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RESUMEN

La mieloperoxidasa (MPO) es una proteina antimicrobiana presente en los granulos azuréfilos de los
neutrofilos, su accién recae cuando se conjuga en el fagosoma con peréxido de hidrégeno, resultando
en sustancias téxicas para los microorganismos fagocitados (1). Se ha descrito que las infecciones
vulvovaginales recurrentes por Candida spp tienen relacion con la deficiencia priMaria de MPO, el
cual es un trastorno autosdmico recesivo (2), que presenta polimorfismos asociados al
procesamiento postraduccional defectuoso de la proteina precursora o con errores pretraduccionales
(3), por esto, el propdsito fue identificar la relacién que existe entre dos polimorfismos de la MPO
(Y173C y M251T) con una mayor probabilidad de presentar este tipo de infecciones, puesto que este
tipo de polimorfismos no han sido estudiados en el pais. Frente a la metodologia, se realizé una
encuesta, donde se recolectaron 27 muestras de mujeres entre 20-45 afios, se les realiz6 cuadro
hematico, tincion Wright y tincion de peroxidasa leucocitaria. Se prosigui6é con la extraccién de
ADN utilizando el kit Wizard® Genomic DNA Purification de Promega, luego se realizd la
cuantificacion del ADN extraido por espectrofotometria en NanoDrop, y la evaluacion de la
integridad del ADN mediante electroforesis. Por otro lado, se disefiaron los primers haciendo uso de
herramientas bioinformaticas para la estandarizacion de la PCR convencional, posteriormente se
usaron enzimas de restriccion y se secuenciaron los productos amplificados con el fin de identificar

los polimorfismos mencionados previamente.

Palabras claves: Polimorfismos, Deficiencia de Mieloperoxidasa, Analisis Bioinformético, PCR,

Secuenciacion, Candidiasis vulvovaginal, Candida spp.
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INTRODUCCION

La inmunidad innata o natural, es la primera respuesta del sistema inmunitario contra diferentes
agentes invasores externos, como bacterias, hongos, parasitos o virus; se compone de barreras, como
la piel, membranas mucosas, lagrimas y acido del estbmago, también, de células como macréfagos,
células dendriticas, polimorfonucleares (PMN) y células asesinas naturales (NK) (1). Los humanos
poseen en promedio entre un 50 - 70% de neutrdfilos del total de leucocitos; cuando los neutrofilos
fagocitan microbios opsonizados, se forma el fagosoma, y por la liberacion de enzimas, oxigeno y
proteinas de los granulos lisosémicos al espacio fagosomico se forma el fagolisosoma;
posteriormente el complejo NADPH-oxidasa (2,3), se ensambla en la membrana del fagolisosoma y
canaliza los electrones del NADPH presentes en el citoplasma al oxigeno por transporte a través de
la membrana, produciendo aniones superdxido, sufriendo una dismutacién que mantiene el pH
intrafagosomico neutro y produce peréxido de hidrégeno (H20,) que es un agente antimicrobiano
(4). La fagocitosis y eliminacion de microbios es posible por tres tipos de granulos, los azurofilos
(primarios) los cuales contienen mieloperoxidasa (MPO) (5); los especificos (secundarios) que

contienen lactoferrina y gelatinasas; y los terciarios con metaloproteinasa 9 (MMP9) (6,7).

Por otro lado, los primeros estudios acerca de la MPO y su funcion dentro de la respuesta innata se
enfocaron en el cancer, uno de los primeros fue realizado en 1975 por Clark et al (8). A partir de
estos estudios se conoce que la MPO es una proteina miembro de la subfamilia de peroxidasas las
cuales tienen entre 576-738 aminoacidos y existen como mondmeros, dimeros o tetrdmeros (9), se
presentan como isoenzimas; en los humanos existen diversos tipos de peroxidasas como la

peroxidasa de eosinéfilos (EPO), la lactoperoxidasa (LPO) y la peroxidasa de tiroides (TPO) (10).

La MPO se encuentra codificada en el segmento g12-24 del brazo largo del cromosoma 17. El
producto transcripcional primario de este gen consta de 11 intrones y 12 exones (10-12). A partir de
1998, DelLeo FR et al (13), determiné que la MPO se sintetiza durante la etapa promielocitica del
desarrollo de células mieloides. (10,16-21). Esta proteica es una glicoproteina tetramérica,
constituida por 4 subunidades que forma 2 homodimeros. Cada uno de ellos contiene una
subunidad a (pesada) de aproximadamente 59 kDa y una subunidad R (ligera) de aproximadamente
14 kDa, con un peso total de 130-150 kDa (22); la proteina esta compuesta por un par de protémeros
idénticos que contienen polipéptidos pesados-ligeros unidos covalentemente a través del grupo hemo

Gnico en cada protémero, y los dos protomeros unidos entre si mediante un enlace disulfuro simple.
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(10,16-21). Por lo anterior, para el afio 2000 Garcia et al (22), establecié que los neutréfilos

contienen 4 formas de MPO, las cuales se denominan compuesto I-111' y MPO nativa o férrica.

Por lo general, la mayoria de las reacciones de las peroxidasas implican la interaccion con oxidantes
como el HO,, hidroperdxidos de alquilo, &cidos peroxibenzoicos, i6n hipoclorito (OCI), ion
hipobromito (OBr-), ion clorito (CIO?), anién bromato (BrO3-), ion peryodato (10%), 4cido m -
nitrobenzoico, etc. Dependiendo de la disponibilidad de sustrato y el tipo de éxido-reductasas, pasan
por un ciclo de peroxidasa o un ciclo de halogenacion (23) Las formas intermedias de peroxidasas;
compuesto | y compuesto I, se forman durante estos ciclos de reaccion (24); se empieza con la
reaccion de la forma Fe*? de la peroxidasa con el oxidante mas comun, H,O. para formar el
compuesto I. En ausencia de CI-, el compuesto | (MPO-Fe+2) en presencia de H.O- se reduce de
nuevo al estado férrico. Primero, conduce a la formacion del compuesto I, el cual se reduce al
compuesto Il por el segundo equivalente AH2. Durante el ciclo de halogenacion, el MPO-
compuesto | oxida exclusivamente Cl- el cual entra al fagosoma por medio de un regulador de
conductina (CFTR) a HOCI (25). En conjunto estas reacciones forman compuestos antimicrobianos
como acido hipohaloso (HXO), HOCI, é&cido hipobromoso y &cido hipotiocianoso siendo
liberadas (26) en conjunto con ROS, mientras que NADPH oxidasa transfiere electrones al
fagosoma, generando anion superdxido y H>O-a partir de oxigeno molecular los cuales tienen fuertes

propiedades microbicidas (Figura 1) (20,25,27).

Por otro lado, aungue las consecuencias clinicas de la deficiencia de MPO en humanos no se han
investigado a fondo, algunos estudios han encontrado que los pacientes con falta total o subtotal de
MPO tienen una mayor incidencia de afecciones inflamatorias cronicas mediadas por la inmunidad
adaptativa. De manera similar, los pacientes con un polimorfismo genético presentan una
disminucién de la expresion de MPO vy tienen un mayor riesgo de desarrollar nefritis lGpica
autoinmune, ademas, los pacientes con esclerosis multiple (EM) y diabetes mellitus (DM) tienen
menor actividad de MPO en sus PMN (28-31).

Segln Pahwa et al, la deficiencia priMaria de MPO se hereda como un trastorno autosémico recesivo
que se presenta con niveles variables de gravedad y caracteristicas clinicas, algunas de estas
mutaciones estdn asociadas con el procesamiento postraduccional y otras con defectos
pretraduccionales, siendo las mas estudiadas las mutaciones 569W, Y173C, M251T, G501S vy
R499C y una delecion de 14 bases (D14) en el ex6n 9 (32). Por lo anterior, en el estudio realizado
por DeLeo et al (13), identificd una mutacién sin sentido en el gen MPO en el codon 173 en el cual

la tirosina es reemplazada por cisteina, lo que genera una deficiencia de MPO en la inmunidad innata.
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En el afio 2000, Nauseef et al (33), identificd una mutacién sin sentido en el gen MPQO, en el cual se
reemplaza la arginina por triptéfano en el codén 569, generando una deficiencia de MPO, y como

consecuencia un defecto en la fagocitosis de los PMN.

Ahora bien, las actividades de MPO implican la produccion de diferentes especies reactivas de
oxigeno (ROS) y nitrégeno como (RNS), los cuales causan peroxidacion de lipidos, nitracion y
carboxilaciones de proteinas (34,35). Por ende, los pacientes que carecen de MPO son mas
susceptibles a las infecciones fangicas, en particular las causadas por Candida albicans, debido a
que los neutrdéfilos son las células principales frente a la respuesta inmune de estos microorganismos.
Sin embargo, aunque existen informes que demuestran que los pacientes con deficiencia de MPO
pueden tener una mayor incidencia de infecciones graves, se ha demostrado que la mayoria de los
pacientes que carecen de MPO no son particularmente susceptibles a las infecciones crénicas (28).

Por otro lado, en el 2004 Aratani et al (36), comparé en su investigacion la importancia de MPO y
NADPH-oxidasa para la defensa del huésped en ratones deficientes de MPO con enfermedad
granulomatosa crénica (EGC) usando diferentes dosis de C. albicans, demostrando que MPO y
NADPH-oxidasa son importantes para la defensa temprana del huésped contra Candida spp. En el
mismo afio, Megan et al (37), hace una revision de la patologia molecular de las inmunodeficiencias
priMarias (IDP). La revisidn de Padrén et al (38), menciona defectos de los fagocitos, la clinica, y
las caracteristicas moleculares, asi como el diagnostico por pruebas de laboratorio que se relacionan
con los trastornos inmunes. En el 2007, Kalinski et al (39), reporté una muerte por sepsis letal a
causa de Candida spp asociada con la deficiencia de MPO de una primipara con preeclampsia y con
coagulacion intravascular diseminada (CID), la biopsia demostrd que la deficiencia de la MPO

contribuyd a la diseminacion de Candida spp.

De acuerdo con lo anterior, Candida spp es un hongo dimérfico del filo Ascomycota que se aisla
generalmente del tracto respiratorio, gastrointestinal y genitourinario en diferentes etapas de la vida
sin presentar complicaciones clinicas relevantes (40). Las especies de Candida spp son organismos
fangicos que hacen parte importante de la microbiota vaginal entre un 20 — 50% de las mujeres
sanas, sin embargo, pueden llegar a ser agentes causantes de infecciones vaginales dependiendo si
las condiciones del medio lo permiten (41). Generalmente los factores asociados con la colonizacion
son multifactoriales; los sintomas estan asociados a una sobreabundancia de levadura y a la invasion
de la misma en las células epiteliales vulvovaginales, asi mismo, involucran la susceptibilidad del

huésped, respuestas inflamatorias y los factores de virulencia del microorganismo (25,41-45)
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En consecuencia, C. albicans es el miembro mas reconocido del género, el cual genera méas del 70%
de las candidiasis vulvovaginales (CVV), sin embargo, actualmente la prevalencia de rango para
especies no albicans estd aumentando significativamente sobretodo en pacientes con virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) (46-48), asi mismo, se ha evidenciado el incremento a la
resistencia frente a tratamientos antifungicos con azoles en C. albicans y otras especies Candida no
albicans (49).

En este sentido, segun varios estudios, la MPO tiene un papel critico en la defensa contra levaduras
cuando existe una alta carga a nivel sistémico, por ende, la generacién de los productos oxidativos
generados por MPO y NADPH oxidasa como el HOCI y el oxigeno contribuyen a la muerte de estas
levaduras (50,51). Las posibles razones que conllevan a una deficiencia de MPO pueden dividirse
en dos tipos, aquellas que son pretranscripcionales, es decir que se relacionan con una mutacion
propiamente dicha en el gen MPO, o aquellas que son postraduccionales, que hacen referencia a
errores en la biosintesis de la proteina inmadura, como por ejemplo, un error en la insercion del
grupo hemo en la aproproMPO, paso clave para el plegado adecuado, la salida del RER y la entrada
final en la via de maduracién (33), lo que finalmente genera consecuencias en la respuesta
antimicrobiana, dado que se genera pérdida de la produccion y accién del HOCI, lo que no solo
representa la incapacidad de eliminar a los microorganismos fagocitados, sino también de modificar

otros elementos antimicrobianos presentes en los fagosomas, tales como catepsina G y MMP-7 (52).

La innovacién de este proyecto radico principalmente en que este tipo de mutaciones en el gen mpo
no ha sido del todo estudiado, de manera que no se ha determinado su existencia en Colombia, y,
por tanto, no se conoce la prevalencia que tiene esta mutacion en la sociedad y de qué manera podria
afectar a la poblacion femenina que tiene infecciones recurrentes con Candida spp. Este proyecto
fue pertinente ya que al ser cientifico y hacer uso de las areas de la biologia como la genémica, la
metagendmica y de las macromoléculas bioldgicas, también permite el uso de tecnologias de punta
en pro de la salud para optimizar y automatizar los procedimientos, el diagndstico y el tratamiento

con la ayuda de la innovacion tecnoldgica que ha adquirido en el pais.

A partir de los estudios realizados respecto a las diferentes mutaciones presentes en el gen mpo y su
relacion con las infecciones recurrentes por Candida spp, se plante6 la siguiente pregunta problema:
¢De qué manera las mutaciones del gen mpo son un determinante para generar susceptibilidad a
candidiasis vulvovaginal recurrente (CVVR) por Candida spp en mujeres de 20 a 45 afios en la

ciudad de Bogota D.C.?; adicionalmente, el objetivo del proyecto era identificar la presencia de dos
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polimorfismos (Y173C y M251T) del gen mpo en mujeres de 20 a 45 afios con infecciones

vulvovaginales recurrentes por Candida spp en una poblacién piloto de la ciudad de Bogota D.C.

1. ANTECEDENTES DEL PROYECTO

Uno de los primeros fue realizado en 1975 por Clark et al (53), en el cual se documentd el efecto
citotoxico de los PMN humanos intactos, en este se evidenciaba la participacion del sistema de
peroxidasa durante la fagocitosis de células neoplasicas donde la MPO es liberada a la vacuola
fagocitica y por ende el H2O- es producido en el fluido extracelular en la fagocitosis. Asi mismo,
segun Senelar et al (54), en 1982 con un estudio sobre leucocitos de pacientes con cancer se
menciona gue el nivel reducido de MPO podria indicar un defecto celular en los PMN de pacientes

con enfermedad maligna.

Posteriormente en 1998, se determind que la MPO se sintetiza durante la etapa promielocitica del
desarrollo de células mieloides y es el producto de la traduccién priMaria con un peso entre los 75-
80 kDa, se establecio que se modifica en el RER por glucosilacion cotranslational ligada a N seguida
de glucosilacion para generar el apoproMPO de 90 kD. DeLeo et al (13) en su trabajo, identifica una
mutacion sin sentido en el gen mpo en el codon 173 en el cual la tirosina es reemplazada por cisteina
el cual genera una deficiencia de MPO en la inmunidad innata. En ese mismo afio, Garcia et al (22),
menciona las caracteristicas, mecanismos de reaccién y la actividad de la MPO. Para ese entonces,
en el 2000 Nauseef et al (33), identifica una mutacion sin sentido en el gen mpo, en el cual se
reemplaza la arginina por triptéfano en el codon 569 concluyendo que el genotipo subyacente genera
una deficiencia de MPO; para este punto se empiezan a evaluar las relaciones entre la estructura y
la funcion de esta proteina. Asi pues, en el 2004 Aratani et al (50), en su investigacion, estudia el
rol de la MPO en la respuesta inmune innata, comparando la importancia de MPO y NADPH-
oxidasa para la defensa del huésped, para esto se infectaron ratones deficientes en MPO con EGC
con diferentes dosis de C. albicans y se analizé la gravedad de la infeccion, sugiriendo que MPO y

NADPH-oxidasa son igualmente importantes para la defensa temprana del huésped contra Candida

Spp.

Es necesario mencionar estudios como los realizados por Megan et al (37), en el afio 2004 en donde
se hace una revision de la patologia molecular de las IDP, las cuales son un grupo heterogéneo de
trastornos que se dividen en cinco grupos, afectan la inmunidad celular y humoral, provocan una
mayor susceptibilidad a infecciones e inmunodeficiencias, enfermedades autoinmunes, y estan

asociadas con defectos genéticos hereditarios. Para el 2007, se empez0 a realizar estudios del papel
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de la MPO en la preeclampsia; Kalinski et al (39), reporta un fallecimiento a causa de una sepsis
letal por Candida spp asociada a la deficiencia de MPO de una primipara con preeclampsia,
combinado con toxemia con CID, en donde la biopsia confirmo que la deficiencia de la MPO
contribuye a la diseminacion de Candida spp. La revision realizada por Antachopoulos (55), en el
afio 2010 demuestra que tanto las inmunodeficiencias adquiridas como las congénitas pueden estar
asociadas con una mayor susceptibilidad a las infecciones fungicas invasivas, por ende, las
inmunodeficiencias tanto celulares como humorales estan asociadas con infecciones por
microorganismos como Candida spp. Teniendo en cuenta lo anterior, Plantinga et al evalda la
importancia del sistema inmune innato en la respuesta frente a levaduras (56), por tanto, en su
estudio se investiga si la variacion genética en la sefializacion de Toll-like receptor (TLR) influye
en la susceptibilidad a la candidemia, por eso se realizo la genotipificacion de 13 polimorfismos de
un solo nucleétido (SNP) en 338 pacientes con candidemia.

