen estudios previos que han demostrado que un
poliformismo de un solo nucledtido de TLR 9 ha sido asociado a enfermedades
infecciosas, asi como a enfermedades autoinmunes.

Existen estudios especificos sobre el polimorfismo -1486 T/C en cancer
cervicouterino, en donde se ha encontrado a este como un factor de riesgo
geneético. Estos hallazgos se han basado ya en la evidencia al existir
disregulacion en la sefializacion por parte de TLR se presenta una
disregulacion en la relacion con citocinas pro y antinflamatorias, lo cual
conlleva a presentar un riesgo elevado para desarrollar enfermedades

bacterianas, inmunoldégicas y neoplasicas.



MARCO TEORICO

La blefaritis esta caracterizada por una relacion entre flora ocular y una
disfuncion de glandulas de meibomio lo cual conlleva signos de inflamacion
cronica en parpados, cambios corneales y conjuntivales, asi como sintomas de
malestar ocular. Esta patologia fue descrita en 1908 por Elsching , siendo una
de las condiciones mas frecuentes por las cuales un paciente busca atencion
meédica. Es una condicion meédica cronica comun en todo el mundo,
caracteristicamente puede afectar a cualquier grupo de edad, en la cual los

parpados presentan inflamacién principalmente.

McCulley et al. ha expandido las dos categorias fundamentales en la
inflamacion de parpados en 6 diferentes categorias, la primera causada por
estafilococo la cual se presenta de forma mas frecuente en mujeres jovenes,
hasta el 46% se trata de estafilococo aureus y el resto corresponde a
estafilococo epidermidis.

El segundo grupo abarca pacientes de edad avanzada con evidencia de
enfermedad seborreica, se trata de una enfermedad crénica presentada de
igual forma en hombres y mujeres, y la localizacion mas frecuente es en la
porcidon anterior de el borde palpebral. El tercer grupo se refiere a la
conincidencia de enfermedad seborreica y estafilococica, presentando un
mayor grado de inflamacion. El cuarto grupo lo defini6 como seborrea
meibomiana, en el cual los pacientes presentan alteraciones de las glandulas

de meibomio. Tanto el quinto y sexto grupo son similares, presentan



inflamacion de las glandulas de meibomio, presentando un borde palpebral sin

alteraciones. 2

Dentro de la flora que se puede encontrar de forma normal en los parpados el
94% corresponde a estafilococo epidermidis, 87% a propionibacterium acnes y
el resto a otro de tipo de patdégenos, cabe mencionar que estafilococo aureus

solo se encuentra en un 13% de forma normal. 3

Estos microorganismos producen lipasas las cuales alteran la composicion
lipidica de las glandulas de meibomio. Los medicamentos antibidticos utilizados
en la actualidad tinene como funcion reducir la produccion de lipasas, asi como
los efectos quimiotacticos de los neutréfilos, sin dejar de paso la actividad

contra las colagenasas y metaloproteinasas. *

Los signos clinicos incluyen prurito, irritacion, sensacion de cuerpo extrafio,
epifora, fotofobia, visidbn borrosa, costras fibrinosas endurecidas rodeando los
anexos, se pueden presentar ulceras en el margen palpebral cuando estas son
removidas. La inflamacién de los parpados se manifiesta con eritema, edema,
engrosamiento, hiperqueratinizacion e irregularidades del margen palpebral.
Los signos de inflamacion palpebral cronica son madarosis o pérdida de
pestaias, triquiasis refiriéendose a una direccion andmala de las pestafias,
tilosis o engrosamiento de borde palpebral, poliosis considerada como pérdida

de pigmentacion de pestanas.

En general cuando se habla del término blefaritis estafiloccica se hace

referencia a los casos en los cuales existe una infeccion bacteriana de los



parpados y de forma frecuente de la conjuntiva, de forma predominante, y no
asi cuando se hace referencia a solo una disfuncion de las glandulas de
meibomio, en donde solo existe la presencia de secrecién producida de forma
cronica, la cual tiene efecto irritativo en el margen palpebral asi como en la

conjuntiva. 4

Algunos pacientes pueden presentar deficiencia de la pelicula lagrimal, existe
una secrecion de forma excesiva de productos lipidicos por parte de las
bacterias, las cuales modifican la pelicula lagrimal dando como consecuencia

