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Tabla de Abreviaturas

ADN
ARN
CpG

DGM
EPOC
IFN
IgM
IL-1R
LES
LRR
MAPK
MBD
MyD88
NF-KB

NK
PAMPs
PBC
PRRs
rom

SNP
TLRs
Toll-IL-1R
VPH

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Citosina-fosfato-Guanina (Secuencias no metiladas de ADN
bacteriano)

Disfuncién de las glandulas de Meibomio

Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

Interferon

Inmunoglobulina M

Receptor de la interleucina 1

Lupus eritematoso sistémico

Repeticion rica en leucina

Proteina cinasa activada por mitégenos

Proteina de unién a ADN metilado

Factor de diferenciacion mieloide 88

Factor de transcripcion nuclear potenciador de las cadenas
ligeras Kappa de las células B activadas

Natural killer

Patrones Moleculares Asociados a Patdégenos

Cirrosis biliar primaria

Receptores de reconocimiento de patrones moleculares
Revoluciones por minuto

Polimorfismo de un solo nucleétido

Receptores tipo toll

Dominio TIR, dominio similar al receptor de interleucina 1

Virus del papiloma humano



INTRODUCCION
1. Los parpados

Los parpados son estructuras moviles que cubren los ojos y tienen una funcién
importante en la proteccion y la humectacion del mismo mediante las secreciones
lagrimales. Por otra parte, el reflejo del parpadeo protege al ojo de cuerpos extranos.
Estan compuestos por la conjuntiva palpebral, que reviste la superficie posterior de
los parpados, el tarso, es una lamina fibrosa que le da cierta rigidez; el musculo

orbital, que le da su movilidad; y la piel exterior [1,2].

En el interior del tarso se encuentran las glandulas de Meibomio, que son las
responsables de la secrecion del componente graso de la lagrima, estan ubicadas
en el tarso palpebral, perpendicularmente al borde palpebral [3-5], son glandulas de
tipo sebaceo, que generan mediante un mecanismo de secrecidén holocrina, un
conjunto de lipidos tensoactivos. Su funcion principal es recubrir la capa acuosa de

la pelicula lagrimal, evitando la evaporacion [2].

En el parpado también se encuentran algunas otras glandulas de Zeiss que son

sebaceas y glandulas de Moll que son sudoriparas, entre la conjuntiva y el tarso se

encuentran las glandulas lagrimales de Krause y Wolfring (Figura 1) [2].


http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%93rgano_sensorial#Membrana_conjuntiva
http://es.wikipedia.org/wiki/Piel
http://es.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%A1ndula_de_Meibomio
http://es.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%A1ndula
http://es.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%A1ndula_seb%C3%A1cea
http://es.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%A1ndula_sudor%C3%ADpara

Orificio glandular

. 4

Figural— Corte sagital del parpado. Tomado de Superficie ocular, 2008, Vol. 2, No 2, pp. 4

Al presentar una excesiva evaporacion, provoca una deficiencia en la capa lipidica
que es una de las causas mas frecuentes y la etiologia mas diagnosticada de “ojo
seco”. Sin embargo, con frecuencia, las secreciones excesivas de la glandula
lagrimal, que originan el lagrimeo, son una compensacion por la sequedad ocular,
un efecto toxico directo de la disfuncién meibomiana es sobre la superficie ocular
ya que existe una disfuncién de la capa lipidica retrasando la salida de las lagrimas
y una posterior concentracion de residuos que producen un efecto irritante con
sintomas de quemazon [6].

Por lo tanto, los parpados estan expuestos a diversas enfermedades como la
blefaritis, que es un término para la inflamacion del parpado. Generalmente se

refiere a los diferentes tipos de inflamacion y la participacion de las glandulas



Meibomianas, pestafas y piel. Es una afeccion muy comun en la practica

oftalmolégica [7].

2. Blefaritis

La blefaritis es un proceso inflamatorio agudo o crénico que tiene lugar en los
parpados, principalmente en el borde libre palpebral, que generalmente evoluciona
por crisis de exacerbaciones y remisiones y es frecuentemente bilateral (puede
presentarse en ambos parpados) [8]. Abarca una gran variedad de entidades que
se tienen que identificar antes de dar el tratamiento terapéutico, asimismo existen
varias patologias asociadas, como la disfuncion de la pelicula lagrimal, infecciones
virales, dermatitis seborreica alérgica, conjuntivitis o queratitis [1,6,9], por ello su
etiologia es multifactorial y con amplia variabilidad en los signos y sintomas [7].
Caracterizada por una relacion entre la disfuncion de glandula de meibomio y la flora
ocular, principalmente por secreciones con desnaturalizacion del lipido meibomiano,
y por un espesamiento de las mismas, que obstruyen los orificios de las glandulas
de Meibomio, que puede dar lugar a una posible sobreinfeccion en el borde
palpebral generando signos de inflamacion cronica en parpados, asi como cambios
corneales y conjuntivales y en casos mas graves a lesiones palpebrales como
orzuelos y chalazion [8-10]. Esta patologia fue descrita en 1908 por Elsching,
siendo una de las condiciones mas frecuentes por las cuales un paciente busca
atencion médica [9], los reportes muestran que la blefaritis representa un 37 a 47%
de la consulta oftalmoldgica y un factor de predisposicion es la edad del paciente

[11]. Sin embargo, es una condicion médica créonica comun en todo el mundo [9].



En México se realizd un estudio epidemioldgico en el afio 2013, se encontré que
los agentes microbioldgicos mas habituales en los pacientes con Blefaritis fueron
las bacterias con un 40% seguida de Demodex folliculorum con un 8%. También se
observo que existia una coinfeccién bacteria-Demodex, Bacteria-hongo, Hongo-

Demodex y Bacteria-Hongo-Demodex en un total del 33% de casos [12].

2.1 Clasificacion de Blefaritis

La blefaritis ha sido dificil de clasificar, ya que consiste en una gran variedad de
entidades clinicas, los cuales manifiestan diferentes signos y sintomas, No existe
un sistema de clasificacion unico aceptado para las diversas presentaciones de
blefaritis [9] con el tiempo se ha propuesto esquemas de clasificacion para los
diferentes tipos de Blefaritis. Uno de los primeros fue establecido en 1946 por
Thygeson que divide la blefaritis en tres tipos etiolégicos basados en caracteristicas
clinicas distintivas: estafilococcica, seborreica y diplobacilaria [13]. Posteriormente
McCauley y colaboradores introdujeron un esquema de clasificacion basado en las
caracteristicas de la base de los parpados, pestanas, foliculos pilosos, orificios de
las glandulas de Meibomio, y cambios corneales. En la clasificacién de McCulley, la
blefaritis se subdivide en seis grupos: blefaritis estafilocdcica, seborreica,
seborreicas con estafilococos, seborreicas con seborrea meibomiana, seborreica

con meibomitis secundaria y meibomitis primaria [6,9].

Histéricamente, la blefaritis se ha dividido en Blefaritis anteriores (que afectan el
borde del parpado anterior y pestanas) y Blefaritis posteriores (que afectan a las
glandulas de Meibomio). Ambas formas pueden ser inflamatorias o infecciosas,
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como se muestra en la Tabla 1. De forma alternativa, la blefaritis puede ser
clasificada de acuerdo a los signos y sintomas que se presentan con mayor
frecuencia, en estafilococos, seborreica, estafilococos y seborreica mixta, y la

disfuncion de las glandulas de Meibomio (DGM) [7].