Es importante destacar el mecanismo de accion de la NADPH oxidasa en la inmunidad innata en la
EGC, ya que, tal como se menciona en la revision por Segal et al (5), la presencia de un trastorno
hereditario en el mecanismo de regulacion de la NADPH oxidasa correlacionada con infecciones
bacterianas y flngicas recurrentes graves al mismo tiempo, da como resultado una produccién
excesiva de anion superdxido y ROI, las cuales son fundamentales para la defensa del huésped

cuando se presentan infecciones y enfermedades inmunes como EGC.

2. MARCO REFERENCIAL

2.1 Sistema inmune

Respecto a la inmunidad frente a Candida spp, esta se centra en las células epiteliales vaginales como
principal defensa antimicrobiana vaginal, que no solo constituyen una barrera mecénica y de
atrapamiento con su material de superficie similar a la mucina y la queratina, sino que también son
capaces de responder mediante la activacion celular y la secrecion de mediadores inmunes. El
reclutamiento de PMN en la vagina, la produccion de citocinas como IL-1f e IL-18 y la activacion
de los subconjuntos de linfocitos T-helper 1y T-helper 17 (Figura 2), se les ha atribuido un papel
contra Candida spp. Asi también, el microbiota normal permite que el microambiente vaginal sea lo
suficientemente &cido para inhibir la transicion de C. albicans. Sin embargo, esta levadura ha

refinado los mecanismos para oponerse a las variaciones drasticas de pH y se ha demostrado que es
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capaz de neutralizar el exceso de acido por el amoniaco derivado del metabolismo de los

aminoécidos (57).

2.2 Neutrofilos

Se ha evidenciado que los neutrofilos son células complejas que actian como efectores importantes
de la inflamacion aguda, cronica y en la respuesta inmune innata, también participan en la
cicatrizacion de heridas y limitan activamente el autoreclutamiento mediante la liberacion de
moléculas enddgenas que inhiben la activacion de la integrina o los cambios en el citoesqueleto.
Igualmente, estudios recientes han revelado que la vida util de un neutréfilo en circulacién podria
ser mucho mas larga, y que pueden existir subpoblaciones diferenciadas de neutrofilos y sus
reservorios, aunque ain queda por determinar si estas subpoblaciones son funcionales o estan

restringidas al linaje (6).

Respecto al origen y la maduracion, los neutréfilos son generados continuamente en la médula 6sea
a partir de precursores mieloides, este proceso es controlado por el factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF); los granulos de neutrofilos se forman secuencialmente durante la maduracion
desde la etapa de promielocito (6), de este modo, existen tres tipos de granulos en los neutroéfilos los
cuales se forman consecutivamente durante su maduracién, estdn llenos de proteinas
proinflamatorias y su funcion es actuar durante la eliminacién de patdgenos; dichos granulos son
azurdfilos (primarios), que contienen mieloperoxidasa (MPO), especificos (secundarios) que
contienen lactoferrina y gelatinasa (terciarios), que contienen metaloproteinasa de matriz 9 (MMP9)
y los especificos (negativos a la peroxidasa). También poseen compuestos de tipo enzimatico como
lactoferrina y catepsinas que ayudan a la funcién de eliminacion de patégenos de manera
independiente a como lo hacen las peroxidasas (6). Adicionalmente, con el fin de descondensar la
cromatina y que se lleve a cabo el proceso de NETosis, donde se liberan trampas extracelulares de
neutrofilos (NETS) compuestas por redes de cromatina con histonas, proteinas citoplasmaticas del
citoesqueleto o proteinas granulares hacia el medio extracelular con el fin de atrapar y eliminar

patdgenos como Candida spp (58).

Como se ha mencionado anteriormente, los neutrofilos tienen maltiples funciones, por eso mismo
representan el leucocito predominante en la circulacion, y por tanto el primer respondiente a la
infecciodn, esta Ultima accion lo realizan mediante la ingestion de microorganismos, para esto activan

y ensamblan la NADPH oxidasa en el fagosoma, generando anion superoxido y H.O,. Al mismo
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tiempo, los granulos liberan su contenido en el fagosoma, donde las proteinas y enzimas
antimicrobianas se sinergizan con los oxidantes para crear un ambiente téxico para el microbio
capturado. La accion antimicrobiana méas rapida y completa de los neutréfilos contra muchos
organismos se basa en los esfuerzos combinados de la proteina MPO y H,0; de la oxidasa NADPH
para oxidar el Cl-, generando asi HCIO y una gran cantidad de productos de reaccién aguas abajo.
De manera que en la mayoria de los casos, las interacciones cooperativas entre los contenidos
fagosomales, tanto del huésped como del microbio, terminan en la pérdida de viabilidad del
microorganismo ingerido (Figura 3) (59).

2.3 Mieloperoxidasa

Ahora bien, la MPO es una proteina miembro de la subfamilia de peroxidasas (10) tienen
aproximadamente entre 576-738 aminodacidos, existen como monémeros, dimeros o tetrameros (9).
Se encuentra en el segmento q12-24 del brazo largo del cromosoma 17, la expresion del gen mpo
ocurre entre las etapas tardias de mieloblastos y promielocitos del desarrollo mieloide normal y
disminuye rapidamente a medida que las células se diferencian (Figura 4) (11,12).

Su sintesis es el producto resultante de la traduccion priMaria que se somete a glicosilacion en seis
residuos de asparagina co-traduccional en el RER para generar aproproMPO con cadenas laterales
ricas en manosa de 90 kDa (14,15); el producto resultante es enziméaticamente inactivo y tiene la
capacidad de formar complejos con chaperonas como calreticulina, ERp57 y calnexina en el RER.
En particular, la calnexina se asocia de forma transitoria tanto con apoproMPO como con proMPO,
mientras que ERp57, calreticulina y calnexina se asocian de forma transitoria sélo con apoproMPO;
posteriormente, a partir de aproproMPO se forma la proMPO (enziméaticamente inactiva) debido a
la union covalente de un grupo protésico hemo a la proteina para permitir su salida del RER, su
maduracion y paso al granulo azurdfilo, lo que significa que la proMPO se transfiere al aparato de
Golgi y los granulos donde los eventos proteoliticos adicionales conducen al monémero MPO; se
dan tres modificaciones en el compartimiento post-RER donde una convertasa de tipo subtilisina
escinde el propéptido de 116 aminoacidos de proMPO, luego, una cisteina proteasa escinde un
hexapéptido (ASFVTG) y finalmente, la MPO madura existe como un dimero que contiene un sitio
de union al calcio que estabiliza la estructura, y estd compuesta por un par de protdmeros idénticos
que contienen polipéptidos pesados-ligeros unidos covalentemente a través del grupo hemo Unico en
cada protomero, y entre si, unidos mediante un enlace disulfuro simple de la proteina con
subunidades alfa y beta por la cisteina 369, de 57 kDa con 467 aminoacidos, y 12 kDa con 112
aminodcidos respectivamente (Figura 5) (9,10,18-21,60).
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La MPO contiene motivos conservados en los lados proximal y distal del grupo hemo esencial, un
sitio de unién al calcio (Ca*?) y al menos dos enlaces covalentes que unen el grupo hemo a la columna
vertebral de proteinas. Ademas, de los enlaces de éster conservados en la bolsa de hemo, MPO
contiene un tercero, un enlace de sulfonio entre el grupo 2-vinil y la metionina. La presencia del
enlace de sulfonio le da poder a MPO con cualidades espectrales Unicas, asi como un mayor potencial
oxidante, lo que hace que la MPO sea el Unico miembro de la superfamilia de proteinas capaz de

oxidar Cl - a Cl +y generar HOCI a pH fisioldgico (59).

Debido a ciertas causas como la exposicion a metales pesados como cadmio (Cd*?), cobre (Cu**?),
cromo (Cr*®) y niquel (Ni*?), asi como diferentes patégenos como las bacterias que inducen o
suprimen los niveles de ARNm se puede regular la actividad de MPO (9). Por otro lado, la
desregulacion de la MPO también se ha visto implicada en enfermedades como la artritis reumatoide
(AR), Alzheimer, esclerosis multiple (EM), la ateroesclerosis, cancer de pulmén y en el sindrome
coronario agudo (SCA) (23,24,61-63). Lo anterior debido a la liberacion descontrolada de MPO en
el sitio de infeccion, generando inflamacion y dafio tisular incluso cuando no existe una causa
aparente de infeccion (17).

2.4 Polimorfismos relacionados con la deficiencia de MPO

Frente a los polimorfismos descritos en la literatura que conllevan a una deficiencia de MPO, la
forma hereditaria mas comun es R569W, descrita por Nauseef et al, la cual es una mutacién sin
sentido de un solo nucle6tido en el exén 10 del gen mpo. Esta mutacién da como resultado la
sustitucion de triptéfano por arginina en el codén 569 (R569W) (64). Igualmente, la mutacion G501S
descrita por Ohashi et al, se identificd en un paciente japonés con deficiencia completa de MPO
mediante hematografia automatizada, donde se reveld una sustitucién de glicina por serina (G501S)
en la region del exon 9 (65). Ahora bien, en el estudio realizado por Persad et al, una mujer japonesa
de 28 afios present6 una deficiencia completa de MPO, esta deficiencia se origina a partir de una
nueva mutacion que requiere dos alelos recesivos debido a la forma bialélica de expresion del gen
mpo. Esta mutacion es el resultado de una sustitucion de arginina por cisteina (Arg499Cys o0 R499C),
en la region de codificacion genética del exén 9 (27,66). Por otro lado, en el estudio realizado por
Deleo et al, a partir de una muestra procedente de una persona de 27 afios se describié una nueva
forma genotipica distinta de deficiencia de MPO, la cual se caracteriza por presentar una sola
mutacion sin sentido prediciendo una sustitucion de aminoécidos de tirosina por cisteina en codén
173 (Y173C) (13). Finalmente, Marchetti et al, realiz6 un cribado poblacional con 40.000 individuos

21



para detectar mutaciones en el gen mpo, los autores identificaron siete pacientes con deficiencia
parcial de MPO y ocho pacientes con deficiencia total. La caracterizacidén genética de los sujetos
mostré la presencia de tres mutaciones ya conocidas (¢.752T> C, ¢.1705C> T y ¢.1566_1579del14)
y seis mutaciones novedosas: cuatro mutaciones sin sentido (c.995C> T, c. 1112A> G, ¢.1715T> G
y ¢.1927T> C) que provocan la sustitucién de los residuos p.A332V, p.D371G, p.L572W y
p.W643R, luego una delecion de una adenina dentro del exén 3 (c.325delA) que provoca un cambio
del marco de lectura con la aparicion de un codén de parada prematuro dentro del propéptido, y una
mutacion dentro del sitio de empalme 3 'del intron 11 (c.2031-2A > C) (Figura 6) (67).

2.5 Inmunodeficiencias

Las inmunodeficiencias pueden ser adquiridas o congénitas (trastornos hereditarios, principalmente
anomalias de un solo gen), estan asociadas a la susceptibilidad a infecciones de tipo bacteriano,
fangico, viral, entre otros; asi mismo, estas son un grupo de trastornos genéticos en diversas
presentaciones, que se clasifican segin el comportamiento funcional del sistema inmunitario y, en
general, incluyen trastornos humorales, celulares primarios o combinados, del complemento y
fagociticos. Cabe resaltar la relacion de la susceptibilidad variable a patégenos fungicos que se
observa en pacientes con inmunodeficiencia combinada grave, sindrome de hiper-IgM ligado al
cromosoma X, sindrome de Wiskott-Aldrich, sindrome de DiGeorge, inmunodeficiencia comun

variable, defectos en el eje del interferon-y-interleucina-12 y deficiencia de MPO (55).

2.6 Candida spp

Las especies de Candida spp que se aislan en dicha patologia son C. albicans en un 70%, C. glabrata
enun 19%, C. parapsilosis 3%, C. krusei (2%) y C. tropicalis (1%). La diferencia entre la frecuencia
de cada especie depende de caracteristicas clinicas, anatdmicas y del sistema inmune de cada mujer,
por ejemplo, C. glabrata es la mas comun en mujeres mayores de 61. En el caso de C. krusei, C.

glabrata y C. albicans estas se aislan generalmente en pacientes con vaginitis recurrente (68).

La mayoria de las candidiasis son leves y afectan a la piel, las ufias y, sobre todo, a las mucosas oral
y vaginal desde los primeros dias de vida. La colonizacion oral es mayor en los lactantes y nifios
pequefios, asi como en los ancianos, donde esta colonizacién candidiasica se ve favorecida por el
uso de protesis dentales. También se ha descrito una mayor colonizacion en la boca y en el aparato
digestivo cuando hay tratamiento con antibidticos o quimioterapia, en personas con diabetes mal

controlada, en pacientes hospitalizados y en personas infectadas por el VIH (69).
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2.7 Patogenia de Candida spp

Uno de los cambios bioguimicos que permite la colonizacion por Candida spp es la variacién en la
microbiota vaginal, la cual consiste predominantemente en bacterias del género Lactobacillus
spp como L. inersy L. crispatus debido a que estos producen acido lactico que mantiene el pH
vaginal en <4.5 (70-72), asi mismo, este género favorece a través del metabolismo anaerdbico del
glucdgeno la produccion de acido D-lactico y H2O2 que en conjunto son inhibidores frente a la
invasion por Candida spp (73), de manera que una reduccion de estos microorganismos genera un
crecimiento excesivo de Candida spp (74). Adicionalmente, las alteraciones de la microbiota en la
vagina se relacionan con una alta incidencia en infecciones sépticas posparto y neonatal,

enfermedades inflamatorias pélvicas, abortos espontaneos, partos prematuros, VIH (75-79).

Segun estudios la patogénesis y las caracteristicas de virulencia mas importantes de C. albicans
dependen de una serie de factores que le permiten plasticidad en el medio a colonizar, entre estos, se
incluye el crecimiento dimorfico (80), enzimas secretadas como proteasas, fosfolipasas, adhesinas,
hemolisinas y superdxido dismutasas, para resistir la fagocitosis dentro de las células del sistema
inmune innato, (81) como Msh2 que es una proteina que genera resistencia a péptidos
antimicrobianos como LL-37 (82), también las moléculas de sefializacion, mecanismos de resistencia
al estrés, resistencia a antimicéticos como fluconazol por FEN1 o FEN2 (71), asi como ERG11 que
genera resistencia frente azoles y equinocandinas (83), por Gltimo, la adherencia tanto en superficies
bi6ticas como abioticas por la formacidon de biopeliculas también se considera un factor de virulencia

de relevancia en Candida spp (Figura 7) (43,84,85).

2.8 Generalidades de candidiasis

La CVV se presentan aproximadamente en el 75% de mujeres entre los 15 a 30 afios, debido a que
en este rango de edad se presentan mayor nimero de embarazos, diabetes, medicamentos
anticonceptivos y ropa ajustada, lo cual se manifiesta con sensacién de picazén, ardor, quemazon e
irritacion, ademas, de flujo blanquecino moderado y homogéneo (68), por otro lado, la mortalidad y
morbilidad a casusa de candidiasis sistémica oscila entre el 13-23%. En prematuros tienden a
diseminarse con mas frecuencia que en nifios mayores o adultos, ocurre a todos los 6rganos y
sistemas, incluyendo el sistema nervioso central (SNC) (86). Las infecciones sistémicas también se
ven relacionadas con las IDP, como trastornos fagociticos y trastornos por inmunodeficiencia celular

priMaria y combinada (87).
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2.9 Epidemiologia

En relacion con las manifestaciones clinicas mas comunes y las especies de Candida spp aisladas en
las infecciones vulvovaginales, segln el estudio realizado por Cararach et al (68), el 75% de mujeres
con vulvovaginitis por C. albicans, el 57% presento picazon, el 44% ardor y sensacidn de quemazon
99% flujo blanguecino, 79% aspecto homogéneo, y el 43% moderada cantidad de la secrecion. Por
otro lado, En el caso de C. glabrata presenté una clinica similar al de C. albicans, sin embargo, aqui
el 50% presentd irritacion. Solo dos mujeres tenian vaginitis asociada a C. krusei, presentando el
50% presentd picazon, ardor, enrojecimiento y flujo en abundante cantidad. Para C. parapsilosis el
100% presento flujo blanquecino y homogéneo, sin picazon y ardor. Por Gltimo, para C. tropicalis
se presentd sintomatologia como la mencionada anteriormente en C. albicans y adicionalmente habia

ardor al orinar y flujo blangquecino en escasa cantidad (68).

Cabe destacar que segun Quindds (88) los factores de riesgo como cirugia abdominal, tumores
solidos y neoplasias hematoldgicas, trasplantes y/o tratamiento prolongado con corticoides en
pacientes mayores de 65 afios, también existen importantes diferencias geograficas en la distribucion
de las especies de Candida spp diferentes a C. albicans que causan candidiasis invasivas como C.
parapsilosis que predomina en Australia, América Latina y los paises mediterraneos de Africa, Asia
y Europa, por otro lado, C. glabrata tiene un importante papel etiolégico en EE. UU y en Europa

central y del norte.

2.10 Diagnostico

Al ser una infeccion que se manifiesta con prurito vulvovaginal, descenso vaginal, dolor vaginal con
fisuras vulvovaginales, proceso inflamatorio intenso en la vulva y/o la vagina debido a la agresion
al epitelio provocada por hongos (89), dispareunia y disuria externa, el diagndstico oportuno de
candidiasis se puede hacer mediante inspeccion visual, determinacion del pH vaginal, microscopia,

papanicolaou, prueba de latex y cultivo de secrecién cervicovaginal (90).

