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RESUMEN

La candidiasis es una infeccion causada por levaduras del género Candida spp. que se
presenta de varias formas dependiendo la zona del cuerpo en la que se localice, como la
candidiasis bucal y la candidiasis vulvovaginal. Esto ocurre cuando existe un desequilibrio
inmunoldgico entre el huésped y el hongo; por lo tanto, el organismo desencadena un
mecanismo de defensa que involucra células como el neutréfilo, quien actia como principal
mediador de la respuesta inmune innata frente a levaduras, dado a que libera sustancias

fungicidas como la Mieloperoxidasa (MPO), enzima presente en los granulos azurdéfilos.

Sin embargo, se han descrito multiples causas que pueden generar deficiencia o
disfuncion de esta enzima como la presencia de polimorfismos en el gen que la codifica;
por tal motivo, en este estudio se buscéd identificar un posible polimorfismo mediante
técnicas moleculares y citoquimicas en muestras de pacientes con antecedentes de
candidiasis recurrente, logrando estandarizar la técnica de PCR convencional para la
amplificacion del gen mpo, la secuenciacion de la region amplificada y analisis
bioinformaticos de los productos de amplificacion hallando un cambio en una base

nitrogenada (G291T) ubicada en una region no codificante del gen en estudio.

Palabras Claves: Candidiasis, enzima Mieloperoxidasa, polimorfismos , deficiencia

enzimatica , infecciones recurrentes.
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Introduccion

La candidiasis es una infeccién causada por hongos del género Candida, que afecta
diferentes zonas del cuerpo tales como corazon, sangre, cerebro, entre otros tejidos; siendo
la especie C. albicans el principal agente etiolégico. Se ha observado que es mas comun la
presentacion de la infeccion en pacientes hospitalizados e inmunosuprimidos; a pesar de
que C. albicans hace parte de la flora normal del cuerpo y se encuentra principalmente en
diferentes regiones, como piel, orofaringe, tracto digestivo, uretra y vagina, puede llegar a
representar un problema cuando ocurre una ruptura del equilibrio inmunolégico entre el
huesped y el hongo, donde este logra multiplicarse rapidamente en los tejidos y se instala la
infeccion®83,

Las infecciones que involucran mucosas son muy comunes, entre las que se encuentran
la candidiasis vulvovaginal que afecta a un 75 % de las mujeres en edad fértil, siendo el
segundo problema ginecoldgico mas frecuente en el mundo después de la vaginosis
bacteriana 12 La candidiasis vulvovaginal es una infeccién inflamatoria aguda que incluye
sintomas como prurito vulvar, descarga vaginal, vulva eritematosa y leucorrea, estos se
asocian a factores predisponentes, que pueden direccionar a la recurrencia de la infeccion
denominada Candidiasis vulvovaginal recurrente (RVVC) la cual se adquiere una y otra

vez con una prevalencia del 7-8% 2*3

Por otro lado, la candidiasis orofaringea posee gran relevancia, ya que afecta
principalmente adultos en edad avanzada con una incidencia entre un 7% y 65%; la
infeccion puede desencadenarse por diversos factores como por ejemplo la edad,
alteraciones salivales, el uso de prétesis bucales removibles, el tabaco, el estado de salud,
medicamentos inmunosupresores ¢ higiene bucal. Esta infeccion tiene una incidencia entre
0,2 y 0,4 casos por 10000 pacientes/dia con una mortalidad del 30-40% de los casos,
ademas posee un impacto en la calidad de vida de pacientes con infecciones cronicas y

recurrentes>*8?,
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En respuesta a estas patologias, el organismo debe desencadenar un mecanismo de
defensa que va direccionado principalmente a la activacion de la inmunidad celular innata,
la cual actla frente a infecciones fungicas; el neutrofilo participa como célula responsable y
mediadora, debido a que libera sustancias fungicidas como especies de oxigeno reactivo
(ROS) y componentes de los granulos en la formacion del fagosoma, activando el sistema
microbicida MPO-H,0,-CL, donde intervienen proteinas antibacterianas como catepsinas,

defensinas, derivados reactivos de oxigeno, y enzimas como la mieloperoxidasa’.

La mieloperoxidasa representa el 5% de las proteinas de los neutrofilos siendo de gran
importancia, ya que estd involucrada en el proceso de fagocitosis, desgranulacion y
produccion de acido hipocloroso; esta es un potente microbicida asociado a un aumento de
la actividad respiratoria #*°; ademas juega un papel importante frente a las infecciones por
Candida spp al lograr desencadenar su fuerte accidén citotoxica en la respuesta
inmunoldgica inespecifica ****!. Sin embargo, pueden ocurrir defectos durante el proceso
de fagocitosis que incluyen fallas en la produccion de neutréfilos, fallas en la via

25 uno de estos defectos

enzimatica oxidativa o deficiencias especificas de granulos
comprende la deficiencia de MPO que se ha observado en pacientes con candidiasis
recurrente; ademas se ha demostrado que la variacion o presencia de algin polimorfismo/s

en el gen mpo puede conferir susceptibilidad a la infeccién por Candida spp. *?>%.

Actualmente, el diagndstico para la deficiencia de mieloperoxidasa se lleva a cabo
mediante la deteccion de un posible polimorfismo/s en el gen mpo, tinciones citoquimicas o
por medio del andlisis de citometria de flujo en laboratorios de hematologia clinica para la
enumeracién de PMN con actividad de la enzima mieloperoxidasa®. Por lo anterior, se
buscé identificar la presencia de un polimorfismo involucrado en la deficiencia enzimatica
de MPO, que pudiera conferir susceptibilidad hacia diferentes infecciones, siendo de gran

interés la Candidiasis.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo generales

Identificar polimorfismo/s en el gen de Mieloperoxidasa, en pacientes con susceptibilidad

a infecciones recurrentes por Candida albicans.

2.2 Objetivos especificos.

o Caracterizar la extraccion de ADN mediante dos protoc6los de extraccion
para los tipos de muestra evaluados.

o Disefiar la técnica PCR convencional para la amplificacion del gen mpo

contemplando parametros quimicos y térmicos.

o Analizar la secuenciacion de los productos de PCR y demostrar la presencia

de polimorfismo/s en el gen mpo en pacientes con candidiasis recurrente.

o Comparar los resultados de la tincién citoquimica para MPO de cada

paciente estudiado de forma cualitativa.
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3. Marco teorico
3.1 Antecedentes

El interés sobre la mieloperoxidasa ha llevado a diferentes investigadores a realizar
diversos estudios sobre la funcion, caracteristicas y ubicacion de la misma, describiéndola
como una sustancia presente en los neutrofilos, que en combinacion con H,0O, y cloruro
constituye un potente microbicida.’® Datos bioquimicos han demostrado que la
mieloperoxidasa (MPO) genera toxinas antimicrobianas letales en los neutréfilos siendo
activas dentro de los fagosomas, donde se producen oxidantes que reaccionan toxicamente
hacia las microorganismos ingeridos.'® El papel fundamental de la MPO se da durante la
respuesta inmune innata, cuando la cantidad de microorganismos sobrepasa la capacidad de

defensa de otros mecanismos en el huésped. *°

Estudios citoquimicos que datan de principios de 1900, sugirieron la presencia de una
peroxidasa en los granulos citoplasmicos de los neutrofilos, en especies como simios,
caninos y humanos®®. En el afio 1920, Graham, reporté por primera vez la liberacion de
“peroxidasa” por parte de los granulos presentes en el citoplasma de los neutréfilos durante
el proceso de fagocitosis, los cuales fueron evidenciados mediante coloraciones que
permitian tefirlos, ya que anteriormente, en 1900 se habia establecido la presencia de
peroxidasa en los granulos citoplasmaticos de granulocitos maduros, especificamente en los

granulos primarios o azuréfilos

, llegando a la conclusién de que los granulos
desaparecian de los leucocitos progresivamente a medida que aumentaba el nimero de

inclusiones bacterianas en la célula®.

En el afio 1940, Kjell Agner reportdé que los neutréfilos poseian MPO en
concentraciones no menores de 1-2% en la célula, pero afios mas tarde, Schultz definié que
la MPO representaba un 5% del peso de los neutréfilos; ademas, la Mieloperoxidasa fue
nombrada inicialmente como verdeperoxidasa debido a su color caracteristico.
Posteriormente, Theorell y Akeson lograron purificar una de las peroxidasas de aspecto
marron-verde hallada en leche de vacas, demostrando que esta tenia propiedades diferentes
a la catalogada verdeperoxidasa, proponiendo los nombres que actualmente se conocen

como Mieloperoxidasa y Lactoperoxidasa (LPO). ™
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En el afio 1957, Seymour J. Klebanoff de la Universidad Rockefeller de New York
trabajo en el laboratorio Reginald Archibald y encontré que diferentes sustancias estaban
involucradas en procesos microbicidas ; tales sustancias eran peroxidasas (LPO y MPO),
las cuales podrian desempefiar un papel importante en la catalisis de reacciones

dependientes a oxigeno °

, fue entonces cuando surgié una incognita sobre la funcién
principal de los neutrofilos en la fagocitosis y la destruccién de microorganismos,
planteandose la siguiente pregunta: ¢la funcion de la MPO en los neutréfilos es la
destruccion de los microorganismos ingeridos?. En 1967, Klebanoff informé que los iones
de MPO, H,0,, yoduro, cloruro o bromuro formaban un poderoso sistema antimicrobiano

en los neutrofilos °.

Para el afio 1960, Hirsch y Cohn describieron el proceso de desgranulacién durante la
fagocitosis, donde pudieron evidenciar como la membrana de los granulos se rompia y
descargaba su contenido dentro del fagosoma, a partir de alli se estudiaron y aislaron
granulos de granulocitos de conejos, encontrando gran variedad de hidrolasas, asi como una
proteina antimicrobiana a la que denominaron fagocitina. Posteriormente en 1961, un grupo
de cientificos, lyer, Islam y Quastel, explicaron que la explosion respiratoria de los
neutrofilos estaba asociada a la formacion de H,O,, calificandolo con un producto

implicado en la actividad antimicrobiana hacia ciertos microorganismos®*°.

En 1969, Lehrer, Cline y Hanifin, describieron a un paciente diabético con deficiencia
de MPO vy candidiasis sistémica cuyos neutréfilos tenian un defecto candidacidal
prolongado in vitro, es decir, la accion microbicida de los neutrofilos era menor, en este
momento se considerd la deficiencia de MPO como un evento raro. Afios después, un
estudio compard 100 pacientes con deficiencia total o subtotal de MPO con 118 pacientes
con niveles normales de MPO, donde hubo una incidencia estadisticamente significativa

mayor de infeccion grave y procesos inflamatorios crénicos en pacientes deficientes **°.

Posteriormente, durante un experimento realizado con el fin de comparar la actividad
microbicida de neutrofilos normales y deficientes en MPO en diferentes organismos,
Lactobacillus acidophilus, Staphylococcus coagulasa negativa y Candida tropicalis; se
utiliz6 azida, la cual actia como inhibidora de la peroxidasa. Se determind que la azida

disminuyd la actividad microbicida de los neutréfilos normales, mientras que en los
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neutrofilos con deficiencia de MPO no tuvo efecto, lo que sugirié que posiblemente esta

sustancia ejercia su efecto sobre las células normales mediante la inhibicién de la MPO®*.

Sin embargo, también se compard la actividad de los neutréfilos normales con los que
presentaban deficiencia sin inhibidor alguno, evidenciando menor muerte bacteriana con
respecto a los deficientes de MPO. En ratones que carecian de MPO (MPO-knockout), se
observé que estos eran méas susceptibles a infecciones por Candida albicans, esencialmente
infecciones pulmonares al ser inoculados intranasalmente por C. albicans, C.tropicalis,
Trichosporon asahii, Psudomona auriginosa, entre otros °. Gracias a estos estudios, se
concluyd que cuando la carga fungica es baja, las especies de oxigeno reactivo (ROS)
formados por la NADPH oxidasa de los neutrofilos son suficientes para poder controlar la
infeccion en ausencia de MPO,por el contrario a una carga fungica alta, se necesitan

obligatoriamente productos de estallidos respiratorios y MPO °1¢,

Los informes de deficiencia de MPO fueron poco frecuentes hasta que los
laboratorios de hematologia adoptaron tinciones con peroxidasa y citometria de flujo para
identificar y enumerar células en sangre periférica. En 1954 se describe por primera vez
esta deficiencia como un trastorno autosémico recesivo causado por mutaciones en el gen
que codifica para esta enzima. Posteriormente, los estudios demuestran que la deficiencia
de MPO ocurre cominmente, afectando a 1 en 2000 a 4000 individuos sanos en América

del Norte y Europa, y 1 en 57 000 en Jap6n * **%.

Por otro lado, la candidiasis ha sido identificada desde la antigiiedad, Hipocrates en su
tratado sobre “epidemias” describio dos casos de afta oral y muget en pacientes debilitados.
La infeccion tuvo gran prevalencia en los afios 1700 en Francia, por lo que se ofrecio un
premio al estudio realizado por Véron en 1835, quién expuso que esta infeccion se adquiria
a través del Utero, también describiendo los primeros casos de candidiasis esofagica. En el
afio de 1849, Wilkinson describi6 por primera vez la candidiasis vaginal en una paciente de

77 afios de edad, quien presentaba una secrecion vaginal profusa %°.

Las primeras descripciones de otras formas superficiales de candidiasis aparecen al
comienzo del siglo XX, cuando se establecid que las enfermedades inmunosupresoras

predisponian a los pacientes a la candidiasis; del mismo modo, Zenker en 1861 describid la
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candidiasis sistémica como una la enfermedad generalizada causada por diseminacion

hematdgena, observado en un paciente debilitado y con muguet bucal %°.

3.2 Candidiasis generalidades.

La Candidiasis representa la infeccion fingica mas comun en pacientes hospitalizados
en el mundo, causada por diversas especies de levaduras del género Candida spp. siendo el
mas comun agente etiologico Candida albicans. Las candidiasis de mucosas y piel son de
mayor frecuencia, mientras que las candidiasis sistémicas son de evolucion aguda, crénica
y generalmente severas’; Candida spp. puede causar enfermedades invasoras graves en
enfermos ingresados en UCI y en pacientes con neutropenia profunda, prolongada u otras
inmunodeficiencias®™. La candidiasis surge de la diseminacién hematégena o de la
inoculacion directa de especies de Candida spp. A un sitio estéril, principalmente en
pacientes imunosuprimidos quienes son los mas propensos a adquirir infecciones cutaneas,
subcutaneas y sistémicas -2, Esta infeccion depende del estado inmunitario del hospedero y
de la localizacion de las manifestaciones clinicas, clasificandola como superficial o

profunda **

El género Candida spp. comprende mas de 150 especies, las cuales presentan
diferentes morfologias y caracteristicas fisioldgicas; entre las especies mas virulentas se
encuentran C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata *. C. albicans representa actualmente la
mitad de los aislamientos hospitalarios en lo que refiere a este género; sin embargo, en las
ultimas décadas, se ha observado un cambio epidemiol6gico con un incremento notable de
especies de Candida diferentes *°; asi mismo se ha evidenciado prevalencia de infecciones
causadas por especies como C. glabrata y C. krusei, con informes de resistencia a azoles

antimicoticos®.

C. albicans es una levadura comensal y patdgena oportunista con gran capacidad de
adaptacion a diferentes ambientes, la cual tiene la propiedad de experimentar cambios
morfogenéticos, desde la forma de levadura tipica ovoide (O) a un microorganismo de
crecimiento micelial de hifas (Y) y (H), lo que constituye la forma comensal y patdgena;
las células comensales “Y” son toleradas por el huésped y se mantienen en bajas

cantidades, pero cuando “Y” se convierte en la forma “H” esta expresa sus rasgos de
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virulencia, ya que este tipo de hifas tienen la capacidad de formar capas robustas de biofilm
que se adhieren fuertemente e invaden la capa externa del epitelio, lo que hace posible
encontrarla en muestras patoldgicas obtenidas de tejidos invadidos. C. albicans en estado
saprofito se encuentra en forma de levadura y se reproduce asexualmente por gemacion.

Por otro lado, en estado parasitario forma filamentos con extremos redondos hasta la

12,30.

formacion de pseudomicelios

3

Fig. 1 Micrografia electronica de formas representativas de C. Albicans A. Micrografia
electronica de C. albicans en forma de levadura tipica ovoide. B. Micrografia electrénica de
C. albicans en forma micelial . *

*Tomado de: Cassone A. Vulvovaginal Candida albicans infections: Pathogenesis,
immunity and vaccine prospects. BJOG An Int J Obstet Gynaecol. 2015;122(6):785

C. albicans hace parte de la flora normal del cuerpo y se encuentra principalmente en
diferentes regiones como la piel 40%, orofaringe 10%, tracto digestivo 16%, uretra y
vagina 34%. La flora bacteriana beneficiosa y el sistema inmunitario limitan el crecimiento
de esta levadura y frenan su excesiva proliferacion, generando equilibrio microbiolégico.
Sin embargo, cuando ocurre una ruptura del equilibrio inmunolégico entre el huesped y el

hongo, este logra multiplicarse rapidamente en los tejidos y se instala la infeccién®

La infeccion por C. albicans puede ser endogena o exdgena, una infeccion endogena esta
dada por la pérdida del balance de la flora normal debido a factores como inmunosupresion
y traslocacién bacteriana; por otro lado, una infeccion exdgena es adquirida, a través de
fuentes contaminadas®. Este patégeno afecta principalmente a pacientes hospitalizados,

con estadia prolongada en UCI, tranplante de o&rganos, tumores, enfermedades
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hematoldgicas, hemodialisis, presencia de catéter vascular, uso de antibioticos, cambios
hormonales, entre otros ; este tipo de pacientes estan predispuestos a un cambio en la
microbiota normal, permitiendo la colonizacién por parte de este microorganismo, lo que lo

convierte en patégeno oportunista ocasionando infecciones recurrentes 2.

La candidiasis puede llegar a presentar un cuadro agudo, subagudo o crénico,
superficial o profundo de caracter oportunista; donde se ven involucrados procesos
patoldgicos como inflamacién, formacion de pus, picazon, descarga de flujo, entre otros.
Los lugares mas comprometidos son las mucosas orofaringeas y vaginales, piel, pulmon,
tracto gastrointestinal, rifion y corazon, llegando al punto de convertirse en una infeccion
sistémica’. La mayoria de infecciones por C. albicans son de origen endégeno, dado a la
proliferacion de la levadura en el sitio blanco, inducida por un factor de riesgo como se
menciond anteriormente; sin embargo, también existe la posibilidad de infecciones
exogenas en los entornos hospitalarios, debido a que la levadura se puede trasmitir por

diversos mecanismos como las manos, equipos de ventilacién, sondas y catéteres .