una inestabilidad de la misma, provocando una pérdida por evaporacion. *

Existen condiciones inflamatorias con una significante asociacién a blefaritis
como gastritis, ulcera péptica, asma, artropatias y CUCI (Colitis Ulcerativa
Crénica Inespecifica), asi como algunas enfermedades cardiovasculares,

psicoldgicas, entre otras. °

Dentro de las enfermedades en las cuales se encuentra de manera muy
frecuente la blefaritis como patologia concomitante, esta la Rosacea, una
condicion patoldgica en la cual existe afeccion de la piel incluyendo afeccidn
ocular, caracterizandose por una produccion excesiva de secrecion sebacea,

acompafiada de blefaritis cronica. °

Esta patologia predispone a los pacientes para presentar blefaritis
principalmente creando un ambiente en la piel basado en la congestion de
glandulas priductoras de material oleoso, necesarias para el correcto

funcionamiento de la dermis y epidermis, asi como del borde palpebral.



Uno de los principales retos para el sistema inmune innato, es contar con la
habilidad de discriminar entre un gran numero de probables patdgenos, con el
uso de un pequefio numero de receptores. Los receptores tipo toll, por sus
siglas en inglés TLR son de los mejores tipos de moléculas para
reconocimeinto en mamiferos teniendo un papel importante para el
reconociemiento de diversos patdgenos, y a su vez para la activacién de la

inmunidad innata, conllevando al desarrollo de la inmunidad adaptativa.

Algunas funciones han sido investigadas por asociacion de la incidencia de
alguna enfermedad con los diferentes polimorfismos en genes que participan
en la sefalizacién de los TLRs. Estos estudios han ensefiado que la funcion
de los TLRs participa en diferentes enfermedades como sepsis,

inmunodeficiencias, ateroesclerosis y asma. °

Una gran diversidad de estudios han demostrado que diferentes TLR’s son
expresados en multiples tejidos oculares asi como en células, con un papel

importante en la defensa contra infecciones bacterianas. '°

También se ha estudiado la presencia en otro tipo de enfermedades oculares
lejos de la etiologia infecciosa, por ejemplo Kindzelskii AL et al han demostrado
la participacion de TLR 4 en la senalizacion transmembrana en respuesta al
anclaje de los segmentos externos de los fotorreceptores, cobrando
importancia en enfermedades como Degeneracidon Macular Relacionada a la

Edad. '



Cada vez nos acercamos mas en aceptar o demostrar el hecho de que existe
una interaccion tanto dinamica como compleja entre las anormalidades de la
superficie palpebral, el sistema inmune del paciente y la inmunidad natural de

parpados y la pelicula lagrimal.

Akilov et al, realizaron un estudio evaluando la respuesta inmune en
demodicosis, mencionando que la disposicibn de los linfocitos para
experimentar apoptosis se ve aumentada de forma paralela al aumento de
acaros, esto podria ser el resultado de una inmunosupresion local causada por

los acaros, que sobreviven en el huésped gracias a esta condicion. 12

Se ha descubierto que los TLR son capaces de regular la produccion de
citocinas en respuesta a ligandos endogenos, los cuales son liberados
posterior a dafio en algun tejido, lo cual sugiere que estos pueden mantener

una respuesta inflamatoria atn en ausencia de algtn patégeno. 2

Chang et al en 2007 demostraron que existe alteracion en la expresion de
TLR4 y TLR 2 en pacientes con uveitis, lo cual podria ser consistente con un
estado de tolerancia a endotoxinas en pacientes con dicha patologia, a su vez

apoya esta idea en infecciones bacterianas. "

En diferentes tipos de patologia se han estudiado ampliamente los genes y las
regiones promotoras de dichos genes, las cuales se encargan de codificar para
las diferentes familias de TLR’s , hablando no solo de patologia autoinmunes si

no también de enfermedades infecciosas y de neoplasias. ™



El TLR 9 es expresado por células B, monocitos y mastocitos, induciendo la
activacion de citocinas pro inflamatorias como la IL 2 (interleucina) y el IFN
(interferon). Se han realizado estudios sobre la actividad anti tumoral que
confiere este tipo de TLR en neoplasias de pequefio y gran tamafo, en

carcinoma colorrectal, prostatico y gastrico. '

el polimorfismo -1486 T/C ya localizado mediante estudio genético y de PCR
en la region promotora del gen para TLR 9, ha demostrado alteracion de la
funcidn y de la habilidad de este ante las acciones de algun patégeno, incluso
en algunas enfermedades aumentando el riesgo de presentar algun tipo de
neoplasia. '°

diferentes estudios han revelado la asociacion de este polimorfismo con
diferentes enfermedades como asma, enfermedad de Crohn, malaria y
aspergilosis pulmonar por mencionar algunas. 17

No solo destacando la importancia como caracteristica en este tipo de
enfermedades, si no en algunas como carcinoma nasofaringeo, confieren un

factor de riesgo importante y prondstico.