Para un diagndstico adecuado, inicialmente es importante la inspeccion visual, ya que el flujo vaginal
de una infeccion por hongos puede tener diferentes apariencias, puede estar ausente, 0 muy discreto,
con presencia de placas en la pared vaginal, tipicamente como ‘requeson’, es obligatorio el examen
microscopico de la secrecion vaginal con solucion salina (SS) o hidréxido de potasio al 10% (KOH
al 10%) utilizando microscopia de luz, sin embargo, aunque este es un método de diagnostico

importante, también presenta una sensibilidad baja (40% al 70%), porque el resultado depende de la
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experiencia del microscopista; también se puede realizar la medicidn del pH vaginal, si esta en
valores de pH normal (<4,5) se descarta la posibilidad de vaginosis por levaduras, mientras que un
pH >4,5 sugiere vaginosis bacteriana, tricomoniasis o endocervicitis mucopurulenta; la sola
presencia de BLASTosporas y/o pseudohifas indica que solo se trata de la presencia del Candida
spp como comensal; el aumento de leucocitos y el cultivo en medio agar glucosa Sabouraud al 2%
u otros medios disponibles para la deteccion de Candida spp como CHROMagar pueden identificar

inmediatamente ciertas Candida spp debido a su pigmentacion (90).

Por otra lado, con la implementacion de las técnicas moleculares, se han utilizado métodos que
emplean ADN para la identificacion de hongos que pueden proporcionar resultados precisos y mas
rapidos, demostrando una sensibilidad > 90% en la identificacion de especies de Candida spp (91).
Otra alternativa con alta especificidad, es el analisis de biomoléculas mediante ionizacién por
desorcién por laser asistida por matriz (MALDI), seguida de la deteccion en un analizador de tiempo
de vuelo (TOF), (92).

2.11 Tratamiento

El tratamiento de la CVV suele ser facil y efectivo, sin embargo, es comun confundir los sintomas
con otras infecciones. Usualmente el tratamiento es la aplicacion de una pomada antifingica,
unglientos, comprimidos y supositorios o la utilizacién de comprimidos vaginales. En casos graves,
el tratamiento topico se complementa con tratamiento oral. Se utilizan farmacos como la nistatina,
anfotericina B, azolicos, triazélicos e imidazolicos. En la CVV no complicadas todas las formas de
antimicéticos disponibles son altamente efectivas, tanto orales como tdpicas, por el contrario, en las
CVV complicadas se debe realizar un tratamiento prolongado (5-7 a 10-14 dias) de terapia

convencional (93,94).

La CVV se considera como una de las enfermedades vaginales mas prevalentes, se conoce gue un
tratamiento inadecuado o la presencia de cepas resistentes pueden provocar CVVR, por ello, en
primer lugar, se deben identificar los factores de riesgo del paciente y luego indicar un tratamiento
oral inicial de 14 dias y luego un régimen con ketoconazol durante 6 meses, itraconazol durante 6

meses, fluconazol 6 meses o clotrimazol en forma de comprimidos vaginales semanalmente (94).

2.12 Deficiencia de Mieloperoxidasa y susceptibilidad a infecciones por Candida spp.
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En el articulo experimental de Homme et al (26), se estudio el efecto de la deficiencia de la MPO
sobre la inflamacién pulmonar inducida por C. albicans no viable (nCA), en el cual se inocularon
ratones intranasalmente con nCA. El método de estudio principal fue la medicién de la acumulacion
de neutrofilos y macrofagos en el liquido de lavado broncoalveolar (LBA) la cual se analiz6 por
citometria de flujo; por otro lado, los niveles de proteina inflamatoria macréfaga 2 (MIP-2),
guimiocina derivada de queratinocitos (KC), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e (IL)-1p en el
pulmén se midieron por ELISA; la produccion de MIP-2 y KC a partir de neutréfilos y macréfagos
se cuantificé In vitro; la expresion de ARNm de MIP-2 en los neutréfilos se analizé mediante PCR
de transcripcion inversa en tiempo real (RT-PCR); y el grado de fosforilacion de ERK1/2 y Syk en
los neutrdfilos se analiz6 mediante transferencia Western blott.

En los resultados, los ratones MPO (-/-) que recibieron nCA mostraron una neumonia mas grave que
los ratones de tipo salvaje, es decir, aguellos que no presentaban deficiencia en MPO, ya que, dentro
de las 12 h de la administracion de nCA, los ratones MPO (-/-) tenian un nimero significativamente
mayor de neutrofilos alveolares y una mayor produccién de MIP-2 y KC en relacion con las
respuestas observadas en ratones de tipo salvaje; lo que significa que la administracién pulmonar de
nCA produjo una respuesta inflamatoria alterada en ratones MPO (-/-) en relacién con ratones de
tipo salvaje y la produccion mejorada de MIP-2 por los neutréfilos MPO (-/-) puede contribuir en
parte a la inflamacién exacerbada en ratones mutantes, generando infecciones mucho mas graves

gue aquellos ratones no mutados (26).

2.13 Diagnostico deficiencia de MPO

A partir de la revision bibliografica del tema, se plantea la posibilidad de diagnosticar deficiencias
en la proteina MPO en pacientes con CCVR mediante técnicas de tincién y analisis visual las cuales
permitan caracterizar cualitativamente la presencia tanto de neutr6filos como de la proteina MPO,

adicionalmente, se describen técnicas que aplican los principios de metagenémica y proteogenémica.

2.13.1 Técnicas citoquimicas

La deficiencia de MPO se puede determinar mediante el uso de técnicas como tincion citoquimica
de leucocitos, inmunocitoquimica o citometria de flujo las cuales permiten evaluar la presencia de
la MPO funcional dentro de los neutrofilos, se demuestra la presencia de MPO por la accion oxidante
de la misma sobre el sustrato bencidina en presencia de H.O», observando granulos azurdéfilos de un

color rojo-marrén dentro de los neutrdéfilos (52).
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2.13.2 PCR convencional

La PCR es una reaccion enzimatica In vitro que amplifica millones de veces una secuencia especifica
de ADN mediante cebadores para que la polimerasa sea capaz de incorporar nucleétidos
complementarios a la cadena (95,96). Cada ciclo de la PCR se lleva a cabo en tres etapas principales:
desnaturalizacion, hibridacion y extension. En la etapa de desnaturalizacion, las cadenas de ADN
son separadas a 95 °C, en la hibridacion los cebadores se alinean al extremo 3’ del templado e
hibridan con su secuencia complementaria, la temperatura melting (Tm) oscila entre 50-60°C, y en
la extension, la Taqg polimerasa actia sobre el complejo templado-cebadores y por la union de

dNTP’s complementarios crea las cadenas completas de ADN (Figura 8) (96).

2.13.3 Secuenciacion de ADN

Esta técnica se basa en la sintesis de una hebra de ADN complementaria a la hebra de cadena simple
Cuya secuencia se quiere determinar, esto mediante la adicion de dideoxinucledtidos (ddNTPs) a la
mezcla de la reaccion, ya que, estos carecen del grupo 3’OH vy al estar marcados con radiactividad
interrumpen el proceso de sintesis. Cuando se incorpora un ddNTPs a la cadena en elongacion, se
termina su amplificacion, de tal manera que al final, se tienen fragmentos de diferente longitud, los
cuales se separan y se analizan por electroforesis (97,98). Inicialmente, el ADN se somete a 96 °C
para poder desnaturalizar las cadenas, luego se disminuye la temperatura y vuelve a elevarse a 72°C
para que la ADN polimerasa afiada los nucleétidos a la cadena; la reaccién se revela mediante
electroforesis capilar en gel (52), y se analizan mediante programas bioinformaticos para mejorar la

interpretacion de los resultados.

3. DISENO METODOLOGICO

3.1 Universo, Poblacion y Muestra

El tipo de investigacion que se desarrollard en este trabajo es de tipo mixta, es decir tanto cualitativa
como cuantitativa, con un alcance descriptivo-correlacional. La poblacion son 27 mujeres entre 20

y 45 afios que presentan 3 0 mas episodios de CVVR al afio.
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3.2 Hipétesis y Variables

La hipotesis del presente trabajo es que la candidiasis vulvovaginal recurrente por Candida spp esta
relacionada con una deficiencia de la enzima MPO y, por ende, con la presencia de los polimorfismos
del gen mpo en mujeres entre 20 y 45 afios de la poblacion piloto de la ciudad de Bogota. Las
variables se enfocaron en que la poblacion de estudio tuviera las siguientes caracteristicas, que no se
encuentren en periodo de embarazo, lactancia, con enfermedades de base como diabetes mellitus

tipo 2, asma, EPOC, céncer, hipertension, inmunodeficiencias y enfermedades cardiovasculares.

3.3. Técnicas y procedimientos

3.3.1 Recoleccién de muestras de sangre

Se recolectaron 27 muestras de sangre en tubos acido etilendiaminotetraacético (EDTA) a mujeres
interesadas en el proyecto, estudiantes de quinto semestre de la Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca de Bacteriologia y Laboratorio Clinico por medio una encuesta virtual, y por el
Hospital de tercer nivel (Unidad de Servicios de salud EI Tunal), ubicado en Tunjuelito, Bogota; el
primer grupo de muestras se recolecto entre el 2018-2020 con un total de 9 muestras, sin embargo,
la muestra 8 no se encontraba en las condiciones adecuadas y se omitio en el estudio; para el 2021

se recolecto el segundo grupo con 19 muestras.

3.3.2 Consentimiento informado

Este proyecto tiene como referencia principal las pautas éticas proporcionadas en la resolucion
008430 de 1993 del Ministerio de Salud de la Republica de Colombia y las pautas éticas
internacionales para la Investigacion con seres Humanos preparadas por el Consejo de
Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS), en colaboracion con la

Organizacion Mundial de la Salud.

3.3.3 Analisis parametros heméticos

A partir de la sangre total de las muestras recolectadas se hizo el seguimiento de parametros
hematoldgicos por el equipo Myndray BC-3000 plus. La medicion se realizé a temperatura ambiente.
Se debe tener en cuenta que los parametros de referencia se toman segin el manual de
funcionamiento del equipo utilizado (99), a excepcién de la hemoglobina y el hematocrito que son

parametros variables segun el sexo.
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Se realizaron los respectivos FSP para cada muestra con tincion de Wright; se usaron 0,1 ml de
sangre de cada muestra, los tiempos de tincidn fueron 5 minutos de colorante de Wright y 3 minutos
de buffer, luego se lavé con agua corriente, se secé al aire y se observd al microscopio en objetivo
de 40x y 100x, el protocolo se realizé segun el area de hematologia la Fundacion Hospital de la
Misericordia (HOMI).

3.3.4 Identificacion de peroxidasa leucocitaria

Tincion citoquimica peroxidasa

Se uso la técnica del Instituto Nacional de Cancerologia, para realizar la tincién citoquimica
peroxidasa leucocitaria (Mieloperoxidasa 4-Cloro-1-Naftol); se tomaron 0.1 ml de cada muestra para
realizar un FSP, posteriormente se fijé la muestra con etanol formaldehido al 10% por 5 minutos, se
lavé la ldmina y se agregé solucién colorante durante 10 minutos, se lavé con agua de chorro, y se

realizé la tincion de Wright segun los tiempos establecidos, y se observd al microscopio en 100x.

3.3.5 Identificacion del gen mpo

Extraccion de ADN

Se realizo la extraccion del material genético de cada muestra utilizando el kit Wizard® Genomic
DNA Purification de la casa comercial Promega. Se usaron 300uL de sangre en tubos EDTA,; por
cada muestra, la proporcion de reactivo fue de 900uL de solucion de lisis celular, 300uL de lisis
nuclear, 100puLde solucion de precipitacion de proteinas, 300uL de isopropanol, 100uL de etanol al

70%, finalmente se dejo por 1 hora a 65°C con 100uL de solucion rehidratante.

Evaluacion de la calidad e integridad del ADN extraido

Por medio de espectrofotometria a 260-280 nm en el equipo UV-Vis Thermo Scientific ™ NanoDrop
™ One Microvolume se determin la calidad y cantidad de ADN para cada muestra. Adicionalmente,
se analiz0 la integridad del ADN por el método de electroforesis usando gel de agarosa de 0.8 % con
3.1 uL SYBER Safe agarose gel, 3 puL buffer de carga 1X, SuL de patron de peso molecular (PPM)
y 3 uL del eluido de ADN a 80 voltios por 42 minutos.

Estandarizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y PCR In silico.

Se disefiaron los primers para la PCR convencional por herramientas bioinformaticas como NCBI y
Thermo Fisher Scientific con el fin de amplificar un segmento de 568bp abarcando los

polimorfismos 173 y 251. Las caracteristicas de los primers usados se encuentran en la Tabla 1. Se
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procedi6 a realizar la estandarizacion de la PCR teniendo en cuenta concentraciones de MgCl2,
primers (Tabla 2) y ADN, de este Gltimo se usaron tanto 50 ng y 25 ng a partir de la muestra 5
(58.7ng/uL). Se utilizo el termociclador AXIGEN MAXYGENE, vy las condiciones de PCR se
encuentran en la Tabla 3-4. Adicionalmente, se realiz6 una PCR convencional In silico, por medio
de la herramienta bioinforméatica UCSC In silico PCR. Se analizd el producto de PCR por
electroforesis en gel de agarosa de 0.8 % con 3.1 uL SYBER Safe agarose gel, afiadiendo 5uL de
producto y PPM durante 45 minutos a 80 voltios.

Cuantificacion de productos de PCR

Por medio de espectrofotometria a 260-280 nm en el equipo UV-Vis Thermo Scientific ™ NanoDrop

™ One Microvolume se cuantifico la cantidad del producto amplificado para cada muestra.

3.3.6 Enzimas de restriccion y electroforesis en gel de agarosa

Por el programa bioinforméatico NEBcutter V2.0, se seleccioné la enzima de restriccion de tipo |l
Nlalll (CATG), para la mutacion ubicada en el segmento 251 del gen mpo, igualmente se realiz6 la
electroforesis In silico por el mismo programa. En primer lugar, se estandarizo la duracion del corte
enzimatico en un periodo de tiempo de 15 min, 1h'y 30 min, 4 hy 24h, y se continuo con el protocolo
establecido por la casa comercial en el cual para cada una de las muestras se usé 5ul de rCutSmart
Buffer, 1 unidad de enzima, 1ng del producto de PCR y se completé con H,O grado molecular hasta
un volumen final de 50 pL; en segundo lugar, se incubd a 37°C por 4 horas y se inactivo durante 20
minutos a 65°C. Posteriormente, se preparé el gel de agarosa al 2% afiadiendo 40 mL de TBE (Tris
Borato EDTA) 1X, 0,8 gramos de agarosa con 3.1 uL. de SYBER Safe agarose gel; se depositaron
6uL del corte enzimatico mezclado con el Gel Loadyng Dye purple 1X y 5uL de PPM en el
respectivo pozo, la corrida se realiz6 a 75 voltios durante 65 minutos para visualizar las bandas por

el transiluminador UV BIO RAD con el programa Image Lab Software.

3.3.7 Deteccion de polimorfismo del gen mpo

Secuenciacion

Se realizo la secuenciacién de una sola hebra a los productos de PCR de las muestras
1,2,3,4,5,6,7,9,10,14; y para las muestras 15,17,19,20,27 secuenciacion de doble hebra. Inicialmente,
se cuantifico el producto de PCR obtenido (Tabla 7), para la secuenciacion de electroforesis capilar
(CES) en el equipo 3730xI DNA Analyzer-Thermo Fisher por el laboratorio Humaning Genomics

Macrogen, en la cual se usan 40 uL del producto, 50 puL primers en concentracion de 10 pmol/uL.
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Finalmente, por medio de programas bioinforméticos como BLAST se procedio a realizar el anélisis
de secuencias para el gen mpo Homo sapiens cromosoma 17 Primary Assembly para evidenciar la

analogia entre secuencias y la posible existencia de un polimorfismo.

4. RESULTADOS

4.1 Andlisis de pardmetros hematicos

Tincion de Wright y tincion citoquimica de peroxidasa leucocitaria y frotis de sangre
periférica

La tincién de Wright y la tincién citoquimica de peroxidasa leucocitaria realizadas para el primer
grupo de muestras obtenidas presentaron hemolisis de las células sanguineas, con precipitados de
colorante, y adicionalmente contaminacion con bacterias. Por tanto, estas muestras no se tienen en
cuenta para evaluar la celularidad. Ahora bien, en el segundo grupo de muestras, en el FSP en 40x,
en general las células sanguineas no presentan variaciones ni anormalidades de estructura, conservan
su forma y tamafio adecuado (Figura 9). Por otro lado, en 100x se pudo observar que tanto en la
imagen E como en la | (Muestra 14 y 16 respectivamente), presentaban plaquetas con un tamafio
aumentado, lo cual es consistente con el cuadro hematico (Figura 10). Ademas, en la tincion
citoquimica de peroxidasa leucocitaria, no se observo ausencia o deficiencia de la enzima MPO en
ninguna de las muestras analizadas, teniendo en cuenta que esta enzima se visualiza de un color

morado intenso en cada célula (Figura 11).

Cuadro hematico

Igualmente, para las muestras del primer grupo de estudio, no se realiz6 cuadro hematico debido a
la escasa cantidad de volumen e inadecuada conservacién de estas. Sin embargo, en la Tabla 5 se

presentan el promedio para cada uno de los pardmetros analizados en las muestras del segundo grupo.