La candidiasis vulvovaginal (CVV) es una de las infecciones con mayor incidencia, ya
que tiene un gran impacto en la calidad de vida de las mujeres, particularmente en pacientes
con infecciones cronicas y recurrentes. CVV es una infeccion inflamatoria aguda que
incluye sintomas como prurito vulvar, descarga vaginal, vulva eritematosa, leucorrea y
dispareunia, ligada a factores predisponentes como uso de anticonceptivos orales,
embarazo, diabetes mellitus no controlada, tratamiento antibidtico e incluso cambios en la
microbiota vaginal normal, que logran generar mayor susceptibilidad a contraer la infeccion
1213 "Cuando la infeccién se adquiere una y otra vez se determina que la paciente posee una
condicion clinica mas grave a la que se denomina candidiasis vulvovaginal recurrente
(RVVC) debido a la aparicion constante de los sintomas, determinado por cuatro o méas
episodios por afio, la cual es tratada y controlada con fluconazol que ayuda a prolongar los

periodos asintomaticos, pero no contribuye la cura a la infeccion 22,
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Fig. 2 Descarga vaginal de mujer con Candidiasis vulvovaginal. A. Hifas Candida spp.10
x B. Blastoconidis de Candida spp.*

*Tomado de: Pappas PG. Invasive Candidiasis. Infect Dis Clin North Am.
2006;20(3):485-506.

RVVC tiene una prevalencia del 7-8% en las mujeres que experimentan un primer
episodio, es decir, del total de mujeres que sufrieron una infeccion inicial de candidiasis
vaginal, el porcentaje mencionado presenta Candidiasis vaginal recurrente, con una

incidencia anual estimada que oscila entre el 1-2% de todas las mujeres *2.

Los factores que determinan que una mujer experimente la transicién esporadica de
CVV a RVVC no esta esclarecido; sin embargo, se ha establecido que la persistencia de los
factores predisponentes de CVV puede conllevar a recidivas de la misma, pero en la
mayoria de los casos la aparicion de RVVC es idiopatica, cuando no se ha demostrado
ningun factor de riesgo conocido. Numerosos estudios clinicos que examinaron mujeres
con RVVC no mostraron deficiencias inmunes humorales o mediadas por células, lo que
posiblemente puede direccionar a una predisposicion genética como por ejemplo la
deficiencia de MPO a causa de defecto autosdmico recesivo generado por mutaciones en el
gen MPO en el cromosoma 17 *2%* 2% En |as mujeres, los sintomas de la candidiasis
vaginal, particularmente RVVC, se han asociado con un alta y una baja carga de candida,
asf como con la presencia de un alto y un bajo nimero de células inflamatorias .
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Por otra parte, C. albicans puede afectar otras mucosas en el cuerpo, como la zona
bucal, encontrando formas clinicas caracteristicas como seudomembranosa, eritematosa y
estomatitis protética, ubicadas en la palatina y la zona lingual que se caracteriza por la
presencia de placas blancas y lesiones rojas®*; este tipo de candidiasis constituye un proceso
frecuente que afecta a 4/1.000 pacientes con signos de infeccion, habitual entre personas
sanas y en personas mayores con una incidencia entre un 7% y 65% , esto depende de los
factores asociados a adquirir la infeccion como lo son la edad, alteraciones salivales
cuantitativas y cualitativas, el uso de protesis bucales removibles, el tabaco, el estado de
salud, medicamentos inmunosupresores, higiene bucal, entre otros. La edad es uno de los
factores de mayor predisposicion, evidenciando variacidn en la presentacion de la
infeccion, en los neonatos las cifras son bajas con un 16%, se incrementa durante los 18
primeros meses de vida a un 44%, disminuye durante la infancia a un 6%, y ya en la edad
adulta ocurre mayor incidencia y afectacion; La colonizacion oral es mayor en los lactantes
y niflos pequefios, asi como en los ancianos, donde esta colonizacion candididsica se ve
favorecida por el uso de protesis dentales'™®® 3': también se ha descrito una mayor
colonizacion en la boca y en el aparato digestivo en personas que han recibido tratamiento

antibiético o quimioterapia *.

Este tipo de infeccion depende de las condiciones del hospedero, pues el desarrollo de
esta ocurre cuando se perturba el equilibrio inmunoldgico y fisiolégico en la mucosa o
cavidad bucal; lo que provoca la manifestacion de diferentes formas y signos como el

eritema vy los depésitos blanquecinos % como se observa en la figura 3.

Fig. 3 Presentaciones clinicas de candidiasis bucal A. Candidiasis pseudomembranosa, con
placas blancas. B. Candidiasis eritematosa aguda o lengua dolorosa antibidtica. C.
Candidiasis eritematosa crénica de paladar. **’
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*Tomado de: Otero Rey, E., Pefiamaria Mallon, M., Rodriguez Pifién, M., Martin Biedma,
B., & Blanco Carrion, A. (2015). Candidiasis oral en el paciente mayor. Avances En
Odontoestomatologia, 31(3), 135-148.

3.3 Epidemiologia

Las infecciones por C. albicans, principalmente la candidemia se ha descrito como la
infeccién més comun 2. En varios estudios realizados se ha reportado que la incidencia de
candidiasis se ha mantenido en los Gltimos afios e incluso ha disminuido ligeramente en
Australia, Canad, Europa y EE. UU; del mismo modo se ha determinado que paises como
Dinamarca y Espafia son los paises europeos que presentan mayor incidencia de
candidiasis; por otro parte, en Latinoamérica la incidencia ha crecido significativamente y
se presentan de 0.28 a 0.96 episodios por 1000 admitidos en hospital, presentando una
incidencia mayor que EE. UU®. Aproximadamente un 15% de las infecciones asociadas a
atencion en salud son causadas por hongos; de estas infecciones, el 70-90% son producidas
por levaduras del género Candida spp. con una mortalidad que va desde un 40 a un 60%

segun la condicion base del paciente **

Es importante tener en cuenta las caracteristicas mas frecuentes de las diferentes
especies de Candida spp, ya que dependiendo a esto se ven asociados diferentes puntos
diana de infeccidn; por ejemplo, se ha reportado que C. glabrata y C. krusei estan asociadas
con cirugias abdominales, tumores, pacientes mayores de 65 afios, trasplantes, entre otros;
ademas, se ha encontrado que C. glabrata es la segunda causa de candidemia en EE. UU y
paises de Europa®. Por otro lado, C. parapsilosis logra ser aislada en pacientes con cancer,
neonatos hospitalizados en UCI y catéteres, con una incidencia mayor en Latino Ameérica,
Australia, Africa y Asia>. En América Latina, se encuentran especies de mayor incidencia a
C. albicans con un 41%, C. parapsilosis 25%, C. glabrata 6.5 % y C. krusei 1% °; por
ejemplo, segun estudios realizados en Brasil para el afio 2011 se reporté la candidiasis
como la segunda micosis que causo la muerte de pacientes HIV positivos y el octavo agente

causante de infeccion sistémica en Espafia®3**.
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En Colombia se ha reportado que las candidemias oscilan entre el 3,7 y el 5,2% de
todos los aislamientos en los servicios no-UCI y UCI respectivamente, siendo C. albicans
el microorganismo mas frecuente. C. tropicalis se ha aislado de pacientes con tumores
solidos o enfermedades hematoldgicas, informado como el segundo agente etiologico de la

candidiasis invasiva en Asia y en algunas partes de América Latina (Colombia y Brasil)°.

En un estudio realizado en el Hospital Universitario de la Samaritana en la ciudad de
Bogota, para el afio 2009 la incidencia de infecciones por C. albicans en las unidades de
cuidado intensivo y en ambito hospitalario habia aumentado de forma dramaética en las
ultimas dos décadas siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad. En Colombia,
la epidemiologia ha cambiado, encontrando variacion en las especies aisladas y patrones de
resistencia al tratamiento antimicotico lo cual ha implicado nuevos retos en el diagnéstico

temprano®°.

Los estudios epidemioldgicos realizados no demuestran la incidencia en Colombia de la
infeccion al no tener claro la poblacidn objeto y las caracteristicas de la misma. En un
analisis realizado por el Grupo para el control de la Resistencia Antimicrobiana en Bogota
(GREBO) para diferentes departamentos del pais, se determindé que la infeccién por C.
albicans tanto en unidades de cuidado intensivo (UCI) como en servicios no UCI se
encontré dentro de las 10 primeras causas de infeccion representando un 3% de las

infecciones nosocomiales™.

Por otro lado, la candidiasis vulvovaginal (CVV) tiene un alto impacto en la calidad
de vida de las mujeres, presentando un pico maximo de incidencia entre los 20 y 40 afios, el
75% de mujeres en edad fértil. Los signos y sintomas vaginales constituyen una de las
principales causas por las que las mujeres buscan asesoramiento de ginecélogos, con
reportes de mas de 10 millones de consultas al afio >*'; ademas, se ha calculado que a los
25 afos, el 50% de las mujeres habra tenido al menos un episodio de CVV, y entre el 5-8 %
de las mujeres adquiere una RVVC 3 sin embargo la incidencia de la candidiasis

vulvovaginal (CVV) no se conoce debido a pocos estudios representativos en la poblacion
12,13
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Del mismo modo, la presencia de candida en la cavidad oral es frecuente y oscila entre
un 20% y un 70% segun diversos estudios. En Estados Unidos, se ha estimado que la
prevalencia anual de la candidiasis oral es de 50 en 100,000 habitantes, mientras que, en
poblaciones de alto riesgo, la estimacion es de 5% a 7% en recién nacidos, de 9-31% en
pacientes con SIDA y cerca del 20% en pacientes con cancer; también se ha reportado que
la incidencia de C. albicans aislada de la cavidad oral es de 30-45% de los adultos sanos y

de un 50-65% de las personas que usan prétesis removibles 3%,

3.4 Diagndstico.

Las técnicas diagndsticas empleadas para infecciones producidas por Candida spp.
dependen del lugar en que se localiza la infeccion; para infecciones superficiales como es el
caso de Candidiasis vulvovaginal y Candidiasis orofaringea, el diagndstico incluye examen
microscopico o en fresco directamente de la muestra, cultivo microbioldgico en medio
Sabouraud o CHROM agar para identificar la cepa involucrada, de acuerdo al color de
crecimiento del hongo; también se puede emplear la técnica de produccion de tubos
germinales caracteristica de C. albicans. Actualmente, se han desarrollado pruebas
serologicas como el Savvycheck Vaginal Yeast Test, un inmunoensayo en el cual los
antigenos de Candida en las secreciones vaginales interactiian con anticuerpos especificos
anti-Candida conjugados con particulas de latex tefiido. Otra posibilidad es la utilizacién de
pruebas moleculares para la identificacion definitiva de Candida spp como la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR) %"

3.5 Tratamiento.

El tratamiento para la candidiasis implica corregir factores predisponentes como la
buena higiene de las zonas afectadas y las condiciones inmunoldgicas del paciente; ademas,
se emplea tratamiento farmacologico de acuerdo al tipo de candidiasis, los amidazoles
como el clotrimazol y miconazol son buenos agentes topicos, pero llegan a ser poco activos
contra C. glabatra; por otro lado, la administracion oral de antimicéticos es efectiva,

pudiendo emplearse ketoconazol y Fluconazol, que actlan inhibiendo la sintesis del
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ergosterol en el hongo, provocando la alteracion estructural y funcional de la membrana
citoplasmatica, aumentando la permeabilidad de la misma; estos antimicdticos tienen una

efectividad alrededor del 80% 2% 3!,

3.6 Fisiopatologia e inmunidad de Candida albicans.

La colonizacion por C. albicans en mucosas, como vagina y boca, requiere de
mecanismos de patogenicidad, los cuales le permiten a la levadura convertirse en un agente
patdgeno oportunista capaz de colonizar al huésped. Estos mecanismos incluyen, la
adherencia de las levaduras a las células epiteliales por medio de mananoproteinas, para
luego producir gliotoxina, la cual inhibe la actividad fagocitica de las células del sistema
inmune innato, generando un ambiente &cido 6ptimo para su crecimiento; luego, a través
del desarrollo de blastoconidias y pseudohifas se destruyen células epiteliales por invasion
directa; las pseudohifas poseen una proteina denominada Hwp-1 que ayuda a su adherencia

en el queratinocito, convirtiéndose en una forma mas dificil de fagocitar 3%,

Vlecanismos de patogenicidad
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Fig 4. Mecanismos de patogenicidad presentes en C. albicans.

Fuente: Riafo L. autor del presente trabajo

Otros factores de virulencia importantes de este microorganismo, son la produccion

de diferentes enzimas como la aspartil- proteinasa que facilita la penetracion en los
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queratinocitos y la digestion de moléculas para su nutricion, al igual que la calcineurina, la
cual le ayuda a regular diferentes procesos fisioldgicos como la progresién del ciclo celular
y su crecimiento. C. albicans ha logrado desarrollar diferentes mecanismos de resistencia
hacia antifungicos azolicos gracias a una mutacion en el gen ERG11, que codifica para una

enzima que evita la unién levadura-compuesto antifiingico®*

La inmunidad celular es el mecanismo méas importante de defensa frente a infecciones
fangicas, el neutrofilo es el principal responsable y mediador de la respuesta inmune frente
a levaduras, debido a que libera sustancias fungicidas tales como ROS y enzimas
lisosomicas; ademas de ello lleva a cabo el proceso de fagocitosis para lograr muerte

intracelular 2

. Otra célula participe en la respuesta inmunitaria hacia levaduras es el
macrofago, este posee receptores que reconocen moléculas de diferentes microorganismos,
en el caso de Candida spp. es la manosa, sustancia presente en la pared celular involucrada
en la adhesién a tejidos y proteccién a ataques quimicos y enzimaticos® ; cuando el
macrdfago tiene contacto con el antigeno, libera una serie de sustancias como lisosimas,
colagenasas, elastasas, hidrolasas acidas, 6xido nitrico, perdxido de hidrégeno, superoxido,

radicales hidroxilo, entre otros?.

En el caso de una infeccion de candidiasis, el entorno debe prepararse para activar la
inmunidad innata y establecer respuestas inmunes adaptativas con el fin de eliminar los
patdgenos. Las mucosas constan de factores celulares y humorales como células dentriticas,
linfocitos reguladores y citotoxicos, Naturall Killer que logran producir citocinas y
quimiocinas, y la accion de PMN como primeras células que responden a tal infeccion; por
ejemplo, el epitelio vaginal constituye una barrera mecanica, capaz de "detectar" el peligro
constituido por el patégeno y responder mediante la activacion celular y la secrecion de

mediadores inmunes que dirigen la inflamacién y la respuesta inmune'?;

Asi mismo, los humanos poseen en promedio entre un 50- 70% de neutréfilos del total
de leucocitos, los cuales poseen durante el proceso de maduracion tres tipos de granulos:
azurofilos (primarios) los cuales contienen MPO, especificos (secundarios) que contienen

lactoferrina y gelatinasas (terciarios) los cuales contienen MMP9 (metalloproteinasa 9)*°.
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Para ingerir el microorganismo, se lleva a cabo la formacion del fagosoma por parte de los
neutrdfilos alli se genera el proceso de degranulacion seguido de un estallido de consumo
de oxigeno lo cual conlleva a la formacién de ROS que inducen de inmediato a la muerte
del microorganismo ingerido. Entre los sistemas antimicrobianos presentes, se encuentra la
accion de la mieloperoxidasa (MPO) la cual es liberada dentro del fagosoma activando el
sistema MPO-H202-CL; los granulos también pueden ser secretados al espacio

extracelular por degranulacién o exocitosis®°.
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Fig 5. Respuesta inmune innata frente a infecciones por C. albicans. A. Patogenicidad de
C. albicans en el htesped. B. Activacion de la respuesta inmune innata por parte de células
epiteliales y PMN. C. Proceso inmunoldgico desarrollado por PMN frente a C. albicans.

3.7 Los Neutréfilos.

Los neutréfilos representan los leucocitos mas predominantes en circulacién y son las
primeras células en responder a una infeccion, forman parte de la respuesta innata y
constituyen un eficiente mecanismo de proteccion no especifica contra diferentes agentes
infecciosos %; una vez se desencadena la respuesta inmune, los microorganismos son
ingeridos por el fagocito, ligandos asociados al mismo agente, como anticuerpos y/o

complemento, se unen a los receptores de membrana a medida que esta se invagina para
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formar el fagosoma, el cual crea condiciones que matan y degradan los microorganismos
ingeridos , debido a la activacién de la NADPH oxidasa y la degranulacién **%; asi
mismo, se liberan ROS y los componentes respectivos de los granulos en el fagosoma. La
NADPH oxidasa transfiere electrones al fagosoma, generando anion superdxido y peroxido
de hidrégeno a partir de éxigeno molecular', este proceso crea un espacio entre los
componentes liberados por los granulos y los ROS quienes reaccionan en conjunto en el
microorganismo. En este proceso se ve involucrada la presencia de MPO, la cual puede
unirse a la superficie cargada negativamente del microorganismo y reaccionar alli con H,0,
_para iniciar la formacién de oxidantes dependientes de MPO en proximidad al microbio
ingerido®; del mismo modo , se ve involucrado en el proceso CI', el cual entra al fagosoma
por medio de un regulador de conductina (CFTR) , para posteriormente ser catalizado por
la reaccion entre MPO y H,0,, y producir HOCI el cual genera una serie de productos, que
incluyen monocloraminas (NH2CI), proteinas cloraminas (PNHCI) complementando la

actividad microbicida en el sistema MPO- H,0,-CI %,

Sin embargo pueden ocurrir defectos durante el proceso de fagocitosis que incluyen:

1. Defectos en la produccién de neutrofilos.
2. Defecto en la adhesién leucocitaria.
3. Defecto en la via enzimatica oxidativa.

4. Deficiencia especifica de granulos.

Estos defectos causan deficiencias en la actividad inmunolégica de los neutréfilos,

desencadenando mayor susceptibilidad a la adquisicién de infecciones y enfermedades®>
3.8 Mieloperoxidasa.

