Variantes del gen Mannose Binding Lectin (MBL) en
pobladores amazonicos de Andoas-Loreto y su posible
implicancia en la salud
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RESUMEN

El gen MBL (Mannose Binding Lectin) codifica una proteina de la inmunidad innata que activa el
sistema del complemento, asi como recluta macréfagos y quimioquinas proinflamatorias. Estudios
realizados en otras latitudes han asociado susceptibilidad o resistencia a enfermedades infecciosas,
autoinmunes y cardiovasculares con alelos deficientes de MBL. Sin embargo, muchos estudios no
son concluyentes debido a la rareza de estos alelos en las poblaciones estudiadas. Previamente
hemos demostrado que en las islas del Lago Titicaca, el alelo deficiente B tiene la mas alta
prevalencia del mundo. Por ello, queremos corroborar su presencia en zonas mas calidas que son
mas propicias a enfermedades infecciosas. Para ello se analiz6 el genotipo de 94 individuos
procedentes de la regién amazénica de Andoas-Loreto. Aunque en menor proporcion que en las islas
del Lago Titicaca, la frecuencia de la variante deficiente B en Andoas es mas alta que en otras po-
blaciones del mundo. Esta frecuencia y su gran exposicion a enfermedades tropicales, hacen de
Andoas una poblacion interesante para estudiar el rol de las variantes de MBL en el desarrollo de las
mismas.

Palabras Claves: Gen MBL, genética poblacional, inmunidad innata, poblaciones amazonicas,
enfermedades tropicales.

ABSTRACT

The gene MBL codifies for a protein that has a role in innate immunity by activating the complement
system as well as recruiting macrophages and proinflammatory chemokines. Studies performed
around the world have associated susceptibility/resistance to infectious, autoimmune and
cardiovascular diseases, with deficient alleles of MBL. However, many of these studies remain
inconclusive because of the rarity of these alleles. We have previously shown that the frequency of
defective allele B in the islands of Lake Titicaca is the highest in the world. Now, we want to evaluate
the frequency of this allele in Amazonian areas that are more prone to infectious diseases. We have
genotyped 94 individuals from Andoas-Loreto and found a higher frequency of the defective allele B
compared to other populations (but lower than that from Lake Titicaca). This frequency and the high
exposure to tropical diseases make the population of Andoas interesting to study the role of the MBL
variants in the development these diseases.
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INTRODUCCION

El gen Mannose Binding Lectin (MBL o MBP), ubicado en la regién cromosémica 10q11.3-g21,
codifica una lectina sérica secretada del higado al torrente sanguineo como respuesta de la
inmunidad innata contra virus, bacterias y parasitos’®**. Los ligandos del MBL son los
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carbohidratos manosa, N-acetilglucosamina y eventualmente &cidos nucleicos, presentes en una
variedad amplia de patdgenos. La union del ligando a la proteina MBL, produce opsonizacion y
activacion del complemento por similitud estructural al C1g y el mismo mecanismo activando las
proteinas C4 y C2 del complemento**®”.

Las mutaciones en el exdon 1 del gen MBL cambian del alelo normal denominado A, resultando en
las variantes defectuosas B (codon 54, GGC/Gly mutado a GAC/Asp), D (codén 52 CGT/Arg a
TGT/Cys) y C (codon 57 GGA/Gly a GAA/Glu), que redundan en deficiencia o ausencia del MBL
sérico. Otras tres mutaciones estudiadas estan en el promotor, en las posiciones de los nucleétidos
-550, -221 y en +4, y estan asociados a la regulacién de la expresion del gen MBL**’. Para
estudiar estas mutaciones, se agrupan en combinaciones (haplotipos), ordenando los alelos de las
cuatro posiciones: tres de los nucleétidos -550 (L/H), -220 (Y/X), +4 (P/Q) y el de los codones 52
(alelo D), 54 (alelo B),. y 57 (alelo C). En humanos de los 32 posibles, sélo hay siete diferentes
haplotipos conocidos: LYPA, LXPA, LYQA, HYPA que son variantes normales (tienen el alelo A); y
LYPB, LYQC, HYPD que contienen los alelos defectuosos (B, C, D).