4.2 Identificacion del gen mpo

Evaluacion de la calidad e integridad del ADN extraido

Una vez realizada la lectura cuantitativa de la calidad del ADN por espectrofotometria a 230, 260 y
280 nm, se obtuvo que en 260/280 las muestras 12,13,26 tienen una pureza optima entre 1.8 a 2.1;

una pureza aceptable entre 1.6 a 1.7 para las muestras 3,11,15,17,18,21,23,25,27, y las muestras
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1,2,4,5,6,7,9,10,14,16,19,20,22,24,28 obtuvieron una proporcion de <1.6 lo que representa
contaminacién con compuestos aromaticos; sin embargo, cabe destacar que la mayoria de las
muestras obtuvieron una concentraciones de ADN aceptable para el estudio, tal como se observa en
la Tabla 6. Adicionalmente, por el método de electroforesis en gel de agarosa se observa una banda

gue representa una muestra integra para el proceso de PCR (Figura 12).

PCR Yy PCR Insilico.

Se obtuvo la secuencia de NCBI (National Center for Biotechnology Information) Gene: 4353 del
gen mpo con intrones y exones (Figura 13) (100), luego a partir de la pagina Thermo Fisher Scientific
(Figura 14) se determind que los primers cumplian con las caracteristicas necesarias para realizar la
PCR convencional, y se realizé la PCR In silico por el programa UCSC genome (Figura 15), el cual
comprobd la especificidad de los primers para el segmento a amplificar de 568bp del gen de estudio,
y se procedio a realizar la PCR con las condiciones definidas a partir de la estandarizacion, con el
fin de obtener un producto optimo teniendo en cuenta condiciones quimicas favorables que
impidieran la aparicion de productos con poca especificidad, tal como se observa en la Figura 16,
donde se observa una mejor definicién de la banda cuando se usa MgClI2 a 3mM, primers de 0,25
pmol, y ADN de 50ng por muestra teniendo en cuenta la cuantificacion de ADN realizada

anteriormente.

Electroforesis en gel de agarosa productos PCR

En el primer ensayo, se observa una banda de 568 pb en la mayoria de las muestras, demostrando
gue se logré amplificar el fragmento del gen esperado, sin embargo, las muestras 4, 10, 26,27,28 no
amplificaron; las muestras 15, 16, 23 presentan una banda con poca intensidad lo que indica poca
cantidad del gen amplificado, y por ende de ADN (Figura 17). Después de una segunda extraccion
de ADN vy posterior PCR se evidencia en el segundo ensayo, que las muestras 4, 10, 15, 16, 23, 26,
27, 28 presentan una banda definida representativa del gen amplificado lo que indica un mayor

namero de copias (Figura 18).

Cuantificacion productos PCR
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Tal como se evidencia en la Tabla 7. la PCR convencional amplifico el ADN en la posicion en la
gue se esperaba dado que aumento su concentracion, este resultado es congruente con lo observado

en las Figuras 17 y 18.

4.3 Enzimas de restriccion y electroforesis en gel de agarosa

Inicialmente, el corte enzimatico In Silico muestra tres bandas de 478, 83, 6 pb en agarosa de 2% tal
como se observa en la Figura 19, a partir de esto, se evidencia en la electroforesis 3 bandas
representativas del corte enzimatico teniendo en cuenta que el tiempo estandarizado para la digestion
enzimatica fue de 4 horas, ya que se visualizé con mayor intensidad el corte realizado por la enzima
(Figura 20). Por otro lado, en lo que respecta a las muestras 1,2,3,4,5,6,7,9,10,14,15, solo se
evidencia la presencia de 1 banda de 568pb, lo que indica que la enzima no reconoci6 el sitio de
corte y, por ende, posiblemente exista un polimorfismo en la posicién 251 del gen de estudio, sin
embargo, en las muestras 11,12,13,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,27,28 se puede ver la presencia
de 2 bandas muy tenues de 478 y 83 pb que son producto del corte enzimatico (Figura 21y 22).

4.4 Deteccién de polimorfismos del gen mpo

Secuenciaciéon de NGS

Una vez se obtuvieron los resultados del corte enzimético, se tuvo en cuenta la historia clinica de
cada paciente para realizar la secuenciacion, de esta manera, las pacientes que presentaban mayor
frecuencia de infecciones vulvovaginales por Candida spp, tuvieron prioridad para este ensayo
independientemente del resultado obtenido, por otro lado, las muestras que presentaron solo una
banda en el mismo ensayo, se seleccionaron por la posibilidad de presentar una mutacién al no
obtenerse el corte enzimatico. Se espera realizar secuenciacion a aquellas muestras que presentan
polimorfismos con la finalidad de comparar la secuencia de cada una de las muestras con la secuencia
del fragmento del gen mpo Homo sapiens cromosoma 17 Primary Assembly en NCBI, ademas,
describir el tipo de mutacién que se presenta de cada una de las muestras que asi lo requieran
mediante las herramientas de alineamiento bioinforméatico BLAST. En la Tabla 8. se evidencia para
cada muestra el porcentaje de analogia, el numero de la figura resultado del alineamiento de la
muestra con respecto al gen mpo por medio de BLAST, entre otros, como el tamafio del fragmento
final, dado que durante el proceso de secuenciacion se tienden a perder las colas de los productos

amplificados.
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En general, las mutaciones de interés para este estudio no se presentaron para ninguna de las muestras
secuenciadas (Figuras 23-42), y solamente dos de los productos de amplificacion secuenciados
(Muestras 15 y 17) fueron de buena calidad y son congruentes al ser comparados con la secuencia
hallada en la base de datos BLAST como se evidencia en las Figuras 43-46. Cabe resaltar, que en la
figura 43 correspondiente a la muestra 15 secuenciada en sentido 3°-5” se muestra un cambio en dos
pares de bases, ambos de una citosina (C) por una guanina (G) en las posiciones 1691 y 1692 del
gen mpo y en la posicion 2174 se evidencia la insercion de una guanina (G): en la figura 44
correspondiente a la muestra 15-2 secuenciada en sentido 5°-3” se muestra un cambio en la posicion
2112 entre timina (T) por una adenina (A), en la posicion 2108 carece de una citosina (C) y en la
posicion 2106 hay un cambio entre una citosina (C) por una timina (T), ademas, en la posicion 1621
se presenta una insercion de una timina (T). Para la figura 45, correspondiente a la muestra 17
secuenciada en sentido 3°-5° se evidencian dos cambios en la posicion 1694 y 1695, una insercion
de una timina (T) y seguidamente un cambio de una guanina (G) por una timina (T), en la posicion
1708 hay un cambio de una adenina (A) por una timina (T), finalmente, en un intrén existe un cambio
de citosina (C) por una adenina (A) en la posicion 1720. Por otro lado, en la figura 46,
correspondiente a la muestra 17-2 secuenciada en sentido 5°-3” se evidencia que en la posiciéon 2106
hace falta una citosina (C), también hay dos cambios en las posiciones 2094 y 2093, donde una
guanina (G) cambia por una adenina (A) y luego una adenina (A) por una guanina (G)
respectivamente, ademas, hace falta una guanina (G) en la posicién 2083, por ultimo, en la posicion
2069 existe un cambio de una guanina (G) por una adenina (A). Adicionalmente, en el analisis
bioinformatico se compararon los polimorfismos anteriormente mencionados en la base de datos
NCBI apartado variaciones genéticas cortas de dbSNP, determinando que alin no se encuentran

descritos en la literatura (Figura 47).

4 DISCUSION

Las especies de Candida spp hacen parte del microbiota vaginal, sin embargo, pueden llegar a ser
agentes causantes de infecciones vaginales si las condiciones del medio permiten su proliferacion y
colonizacidn, como sucede en la CVV; esta afecta al 75% de las mujeres en edad fértil al menos una
vez en la vida y el 9% de esta proporcion presenta episodios de CVVR (69,71). En estos casos la
respuesta inmune inicia con el reconocimiento de los receptores TLR (58) como Dectin-1 (59), que
reconoce estructuras relativas a la manosa presentes en Candida spp (61,101), de manera que, al
activarse el complemento y la fagocitosis, los macréfagos reconocen la manosa presente en levaduras

y liberan sustancias como lisozimas, colagenasas, elastasas, hidrolasas acidas, 6xido nitrico, H20,,
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superdxido, radicales hidroxilo, entre otros (20,63); mientras que las células dendriticas, NK,
linfocitos reguladores y citotdxicos producen citocinas y quimiocinas que incrementa la respuesta

contra Candida spp (28).

Adicionalmente, las inmunodeficiencias primarias (IDP) son un trastorno no comun por el deterioro
de una o varias funciones del sistema inmune, generalmente causadas por mutaciones que afectan a
proteinas claves para su correcto funcionamiento (102). La deficiencia de MPO segln la Unién
Internacional de Sociedades Inmunoldgicas (IUIS) es considerada como una IDP, clasificada en el
grupo V por tratarse de un error innato de la inmunidad de los fagocitos, y especificamente en el
grupo B, ya que es un defecto funcional de la via enzimética oxidativa (7,103). No obstante, se han
descrito formas secundarias a la deficiencia de MPO, donde se incluye la intoxicacion por plomo,
infecciones graves, lipofuscinosis neuronal, ictericia obstructiva, diabetes, leucemia mieloide aguda
y croénica, sindrome mielodisplasico y linfoma de Hodgkin (104,105). Por ende, estas infecciones se
presentan en mayor frecuencia cuando hay defectos durante el proceso de fagocitosis, alteraciones
en la produccion de neutréfilos, adhesion leucocitaria, via enzimatica oxidativa y deficiencia
especifica de granulos, desencadenando mayor susceptibilidad a la adquisicion de infecciones y
enfermedades (10,23) por el déficit en la capacidad de eliminar microorganismos como sucede en la
candidiasis (59,106). Por otro lado, la deficiencia de MPO desencadena un aumento en la expresion
y actividad de la 6xido nitrico sintasa inducible, dando como resultado niveles aumentados de 6xido
nitrico e intermediarios de nitr6geno reactivo, que desempefian un papel en la muerte de
microrganismos, y ademas, de la actividad de las proteasas antimicrobianas como la elastasa y la
catepsina-G (28).

Ahora bien, segun la literatura, el polimorfismo R569W, evidencia que un cambio en la secuencia
de aminoacidos da como resultado la detencién en la maduracion de MPO, quedando en la forma
apoproMPO de la enzima, también sugiere que la insercién del grupo hemo en el esqueleto peptidico
de apoproMPO puede ser un requisito previo para la maduracion proteolitica de proMPO. Mientras
que, para los polimorfismos proximales a la histidina en la posicion 502 (Hz502), es decir, R499C y
G501S que se encuentran en individuos japoneses con deficiencia completa de MPO, se presenta
interferencia con el desarrollo posterior de MPO madura, ya que, este aminoacido esta fuertemente
involucrado con la union del grupo hemo. Finalmente, el polimorfismo Y173C, indica que hay
errores en el mecanismo de biosintesis de la MPO, debido a que las chaperonas calreticulina y
calnexina reconocen la aproproMPO mutante mal plegada en el RE, la cual en vez de ir hacia la via

secretora o de lisosoma, eventualmente se degrada en el proteasoma lo que conlleva a una deficiencia
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de MPO.

Teniendo en cuenta lo anterior, en este proyecto se buscé identificar la presencia de polimorfismos
en una region del gen mpo en mujeres que cursan episodios de candidiasis vulvovaginal recurrente,
dado a que en Colombia no se han realizado investigaciones relacionadas con los polimorfismos que
pueden presentarse frente a este determinante inmunolégico en la respuesta contra Candida spp; sin
embargo, una 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.

Inicialmente, con el fin de evidenciar las PMN gue hacen parte de la defensa contra Candida spp, y
a su vez, los granulos azurdfilos que contienen MPO, se realizaron coloraciones de Wright y la
tincion citoquimica de peroxidasa leucocitaria, en donde se evidencio para las muestras del primer
grupo un envejecimiento de la calidad al momento de evaluar la celularidad de cada muestra, la
posible causa es un inadecuado almacenamiento, adicionalmente, se presentd contaminacion con
bacterias, lo que sugiere un incorrecto almacenamiento y proceso de filtracion de los colorantes, o
un error técnico al momento de realizar los extendidos y las coloraciones; igualmente, no se pudo
realizar el analisis del cuadro hematico. Por otro lado, a las muestras del segundo grupo, se les realiz
el cuadro hemaético (Tabla 5); en el cual se refleja normalidad en cada uno de los parametros, de
manera gue, las mujeres que participaron en este grupo cuentan con un recuento de PMN dentro del
intervalo bioldgico de referencia (45-65%), evidenciando, que presentan un sistema inmune éptimo
para la defensa de diversos agentes patdgenos, entre ellos, Candida spp, ya que, segun la literatura
la deficiencia de MPO se relaciona con una mayor probabilidad de presentar neutropenia y por ende

ser mas susceptibles a presentar infecciones por levaduras.

Respecto a la tincion citoquimica de MPO, cabe resaltar que es un método cualitativo, facil, rapido
y econdmico para demostrar la presencia de la enzima MPO en neutrofilos, debido a la similitud
entre la reaccion de la MPO presente en los granulos azuréfilos y el H,O; en el reactivo usado, tal
como si fuera un proceso In vivo; por eso mismo, se recomienda realizar estudios con otras técnicas
cuantitativas que permitan estimar la cantidad de enzima funcional presente. Tal como se muestra
en la Figura 11, la enzima MPO estd presente, sin embargo, es posible que no sea totalmente
funcional, debido a un polimorfismo que no permita que la proteina se sintetice completamente, o
exista un error postraduccional donde la proteina sea inmadura, y, por ende, que no tenga las

propiedades necesarias para actuar de manera correcta frente a diversos microorganismos.
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Cabe resaltar que factores como la presencia de hemolisis, detritos celulares, temperatura de
almacenamiento inadecuada y muestras envejecidas, durante la extraccion de ADN implicaron la
modificacion en el inserto para el proceso de lisis celular, dado que este se repitié varias veces hasta
obtener el pellet nuclear caracteristico, sin embargo, el anticoagulante EDTA presente en las
muestras quela los iones de magnesio (Mg*?) y Ca*? evitando el quiebre de la molécula de ADN por
las nucleasas (107). Por consiguiente, fue necesario conocer la cantidad y calidad del ADN para su
posterior uso en la PCR, puesto que, el ADN fragmentado en la electroforesis dificulta la
amplificacion de ADN de alto peso molecular y afecta la reproducibilidad de la técnica; en este
proyecto se evidencia en la Figura 17, que todas las muestras extradias presentan un banda 6ptima,
igualmente, la cuantificacion del ADN por espectrofotometria (Tabla 6), determino que a pesar de
presentar contaminaciones o productos celulares no deseados la concentracion de ADN fue
significativa para la PCR.

Asi mismo, se logro estandarizar la técnica de PCR convencional para la amplificacién del gen mpo;
para esto se tuvo en cuenta diversas concentraciones de primers, MgCl, y ADN, siendo necesario
establecer valores en los cuales se observara un buen rendimiento y especificidad los mismos (Figura
16). Inicialmente, se establecio que la muestra N° 26 era la 6ptima para este ensayo, debido a la
concentracion de ADN y pureza frente a las demas muestras, a partir de esto, se determind que una
concentracion de 50 ng/ul de ADN es adecuada para la amplificacion. Del mismo modo, para
establecer la concentracion del cofactor MgCl, el cual proporciona la correcta actividad de la enzima
Tag-polimerasa, se ensayaron diferentes concentraciones, siendo la mas optima de 3mM, esto debido
a que altas concentraciones de MgCl, pueden disminuir la especificidad de la enzima, mientras que,
a bajas concentraciones se aumenta la especificidad de esta. Por otro lado, la evaluacion de los
primers se realizé a la Tm determinado por el fabricante la cual corresponde a 66°C, con el fin de
encontrar la concentracion idénea evitando la presencia de productos inespecificos durante la PCR,
siendo adecuada una concentracion de 0,25pmol. Por ende, tal como se evidencia en la Figura 17 y
18, se establece que la PCR estandarizada funciona para posteriores ensayos en 10s que se quiera

obtener un producto de amplificacion para el gen trabajado.

El uso de enzimas de restriccion para este proyecto fue de gran innovacion debido a la importancia
de las enzimas como método especifico de reconocimiento de una secuencia corta de ADN
bicatenario, el cual serd hidrolizado en el enlace fosfodiéster de cada hebra siempre en la misma
posicion, lo que permite su uso como método diagnostico para la deteccién de polimorfismos. La
enzima utilizada Nlalll, proviene de una cepa de Esherichia coli que porta él gen Nlalll de Neisseria

lactamica, la cual tiene las caracteristicas de ser de tipo 11, lo que significa que corta el ADN dejando
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extremos cohesivos, tiene la facilidad de digerir 1 ug de ADN en un rango de 5-15 min a 37°C
durante 1 hora y se inactiva a altas temperaturas, es de alta fidelidad, su actividad no se ve afectada

por metilacién del ADN y reconoce secuencias palindromicas.