Tabla 1— Clasificacion etiologica de la Blefaritis. Tomado de Can J Ophthalmol, 2008, Vol.
43, No 2, ppl71[7]

Bacteriana (Staphylococcus aureus, S.

Seborreica epidermidis y Propionibacterium acnés)

Disfuncién de la Glandula de Meibomio Viral (Molluscum contagiosum, Herpes

simplex, varicella-zoster)
Alérgica (dermatitis atopica y de Por Hongos (Poco comun, pacientes
contacto) inmunosuprimidos)
Asociacion con Dermatosis (Rosacea) Parasitaria (Demodex folliculorum,

Pediculosis pubis)

Los organismos mas frecuentemente aislados de pacientes con blefaritis cronica
incluyen Staphylococcus epidermidis, Propionibacterium acnes, Corynebacterium

sp, y Staphylococcus aureus [10,14,15].

Groden y colaboradores analizaron pacientes diagnosticados con Blefaritis, en los
que se lograron aislar a Staphylococcus epidermidis en mayor frecuencia que en el
grupo control. Ademas, se encontrdé que los pacientes con blefaritis tienen mayor

carga bacteriana que los pacientes control [14].



Asimismo McCulley y Dougherty aislaron con mayor frecuencia a S. aureus
perteneciente al subgrupo de pacientes con blefaritis seborreica / estafilococica que

en los pacientes control [15].

Se ha encontrado que al hongo Pityrosporum ovale se asocia con mayor frecuencia
con meibomitis en pacientes con blefaritis que en los controles, probablemente
debido a secreciones abundantes que contienen acidos grasos, que fomentan el
crecimiento del hongo en el margen del parpado [16]. Demodex folliculorum se ha
implicado en la rosacea y en la blefaritis, en examenes microscépicos, se observd
la presencia de este acaro en muestras de pestanas, se sugiere que pacientes que
estan infestados en las pestafias por Demodex, presentan con mayor frecuencia
irritacion ocular, inflamacion de la conjuntiva, y queratitis [17]. Las formas mas
comunes de los principales subtipos de blefaritis se resumen en la Tabla 2. La
inflamacion del margen anterior es generalmente producida por estafilococos,
seborreica o blefaritis mixta, mientras que la inflamaciéon del borde posterior se
asocia con MGD [10]. Ademas se debe buscar evidencias sobre afecciones
dermatoldgicas ya que éstas se pueden presentar en asociacion con la blefaritis.
Algunas enfermedades dermatoldgicas pueden ser dermatitis seborreica, rosacea,

y dermatitis atopica.

Tabla 2— Resumen de las presentaciones clinicas tipicas de las formas mas
comunes de la blefaritis. Tomado de Can J Ophthalmol, 2008, Vol. 43, No 2, pp172 [7]



Presentacion

Blefaritis Anterior

(Estafilococcica)

Blefaritis Anterior
(Seborreica)

Blefaritis Posterior
(Disfuncién de la
glandula de Meibomio)

Demograficos

Predominantemente
jovenes, mujeres de
mediana edad

Grupo de mayor edad,
sin diferencia de género

Borde Parpebral

Collaretes (escamas
duras) que se extienden
desde la base y a lo largo
de las pestafias

Escamas grasosas
("caspa") en bordes de
los parpados y alrededor
de las pestafias

Secreciones lipidicas
espesas (puede ser
espumosa)

Ulceraciones del

en la base de las

moderada

Parpado pestanas
Cicatrizacion del - Comun en enfermedad
Parpado Puede ocurrir de larga duracién
Ausencia y/ o rotura de Frecuente Rara Inusual
pestainas
Desorientacion de Frecuente Rara Puede ocurrir con
Pestanas enfermedad de larga
duracion
Chalazién Rara Rara Ocasional a frecuentar
(puede ser multiple)
Orzuelo Puede ocurrir . -
Irritacion de leve a
Conjuntiva Irritacion de leve a Irritacién leve moderada con reaccion

papilar en la conjuntiva
tarsal

Lagrima acuosa

Frecuentemente (50%

Frecuentemente (25%-

Frecuentemente (50%

infiltrados marginales,
pannus,

deficiente tiene queratoconjuntivitis 40% Tienen ojo seco ) con rosacea ocular
seca) tienen ojo seco)
Erosiones punteadas en Erosiones epiteliales
epitelio inferior, punteadas, infiltrados
cicatrizacion, Por lo general no se ve marginales,
Cornea neovascularizacién de afectado neovascularizacion

panus, cicatrizacion

Asociado a desorden
dermatolégico

El eccema atodpico (poco
frecuente)

Dermatitis Seborreica

Rosacea

Debido a que la blefaritis es una enfermedad croénica e inflamatoria que puede ser

causada por

diferentes

microorganismos como Staphylococcus

aureus,

Corynebactrium spp, Propionibacterium spp, levaduras como Malassezia spp y

acaros parasitos como los del género Demodex [10,15]. Es importante considerar

las funciones principales del sistema inmunolégico en el curso de la enfermedad,

dado a que estamos constantemente expuestos a un espectro amplio de agentes




patégenos, con una gran variedad de formas, tamafos, composicion y agresividad.
Sin embargo, desarrollamos mecanismos de defensa contra este gran repertorio de
patdgenos, y nos permite responder apropiadamente para controlar la infeccion

gracias al sistema inmunologico[18].

3. Inmunidad Innata y Adaptativa

El sistema inmunolégico ha evolucionado para proteger al huésped de un universo
de microrganismos patdgenos que estan en constante evolucion, tiene la capacidad
para generar una respuesta contra un patdgeno invasor, toxina, o alérgeno y
distingue entre lo propio de lo no propio. El sistema inmunitario utiliza ambos
mecanismos innatos y adaptativos para detectar y eliminar los microorganismos
patdgenos [18,19].

En una respuesta inmunitaria innata, se encuentran los procesos antimicrobianos
relativamente inespecificos, ya que no son afectados intrinsecamente por el
contacto previo con el agente infeccioso. Constituye la primera linea de defensa,
esta presente en todos los seres vivos, es una respuesta rapida pero carece de
memoria inmunoldgica, no identifica caracteristicas moleculares especificas, utiliza
siempre receptores idénticos que reconocen moléculas comunes a grupos de
patdgenos, esta respuesta es mediada por los genes que se mantienen en la linea
germinal que codifican proteinas que reconocen estos patrones estructurales

conservados en los microorganismos [18,20-22].



La deteccion tardia de patégenos contribuye a infecciones recurrentes y respuestas
sistémicas exacerbada, pudiendo producir dafo tisular, disfuncion de érganos y la
muerte [19].

Sin embargo, la respuesta inmunitaria adaptativa, puede aumentar su eficacia y
especificidad en forma notable [19]. Se presenta exclusivamente en vertebrados,
tarda aproximadamente una semana en desarrollarse y es la responsable de la
memoria inmunoldgica, es especifica, ya que es capaz de identificar antigenos
similares que portan una gran variedad de agentes patégenos discriminando entre
lo propio y lo extraio y es mediada por linfocitos By T [21,23,24].

Por otro lado, el concepto de la subdivisién de la respuesta inmunitaria en adaptativa
e innata, esta enfrentando un cambio. La activaciéon de la respuesta inmunitaria
innata es un prerrequisito para que se inicie la respuesta inmunitaria adaptativa [20].
El proceso de invasion por los patdgenos, es detenido por el sistema inmunoldgico,
gracias a sus mecanismos innatos y adquiridos. El reconocimiento de los
microorganismos patdgenos es el evento crucial para la activacién del sistema
inmunoldgico y la posterior eliminacion del microorganismo [20,21].