Las proteinas MBL normalmente funcionan agrupadas en polimeros, mayormente hexameros. Los
codones 52-57, traducidos en la proteina normal corresponden a su dominio "collagen-like",
necesario para su polimerizacion. Las mutaciones B, C y D anulan esta capacidad polimerizante y la
proteina deficiente es degradada. En consecuencia, estas mutaciones disminuyen drasticamente su
concentracion sérica. Las mutaciones en las posiciones -550, -221, y +4 van a regular la expresion
de la protefna **2.

Estudios poblacionales de la distribucion de frecuencias de los alelos mutantes B, C y D, del gen
MBL indican una distribucién heterogénea: en Europa 12-14 %, Africa de 32% (Ghana) a 3%
(Namibia), Asia de 23% (Japén) a 11% (China), Australia 0% y en el continente americano de 12%
(esquimales) a 42% (chiriguanos)®>*® (Tabla N° 01). Estudios previos realizados en nuestro
laboratorio han demostrado que el alelo defectuoso B tiene la més alta prevalencia del mundo en

Per( y Ecuador, alcanzando hasta 80% en algunas poblaciones de las islas del lago Titicaca’*.

TABLA N° 01
Frecuencia de las variantes y alelos del gen MBL en diferentes poblaciones y grupos étnicos en el mundo,

modificado de Garred p.; Larsen E; Seyfarth I.; Fujita R.; y Madsen H. Mannose Binding Lectin and its Genetic
Variants. Genes and Immunity - Nature Publishing Group 2006, 1-10

) Frecuencia de Variantes del gen Frecuencia de Alelos
Continente Grupos Etnicos MBL en %
AIA| AIB | AIC |AD |O/O| B C D
Daneses Caucasicos 60 21 5 10| 4 0.12 | 0.03 | 0.06
Europa Britanicos Caucésicos 60| 23| 3| 10| 4 | 014 [0:02]0.07
Africanos del Este (Kenya) 51 6 23| 6 | 14 | 0.03 |0.24 | 0.05
Africa Africanos del Oeste (Ghana) 47 1 42| NR| 10 | 0.004 | 0.32 | 20
San Bushmen (Namibia) 79 6 14| NR| 1 0.03 |0.07 0
Xhosa (Africa del Sur) 51 NR 44| NR| 5 0 0.27 0
Asia Chinos (Hong Kong) 78 20 NR| NR| 2 | 0.11 0 0
Japoneses (Kyoto) 59 36 NR| NR| 5 0.23 0 0
Australia y Nativos de Papua (Nueva 97 3 NR| NR| NR | 0.01 0 0
Oceania Guinea)Aborigenes (Australia) 100 NR NR| NR| NR 0 0 0
Esauimales (Este de Groelandia) 78 18 NR| NR| 4 | 0.12 0 0
América Chiriauanos (Arafsntina) 30 56 NR| NR| 14 | 0.42 0 0
| OQuechuas (Pera) 7 28 NR| NR| 65 0.8 0 0
SZ:%OS de la Amazonia (Andoas- 56 37 NR| NR|6.4. | 025 0 0
IAIA = Variante Homocigoto Normal del Gen MBL. A/B. A/C. y A/D son variantes heterocigotos del gen MBL.
O/O = Variante Homocigoto mutante. donde O representa los alelos mutantes B. C y D.
NR = No reportado.

Modificado de GARRED P.; LARSEN E; SEYFARTH J.; FUJITA R.; y MADSEN H. “Mannose Binding Lectin and its Genetic
Variants. Genes and Immunity”. Nature Publishing Group 2006, 1-10



