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Resumen

Introduccion. La mieloperoxidasa (MPO) es una proteina antimicrobiana presente en los
granulos azurofilos de los neutrofilos, su accion recae cuando se conjuga en el fagosoma
con perdxido de hidréogeno, resultando en sustancias toxicas para los microorganismos
tagocitados. Varios autores han descrito que las infecciones vulvovaginales recurrentes
por Candida spp., tienen relacion con la deficiencia primaria de MPO, que es un trastorno
autosémico recesivo, por polimorfismos asociados al procesamiento postraduccional o
con errores pretraduccionales. Objetivo. Identificar la relaciéon que existe entre los dos
polimorfismos de la MPO (Y173C-M251T) con una mayor probabilidad de presentar in-
fecciones vulvovaginales. Materiales y métodos. Se efectué una encuesta, donde se re-
colectaron 27 muestras de sangre a mujeres entre 20-45 afios, a las que se realizé cuadro
hematico, tinciéon Wright, tincién de peroxidasa leucocitaria, extracciéon de ADN, se evaluo
cantidad y calidad, se disefiaron los primers por herramientas bioinformaticas y se estable-
cieron las condiciones para estandarizar la PCR convencional, y los productos amplifica-

dos se secuenciaron por secuenciacion de electroforesis capilar (CES) para identificar los
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polimorfismos de interés. Resultados. En ninguna muestra se encontraron los polimor-
fismos de estudio, sin embargo, se hallaron cambios de nucle6tidos en los exones 4 y 6 del
fragmento estudiado en dos de las muestras analizadas, indicando que esta region presenta
gran variabilidad genética. Conclusién. El presente estudio es una primera aproximaciéon
en Colombia sobre los polimorfismos del gen 7po en aislamientos obtenidos de pacientes

con Candidiasis vulvovaginal en la ciudad de Bogota D.C.

Palabras clave: polimorfismos, deficiencia de mieloperoxidasa, PCR, secuenciacién, can-

didiasis vulvovaginal, Candida spp.

Abstract

Introduction. Myeloperoxidase (MPO) is an antimicrobial protein present in the azuro-
philic granules of neutrophils, its action falls when it is conjugated in the phagosome with
hydrogen peroxide, resulting in toxic substances for phagocytosed microorganisms. Several
authors have described that recurrent vulvovaginal infections by Candida spp., are related to
primary MPO deficiency, which is an autosomal recessive disorder, due to polymorphisms
associated with posttranslational processing or pre-translational errors. Objective. To iden-
tify the relationship between the two MPO polymorphisms (Y173C-M251T) with a higher
probability of presenting vulvovaginal infection. Materials and methods. 27 blood samples
were collected from women between 20-45 years old diagnosed with vulvovaginal candidia-
sis in order to analyze the complete blood count, Wright stain, leukocyte peroxidase stain
and perform DNA extraction to assess the quantity and quality of genetic material. Subse-
quently, primers for the mpo gene were designed by bioinformatic tools and the conditions
to standardize conventional PCR were established. Amplified products were sequenced by
capillary electrophoresis (CES) to identify polymorphisms. Results. The polymorphisms of
interest were not found in any sample. However, nucleotide changes were found in exons 4
and 6 of the fragment studied in two samples analyzed, indicating that this region may pre-
sent genetic variability. Conclusion. The present study is a first approximation in Colombia
on the mpo gene polymorphisms from patients with vulvovaginal Candidiasis in Bogota D.C.
Future studies with a more representative number of samples will give us stronger indica-

tions of the genetic variability that the mpo gene may present.

Keywords: polymorphisms, myeloperoxidase deficiency, PCR, sequencing, vulvovaginal

candidiasis, Candida spp.
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Introduccion

La inmunidad innata o natural, es la prime-
ra respuesta del sistema inmunitario contra
diferentes agentes externos, se compone de
barreras como la piel, membranas muco-
sas, lagrimas, acido del estomago y células
como los macrofagos, células dendriticas,
polimorfonucleares (PMN) y células asesi-
nas naturales (NK) (1). Los humanos po-
seen entre 50-70% de neutroéfilos del total
de leucocitos, los cuales poseen tres tipos
de granulos, los primarios (Mieloperoxida-
sa) (2); los secundarios (Lactoferrina y ge-
latinasa) y los terciarios (Metaloproteinasa
9) (3). En el momento que los neutrofilos
fagocitan microbios opsonizados, se forma
el fagosoma, y por la NADPH-oxidasa se
liberan enzimas, oxigeno y proteinas de los
granulos lisosémicos formando el fagoliso-
soma, produciendo antimicrobianos como
aniones superoxido y peroxido de hidroge-
no (H,0,) (4,5).