Este reconocimiento esta generado por las células de la respuesta inmune innata
donde participa un grupo de moléculas llamados receptores de reconocimiento de
patrones moleculares (PRRs). Dentro de este grupo de PRRs se incluyen los
receptores Tipo Toll o TLRs, los receptores Lectina Tipo C o CLRs, receptor acido
retinoico inducible del gene 1 (RIG-1) y receptores tipo Nod o NLR. Estos receptores
identifican los Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos o PAMPs, que son
esenciales para la supervivencia y grado de patogenicidad del microorganismo,

por lo que tienen una tasa de mutacion minima. Los PAMPs son moléculas
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conservadas, capaces de inducir respuesta del sistema inmunolégico innato [25-
27]. La activacion de los receptores de la inmunidad innata da lugar a una respuesta
inmediata, poniendo en marcha distintas funciones celulares con capacidad de lisar
algunos microorganismos, como son la fagocitosis y la secrecion de granulos
intracelulares, citocinas, enzimas, moléculas de adhesion, defensinas y otros
péptidos antimicrobianos, complemento, opsoninas, asi como receptores de
transduccion de sefiales y numerosos mediadores intracelulares. En un proceso
infeccioso no tiene lugar la activacidn de una unica via de sefializacién, sino que se
activan simultaneamente varias vias que son necesarias para una respuesta celular

adecuada [18-25,27,28].

4. Receptores Tipo Toll (TLRs)

Los receptores tipo Toll (TLRs) son el equivalente en mamiferos de los receptores
Toll, que fueron caracterizados en Drosophila melanogaster por Medzhitov y cols en
1997 [23] y participan durante la embriogénesis de la mosca en el establecimiento
de su eje dorso-ventral, pero mas tarde se descubrié que la proteina Toll también
intervenia en la respuesta antimicrobiana [23,29,30]. Estos receptores estan
involucrados en la respuesta inmunitaria innata en humanos y son claves en la
activacién y regulacion de la respuesta inmunitaria [25]. Los TLRs tienen un papel
crucial defendiendo al organismo contra patdgenos a través de la induccion de
citocinas inflamatorias e interferones de tipo | pertenecientes a la inmunidad innata
y también son requeridos para el desarrollo de la respuesta inmunitaria adaptativa
celular y humoral antigeno-especifica [31,32]. Estos receptores son expresados en
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una gran variedad de células del sistema inmunolégico, tales como células
dendriticas, macrofagos, neutrdfilos y linfocitos, ademas de células endoteliales y
epiteliales [33].

Estos receptores son divididos en dos grupos dependiendo de su localizacion
celular. Un grupo esta compuesto por TLR1, TLR2, TL4, TLR5, TLR6, TLR10,
TLR11, TLR12 y TLR13, que son expresados en la superficie celular y reconocen
PAMPs membranales como lipidos, lipoproteinas y proteinas. El otro grupo esta
compuesto por TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9, los cuales son expresados en vesiculas
intracelulares como el reticulo endopasmatico, endosomas, lisosomas vy
endolisosomas, y reconocen ARN y ADN de cadena simple y de cadena doble [34-
37]. El mas reciente descubrimiento de un miembro de la familia TLR, es el TLR15,
el cual ha sido asociado con el reconocimiento de algunos componentes de
Salmonella sp.[37]

La familia de los receptores TLRs constituye uno de los grupos que estan mejor

caracterizados dentro de los PRR, los cuales reconocen diferentes PAMPs.

4.1 Estructura de los TLRs

Los TLR pertenecen al tipo | de glicoproteinas integrales de membrana,que se
caracterizan por presentar un dominio extracelular rico en leucina (LRR),
responsable de reconocer los PAMPs de bacterias, virus, parasitos y hongos
[33,34], y presentan una estructura muy conservada entre insectos y humanos [20-
22], un dominio transmembranal y un dominio intracelular, o citoplasmatico,

homologo al receptor de la interleucina 1 (IL-1R) que posee una region conservada
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de 200 aminoacidos denominado dominio similar al receptor de interleucina,
conocido como dominio TIR (Toll-IL-1R). Este dominio TIR se asocia a proteinas

adaptadoras con un elevado grado de homologia como es la proteina MyD88.

4.2 Via de Senalizacion de TLR's

La activacion de la cascada de sefalizacion de los TLR’s se origina en el dominio
TIR, el cual posee cuatro moléculas adaptadoras, (MyD88, TIRAP/MAL, TRIF, y
TRAM). Estas moléculas estan asociadas con las interacciones del dominio TIR,
segun el tipo de TLR se activan diferentes adaptadores, también existe la
combinacion de estas moléculas para la activacion de la cascada de senalizacion
[38]. El funcionamiento de estas rutas puede ser dependiente o independiente de la
proteina adaptadora MyD88. La via independiente, es empleada por TLR3 y TLR4,
ambos receptores sefalizan a través de la proteina TRIF (adaptador que contiene
el dominio TIR e induce IFN-B) y s6lo TLR4 ocupa a la proteina TRAM que es la
molécula adaptadora relacionada a TRIF [25,38,39].

En ambos casos se activan sefales de comunicacién intracelular en la que
participan el NF-KB (factor de transcripcién nuclear potenciador de las cadenas
ligeras Kappa de las células B activadas) y la cascada de la MAPK (Proteincinasas
activadas por mitégenos), que dan lugar a la expresién de citocinas proinflamatorias.

(Figura 2) [25,40-42].

13



Figura 2 — Senalizacion del Receptor Tipo Toll. La unién del ligando al TLR conduce a su asociacion con
proteinas adaptadoras por dominios Toll-IL-1R (rectangulos amarillos). La unién de IRAK a los adaptadores
esta mediada a través de dominios de muerte (rectangulos negros). Esta via conduce finalmente a la
fosforilacion y posterior degradacion de IkB y la exposicion del dominio de translocacion nuclear de NFk B. Este
factor de transcripcién a continuacion se transloca al nucleo celular, donde activa la transcripcion de genes
proinflamatorios. TRAF, factor asociado al receptor TNF; TAB, TAK1, proteina de uniéon. Tomado de Nature

Immunology, 2004, Vol. 5, No. 2 pp 977, pp. 976 [26]
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4.3 Polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en TLRs

Estudios previos de algunas inmunodeficiencias primarias, asociadas con
alteraciones en las vias de sefalizacidon mediadas por los TLR, demuestran que
estas son criticas en la defensa contra la infeccion [43,44].

La susceptibilidad a las infecciones se manifiesta con herencia poligénica, donde se
entrelazan factores ambientales y genéticos [45].

Se han identificado variantes genéticas conocidas como polimorfismos de un solo
nucleotido (SNP), que se producen en las diferentes poblaciones con apreciable
frecuencia y que implican la sustitucion de una base nitrogenada (1%), en los genes
que codifican para los TLRs. Algunos estudios han empleado los SNP como genes
candidatos para encontrar asociaciones con la susceptibilidad a diferentes
enfermedades infecciosas [26,45,46].

Investigaciones recientes indican que algunos polimorfismos en genes de la
respuesta inmunitaria innata estan asociadas con desdrdenes en la respuesta
inflamatoria. Se cree que deficiencias a nivel de PRR afecta la maduracion del
sistema inmunoldgico e influyen en el riesgo de padecer una enfermedad.