La mieloperoxidasa es una hemoproteina presente en los granulos azuréfilos de los
neutrofilos y en menor proporcion en los lisosomas de los monocitos, involucrada en la
actividad microbicida hacia un amplio grupo de microorganismos. La MPO es capaz de
catilizar la produccioén de acidos hipohalogenosos, como el &cido hipocloroso e interectuar

con oxigeno singlete, cloraminas y aldehidos; asi mismo, actla en la regulacién de la
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inflamacion, limita el dafio tisular y facilita el cambio de la inmunidad innata a la

adaptativa. %%,

La sintesis de mieloperoxidasa inicia durante el estadio de promielocito del neutrofilo y
finaliza en el estadio de mielocito, donde es contenido en los granulos azurofilos o
primarios de tamafio heterogéneo, distribuidos por toda la célula. Los monocitos también
contienen granulos que contienen MPO pero en menor cantidad; sin embargo, estos

granulos se pierden cuando hay diferenciacion a macréfagos tisulares %+,

Segun la literatura, se ha establecido que la enzima mieloperoxidasa es el producto de
un gen de 11 kb de tamafio, compuesto por 11 intrones y 12 exones, localizado en el brazo
largo del cromosoma 17 en el segmento gl2- 24, consta de dos cadenas pesadas (
subunidades o), dos cadenas ligeras subunidades 3 y dos atomos de hierro. El producto de
traduccidn inicial es una proteina de 80 kD, que tras un proceso de eliminacion proteolitica
de un péptido de 41 aminoéacidos sufre glucosilacion con la incorporacion de cadenas
laterales ricas en manosa, generando un producto de MPO enzimaticamente inactivo el cual
forma un complejo en el reticulo endoplasmatico con proteinas de unién al calcio,
calreticulina y calnexina, las cuales actian como chaperonas moleculares, con la insercion
de un grupo hemo, que se une a las cadenas pesadas de la molécula, para posteriormente
convertirse en una enzima activa y asi llevar a cabo su funcién microbicida en la

célula®*%%',

La MPO tiene una masa molecular de aproximadamente 150 kD, siendo una proteina
fuertemente basica con un punto isoeléctrico de 10 y con avidez a las superficies de carga
negativa; ademas, esta conformada por 1146 aminoacidos donde cada homodimero cuenta
con 573 aminoacidos, 466 pertenece a la subunidad pesada y 107 a la subunidad ligera. El
sitio activo de la MPO consta de dos regiones fundamentales, la primera involucrada en la

unién con el ligando y la segunda relacionada con la actividad catalitica de la enzima
9,54,56,57
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Fig 6. Pasos involucrados en la sintesis de la enzima MPO*

*Tomado y Modificado de: Khan, A., Alsahli, M., & Rahmani, A. (2018).
Myeloperoxidase as an Active Disease Biomarker: Recent Biochemical and Pathological
Perspectives. Medical Sciences, 6(2), 33

La accion antimicrobiana de los neutréfilos hacia diferentes microorganismos
depende de la relacion entre la enzima azuréfila MPO vy el H,0,, producto de la accién de
la enzima NADPH oxidasa, los cuales actian en la produccion de acido hipocloroso a partir
de cloruros; dandose una reaccién microbicida entre enzimas, oxidantes o ROS vy
subproductos como se menciona anteriormente, debido a que la MPO apoya la produccion
de cantidades letales de HOCI*. Asi mismo, la MPO se requiere para finalizar el estallido
respiratorio originado por la NADPH oxidasa, con el fin de equilibrar la excesiva
produccién de ROS, ya que si existe deficiencia y/o ausencia de MPO puede llegar a
presentarse acumulacién de diversos sustancias, como por ejemplo H,O; el cual se degrada
en parte por el sistema MPO, dado a que, al no ser controlado puede llegar a ser toxico para

el mismo organismo ***.

La mieloperoxidasa posee tres complejos diferentes que pueden darse durante la

reaccion del estallido respiratorio en el proceso de fagocitosis®. Esta enzima utiliza el
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potencial oxidativo junto con el H,O, para llevar a cabo los ciclos de peroxidacion y
halogenacion, desencadenando la union de H,O, con atomos haldgenados (Br, Cl, 1) por
medio de la mieloperoxidasa (MPO), con formacion de especies oxidantes citotoxicas y el
compuesto HOCI, el cual desarrolla su actividad antimicrobiana en la modificacion de
lipidos, ADN, aminas, tirosina y cloraminas, ocasionando un dafio oxidativo en proteinas
de los microorganismos , ya que la accion de MPO también tiene la propiedad de catalizar
la oxidacién de una gran cantidad de sustratos clésicos de peroxidasa, como los
16,22,25, 26,61

mencionados anteriormente.
MPO + H202 + Cl- — HOCI +[] OH- ¢

El sistema de MPO- H,0,- Haluros representa el mas eficiente mecanismo microbicida

dependiente de oxigeno en PMN, como se muestra en la anterior reacién quimica. **

Compound 111

0 -
2 O2
0 G HOCI
O
Compound Il <« Compound I Cr+H"
R° RH

Fig 7. Componentes de reacciones catalizadas por MPO dentro del fagosoma. *

*Tomado de: Klebanoff SJ, Kettle AJ, Rosen H, Winterbourn CC, Nauseef WM.
Myeloperoxidase: a front-line defender against phagocytosed microorganisms. J Leukoc
Biol [Internet]. 2013;93(2):185-198.

La enzima responsable del consumo de oxigeno es un complejo NADPH oxidasa, que
logra ensamblarse en la membrana fagosomal y se une con el flavohemocitocromo, un

heterodimero que se localiza en la membrana de los granulos especificos, el cual transfiere
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electrones de O, a partir de la molécula NADPH para producir O, , dando paso a la
formacion de aniones superoxido dentro del fagosoma; la transferencia de electrones crea
un desequilibrio de carga que logra despolarizar la membrana fagosomal y acidifica el
medio intracelular. Después, el H,O, reacciona con el O, dando paso a la formacion de
oxigeno singlete y radicales hidroxilo (HO); ademas, el H,O, sirve de sustrato de la MPO,
que oxida el cloruro y otros haluros como el bromuro, yoduro y el pseudohaluro
tiocianato, para poder generar los respectivos &cidos hipohalosos. En consecuencia, debido
a la formacion de todos estos compuestos (conocidos como ROS) en el interior del
fagosoma se crea un ambiente altamente tdxico para los microorganismos, lo que ocasiona

su destruccion y muerte®

Durante la fagocitosis ocurre un aumento en el consumo de glucosa y oxigeno como
consecuencia del estallido respiratorio que desencadena un proceso de muerte intracelular;
esto ocurre gracias a la presencia de sistemas antimicrobianos que posee el organismo,
donde puede estar involucrada o no la MPO, estos son el sistema dependiente de

mieloperoxidasa y el sistema independiente de mieloperoxidasa®, que se describen en la

figura 8.
A,
T +
. . Glucosa + NADP NADPH + 6-
(3-6-P- deshidrogenasa  fofoplucenclaciona.
L
2 il
Citocromo B . NA...II-PH oxidasa + O NADPH NADP' + 0,
Activacion.

22, T 0t CIO + Hy0 10y + CI+H0
Superoxido Mieloperoxidasa
dismutasa \__._,__/

Degradacidn.
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Glucosa + NADP™ NADPH + 6-
G-6-P- deshidrogenasa  fofogluconolactona.
Oy,
'I"-'-':;
Citocromo B : N;?DPH oxidasa + O, .N ADPH NADP* + O,
Activacion.
.I-I| 2 02- + 2H+ Hzoz + 102 HZDI + 202_ DH + DH_+ 102

Supetoxido dismutasa o
Compuestos toxicos

Fig 8. Activacion sistema antimicrobiano MPO- H,0,-Cl A. estallido respiratorio sistema
oxigeno dependiente, mieloperoxidasa dependiente. B. estallido respiratorio sistema
oxigeno dependiente, mieloperoxidasa independiente.

Tomado de: Microbiologia e inmunologia [internet] México: Universidad de Carolina del
Sur, Instituto Politecnico Nacional. Disponible en:
http://www.microbiologybook.org/Spanish-immuno/imm-chapterl.htm

En enfermedades infecciosas e inflamatorias se ha observado el incremento de la
actividad de la MPO, lo cual se asocia a un aumento del riesgo de estrés oxidativo. La MPO
y el H,0, también pueden ser liberados al exterior del PMN, elevando el potencial de dafio
extracelular debido a la produccién de HOCI?%. El espectro de toxicidad del sistema MPO-
H,O,- Haluros, incluye bacterias, hongos, virus, células tumorales y se ha demostrado que
también esta involucrado en la patogénesis de transtornos inflamatorios como aterosclerosis

y esclerosis multiple 2.

Por otra parte, la actividad de la mieloperoxidasa ha sido detectada en muestras de
fluidos vaginales de la mayoria de las mujeres en cantidades suficientes para inducir un
efecto microbicida, debido a la presencia de lactobacillus los cuales tienen la facultad de
producir H,O, que termina actuando como un mecanismo de defensa del hospedador en la
vagina en presencia o ausencia de peroxidasa de origen leucocitario®, lo que puede llegar a
fortalecer el efecto antimicrobiano tanto en la accion de la MPO como en la produccién de

H,O, producido por bacterias propias del sistema uterino femenino °**.
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3.9 Deficiencia de MPO vy susceptibilidad a infecciones.

La presencia de MPO durante la respuesta de PMN es importante debido a la
produccion de 4cido hipocloroso como potente microbicida junto a H,0, ***. En el sistema
MPO-H,0,-Cl las enzimas granulares liberadas en los fagosomas pueden modificarse
quimicamente y modularse funcionalmente, mejorarse o reducirse, dependiendo del agente
en particular **. La ausencia o deficiencia de MPO tiene consecuencias para la accion
antimicrobiana, reflejada en la pérdida de la produccion y accion de HOCI, lo que resulta
en la eliminacion de la capacidad antioxidante que ejerce el sistema; tal deficiencia de MPO
elimina no solo la capacidad de producir dafio letal a los microrganismos, sino también la
de modificar la estructura y actividad de otros elementos antimicrobianos presentes en los
fagosomas °*. Sin MPO, las proteinas granulares como NE, catepsina G y MMP-7, agentes
inactivados por el sistema de cloruro-MPO- H,0,, serdn funcionales y ejerceran una accion

antimicrobiana que no esta presente en los fagosomas de los neutréfilos normales™.

Asi mismo, los neutrofilos deficientes en MPO tienen una actividad oxidasa
prolongada y llegan a generar méas H,O, que los neutréfilos normales®; por lo tanto, la
ausencia o deficiencia de MPO, que normalmente consume rapidamente H,O, para generar
HOCI, conducira al aumento de la concentracion de H,O,, pudiendo causar un efecto toxico
en el organismo. La composicién oxidante alterada y el tono en fagosomas deficientes en
MPO modifican las moléculas efectoras disponibles y también los sustratos que actuan
sobre los microorganismos*’. Se ha demostrado que los neutréfilos MPO-deficientes matan
diferentes especies de microorganismos mas lentamente que las celtlas normales, ademas
los pacientes que cursan con esta deficiencia pueden presentar episodios de neutropenia que

los condiciana en mayor proporcién a contraer infecciones fiingicas ** 2.

En un estudio in vitro realizado por Klebanoff et al. en pacientes con deficiencia de
MPO se evidencid la ineficacia para matar microorganismos como S. aureus, C. albicans y
E. coli , dado a que los PMN deficientes de la enzima mostraron actividad microbicida mas
lenta en comparacién a los PMN normales; por ejemplo, se establecié que para inducir el

mismo grado de destruccion de los microorganismos mencionados se requirio de 3- 4h de
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incubacion con los neutrdfilos deficientes de MPO, donde lo normal llega a ser de 30- 45
min . Del mismo modo, como se observa en la figura 9, se puede evidenciar el retraso en la
respuesta inmune y el deficiente control antimicrobiano frente a diferentes
microorganismos, puesto que, cuando existe una deficiencia de MPO se observa como la
concentracion de microorganismos tiende a ser constante y puede disminuir levemente
después de un periodo de tiempo prolongado; asi mismo, la destruccion se ve afectada
disminuyendo el porcentaje de destruccion de microorganismos, principalmente en agentes

como C. albicans *°.
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Fig 9. Ineficaz accion microbicida por Deficiencia de MPO A.Infeccion pulmonaria por C.

albicans mediada por neutrofilos con deficiencia de MPO medida en horas B. destruccion

de microrganismos a los 30 min por neutréfilos normales (barras blancas) y por neutrofilos
deficientes (barra gris oscuro).

Tomado de: Klebanoff SJ, Kettle AJ, Rosen H, Winterbourn CC, Nauseef WM.
Myeloperoxidase: a front-line defender against phagocytosed microorganisms. J Leukoc
Biol [Internet]. 2013;93(2):185-198.

La deficiencia de MPO fue considerada durante mucho tiempo como una enfermedad
rara, solo 17 casos conocidos se habian reportado hasta 1979, pero con el desarrollo de
técnicas se ha proporcionado un mejor enfoque para el diagnostico de este trastorno,

convirtiéndose en una condicién mas comdn hoy dia®®.
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Se ha demostrado que la deficiencia de MPO afecta directamente la via de NADPH y
su aparicion esta relacionada a causas congénitas que obedecen a un patron heredado
autosémico recesivo con una incidencia de 1-4,000 personas siendo heterocigotos, lo que
significa que pueden existir diferentes polimorfismos en cada alelo del gen mpo. Uno de los
defectos génicos descritos, es la presencia de mutaciones de reemplazo de arginina por
triptofano en la posicion 569 de la cadena peptidica de la MPO, que detiene la maduracién
del precursor; en este caso el resultado es una actividad microbicida mas lenta y
deficiente”™?®. Ademas, se han descrito méas mutaciones asociadas al procesamiento post-
traduccional de la proteina precursora de la MPO vy otras con defectos pre-traduccionales
causados por mutaciones en la porcién reguladora del gen mpo; encontrando mutaciones
asociadas con la forma hereditaria como R569W, Y173C, M251T, R499C y una delecion

de 14 bases (D14) en el exdn 9 del gen mpo 2640414854

Tabla 1. Polimorfismos asociados a la deficiencia de MPO.

Sustitucién de arginina por triptéfano en la posicion 569 de
la cadena peptidica de la MPO cuando ocurre la sustitucion
R569W de una timidina por una citosina en el exon 10 ; esta
mutacion genera que el grupo “hemo” no se inserte en la
proteina MPO y por consiguiente las unidades maduras de
MPO no se desarrollen 2640 414654
Tipo de mutacion Missense, que produce un cambio en un
unico nucledtido provocando la apariciéon de un codon que
Y173C codifica para un aminoacido diferente, estd mutacion ocurre
en el gen MPO en el codén 173 que logra un cambio de
tirosina por cisteina (Y173C) afectando la biosintesis de
MPO 40,54.
Se describio por primera vez en un paciente italiano. Ocurre

una mutacion Missense donde se reemplaza una metionina
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M251T por una treonina en la posicion 251 de la cadena peptidica
42,53,54

G463A Sustitucion de una guanina por una adenina en la posicion
463, que conduce a una disminucion de 25 veces la
transcripcion de MPO, involucrado en enfermedades
inflamatorias® .

Sustitucion de una arginina por una cisteina en la posicion

R499C 499 de la cadena péptidica, impide la maduracion de la
enzima MPO. Se encontré en estudios realizados en
pacientes japoneses con deficiencia de MPO .

La delecion se considera un elemento regulador exdnico

Delecion de 14 bases que afecta el empalme del exén 9 en el gen, causando

(D14) en el exén 9. disrupcion en el proceso de traduccién del mARN “°3,

En estudios anteriores se han descrito mas polimorfismos en el gen de MPO como
rs2071409, rs7208693 que poseen un cambio de la fenilalanina por valina en la posicién 53
de la cadena peptidica; sin embargo, se ha demostrado que estos polimorfismos no

presentan importancia clinica en el desarrollo de enfermedades e infecciones*”

Por otro lado, puede ocurrir una deficiencia secundaria de MPO que puede
desarrollarse debido a mutaciones somaticas del gen mpo; esta deficiencia logra ser parcial
y solo afecta a una proporcion de neutréfilos, convirtiéndose en una forma adquirida a
causa de diferentes patologias como la diabetes mellitus, ya que se ha demostrado que
durante la hiperglicemia aguda la degranulacion de los neutréfilos disminuye; ademas,
pueden aparecer anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos (ANCA) dado al desarrollo de
enfermedades autoinmunes; de igual forma, la enfermedad granulomatosa cronica, el
embarazo, deficiencia de hierro, trasplante renal, enfermedades trombdticas,

envenenamiento por plomo, ictericia obstructiva, canceres diseminados, trastornos
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hematoldgicos y neoplasias como leucemia mieloide aguda y cronica, sindrome

mielodisplasico, son enfermedades predisponentes a tal deficiencia de la enzima 2% %%°¢,

Los pacientes con deficiencia de MPO pueden llegar a ser asintomaticos y no
aumentar la susceptibilidad a infecciones; sin embargo, se han observado infecciones
graves recurrentes con Candida albicans en pacientes que padecen de otras afecciones,
como la diabetes mellitus, aunque en estos pacientes no esta claro si las infecciones son
resultado de la deficiencia de MPO o si otros mecanismos independientes de MPO también
pueden ser responsables. En un estudio realizado por investigadores europeos, el 50% de
los pacientes con deficiencia de MPO completa tenian complicaciones infecciosas, el resto
eran asintomaticos y solo el 10% de los pacientes sufria complicaciones infecciosas

potencialmente mortales .

Actualmente, el diagndstico para la deficiencia de mieloperoxidasa se lleva a cabo
mediante la deteccidn de un posible polimorfismo en el gen mpo, anélisis por citometria de
flujo en laboratorios de hematologia clinica para la enumeracién de PMN con actividad de
la enzima mieloperoxidasa; ademas, se ha desarrollado una técnica de ELISA sandwich

para la deteccién de la misma®

3.10 Tipos de polimorfismos genéticos.

El genoma humano contiene aproximadamente entre 30,000 y 35,000 genes, y el 5% de
estos participan en la codificacién de informacion. Las diferencias fenotipicas y/o
susceptibilidades a ciertas enfermedades, radica en el 0.1% de variacion en la secuencia del
material genético de un individuo, lo que es denominado polimorfismo, encontrando
diferentes tipos como los cambios de nucleétido sencillo (PNS), inserciones, deleciones,
secuencias repetidas o re-arreglos cromosomicos, donde pueden ocurrir reorganizaciones
cromosomicas, duplicaciones o deleciones; sin embargo las modificaciones en uno o en

pocos nucledtidos son més frecuentes”

La aparicion de un polimorfismo puede deberse a errores en los mecanismos de
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replicacion, reparaciéon de ADN y factores ambientales, generando la variacion alélica entre
individuos y diversidad de la misma especie; ademds, se considera que existe un
polimorfismo cuando la variacion de una region especifica en un gen es superior al 1% en
la poblacion. El hallazgo de polimorfismos es de gran importancia dado a que permite
explicar origenes de poblaciones, evolucion de las mismas y estudiar enfermedades
multigenéticas; estos son usados como marcadores para ayudar a esclarecer ciertos
procesos bioldgicos, determinar el flujo genético de poblaciones y describir susceptibilidad

a diferentes enfermedades’’.

Segun la base publica de datos “dbSNP”, se han descrito mas de 9 millones de variantes
en la secuencia de ADN; los polimorfismos de nucleétido sencillo (PNS) son los mas
frecuentes, estos se deben a la sustitucion de una base nitrogenada por otra, presentandose
uno cada 200 pares de bases en el genoma humano. Los PNS pueden estar presentes en
regiones codificantes provocando algin cambio en un aminodcido lo que afecta
directamente la funcion de la proteina, a estos se les denomina “no sindénimos”; ademas
estos polimorfismos pueden estar localizados en diferentes partes del gen como en la regién
promotora (rSNP) , intrones (iISNP), exones (cSNP) , sitios de “splicing” (sitios donde se

eliminan intrones y se unen exones) 0 regiones intragénicas (gSNP )17.
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Fig. 10. Tipos de polimorfismos segun su localizacion en regiones del gen.

Tomado y modificado de: Caratachea MAC. Polimorfismos geneticos: Importancia y
aplicaciones. Rev del Inst Nac Enfermedades Respir. 2007;20(3):213-21.

Otro tipo de polimorfismo son los de secuencias repetidas conocidos como VNTR-

minisatélites y VNTR- microsatélites, los cuales presentan un nimero variable de
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repeticiones. Los VNTR-minisatélites son secuencias de ADN de pocas decenas de
nucleotidos repetidos, estas repeticiones varian de cromosoma a cromosoma y cada loci
puede presentar muchos alelos distintos, cuya maxima aplicacion se da en la determinacion
de paternidad e identificacion genética en el ambito judicial. Por otro lado, los VNTR-
microsatélites corresponden a la repeticion de secuencias de entre 2 y 5 nucleotidos, estos
pueden estar distribuidos de forma homogénea por todo el genoma, llegando a presentar un

, . . . , ]_7
numero elevado de alelos con frecuencias similares entre si ~'.