La MPO es una glicoproteina tetramérica
implicada en la producciéon de diferentes
especies reactivas de oxigeno (ROS) y ni-
trogeno (RNS) (6,7); esta constituida por
4 subunidades que forman 2 homodime-
ros, cada uno con una subunidad o (pesa-
da 58.5 kDa) y una subunidad B (ligera 14
kDa), con un peso total de 130-150 kDa
(8,9,10,11); esta compuesta por un par de
protémeros idénticos unidos covalente-

mente a través del grupo hemo, y los dos

protomeros unidos por un enlace disulfu-
ro simple, ademas, existen 4 formas que se
denominan compuesto I-11I y MPO nativa
o férrica (12).

Por lo general, la mayoria de las reacciones
de las peroxidasas implican la interaccion
con oxidantes como el H,O,, ion hipoclo-
rito (OCI), ion hipobromito (OBr-), entre
otros. Dependiendo de la disponibilidad
de sustrato y el tipo de o6xido-reductasas,
pasan por un ciclo de peroxidasa para for-
mar el compuesto I, IT y III, o un ciclo de
halogenacién donde se produce unicamente
HOCI (13, 14). Se debe tener claro que el
producto resultante de la traducciéon princi-
pal se somete a glicosilaciéon co-traduccio-
nal en los residuos de asparagina en el re-
ticulo endoplasmatico rugoso (RER) para
generar apoproMPO (10) que tiene la capa-
cidad de formar complejos con chaperonas,
después se forma la proMPO y debido a la
unién covalentemente de un grupo hemo
sale del RER y pasa al granulo azurdfilo,
donde finalmente tiene tres modificacio-
nes obteniendo la MPO madura y activa
(8,9,10,11).

Segun Pahwa ez a/ 2022, la deficiencia pri-
maria de MPO se hereda como un tras-
torno autosémico recesivo; algunos de
estos polimorfismos estan asociados con
el procesamiento postraduccional y otras
con defectos pretraduccionales, siendo las
mas estudiadas los polimorfismos R569W,
Y173C, M251T, G501S, R499C y una

143



144

NOVA. 2024; 22 (42)

delecién de 14 bases en el exén 9 (15, 16,
17, 18). Por ende, se conoce que las per-
sonas con un polimorfismo en el gen tie-
nen menor actividad de la proteina en sus
PMN (19, 20, 21, 22), resultando mas sus-
ceptibles a las infecciones fungicas, como
es el caso de Candida albicans (19).

En cuanto a Candida albicans, se sabe que
es un hongo dimoérfico del filo Ascomycota
y una de las especies mas representativas
desde el punto de vista clinico del géne-
ro Candida spp. La candidiasis tiene dife-
rentes manifestaciones clinicas, donde los
pacientes pueden presentar desde infec-
ciones cutaneas, a nivel de mucosas hasta
alcanzar organos profundos (23, 24). De
estas manifestaciones, la candidiasis inva-
sora representa un porcentaje significati-
vo (cerca del 75%) de las infecciones por
hongos en pacientes hospitalizados y su
frecuencia varfa de acuerdo con el servicio
de hospitalizacién y los factores de riesgo
de los pacientes. En Colombia se estima
que las infecciones por candidiasis invasi-
va representan un 75% de las infecciones
causadas por hongos en pacientes hospita-
lizados causando una mortalidad asociada
al 78% en el afio 2016 (23). Otra manifes-
taciéon clinica importante de la candidiasis
son las infecciones vaginales (25, 26, 27).
En este sentido, uno de los cambios bioqui-
micos que permite la colonizaciéon por Can-
dida spp., es la variacién en la microbiota
vaginal que produce acido lactico y mantie-

ne el pH <4.5 (27, 28), de manera que una

reduccion de estos microorganismos puede

generar proliferaciéon de la Candida spp.

La MPO tiene un papel critico en la de-
fensa contra este tipo de microorganismos,
al participar en la generacién de productos
oxidativos como el HOCI y el oxigeno, los
cuales contribuyen a la muerte de estas le-
vaduras (29). El objetivo de este estudio se
basa en analizar los polimorfismos en el
gen mpo, polimorfismos que no han sido del
todo estudiados, y se desconoce la preva-
lencia y la incidencia actual en Colombia. A
partir de lo anterior, se planteé identificar
la presencia de dos polimorfismos (Y173C
y M251T) del gen mpo en mujeres de 20 a
45 afios con infecciones vulvovaginales re-
currentes por Candida spp., en la ciudad de
Bogota D.C.