El papel de los factores genéticos es determinante en la susceptibilidad a las
infecciones y se ha hecho mas evidente en la actualidad debido a que algunas
personas parecen estar predispuestas a ciertas infecciones, mientras que otras
estan protegidas [19,47]. Por lo tanto, algunas personas pueden no responder
adecuadamente a los ligandos del TLR debido a los polimorfismos de un solo

nucleétido (SNP) dentro de los genes de estos receptores, lo que causa defectos
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en transduccion de sefales intracelulares y da como resultado alteraciones en la

susceptibilidad de las enfermedades (Figura 3).

Ligando de TLR4 TLR4: D299G

- | / - Disminucién a la respuesta de LPS
cD14 - Disminucién aFeros?Ierosls '
TLR4 - Incremento a infecciones por Gram-negativas
! Disminucién de la hiperreactividad de las vias aéreas
200600600
MyD88
IRAK4: Coddn de terminacion 287,293
.. . IRAK-4 / - Incremento en Infecciones por Gram-positivas
IRAK-1 \ NEMO: Varios Polimorfismos
TRAF6 - Incremento en infecciones virales y
TAK1 bacterianas
yap ) TRAF6
CD14: - 159C/T (Promotor,
[— Incremento a la respuesta a LPS ] TAB1 TAB2 x
NEMO
IKKae  IKKB
IxBo PO,

N IkBa: S321
\\ NF-xB - Alteracién en la memoria celular

Figura 3 — Los polimorfismos en las moléculas de sefalizaciéon TLR y su asociacion con las
enfermedades humanas. Esta es una via de sefalizacion de TLR simplificada, incluidos los productos de
genes polimoérficos asociados con diversas enfermedades humanas y sus fenotipos. Tomado de Nature

Immunology, 2004, Vol. 5, No. 2 pp. 977 [26]

4.4 Enfermedades que se involucran a los TLRs y sus polimorfismos
asociados

Los TLR regulan tanto la respuesta inmunitaria innata como adquirida, por lo que su
funcién en el desarrollo de varias enfermedades ha sido arduamente investigada

comparando la incidencia de la enfermedad entre personas con diferentes

16



polimorfismos en los genes que codifican para dichos receptores; estos estudios
demuestran que la funcidén de los TLR es importante en varias enfermedades,
incluyendo la sepsis, inmunodeficiencias, aterosclerosis y artritis reumatoide [48-
51].

El asma y la disminucion en la sensibilidad de las vias aéreas al lipopolisacarido se
asocian a un polimorfismo del TLR4. La sarcoidosis también se ha asociado a un
polimorfismo en el TLR4 al igual que el rechazo a trasplantes alogénicos. Se ha
encontrado sobreexpresiéon de TLR4 en placas aterosclerosas y en las células
epiteliales de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal. Los polimorfismos
en TLR2 se han asociado con tuberculosis, neumonia, infecciones por estafilococo
e inmunodeficiencia. El receptor TLR9 se ha asociado con el Lupus eritematoso
sistémico (LES) [52-54], malaria [55-57], infeccidn por Virus del papiloma humano
(VPH) [58] y sepsis puerperal por estreptococo del grupo A [26,59]. La neumonia
por Legionella se ha asociado con polimorfismos en TLR5, al igual que la esclerosis
multiple. La infeccion por virus sincicial respiratorio se asocia a sobre-presion de
TLR3 en el epitelio de la mucosa bronquial. Los polimorfismos de TLR2 y TLR4
primordialmente también se han asociado con necrosis tubular aguda, psoriasis,
malaria, artritis reumatoide, nacimiento pre término, fertilidad, angiogénesis de
tumores, remodelacion de los ventriculos cardiacos, isquemia cardiaca, enfermedad

arterial de las coronarias, sindrome de estrés respiratorio (Tabla 3) [26,40,60].

Tabla 3— Enfermedades relacionadas con SNPs en TLRS. Tomado de Current Genomics,

2012, Vol. 13, No. 8, pp. 635,636 [102]
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Enfermedad

Asociacion

encontrada

Asociacion
no encontrada

-7202G/A Sepsis [61]
Asn248Ser Lepra [62]
TLR1 lle602Ser Lepra [63]
Candidemia [64]
Arg677Trp Lepra [65]
Tuberculosis [66]
Enfermedad del Lyme [67]
TLR2 Infeccién del tracto [68]
Arg753GIn urinario
Infeccion Estafilocécica [41] [69]
Asn284lle Ninguno
Tyr307Asp Ninguno
Cancer Colon rectal [70]
Degeneracion macular [71]
Leud12Phe | |nfeccion de HVI [72]
TLR3 "
Pro554Ser Encefalitis por Herpes [73]
simple
Ser737Thr Ninguno
Aterosclerosis [74] [75]
Infeccion [76] [77]
Asp299Gly | Enfermedad de Crohn [78] [79]
Asma [80]
Aterosclerosis [74] [75]
TLR4 -
Infeccién [76]
Thr399lle Enfermedad de Crohn [79]
Neumonia [81]
TLR5 Arg392Stop | Lupus eritematoso [82] [83]
sistémico
Asma [84] [85]
Aspergilosis [86]
TLR6 Ser249Pro Adelgazamiento de la [87]
pared del ventriculo
izquierdo
Hepatitis C [88]
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Infeccién por VIH [89]
TLR7 Gln11Leu Lupus eritematoso [90] [91]
sistémico
1-120T/G Hepatitis C [92]
Fiebre hemorragica del [93]
Congo
TLRS Met1 Val, - Tuberculosis [94]
129G/C Aterosclerosis [95]
Pro99Leu Ninguno
Linfoma de Hodgkins [96]
-1237T/C Malaria cerebral [97]
+1174G/A Nefritis Lupica [98]
TLR9 +2848G/A | Cancer Cervical [99]
-1486 C Carcinoma Nasofaringeo
Nefritis Lupicia [54,100]
TLR10 Pro344Pro Asma [101]
Iso775Val Asma [101]
TLR11 No se ha reportado ninguno

5. Caracterizacion del gen TLR9
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El gen que codifica para el receptor TLR9 se encuentra en el cromosoma 3p21.3.
Se extiende por aproximadamente 5 kb y contiene dos exones, el segundo de los
cuales es la region de mayor codificacion [103]. Se han reportado SNPs en este
gen, los cuales han sido tema de estudio para su asociacién con enfermedades del

sistema inmunologico [104].

5.1 Descripcion del Receptor TLR9

La proteina codificada por este gen es un miembro de la familia de receptores Toll-
like (TLR), que desempefia un papel fundamental en el reconocimiento de
patdgenos y la activaciéon de la inmunidad innata [105]. TLR9 es un receptor
endosomico, localizado en un compartimiento intracelular que reconoce motivos no
metilados de acido nucleico, especialmente Citosina-fosfato-Guanina (CpG), en
ADN bacteriano [106,107], de igual forma reconoce ARN de cadena simple y doble

por lo cual es importante para la defensa contra los virus [54].