Existen diferentes métodos para la identificacion de polimorfismos, uno de ellos es el
analisis de ligamento donde se hace una blisqueda aleatoria en el genoma para tratar de
encontrar genes asociados a una enfermedad, este método utiliza generaciones familiares
con el fin de genotipificar el ADN para detectar alguna enfermedad, como por ejemplo la
artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria sistémica y cronica o tuberculosis pulmonar.
Por otro lado, se llevan a cabo estudios de asociacion genética, donde se buscan
polimorfismos individuales de genes implicados en la apariciéon de enfermedades, los
cuales son comparados con niveles de expresion génica en tejidos normales o con
patologias .

Se han informado varios polimorfismos que predisponen a adquirir Candidiasis,
incluidos polimorfismos de nucleétido Unico (SNP) en genes que codifican lectina de union
a manosa, interleucina IL-4, receptor Dectin-1, CARD 9, una subunidad del complejo
inflamasoma NLPR3 y, mas recientemente, las variantes genéticas de IL-22 y la enzima
indoleamina 2,3-dioxigenasa en las células T reguladoras’**. En general, la evidencia
actual respalda la suposicion de que los polimorfismos genéticos deben incluirse como un

factor predisponente a adquirir infecciones recurrentes por C. albicans *2.
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Fig 11. Técnicas para identificacion de polimorfismos.

Fuente: Caratachea MAC. Polimorfismos geneticos: Importancia y aplicaciones. Rev del
Inst Nac Enfermedades Respir. 2007;20(3):213-21.

3.11 Diagnostico deficiencia de MPO.
3.11.1 Técnicas Citoquimicas.

La deficiencia de MPO se puede determinar mediante el uso de técnicas como tincion
citogquimica de leucocitos, inmunocitoguimica o citometria de flujo las cuales permiten

evaluar la presencia de la MPO funcional dentro de los neutréfilos .

Para determinar la presencia de mieloperoxidasa en los neutréfilos es posible emplear la
tincion citoquimica de peroxidasa leucocitaria, que demuestra la presencia de
mieloperoxidasa mediante la accion oxidante de la misma sobre el sustrato bencidina en
presencia de H,O, observando la actividad de la MPO por medio de la tincion de los

granulos de un color rojo- marron dentro de las células, dado a que la MPO esté localizada
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en los granulos azurofilos presente en todos los estadios de los neutrofilos; sin embargo,

actualmente se utilizan reactivos no cancerigenos alternos a la bencidina®

3.11.2 PCR Convencional

Es una técnica molecular que permite la amplificacion in vitro de una molécula de
ADN para obtener millones de copias de la misma; esta técnica se basa en la replicacion de
material genético donde se ven involucradas diferentes proteinas que sintetizan nuevas
hebras de ADN a partir de otra que funciona como molde; asi mismo, se ven involucradas
sustancias que cumplen un papel importante en el proceso de amplificacion como la enzima
polimerasa, los primers o iniciadores que son fragmentos de ADN de 15-30 nucle6tidos
que flanquean la region a amplificar, desoxinucle6tidos (ANTPs), cloruro de magnesio el
cual actGa como co-factor de la enzima polimerasa y una solucién amortiguadora que logra

mantener el PH apropiado®’.

La amplificacibn de ADN mediante PCR consta de tres étapas que involucran
condiciones quimicas y de tempertaura. Esta técnica inicia por la separacion de las hebras
de ADN (desnaturalizacion) que es expuesto a altas temperaturas, posteriormente ocurre la
unién de los iniciadores o primers a la secuencia complementaria 0 molde de ADN
(alineamiento) y finaliza con la sintesis semiconservativa de una nueva cadena por adicion

de nucleétidos debido a la accion de la ADN polimerasa (extension)?’.
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Fig 12. Etapas de amplificacién de ADN por medio de la técnica PCR.

Tomado y modificado de: Serrato Diaz A, Flores Renteria L, Aportela Cortez J,

Sierra Palacios E. PCR : reaccion en cadena. Herramientas Mol Apl en Ecol Teor y
practicos. 2014;53-74.

3.11.3 Secuenciacion de ADN

Los avances en la tecnologia de biologia molecular, desde la construccion de mapas
fisicos y genéticos ha permitido obtener la secuencia de ADN de genomas completos de
diferentes organismos, desde lo méas simple como organélos celulares, hasta lo mas
complejo, como el genoma humano, genomas de bacterias, hongos, virus, plantas y
animales; por lo tanto, una de las aplicaciones de la secuenciacion de ADN es su uso como
herramienta clinica de diagnéstico, una muestra de ello es la deteccién de nuevos
polimorfismos en cadenas de ADN, dado a que esta técnica permite determinar en qué

orden se disponen los nucledtidos Adenina, Timina, Citosina y Guanina***%°,

Uno de los métodos mas utilizados para secuenciar ADN es el método Sanger, también
conocido como método didesoxi, el cual permite determinar la secuencia del molde de
ADN a medida que se sintetiza la hebra complementaria; para esta técnica son necesarios
diversos componentes como el ADN de cadena sencilla que actia como molde, primers

especificos para dar inicio a la reaccion, la enzima ADN-polimerasa, cuatro nucleétidos
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(dATP, dGTP, dCTP y dTTP), cuatro didesoxirribonucledtidos trifosfato (ddATP, ddGTP,
ddCTP y ddTTP) terminadores de cadena marcados fluorescentemente, dado a que cada
ddNTP estd marcado con un fluor6foro distinto que logra emitir luz con una onda
caracteristica. Los ddNTP son utilizados por la ADN-polimerasa para construir la nueva
hebra pero, una vez incorporados, impiden la adicién de nuevos nucledtidos, estos
nucleétidos no poseen el grupo hidroxilo en el carbono 3’ del anillo de azGcar , por lo tanto

no permite la unién de otro nucledtido, dando fin a la secuenciacién de la cadena *,

Inicialmente, el ADN se somete a altas temperaturas, 96 °C para poder desnaturalizar
las cadenas, luego se disminuye la temperatura la cual depende de la T° melting de los
primers, para que estos puedan unirse al molde de cadena sencilla; una vez se han unido, la
temperatura vuelve a elevarse a 72°C para que la ADN- polimerasa afiada los nucle6tidos a
la cadena, hasta que aleatoriamente agregue un nucleétido didesoxi; cuando esto ocurre, no
es posible seguir agregando mas nucleotidos y la cadena finaliza con el nucleotido
didesoxi; repitiendo multiples veces este proceso; una vez terminada la reaccion, los
fragmentos se detectan mediante electroforesis capilar en gel, donde los fragmentos més
cortos se mueven rapidamente a través de un poro, mientras los fragmentos mas largos se
mueven lentamente **

Los fragmentos mas cortos, que terminan justo un nucleétido después del cebador son los
primeros en ser detectados, luego los proximos fragmentos mas pequefios que terminan
justo dos nucledtidos después del cebador son posteriormente detectados y asi
sucesivamente. Los datos registrados por el detector se observan como una serie de picos

que dependen de la intensidad de la fluorescencia observados en un cromatograma ***
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4. Metodologia

4.1 Tipo de investigacion
Se utiliz6 un tipo de investigacion descriptiva.

4.2 Poblacién: pacientes de la ciudad de Bogota con diagnostico previo de Candidiasis

recurrente vulvovaginal y bucal.
4.3 Muestra: 2 pacientes de la ciudad de Bogota con diagnostico previo de Candidiasis
recurrente vulvovaginal y bucal, un control negativo de muestra de paciente sano, sin

episodios de candidiasis

Tabla 2. Identificacion muestras de estudio.

IDENTIFICACION DE DIAGNOSTICO

LA MUESTRA

Paciente diagnosticada con Candidiasis bucal, refirié episodios de

la infeccion de aparicion repentina, recibié tratamiento con
fluconazol durante tres semanas.

Paciente control negativo, sin ningin episodio aparente de
Candidiasis.

Paciente diagnosticada con Candidiasis vulvovaginal, ha referido
multiples episodios de la infeccion durante su vida, con pronéstico
de candidiasis vulvovaginal recurrente; se realiza identificacion de
microorganismo por sistema VITEK en descarga vaginal hallando
C. albicans.
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4.4 Recoleccion de la muestra

Los pacientes que participaron en el estudio fueron informados de los objetivos y
procedimientos de este proyecto de manera clara, por medio del diligenciamiento de un
consentimiento informado previamente elaborado (Ver anexo A); ademas de ello, se tuvo
en cuenta que las pacientes incluidas en este estudio presentaron més de cuatro episodios de
candidiasis en un afio, con el fin de correlacionar el diagnéstico con los resultados
obtenidos posterior a la amplificacion y secuenciacion de ADN. Se tom6 muestra de sangre
periférica en antebrazo, en tubo tapa lila para evitar coagulacién con adecuada

preservacion, posteriormente se almacenan las muestras a 4 °C.

4.5 Disefio de primers y andlisis bioinformatico.

Se realizd la busqueda de la secuencia genémica para el gen mpo (mieloperoxidasa)
en la base de datos NCBI gene: Homo sapiens cromosoma 17, GRCh38.p12 Primary
Assembly, secuencia de referencia: NC_000017, posteriormente se procede al disefio de
primers mediante analisis bioinformatico utilizando el software cientifico Primer 3.0 y
confirmando su especificidad mediante el programa BLAST, obteniendo asi los respectivos
primers (ver tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas de los primers usados para la amplificacion del gen mpo.

Forward Primer AGGGTTCCTTGAGGTGAGGT 20pb 605°C 52,38 511pb.

Reverse primer ACTCCCTCCAGTCCTTCAACT 21pb 61,3°C 55,21 511pb.
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4.6 Extraccion de ADN

Se realiz6 la comparacién de dos protocolos de extraccion de ADN de diferente
fundamento, Ultraclean Bloodspin DNA isolation kit y Wizard Genomic DNA Purification
Kit-Promega corporation, en cada una de las muestras clinicas para evidenciar cuél

suministraba ADN con mejores condiciones para su posterior amplificacion.

Para el kit The Wizard Genomic DNA Purification Kit- Promega corporation se utilizo
el método de salting out, el cual se fundamenta en la lisis de gldbulos rojos y globulos
blancos para la liberacion de ADN de estas ultimas células, luego se administran altas
concentraciones de sales que disminuyen la solubilidad de las proteinas, precipitandolas;
finalmente, el ADN gendmico se concentra por precipitacion con isopropanol. Inicialmente
se realizd un pretratamiento con solucion de lisis y se dejo incubar a temperatura ambiente

por 10 minutos (ver anexo B), se siguieron las indicaciones suministradas en el kit.

Por otro lado, para el Kit Ultraclean® Bloodspin DNA isolation se utilizé6 un método
de columna, el cual emplea una membrana de silice que facilita la unién del ADN a esta,
mientras se eliminan proteinas y sales mediante maltiples lavados para posteriormente eluir
el ADN en tampén Tris 1 mM EDTA. Inicialmente se realizd un pretratamiento con 10 pl
de proteinasa K (1,15 mg/ml), se incubo en bafio seco a 65°C por 1° min con el buffer de
lisis Bl en el que estaba resuspendido el exudado (ver anexo C), posteriormente se

siguieron las indicaciones suministradas en el Kit.

Se realizd gel de agarosa al 1.8% tefiido con Sybr safe (invtrogen 10.000X), para
verificar la integridad del ADN extraido y se realizé cuantificacion del ADN en el equipo
NanoDrop de Termofisher para evidenciar la pureza mediante la relacion de la absorbancia
obtenida 260/280, 260/230 y la concentracion del ADN con cada método.
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4.7 Estandarizacion de la PCR convencional para amplificacion gen mpo.

Para la identificacion y amplificacion del gen mpo, mediante PCR convencional se

ajustaron los parametros de reaccion con el fin de lograr estandarizar la técnica y por

consiguiente la correcta amplificacion del producto deseado.

4.7.1 Titulacion de ADN

Se realizo la titulacion de ADN a partir de una concentracion inicial de 181,7 ng/ul

obtenido de la muestra que mostré mejor calidad de ADN probando las siguientes

concentraciones (ver tabla 4):

Tabla 4. Titulacion de ADN

ADN Inicial 181,7 ng/pul  181,7 ng/ul
ADN dil. 1/2  181,7 ng/pl 90,85 ng/ul
ADN dil. 1/4 90,85 ng/ul 45,42 ng/pl

ADN dil. 1/6 45,42 ng/pl 22,71 ng/ul

4.7.2 Titulacion de MgCl,

3uULADN 3 uLADN 3 uLADN

3 ul
15 ul e
" 30 B R
<L b < o I
0,75 pl 3 2 2 2
o o, (™ o
0,37 ul 12 1/4 1/6

Fig. 13. Diluciones seriadas Y2, %, 1/6 de ADN

Se evaluaron diferentes concentraciones de MgCl,: 3mM, 2,5 mM, 2 mM, 1,5 mM, 1

mM, con el fin de determinar cuédl concentracion era Optima para la reaccion. Las

concentraciones y volumenes de MgCl, se observan en la tabla 5.
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Tabla 5. Titulacion de MgCl,

[JINICIAL  []JFINAL VOL. INICIAL
PARA 25 uL

4.7.3 Titulacion de primers

Para la titulacion de Primers se utilizaron concentraciones de 0,5 mM, 0,4 mM, 0,3
mM, 0,2 mM, 0,1 Mm, con el fin de establecer que concentracion era la adecuada para
lograr una correcta amplificacion evitando la formacidén de productos inespecificos. Las

concentraciones y volumenes de primers empleados se observan en la tabla 6.

Tabla 6. Titulacion de primers.

[JINICIAL  [JFINAL VOL. INICIAL
PARA 25 uL

Primer R

Primer F

Primer R

Primer F
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10 mM 0,2 mM 0,5 uL

Primer R 10 mM 0,1 mM 0,25 pL

Primer F 10 mM 0,1 mM 0,25 pL

4.7.4 Temperatura de anillamiento

Se realizd la variacion de temperaturas en la fase de anillamiento, se probaron
temperaturas de 55 °C, 57°C, 59 °C, 60 °C y 61 °C teniendo en cuenta que de ella depende

la especificidad de union de los primers utilizados al gen blanco.

4.8 PCR convencional.

Una vez optimizadas las condiciones descritas anteriormente se procede a realizar la
amplificacion del gen mpo en el ADN de las muestras clinicas a evaluar. Las condiciones
quimicas para la amplificacion se muestran en la tabla 7 y el perfil térmico optimizado se

observa en la tabla 8.

Tabla 7. Condiciones quimicas de amplificacion para el gen mpo.

REACTIVOS [ JINICIAL [ JFINAL VOL. INICIAL

PARA 25 uL
Agua 15,5 uL

[Agua |

5X 1 5 L
sMM 2mM 2L
10 mM 0,2 mM 0,5 pL
10pM  02uM 05 L
10pM  02uM 05 L
5 U/uL 0,05 U/uL 0,25 pL
ADN 0,75pL

Tabla 8. Programa perfil térmico para la amplificacién del gen mpo
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FASE TEMPERATURA TIEMPO No CICLOS

Denaturacion inicial 94°C 5 min 1

Denaturacion 94°C 30s 35
Hibridacion 60°C 45s
Elongacion 72°C 45s

Elongacion final 72°C 10 min 1
Conservacion 10°C 0

Elongacidn
final
Desnaturaliza- | Desnaturaliza- Elongacion
cion inicial cién
Anillamiento
Temperatura 94 °C 94 °C 60 °C 72 °C 72 °C 10 °C
Tiempo 5:00 0:30 0:45 0:45 10:00 5:00

Fig 14. Programa de ciclaje PCR convencional para amplificacién gen mpo.

Fuente: Riafio L. autor del presente trabajo.

La reaccion se lleva a cabo en el termociclador AXIGEN MAXYGEN y una vez se
obtienen los productos de amplificacion, se procede a hacer corrida electroforética en gel de
agarosa al 1,8%, el cual es preparado con TBE al 1% y para revelar las bandas se utiliza el
intercalante de bases Syber Safe. Se cargan las muestras en el gel (6 ul en cada pozo) y se
procede a la realizaciéon de la electroforésis, dejando migrar las muestras durante 30-45
min, a 100 v. Una vez terminada la corrida, se visualizan los resultados en el gel con ayuda
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del transiluminador de luz UV BioRad, donde se puede observar el resultado de

amplificacion.

4.9 Purificacion de ADN

Los productos de amplificacién obtenidos de cada muestra se purificaron con el Kit
Invitrogen™ PureLink™ PCR Purification Kit, con el fin de obtener una concentracion de
ADN optima para realizar la respectiva secuenciacion de cada muestra. Este Kit
proporciona un método de columna de micro-boquilla que permite hasta el 95% de
recuperacion de fragmentos de ADN, eliminando residuos de cebadores, sales, enzimas y

dNTPs. Se siguieron las indicaciones suministradas en el kit (Ver anexo D).

4.10 Secuenciacion

Se realiz6 secuenciacion sentido y antisentido de los tres productos de PCR
convencional obtenidos de la amplificacion de una region del gen mpo, mediante método de

secuenciacion Sanger.

Posteriormente se llevd a cabo el andlisis de las secuencias por medio de aplicaciones
bioinformaticas, incluyendo Chromas (1996, Technelysium) que es un visor y editor de
material genético secuenciado; ademas, se ejecutd por medio de los programas informaticos
blast y Multalin, el alineamiento de cada una de las secuencias obtenidas con la secuencia
referente de la base de datos NCBI para mieloperoxidasa Homo sapiens cromosoma 17,
GRCh38.p12 Primary Assembly, con el fin de realizar el andlisis de estas para determinar

la presencia de polimorfismos en la regién secuenciada del gen mpo.

4.11 Tincion citoquimica de peroxidasa Leucocitaria.

Se realiz6 tincion de mieloperoxidasa para determinar la presencia o deficiencia de la
enzima en los PMN, observando los granulos azuréfilos de un color intensamente morado

dentro de las células si la enzima esta presente, o por el contrario si se observa poco o nula
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coloracion significa que hay deficiencia de la enzima, debido a que la MPO en presencia de
H,O, es capaz de oxidar un analogo de la bencidina, pasando de una forma incolora a un
derivado azul o marron. Se siguieron las indicaciones suministradas en el protocolo
Mieloperoxidasa 4-Cloro-1-Naftol estandarizado por el Instituto Nacional de Cancerologia

(Ver anexo E).
4.12 Cuadro hemético y FSP (coloracion de wrigth)

Se realiz6 cuadro hemético automatizado en el equipo Sysmex XT- 4000i para cada
paciente, el cual emplea el método de impedancia y enfoque hidrodindmico, determinando
valores hematoldgicos de interés como el recuento leucocitario principalmente de

neutrofilos.