Respecto a la estandarizacion realizada In vitro comparada con la In silico, se evidencia que el corte
enzimatico no se logra percibir de manera correcta en la corrida electroforética debido a variaciones
como, los fragmentos resultantes del corte enzimatico, los cuales tenian un tamafio de 478, 83 y 6
pb, los cuales eran complicados de visualizar en el gel de agarosa del 2%, adicionalmente, el método
de tincidn del gel dificulto la observacion de los cortes realizados debido a las pocas pares de bases
con las que contaban los dos ultimos fragmentos para unirse con el agente intercalante como el
SYBER Safe agarose gel, caso contrario a lo visualizado con el fragmento de mayor tamafio, otra
causa pudo ser la cercania del tercer corte con la Gltima parte del fragmento utilizado, ya que, en la
teoria se menciona que la enzima pierde especificidad cuando el corte se encuentra a 6pb de la Gltima
porcion del gen empelado, por otro lado, el tiempo de corrida pudo ocasionar que el ultimo fragmento
de 6 pb saliera por el extremo del gel, sin embargo, aunque se ensayé la enzima en 15 min, 1 horay
30 min, 4 horas y 24 horas, no se evidencio un cambio en los fragmento observados, lo cual tiene
concordancia con las caracteristica de la enzima, donde se menciona que esta no tiene sobreactividad

cuando ya no hay ADN disponible para digerir.

No obstante, se evidencio en la corrida electroforética que algunas muestras tenian una leve presencia
de dos bandas correspondientes a los fragmentos de 83 y 6 pb, posiblemente por las condiciones de
la corrida y la concentracion de ADN, por ende, se determina que la enzima reconocio el sitio de
corte y las muestras no presentaban el polimorfismo en la posicion 251 del gen de estudio; de todos
modos, se recomienda mejorar el procedimiento de corte enzimético para futuros estudios, ya que
esta técnica es ampliamente utilizada en la actualidad en biologia molecular para estudios genéticos,

mapeo de secuencias y clonacion.

En el caso de la secuenciacion, es necesario realizar previamente la purificacion de los productos de
PCR, esto con el fin de eliminar los residuos que pueden interferir con la electroforesis de
capilaridad, en el caso de las muestras que no mostraron una secuenciacion completa se evidencia
ruido de fondo y perdida de resolucion, posiblemente por la presencia de contaminantes en la
muestra, carencia de ADN molde, falta de cebador o este no reconoci6 el ADN molde produciendo
sefiales débiles e incompletas. Sin embargo, los resultados de la secuenciacion para las muestras 15
y 17 mostraron poco ruido de fondo en las graficas, alta resolucion y buena calidad, parametros

importantes para realizar una correcta interpretacion.
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De manera subsiguiente, las secuencias de las muestras 15 y 17 fueron evaluadas mediante anélisis
bioinformatico por alineamiento, donde cada una presenté analogia entre un 99-100%; sin embargo,
se encontraron varios polimorfismos tanto en la cadena molde como en la cadena complementaria
de ambas muestras, de manera que, al comparar estos polimorfismos con los presentados en la
literatura, se infirié que no han sido reportados y que posiblemente no se trata de una modificacion
causada por algun factor de contaminacién o error en la secuenciacion por el comportamiento que

experimentan los picos de cada base nitrogenada en el electroferograma.

Debido al anélisis bioinformético realizado, se establecid la ubicacion especifica de los
polimorfismos hallados en la region del gen estudiado, los cuales se encuentran en los exones 4y 6,
asi mismo, se permitid conocer la gran variabilidad polimoérfica en la region analizada, lo que a futuro
conlleva 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; ya que los
encontrados al estar en la region codificante de la proteina tienen la capacidad de modificar el
producto final de ARN mensajero, siendo representativos por la importancia clinica que estos pueden
presentar para el mecanismo de accién de la proteina, sin embargo, queda la inquietud sobre 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 segun la literatura.

Ahora bien, respecto a los polimorfismos de importancia para el estudio, se destaca que ninguno se
relaciond con las muestras secuenciadas, y, por ende, no se puede relacionar con la CVVR en la
poblacion piloto de estudio, dando paso a nuevos estudios que involucren una poblacién mas amplia,
ya que, segun la literatura la frecuencia de estos polimorfismos es baja, ademas, que en el pais no se
tienen registros de su estudio y prevalencia. Finalmente, cabe recordar que las posibles razones que
conllevan a una deficiencia de MPO pueden dividirse en dos tipos, las pre transcripcionales, es decir,
gue se relacionan con una mutacion propiamente dicha en el gen mpo, o aquellas que son
postraduccionales, que hacen referencia a errores en la sintesis de la proteina; por lo tanto, aunque
un estudio genético es de gran importancia, ya que es un método sensible, especifico y actual, no es
el Gnico método para determinar que la CVVR se relacione Unicamente con un error pre

trasncripcional.
5 CONCLUSIONES

Con base en la literatura presentada, se determin6 que la MPO tiene un papel fundamental en la

activacion del sistema inmune innato como parte del sistema fagocitico del neutréfilo, donde
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participa activamente en el estrés oxidativo en conjunto con diversas enzimas para eliminar diversos
microorganismos, por ejemplo Candida spp; sin embargo, se ha determinado que en algunas mujeres
pueden presentarse alteraciones de la MPO, generando un bajo rendimiento en la actividad
microbicida de los neutréfilos, esto debido a errores genéticos o inmunodeficiencias. En
consecuencia, a partir del cuadro hematico y el FSP, se concluye que estos son métodos Utiles al
momento de diagnosticar cualquier tipo de infeccidn, pero no poseen alta sensibilidad para la
enfermedad de interés, para esto se requiere implementar ensayos cuantitativos que indiquen una
deficiencia en la concentracion de la enzima o un error en la funcionalidad de la misma, no obstante,
cabe destacar que la tincion de peroxidasa leucocitaria es un ensayo cualitativo que presenta gran
afinidad con los granulos azuroéfilos, y por lo mismo, es un método Util para determinar de manera
rapida, facil y econdmica si existe alguna deficiencia de MPO cualquiera sea su causa siempre

teniendo en cuenta la clinica presentada.

Ahora bien, también se usaron métodos de biologia molecular para correlacionar un posible
polimorfismo con la susceptibilidad a presentar infecciones vulvovaginales recurrentes por Candida
spp, por ejemplo, se logrd estandarizar la PCR convencional con el uso de primers disefiados
especificamente para reconocer la region donde se ubican los polimorfismos de interés, ademas, el
corte enzimatico In silico e In vitro, el cual identifica el polimorfismo 251, permitié diferenciar qué
posibles muestras eran normales y cuales podian llegar a presentar el polimorfismo, para
posteriormente ser secuenciadas, con el fin de comparar la secuencia por medio de herramientas
bioinformaticas. Sin embargo, cabe resaltar que estas técnicas son susceptibles a presentar errores
técnicos que impiden ser usadas como un método diagndstico por personal no entrenado, y aunque
sean técnicas sensibles y especificas, es necesario hacer énfasis en un método igual de sensible, pero
maés sencillo y econémico, que se pueda usar en la poblacion colombiana para diagnosticar esta

deficiencia a tiempo.

Finalmente, el campo de estudio se deja abierto, para que en futuras investigaciones se identifiquen
los mismos polimorfismos en una mayor cantidad de muestras, haciendo uso de las técnicas
mencionadas, sin embargo, a partir de este proyecto se presenta un avance en el diagnéstico de la
deficiencia relacionada con este tipo de infecciones que afecta a la poblacion femenina en Colombia
teniendo en cuenta los factores involucrados en la adquisicion de la infeccién y su recurrencia,
igualmente, mediante el mismo se pretende incentivar a la autoridades competentes a un mayor
seguimiento de este evento en salud, teniendo en cuenta que se carece de estudios referentes al

mismo.
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Figura 1. Procesos de reaccion de la MPO. Los neutréfilos contienen 4 formas de MPO, las cuales
se denominan MPO nativa o férrica, compuesto |, compuesto Il, compuesto I, los cuales tienen
similitud en su composicion aminoacidica y actividad. La MPO reacciona con el H,O, proveniente
de las células fagocitarias formando un complejo enzima-sustrato con una fuerte capacidad oxidativa
(reaccidn 1). Este complejo se combina generalmente con el haluro cloruro, que se oxida para formar
el HOCI (reaccion 2). EI compuesto | puede ser reducido a compuesto Il por un exceso de H.0, 0
por la presencia de un agente reductor (AH2) como, por ejemplo, el ditiotreitol, cisteina, glutation y
cisteamina (reaccion 3). Este compuesto 1, a pesar de ser bastante estable puede reducirse a MPO
férrica en presencia de un agente reductor o el radical superéxido (O2) (reaccién 4) o también puede
oxidarse a compuesto I11 bajo concentraciones elevadas de H,O; (reaccién 5). Por otra parte, la MPO
nativa puede ser oxidada por el O, a oximieloperoxidasa (compuesto I11) (reaccion 6). Adaptado de
Garcia Morales OH, Roche NP, Flores Sanchez RM. Enzimas generadoras de especies reactivas del
oxigeno: Mieloperoxidasa. Rev Cuba Investig Biomed. 1998;17(3):190-7. (22)
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Figura 2. Respuesta inmune frente a C. albicans por medio del reconocimiento de f-1,3-
glucanos por el receptor Dectina-1. La Dectina-1 es un receptor de lectina tipo C (CRL) expresado
en su mayoria en células mieloides, incluyendo macrofagos, células dendriticas y neutréfilos, dichos
receptores son una superfamilia heterogénea de receptores transmembrana y solubles, que se
caracterizan por contener dominios conservados de lectina tipo C, ademas son los PRR mejor
distinguidos en la respuesta frente a patdgenos fingicos. Los principales receptores que participan
son: Dectina-1, Dectina-2, Dectina-3, el receptor Mincle, el CR3, el receptor de manosa y el DC-
SIGN. Muchas de las respuestas antifingicas dependen exclusivamente de Dectina-1, que induce la
activacion de diversas cascadas de sefializacion, principalmente de la activacion de la quinasa Syk 'y
de CARD9, y por ende, la formacion del complejo CARD9-BclLIOMALT1 que corresponde a la via
de activacién canénica mas importante, finalmente, este complejo media la activacién del factor de
transcripcion NF«kB y la consecuente expresion génica de mediadores proinflamatorios involucrados
en la respuesta inmune frente a Candida spp.
Cabe resaltar que estos receptores son necesarios para el reconocimiento, la fagocitosis, la induccion
de mecanismos efectores antimicrobianos y mediadores inflamatorios, ya que dirigen y modulan la
inmunidad adaptativa, incluidas las respuestas Thl y Th1l7. Adaptada de Vigezzi C, Riera FO,
Rodriguez E, Icely PA, Mir6 MS, Figueredo CM, et al. Candidiasis invasora: un enfoque a la

infeccion en el sistema nervioso central. Rev Argent Microbiol. 2021;53(2):171-8. (111)

52



Fagosoma

» OCl
H+ \’
MPO) Mieloperoxidasa )’ OH)—
Cl-) lon cloruro H202 Cl- b)
H202 Peroxido de hidrogeno > j
e e e EEEEE H202

HOCI Acido hipocloroso

ock lon h?poclorito @ 02 &
R lon hidrogeno )

Radical superoxido
02- P H+ -

Radical hidroxilo 02 02- s
%j, Superoxido dismutasa \/ ‘
' NADPH ?
02) Oxigeno molecular OXIDASA ‘._'

|02 Singlete de oxigeno

Figura 3. Reaccion intrafagosomal dependiente de oxigeno y de MPO para la eliminacién de
microorganismos. La unién de particulas a los receptores de la membrana del fagosoma del
neutréfilo provoca el denominado estallido respiratorio por activacion de la ruta de la hexosa
monofosfato, a partir de la produccion de ROS en donde participa el complejo NADPH oxidasa. A
medida que los granulos azurdéfilos se fusionan con el fagosoma, la MPO es liberada al fagosoma.
La MPO utiliza H.0O- y iones haluro (generalmente CI-) para producir HCIO, sustancia muy toxica.
Ademas, la degradacion del HOCI genera espontdneamente el singlete de oxigeno (|O2).
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Figura 4. Localizacion gen mpo. La MPO constituye el componente principal de los granulos
azurofilos de los neutréfilos, su gen se encuentra localizado en el cromosoma 17, bioquimicamente
al final de su maduracién es un tetramero compuesto por 2 cadenas ligeras y 2 cadenas pesadas con

un peso aproximado de 150kDa.
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Figura 5. Proceso de biosintesis de la MPO en el RER durante el desarrollo de células mieloides

Granulo azurofilo

humanas (promielociticas y mieloBLASTO0). Se observa el proceso de biosintesis de la MPO el
cual inicialmente tiene lugar en el ndcleo donde el gen mpo se transcribe y se genera el ARNm, el
cual se dirige al RER, y alli por el proceso de traduccion mediado por los ribosomas se genera el
producto primario de la traduccién de la MPO, posteriormente, se produce la modificacion
postraduccional del preMPO, donde se da proceso de glicosilacion en los residuos asparagina,
posteriormente, se genera la aproproMPO a la cual se unen chaperonas (calreticulina, ERp57 y
calnexina) que evitan el plegamiento temprano de la proteina, y por ende, permiten que se dé el
proceso de sintesis postraduccional donde se da la union covalente de un grupo prostético hemo a la
proteina para permitir su maduracion y paso al granulo azurdéfilo. Una vez esta en el compartimiento
post-RER, se da el procesamiento proteolitico mediado por una convertasa que escinde el propéptido
de 116 amino&cidos de proMPO, luego una cisteina escinde un hexapéptido (ASFVTG) y finalmente,
la MPO madura existe como un dimero que pasa al granulo azurdfilo.
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Detiene la maduracién en la forma :

RGOV » "~ apoproMPO por mutacién en la = 2 L)
posicion 569 de Arginina por ———9
Triptofano y aparente carencia del ;‘ 2pOPIOMPO
grupo hemo
proMPO ®

R499C Deficiencia completa de MPO por -

/6501 s P falta de union al grupo hemo ;
o

Errores en la biosintesis debido a

Polimorfismos MPQ — Y173C— las chaperonas calreticulina y onaone
calnexina :

Tres mutaciones ya €.752T>C, ¢.1705C> T
y » y

conocidas €.1566_1579del14)
Cuatro mutaciones sin e
uatro mutaci i o 5 b: % "
Seis mutaciones sentido (c.995C>T, c. > Sus:g:;;ﬁ%d; ILO;./.';:IMU: 3,%:5: 2V, o -§ - Y
novedosas 111245 G, c.1715T> G y . e e e 2
= €.1927T>C) s
an pre
- ‘ g~
[V VST Delecion de una adenina —— C::::i'gig:ldz‘?::ggde;:%‘:r:af:g;a
@@ svounisac pesads dentro del exén 3 (c.325delA) prematuro dentro del propéptido
A
<{porwonemo '
~@ unisn N-giicano asix  gamss  james B pane  pan ains v peam
—» continuidad Una mutacién dentro del sitio
) de empalme 3 ‘del intron 11 ———pp
) chaperonas. - 1
(62031:242C) e e S—- S ——— -,

Figura 6. Polimorfismos del gen mpo y su relacion con la biosintesis de la proteina. Se presenta
un diagrama explicando los diferentes polimorfismos descritos hasta el momento en la literatura y
su interferencia con el proceso de biosintesis proteica de la MPO. Las lineas punteadas hacen

referencia a la interrupcion de la union de la molécula sefialada.
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Figura 7. Representacion esquematica del proceso de patogénesis y colonizacién de C. albicans
en el epitelio estratificado de la vagina. Inicialmente para que C. albicans tenga la posibilidad de
transformarse de comensal a patdgeno es necesario que se produzca la disrupcion del pH vaginal,
esto se produce por un desequilibrio en las poblaciones comensales de Lactobacillus spp, que son
los microorganismos encargados principalmente de mantener el pH acido y por ende el microbiota.
Frente a este cambio de pH C. albicans activa dos genes que le permiten adaptarse al estado neutro-
alcalino o acido que se presente en el medio, para el primer caso se activa el gen phR1 y para el
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segundo caso se activa el gen phR2. Posteriormente, para empezar el proceso de colonizacion C.
albicans se une por medio de ligandos de tipo manoproteinas a receptores de tipo lectina en las
células epiteliales, seguidamente, se da el proceso de segregacion enzimatica de moléculas como
fosfolipasas, hialuronidasas, amilasas y proteasas que permiten la ruptura de las células epiteliales y
la membrana basal, de manera que este es uno de los mecanismos importantes frente a la patogenia
y colonizacion de C.albicans, ya que a partir de este proceso las levaduras pueden tener un cambio
morfoldgico con la formacion de hifas o pseudohifas que en conjunto son capaces de formar colonias
dentro del epitelio y generar la sintomatologia especifica de esta infeccién vulvovaginal, en este
mismo momento es cuando se produce un cambio fenotipico que genera un aumento en la cantidad
de enzimas proteoliticas que causan mas dafio en el epitelio, y dan la posibilidad de que C.albicans
forme las biopeliculas, que se compone no solo de hifas o pseudohifas sino también de levaduras, y
nutrientes provenientes de la circulacion sanguinea, de manera que se produce un curso clinico
insidioso que es de dificil tratamiento.
Preparacion de la

muestra Termociclador
para PCR

T
ADN

Primer

lizaci 2. Ali ion del 3. ion del
94°C primer 55°C primer 72°C

> CICLO 1 >> CICLO 2 >> CicLo 3 >

Figura 8. Ciclo de amplificacion de PCR convencional. Los procesos de

cada ciclo de amplificacion de PCR consta de tres etapas: en primer lugar esta la separacion de las
hebras de ADN Ilamada desnaturalizacion, luego se da la unién de los cebadores a una secuencia
complementaria del ADN molde, a esta etapa se le conoce como alineamiento y la etapa de extension
por la sintesis semiconservativa de una nueva cadena por adicion de nucle6tidos debido a la accion

de la ADN polimerasa; cabe mencionar que es de vital importancia la temperatura especifica para
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cada una de las etapas. De manera tedrica, transcurridos n ciclos, por cada molécula de DNA inicial,

el nimero de copias de segmentos de DNA de longitud variable es 2n, por ello, esta técnica permite

generar en 30 ciclos de amplificacién méas de dos billones de copias de ADN a partir de una sola

molécula. Adaptado de Serrato Diaz A, Flores Renteria L, Aportela Cortez J, Sierra Palacios E. PCR:

reaccion en cadena de la polimerasa. [cited 2021 Sep 5]; Available from: www.biologia (112).