TLR9 reconoce especificamente secuencias de ADN CpG que no esta metilado y
es monocatenario (ss). La metilacién de la citosina en el motivo CpG reduce
fuertemente la afinidad de TLR9 [3,4]. La secuencia CpG que se encuentra en la
doble cadena de ADN es un estimulador débil de TLR9 en comparacion con ADN
CpG monocatenario [3]. La acumulacién de ADN CpG y TLR9 en los endosomas
conduce a su co-localizacidon dentro de las mismas vesiculas [104,108], e induce el
reclutamiento de MyD88 para iniciar la sefalizacion [2], lo cual conduce a la
produccion de interferon tipo | (IFN), principalmente citocinas que median la

respuesta antiviral e IL-12 [109]. Un dominio de union a la secuencia del ADN CpG
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se identific6 dentro de la secuencia de TLR9 que comparte homologia con el
dominio de unién de ADN-CpG-metilado de las proteinas MBD, una familia de
proteinas que median la interaccion entre el ADN metilado y estan implicadas en
el silenciamiento de genes y la remodelacion de la cromatina [110].

La proteina TLR9 de humano contiene 1 032 aminoacidos y tiene una identidad del
75,5% con el TLR9 de Mus musculus. EI TLR9, asi como las otras proteinas del tipo
TLR, contiene repeticiones extracelulares ricas en leucinas (LRRs) y un dominio
toll / interleucina-1R citoplasmico. Ademas, tiene un péptido senal de 1-25 residuos

y un dominio transmembrana de 819-836 residuos [104].

5.2 Expresion del Receptor TLR9

Este gen se expresa preferentemente en tejidos tales como el bazo, ganglios
linfaticos, médula 6sea y leucocitos de sangre periférica [105], por ejemplo en

células dendriticas, linfocitos B, monocitos, y células natural killer (NK) [107,109].

5.3 SNP en el Receptor TLR9
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Veinte SNPs se han descrito para el receptor TLR9, el gen -1486 T/C (rs187084)
que pertenece a la region promotora en el intron 1, es uno de los SNP mas
importantes [104,107,109,111].

Los polimorfismos en el gen TLR9 han sido ampliamente estudiados por su
asociacion con la susceptibilidad o resistencia a muchas infecciones vy
enfermedades [112-116]. Asimismo se ha confirmado la asociacion entre el

progreso y la gravedad de las enfermedades infecciosas con TLR9 [57,107,117].

Se han descubierto que los polimorfismos genéticos en TLR9 tienen asociaciones
con asma, enfermedad inflamatoria intestinal, aterosclerosis, la enfermedad
coronaria, la malaria [107]y LES [54]. En este ultimo estudio se analizaron ratones
deficientes del receptor TLR9,en donde encontré que no presentan actividad
supresora en las células T reguladoras y en consecuencia exacerban la enfermedad
en varios modelos murinos [54]. Por otro lado, también se asocié las variantes en
TLR9 con la susceptibilidad a tuberculosis [118,119], ya que TLR9 es expresado
intracelularmente por diferentes células del sistema inmunoldgico y tiene un papel
clave en la activacion del sistema inmunitario innato contra la infeccién por
Mycobacterium [118], este receptor alerta al sistema inmunologico mediante la
unién de motivos de ADN no metilados y secuencias CpG a través de células
dendriticas para generar la induccion de IL-12 [120]. Ademas, el papel de los
polimorfismos en TLR9 en otras enfermedades infecciosas, inflamacion y cancer ha
sido de gran interés por muchos investigadores y se ha pensado que los
polimorfismos en TLR9 pueden influir la expresion, funcion y el splicing del ARN

[118,120].
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Existen dos polimorfismos de este gen que se han reportado en los ultimos afios:
rs5743836 (T-1237C) y rs352140 (G2848A). El polimorfismo G2848A (la cual es
una substitucion sinénima) y el T-1237C (localizada en la region promotora del
TLR9) tienen cuatro haplotipos presentes comunmente en la poblacién americana-
europea [121].

Diferentes estudios reportan que estos polimorfismos estan asociados a varias
enfermedades como alergia [122,123], susceptibilidad a infecciones [124], asma
[121,122,125], ateroesclerosis [126], LES [127] y la enfermedad de Cronh [128].
Recientemente, el polimorfismo G2848A ha sido asociado a la retinocoroiditis
toxoplasmica en una poblacion de Brasil [129]

Lazaro et al. [121] investigaron la asociacion de TLR9 SNPs T -1237C y G2848A
con el infarto de miocardio, trombosis venosa profunda y la enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC) [45,130].

El alelo C del SNP T-1237C se asocié con un mayor riesgo de asma entre los
estadounidenses de origen europeo, aunque este hallazgo fue poco significativo.
Sin embargo, Noguchi et al [122] fueron incapaces de hallar una asociacion entre
este SNP y el asma en un estudio japonés. En dos estudios mas no se encontrd

asociacion del SNP en TLR9 con asma o con reestenosis coronaria [123,126].

Tao et al., investigaron en el gen TLR9 el SNP 1174 G/A que se encuentra en la
region intronica y el SNP -1486 T/C que pertenece a la region promotora de este

receptor, los pacientes con LES al ser comparados con el grupo control, el alelo
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1174G fue mas frecuente en los pacientes con lupus. Por otro lado, existen estudios
en los que no se encuentra una asociacion, ya sea en una o en ambas de estas
variantes en gen TLR9, y la susceptibilidad a LES en pacientes procedentes de

Corea, China y el Reino Unido, respectivamente [45,52,127].

Torok et al. [128] informd que el polimorfismo -1237C se asocié con la enfermedad
de Crohn pero no encontraron asociacion con la colitis ulcerosas, sin embargo en
otro estudio no hubo una asociacion con la enfermedad de Crohn, donde se analizé
174 pacientes alemanes con la enfermedad de Crohn, 138 pacientes con colitis
ulcerosa y 265 donantes de sangre sanos. Lammers et al., [131] también reportaron
que el SNP de TLR9 en el alelo -1237C fue mas frecuente en pacientes italianos
con tres 0 mas episodios de pouchitis en comparacion con los pacientes con un
menor numero de episodios. Kikuchi et al [132] investigaron 90 pacientes italianos
con cirrosis biliar primaria (PBC) y 90 controles y no encontraron asociacion con
este alelo y la PBC. Sin embargo, las pacientes con el gen 2848AA diagnosticados
con PBC, al ser estimulados con motivos de ADN CpG tenian niveles mas altos de
expresion TLR9 y mayores niveles de IgM intracelular en comparacion con las

células B de pacientes con el gen 2848GG (Figura 4) [45,132].
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Exon 1 Exon 2

Intron 1
J[H —

-1237 C/T AiG 1174 G/A 3857 A/G
3801 A/G|

1509 T/C

I:l Region No Traducida 1450 G/T |
I:l Regién Traducida ’TQQ(‘) T/C

-1486 T/C

Figura 4 — Posicion de SNPs en el gen TLR9 humano. Cuadrados blancos indican las regiones no traducidas
y cuadros grises las regiones traducidas del exén. Codoén de inicio ATG TLR9 como posicion 1, basado en

GenBank Accession No NM_017442 [116].

El analisis de los polimorfismos genéticos permite identificar genes que confieren
susceptibilidad a presentar enfermedades. Los polimorfismos son la base de la
evolucion y los que se consolidan bien pueden proporcionar ventajas a los
individuos, sin embargo también pueden contribuir a causar enfermedades. Se
conocen muchas enfermedades determinadas genéticamente y asociadas a SNPs
en TLRs. En este estudio nos propusimos estudiar el SNP de la region promotora y
la region +1174 G/A del receptor TLR9 debido a que estan asociados con
enfermedades infecciosas, sin embargo, no existen estudios que relacionen estos

polimorfismos con el riesgo de adquirir la blefaritis infecciosa.
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Hipotesis
Los TLR’s juegan un papel determinante en la patogénesis de enfermedades
infecciosas. Por lo tanto se espera que los polimorfismos -1486 T/C y +1174 G/A

del gen TLRO contribuyan a la susceptibilidad a desarrollar blefaritis infecciosa.