Materiales y métodos

Recoleccion de muestras de sangre

Se recolectaron muestras de sangre en tu-
bos con acido EDTA (Becton Dickinson,
New Jersey, NJ, USA) de 15 individuos
sexo femenino universitarias interesadas en
participar en el estudio a partir de una en-
cuesta virtual realizada en el periodo 2020-
2021 y 12 pacientes provenientes del Hospi-
tal de tercer nivel El Tunal USS, las cuales
presentaban sintomatologia de candidiasis

vulvovaginal. Este proyecto tiene como
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referencia principal las pautas éticas pro-
porcionadas en la resolucién 8430 de 1993
del Ministerio de Salud de la Republica de
Colombia y por el Consejo de Organizacio-
nes Internacionales de las Ciencias Médicas
(CIOMS). Como criterios de inclusion de
las pacientes con candidiasis vulvovaginal,
fueron seleccionadas aquellas que presenta-
ran una edad entre 20 a 45 afos, recurren-
cia de infecciones vulvovaginales por Can-
dida spp., (3 o mas veces por afio), ademas,
se tuvieron en cuenta criterios de exclusién
como, no encontratrse en estado de embara-
z0 al momento de la toma de la muestra, no
presentar enfermedades de base como dia-
betes mellitus tipo 2, asma, EPOC, cancer,
hipertensién, inmunodeficiencias o enfer-

medades cardiovasculares.

Tincion de Wright, Tincion
citoquimica de peroxidasa leucocitaria
y cuadro hematico

A partir de la sangre total de las muestras
recolectadas se hizo el seguimiento de pa-
rametros hematolégicos por el equipo Myn-
dray BC-3000 plus. Se realizé la tincién de
Wright segin el protocolo de hematologia
de la Fundacion Hospital de la Misericordia
(HOMI). Se us6 la técnica Mieloperoxida-
sa 4-Cloro-1-Naftol, para esto se realizé un
frotis de sangre periférica que posterior-
mente se fij6 con etanol formaldehido al
10% por 5 minutos y se realizé la tincion

de Wright segun los tiempos establecidos.

Extraccion de ADN y evaluacion de la
calidad e integridad

Se realizo la extraccion del material genético
de cada muestra utilizando el kit Wizard®
(Genomic DNA Purification, Promega,
TMO050, Madison, WI, USA). Por otro lado,
por medio de espectrofotometria a 260-280
nm en el equipo UV-Vis (Thermo Scien-
tific ™ NanoDrop ™ One Microvolume,
USA) se determiné la calidad y cantidad de
ADN para cada muestra. Adicionalmente,
se analiz6 la integridad del ADN por elec-
troforesis usando gel de agarosa al 0.8 % a

80 voltios por 42 minutos.

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

Se disefiaron los primers Forward con T
09,4°C (3> GTTGTCCAAGTCAAGCG-
GCTGC5’) yReverseconT_68,3°C (5 CA-
GTTGACGCCAGTGACGAAGG 3’) para
la PCR convencional por NCBI y Thermo
Fisher Scientific con el fin de amplificar
un segmento de 568 bp abarcando los poli-
morfismos Y173C y M251T; ambos presen-
taron una longitud de 22 pb y un porcentaje
de GC de 59,09%. Se procedi6é a realizar
la estandarizacién de la PCR teniendo en
cuenta concentraciones de MgCl2 (3mM,
2.5mM, 2mM y 1.5mM); de primers (0.25
pmolar, 0.2 pmolar y 0.15 pmolar) y can-
tidad de ADN. Se utiliz6 el termociclador
Axygen® MaxyGene™ II Thermal Cycler
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with 96 well block, 110V (USA), y las con-
diciones de PCR se encuentran en la Tabla
1. Adicionalmente, se realizé6 una PCR Ix
silico por UCSC Genome, luego se analizo
el producto de PCR por electroforesis en
gel de agarosa al 0.8 % durante 45 minutos

a 80 voltios.

Cuantificaciéon de productos de PCR

Por medio de espectrofotometria a 260-280
nm en el equipo (UV-Vis Thermo Scien-
tific ™ NanoDrop ™ One Microvolume,
USA) se cuantifico la cantidad del producto

amplificado para cada muestra.

Secuenciacion por electroforesis
capilar

Se efectud secuenciaciéon CES en el equipo
(96-capillary 3730x] DNA Analyzer-Ther-
mo Fisher, laboratorio Humaning Geno-
mics Macrogen, Seul, Corea del Sur) de
doble hebra a los productos de PCR de las
muestras 15 y 17, puesto que, por la recu-
rrencia de las infecciones vulvovaginales,
estas podrian presentar una mayor probabi-

lidad de tener un polimorfismo de interés.