Tabla 1. Caracteristicas de los primers usados en la amplificacion del gen mpo.

Secuencia Long m %GC | Tamafio  del
(pb) (°C) producto (pb)
Forward 21 69,4 59,09%
. 3’CTCCACCTGTGGAGCAACCAC 5’ 568
primer
Reverse 21 68,3 59,09%
. 5’AGACCAGCTGCGTTCAGCAGC 3’
primer
Tabla 2. Estandarizacion de PCR (MgCl.y primers)
MgCl: Primers
[] Inicial 25 mM 10pmol
[]1 Final 3mM 2.5mM 2mM 1.5mM 0.25pmol 0.2pmol 0.15pmol
Volumen inicial 2.4 uL 2uL 1.6uL 1.2uL 0.5uL 0.4 uL 0.3uL
para 20ulL
Tabla 3. Reactivos y cantidades usados para la PCR convencional.
REACTIVOS [1INICIAL [ 1 FINAL VOL. PARA 20 pL (1 VOL. PARA 30
MUESTRA) MUESTRAS
Agua Nota: La cantidad de agua para cada En promedio se 303 uL
reaccion dependio de la cantidad de utilizaron 10.1 pL

58




uL de ADN adicionados para una
concentracién de 50 ng, con el fin, de
completar un volumen final de 20 uL
de reaccion.
Buffer 5X 1X 4 uL 120 puL
MgCl. 25 mM 3mM 2,4 ulL 72 uL
dNTPs 200 mM 4 mM 0,4 uL 12 uL
Primer F 10 pmol/uL 0,25 pmol/uL 0,5 uL 15 puL
Primer R 10 pmol/uL 0,25 pmol/uL 0,5 uL 15 puL
Taq 5 U/uL 0,025 U/uL 0,1 uL 3ul
ADN Nota: Para cada muestra se utilizé una concentracion de 50ng.

Tabla 4. Condiciones de los ciclos para la PCR convencional.

FASE Desnaturacion | Desnaturacion | Hibridacion | Elongacion | Elongacién | Conservacion
inicial final
N° 1 ciclo 3 ciclos 2 ciclos 1 ciclo
CICLOS
T° (°C) 94 94 66 72 72 8
TIEMPO 5 min 40seg 40seg 30seg 10 min 00

Volumen de la reaccion: 20uL
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Figura 9. Tincion de Wright muestras grupo 2, objetivo 40x. Iméagenes de la A-F son
representativas de las muestras del segundo grupo que tenian mayor definicion de las células

sanguineas en objetivo de 40x.
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Figura 10. Tincion de Wright muestras grupo 2, objetivo 100x. Iméagenes de la A-l son

representativas de las muestras del segundo grupo que tenian mayor definicion de las células

sanguineas en objetivo de 100x.

Figura 11. Tincion de peroxidasa leucocitaria muestras grupo 2, objetivo 100x. Imégenes de la

A-Il son representativas de las muestras del segundo grupo que tenian mayor definicion de los PMN

en objetivo de 100x.

Tabla 5. Resultados del cuadro hemaético de las muestras del segundo grupo (Muestras 11-28).
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CUADRO ROJO RBC HB HCT MCV MCH MCHC RDW-CV
3.5-56.5 12-16 36- 82-95 27-31 | 32-36 g% | 11.5- 145
x10%2/L gr/dL 48% fL Py %

5.0 x10%2/L 153 | 446% | 88.8fL | 30.3pg | 3429% | 13.8%
gr/dL
WBC LYMPH MID GRAN




CUADRO 4.0-10.0 20-40% 3-9% | 50-70%
BLANCO x10%/L

7.6 x10°/L 36.7 % 6.4% | 57.2%

CUADRO PLT MPV

PLAQUETARIO
150.0-400.0 7-10 fL

x10°%/L

314.7 x10%/L 9.1fL

Tabla 6. Resultados de espectrofotometria en el equipo Nanodrop (Muestras 1-28).

CONSECUTIVO CONSECUTIVO
RS A260/280 | A260/230 | ng/uL RS A260/280 | A260/230 | ng/uL

1 0,70 0,13 11,7 16 1.45 0.37 35,4
2 1,30 0,36 19,1 17 1.78 0.71 37.2
3 1.59 0.72 17.6 18 1.68 0.78 52.1
4 1,14 0,21 12,2 19 1,07 0,18 22,9
5 1,30 0,32 58,7 20 0.88 0.18 18,3
6 1,02 0,22 25 21 1.67 1.12 14.7
7 1.28 0.26 17.5 22 1.35 0.40 17,2
9 0.86 0.22 59 23 1.60 0.81 13.9
10 1.02 0.14 7.5 24 131 0.37 241
11 1,65 1,48 27,7 25 1.76 1.42 14.9
12 1.80 1.20 38.0 26 1,80 1,74 80,6
13 1.80 0.53 33.7 27 1.65 0.49 16.8
14 1,19 0,64 7,9 28 1,16 0,26 16,5
15 1,72 0,10 12,5
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>hg38_knownGene_ENSTO@000225275.4 range=chrl7:58269855-58280935 5'pad=0 3'pad=0 strand=- repeatMasking=none

GACAATATCAGGTGAGCTGTGGAGGTGGGGTCCTTGGAAGCTGGATGACA
GCAGCTGGCAAGGGGATAAGAGAGCAGTGAGCCCCTCCCTCAAGGAGGTC
TGGCTTTATCCATAGACAGGGCCCTCTGAGGTGGGGCTGAGGTACARAGG
GGGAT TGAGCAGCCCAGGAGAAGAGAGATGGGGGTTCCCTTCTTCTCTTC
TCTCAGATGCATGGTGGACTTAGGACCTTGCTGGGCTGGGGGTCTCACTG
CAGAGATGAAGCTGCTTCTGGCCCTAGCAGGGCTCCTGGCCATTCTGGCC
ACGCCCCAGCCCTCTGAAGGTGCTGCTCCAGCTGTCCTGGGGGAGGTGGA
CACCTCGTTGGTGCTGAGCTCCATGGAGGAGGCCAAGCAGCTGGTGGACA
AGGCCTACAAGGAGCGGCGGGAAAGCATCAAGCAGCGGCTTCGCAGCGGC
TCAGCCAGCCCCATGGAACTCCTATCCTACTTCAAGCAGCCGGTGGCAGC
CACCAGGACGGCGGTGAGGGCCGCTGACTACCTGCACGTGGCTCTAGACC
TGCTGGAGAGGAAGCTGCGGTCCCTGTGGCGAAGGCCATTCAATGTCACT
GATGTGCTGACGCCCGCCCAGCTGAATGTGTTGTCCAAGTCAAGCGGCTG
CGCCTACCAGGACGTGGGGGTGACT TGCCCGGAGCAGGACARATACCGCA
CCATCACCGGGATGTGCAACAACAGACGCAGCCCCACGCTGGEGGGLCTCC
AACCGTGCCTTTGTGCGCTGGCTGCCGGCGGAGTATGAGGACGGCTTCTC
TCTTCCCTACGGCTEGACGCCCGGGETCAAGCGCAACGGCTTCCCGETEG
CTCTGGCTCGCGCOGTCTCCAACGAGATCGTGCGCTTCCCCACTGATCAG
CTGACTCCGGACCAGGAGCGCTCACTCATGTTCATGCAATGGGGCCAGCT
GTTGGACCACGACCTCGACTTCACCCCTGAGCCGGCCGLCCGGGLCTCCT
TCGTCACTGGCGTCAACTGCCAGACCAGCTGCGTTCAGCAGCCGCCCTEC
TTCCCGCTCAAGATCCCGCCCAATGACCCCCGCATCAAGAACCAAGCCGA
CTGCATCCCGTTCTTCCGCTCCTGCCCGGCTTGCCCCGOGAGCAACATCA
CCATCCGCAACCAGATCAACGCGCTCACTTCCTTCGTGGACGCCAGCATG
GTGTACGGCAGCGAGGAGCCCCTGGCCAGGAACCTGCGCAACATGTCCAA
CCAGCTGGGGCTCCTGGCCGTCAACCAGCGCTTCCAAGACAACGGCCGEGG
CCCTGCTGCCCTTTGACAACCTGCACGATGACCCCTGTCTCCTCACCAAC
CGCTCAGCGCGCATCCCCTGCTTCCTGGCAGGGGACACCCGTTCCAGTGA
GATGCCCGAGCTCACCTCCATGCACACCCTCTTACTTCGGGAGCACAACC
GGCTGGCCACAGAGCTCAAGAGCCTGAACCCTAGGTGGGATGGGGAGAGG
CTCTACCAGGAAGCCCGGAAGATCGTGGGGGCCATGGTCCAGATCATCAC
TTACCGGGACTACCTGCCCCTGGTGCTGGGGCCAACGGCCATGAGGAAGT
ACCTGCCCACGTACCGTTCCTACAATGACTCAGTGGACCCACGCATCGCC
AACGTCTTCACCAATGCCTTCCGCTACGGCCACACCCTCATCCAACCCTT
CATGTTCCGCCTGGACAATCGGTACCAGCCCATGGAACCCAALCCCCGTG

Figura 12. Resultados electroforesis en gel de agarosa de las muestras 1-28

TCCCCCTCAGCAGGGTCTTTTTTGCCTCCTGGAGGGTCGTGCTGGAAGGT
GGCATTGACCCCATCCTCCGGOGCCTCATGGCCACCCCTGCCAAGLTGAA
TCGTCAGAACCAAATTGCAGTGGATGAGATCCGGGAGLGATTGTTTGAGC
AGGTCATGAGGATTGGGCTGGACCTGCCTGCTCTGAACATGCAGCGCAGC
AGGGACCACGGCCTCCCAGGATACAATGCCTGGAGGCGCTTCTGTGGELT
CCCGCAGCCTGAAACTGTGGGCCAGCTGGGCACGGTGCTGAGGAACCTGA
AATTGGCGAGGAAACTGATGGAGCAGTATGGCACGCCTCAACAACATCGAC
ATCTGGATGGGCGGCGTGTCCCAGCCTCTGAAGCGCAAAGGCCGCGTGEEG
CCCACTCCTCGCCTGCATCATCGGTACCCAGT TCAGGAAGCTCCGGGATG
GTGATCGGTTTTGGTGGGAGAACGAGGGTGTGTTCAGCATGCAGCAGCGA
CAGGCCCTGGCCCAGATCTCATTGCCCCGGATCATCTGCGACAACACAGG
CATCACCACCGTGTCTAAGAACAACATCTTCATGTCCAACTCATATCCCC
GGGACTTTGTCAACTGCAGTACACTTCCTGCATTGRACCTGGCTTCCTGG
AGGGAAGCCTCCTAGAGGLCAGGTAAGGGGGTGCAGCAGTGAGGGGTATA
TCTGGGCTGGCCAGT TGGAACCACGGAGATCTCCTTGCCCTAGATGAGCC
CAGCCCTGTTCTGGGTGCAGCTGAGAAAATGAGTGACTAGACGTTCATTT
GTGTGCTCATGTATGTGCGAAGTATATAAATTGGCTTTTCATGCGTGTGT
GTTGTCTGAACATGGGGAGTGTTTCATGGGTTATGTGTATGTGCCATTTA
TGTGAGTGTGTGTTTGTGCTGATGAGAATACTGAGTATGTGGAAGGCAGC
AGAGCGGACTGGTGAGGAGCACAGCTCAGGAACTAGACTGCCTGGGTTCC
AATCCTGGCTCTGTGGCTTGCTAGCTATGTGACCT TGAGCAAATTACCCT
COTTAAACAAGAGTTTTCTTCCTTGTAAATTACATCTGTCATGGTTTCTT
GGAGGGCCCACTTGTATCCTCTGGTTCTTCATTTATTGAGCACCTACTAC
ATGCAAGGCACTGTACTAGGCGTGAGAAGCATATAGAGGCAAGAAAGAGA
TACCAAGATGCCATCTGTGTCCTGGTTAGCAGAGCTGGACCAGTGGTGCC
TTGGAGGGATAAGCCAGCTGCAGCTGGGLTGTGTGGTTGACT TATGGGCC
CAGCCAGCCAGGCTCAGGCCATGGCTCCCCTTTTTCTTCCTCACCCTGAT
TTCTTGCTTATTCACTGAAGTTCTCCTGAAGAGGAACTGGGCCTGTTGECC
CTTTCTGTACCATTTATTTGCTCCCAATGTTTATGATAATAAAGGCACCG
CTGATGGGGACCTCCA

Figura 13. Secuencia de los exones del gen mpo, obtenidos de la plataforma genome.ucsc.edu
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3. Type or paste your sequence

Primer#1: 5- GTTGTCCAAGTCAAGCGGCTGC 22 nt A=4.0 T=5.0 C=6.0 G=7.0 CG=59.09%

Primer#2: 5- CAGTTGACGCCAGTGACGAAGG 22 nt A=6.0 T=3.0 C=5.0 G=8.0 CG=59.05% Clear

4. PCR conditions

Primer conc. § 5 uM
Results
Export table data into Excel
D #1 Sequence #1 Molecular Extinction Tm ID #2 Sequence #2 Molecular Extinction Tm Annealing
weight coefficient °C weight coefficient °C Temperature
g/mol l(mol cm) gimol li{mol’cm) "C
Primes#1 GTTGTCCAAGTCA 67514 2055000 694 Primerf2 CAGTTGACGCCAG 6809.5 2188000 683 683
AGCGGCTGC TGACGAAGG

Figura 14. Condiciones de los primers forward y reverse obtenidas por Thermo Fisher
Scientific

Genomes Genome Browser Tools Mirrors Downloads My Data Projecis

UCSC In-Silico PCR

>chrl7:56356412-56356979 568bp GTTGTCCAAGTCAAGLGGCTGL CAGTTGACGCCAGTGACGAAGG
GTTGTCCAAGTCAAGCGGLTGCgcctaccaggacgtgegepptgacttgec
cggagcaggacaaataccgraccatcaccgggatgtgocaacaacaggtge
ggcteggctggeggtggctgraggaaccgggctcagagaggogtcocggac
gccacaagoctococcggtgtecagogooctgtcctococctgoagacgoagec
ccacgotgggegcctccaaccgtgoctttgtgogotggctgccggeggag
tatgaggacggcttctetettoccctacggotggacgooccggggtoaageg
caacggcttcccggtggetotggtgagogocggogggcagagggggcgag
gcceggecacgeggtgegeggacccaggegccagetgatetecgtgtecc
gcaggctcgegeggtctecaacgagategtgegettocccactgateage
tgectccggaccaggagogotcacteatgttcatgoaatggggccagets
ttggaccacgacctcgacttcaccoctgagocggccgorcgggactClTT
CGTCACTGGCGTCAACTG

Primer Melting Temperatures

Forward: 68.5 C gttgtccaagtcaagcggctgc
Reverse: 67.5 C cagtigacgccagtgacgassg
The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing oligo concentration

Figura 15. Resultados de la PCR In Silico realizada por el programa bioinformatico UCSC

genome.
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MgCI2 (mM) Primers (pmol)

02588 012 80115

ADN (ng)

500 25

Figura 16. Resultados electroforesis con los productos de PCR Estandarizada

PPM CN

Figura 17. Electroforesis de los productos de PCR muestras 1-28
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Figura 18. Electroforesis de los productos de PCR segunda amplificacion

Tabla 7. Cuantificacion productos PCR

CONSECUTIVO CONSECUTIVO

MUESTRA ng/uL MUESTRA ng/uL
1 1.710,8 16 1.898,3
2 740,9 17 1.418,4
3 1.365,5 18 859,1
4 985,2 19 1.072,9
5 1.130,9 20 1.211,6
6 1.133,9 21 1.187,3
7 1.273,2 22 1.432,6
9 757,4 23 1.651,4
10 892,1 24 1.617,1
11 1.110,6 25 1.091,3
12 1.505,3 26 1.724,6
13 3.107,01 27 658,3
14 1.071,1 28 2.385,5
15 783,3
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Custom Digest

d seq e - d d with: NlaIIl
Gel Type: Marker: DNA Tvpe:
[2% agarose v| | none v [Unmethylated v |
1102 lmm [ ok | # Ends Coordinates | Length (bp)
1| (LeftEnd)-Nlalll 1-478 478
2 | NlaIllI-(RightEnd) |  485-367 83
3| Nlalll-NlalIl 479-484 6

1000

500 4 SE—

100 1

Figura 19. Corte enzimatico In silico por la plataforma Neb Cutter 2.0V

15 minutos 1 hora y 30 minutos 4 horas 24 horas

Figura 20. Electroforesis estandarizacion tiempos de corte enzimético agarosa 2% (15

minutos, 1 hora y 30 minutos, 4 horas, 24 horas)
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Figura 21. Electroforesis de agarosa 2% corte enzimatico muestras 1-15

Figura 22. Electroforesis de agarosa 2% corte enzimatico muestras 16-28

Tabla 8. Resultados del alineamiento de las secuencias con BLAST
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. . Analogia Tamafio final