Justificacion

Los SNPs no alteran el fenotipo de un individuo pero en determinadas condiciones
ambientales pueden afectar a la funcién génica determinando la susceptibilidad de
padecer una enfermedad o la respuesta a un tratamiento farmacoldgico, por lo tanto,
seria posible determinar si los polimorfismos -1486 T/C y 1174 G/A del gen TLRO,
se asocian con Blefaritis Infecciosa. Ya que es un problema de salud publica muy
frecuente y es necesario conocer los aspectos moleculares que estan relacionados

a esta enfermedad para pronosticar su comportamiento en una poblacién.

Objetivo General
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Evaluar la relacion que pueda existir entre los polimorfismo -1486T/C y 1174 G/A

del gen TLR 9y la blefaritis infecciosa

Objetivos particulares

Obtener muestras por raspado palpebral de pacientes con diagndstico clinico
de blefaritis infecciosa y de sujetos sin infeccion ocular.

Realizar la extraccion de ADN de las muestras obtenidas.

Realizar pruebas de PCR con oligonucleétidos especificos para bacterias
Gram positivas y Gram negativas para comprobar el diagnéstico de infeccion
en las muestras de pacientes.

Establecer las condiciones para la PCR en la region promotora del gen y la
region +1174 G/A del gen TLRO.

Obtener la secuenciacion de los productos de PCR y comparar la frecuencia
alélica entre pacientes y controles

Determinar si existe relacion entre la frecuencia alélica entre pacientes vy

controles y calcular el riesgo relativo

Material y Métodos

27



Previo consentimiento informado (Anexo A) se obtuvo una muestra por raspado
palpebral utilizando un hisopo de rayon y colocandolo en 400mL de medio de
transporte con antibioticos. Se estudiaron 30 muestras de pacientes con diagndstico
clinico por Blefaritis infecciosa, y 30 muestras de raspado palpebral de individuos

de poblacion abierta sin antecedentes de blefaritis y clinicamente sanos.

1. Extraccion de ADN

La extraccién de ADN se realizd con el kit QlAamp mini kit® (Qiagen) siguiendo

las indicaciones del proveedor.

A 200 pL de la muestra se le adicionaron 250 pL de la solucion de lisis CLS. Las
muestras fueron incubadas a 56°C / 60 min en presencia de 30 uL de proteinasa K
(1mg/mL) y se agitaron en vortex durante 10 min para digerir todas las proteinas
restantes. Posteriormente se adicionaron 100 pL de la solucién de precipitacion para
incubar en refrigeracion durante 5 min. Las muestras fueron centrifugadas
nuevamente y se decantaron en un nuevo tubo de micro centrifugacion (Eppendorf)
para hacer un lavado con 300 yL de isopropanol, se homogenizo invirtiéndolos 50
veces de manera suave, con una tercera centrifugacion por 5 minutos, se decant6
el sobrenadante y se realiz6 un segundo lavado con 300 pL etanolal 70%. Las
muestras se dejaron concentrar a 35 °C / 12 h donde finalmente se agregaron 100
ML de solucién de hidratacion. El material genético fue almacenado a -20°C hasta
su estudio. Cabe destacar que todo el material que se empled para esta técnica era

material nuevo, estéril y libre de DNasas y RNasas.
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2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa para TLR9

Se realizé PCR en la posicion -1486T/C y 1174 G/A del gen TLR 9, cada reaccién
fue hecha en un volumen total de 20 pL conteniendo 10 uL de la HotStarTaq Master
MixPolimerase (QIAGEN Sciences, Maryland, USA), (con 2.5 U de Taq polimerasa,
1.5 nM de MgClz, 200 uM de cada dNTP, 1X del buffer de reaccion) y 0.3 pL de los
oligonucledtidos para el SNP-1486T/C F 5’-ACT TAC TAT GTG CTG GGC ACT G-
3y R5-CCT GCT TGC AGT TGA CTG TGT A-3’' y el SNP +1174 G/A F: 5°-TTC
TGC AGG TAG GGC TTG GAG-3"y R: 5'-GAC AAG GAA AGG CTG GTG ACAT-
3

Los productos de amplificacion son de aproximadamente 350pb y 326pb para el
polimorfismo -1486T/C y 1174 G/A, respectivamente. La amplificacion fue realizada
utilizando el programa Labnet international. Inc, software V3.3.4C Multigene vy
consistio en: 95°C/10 min, y 40 ciclos a 95°C/1 min, con una Tm de 58.2 °C/1 min
para el SNP -1486T/C y 59.1°C para +1174 G/A seguida con una extension a
72°C/10min. La reaccion se realizé en un termociclador AXYGEN MAXYGENE PCR

System 2400 (Perkin Elmer Co, Norwalk, Connecticut)

3. Electroforesis
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Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%,
los cuales se corrieron a 90V durante 40 minutos y se usé como marcador de pesos
moleculares el Track [t™100 bp ADN Ladder (Invitrogen, L.T.). A las muestras se
les afiadio 2 pL de Gel RedNucleicAcidStain™ de Biotium y fueron observados bajo
luz ultravioleta utilizando el transilumidador de UVP BiolLite™ MultiSpectralSource

con el programa Launch Vision Works LS.

Las bandas con el amplificado fueron cortadas para su posterior purificacion

utilizando los reactivos de QIAquick gel extraction kit.

Se coloco la banda a purificar en un tubo de micro centrifugacion (Eppendorf) de
1.5 mL y se le adiciono 400uL del reactivo QG. Las muestras fueron incubadas a
56°C en bafo Maria por 15min, mezclando en vortex cada 3 min, se le adicion6 200
ML de isopropanol y se pasé a una Columna QIAaqick con tubo colector, que
posteriormente se centrifugaron a 1300 rmp/1min y se elimind el sobrenadante para
adicionar 500 uL del buffer QG, se centrifugaron las muestras a 1300 rpm/1 min, se
descarto el sobrenadante y se lavd las muestras con 750 pyL del amortiguador de
PE , se centrifugo a 1300 rpom/1min dos veces descartando el sobrenadante para
eliminar el amortiguador PE, se pas6 la columna QlAaick @ un tubo de micro
centrifugacion nuevo para la adicion de 30uL H20, después de una incubacion de 5
minutos a temperatura ambiente, se centrifugd a 1300 rpm/1min y el producto de

amplificacion obtenido se utilizé para la secuenciacion nucleotidica.

4. Secuenciacion
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Se realiz6 secuenciacion automatizada directa por el método de terminadores
fluorescentes (Big Dye Terminator V3.1 Cycle Secuencing Kit, Applied Biosystems)
utilizando un programa de temperaturas que incluyen 25 ciclos de desnaturalizacién
a 97°C por 30 segundos. Temperatura de alineamiento de 50°C por 15 segundos y
temperatura de extension de 60°C por 4 minutos. Los productos obtenidos se
analizaron en un secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Las
secuencias de ADN obtenidas por cada muestra, se compararon con la secuencia

del gen TLRO reportada en la base de datos www.ensembl.org/index.html

5. Analisis estadistico

Se realizd el conteo de los genotipos de ambos polimorfismos para cada individuo
y con estos valores se procedié a calcular las frecuencias alélicas y genotipicas de
pacientes y controles.