Andlisis Bioinformdtico por BLAST,
ExPASy y MultAlin

Por medio de programas bioinformaticos
como BLAST se procedi6 a realizar el ana-
lisis de secuencias para el gen mpo Homo

sapiens cromosoma 17 Primary Assem-

bly GRCh38.p14 con el fin de evidenciar
la homologia entre secuencias y la posible
existencia de un polimorfismo. Finalmen-
te, por medio de la herramienta ExPASy y
MultAlin se hizo la traduccién a lenguaje
FASTA y la comparacién de la secuencia
entre la proteina MPO y las muestras que

eran representativas.

Resultados

Tincion de Wright, tincion citoquimica
de peroxidasa leucocitaria y cuadro
hemadtico

Para el primer grupo de muestras obtenidas
que presentaron hemolisis, no se realizd
tincién de Wright, tincién citoquimica de
peroxidasa leucocitaria ni cuadro hematico,
debido a la presencia de precipitados de co-
lorante y contaminacién con bacterias pro-
pias de las condiciones de almacenamiento
de la muestra. La celularidad y parametros
del cuadro hematico del segundo grupo de
muestras fue normal, ademas, en la tincion
citoquimica de peroxidasa leucocitaria no
se observo ausencia o deficiencia de la en-

zima MPO (Figura 1).
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Figura 1. A la izquierda se observa la tincion de Wright muestras de pacientes con CVVR en 40x, a la derecha tinciéon de peroxi-
dasa leucocitaria de pacientes con CVVR a 100x.

Evaluacion de la calidad e integridad
del ADN extraido

Una vez realizada la lectura cuantitativa de
la calidad del ADN por espectrofotome-
tria a 230, 260 y 280 nm, la mayoria de las
muestras obtuvieron una pureza y concen-
tracion aceptable. Adicionalmente, por el
método de electroforesis en gel de agarosa
se observa una banda que representa una

muestra integra para el proceso de PCR.

PCR In silico y estandarizacién de la
PCR convencional

Inicialmente, haciendo uso de plataformas
como NCBI se adquiere la secuencia com-
pleta del gen de estudio con intrones y exo-
nes, posteriormente se utilizé la platafor-
ma Thermo Fisher Scientific para verificar
las caracteristicas de los primers disefiados

para la PCR convencional. Al realizar la

PCR In silico por el programa UCSC ge-
nome, se comprobd la especificidad para
unirse a la region del gen de estudio. Por
ultimo, se realiz6 la PCR convencional con
las condiciones definidas a partir de la es-
tandarizacion, donde se observa una banda
mas definida cuando se usa MgCl2 a 3mM,
primers de 0,25 pmol, y ADN de 50ng por
muestra. Tal como se observa en la Figura
2, se evidencia una banda de 568 pb en la
mayoria de las muestras, demostrando que
se logré amplificar el fragmento del gen es-
perado, sin embargo, las muestras que no
amplificaron o presentaron una banda con
poca intensidad se les realiz6é una segunda

extraccion de ADN y posterior PCR.
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PPM CN

PPM 15 16
0 pb

Figura 2. Electroforesis posterior a PCR convencional de las muestras 1-28. PPM (Patrén de Peso Molecular 50 pb) CN (Control
negativo) 1-28 Muestras amplificadas. Se evidencia una banda de 568 pb en la mayorfa de las muestras, demostrando que se logtd

amplificar el fragmento del gen esperado; las muestras 15, 16, 23 presentan una banda con poca intensidad lo que indica poca

cantidad del gen amplificado, y por ende de ADN, lo cual llev6 a realizar una segunda extraccion y PCR convencional.

Secuenciacion CES y Anadlisis
bioinformdtico por ExPASy y
MultAlin

Se realizé la secuenciacién por electrofo-
resis de capilaridad (CES), con la finalidad
de comparar la secuencia de 15 muestras
con la secuencia del fragmento del gen mpo
Homo sapiens cromosoma 17 Primary As-
sembly en NCBI. En general, los polimoz-
fismos buscados para este estudio no se
presentaron, sin embargo, los productos
de amplificacién secuenciados (Muestras

15 y 17) al ser comparados con la secuen-
cia hallada en la base de datos BLAST evi-

denciaron que la muestra 15 (3’-5’) presen-
té un cambio en dos pares de bases, ambos
de una citosina (C) — una guanina (G) en
las posiciones 1691 y 1692 del gen mpo y
en la posiciéon 2174 se evidencia la inser-
ciéon de una G, Figura 3 (A). En la figura 3
(B) correspondiente a la muestra 15 (5’-37)
se muestra un cambio en la posiciéon 2112
entre timina (T)— adenina (A), en la posi-
cién 2108 carece de una C y en la posicién
2106 hay un cambio entre una C— T, ade-
mas, en la posicion 1621 se presenta una

insercion de una T.
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Homo sapiens myeloperoxidase precursor (MPO) gene, complete cds
Sequence ID: AH002972.2 Length: 5838 Number of Matches: 1