Muestra Secue?u?cmn Secuetmficmn conel gen | Figura | del producto

7 > mpo secuenciado
1 X 0% 23 50
2 X 0% 24 68
3 X 0% 25 455
4 X 0% 26 466
5 X 0% 27 51
6 X 0% 28 50
7 X 0% 29 44
9 X 0% 30 44
10 X 0% 31 84
14 X 0% 32 62
15 X 99.39% 33 599
15 X 99.20% 34 594
17 X 99.19% 35 597
17 X 98.99% 36 589
19 X 0% 37 51
19 X 0% 38 53
20 X 0% 39 41
20 X 0% 40 41
27 X 0% 41 55
27 X 0% 42 49

File: mpo22301ss_MieloperoxidasaF.abl Run Ended: 2022/4/4 19:56:35 Signal G:829 A:872 C:791 T:558
Sample: mpo22301ss_MieloperoxidasaF Lane: 91 Base spacing: -13.4993105 50 bases in 634 scans

10 20 30 40 50
TT AG GT GGC CGG G TACT TCAGICA TC/C TGG CC TCCC TGGT

Figura 23. Secuenciacion de la muestra 1 del gen mpo

69



File: mpo22302ss_MieloperoxidasaF.abl Run Ended: 2022/4/4 19:56:35 Signal G:461 A:474 C:607 T:374
Sample: mpo22302ss_MieloperoxidasaF Lane: 89 Base spacing: -13.4993105 68 bases in 852 scans

10 20 30 40 50 60
CTCICTG COSTCACTG AC TTCTTTTCTCCCCTTC CTGG GC TTTTTCC TGGGTTGGCCACAAA TATTTT

Figura 24. Secuenciacion de la muestra 2 del gen mpo

macrogen
File: mpo22303ss_MieloperoxidasaF.abl Run Ended: 2022/4/4 19:56:35 Signal (7:45 A:51 C:79 T:39 %}
Sample: mpo22303ss_MieloperoxidasaF Lane: 87 Base spacing: 14.316718 435 bases in 5303 scans Page 1 of 1

10 20 30 40 50 60 70 80 0 100 110 120 130
ACTOT ACTGGGEEGTOWCTA ACTTCT TACT GGACGTCOCTT GAGTTIG C A CGGCCGT TCON A CGTAGCATAGIGGATA A AGUGGGUCG AC CATC T GAMGCA AAA GO T C AGTCTC CACTTCICATCACA
— —

1

Wew
140 150 160 170 180 190 200 210 2 230 240 250 260
COACACC TGAGC TTTTTTT CGOTCT A4 A CGATTGE GAAT GO TT CAGE GEGTGE CTCC CT (EGCC GG TGCT GOT GUTCC ACA AT € ACTGA AT GTGCAATTTCA AGAGGCGOGE TTTT AT CGAACC T

270 280 290 300 30 320 330 340 350 360 370 380
TCCTTTCGGAGCTCTTT CTCTGACCTCCCTTCACG A TTTTC T ATCT AACCCT TG ATCCTCGGC GGCCT GAT CGT € GATT ACT GGC GCCCC GAATACT ACAGT T CT CG AGCCGTGCTAC TT ML G

M Guren et St i snlin Ll a3 AN P LS i e

350 400 410 420 430 440 450
TATGGGGC OGGGGGT GGGGGGGGGGGGGGOG . TCCTTC TTTTTTACGT GA GI'TT CTTGT GI TGA TTC T CT

Figura 25. Secuenciacion de la muestra 3 del gen mpo
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f

| macrogen
File: mpo22304ss MieloperoxidasaF.abl Run Ended: 2022/4/4 19:56:35 Signal G:65 A:72 C:102 T:74 %}
Sample: mpo22304ss_MieloperoxidasaF Lane: 85 Base spacing: 14.303811 466 bases in 5754 scans Page I of 1

10 20 30 40 50 &0 0 &0 90 100 110 2
L GTAA GEGGGETACTG ACTTCAT AAAGG CGTC AC TGGAGS TIT TGE € GGGGGT GACHGGGA CGTC GATCCAC CTTT TAT O TCT A AAT CAGTEC TGC AAGGI GT A A CTTTACTTC CAGG

/ i
e

Sl Y, S .

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
TGCA G GCCTAAA@TTGTCGC T ACGCCCC GCGACGG AATCAG TG AGATC GOGT T TC GLOT CGGCG AGG CCC OUA AGGATTA TCGATTT GAG GT GALGAT GATAGGGGGAAG TCATT GA GAGATT

3

250 260 270 280 260 300 il 2 130 340 350 360
TCCO TTGACGCTGCTCT AGCT GOGG GC GGCTCT TG AGTTG AAT AT CG4 AGMTTGTATT TTTC GCAGC COG GAGCAGGEAGCT 4G TG TT CAMMGCATTGTCG TTTGATATT GTG GAT TGC

370 380 320 400 410 420 430 440 450
CG TTCGGOC T GAATTCGOC TAA ATC A AATCCTTC T ATT GC GTGTGTTC TATGC TGCATC T ATTT GIG G G TT AGC TT GAATT TGACT TGTTGITG TGGT T

Figura 26. Secuenciacion de la muestra 4 del gen mpo

File: mpo22305ss MieloperoxidasaF.abl Run Ended: 2022/4/4 19:56:35 Signal G:558 A:754 C:690 T:397
Sample: mpo22303ss MieloperoxidasalF Lane: 83 Base spacing: -13.4993105 51 bases in 588 scans

10 20 30 40 50
YAG ACC GGT GAGMAT TCGIGC ATACT TWTTTCL TCCATGGICC TCI' A

Figura 27. Secuenciacion de la muestra 5 del gen mpo

File: mpo22306ss_Mieloperoxidasal'.abl Run Ended: 2022/4/4 19:56:35 Signal G:348 A:462 C:546 T:324
Sample: mpo22306ss_Mieloperoxidasal” Lane: 81 Base spacing: -13.4993105 50 bases in 621 scans

10 20 30 40 50
ATCTTT GCGGCACICCEGGACLCAGTC TTCATCC TG GCT TCCAC TG AT

Figura 28. Secuenciacion de la muestra 6 del gen mpo

71



File: mpo22307ss_MieloperoxidasaF.abl Run Ended: 2022/4/4 19:56:35 Signal G:1208 A:667 C:677 T:563
Sample: mpo22307ss MieloperoxidasaF Lane: 96 Base spacing: -13.4993105 44 bases in 544 scans

10 40
CCCATC TCTG GCGTCACTGTCA TATCC TG AT GTTCACTGGAT

Figura 29. Secuenciacion de la muestra 7 del gen mpo

File: mpo22309ss MieloperoxidasaF.abl Run Ended: 2022/4/4 19:56:35 Signal G:597 A:897 C:1013 T:572
Sample: mpo22309ss MieloperoxidasalF Lane: 94 Base spacing: -13.4993105 44 bases in 338 scans

10 20 30 40
CAACGCCACTGAGEMGTACKTG ACTTCATCCT GTCGT A M TGAC CT

Figura 30. Secuenciacion de la muestra 9 del gen mpo

File: mpo22310ss_MieloperoxidasaF.abl Run Ended: 2022/4/4 19:56:35 Signal G:256 A:253 C:351 T:251
Sample: mpo22310ss_MieloperoxidasaF Lane: 92 Base spacing: -13.4993105 84 bases in 1100 scans Page 1 of 1

10 80

20 30 40 50 60 70
WCIGGE CGCACTG ACTTGTTCCTGGCGTCCCTG ATGTTTTTTCCGGI TT TA CVMACGGC TTTTCCCCGOCTTIT TCAGGTIC T

Figura 31. Secuenciacion de la muestra 10 del gen mpo
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File: mpo22314ss_MieloperoxidasaF.abl Run Ended: 2022/4/4 19:56:35 Signal G:976 A:652 C:1072 T:802
Sample: mpo22314ss Mieloperoxidasal’ Lane: 90 Base spacing: -13.4993105 62 bases in 825 scans

10 30 60
ACAGGE GTACTG ACTTOGTCCTGG CCTCCCTGGWCC TTTTTC CCTGCA TT ACTGGCTTTIT

Figura 32. Secuenciacion de la muestra 14 del gen mpo

[+

macrogen
File: mpo2231 5ds_MieloperoxidasaF.ahl Run Ended: 2022/4/4 19:56:35 Signal (:267 A:183 C:430 T:215 %
Sample: mpo22315ds MieloperoxidasalF Lane: 88 Base spacing: [4.589911 599 hases in 798 scans Page I af I

1o 0 £l R 50 L i a0 a0 100 1o 120
ATANCTEOGEG TACTG ACTT G TTACTG AAGTCOCTGWCOGTTG T ATCAGGGGGE /TGET GO AACAGET GC GGC TG G TGGGGGTGGCTGCAGG ACC GGG TCAGAGAGGD GT CCCG GACGE O

P .

\ ]
WA WAl u}w fdﬁw: e, b

["l(l(‘(l(‘i{"l("ll (‘r‘(wucuu(mm({ A GADGE {"l(‘tl MG L(“((‘.rrrmm l."l(l("l(IIJ{"I('E({HII"I"I‘I["["C("[‘C{" AFTAT GA (( J‘({‘(IIL"II"IL"IHHJ ("["["

|, I Lnl'||1'I ”1l||| Ml

210 20 30 A 50 60 370 0
CCGGCCGCCCEEECCTCCTTCGICACTGOC GOT CAACAAGGGET GGG G MGG 0 GT G CAMGAGECGE TTTTCCGCOTG G T GAAAAAAAAAAAAAA AR
n

. . A I'I r|I A “.\ﬂ R I
VA P

Figura 33. Secuenciacion de la muestra 15 del gen mpo

AP it PR AN A
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h
macrogen
File: mpo223152ds_MieloperaxidasaR.ab? Run Ended: 2022/4/4 19:56:35 Signal (G260 A:223 C:422 T:187
Sawmple: mpal23152ds_Mieloperoxidasall Lane: 86 Base spacing: 14474377 394 bases in 7089 scans Page I of T

10 0 30 a0 By 60 T B0 an 100 110 120
CCArCcAQCAOT@ C CTC OTAC TT ATTCCCOTE OT ACA GMCTGC TOACCCA TTACATGAACATGAGTGAGC QCTCCTOATCC GG AT CAGC TG AT CAGT QGGG AAGC GCACAATCTCOT T

Figura 34. Secuenciacion de la muestra 15-2 del gen mpo

File: mpo22317ds_MieloperoxidasaF.abl Run Ended: 2022/4/4 19:56:35 Signal G121 A:96 C:195 T-102 [eg
Sample: mpo22317ds_MieloperaridasaF Lane: 84 Base spacing: 14.608691 397 bases in 7098 scans Page 1 of 1

10 20 30 40 50 0 70 B0 50 100 110 120
CTATWCTGG@MTCCTG CTTCTM CCTGCCGGOCC TEOWCAO TCT ATCACCGAITATG TGCAMCAAC TGGTGCGGC TGGA TG GGGOGTGOC TGCAGG A CGGGCTCAGAG AGGCGTC CCGG ACGO

130 140 150 160 170 180 190 200 21 220 230 240 250
CACAAQCCTCCCOATATCAGCGCCCTATCCTCCCCTACAGACGCAGCCCCACGCTOOO0GOCCTCCAACCOTOGCCTTTGTGCAGCTOOCTGCCAGCG0 AGT AT GAGGACGACTTCTCTCTTOOCTACG

T

260 0 60 200 00 A ER] EEL] 30 s kL 30 a0
GCTEGACGE COGGEGETCAAGE GUAACGGEE T TCCCGET GECTCTGGET GAGE GO CGEUGEGEGET AGAGE GGG G AGECCC GGC CACGCGEETECGC GG ACCCAGEUGE CAGE TGAT CTCOGT GT COCGEeAG

i
|

oo ot MO Moot e oot

k] 400 410 420 430 441 480 40 A4T0 ARl 450 R
GETCGOGCGGTCTCCAACGAG AT CGTGC GETTCCCCACT GATCAGETGACT COGEACCA GEAGD GLTCACT CATGT TCATGC AAT GGGGCC AGCTGT TGGACC AL GACCTCGACT TCACCOLTG A

Figura 35. Secuenciacion de la muestra 17 del gen mpo
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File: mpo223172ds_MieloperoxidasaR.ab{ Run Ended: 2022/4/4 19:56:35 Sigmal G072 A: 171 C:315 T:147
Sample: mpo223172ds_Mieloperoxidasakt Lane: 82 Base spacing: 14.43436 589 bases in 7146 scans Page I of |

10 0 30 40 5o & 70 B0 90 100 1o 1z0
CCOTCATGAGITGC CAC GACTTCAGTCCCGT COTCACA GV TTC TGEECCA TTGCATAGACATG AGTGA COCTCCTGGTCCOGAAGTCAGC TGAT CAGT GGG AAGC GCACGATCTCGT TG

f\ " nom " f i "
el e 0 At Pasanfal M s s eVl s A

-'E‘W}U \_\,E‘K”Ql(\m‘w"‘ Y

140 180 190 200 210 220 230 240
GAG '-CCGE'CICCI AFCCTOCG00 CACGO 'G '.TC '-GCTCIGCGE‘CTGGGTCC GCGCACCAGCGTOOCC GOGCCTCOCCCCCTC TGCCOGC COGUGCTCACCAGAGCCACC GO0 AAMGCCGI TACGCTTGA

W apeana nantloan nenan/n e Waaity ".N'-'a Anfedndonaladalaafiing hu[.i'\'h AANARA A e A s dnn AR,

250 260 270 280 90 0 360 3T
CCCCOGOCOTCCAGCCOT AGGGAAGAGAGAAGCCAT CCTCATACTCOGCCGAC GL'C LOCGCACAAAGOC ACGOTTAGAGOCCCCCAGCGTAGOOCTGCOTCT GCAGAGGAGOACAGRAC GO TG AC A

AAAAAAOA e A e A AN A e e M andn it alaidnn il At alia Vi i

400 410 430 460 470 40 490
CCGoo '-.GGC TTGTGGC GTC COGGACGCCTCTCTOGAGCCCGOTTCCT GC. LGCCACCCCCAGCCAGD CGC ACCTGT TGT TGC. WCATCCCOGATOATGOT GCOGOT ATTTAGTCCTOGCTCCGGGCAAGTC

A !‘n '.'|...l' A AU i i ﬁ__‘n M A AR ALY W

500 520 5440 S50 0 380
'-.CCCCC.".CGTCCTGGT LGGCGo '-.GCCGCTTG.'ET TGGACAACTGTGTTGET GG_-.GTC AACGGGGGGITITT CCDC TGG GOT GGG A AAAAAAN

fi A A A /|
o ot iV @L;L AL N

Figura 36. Secuenciacion de la muestra 17-2 del gen mpo

File: mpo22319ds MieloperoxidasaF.abl Run Ended: 2022/4/4 20:52:27 Signal G:2539 A:1174 C:1954 T-1431
Sample: mpo22319ds_Mieloperoxidasal Lane: 15 Base spacing: -13.4993105 51 bases in 642 scans

10 20 30 40 50
ATACTGG (G TACTG ACTTCATCCTGG CGTCAAMCTGGCTTCTT CACCG GG

Figura 37. Secuenciacion de la muestra 19 del gen mpo

File: mpo223192ds MieloperoxidasaR.abl Run Ended: 2022/4/4 20:52:27 Signal G:1457 A:2339 C:1364 T:879
Sample: mpo223192ds_MieloperoxidasaR Lane: 13 Base spacing: -13.4993105 33 bases in 687 scans

10 20 30 40 50
CGTCATCACTG A CAA®ACTTCAT ACCTTG ATCAACAGTC TTCTTCAC CCAGT




Figura 38. Secuenciacion de la muestra 19-2 del gen mpo

File: mpo22320ds_MieloperoxidasaF.abl Run Ended: 2022/4/4 20:52:27 Signal G:454 A:854 C:687 T:440
Sample: mpo22320ds_MieloperoxidasaF Lane: 11 Base spacing: -13.4993105 41 bases in 531 scans

10 20 30 40
LAAGG GGAT CG ®AATCGGRLTACTTT TTG TCC TGTIGS

Figura 39. Secuenciacion de la muestra 20 del gen mpo

File: mpo223202ds MieloperoxidasaR.abl Run Ended: 2022/4/4 20:52:27 Signal G:564 A:1337 C:921 T:507
Sample: mpo223202ds MieloperoxidasaR Lane: 9 Base spacing: -13.4993105 41 bases in 551 scans

10 20 30 40
AGGTTATTTTG CGCTT AGT TGTTAACAG AT TT TT G TGTTG G

Figura 40. Secuenciacion de la muestra 20-2 del gen mpo

File: mpo22327ds MieloperoxidasaF.abl Run Ended: 2022/4/4 20:52:27 Signal G:602 A:844 C:905 T:573
Sample: mpo22327ds Mieloperoxidasal Lane: 7 Base spacing: -13.4993105 49 bases in 638 scans

10 20 30 40
CT AAGTTT TTG CAAGCTIGG TACAG LCTITCATCCTGG CGTACC TG AGGT

Figura 41. Secuenciacion de la muestra 27 del gen mpo
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File: mpo223272ds_MieloperoxidasaR.abl Run Ended: 2022/4/4 20:52:27 Signal G:738 A:1132 C:989 T:546
Sample: mpo223272ds MieloperoxidasaR Lane: 5 Base spacing: -13.4993105 55 bases in 708 scans