Las frecuencias alélicas y genotipicas obtenidas de los pacientes fueron
comparadas con las frecuencia de los controles, obteniendo la relacion estadistica
que existe entre un genotipo de referencia y los genotipos encontrados para cada
polimorfismo utilizando la prueba exacta de Fisher. El software utilizado fue el
GraphPad Prism V.6, a un nivel de significancia menor a 0.05, asi mismo se

determind el riesgo relativo y la razon de momios.

Resultados
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Se analizaron 30 muestras de pacientes con diagnostico clinico por blefaritis
infecciosa y 30 muestras de raspado palpebral de individuos de poblacion abierta

sin antecedentes de blefaritis y clinicamente sanos.

Se realizé la técnica de PCR para el gen TLR9 utilizando primers para amplificar
la region 1174 G/A 'y -1486 T/C obteniendo el producto de amplificacién esperado,

326 pb y 350 pb, respectivamente (Figura 5).

1000pb

600pb
-

Figura 5—Fotografia que muestra el producto de amplificaciéon en gel de agarosa de la region
+1174G/A (A) y la region promotora de TLR9 (B). Tomada con el programa Launch Visién Works

LS (transilumidador de UVP BioLite™ MultiSpectralSource)

Se llevé a cabo la secuenciacion nucleotidica de la regién +1174 G/A 'y de la region

promotora del gen TLR9. Se analizaron los electroferogramas obtenidos y se
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determiné la frecuencia alélica y genotipica observando especificamente la region
1174 G/A del gen TLR9 (Figura 5A) y -1486 T/C (Figura 5B). En la figura 6 se
muestran los electroferogramas en el cual cada pico representa una base
nitrogenada, al presentar dos picos en una misma posicion significa que el sujeto

es heterocigoto para ese alelo.
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Fotografia tomada del secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

Figura 6— Electroferograma obtenidos de la secuenciacion nucleotidica que muestra los

diferentes polimorfismos (GG, AG y AA) del gen +1174 G/A (A) y los polimorfismos (TT, TC y CC)
de la regién promotora de TLR9 (B). El cddigo de colores es el siguiente: T = rojo, C = azul, A =

Verde y G = negro
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Con la frecuencia alélica y genotipica obtenidas, de los pacientes y controles, se
compararon ambos grupos evaluando también la razén de momios (OR) y el riesgo
relativo (RR) para cuantificar la magnitud de la asociacion. Se encontré diferencia
significativa en la regidon -1486 T/C resultando el alelo T un factor de riesgo para
adquirir Blefaritis Infecciosa (p<0.0001). Por otro lado, en la posicion -1174 G/A no
se observa una diferencia significativa. Los resultados se muestran en la tabla 4 y

las figuras 7 y 8.

Tabla 4—Frecuencias alélicas y genotipicas de controles y pacientes en SNP de
TLR9

SNP TLR9 Controles Blefaritis (n=%)  Valor P* RR OR (95% IC)
(n=%)
+1174 G/A (rs352139)
AA 0 (0) 1(3.7) - -
AG 23(92) 25(92.6) 0.5306 1.920 2.765
GG 2(8) 1(3.7) 0.5000 - 5.000
Total 25 27 5.000
A 23(46) 27(50) - -
G 27(54) 27(50) 0.42 1.087 1.174
-1486 T/C (rs187084)
cc 15 (58.4) 5(18.7) - -
TC 8(33.3) 10 (37.5) 0.0553 0.5111 0.2667
TT 2(8.3) 12 (43.8) 0.0006 0.3333 0.05556
Total 25 27
c 38(75) 20(37.5) - -
T 12(25) 34(62.5) <0.0001 2.143 5.383

Un valor P < 0,05 fue considerado significativo.
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Figura 7— A Frecuencia Alélica de la regidon +1174. No se observé diferencia significativa al
comparar los grupos pacientes y controles. B Frecuencia genotipica de la region +1174. No se
observaron diferencias significativas al comparar los genotipos. En la imagen se observa el mismo
comportamiento para cada genotipo entre controles y pacientes.
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Figura 8— A. Frecuencia alélica de la regiéon -1486 del gen TLR9. Se observa diferencia
significativa al comparar los grupos, casos y controles, observando que el alelo T se encuentra en
mayor frecuencia en pacientes. B. Frecuencia Genotipica de la region -1486 del gen TLR9. Se
observa una mayor frecuencia del genotipo TT y TC en el grupo de blefaritis, esta diferencia fue
estadisticamente significativa.
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Discusion

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) de los genes Toll Like Receptors
(TLRs) podrian afectar las respuestas inmunolégicas que son de vital importancia
para la defensa del huésped o patogénesis de la enfermedad inflamatoria. Con
respecto a los SNPs de TLR9, el papel que desempefan en el mecanismo de
infeccion no son totalmente claros; sin embargo, Lazarus et al en 2003 y Coban et
al en 2005 demostraron que el SNP -1486T/C en la region promotora del gen TLR9
modifica la expresion y, por consiguiente, su funcion [55,121]. Ademas, varios
investigadores han estudiado el papel de los polimorfismos genéticos de TLR9 en
enfermedades infecciosas y en enfermedades sistémicas tales como Lupus
eritematoso sistémico (LES) [54], diabetes mellitus tipo 2 [117] enfermedad de
arteria coronaria [117] y malaria [107]. El analisis de los polimorfismos genéticos
permite identificar genes que confieren susceptibilidad a presentar enfermedades
tanto infecciosas como sistémicas. En este estudio, el analisis de las frecuencias
alélicas y genotipicas del polimorfismo +1174G/A del gen TLRO resulté similar entre
los grupos de estudio, no encontrandose diferencia significativa entre ellos (P=
0.42), este resultado sugiere que no hay asociacion de este polimorfismo con la

blefaritis infecciosa (RR=1.08 y OR=1.17).

Por otro lado, la secuenciacion de la region promotora de TLR9, reveld la mayor
frecuencia alélica en el alelo -1486T en pacientes con blefaritis con una diferencia
significativa al ser comparadas con el grupo control obteniéndose un valor de p
menor a 0.0001, un riesgo relativo de 2.14 y una razén de momios de 5.38. La

frecuencia genotipica, de la regiéon promotora del gen TLR9, se asocié con un
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aumento significativo al presentar el alelo T como factor de riesgo, obteniendo una
frecuencia mayor en pacientes con el genotipo TT. Por el contrario, se obtuvo una
mayor frecuencia en controles con el genotipo CC. Estos resultados reflejan que el
polimorfismo -1486T del gen TLR9 se encuentra asociado con el riesgo de infeccion

mientras que, el alelo -1486C, presenta un papel protector.

Se han realizado estudios de los polimorfismos en el gen TLR9 en diferentes
enfermedades como nefritis lupica que en 2012 Ramachandran [54] et al.
encontraron que los pacientes portadores del alelo -1486C tienen mayor riesgo de
desarrollar la enfermedad. En un estudio mas reciente, Dai y colaboradores
encontraron que el alelo 1486C se relaciona con la susceptibilidad de carcinoma
nasofaringeo [100], sin embargo, en nuestro estudio se relaciona el alelo -1486T
como un factor de riesgo a blefaritis infecciosa. Cabe destacar que tanto la nefritis
lupica 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 patégenos.
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Conclusiones

¢ No se encontraron resultados estadisticamente significativos en las frecuencias
alélicas del polimorfismo +1174 G/A al ser comparados los pacientes con el grupo

control, lo que sugiere que no existe una asociacion con la blefaritis infecciosa.