Range 1: 1687 to 2179 GenBank Graphics Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
804 bits(484) 0.0 491/494(99%) 1/494(0%) plus/Plus
Query 47 ATC. CAACAACAGGTGC GGCTGGGGGTGGC 106
: I||I IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 1687 ATCACCGGGATGT 1746
Query 187  AGAGAGGCGT CCACAAGCCT GTCAGCGCCCTGTCCTCCCCTGL 166
i I||II|II|I|I|IIIIIIIlIIII|IIIlIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 1747 GTCAGCGCCCTGTCCTCCCCTGCAGA 1806
Query 167 AACCGTGCCT GCGCTGGCTGCCGGCGGAGTAT 226
. I||II|III||I|IIIIIIIIIII||IIIIIIII|I IIIIIIlIIIIIIIIIlIIIJII
Sbjct 1807 AACCGTGCCT GCGCTGGCTGCCGGCGGAGTAT 1866
Query 227  GAGGACGGCTTCTCTCTTCCCTACGGCTGGACGC CAAGCGCAACGGCTTCCCG 286
. ||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII||||I||1||||I|I|I||IIIIIIIIIIII]II
Sbjct 1867 GAGGACGGCTTCTCTCTTCCCTACGGCTGGAC CAAGCGCAACGGCTTCCCG 1926

Query 287 GTGGCTCTGGTGAGCGCCGGCGGGCAGAGGGGGCGAGGCCCGGCCACGCGGTGCGCGGAC 346

CLLCULELLELEEE R DL LR EEEEELEE L EELEELL L EELE LT ]
Sbjct 1927 GTGGCTCTGGTGAGCGCCGGCGGGCAGAGGGGGCGAGGCCCGGCCACGCGGTGCGCGGAC 1986

Query 347 TGTC CGAGGC 406
I||II||II | | I LI IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII]II
Sbjct 1987 CAGCTGA HHUEULHLELEL 2846
Query 407 CCACTGATCAGCT AGGAGCGCTCACTCATGTTCATGCAA 466
IIIIIIIII II IIIIIIIIIIIIIIII]IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII]II
Sbjct 2047 CGCTCACTCATGTTCATGCAATGGGG 2186
Query 467 TTGGACCACGACCTCGACTTCACCCCTGAGCCGGCCGCCCGGGCCTCCTTCGT 526

arer 2107 SULHCHLCUTAU L T e
Query 527  CACTGGCGGTCAAC 548

[LLLLLEL TLLT
Sbjct 2167 CACTGGCGSJCAAC 2179

Homo sapiens myeloperoxidase precursor (MPO) gene, complete cds
Sequence ID: AH002972.2 Length: 5838 Number of Matches: 1

Range 1: 1615 to 2115 GenBank Graphics Next Match

Score Expect Identities Gaps Strand
904 bits(489) 0.0 498/502(99%) 2/502(0%) Plus/Minus
Query 42 100
) ||| ||| ||||||||||||||||||||||||||||||I|||||||||||||||||I|
Sbjct 2115 AACAGCTGG 2056
Query 101  GTGGGGAAGCGC CTCGTTGGAGACCGCGCGAGCCTGCGGGACACGGAGATLC 160
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||1|
Sbjct 2055 GTGGGGAAGCGC 1996
Query 161 GGCGCCTGGGTCCGCGCACCGCGTGGCCGGGCCTCGCCCCCTCTGCCCGCCGGCGCTCAC 220
|||||||||||||||||||l|||||||||||||||||| [LLEELLTRLNTELTLI L
Sbjct 1995 GGCGCCTGGGTCCGCGCACCGCGTGGCCGGGCCTCGCCCCCTCTGCCCGCCGGCGCTCAC 1936
Query 221 CAGAGCCACCGGGAAGCCGTTGCGCTTGACCCCGGGCGTCCAGCCGTAGGGAAGAGAGAA 2ﬂd
| 1111 | ||||||| [LLLILLLLL ||||||||||||||1|
Sbjet 1935 Aﬁlﬁc GG:IEALGC é élCCCCGGGC&TCC CGTAGGGAAGAGAGAA 1876
Query 281 GTCCTCATACTC GCACAAAGGCAC GGABGC CCCAGCGT 340
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| TLELTTENT
Sbjct 1875 GCCGTCCTCATACTCCGCCGGCAGCCAGCGCACAAAGGCACGGTTGGAGGCCCCCAGCGT 1816