También se realizaron los respectivos extendidos de sangre periférica para cada muestra,
con coloracién Wrigth, la cual nos permite conocer la morfologia de las células sanguineas,
diferenciar cada una y determinar alteraciones de la linea roja, blanca y plaquetaria; para
ello se utilizd el colorante de wright compuesto por azul de metileno que actia como
colorante bésico coloreando las partes &cidas de las células, eosina que actia como
colorante &cido coloreando las partes alcalinas de las células y metanol que logra fijar las
células; se manejaron los siguientes tiempos estandarizados en la Fundacién Hospital de la
Misericordia (HOMI) en el area de hematologia, 5 minutos de colorante de Wright y 3

minutos de buffer, posteriormente lavar.
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5. Resultados

5.1 Estandarizacion PCR convencional amplificacion gen mpo.

El objetivo de estandarizar una PCR convencional para la amplificacion del gen mpo
fue obtener un producto 6ptimo teniendo en cuenta condiciones quimicas y de temperatura
favorables, que impidieran la aparicion de productos inespecificos; para ello, se busco
determinar las concentraciones adecuadas del ADN vy los reactivos con el fin de lograr un
rendimiento idéneo por parte de estos como se describe a continuacion, dado a que
inicialmente se tuvieron en cuenta concentraciones mayores utilizadas en diferentes
ensayos de PCR convencional para la amplificacion de diversos genes, con el objetivo de
probar diferentes valores hasta obtener las condiciones acordes a la amplificacion del gen

de interés en este estudio.

5.1.1 Titulacién de ADN

Para la titulacion de ADN, inicialmente se tuvo en cuenta la concentracion y pureza que
suministré cada uno de los kits de extraccion utilizados, tanto el Ultraclean Bloodspin DNA
isolation kit como el Wizard Genomic DNA Purification Kit-Promega corporation; ya que
se busco determinar que kit garantizaba una mayor concentracion del ADN de interés y una
Optima pureza del mismo; por lo tanto, una vez extraido el ADN de cada muestra

empleando los dos kits mencionados, se cuantificd cada uno obteniendo:

Tabla 9. Cuantificacion ADN obtenido por kit Wizard Genomic DNA Purification.

1 47,2 ng/pl 0,944 0,521 1,81 2,05 DNA
2 169,5 ng/ul 339 1,823 1,86 2,26 DNA
3 181,7 ng/pl 3,634 1,971 1,89 1,91 DNA

Tabla 10. Cuantificacion ADN obtenido por kit Ultraclean Bloodspin DNA isolation.

1 64,3 ng/ul 1,285 0,759 1,60 0,65 DNA
2 66,4 ng/pl 1,329 0,709 1,75 1,56 DNA
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3 21,4 ng/ul 0,428 0,221 1,94 0,59 DNA

A partir de los resultados obtenidos, se determino que el kit que proporciond una mayor
concentracion de ADN fue el kit Wizard Genomic DNA Purification, como se puede
observar en la tabla 9; las muestras 2 y 3 mostraron resultados idéneos con concentraciones
de 169,5 ng/pl y 181,7 ng/ul en relacion a una buena pureza de 1,86 y 1,89 en D.O.
260/280; dado a que, segun la literatura, la relacion entre las medidas de densidad dptica de
260 y 280 (D.0.260: D.0.280) proporciona la longitud de onda en la que el ADN puede ser
cuantificado, ademaés del estimado de la pureza de la muestra; por lo tanto, muestras puras
de ADN deben tener un valor D.0.260:D.0.280 de 1,8 a 2; si por el contrario, se obtienen
valores por debajo de este rango son indicativo de contaminacién con proteinas o fenol*®.

En efecto, al analizar los resultados de extraccion de ADN obtenidos, se demostrd que
uno de los kits tuvo mas eficiencia por mostrar mejor concentracion de ADN para cada
muestra y mayor pureza de las mismas como se explicé anteriormente; sin embargo, con el
kit Ultraclean Bloodspin DNA isolation como se muestra en la tabla 10, no se obtuvo una
alta concentracién de ADN y ademas la pureza del mismo no fue la mas adecuada para ser
empleado en el estudio, dado a que los valores fueron inferiores al rango de referencia de

pureza de material genético sin contaminacion.

A partir de lo anteriormente dicho, se eligié la muestra problema numero 3, la cual
mostrd la mayor concentracién 181,7 ng/ul y la mejor pureza 1,89 en longitud de onda de
260/280, durante el proceso de extraccion y cuantificacion. Posteriormente, se realizaron
titulaciones de %2, ¥4 y 1/6 con agua desionizada del ADN; realizando PCR convencional
para cada dilucion . Una vez se obtuvieron los productos de amplificacion, se realiz6

corrida electroforética en gel de agarosa al 1.8% observando cada producto:
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa 1.8% de productos de amplificacién de PCR
convencional de titulacion de ADN, muestra problema 3.

Carril 1. Marcador de peso molecular, escalera CorpoGen 100 pb. Carril 2. Control
negativo. Carril 4. Concentracion inicial ADN 181,7 ng/ul Carril 5. Concentracion inicial
ADN 181,7 ng/pl Carril 6. Concentracion ADN 90,85 ng/ul, dil Y2  Carril 7.
Concentracion ADN 45,42 ng/ul, dil ¥4 Carril 8. Concentracion 21,71ng/ul, dil. 1/ 6 Carril
9. Control negativo.

Se pudo observar que en los carriles 4 y 5, los cuales equivalen a una concentracion
inicial de ADN 181,7 ng/ul, la banda fue definida y se pudo distinguir el tamafio correcto
de la misma; sin embargo, se propuso disminuir la concentracién inicial de ADN con el fin
determinar hasta que concentracion inferior se podia observar un buen rendimiento del
mismo, posterior a su amplificacion; en efecto , se observd una diferencia entre cada
dilucion empleada, en cada banda se observo que entre mayor era la dilucion esta se volvia
maés delgada dado a la disminucion de concentracion; en consecuencia , se determind que la
dilucion ¥4 (carril 7) con una concentracion de 45,42 ng/ul fue la més 6ptima al mostrar
una banda delgada, visible, acorde al peso y las caracteristicas que se buscaban; a partir de

alli, se manej6 esta concentracion para los siguientes ensayos.

5.1.2 Titulacién de MgCl,

Para la titulacion de MgCl, se quiso establecer la concentracion mas adecuada de este
para su uso en la PCR, dado a que el MgCl, proporciona una correcta actividad de la
enzima Tag-polimerasa actuando como cofactor de esta. A altas concentraciones de MgCl,
se puede disminuir la especificidad de la enzima, es decir, este no logra trabajar en conjunto
con la Tag-polimerasa, por ende no impulsa la actividad de la misma; por otro lado, a bajas
concentraciones, este puede aumentar la especificidad, es decir, el MgCl, no logra
equilibrar y controlar la actividad de la enzima, permitiendo que pegue todo a la cadena de
ADN *°,
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Teniendo en cuenta las anteriores condiciones, se emplearon concentraciones de 3 mM,
2.5mM, 2 mM, 1.5 mM, 1 Mm, con el fin de determinar que concentracion de MgCl, tenia
un mejor rendimiento y buena actividad en conjunto con la Tag-polimerasa. En la figura 13,
se observa claramente la diferencia entre las bandas obtenidas, mostrando un descenso en el
grosor de estas, a causa de la disminucion de la concentracion de MgCIl, las cuales
muestran que una de estas es mas acorde al resultado esperado, es decir, las
concentraciones empleadas tienen la facultad de trabajar en conjunto con la tag- polimerasa
logrando amplificar el ADN; sin embargo, la concentracion de 2 mM (carril 5) muestra un
adecuado rendimiento que permite observar una banda acorde con el peso molecular del

gen de interés y una acorde amplificacion del mismo.

Comparando las bandas obtenidas con concentracion de 3 mM y 2.5 mM de MgCl,
(carril 3,4) estas se muestran de un mayor grosor dado a la especificidad de la enzima, a
causa de las concentraciones manejadas de MgCl, , a diferencia de las concentraciones de
15mM y 1 mM de MgCl, (carril 6 y 7), donde se va perdiendo el producto de
amplificacion, lo que podria representar un problema en posteriores ensayos al no obtener

un producto 6ptimo para posterior secuenciacion .

L[]
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Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa 1.8% de productos de amplificacion de PCR
convencional para determinacion de concentracion adecuada de MgCl,, muestra problema
utilizada N° 3.
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Carril 1. Marcador de peso molecular, escalera CorpoGen 100 pb. Carril 2. Control
negativo. Carril 3. MgCl, 3 mM Carril 4. MgCl, 2,5 mM Carril 5. MgCl, 2 mM Carril
6. MgCl, 1,5 mM Carril 7. MgCIl; 1 mM

5.1.3 Titulacién de primers.

Se buscé determinar la concentracion optima de los primers, con el objetivo de evitar
la formacién de productos inespecificos como dimeros, para dar inicio a la reaccion de
amplificacion. La especificidad de los primers inicialmente se prob6 mediante un primer-
BLAST el cual demostr6 que los primers disefiados tenian la capacidad de pegarse en una
region de la cadena del gen mpo cuyo producto final es de 511 pb. A partir de alli, se quiso
determinar cual concentracién era la mas acorde para obtener un buen producto de
amplificacion. Como se observa en la figura 14, se manejaron concentraciones de 0,4 UM,
0,3 UM, 0,2 uM, 0,1 uM; en efecto, para las concentraciones de 0,4 uM, y 0,3 UM en los
carriles 3 y 4, se observa en la parte inferior de la corrida fragmentos de color blanco
indicativos de productos inespecificos, por lo que se descarta el uso de estas

concentraciones.

De tal manera, se establecié como valor estandar de concentracién 2 uM (carril 5) al
observarse una banda de producto de amplificacion clara que permite determinar el tamafio

del mismo, sin la formacion de productos inespecificos.
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa 1.8% de productos de amplificacion de PCR
convencional para determinacién de concentracion adecuada de primers, muestra problema
utilizada N° 3.

Carril 1. Marcador de peso molecular, escalera CorpoGen 100 pb. Carril 2. Control
negativo. Carril 3. [ ] Primers 0,4 uM Carril 4. [ ] Primers 0,3 uM Carril 5. [ ] Primers
0,2 uM Carril 6. [ ] Primers 0,1 pM.

5.1.4 Temperatura de anillamiento

A fin de realizar una éptima estandarizacion de PCR para la amplificacion del gen
mpo, se probaron diferentes temperaturas para establecer la mejor temperatura de
anillamiento de la PCR, donde se tuvo en cuenta principalmente la temperatura melting de
los primers (primer forward 60,5 °C, primer reverse 61.3 °C ) dado a que esto determina la
especificidad de cada uno, si la temperatura de anillamiento es muy baja, se obtendra una
PCR menos especifica, si por el contrario es muy alta, la especificidad serd mayor, aunque
si es demasiado alta no se amplificard nada, pues la unién de los oligonucle6tidos con sus
sitios complementarios sera poco estable y la polimerasa no podré iniciar la sintesis ;se
debe tener en cuenta que la temperatura de anillamiento debe ser 5° menos de la

temperatura melting de los primers .

Se amplific6 el ADN variando la temperatura de anillamiento, 55 °C,57 °C, 59 °C, 60°
Cy 61 °C, determinando que el mejor rendimiento se observo en las temperaturas de 59 °C
y 60 °C, carril 4 y 5 tanto por el tamafio de la banda como por la calidad de la misma ; sin
embargo, se eligié la temperatura de 60 °C al mostrar un buen producto de amplificacion,
dado a que como se explico anteriormente la especificidad serd mejor a una mayor
temperatura de anillamiento, lo que exige a los primers dar un buen rendimiento de

reaccion.
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa 1.8% de productos de amplificacion de PCR
convencional para determinacion temperatura de anillaje adecuada segun Tm de primers,
muestra problema utilizada N° 3.

Carril 1. Marcador de peso molecular, escalera CorpoGen 100 pb. Carril 2. T de
anillaje 55°C Carril 3. 57 °C T de anillaje Carril 4. T de anillaje 59 °C Carril 5. T de
anillaje 60° C Carril 6. T de anillaje 61 °C Carril 7. Control negativo

5.1.5 PCR convencional.

Una vez establecidas las condiciones para la amplificacion del gen que codifica para la
enzima MPO, se procedi6 a purificar el ADN de cada muestra en estudio, con el fin de
eliminar residuos de sales, cebadores, dNTPs . Como se logra observar en la figura 16, la
PCR de las muestras en estudio mostré en buen rendimiento de amplificacion, donde se
pudo observar el tamafio deseado del gen, la ausencia de productos inespecificos y una

buena definicién de la banda de electroforesis.




Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa 1.8% de productos de amplificacion de PCR
convencional muestras problemas con parametros finales de estandarizacion.

Carril 1. Marcador de peso molecular, escalera CorpoGen 100 pb. Carril 2. Control
negativo Carril 3. Muestra problema 1 Carril 4. Muestra problema 2 Carril 5. Muestra
problema 3.

Los productos de PCR de las muestras problema mostraron que las condiciones
estandarizadas tanto quimicas como térmicas fueron adecuadas para lograr una buena

amplificacion de una region en el gen mpo.

5.2 Resultados Secuenciacion.

En los alineamientos realizados en los programas bioinforméaticos BLAST y Multalin
de las secuenciaciones de los productos de amplificacion de PCR para el gen mpo, se

obtuvieron los siguientes resultados:
5.2.1 Alineamiento de las secuencias con programa bioinformatico BLAST.

5.2.1.1 Muestra N° 1: paciente con diagndstico de candidiasis bucal.

Una vez se obtuvieron los resultados de los productos secuenciados se realizd el
alineamiento para determinar la calidad e identidad de cada producto; para la muestra
namero 1, la cadena antisentido, obtuvo el 99% de identidad con relacién a la secuencia
que proporciona la base de datos Blast como se observa en la figura 19, lo cual demuestra
que el producto de amplificacion secuenciado fue de buena calidad y es congruente al ser
comparado con secuencias halladas en la base de datos, mostrando una adecuada analogia

entre cada secuencia, por lo tanto, representa una regién del gen que codifica para MPO.
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Homo sapiens myeloperoxidase (MPO) gene, complete cds
Sequence ID: DQ088846.1 Length: 15011 Number of Matches: 1

Range 1: 10884 to 11309 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
782 bits(423) 0.0 425/426(99%) 0/426(0%) Plus/Plus
Query 1 AGGTGAGGTCCTTCCCTCCCTCTATGACCTTGETTGTGTTGGGAAGGTGGGTTTTCTGGG 68
o s0s0¢ ILMLLLHRA RO e
Query 61 CTGCTGGCGATATGTGAATCTTCCCTGCTGTCTCCAGTGACCTCCCCACCTTGAAGCAGA 128
oo s LML R e
Query 121 GAGACCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCCCCCATGCAGGATACAATGCCTGGAGGCGCT 188
cove 11000 AL LA e
Query 181 TCTGTGGGCTCCCGCAGC CTGAAMACTGTGGGCCAGCTGGGCACGGTGCTGAGGAACCTGA 248
oo sosa PHOIO NIRRT e
Query 241 AATTGGCGAGGAAACTGATGGAGCAGTATGGCACGCCCAACAACATCGACATCTGGATGG 388
o 11120 PR LAOA IO ALY, e
Query 361 GCGGCGTGTCCGAGCCTC TGAAGCGCAAAGGCCGCGTGGGCCCACTCCTCGCCTGCATCA 368
MO T h T T T
Query 361 TCGGTACCCAGTTCAGGAAGCTCCGGGATGGTGATCGGTGAGGAGGTGCAGGCGTCGTGE 428
it

|
Sbjct 11244 TCGGTAC

G

|

G

T,
Query 421 ?cc ?T 426
C

L1111
Sbjct 11304 GCCGCT 11389

Figura 20. Alineamiento del producto de amplificacion del gen mpo secuenciado para
cadena antisentido de muestra 1, con la secuencia del gen mpo disponible en la base de
datos Blast.

Por otro lado, se obtuvo una secuencia de tamafio aproximado de 426 pb teniendo en
cuenta que el tamario inicial del producto amplificado fue de 511 pb, dado a que durante el

proceso de secuenciacion se tienden a perder las colas de los productos amplificados; por

ende, se obtiene un producto de menor tamafio como se evidencia en este resultado.

Homo sapiens myeloperoxidase (MPQ) gene, complete cds
Sequence ID: DQ088846 1 Length: 15011 Number of Matches: 1

Range 1: 10946 to 11373 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
791 bits(428) 0.0 428/428(100%) 0/428(0%) Plus/Plus

Query 1 GCTEGCGATATGTGAATCTTCCCTGCTET
CLCECELTLEEL L LT

Shjct 10946 GCTGGCGATATGTGAATCTTCCCTGLTG

(liclﬂGTGACCTCECCACCT TGAAGCAGAGA 6@

[LCLLLLEETLLLLEEL LT
CCAGTGACCTCCCCACCTTGAAGCAGAGA 11095

T
|
T
Ji‘a AGGATACAATGCCTGGAGGCGCTTC 120

||\IIII\||II\||||II|||\II||
GCAGGATACAATGLCTEGAGECGCTTC 11065

T
Query 61 GACCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCC (|3
Shjct 11886 GACCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCCC

Query 121  TGTGGGCTCCCGCAGCCTGARACTGTGGG
CLCECELELCEE LT LT

Shjct 11866 TGTGGGCTCCCGCAGCCTGAAACTGTGGG

A? CTGGGCACGGTGCTGAGGAACCTGAAA 188

C
|
CAT
C
PLLLLLCLELLLLLLLLLLLLETLLLLT]

CAGCTGGGCACGGTGC TGAGGAACCTGAAA 11125

ATCTGGATGGGC 248

[LILLLELLL
A

C
|
C
C
|
C
C
|
C
]
C TGGGC 11185

[1]

AGC
i
GAGEAAAC TGATGGAGCAGTATEECACGCCCAACAACATC

i
Sbjct 11126 T
TC
|
TCC
GGG

TGGC
Query 241 (|3(‘3(|3(|3

C.LT
T G
Shjct 11186 GGCGTGT :
C
CCC

||
GA (e
CTCGCCTGCATCATC 300
||| |||\I

TC6

III\
11245

TCCGAGCCTCTGAAGCGCAAAGGCCG CGTGGl?ﬁI ‘
GC

CAC
||||II|| CLLELLLLEECEELTELELEL T
AGCCTCTGAAGCGCAAAGGCCGCGTGGGCCCAC

CCa
Query 301 T»’A\(ﬂ CAGGAAGCTCCGGLATGGTGATCGGTGAGGA! Al.l"z

G
FICCULLLLL LT CL LTI
GA CAG

10 |
GTTCAGGAAGCTCCGGGATGG GETGAGGAGGGG

C

|

C

TCG 360
113e5

D—

CCATCCTTG 420

|
Shjct 11246 GGTA
Query 361 CGC{G GTGG

TC
TCTTEGAGCCCARATTTC
|||\|II|\||II\||||

CT
c
|
(TG
C
|
CGT
il

GGAGCCCARATTTCCTCC

C
|
C
G
|
T G
C ACTC C

. II\I\IIIIIIIII | |
Sbjct 11386 CGCTG GGCCCATCCTTGACTCTC TCC AGT 11365
Query 421 TGAAG

Shjct 11366 TGAAG



Figura 21. Alineamiento del producto de amplificacion del gen mpo secuenciado para
cadena sentido de muestra 1, con la secuencia del gen mpo disponible en la base de datos
Blast.