10 20 30 40 50
TTTTTTA AG CGCAGCGIG GCACAG TCAGT TTTCC CCTTTGACCCAG GCCGTTIGT

Figura 42. Secuenciacion de la muestra 27-2 del gen mpo

Homo sapiens myeloperoxidase precursor (MPO) gene, complete cds
Sequence ID: AHO02972.2 Length: 5838 Number of Matches: 1

Range 1: 1687 to 2179 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
394 bits(484) 0.0 491/494(99%) 1/494(0%:) Plus/Plus

Query 47 ATCAGGGEGATATGCAACAACAGGTGCGECTGARLTGAEGAETGECTGCAGGAACCGGLCTC 186

|11] ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 1687 ATCACCGGGATGTGCAACAACAGGTGCGGCTGGCTGGGEGTGECTGCAGGAACCGRECTC 1746

Query 187  AGAGAGGCGTCCCGGACGLCACAAGCCTCCCGATATCAGCGCCCTATCCTCCCCTGCAGSA 166

LLELLTERLETEREEEREERE LT EE L L L LT L]
Sbjct 1747 AGAGAGGCGTCCCGGACGCCACAAGCCTCCCGGTGTCAGCGCCCTGTCCTCCCCTGCAGA 1806

Query 167  CECAGCCCCACGCTGLGLGCCTCCAACCATACCTTTATGCGCTERCTGCCGRCGRAGTAT 226

LECLLTEREELERELEREEEEEEEE LT LR L L LT LT LT ]
Sbjct 1887 CGCAGCCCCACGCTGGGGGCCTCCAACCGTGCCTTTGTGCGCTGGCTGCCGGCGGAGTAT 1866

Query 227  GAGGACGGCTTCTCTCTTCCCTACGGCTORACGCCCAGLATCAAGCGCAACGGCTTCCCG 286

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 1867 GAGGACGGCTTCTCTCTTCCCTACGGCTGGACGCCCGGEGTCAAGCGCAACGGCTTCCCG 1926

Query 287  GTGECTCTGGTGEAGCGCCOGLGEGCAGAGGGLGLGAGGLCCOLLCACGLGLTGCGLGRAL 346

LEELLLERREERE LR R L LT E LR L LR L L L ELE T L ]
Sbjct 1927 GTGGCTCTGGTGAGCGCCGGCGGECAGAGGGEGCGAGGCCCGECCACGCGETGCGCGGAC 1986

Query 247 CCAGGCGCCAGCTGATCTCCGTETCCOGCAGGCTCGOGUGLTCTCCAACGAGATCGTGCG 446

Sbjct 1987 CCAGGCGCCAGCTGATCTCCGTGTCCCGCAGGCTCGLGCAGTCTCCAACGAGATCGTGLG 2846
Query 487  CTTCCCCACTGATCAGCTOACTCCOGACCAGGAGCGCTCACTCATGTTCATGCAATGOGE 446

Sbjct 2847 CTTCCCCACTGATCAGCTGACTCCGGACCAGGAGCGCTCACTCATGTTCATGCAATGGGG 2186
Query 4567 CCAGCTGTTGRACCACGACCTCGACTTCACCCCTRAGCCGGCCGCCCGGECCTCCTTCGT 526

Sbjct 2187 CCAGCTGTTGGACCACGACCTCGACTTCACCCCTGAGCCGGLCGUCCGGGUCTCCTTCGT 2166
Query 527 CACTGGCGGTCAAC Gde

Sbjct 2167 CACTGGCGZJCAAC 2179
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AAABO346.1
C G

>

exon 4

-3
intron Features

prim_transcript Features

Query_38791

ol a 2 ¢ A O S R G T G A A O R S A T O e R GG e e Gy O il e G G e G 3

|2.150 2,160 2,170 € | 2,180

+3 R ® ® G ® ® s s L a s T A R ®

-1 a a R a E x L] v 3 L] L Q s v L

=2 | p R [ 3 R R R . Q R L . s R s W

-2 [ e ® G G E D s a D v a L [ a

intron Features
prim_transcript Features

1 Pile-up, log 2 scaled

Query_38791
c G G c c G c c c G G G cC c T c i T c G T c A c T G G c

Gl®lc A a ¢ Moo

Figura 43. Alineamiento de la muestra 15 con el gen mpo analizado por el programa BLAST
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Homo sapiens myeloperoxidase precursor (MPO) gene, complete cds

Sequence ID: AH002972.2 Length: 5838 MNumber of Matches: 1

Range 1: 1615 to 2115 GenBank Graphics

Score

904 bits(4582)

Identities Strand

498/502(99%)

Expect
0.0

Gaps
2/502(0%)

Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
sbjct
Query
Sbjct

42
2115
181
2@55
151
1995
221
1935
281
1875
341
1315
4a1
1755
461
1695
521

1635

AACTGCT-GACCCATTGCATGAACATGAGTEAGCGCTCCTAETCCOEAGTCAGCTGATCA

AACAGCTGECCCCATTGCATGAACATGAGTGAGCACTCCTGETCCGGAGTCAGCTGATCA
GTEEEEAAGCGCACGATCTCGTTGEAGACCECGCEAGCCTEOGEGACACGEAGATCAGCT

GTEEEEAAGCGCACGATCTCGTTGEAGACCECGCEAGCCTEOGGLACACGRAGATCAGCT
GGCGCCTARGTCCGOGCACCGCATERCCAGECCTCGCCCCCTCTGOCCGLCAGLGCTCAC

GECGCCTREGTCOGCGCACCACATEEICAGGCCTCGLCCCCTCTGLCCGCCaQGIGCTCAL

CAGAGCCACCAGOAAGCCATTRCGCTTRACCCOGGECaTCCAGCCGTAGOGARGAGAGAL

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
CAGAGCCACCGGGAAGLCGTTGCGCTTGACCCCGEECGTCCAGCCGTAGGGAAGAGAG

GLCOTCCTCATACTCCGCCGGCAGC CAGCGCACAAAGGCACGGT TGGAGGCCCCCAGTCGT

LECELTERREEELELEREEEE L LT L E LR LR LT LT L]
GCCGTCCTCATACTCCGCCGGCAGCCAGCGCACAAMGGCACGGT TGGAGGCCCCCAGCGT

GEGECTGECGTCTECAGGGERAGLACAGEGCLCTGACACCOGLAGGCTTATGRCGTCCGOGA

LELOULELLELELELELLCEL LI UL UL LL DL L L LET LT ] ]
GGGGCTGCGTCTGCAGGEGAGGACAGGECGC TGACACCGGEAGGCTTGTGGCGTCCGEEA

COCCTCTCTRAGCCCGETTCCTACAGC CACCCCCAGCCARCCOCACCTATTGTTGCACAT

LECELTERRETERE LR EEEE R L L L LR L L L LT i ]
CGCCTCTCTGAGCCCGETTCCTGCAGCCACCCCCAGCCAGCCGCACCTGTTGTTGCACAT

CCCOGTEATGGTGCGETATTTETCCTGCTCOGRGCAAGTCACCCCCACGTCOTEGTAGET

COCOGTRATGGTGCEGTATTTGTCC TG TCCGLGEAAGTCACCCCCACGTCCTGLTAGGT
GCAGCCGCTTGACTTTGGACAA 542

GCAGCCGCTTGACTTZGGACAA 1615

|AH002972.2:1589..1631 Homo sapiens myeloperoxidase precursor (MPO) gene, complete cds

168
2856
1668
1996
228
1935

1376
3448
1316
468
1756
468
1696
528

1636

intron Features

lprim_transcript Features

> > >
(U) BLAST Results for: Nucleotide Sequence

MPO mRNA and introns; G00-120-192

Query_31089
52-7H <
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AH002972.2:2084..2126 Homo sapiens myeloperoxidase precursor (WPQ) gene, complete cds

ntron Features
Six-frame translations (top -> bottom: +1, +2, +3, -1, -2, -3), Genetic code: Standard (1)

+1 T H v H A M G P A v G P R P
+2 L M EF M Q w [ Q L L D H D
+3 H 3 C s Cc N G A s c L T T T
-1 8 M L M c H P L 8 N - W 8 R
-2 v - T - A I P G A T P G R G
-3 E H E H L P A L Q Q v v &
MPO mRNA and intr
[U) BLAST Results for: Nucleotide Sequence
1 1 | 1 Pile-up, log 2 scaled
Query 31089
¢ A ¢ T ¢ A r 6 T T c A T 6 c{A A T G G G cP—a ¢ c e r M

Figura 44. Alineamiento de la muestra 15-2 con el gen mpo analizado por el programa BLAST

80



Homo sapiens myeloperoxidase precursor (MPO) gene, complete cds
Sequence ID: AHO02972.2 Length: 5838 Number of Matches: 1

Range 1: 1687 to 2180 GenBank Graphics

Soore Expect Identities Gaps Strand
891 bits(482) 0.0 491/495(95%) 1/495(0%:) Plus/Flus

Query 49 ATCACCORTTATATGCAACAACTAATACAGC TAOATGOGGETEECTACAGOAACCEEET 188

LECPEETE EEPEEREE s CEEEEE e PEERErEee e e rrey |
Sbjct 1687 ATCACCGG-GATGTGCAACAACAGGTGCGGCTGGCTGGGEGTGECTGCAGGAMCCGGECT 1745

Query 189 CAGAGAGECAT COCGEACACCACAARCCTCOCGaTATCAGCECCCTATCCTCCCCTGCAG 168

Sbict 1746 CADAGAGGCGTCCCGEACGCCACAAGCCTCCCGRTAETCAGCGCCCTATCCTCCCCTGCAG 1885

Query 169  ACGCAGCCCCACGCTGOOGOCCTCCAACCATOQCCTTTGTGCGCTGaCTaCCaaCaGAGTA 228

Sbijct 1886 ACOCAGCCCCACGCTEGEGOCCTCCAACCATECCTTTATECGCTGOCTACCGACOGARTA 1865

Query 229 TaAGEACGOCTTCTCTCTTCCCTACGACTAOACGCCCaaaATCAAGCACAACGECTTCCC 288

Sbict 1866 TGAGRACGGCTTCTCTCTTCCCTACGECTGRACGCCCGGEATCAAGCGCAACGGCTTCCC 1925

Query 289  GGTEECTCTGEATGAGCGCCOGCAGECAGAGOOGGCGAGECCCGECCACOCOOTECaCaGA 348

Sbict 1926 GGTEECTCTGGTEAGCGCCGGLGEEECAGAGEEGECGAGGCCCAECCACGLGLTOGOGCERA 1985

Query 349 CCCAGOOECCARCTOATCTCCAGTATCCCQCAGGCTCGCGCAATCTCCAACGAGATLGTGE 488

Sbict 1986 CCCAGGCGCCAGCTGATCTCCATETCCCGCAGGCTCGUGCAGTCTCCAACGAGATCGTAL 2845

Query 439  GCTTCCCCACTGATCAGCTOACTCOGRACCAGGAGCGCTCACTCATATTCATAGCAATOGE 468

Shbict 2046 GCTTCCCCACTGEATCAGCTGACTCCGGACCAGGAGCGCTCACTCATGTTCATGCAATGEAGE 2185

Query 489  GCCAGCTGTTGRACCACGACCTCRACTTCACCCCTAGCCGEOCGCCIORGCCTCLTTIG 528

Sbijct 2186 GCCAGCTGTTGRACCACGACCTCGACTTCACCCCTGAGCCAGCCGCCCGGRCCTCCTTCE 2165

Query 529 TCACTOOCOGTCAACT 543

Sbijct 2166 TCACTGGCGTCAACT 2138

a L]
+2 A P s P

+3 B B B R

£l G b [ ®
-2 v M v

=3 C W B - R

intron Features

prim_t transcnpt Features

: > > MPO mRNA and introns: G00-120-192
u) BLAST Results for: Nudeotlde Sequencd y
| | Tl 1 Pile-up, log 2 scaled

| Query 27903

48 'a rc acec clie A TG TG CAACAR AC GG!GC)GGCTGG-!GGGGGTGGCTGCAGGAACC

Figura 45. Alineamiento de la muestra 17 con el gen mpo analizado por el programa BLAST
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Homo sapiens myeloperoxidase precursor (MPO) gene, complete cds
Sequence ID: AHD02972.2 Length: 5338 Number of Matches: 1

Range 1: 1614 to 2110 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
8890 bit=(481) 0.0 492/497(995%:) 2/497(0%) Plus/Minus

Query 45 CTaG-CCCATTOCATAGACATGAGTAEA- CACTCCTAOTCOOAARTCAGCTGATCAGTGRE 182

LEEE ETRELEETer P e e er CEER e e et Ee e e eyl
Sbjct 2110 CTGGLCCCATTGCATGANCATGAGTGAGIGCTCCTGGTCCGGAGTCAGCTGATCAGTGEE 2051

Query 133  GAAGCOCACGATCTCGTTGOAGACCOCGCRAGCCTAGCOR0ACACGRAGATCAGCTAECGT 162

Sbjct 20850 GAAGCGCACGATCTCATTGGAGACCGCGCGAGCCTECGEGACACGLAGATCAGCTEGOGC 1991

ACCAGAT 222

Query 163 [TGGGTECGEGCACCGCETGGECEGGCCTEGCCCCETCTGCECGECEGCET 11T
ACCAGAT 1931

il
Sbjct 1998 CTGGGTCCGLGCACCAOGTEECCGGECCTCGCCCCCTCTGOCCACCERECGCITE

Query 223 CCACCOOEAAGCCaTTRCACTTOACCCCOaaCaT CCAGCCOTAGRRAADAGAGAAGCCAT 282

Sbjct 1938 CCACCGGREAAGCCGTTGCGCTTEACCCCGRGLATCCAGCCATAGRRAAGAGAGAAGCCGT 1871

Query 283 CCTCATACTCCOCCGGCAGCCAGCGCAC AMARGCACGETTORAGGCCCCCAGCOTAROET 342

Sbjct 1878 CCTCATACTCOGCCGGCAGCCAGCGCACAAAGGCACGETTGGAGRCCCCCAGCATEEEGE 1811

Query 343 TQCATCTECAGOEEAGRACAGGOCGCTEACACCORGAGECTTATRECATCCOGGACGCLT 482

Sbjct 1Bl@ TGCATCTGECAGGGEAGGACAGGOCGCTGACACCGGEAGECTTATEECATCCGARACGCCT 1751

Query 423 CTCTGAGCCCGOTTCCTGCAGCCACCOCCAGCCAGCCGCACCTATTATTGCACATCCCGE 462

Sbjct 1758 CTCTRAGCCCGATTCCTECAGCCACCCCCAGCCAGCCGCACCTEGTTATTGCACATCCCGE 1691

Query 463 TOATGOTGCEETATTTeTCCTACTCCAEECAAGT CACCCOCACGTCCTAATAGGCGCAGT 522

Sbijct 1699 TGATGGTGCGGTATTTGTCCTGCTCCGGEECAAGT CACCCCCACGTCCTEETAGRCACAGC 1631
e AT

Sbjct 1639 CoCTTGACTTGGEACAAC 1614

AH002972.2:2066..2108 Homo sapii I id; (MPO) gene, complete cds

[ Marker 102 2,53[: l.0%o 2,100 [ Marker5 |

> >
Six-frame translations (top -> bottom: +1, +2, 43, -1, -2, -3), Genetic dpde: Standard (1)
+1 s G P G A L T H v H A M G ‘ P

+2 P D 0 E R s L M F M ) W []
+3 L R T R s A H s c s c N G

-1 G s W S R E s M N M C H P
-2 | E P G B A ] v L] T * A 1 4
-3 R v L X a * E B E B X P

prim_tr ot Features |

Query 33177
<

Figura 46. Alineamiento de la muestra 17-2 con el gen mpo analizado por el programa BLAST
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NG_009629.1:1606..1734 Homo saplens myeloperoxidase (MPO), RefSeqGene (LRG_84) on chromosome 17
30

' - el !
1,610 |1.840 |1.650 1,660 |1670

[1.680

) ive RefSNPs, dbSNP b155 v2

fs197 B AG  rs Il GG/G rs1970555198 M A/C

fs1970555 M GIC rs W G/A rs1970555183 M TiC rs770365990 M T/G rs1970555064 M C/A

151970555408 M T/A_ | |rs771678217 M AIG 1s1180847171 M C/IG 151185743202 M T/C
rs999200644 M T/C/A  rs778378776 M GITIA rs1446098980 M A/C rs1388743004 M C/G
rs1970555359 Ml AIG rs1598045491 M TIC

rs1598045496 M C/T rs946657837 M CIA

rs144657826 B C/T

rs118034858 1 NN TGTGT/TGT

Clinical, dbSNP b155 v2
ICited Variations, dbSNP
1000 Genomes Phase

155 v2
. dbSNP b155 v2

rs144657826 W C/T
[Splice Donor Region dbSNP b155 v2

ISplice Acceptor Regiol dbSNP b155 v2
Missense Variations, dbSNP b155 v2

fFrameshift Variations, dbSNP b155 v2

JU) BLAST Results for: i

rs889695547 M C/T
rs1970555047 M C/IT

rs182317807 M G/T/IA
rs1970554961 M C/A

rs182317807 M G/T/A

rs1970554853 M GIA
rs1508045474 M GIA

5933802232 M QT

1,730

rs340107126 M C/A

W CT

rs1970554636 M GIT
rs563441662 M G/A rs1970554592 I
ETC

rs922701518 M C/T

rs1014211487 [l AJAA
rsa72757015 M AIG

rs1295073030 M AIG

rs1224276709 H(
rs1970554657 M T/C
rs1280839172

rs563441662 M G/A

A T
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Figura 47. SNP gen mpo vs SNP encontrados en las muestras 15y 17
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