¢ Se demostrd una alta frecuencia del alelo T en los pacientes, lo que indica que el
polimorfismo -1486T en la regidon promotora del gen TLR9 tiene asociaciéon con

la susceptibilidad a desarrollar blefaritis infecciosa en la poblacion estudiada.

¢ Los resultados sugieren que el alelo -1486 T es un factor de riesgo a blefaritis

infecciosa.

Glosario
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Alelo: Cada una de las formas alternativas que puede tener un mismo gen, un
individuo hereda dos alelos para cada gen, uno del padre y otro de la madre. Los
alelos se encuentran en la misma posicién dentro de los cromosomas homdlogos.

Blefaritis: Proceso inflamatorio agudo o cronico que tiene lugar en los parpados,
principalmente en su borde, causa irritacion, comezdn, enrojecimiento y escozor o
ardor en los ojos, puede estar asociada con una infeccion ocular bacteriana,
disfuncién de la glandula de meibomio, sintomas de ojo seco o ciertos tipos de

enfermedades de la piel como la rosacea.

Chalazién: Protuberancia pequeia en el parpado causada por una obstruccion de
la glandula de meibomio, cuando una de estas glandulas se bloquea, los lipidos se

acumula dentro de la glandula y forma un abultamiento en el parpado.

Frecuencia Alélica: Medida de la presencia de un alelo dado en una poblacién, es
la proporcion de todos los alelos de ese gen en la poblacidn que corresponden
especificamente a ese tipo.

Frecuencia Genotipica: Es la frecuencia o proporcién de un genotipo dado en una
poblacion.

Gen: Unidad basica, tanto fisica como funcional, de la herencia, y transmite
informacion de una generacion a la siguiente, los genes estan dispuestos, unos tras

otros, en estructuras llamadas cromosomas.

Gen silvestre: Asociado al fenotipo normal, el mas comun en la poblacion. Opuesto

a alelo mutante.
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Genotipo: Descripcion del conjunto de genes que hereda un individuo de sus
progenitores, el genotipo de un individuo permanece invariable a lo largo de su vida,

con independencia del entorno que lo rodea y afecta.

Glandulas de Krause y Wolfring: Glandulas accesorias situadas en la conjuntiva

del parpado superior, proporcionan el componente acuoso de la pelicula lagrimal.

Glandulas de Meibomio: Glandulas que se encuentran situadas en los parpados
superior e inferior y producen una secrecion compuesta por diferentes sustancias,
entre las que abundan diversos lipidos como fosfolipidos , triglicéridos y esteroles

libres. Esta secrecion forma parte de la pelicula lagrimal y previene su evaporacion.

Glandulas de Moll: Glandulas sudoriparas, son relativamente grandes y de forma
tubular, estas glandulas vierten su contenido hacia las pestafias cercanas, segregan
lipidos que se agregan a la capa superficial de las lagrimas, retardando la

evaporacion de la mismas.

Glandulas de Zeiss: Glandulas sebaceas que se encuentra localizada en el
margen del parpado del 0jo, segrega una sustancia aceitosa que se excreta a través
de conductos excretorios del I6bulo sebaceo hacia la porcidén media del foliculo

piloso.

Heterocigoto: Con respecto a un gen especifico, el organismo posee dos alelos
diferentes de ese gen para un rasgo dado en los dos cromosomas homélogos (por

ejemplo, un genotipo es Aa).
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Homocigoto: Con respecto a un gen especifico, el organismo posee dos copias
idénticas de ese gen para un rasgo dado en los dos cromosomas homdlogos (por

ejemplo, un genotipo es aa o0 AA).

Orzuelo: Abseso pequefio (acumulacion de pus) localizado superficialmente, de
alguna glandulas de Zeiss o de glandulas de Moll en la base de las pestanas. La
causa de este trastorno es una infeccion bacteriana producida comunmente por el

Staphylococcus aureus

Patrones Moleculares Asociados a Patégenos (PAMP): Patrén molecular comun
y constante de la superficie de los microorganismos, que son unicos en los

microorganismos Yy son esenciales para su metabolismo y su supervivencia.

Poblacion en genética: Grupo de individuos que comparten un acervo genético
comun y tienen la posibilidad de aparearse.

Polimorfismo: Coexistencia de dos o mas fenotipos alternos en una misma
poblacién o entre poblaciones. Por lo general, los diversos fenotipos son originados
por los alelos alternos de un gen.

Polimorfismo de un solo nucleétido (SNP): Variacion de una base por otra en un lugar
especifico del genoma, se encuentra en mas de un 1 % de la poblacion. Son la forma mas
comun de variacion genética.

Razén de Momios: Medida estadistica utilizada en estudios epidemiologicos
transversales de casos y controles, es la posibilidad de que una condicion de salud
o enfermedad se presente en un grupo de poblacion frente al riesgo de que ocurra
en otro, suele realizarse entre grupos que presentan condiciones de vida similares,

con la diferencia de que uno se encuentra expuesto a un factor de riesgo, mientras
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que el otro carece de esta caracteristica. Por lo tanto, la razon de momios o de

posibilidades es una medida de tamano de efecto.

Receptores de reconocimiento de patrones moleculares (PRRs): Receptores
que reconocen patrones moleculares asociados a patdogenos, dentro de este grupo

de PRRs se incluyen TLRs, CLRs, RLR y NLR.

Receptores Tipo Toll (TLR): Llamados de esa manera por su similitud con el
receptor Toll de la mosca de la fruta Drosophila, son un tipo de proteinas que se
encuentran en las células del sistema inmunitario y que cumplen la funcion de
receptores tipo 1, que reconocen PAMP’s.

Riesgo Relativo: Cociente entre el riesgo en el grupo con el factor de exposicion o
factor de riesgo y el riesgo en el grupo de referencia (que no tiene el factor de

exposicion) como indice de asociacion.

Secrecion holocrina: Secreciéon en la cual la totalidad de la célula entra a formar

parte de los productos secretados.

Splicing (corte y emplame): Proceso en el cual el ARNm eucariote se transcribe
integramente del gen estructural como precursor del ARNm, donde finalemente se
eliminan los intrones y los exones que los flanquean se unen para generar el ARNm

maduro.

Susceptibilidad a enfermedad: Condicion del cuerpo que aumenta la probabilidad
de que el individuo desarrolle una enfermedad en particular. La susceptibilidad esta

influenciada por una combinacion de factores genéticos y ambientales.
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Anexo A

mOSPITAL
dela LU
AL NUESTRA SERORA

FUNDACION HOSPIT \ DE LA LUZ, IAF

México, D. F., a de de 20 )

Consentimiento informado:

En el Hospital Fundacion Nuestra Sefiora de la Luz se llevara a cabo un estudio
titulado “BUSQUEDA DE MARCADORES GENETICOS ASOCIADOS A
BLEFARITIS” El cual se realizara en el Centro de Investigacién Biomédica, este

estudio esta bajo responsabilidad del Dr. Héctor Javier Pérez Cano.

Se necesitaran muestras de raspado palpebral (raspado del parpado) cuya
obtencién no representa ningun riesgo para mi salud. He sido informado que este

estudio sera utilizado para fines de investigacion y que, en caso de ser paciente del
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instituto, la toma de muestra NO modifica mi diagndstico, mi tratamiento ni la

atencion recibida por parte del personal de la institucion.

Es por eso que:

Yo acepto participar

en este estudio y autorizo que se obtenga una muestra de lagrima y sangre.

Firma: Teléfono

Responsable de toma de muestra:

Testigo:

Testigo:
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