18



JUSTIFICACION

La blefaritis infecciosa es una enfermedad caracterizada por su respuesta
inflamatoria que puede ser leve, moderada o severa y es causada por
bacterias, parasitos, hongos y virus, siendo la infeccibn mas comun la
ocasionada por bacterias Gram positivas. Siendo un problema de salud publica
muy frecuente, es necesario conocer los aspectos moleculares que estan
relacionados a esta entidad clinica y hasta el momento no existe informacion
acerca de como se relaciona el polimorfismo de la region promotora del gen

TLR 9 con la blefaritis infecciosa.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta el momento existen reportes asociados al polimorfismo de la region
promotora del gen TLR9 con enfermedades infecciosas tales como malaria,
meningitis bacteriana, tuberculosis, uveitis e incluso con enfermedades como el
lupus eritematoso, sin embargo, no existen estudios que relacionen el
polimorfismo de la regién promotora del gen TLR9 con el riesgo de blefaritis

infecciosa, por lo cual surge esta pregunta:

¢ Existe relacion entre el polimorfismo de la regidn promotora y el riesgo de

desarrollar blefaritis infecciosa?



HIPOTESIS

Existe una relacion entre el polimorfismo de la region promotora del gen TLR9

con el riesgo de adquirir una blefaritis infecciosa.

HIPOTESIS NULA

No existe relacion entre el polimorfismo de la region promotora del gen TLR 9

en pacientes con blefaritis infecciosa.



OBJETIVO

Demostrar la asociacion entre el polimorfismo de la region no traducida del gen

TLR9, que pertenece a la region promotora, con la blefaritis infecciosa.

Objetivos especificos

Realizar PCR y secuenciacion para la region promotora TLR 9.

Determinar la frecuencia alélica del polimorfismo de la regién promotora de

TLR 9 en pacientes con blefaritis infecciosa.

Determinar el riesgo relativo y la razén de momios del polimorfismo de la region

promotora de TLR 9 en pacientes con blefaritis infecciosa.



MATERIAL Y METODOS

Se realizd6 un estudio prospectivo, descriptivo y transversal en el periodo
comprendido de mayo del 2013 a octubre de 2013, en pacientes del Hospital

Fundacion “Hospital Nuestra Sefiora de la Luz”

Se estudié a un grupo de 30 pacientes hombres y mujeres, con blefaritis
infecciosa y un grupo control de 30 sujetos sin patologia ocular, previa firma del

consentimiento informado.

El diagndstico de blefaritis infecciosa se realizé clinicamente, pacientes que
refirieron prurito, sensacién de cuerpo extrafio, eritema en borde palpebral,

escama o collarete en pestafnas.

El grupo control de sujetos sin patologia ocular, fué un grupo de poblacion
abierta que acudio por estudio de refraccion, sin presentar algun signo clinico

de enfermedad ocular infecciosa.

Toma de la muestra

Se realiz6 un raspado palpebral con un hisopo de rayon utilizando un medio de
transporte con antibidticos para su almacenamiento y posterior extraccién del

ADN.

Se excluyeron a los pacientes con tratamiento topico aplicado durante dos

semanas previas a la toma de muestra. Se eliminaron las muestras que, aun



cumpliendo con los criterios de inclusion, se haya presentado un error en la

toma y/o manejo de la muestra.

Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se realiz6 utilizando un producto comercial (Puregene
QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante y el DNA obtenido se

almaceno a -80°C hasta el momento de su analisis

PCR y Secuenciacién nucleotidica

Se disefaron los oligonucleotidos para realizar la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) los cuales fueron: F= 5-ACTTACTATGTGCTGGGCACTG-3’
y R=5-CCTGCTTGCAGTTGACTGTGTA-3’ que amplifican un producto de 350
pares de bases (pb). Las condiciones adecuadas para llevar a cabo la PCR
fueron: HotStarTaq de Invitrogen (Cat. ) 10ml, Oligonucledtido F 0.3 ml,
Oligonucledtido R 0.3 ml, DNA 4ml ajustando con agua a un volumen final de
20ml. El programa utilizado fue: un ciclo de 95°C durante 10 minutos seguido
de 38 ciclos de 95°C/1 minuto, 60°C/1 minuto, 72°C/1 minuto, finalizando con
un ciclo de extension de 72°C durante 10 minutos utilizando un termociclador
Axigene/Maxigene.

Posteriormente se llevd a cabo la electroforesis en gel de agarosa al 1.5% a
90V durante 40 minutos. Se observé en un fotodocumentador y las bandas de

producto de PCR se cortaron y purificaron para después realizar la



secuenciacion nucleotidica por el método de terminadores fluorescentes
(BigDye). Una vez obtenida la secuenciacion, se analizaron los datos en

busqueda de los polimorfismos de interés de la region promotora de TLRO.



Analisis estadistico

La relacion estadistica entre los polimorfismos encontrados y la blefaritis
infecciosa se buscé utilizando la prueba Fisher para comparar la frecuencia
alélica entre pacientes y controles, asi mismo se determino el riesgo relativo y
la razon de momios entre el polimorfismo y la presentacion de blefaritis. El

Software utilizado fue el GraphPrism V.5



RESULTADOS

Se analizaron las muestras de 30 pacientes con blefaritis y 30 sujetos control
que aceptaron participar en el estudio. Se realiz6 la PCR para la region

promotora del gen TLR9 obteniendo el producto esperado (350pb) Figura 1.

Regioén promotora de TLR9

MPM

Figura 1. Gel de agarosa que muestra el producto de amplificacién de 350pb

Una vez purificados los productos de PCR, se llevd a cabo la secuenciacion
nucleotidica de la region promotora de TLR9 para el polimorfismo T-1486C

Figura 2.
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Figura 2. Secuenciacion nucleotidica que muestra los diferentes polimorfismos

(TT, TC y CC) de la region promotora de TLR9. Cada pico representa una base

nitrogenada, cuando existe dos picos en una misma posicion, significa que el

sujeto es heterocigoto para ese alelo. El cddigo de colores es el siguiente: T =

rojo, C = azul, A = Verde y G = negro



Se determind la frecuencia alélica entre pacientes y controles y se compararon

ambos grupos calculando también el riesgo relativo (RR) y la razén de momios

(OR) Figura 3.
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Figura 3. Frecuencia alélica, riesgo relativo (RR) y razén de momios



DISCUSION

Aunque los resultados no son mostrados en el trabajo, los grupos de pacientes
y controles estudiados no muestran diferencias significativas entre ellos

asociado a edad y sexo.

Al realizar la prueba de chi cuadrada comparando la frecuencia alélica entre
pacientes y controles, nuestros resultados muestran diferencias significativas
entre ellos con una p menor a 0.0001, el riesgo relativo obtenido para el alelo -

1486T fue de 2.48 y la razon de momios de 4.89

Se han realizado estudios del polimorfismo de TLR9 en diferentes
enfermedades tales como nefritis lupica que en el 2013 Ramachandran y
colaboradores encuentran que los pacientes portadores del alelo -1486C tienen

mayor riesgo de desarrollar la enfermedad.

En un estudio mas reciente, Dai y colaboradores encuentran que el alelo -
1486C se relaciona con la susceptibilidad de carcinoma nasofaringeo '8, sin
embargo, nuestro estudio relaciona al alelo -1486T como un factor de riesgo a
blefaritis infecciosa, cabe destacar que tanto la nefritis lUupica como el
carcinoma nasofaringeo, no son entidades clinicas infectocontagiosas, puede
ser que la diferencia radique en el tipo de respuesta inmunoldgica que se

presenta en una respuesta autoinmune y una respuesta frente a patogenos.



CONCLUSION

Los resultados obtenidos muestran una alta frecuencia del alelo T en los
pacientes lo que sugiere que el polimorfismo -1486T en la regiébn promotora,
esta asociado con la susceptibilidad de desarrollar blefaritis infecciosa en la

poblacion estudiada.
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