Asi mismo, se realiz6 el alineamiento para la cadena sentido (5°- 3") secuenciada de la
muestra 1, donde se obtuvo el 100 % de identidad con relacion a la secuencia de la base de
datos Blast como se observa en la figura 20, mostrando una analogia total entre el producto
de amplificacion secuenciado para una region del gen que codifica para MPO y la

secuencia hallada en la base de datos.

5.2.1.2 Muestra N° 2: Control negativo.

Se realizd alineamiento para la secuenciacion del producto de amplificacion de control
negativo para la cadena sentido (5°- 3") , donde se obtuvo el 100 % de identidad con
relacion a la secuencia que proporciona la base de datos Blast como se observa en la figura
21, lo cual demuestra que el producto de amplificacién secuenciado es congruente al ser
comparado con la secuencia hallada en la base de datos para MPO; por otra parte, no se
evidenciaron “gaps” en el alineamiento lo que nos indica que no existe ausencia o

incongruencias de pb en la secuencia obtenida.

Homo sapiens myeloperoxidase (MPO) gene, complete cds
Sequence ID: DQ088846 1 Length: 15011 Mumber of Matches: 1

Range 1: 10935 to 11371 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
808 bits(437) 0.0 437/437(100%) 0/437(0%) Plus/Plus
Query 1 TTTTCTGEGCTGCTGCGATATGTGAATCTTCCCTGCTATCTCCAGTRACCTCCCCACCT 68
sojet 10035 T TIHUMHUS G E UL AU oo
Query 61 TOAAGCAGAGAGACCTGOCCATAGCCACCTATCCCCTCCCOCATOLAGOATACAATGCCT 128
Sojct 10095 TAMLAGAAE UG BB 1o
Query 121 GRAGGCGLTTCTGTGRGCT CCCGCAGLCTGARACTOTOGGOCAGCTOGOCACGATGLTGA 188
sojet 11055 cuhbdtel S HMGHUE R UGG e
Query 181 GOAACCTGAAATTGGCGAGGARACTOATGRAGCAGTATGOCACGCCCARCAACATCGACA 248
sojet 11115 GALoMATULAUAHA ML 107
Query 241 TCTGEATGGECGGCGTATCCRAGCCTCTGAAGCGCASAGGOCGLGTOGOCCCACTCCTCG 388
sojet 11175 Terbeareetded i UMM GG L 112
Query 381 CCTGCATCATCGGTACCCAGT TCAGOAAGCTCCOOOATGOTGATCGOTOAGRAGGGGCAG 368
sojet 11235 CAOESHAUL YRR AT 1120
Query 361 GLaTCaTEeECCaCTREaTGECTATGRGCCCATCCTTAACTCTCTTGGAGCCCARATTTC 428
sojet 11295 ettt IR MEHAG H BHAHUAHE 1135
Query 421 CTCCTGTCAGTTGAAGG 437

sojet 13ss RULUGHAM 1
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Figura 22. Alineamiento del producto de amplificacion del gen mpo secuenciado para la
cadena sentido del control negativo, con la secuencia del gen mpo disponible en la base de
datos Blast.

De la misma manera, en el alineamiento del producto secuenciado del control
negativo para la cadena antisentido, se obtuvo un 99 % de identidad con relacién a la
secuencia que proporciona la base de datos Blast para MPO como se observa en la figura
22, mostrando una buena similitud entre las secuencias; sin embrago, se observé un “gap”
en el alineamiento, dado a que se presentd la ausencia de un base nitrogenada como
resultado de que, durante el proceso de secuenciacion no se identificd o ubicd la misma en
la posicion correcta; por ende, el programa busca la manera de acomodar la secuencia

dejando un espacio que no pueda interferir en el correcto alineamiento.

Homo sapiens myeloperoxidase (MPQO) gene, complete cds
Sequence ID: DQ088846.1 Length: 15011 Number of Matches: 1

Range 1: 10888 to 11331 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
808 bits(437) 0.0 442/444(99%) 1/444(0%) Plus/Plus

Query 1 GAGGTCCT ﬁﬁ:(ll(‘ %T GACCTTGGTTGTGTTGGGAAGGTGGGTTTTCTGGGLTGE 68

T
, [[LLLITLL] |IHHHIIIIIIIIIIIII||||||||||||||\|||||\|
Sbjct 10888 GAGGTCCTTCCCTCCCTCTATGACCTTGGTTGTGTTGGGAAGGTGGGTTTTCTGGECTGE 18947

Query &1 TGGCGATATGTGAATCTTCCCTGCTAGTCTCCAGTGACCTCCCCACCTTGAAGCAGAGAGA 126

Shjct 18948 TGGCGATATGTGAATCTTCCCTGCTGTCTCCAGTGACCTCCCCACCTTGAAGCAGAGAGA 11@e7
Query 121 CCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCCCCCATGCAGGATACAATGCCTGGAGGCGCTTCTE 180

Shjct 11288 CCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCCCCCATGLAGGATACAATGLCTGGAGGCGCTTCTG 11887

Query 181 TGGGCTCCCGCAGCCTGARACTGTGEGCCAGCTGGGCACGGTGCTGAGGAACCTG 248
e s10ca MU TR e
Query 241 GCGAGGAAACTGATGGAGCAGTATGGCACGCCCAACAACATCGACATCTGGATGGGCG ee
e 1128 LA, e
Query 301 COTGTCCGAGCCTCTGAAGCGCAAAGGCCGLGTGEGCCCACTCCTCGCCTGCATCATCGE 260

Sbjct 11188 CGTGTCCGAGCCTCTGAAGCGCAAAGGCCGCGTGGGCCCACTCCTCGCCTGCATCATCGE 11247
Query 361 TACCCAGTTCAGGAAGCTCCGGGATGGTGATCGGTGAGGAGGGGCAGGCGTCGT-GGCCG 419

[1]]]1]
Shjct 11248 TACCCAGTTCAGGAAGCTCCGGGATGGTGATCGGTGAGLAGGGGCAGGCGTCGTGEGECGE 11387
Query 429 CTGTGTGG(T?{? T ﬁ}-l\TC(TT 443

Sbjct 11308 CTGGGTGGCTGTGGGCCCATCCTT 11331

i

Figura 23. Alineamiento del producto de amplificacion gen mpo secuenciado para cadena
antisentido del control negativo, con la secuencia del gen mpo disponible en la base de
datos Blast.
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Del mismo modo, en el control negativo tanto en la cadena sentido 5°- 3" como en la
complementaria, se obtuvo una secuencia de tamafio aproximado de 437 pb y 443 pb,
teniendo en cuenta que el tamafio inicial del producto amplificado fue de 511 pb; sin
embargo, los resultados de estas secuenciaciones tuvieron un tamafio mayor a las
secuencias obtenidas en la muestra 1, como resultado de la estabilidad y calidad de los

productos amplificados.
5.2.1.3 Muestra N° 3: Paciente con diagnostico de candidiasis vulvovaginal.

Para la muestra nimero 3, en el alineamiento de la secuenciacion de la cadena sentido
(5"- 3"), se obtuvo un 100% de identidad con relacién a la secuencia que proporciona la
base de datos Blast como se observa en la figura 23, lo cual demuestra que el producto de
amplificacion secuenciado es congruente y analogo con la secuencia para MPO presente en
la base de datos, es decir, la secuencia obtenida si representa una region del gen que

codifica para la enzima.

Homo sapiens myeloperoxidase (MPQ) gene, complete cds
Sequence ID: DQ088846.1 Length: 15011 Number of Matches: 1

Range 1: 10928 to 11373 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

824 bits(446) 0.0 446/446(100%) 0/446(0%) Plus/Plus
Query 1 AGGTGGGTTTTCTGGGCTGCTGGCGATATGTGAATCTTCCCTGCTGTCTCCAGTGACCTC 6@

oy ittt intini .
Query 61 CCCACCTTGAAGCAGAGAGACCTGCCCATAGCCACCTGTCC CCCCCATGCAGGAT, 128

o sesss SIS e
Query 121 AATGCCTGGAGGCGCTTCTAGTGGGCTCCCGCAGCCTGAAACTATGRGCCAGCTGRGCACG 188

o s1ees. DALHALHHHLESTER RIS, <
Query 181 GTGCTGAGGAACCTGAAATTGGCGAGGAAACTGATGGAGCAGTATGGCACGCCCAACAAC 248

e iyt e
Query 241 ATCGACATCTGGATGGGCGGCATGTCCGAGCCTCTGAAGCGCAAAGGCCGCGTGRGCCCA 30808

Ry it oA A
Query 3@l CTCCTCGCCTGCATCATCGGTACCCAGTTCAGGAAGCTCCGGRATGGTGATCGGTGAG 360

oy it v i
Query 361 GGGGCAGGCATCGTGRGCCACTAAGTEECTGTGGGCCCATCCTTGACTCTCTTGGAGCCC 428

O it
Query 421 AAMATTTCCTCCTGTCAGTTGAAGGAC 446

swjce 11308 AMAHEHHAHIMEY 11375

Figura 24. Alineamiento del producto de amplificacion gen mpo secuenciado para cadena
sentido de la muestra 3, con la secuencia del gen mpo disponible en la base de datos Blast.
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Igualmente, en el alineamiento del producto de amplificacion de PCR de la muestra 3
secuenciada para la cadena complementaria, se obtuvo un 99 % de identidad con la
secuencia para MPO que proporciona la base de datos Blast como se observa en la figura

24, mostrando una buena similitud entre las secuencias.

Homo sapiens myeloperoxidase (MPO) gene, complete cds
Sequence ID: DQ088846.1 Length: 15011 Number of Matches: 1

Range 1: 10882 to 11340 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
843 bits(456) 0.0 458/459(929%) 0/459(0%) Plus/Plus
Query 3 TGAGGTGAGGTCCTTCCCTCCCTCTATGACCTTGGTTGTGTTGGGAAGGTGGGTTTTCTG 62

Shjct 10882 TGAGGTGAGGTCCTTCCCTCCCTCTATGACCTTGGTTGTGTTGGEAAGGTGGGTTTTCTG 18941

e T g

Shjct 18942 GGCTGCTGGCGATATGTGAATCTTCCCTGCTGTCTCCAGTGACCTCCCCACCTTGAAGCA  1leel
Query 123 GAGAGACCTGLCCATAGCCACCTGTCCCCTCCCCCATGCAGGATACAATGLCTGGAGGCG 182

Sbjct 11802 GAGAGACCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCCCCCATGCAGGATACAATGCCTGGAGGLG 11861

e ittt

Shjct 11062 CTTCTGTGGGCTCCCGCAGCCTGAAACTGTGGGECCAGLTGEGCACGGTGCTGAGGAACCT 11121

sty mmnhni

Shjct 11122 GAAATTGGCGAGGAAACTGATGGAGCAGTATGGCACGCCCAACAACATCGACATCTGGAT 11181

T D e 22

Shjct 11182 GGGLGGELGETGTCCGAGCCTCTGAAGLGCAAAGGLCGLLTGEGCCCACTCCTCGCCTGLAT 11241

Query 363 CATCGGTACCCAGTTCAGGAAGCTCCGGGATGGTGATCGGTGAGGAGGGGCAGGCGTCGT 422
e 11202 NUCHALL LRI e
Query 423 GEGCCECTGEETELCTGTGLGCCCATCOGTGACTCTCTT 461
OO 11 i v

Figura 25. Alineamiento del producto de amplificacion gen mpo secuenciado para cadena
complementaria de la muestra 3, con secuencia del gen mpo disponible en la base de datos
Blast.

A partir del analisis realizado para el alineamiento de cada una de las muestras y sus
respectivas cadenas como se mostro anteriormente, se infiere que los resultados obtenidos
tanto de los productos de amplificacion de PCR como de la secuenciacion, mostraron un
buen rendimiento; determinando que las condiciones para realizar la PCR fueron las
adecuadas y responden a los objetivos planteados de lograr una apropiada estandarizacion y
amplificacion de las muestras trabajadas; del mismo modo, la calidad de la secuenciacién

fue satisfactoria, donde se observo alta identidad para cada secuencia al ser comparada con
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las secuencias que proporciona la base de datos Blast , lo cual demuestra que los productos

de amplificacion son analogos para una region del gen que codifica para la enzima MPO.

5.2.2 Comparacion de alineamientos de productos de amplificacion secuenciados para

una region del gen mpo en el programa bioinformético Multalin.

Posteriormente, al comprobar que cada uno de los resultados de secuenciacion
obtenidos correspondia a una region del gen mpo, se realizo el alineamiento entre las tres
muestras secuenciadas y la secuencia referente de la base de datos Homo sapiens
cromosoma 17, GRCh38.p12 Primary Assembly, secuencia de referencia: NC_000017, en
el programa bioinforméatico Multalin, con el fin de determinar la presencia de un

polimorfismo en una de las muestras problemas con antecedentes de candidiasis, hallando:

AC_000017,11:c582803
3PR

1PR
Consensus

AC_000017,11:c582803

8841 8850 8860 8870 8880 8890 8900 8910 8920 8930 8940 8950 8960 8970

| |
CCAGTTGTGCCCCTTGGTCTARGCCARAGGTACAGGGTTCCTTGAGGTGAGGTCCTTCCCTCCCTCTATGACCTTGGTTRTGTTRGGAAGGTGGRTTTTCTGGGCTGCTGGCGATATGTGARTCTTCCCT
GAGGTCCTTCCCTCCCTCTATGACCTTGGT TGTGTTGGGAAGGTGGGRTTTTCTGGGCTGCTGGCGATATGTGARTCTTCCCT
GAGGTCCTTCCCTCCCTCTATGACCTTGGT TGTGTTGGGAAGGTGGGRTTTTCTGGGCTGCTGGCGATATGTGARTCTTCCCT
GAGGTCCTTCCCTCCCTCTATGACCTTGGTTGTGTTGGGAAGGTGGRTTTTCTGGGCTGCTRGCGATATGTGARTCTTCCCT
................................................ GAGGTCCTTCCCTCCCTCTATGACCTTGGT TRTGTTGRGARGGTGGGTTTTCTGGGCTGCTGGCGATATGTGAATCTTCCCT

8990 3000 3010 3020 3030 040 9050 3060 3070 3080 3090 9100

|
GCTGTCTCCAGTGACCTCCCCACCTTGARGCAGAGAGACCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCCCCCATGCAGGATACARTGCCTGGAGGCGCTTCTGTGGGCTCCCGCAGCCTGAARCTGTGGGCCAGE

8971 8980
|

R GCTGTCTCCAGTGACCTCCCCACCTTGARGCAGAGAGACCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCCCCCATGCAGGATACARTGCCTGGAGGCGCTTCTGTGGGCTCCCGCAGCCTGAAACTGTGGGCCAGE

3PR
1PR
Consensus

AC_000017,11:c582803

GCTGTCTCCAGTGACCTCCCCACCTTGARGCAGAGAGACCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCCCCCATGCAGGATACARTGCCTGGAGGCGCTTCTGTGGGCTCCCGCAGCCTGAARCTGTGGGCCAGT
GCTGTCTCCAGTGACCTCCCCACCTTGARGCAGAGAGACCTGCCCATAGCCACCTRTCCCCTCCCCCATGCAGGATACARTGLCTGGAGGCGCTTCTRTGRGLTCCCGCAGLCTGARAC TRTGGGCCAGE
GCTGTCTCCAGTGACCTCCCCACCTTGARGCAGAGAGACCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCCCCCATGCAGGATACARTGCCTGGAGGCGCTTCTRTGRGCTCCCGCAGCCTGAARCTGTGGGCCAGE

9120 9130 9140 9150 9160 9170 9180 9190 9200 9210 9220 9230

|
TGGGCACGGTGCTGAGGARCCTGARAT TGGCGAGGARACTGATGGAGCAGTATGGCACGCCCARCARCATCGACATCTGGATGGGCGECGTGTCCGAGCCTCTGARGCGCARAGGCCGCGTGRGCCCACT

9101 9110
|

R TGGGCACGGTGCTGAGGAACCTGARATTGGCGAGGARACTGATGGAGCAGTATGGCACGCCCARCARCATCGACATCTGGATGGGCGECGTATCCGAGCCTCTGARGCGCARAGGCCGCGTGRGCCCACT

3PR
1PR
Consensus

AC_000017,11:c582803

TGGGCACGGTGCTGAGGARCCTGARAT TGGCGAGGARACTGATGGAGCAGTATGGCACGCCCARCARCATCGACATCTGGATGGGCGECGTGTCCGAGCCTCTGARGCGCARAGGCCGCGTGRGCCCACT
TGGGCACGGTGCTHAGGAACC TGARAT TGGCGAGGAAAC TGATGGAGCAGTATGGCACGCCCARCARCATCGACATCTGGATGGGCGGCGTATCCGAGCCTC TGARGCGCARAGGCCGCGTGRGCCCACT
TGGGCACGGTGCTGAGGARCCTGARAT TGGCGAGGARACTGATGGAGCAGTATGGCACGCCCARCARCATCGACATCTGGATGGRCGECGTGTCCGAGCCTCTGARGCGCARAGGCCGCGTGRGCCCACT

3250 9260 9270 9280 9290 9300 9310 9320 9330 9340 9350 9360

9231 9240
| |
CCTCGCCTGCATCATCGGTACCCAGT TCAGGAAGCTCCGGGATGGTGATCGGTGAGEAGEGGCAGECGTCGTGGECCGCTGRGTGGCTGTGEGCCCATCCTTGACTCTCTTGGAGCCCARATTTCCTCCT

R CCTCGCCTGCATCATCGGTACCCAGT TCAGGARGCTCCGGGATGGTGATCGGTGAGEAGEGGCAGGCGTCGTGG

3PR
1PR
Consensus

CCTCGCCTGCATCATCGGTACCCAGT TCAGGARGCTCCGGGATGGTGATCGGTGAGGAGGGGCAGGCGTCGTGG
CCTCGCCTGCATCATCGGTACCCAGT TCAGGARGC TCCGAGATGGTGATCGGTGAGGAGGTGLAGGCGTCGTGE
CCTCGCCTGCATCATCGGTACCCAGT TCAGGARGE TCCGRGATGGETGATCGGTGAGGAGGEGEAGGCGTCOTON, v s sessssssssssrssssssssssssssssssstsssssssstsssssssss

Figura 26. Alineamiento entre los productos de amplificacion secuenciados para el
gen de la MPO de las cadenas complementarias.