Query 341  GGGGCTGCGTCTGCAGGGGAGGACAGGGCGCTGACACCGGGAGGCTTGTGGCGTCCGGGA 480
ooy 1 iyt

Query 481  CGCCTCTCTGAGCCCGGTTCCTGCAGCCACCCCCAGCCAGCCGCACCTGTTGTTGCACAT 460
|IIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|I|IIII|H|II||IIIIIIIIIIIIJI

Sbjct 1755 1696
o 1005 LT T o
Nl bt
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Homo sapiens myeloperoxidase precursor (MPO) gene, complete cds
Sequence ID: AH002972.2 Length: 5838 Number of Matches: 1

Range 1: 1687 to 2180 GenBank Graphics Next Match

Score Expect Identities Gaps Strand

891 bits(482) 0.0 491/495(99%) 1/495(0%) Plus/Plus

Query 49 ATCACCGGTTATGTGCAACAACTGG TGCAGGAACCGGGCT 108

IIIIIIII IIIIIIIIIIII IIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 1687 CACCGG QATGTGCAACAAGAGGTGCGGCTGGLTGGGGGTGGCTGCAGGAACCGGGLT 1745

Query 109 TGTCAGCGCCCTGTCCTCCCCTGCAG 168
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 1746 GTCAGCGCCCTGTCCTCCCCTGCAG 1805

Query 169  ACGCAGCCCCACGCTGGGGGCCTCCAACCGTGCCTTTGTGCGCTGGCTGCCGGCGGAGTA 228

. TCCCECTERCEEEELEEEELE LR LEE L ELLEELLEEEELETnnn |
Sbjct 1806 ACGCAGCCCCACGCTGGGGGCCTCCAACCGTGCCTTTGTGCGCTGGCTGCCGGCGGAGTA 1865

Query 229  TGAGGACGGCTTCTCTCTTCCCTAC 288

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 1866 TCTCTCTTCCCTACGGCTGGAC 1925

Query 289 GGTGGCTCTGGTGAGCGCCGGCGGGCAGAGGGGGCGAGGCCCGGCCACGCGGTGCGCGGA 348

. CCCCCLERVEEEREEEEELLEEEEEEEEEELEEELECEEEEEEEEL L TR TTELT |
Sbjct 1926 GGTGGCTCTGGTGAGCGCCGGCGGGCAGAGGGGGCGAGGCCCGGCCACGCGGTGCGCGGA 1985

Query 349 CCCAGGCGCCAGCTGATCTCCGTGTCCCGCAGGCTCGCGCGGTCTCCAACGAGATCGTGC 408

. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 1986 CCCAGGCGCCAGCTGATCTCCGTGTCCCGCAGGCTCGCGCGGTCTCCAACGAGATCGTGC 2045

Query 489 GCTTCCCCACTGATCAGCTGACTCCGGACCAGGAGCGCTCACTCATGTTCATGCAATGGG 468

. LCLCEELEEEEEEEEERE P EE R ECCE R EEEE L e LR eEeLnrtrn
Sbjct 2046 GCTTCCCCACTGATCAGCTGACTCCGGACCAGGAGCGCTCACTCATGTTCATGCAATGGG 2105

Query 469  GCCAGCTGTTGGACCACGACCTCGACTTCACCCCTGAGCCGGCCGCCCGGGCCTCCTTCG 528
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

sbjct 2106 GCCCGGGCCTCC 2165

it

Sbjct 2166 TCACTGGCGTCAACT

D Homo sapiens myeloperoxidase precursor (MPO) gene, complete cds

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

Range 1: 1614 to 2110 GenBank Graphics Next Match

Score Expect Identities Gaps Strand

889 bits(481) 0.0 492/497(99%) 2/497(0%) Plus/Minus

Query 45 CTGG-C 102
1111 IIIIIIIIII IIIIIIIIII IIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 2110 CTGGLCCCATTGCATGAACATGAGTGAGCGCTCCTGGTCCGGAGTCAGC 2051

Query 183  GAAGCGCACGATCTCGTTGGAGACCGCGCGAGCCTGCGGGACACGGAGATCAGCTGGCGC 162

. CLLLCCECLEELELEEEEEEEEEEELEEEEEEELELEEEEEELTEEEELEELETT ]
Sbjct 2050 GAAGCGCACGATCTCGTTGGAGACCGCGCGAGCCTGCGGGACACGGAGATCAGCTGGCGC 1991

Query 163 CGGGCCTCGCCCCCTCTGCCCGLCGRCGL 222

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII||IIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbjct 1990 CGGGCCTCGCCCCCTCTGCCCGCCGGCGCT 1931