Para el alineamiento realizado entre las cadenas complementarias de las muestras

problema, el control negativo y la secuencia referente de la base de datos NCBI para
mieloperoxidasa Homo sapiens cromosoma 17, GRCh38.p12 Primary Assembly, ocurrio
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un cambio en una base nitrogenada de la muestra nimero uno, correspondiente a un

paciente con diagnostico de candidiasis bucal. Como se observa en la figura 25, ocurre un

cambio de timina por guanina referente a un polimorfismo de nucle6tido sencillo (PNS), a

causa de la sustitucion de una base nitrogenada por otra.

iC_000017,11:c582809
1PF
3PF
2PF

Consensus

iC_000017,113c582809
1PF

3IPF

2PF

Consensus

C_000017,11;c582809
1PF

3PF
2PF
Consensus

iC_000017,11:c582809
1PF

3PF
2PF
Consensus

iC_000017,11:c582809
1PF

3PF
2PF
Consensus

8841 8850 8860 8870 8880 8890 8300 8310 8920 8930 8340 8950 8360 8970
1 1

CCAGTTGTGCCCCTTGGTCTARGCCARAGGTACAGGGTTCCTTGAGGTGAGGTCCTTCCCTCCCTCTATGACCTTGGTTGTGT TGGGAAGGTGGGTTTTCTGGGCTGCTGGCGATATGTGARTCTTCCCT
GCTGGCGATATGTGAATCTTCCCT
GCTGGCGATATGTGAATCTTCCCT

GCTGGCGATATGTGARTCTTCCCT
et e et e e ettt et st et et ettt tetittettetatettetettststtetseretsassstastsrastarsersesesseseOCIGGCGATATGTGARTCTTCCCT

8390 9000 9010 9020 9030 9040 9050 9060 070 9080 9090 9100

I
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GCTGTCTCCAGTGACCTCCCCACCT TGAAGCAGAGAGACCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCCCCCATGCAGGATACARTGCCTGGAGGCGCTTCTETGGGCTCCCGCAGCCTGARRCTGTGGGCCAGE
GCTGTCTCCAGTGACCTCCCCACCT TGAAGCAGAGAGACCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCCCCCATGCAGGATACARTGCCTGGAGGCGCTTCTETGGGCTCCCGCAGCCTGARRCTGTGGGCCAGE
GCTGTCTCCAGTGACCTCCCCACCT TGAAGCAGAGAGACCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCCCCCATGCAGGATACARTGCCTGGAGGCGCTTCTETGGGCTCCCGCAGCCTGARRCTGTGGGCCAGE
GCTGTCTCCAGTGACCTCCCCACCTTGARGCAGAGAGACCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCCCCCATGCAGGATACARTGCCTGGAGGCGCTTCTGTGGECTCCCGCAGCCTGARACTGTGGGCCAGE

8971 8380
I

9120 9130 9140 9150 9160 anr 9180 9190 9200 9210 9220 9230

1
TGGGCACGGTGCTGAGGAACCTGAART TGGCGAGGARACTGATGGAGCAGTATGGCACGCCCARCARCATCGACATCTGGATGGGCGECGTRTCCGAGCCTCTGARGCGCARAGGCCGCGTGGGCCCACT
TGGGCACGGTGCTGAGGARCCTGAART TGGCGAGGARAC TGATGGAGCAGTATGGCACGCCCARCARCATCGACATCTGGATGGGCGGCGTRTCCGAGCCTCTGARGCGCARAGGCCGCGTGGGCCCACT
TGGGCACGGTGCTGAGGARCCTGAART TGGCGAGGARAC TGATGGAGCAGTATGGCACGCCCARCARCATCGACATCTGGATGGGCGGCGTRTCCGAGCCTCTGARGCGCARAGGCCGCGTGGGCCCACT
TGGGCACGGTGCTGAGGARCCTGAART TGGCGAGGARAC TGATGGAGCAGTATGGCACGCCCARCARCATCGACATCTGGATGGGCGGCGTRTCCGAGCCTCTGARGCGCARAGGCCGCGTGGGCCCACT
TGGGCACGGTGCTGAGGARCCTGAART TGGCGAGGARAC TGATGGAGCAGTATGGCACGCCCARCARCATCGACATCTGGATGEGCGGCGTRTCCGAGCCTCTGARGCGCARAGGCCGCGTGGGCCCACT

9101 9110
1

9250 9260 9270 9280 9290 9300 9310 9320 9330 9340 9350 9360

1
CCTCGCCTGCATCATCGGTACCCAGTTCAGGARGCTCCGGGATGGTGATCGGTGAGGAGGGGCAGGCGTCGTGGGCCACTGGETGGCTGTGRGCCCATCCTTGACTCTCTTGGAGCCCARATTTCCTCCT
CCTCGCCTGCATCATCGGTACCCAGTTCAGGARGCTCCGGGATGGTGATCGGTGAGGAGGGGCAGGCGTCGTGGECCRCTGGETGGCTGTGRGCCCATCCTTGACTCTCTTGGAGCCCARATTTCCTCCT
CCTCGCCTGCATCATCGGTACCCAGTTCAGGARGCTCCGGGATGGTGATCGGTGAGGAGGGGCAGGCGTCGTGGGCCACTGGETGGCTGTGRGCCCATCCTTGACTCTCTTGGAGCCCARATTTCCTCCT
CCTCGCCTGCATCATCGGTACCCAGTTCAGGARGCTCCGGGATGGTGATCGGTGAGGAGGGGCAGGCGTCGTGGGCCACTGGETGGCTGTGRGCCCATCCTTGACTCTCTTGGAGCCCARATTTCCTCCT
CCTCGCCTGCATCATCGGTACCCAGTTCAGGARGCTCCGGGATGGTGATCGGTGAGGAGGGGCAGGCGTCGTGGECCACTGGETGGCTGTGRGCCCATCCTTGACTCTCTTGGAGCCCARATTTCCTCCT

9231 9240
1

9361 9370 9380 9390 9400 9410 9420 9430 9440 9450 9460 9470 9480 9490
1 1

GTCAGTTGAAGGACTGGAGGGAGTCAGTARTTTTCCAGTGTGTTCCAGGARTCCTCCAGATGCCCTGGAGTGCCCCTAATGTGCCCTGARCCTGT TAEGGGTGCAGCARGGAAAGACCTGGACCCCTGGT
GTCAGTTGAAG

GTCAGTTGAAG
GTCAGTTGAAG

BT AGTTGAAG 4 assanasassssssssssersesersesessosessastatssrstseressesstsetsetasesstsstessersssersesessestssessstsssetsssetsssersases

Figura 27. Alineamiento entre los productos de amplificacion secuenciados para el gen de

la MPO de cadenas sentido (5°-3").

Como se observa en la figura 26, las secuencias son analogas entre si para la cadena

sentido 5°

-3’, es decir, no existe ningun cambio en pares de bases nitrogenadas; por lo tanto

se infiere que tanto las muestras problema, el control negativo y la secuencia referente de la

base de datos NCBI para mieloperoxidasa Homo sapiens cromosoma 17, GRCh38.p12

Primary Assembly, tienen una identidad igual entre estas y para la region amplificada del

gen mpo se comparte la misma secuencia en el sentido de la cadena mencionado.

5.2.3 Analisis de electroferomagramas de los productos de amplificacion de PCR

secuenciados de las cadenas complementarias.
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Figura 28. Electroferogramas
de los  productos  de
amplificacion de PCR
secuenciados, cadenas
complementarias. A. Muestra
1 B. Control negativo C.
Muestra 3.



En el analisis de los electroferogramas para las cadenas complementarias de los
productos de amplificacion de PCR secuenciados, se encontraron caracteristicas y
diferencias entre estos; como se describié anteriormente se hallé6 un cambio de una base
nitrogenada en la muestra nimero 1 con respecto al control negativo y a la muestra nimero
3 como se observa en la figura 27; esto se evidencid por la sustitucion de una timina por
guanina, que esta presente originalmente en la cadena complementaria de la region del gen

mpo amplificada.

Sin embargo; segun la pagina web para interpretacion de secuencias, Bioinformatics at
COMAV % se deben tener en cuenta varios parametros al momento de analizar un
electroferograma, como el ruido en la gréfica, la perdida de resolucion y la calidad. Siendo
asi, al analizar los resultados obtenidos, se observo en general que las secuencias fueron de
buena calidad, dado a que la resolucion permitid diferenciar cada uno de los picos, ademas
de su alta expresion y sefial; no obstante, en las figuras A y B se observo un poco de ruido
en la region donde se encuentra la modificacion, por tal motivo se cuestiond si realmente la
sustitucion correspondia a un verdadero cambio; dado a que en la figura A, se llega a
confundir el pico que hace la timina con el que intenta hacer la guanina en esa posicion;
esto puede confirmarse llevando a cabo nuevamente la secuenciacion con el fin de verificar

si realmente el cambio esté presente en la muestra.

5.3 Analisis bioinformatico de la regién del gen mpo amplificado, para determinar la

ubicacion del polimorfismo hallado en la base de datos NCBI.

Una vez se realizaron los alineamientos, se buscd establecer si el polimorfismo hallado
estaba documentado en la base de datos NCBI; para ello, se ubico la region del gen mpo
que se amplifico, en el GEN BANK de la seccion “Genomic regions, transcripts and
products” para la secuencia Homo sapiens cromosoma 17, GRCh38.p12 Primary
Assembly: NC_000017.

El alineamiento de la secuencia complementaria de la muestra 3 en la que se hallo el
polimorfismo, permitio establecer que este estaba situado en la posicion 9291 pb de la
secuencia trabajada, la cual tiene un tamafio aproximado de 11080 pb; con base en ello, se

hizo el respectivo analisis para determinar si este estaba presente, encontrando:
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Figura 29. Analisis bioinformatico para la ubicacién de polimorfismos en el gen mpo A.
Polimorfismo rs1450589448 (A9292G) B. Polimorfismo rs35614168 (A9293C/G) C.
rs11022116694 (A9290G). *ubicacion del polimorfismo en la region del gen mpo
(recuadros rojos) , ubicacion de la base nitrogenada que presenta el polimorfismo hallado
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en el presente proyecto ( recuadro morado), identificaciéon de los polimorfismos
referenciados ( recuadro naranja), posicion del polimorfismo en la secuencia para el gen
mpo Y significancia clinica (recuadro azul)

Como se observa en la figura 28, el polimorfismo hallado en la secuenciacion
realizada en este proyecto no estd documentada en la base de datos NCBI; sin embargo,
existen otros polimorfismos (SNPs) cercanos a la base nitrogenada en la que se detectd el
cambio G9291T. La base de datos GENE NCBI, muestra la presencia de otros
polimorfismos como rs11022116694 (A9290G), rs1450589448 (A9292G),rs35614168
(A9293C/G) ubicados en una region no codificante del gen (intron), por lo que no tiene
repercusion en la funcionalidad de la proteina y por ende tampoco significancia clinica; de
manera que, si el polimorfismo detectado fuera reportado, su ubicacién estaria en la misma
region no codificante de los polimorfismos mencionados, determinando que no tendria

significancia clinica relevante.
5.4 Comparacion de tincion citoquimica y FSP de las muestras en estudio.

Mediante la tincion citoquimica para MPO, no se observd ausencia o deficiencia de la
enzima en ninguna de las muestras; por el contrario, se observaron PMN con buena
presencia de la enzima, la cual se visualiza de un color morado intenso en cada célula; sin
embargo, esta técnica solo nos permite visualizar cualitativamente la presencia de la enzima
MPO, por lo que es posible inferir que, aunque la enzima este presente no significa que sea
totalmente funcional. Por otro lado, en los extendidos de sangre periférica se observd la
morfologia de los neutrofilos sin ninguna alteracion morfoldgica; sin embargo, se hallé que
la muestra 1 cursaba con cuadro de monocitosis con 0,80 x 10° /ul y la muestra 3
presentaba un cuadro de neutrofilia con 7,3 x 10° /ul con pocos neutrfilos
hipersegmentados lo que es indicativo de respuesta a infecciones.

Del mismo modo, al interpretar los cuadros hematicos de cada muestra se determino
que todos se encontraban dentro de los valores normales para cada parametro evaluado, sin
alteracion alguna. Se presto atencidn al recuento de neutrdfilos (valor de referencia: 2,0
10"3/ulL -8,0 10"3/uL) dado a que la deficiencia de MPO estad relacionada con

neutropenia®, sin embargo no se observé en ninguno caso como se muestra en la tabla 12.
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Tabla 11. Tincion citoquimica para MPO y FSP.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

Tincion citoquimica
para MPO
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FSP

*Qbservacion microscopica de PMN en tincion citoquimica para MPO y frotis de sangre periférica (1000 X ) A, B, C Presencia de
MPO observada de color morado intenso en PMN de las muestras de estudio D, E, F Neutréfilos observados en FSP de las diferentes

muestras sin alteraciones aparentes.
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Tabla 12. Cuadros hematicos muestras problema y control negativo.

Muestra 1. Muestra 3.

Paciente diagnosticada con Muestra 2 (control negativo). Paciente diagnosticada con Candidiasis

Candidiasis bucal vulvovaginal

80



6. Discusion

La respuesta inmune innata que desencadena el organismo frente a infecciones por
microorganismos, resulta en la activacion de diversos sistemas antimicrobianos cuya
funcién principal es trabajar en conjunto con diferentes compuestos, siendo uno de ellos el
sistema MPO- H,0,- Haluros; Klebanoff et al , uno de los primeros en estudiarlo informo
que los iones de MPO, H;0,, y haluros lograban formar un poderoso sistema
antimicrobiano en los neutrofilos, fue desde entonces que surgié el interés por entender el
mecanismo que desencadenaban diferentes células inmunolégicas®®; sin embargo, si existe
falla o deficiencia de algiin compuesto altera la eficiencia antimicrobiana ejercida por estas
células, como lo es la mieloperoxidasa, enzima de interés en este estudio, estd involucrada

en este sistema microbicida.

En estudios realizados por Klebanoff et al, se describié que una posible alteracion de la
enzima MPO podria causar una disfuncién o deficiencia de la misma y por tanto podia dar
lugar a susceptibilidad de infecciones, siendo una la candidiasis; posteriormente, esto fue
apoyado por diversos estudios realizados, como es el caso de Pahwa et al, quienes
describieron diferentes polimorfismos y mutaciones que actuaban en la efectividad de la

enzima'®%,

Por tal motivo, durante en este proyecto, se busco identificar la presencia de un
polimorfismo en una regién del gen mpo en pacientes que hubiesen cursado por episodios
de candidiasis recurrente, dado a que en Colombia no se han realizado investigaciones
relacionadas a este determinante inmunolégico®®®; sin embargo, un limitante de la
investigacion fue la dificultad para conseguir una gran cantidad de muestras que pudiesen

otorgar mayor certeza de encontrar un polimorfismo en el gen mpo.
No obstante, mediante la aplicacion de diferentes técnicas, como la comparacion de kits

de extraccién de ADN, la estandarizacién de la PCR para la amplificacion del gen de

interés, la secuenciacion de los productos amplificados, analisis bioinforméaticos de los
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resultados obtenidos y tincion para MPO se lograron obtener resultados satisfactorios frente

a lo propuesto.

Inicialmente, se quiso comparar dos Kits de extraccion de ADN para verificar cual de
los dos suministraba mejor concentracion, estabilidad y pureza del ADN; ya que, a partir de
esto, segun la calidad del ADN obtenido se esperaria un buen rendimiento del mismo en los
ensayos posteriores. Se demostré que los dos kits permitian un proceso de extraccion
simple y rapido; sin embargo, se establecio que el kit The Wizard Genomic DNA
Purification Kit- Promega corporation, que utiliza el método de salting out, mostré una
mejor pureza del ADN una vez este se cuantificd, dado a que al ser medido en las
densidades Opticas de 260 y 280 en la cuantificacion (D.0.260: D.0.280) los resultados de
las tres muestras estuvieron entre 1,8 a 2, un valor indicativo de buena calidad y ausencia
de contaminacion®®®*; ademas la concentracién de ADN de cada muestra fue significativa
para la realizacion de la PCR y posterior secuenciacion, obteniendo valores mayores de 100
ng/pl que permitieron realizar diferentes diluciones; de alli se determin6 emplear este kit

para extraccion de ADN de muestras sanguineas™.

Asi mismo, se logr6 cumplir el objetivo de estandarizar la técnica de PCR
convencional para la amplificacion del gen mpo; que se fundament6 en hacer variaciones
de concentraciones de diferentes reactivos, tanto de primers, MgCl, y ADN siendo
necesario establecer valores en los cuales se observara un buen rendimiento y especificidad
de estos; para ello, se manejaron diluciones seriadas para cada reactivo. Para comenzar, se
estableci6 la concentracion de ADN a manejar; alli se utilizé el ADN de la muestra N° 3
gue mostrd mejor concentracion (181,7 ng/ul) y pureza (1,89) frente a las demas muestras,
permitiendo realizar diluciones %, ¥4 y 1/6, determinando que una concentracion menor a

50 ng/pl de ADN es adecuada para su amplificacion.

Del mismo modo, para establecer la concentracion de MgCl , el cual proporciona una
correcta actividad de la enzima Tag-polimerasa actuando como cofactor de esta, se llevaron
a cabo diluciones seriadas para establecer la concentracién idénea en su rendimiento, dado

a que a altas concentraciones de MgCl , se puede disminuir la especificidad de la enzima,
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es decir, este no logra trabajar en conjunto con la Tag-polimerasa, obstaculizando su
actividad; por otro lado, a bajas concentraciones, este puede aumentar la especificidad, es
decir, el MgCl; no logra equilibrar y controlar la actividad de la enzima, permitiendo que
pegue todo a la cadena de ADN *°, de tal forma es importante establecer una adecuada

concentracion para su éptimo rendimiento, en este caso fue de 2mM.

Por otro lado, la evaluacion de los primers se realizé mediante titulacion de los mismos
para encontrar la concentracion idonea, con el objetivo de evitar la presencia de productos
inespecificos durante la PCR; asi mismo, se establecio la temperatura de anillaje para esta,
la cual esta relaciona directamente con la temperatura Melting de los primers disefiados,
porque esta sefiala la especificidad de cada uno, es decir, si la temperatura de anillamiento
es muy baja, se obtendra una PCR menos especifica, si por el contrario es alta, la
especificidad sera mayor, pero si llega a sobrepasar la temperatura que logran soportar los
primers, no se amplificara nada, puesto que la unién de los oligonucle6tidos con sus sitios
complementarios serd poco estable y la polimerasa no podré iniciar la sintesis, por lo que es
de gran importancia resaltar tanto la concentracion de los primers como la temperatura en la

que los primers logran pegarse a la cadena para su iniciar la sintesis de ADN **°,

En la estandarizaciéon de la PCR convencional para la amplificacion del gen mpo, se
concluye que los resultados obtenidos fueron satisfactorios porque se logré determinar
concentraciones adecuadas de cada reactivo y un producto de amplificacion 6ptimo de
acuerdo a las condiciones tanto quimicas como térmicas a las que fue sometido el ADN,
por ende se establece que la PCR estandarizada funciona para posteriores ensayos en los

que se quiera obtener un producto de amplificacion para el gen trabajado.

Del mismo modo, los resultados de la secuenciacion mostraron una buena obtencién de
la misma, en donde se obtuvo nulo o poco ruido en las gréficas, alta resolucion y buena
calidad; parametros importantes para realizar una correcta interpretacién®®. De acuerdo a
esto, se determind que tanto la extraccibn de ADN como la PCR realizada fueron

ejecutadas correctamente, por lo tanto, dieron lugar a un buen proceso de secuenciacion.
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Todas las secuencias fueron evaluadas mediante analisis bioinforméatico para
alineamiento, donde cada una present6 analogia entre un 99- 100%; sin embargo, se pudo
hallar un cambio en una de las bases nitrogenadas (G9291T) en la cadena complementaria
para la muestra 1 (paciente con candidiasis bucal) , lo que permiti¢ inferir que se trataba de
un polimorfismo y que este era consecuente con la calidad de la secuencia, es decir,
posiblemente no se trata de una modificacién causada por algin factor de contaminacién o
error en la secuenciacion debido al comportamiento que experimentan los picos de cada

base nitrogenada en el electroferograma.