Query 223  CCACCGGGAAGCCGTTGCGCTTGACCCCGGGCGTCCAGCCGTAGGGAAGAGAGAAGCCGT 282

. CLLLCCCELEELELEELEE L EEEEEEEELEELELEELEEE LT ELEELELT ]
Sbjct 1930 CCACCGGGAAGCCGTTGCGCTTGACCCCGGGCGTCCAGCCGTAGGGAAGAGAGAAGCCGT 1871

Query 283  CCTCATACTCCGCCGGCAGCCAGCGCACAAAGGCACGGTTGGAGGCCCCCAGCGTGGGGC 342

. LCLCELEEECEECEELEEEEEEEEEE L EEEEEEEEEELEEEEEETELEELTELn
Sbjct 1870 (CCTCATACTCCGCCGGCAGCCAGCGCACAAAGGCACGGTTGGAGGCCCCCAGCGTGGGGC 1811

Query 343  TGCGTCTGCAGGGGAGGACAGGGCGCTGACACCGGGAGGCTTGTGGCGTCCGGGACGCCT 402

DECCLCCCELECLELDEEE L L EEELEEEELELELEE TR L L EEEELEET ]
Sbjct 1810 TGCGTCTGCAGGGGAGGACAGGGCGCTGACACCGGGAGGCTTGTGGCGTCCGGGACGCCT 1751

Query 483  CTCTGAGCCCGGTTCCTGCAGCCACCCCCAGCCAGCCGCACCTGTTGTTGCACATCCCGG 462

] CLCLLECELCELELEELE L EEEEEEEELEELELEEEE LT EEEEEELLEEL L
Sbjct 1750 CTCTGAGCCCGGTTCCTGCAGCCACCCCCAGCCAGCCGCACCTGTTGTTGCACATCCCGG 1691

Query 463  TGATGGTGCGGTATTTGTCCTGCTCCGGGCAAGTCACCCCCACGTCCTGGTAGGCGCAGC 522
. IIIIII||IIIIIII|I|IIIIIIIIIIIIlIIlIIIIIIIIII|I|II|IIIII|II|I
Sbict 1699 CCGGGCAAGTCA 1631
Query 523  CGCTTGACTTGGACAAC
LLLLLEEEELEELELT
Sbjct 1630 CGCTTGACTTGGACAAC

Figura 3. Query: Secuencia gen 7po en base de datos NCBI, Sbjct: Muestras alineadas. A. Alineamiento de la muestra 15 (3™-5)
con el gen mpo analizado por el programa BLAST B. Alineamiento de la muestra 15 (5’-3") con el gen mpo analizado por el programa
BLAST. C. Alineamiento de la muestra 17 (3’-5’) con el ger analizado por el programa BLAST. D. Alineamiento de la muestra 17

(573") con el gen mpo analizado por el programa BLAST.
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Para la Figura 3 (C) correspondiente a la
muestra 17 (3’-5’) se evidencian dos cambios
en la posicion 1694 y 1695, una insercion de
una T y seguidamente un cambio de una G
— T, en la posicién 1708 hay un cambio de
una adenina A— T, finalmente, en un intrén
existe un cambio de C— A en la posicion
1720. Por otro lado, en la Figura 3 (D) co-
rrespondiente a la muestra 17-2 (5’-3’) se evi-
dencia que en la posicion 2106 hace falta una
C, también hay dos cambios en las posicio-
nes 2094 y 2093, donde una G—A y luego
una A—G respectivamente, ademas, hace
falta una G en la posicién 2083, por ultimo,
en la posicion 2069 existe un cambio de una
G—A. Adicionalmente, se compararon los
polimorfismos anteriormente mencionados
de las muestras 15 y 17 en la base de datos
NCBI determinando que aun no se encuen-

tra ninguno de los descritos en la literatura.

Al comparar los extremos del fragmento
de ADN secuenciado y traducido para cada
muestra con la proteina MPO, existe una li-
mitada longitud de los fragmentos analiza-
dos y escasa similitud observada al inicio y
al final de esta, por lo que, las variaciones
encontradas principalmente en los extremos
no podrian corroborarse como un cambio

significativo de aminoacidos.

Discusion

Las especies de Candida spp., hacen parte

de la microbiota vaginal, sin embargo, pue-

den llegar a ser agentes causantes de infec-
ciones vaginales, como candidiasis vulvo-
vaginal (CVV); esta micosis afecta al 75%
de las mujeres en edad fértil y el 9% de esta
proporcion presenta episodios de candidia-
sis vulvovaginal recurrente (CVVR) (30),
de manera que, al activarse el complemento
y la fagocitosis, los macréofagos la recono-
cen las levaduras y liberan sustancias como
lisozimas, colagenasas, hidrolasas acidas,
oxido nitrico, H,O,, superdxido, radicales
hidroxilo, entre otros; mientras que di-
ferentes células incrementan la respuesta

contra el patégeno (31, 19).

Se ha reportado que el polimorfismo
R569W evidencia un cambio en la secuen-
cia de aminoacidos que da como resultado
la detencién en la maduraciéon de la enzi-
ma, quedando en la forma apoproMPO;
mientras que, los polimorfismos proxima-
les a la histidina en la posiciéon 502, es de-
cir, R499C y G501S se encuentran en indi-
viduos con deficiencia completa de MPO,
ya que la histidina esta involucrada con la
unién del grupo hemo. Finalmente, en el
polimorfismo Y173C, las chaperonas calre-
ticulina y calnexina reconocen la apoproM-
PO mal plegada en el RE, y por ende se
degrada en el proteasoma lo que conlleva a

una deficiencia de MPO.

De las coloraciones de Wright y la tincion
citoquimica de peroxidasa leucocitaria,
se infiere que existe normalidad en cada

parametros analizados, de manera que las
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mujeres que participaron en este grupo
cuentan con un recuento de PMN dentro
del intervalo biolégico de referencia (45-
65%), evidenciando, que presentan un sis-
tema inmune 6ptimo para la defensa de
diversos patégenos, entre ellos, Candida
spp., de acuerdo con la literatura, la defi-
ciencia de MPO se relaciona con una ma-
yor probabilidad de presentar neutropenia
y por ende ser mas susceptibles a presentar

infecciones por levaduras (31).

Respecto a la tincion citoquimica de MPO,
cabe resaltar que es un método cualitativo,
facil, rapido y econémico para demostrar la
presencia de la enzima MPO en neutréfilos,
sin embargo, es posible que no sea total-
mente funcional, por eso mismo, se reco-
mienda realizar estudios con otras técnicas
cuantitativas que permitan estimar la canti-
dad de enzima funcional presente, como en
los estudios realizados por Kitahara M ef a/
(32) y Romano M e7 a/ (33), en los cuales se
cuantifica la actividad de la peroxidasa para

corroborar la deficiencia de la MPO.

Por otro lado, se logré estandarizar la téc-
nica de PCR convencional para la amplifi-
cacion del gen mpo, para esto se realizaron
titulaciones de primers, MgCl, y ADN. Se
determiné una concentraciéon de 50 ng/ul
de ADN, una concentracion de MgCl, de
3 mM, y una concentraciéon de primers de
0,25 pmol. La T _ establecida para realizar
la hibridacién fue de 66°C segun las indica-

ciones de la casa comercial donde se sinte-

tizaron los primers. En el caso de la CES,
la secuenciacién para las muestras 15 y 17
mostraron poco ruido de fondo en las gra-
ficas y alta resolucién; estas fueron evalua-
das mediante analisis bioinformatico por
alineamiento, donde cada una presenté ho-
mologia entre un 99-100%; no obstante, se
encontraron varios polimorfismos en am-
bas cadenas de las muestras, al comparar
estos polimorfismos con los presentados en

la literatura, estos no han sido reportados.

Los polimorfismos hallados en la region
del gen estudiado se encontraban en los
exones 4 y 0, evidenciando gran variabili-
dad genética en la regién analizada, lo que a
futuro conlleva a estudiar diversas regiones
del gen mpo con el objetivo de determinar la
presencia de otros polimorfismos que pue-
dan estar involucrados en la alteracién de la
enzima en estudio; puesto que los encon-
trados son representativos pudiendo modi-
ficar el mecanismo de accion de la proteina,
sin embargo, queda la inquietud si alguno
de estos polimorfismos tiene repercusion
en la funcionalidad y deficiencia de la en-
zima MPO. También es importante men-
cionar que el alineamiento por el programa
MultAlin evidencia principalmente que los
cambios de interés de la proteina de refe-
rencia no alcanzan a estar dentro del rango

de secuencia de las muestras analizadas.

Respecto a los polimorfismos de importan-
cia para el estudio, se destaca que ninguno

se relaciona con las muestras secuenciadas,
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y, por ende, no se puede relacionar con la
CVVR en las muestras de estudio, dando
paso a nuevos estudios que involucren un
numero diverso de muestras de pacientes
con CVVR. Segin la literatura, la fre-
cuencia de estos polimorfismos es baja,
ademas, que en el pafs no se tienen regis-
tros de su estudio y prevalencia, siendo
representativo como una primera aproxi-
macién en Colombia y se presenta como
una posible herramienta en el estudio de
la deficiencia relacionada con estos poli-
morfismos del gen mpo relacionados con

este tipo de infecciones.
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