Con base en lo anterior, el polimorfismo hallado (G9291T), al ser comparado con lo
reportado en la literatura por parte de diferentes autores como Pahwa r et al , Zhang, T et al,
Ding G et al, Persad AS et al, entre otros; quienes describieron polimorfismos en el gen
mpo como “R569W, M251T, G463A, R499C” los cuales estan involucrados en la
modificacion de codones que codifican para aminoécidos diferentes y repercuten en la
maduracion de la enzima MPO, demuestra que los estudios anteriores se han realizado en la
primera region del gen en comparacion al presente estudio, donde se tuvo en cuenta
aproximadamente la region final del gen, encontrando gran variabilidad polimérfica en la
region analizada; esto nos direcciona a estudiar diversas regiones del gen mpo con el
objetivo de determinar la presencia de otros polimorfismos que puedan estar involucrados

en la alteracion de la enzima en estudio?®4% 41:46:54

Ademas, se realiz6 un andlisis bioinformatico en la base de datos NCBI que permitio
establecer la ubicacion especifica del cambio hallado en una regién del gen; este esta
presente en una region no codificante, es decir, en un intrén el cual no tiene la capacidad de
codificar la proteina y ademas no es expresado en el producto final del ARN mensajero
(MRNA)* como han sido descritos polimorfismos anteriormente mencionados, que si
tienen la capacidad de alterar la funcion de la proteina. Por lo tanto, se esperara que el
polimorfismo encontrado no tenga importancia clinica frente al problema de deficiencia de
MPOQO; sin embargo, al hallar una gran cantidad de polimorfismos documentados en la base

de datos especificamente en esta misma region, se establecié que el polimorfismo hallado
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no esta reportado pero podria incluirse si se comprueba que se trata de una verdadera

modificacion.

Por otro lado, durante los diversos andlisis bioinformaticos se determiné que la region
amplificada junto con el rendimiento de los primers permitieron localizar una region en la
que se encuentran tanto intrones como exones, como se observa en la figura 29, dado a que
alli existe una region (barra negra) que corresponde a un exén el cual presenta diversos
polimorfismos involucrados en la modificacion de una aminoacido a causa de un cambio en
una base nitrogenada, por lo tanto valdria la pena profundizar e investigar si alguno de
estos polimorfismos tiene repercusion en la funcionalidad y deficiencia de la enzima MPO,
destacando una nueva region por estudiar diferente a lo que se ha informado segin la

literatura.

Finalmente, los resultados obtenidos con la tincion citoquimica para MPO mostraron
buena cantidad de la enzima MPO en los PMN de cada muestra como se observo en la tabla
nimero 11; ademas, los reportes tanto de cuadros hematicos como de frotis de sangre
periférica no mostraron alteracién en los valores hematoldgicos para cada paciente, pues se
esperaria que estos al cursar con episodios de infecciones recurrentes, en este caso
candidiasis, estuvieran relacionados con casos de neutropenia, como lo describe Aratani et
al. quienes han estudiado que pacientes que cursan con deficiencia de MPO pueden
presentar episodios de neutropenia que los condiciana en mayor proporcion a contraer
infecciones fungicas y ademas los neutrofilos MPO-deficientes matan diferentes especies
de microorganismos méas lentamente que los PMN normales °%; Del mismo modo, se ha
reportado que la presencia de la enzima no llega a ser indicativo de que esta sea

funcionalmente activa, pero esta presente cualitativamente en los PMN'® 2®
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7. Conclusiones

A partir del desarrollo de este proyecto, se concluye que la mieloperoxidasa juega un
papel fundamental en la activacién de un sistema microbicida altamente potente capaz de
destruir gran variedad de microorganismos; pero pueden llegar a presentarse alteraciones a
nivel enzimatico que generan un bajo rendimiento de la actividad enzimatica como
resultado de multiples factores, como los cambios genéticos, incluido la presencia de
polimorfismos, que conlleva a la recurrencia de infecciones, como lo es la candidiasis,
patologia de interés en el presente proyecto. Sin embargo, en Colombia, no se han
desarrollado estudios sobre esto, a pesar de que hay una gran incidencia de infecciones de
candidiasis en el pais, dado a que no se realiza seguimiento de posibles factores
involucrados en la adquision de la infeccion y no existe un reporte significativo de la

incidencia de la infeccion.

Por otro lado, las técnicas y procedimientos empleados durante el desarrollo del
proyecto fueron de gran utilidad para la identificacién del gen que codifica para la enzima
MPO, destacando el buen rendimiento de los primers disefiados, la estandarizacion y
amplificacion de la técnica de PCR; donde se logré6 comparar la similitud entre la
secuenciacion de cadena obtenida con la secuencia disponible en la base de datos NCBI;
destacando la importancia del uso de herramientas informaticas que permiten hacer un
analisis comparativo entre los resultados obtenidos en la practica con fundamentos tedricos

desarrollados anteriormente.

Queda un campo abierto de investigacion hacia la busqueda de polimorfismos
involucrados en cambios genéticos que alteran la funcionalidad de la MPO, con la
posibilidad de estudio de una mayor cantidad de muestras dado a la baja incidencia con que
se presentan estos polimorfismos de de 1-4,000 personas, principalmente en nuestra

poblacién.
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ANEXOS

Anexo A. Consentimiento informado para autorizacion toma de muestra

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABDRATORIO CLINICO
PROYECTO DE INVESTIGACION

INFORMACION A LOS PARTICIPANTES DEL PROYECTO:

IDENTIFICACION DE POLIMORFISMOS EN EL GEN DE LA MIELOPEROQXIDASA
ASOCIADO A INFECCIONES VAGINALES RECURRENTES POR CANDIDA
ALBICANS EN MUJERES REMITIDAS A UM HOSPITAL DE TERCER NIVEL DE
BOGOTA.

Estimados Pacentas:

El grupo de inwestigacion REMA {(Relaciones microbianas y epedemiclbgicas aplicadas
al laboratorio ofinico v molacular), ke planeado al desarrclo de un trabejo que parmita
ampliar el conocimiento de algunas bacterias y la  respuesta inmune & la infeccidn.

Esta investigecidn se considera de riesgo minimo va gue se reslizard una toma de
muastra de sangre (5 mi] usando una jeringa estérl, la cual se ulilizerd para la
redlizacidn de un andlisis gendtico relacionado con la eficiencia de la respussta
inmuna.

El participar &n este frabajo no va a significarte ningin tipe de estimulo acontmicao. Sin
embargo, el conocimianto qua se derive de esta investigacidn serd de gran ulilidad en
&l conocimienta de la respuesta inmune innata y enconfrar mejores estratepgias para el
tratamiento de astas infecciones, beneficiando a las personas qgue padecen de esta
enfarmedad. Los resultados obtenidos serdn mantenidos en reserva.

Hago conster gue he sido informado de la inwvestigacion, de sus riesgos ¥ sus
eneficios, gue lo he comprendido claraments y gque en caso de alguna duda pusdo

comunicarme con les becteridloges: Cleaudia Andres Cruz Baguero 3507729535
Janeth Wavarrete 3103438504, Gladys Pinille 3134139100

AUTORIEZD

Nombre Firma

cC

Fecha
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Anexo B. Protocolo de extraccién de ADN para el kit The Wizard Genomic DNA
Purification Kit- Promega corporation.

Qo
Promega

3.  Protocols for Genomic DNA Isolation

We tested the purification of genomic DNA from fresh whole blood collected in EDTA, heparin and citrate anti-
coagulant tubes and detected no adverse effects upon subsequent manipulations of the DNA, including PCR (2).
Anticoagulant blood samples may be stored at 2—8°C for up to two months, but DNA yield will be reduced with
increasing length of storage.

The protocol in Section 3.A has been designed and tested for blood samples up to 3ml in volume. The protocol in
Section 3.5 has been designed and tested for blood samples up to 10ml in volume. The yield of genomic DN A will vary
depending on the quantity of white blood cells present. Frozen blood may be used in the following protocols, but yield
may be lower than that obtained using fresh blood, and additional Cell Lysis Solution may be required.

Caution: When handling blood samples (Sections 3.A, B and C), follow recommended procedures at your institution
for biohazardous materials or see reference 3.

3.A. Isolating Genomic DNA from Whole Blood (300pul or 3ml Sample Volume)

Materials to Be Supplied by the User

. sterile 1.5ml microcentrifuge tubes (for 300p] blood samples)
. sterile 15ml centrifuge tubes (for 3ml blood samples)

. water bath, 37°C

. isopropanol, room temperature

. 70% ethanol, room tem perature

. water bath, 65°C (optional; for rapid DNA rehydration)

1. For300pl Sample Volume: Add 900ul of Cell Lysis Solution to a sterile 1.5m] microcentrifuge tube.
For 3ml Sample Volume: Add 9.0ml of Cell Lysis Solution to a sterile 15ml centrifuge tube.

@ Important: Blood must be collected in EDTA, heparin or citrate anticoagulant tubes to prevent clotting.

2. Gently rock the tube of blood until thoroughly mixed; then transfer blood to the tube containing the Cell Lysis
Solution. Invert the tube 5—6 times to mix.

3. Incubate the mixture for 10 minutes at room temperature (invert 2—3 times once during the incubation) to lyse
the red blood cells. Centrifuge at 13,000-16,000 = g for 20 seconds at room temperature for 300pl sample.
Centrifuge at 2,000 = g for 10 minutes at room temperature for 3ml sample.

4. Remove and discard as much supernatant as possible without disturbing the visible white pellet. Approximately
10—20pl of residual liquid will remain in the 1.5ml tube (300pl sample). Approximately 50—100pl of residual
liguid will remain in the 15ml tube (3ml sample).

If blood sample has been frozen, repeat Steps 1—4 until pellet is white. There may be some loss of DNA from
frozen samples.

Note: Some red blood cells or cell debris may be visible along with the white blood cells. If the pellet appears
to contain only red blood cells, add an additional aliguot of Cell Lysis Solution after removing the supernatant
above the cell pellet, and then repeat Steps 3-4.
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11.
12.

13.

14.

15.

16.

Vortex the tube vigorously until the white blood cells are resuspended (10—15 seconds).
Completely resuspend the white blood cells to oblain efficient cell lysis.

Add Nudei Lysis Solution {300yl for 300ul sample volume; 3.0ml for 3ml sample volume) to the tube containing
the resuspended cells. Pipet the solution 5—6 times to lyse the white blood cells. The solution should become very
viscous. If clumpe of cells are visible after mixing, incubate the solution at 37°C until the clumpe are disrupted.

If the clumps are still visible after 1 hour, add additional Nudei Lysis Solution (100 for 300ul sample volume;
1.0ml for 3ml sample volume) and repeat the incubation.

Optional: Add RNase Solution (1.5ul for 300yl sample volume; 15l for 3ml sample volume) to the nuclear
lysate, and mix the sample by inverting the tube 2—5 times. Incubate the mixture at 37°C for 15 minutes, and
then cool to room temperature.

Add Protein Precipitation Solution (100 for 300pul sample volume; 1.0ml for 3ml sample volume) to the
nuclear lysate, and vortex vigorously for 10—20 seconds. Small protein dumps may be visible after vortexing.
Note: If additional Nuclei Lysis Solution was added in Step 6, add a total of 130ul Protein Precipitation
Solution for 300pl sample volume and 1.3ml Protein Precipitation Solution for 3ml sample volume.

Centrifuge at 13,000—16,000 x g for 3 minutes at room tem perature for 300pl sample volume. Centrifuge at
2,000 x g for 10 minutes at room tem perature for 3ml sample volume.

A dark brown protein pellet should be visible. If no pellet is observed, refer to Section 4.

For 300yl sample volume, transfer the supernatant to a clean 1.5ml microcentrifuge tube containing 300ul of
room-temperature isopropanol. For 3ml sample volume, transfer the supernatant to a 15ml centrifuge tube
containing 3ml room-temperature isopropanol.

Note: Some supernatant may remain in the original tube containing the protein pellet. Leave this residual liquid
in the tube to avoid contaminating the DNA solution with the predipitated protein.

Gently mix the solution by inversion until the white thread-like strands of DNA form a visible mass.

Centrifuge at 13,000—16,000 x g for 1 minute at room temperature for 300pl sample. Centrifuge at 2,000 x g
for 1 minute at mom temperature for 3ml sample. The DNA will be visible as a small white pellet.

Decant the supernatant, and add one sample volume of room temperature 70% ethanol to the DNA. Gently invert
the tube several times to wash the DNA pellet and the sides of the microcentrifuge tube. Centrifuge as in Step 12.

Carefully aspirate the ethanol using either a drawn Pasteur pipelte or a sequencing pipette tip. The DNA pellet
is very loose at this point and care must be used to avoid aspirating the pellet into the pipette. Invert the tube on
clean absorbent paper and air-dry the pellet for 10—15 minutes.

Add DNA Rehydration Solution (100ul for 300ul sample volume; 250ul for 3ml sample volume) to the tube and
rehydrate the DNA by incubating at 65°C for 1 hour. Periodically mix the solution by gently tapping the tube.
Alternatively, rehydrate the DNA by incubating the solution overnight at room temperature or at 4°C.

Store the DNA at 2—8°C.
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Anexo C. Protocolo de extraccion de ADN Kit Ultraclean® Bloodspin DNA isolation

~Cuoge.....

Detailed Protocol (Describes what is happening at each step)
Please wear gloves at all times

10.

12.
13

Anexo D. Protocolo

Add 200 pl of whole blood or body fluids 1o a 2 ml Collection Tube (provided) and add 10 pl of
Proteinase K.
Mote: (Optional: RNase A can be added at this step. Use 2 yl of 20 mg/mi.)

What's happening: Profeinase K breaks down the cell wall and helps lyse he cells. To ensure complete
removal of RNA, add RNase A al thvs step. No incubation |5 nece ssary.

Add 200 pl of Solution B1 and mix by vorexing for 15 seconds.
What's happening: Solution BT is a lysis reagent. If confains a chaokropic sall and delergent
Incubatle the sample at 65°C for 10 minutes. Centrifuge briefly 1o collect the lysale.

What's happening: Heal helps denafure profeins and campleles lysis.

. Add 200 pl of Solution B2 and vortex for 15 seconds. Centrifuge briefly to collect the sample from

the kd.
What's happening: Solution B2 confains 100% ethanol and provides optimal condiions for DNA binding.
Transfer the lysate io the Spin Filler and cenirifuge for 1 minute at 13,000 x g.

What's happering: DNA binds o the siica membrane in the spin er because & is in a high salf condiion.
The [xuiid fow frough confains unwanied cell malenal such as denatured profeins and RINA.

Transfer Spin Filter 1o new 2 mi Collection Tube (provided).
Add 500 pl of Solution B3 to Spin Filler. Centrifuge for 30 seconds at 13.000 x g

What's happening: Solution B3 is a salf based wash solution hal cleans the DNA bound o the Spin Filter.

Remove the Spin Filter and discard the flow through. Place Spin Filler back into the same 2 mi
Colection Tube.

. Add 500 pl of Solution B4 1o Spin Fiter. Centrifuge 30 seconds at 13,000 x g.

What's happering: Salution B4 is an ethanol based wash solution thal cleans the DNA bound b the Spin
Filter. If removes all ressdual sall contaminants.

Remove the Spin Filter and discard the flow through. Place the Spin Filler back into the same 2 mi
Cobection Tube.
Cenirifuge again for 30 seconds at 13,000 x g lo dry the Spin Fiter memb rane.

What's happering: The Spin Filler is dried of ethanol fo allow for maximal DNA release from the Spin Filter
mambrane during ekulion.

Carefully remove Spin Filter and transfer 1o a new 2 mi Collection Tube (provided).
Add100-200 pl of Solution BS.
Mote: To increase ywelds, incubate for 5 minutes at 65°C.

14, Centrifuge 1 minute at 13,000 x g.

15. Remova Spin Filtar unit and dose tube lid. Genomic DNA in tubae is now ready to use for any

application,

purificacic')n de los nof sfay bound fo the Spin Filler when there is no sall presenf.

productos de
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®
amplificacion de PCR PureLink PCR Purification Kit

1.Union del ADN

1.Agregar 4 volimenes de tampdn de unidon PureLink® (B2) con isopropanol o
tampdn de union HC (B3) con isopropanol para 1 volumen del producto de PCR (50-100
uL). Mezclar

2. Retirar una columna de centrifugacion PureLink® en un tubo de recogida del
paquete.

3. Agregar la muestra con el Tampén de Union apropiado (del paso 1 del
procedimiento) a la Columna de PureLink®.

4. Centrifugar la columna a temperatura ambiente a 10,000 x g por 1 minuto.

5. Desechar el flujo y cologque la columna en un tubo de recoleccion

2. Lavar el ADN

1. Agregar 650 pL de tampon de lavado con etanol la columna.

2. Centrifugar la columna a temperatura ambiente a 10.000 x g durante 1 minuto.
Desechar el flujo a través del tubo de recoleccion y cologue la columna en el tubo.

3. Centrifugar la columna a velocidad maxima a temperatura ambiente durante 2-3
minutos para eliminar cualquier tampon de lavado residual. Desechar el tubo de

recoleccion.

3. Elucion del ADN
1. Colocar la columna giratoria en un tubo de elucion CleanLink® de 1.7 ml
suministrado con el kit.
2. Agregar 50 puL de tampon de elucion (Tris-HCI 10 mM, pH 8,5) o agua destilada
estéril (pH> 7,0) al centro de la columna.
3. Incubar la columna a temperatura ambiente durante 1 minuto.
4. Centrifugar la columna a velocidad maxima durante 2 minutos.
5. El tubo de elucién contiene el producto de PCR purificado. Eliminar y descartar la

columna. El volumen de elucion recuperado es de 48 pl aprox .
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6. Almacene el producto de PCR purificado a -20 ° C o use el producto de PCR para la

aplicacion deseada aguas abajo.

Anexo E. Tincidn citoquimica para peroxidasa leucocitaria MPO

Instituto Nacional de Cancerologia
MIELOPEROXIDASA (MPO) 4- CLORO- 1- NAFTOL

Antes de iniciar la reaccion los reactivos deben estar temperados a temperatura

ambiente

1.Fijar los extendidos con etanol forImaldehido al 10% por 5 minutos. (4.5 ml de
Etanol + 0.5 de forlmaldehido)

2. Lavar la lamina con agua de chorro.

3. Preparar solucion sustrato: 0,25 ml de ( 4-cloro 1- naftol) + 5 ml de Buffer Tris
HCI. Filtrar la mezcla y agregar 20 pL de perdxido de hidrégeno diluido mas 250 pL de
agua destilada.

4. afadir solucion sustrato de 5- 10 minutos a temperatura ambiente. Lavar con agua
de chorro.

5. Colorear los extendidos con Wrigth segun los tiempos entandarizados.

6. Lavar con agua de chorro y dejar secar a temperatura ambiente.

*Preparacion de solucion madre 4Cl- 1Naftol: 50 ml de etanol + 4 gr de 4- cloro — 1-

naftol
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