Los haplotipos de MBL estan siendo estudiados en diferentes grupos étnicos del mundo de distinta
distribucion geogréafica. En algunos casos han sido asociados a susceptibilidad y/o resistencia a
enfermedades infecciosas, y su posible contribucibn en la patogénesis de enfermedades
autoinmunes®**°. Por ejemplo, el alelo deficiente se ha asociado con propension a infecciones por
meningococos, estreptococos y micobacteria; los virus VIH y de hepatitis B y C; los hongos
Aspergillus y Criptococcus, o el protozario Plasmodium. Igualmente hay reportes de propension a
infecciones en pacientes inmunodeprimidos por quimioterapia para cancer. También hay reportes de
asociacion con ciertos alelos y enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso sistémico y
artritis reumatoide®*>***2, La infusion sérica de MBL en sujetos portadores de la deficiencia con fines
terapéuticos esta siendo propuesta, sea como suero purificado o proteina recombinante. Podrian
usarse en situaciones de inmunosupresion, infecciones recurrentes y fibrosis quistica rapidamente
progresiva, o también pueden usarse con caracter profilactico. Avances en este aspecto ya han
mostrado su tolerancia y buena vida media en controles, asi como reconstitucién de la opsonizacién
en nifias con MBL deficiente que tenian infecciones recurrentes 4>

Desde el punto de vista de salud poblacional, la Amazonia Peruana se caracteriza por la alta
prevalencia e incidencia de enfermedades infecciosas'’. Teniendo en cuenta que hay genes
asociados a susceptilidad o resistencia a enfermedades infecciosas, nosotros hemos considerado
dilucidar las variantes del gen MBL en sus pobladores.

El presente estudio caracteriza los genotipos MBL en una muestra de un servicio de salud de la
Selva peruana, para conocer sus perfiles genéticos y utilizar en el futuro este conocimiento en las
estrategias de prevencion y salud.

MATERIAL Y METODO

Este estudio es analitico, observacional, descriptivo y transversal, se realizé por muestreo no
probabilistico, de modo voluntario e intencional, que incluyé a N = 94 individuos procedentes de la
localidad de Andoas-Loreto. Participaron los individuos que acudian al servicio de la Sanidad de la
Empresa Petrolera Plus Petrol en su mayoria por enfermedades infecciosas comunes en la selva
peruana. Con previo consentimiento informado de los participantes o de sus padres (en menores) se
recolectaron los datos referentes a edad y sexo. Se obtuvieron 5 ml de sangre periférica en tubos
con anticoagulante EDTA y se conservaron en refrigeracion hasta su traslado al Laboratorio de
Geneética y Biologia Molecular de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad de San Martin
de Porres en Lima.

Para el analisis molecular se efectu6 la extraccion de DNA de linfocitos por una técnica
simplificada®™®. Para determinar las variantes genotipicas, se amplificaron sectores del gen MBL a
través de la técnica SSP-PCR (sequence specific priming-PCR, ref. 1) con oligonucledtidos
iniciadores (primers)?, en un termociclador Thermolyne Amplitron II. Los productos de SSP-PCR
fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al 2 %, teflidos en solucién de bromuro de
etidio para ser visualizados con luz UV y registrados digitalmente con un aparato fodocumentador
PhotoDoc System, UVP®. Los datos luego de ser tabulados fueron analizados e interpretados
usando las variables de frecuencias, medias, desviacion estandar y contingencias con el software
estadistico SPSS version 10. Adicionalmente, se realizé el test de equilibrio genético de Hardy-
Weinberg para detectar eventuales desviaciones poblacionales que indicaria un evento de seleccion
genética, utilizando el software de uso libre Arlequin 2000.

Las edades fluctuaron entre un afio como edad minima y 88 afios como edad maxima, la edad
promedio fue de 22.8 afios, con una Desviacion Estandar (DS) de 18.8 afios. Los grupos etareos
segun la distribucion del Modelo de Atencién Integral en Salud (MAIS) fueron 22.3% (n = 21) entre
uno a cuatro afios, el 8.5% (n = 8) entre cinco a nueve afos, el 18.1% (n = 17) entre 10 a 19 afios,
47,9% (n = 45) individuos comprendidos entre 20 a 59 afios, 2.1% (n = 2) entre 60 a 79 afios, y
finalmente 1.1% (n = 1) un individuo mayor a 80 afios. Con respecto al sexo el 62.8% (n = 59) fueron
varones, frente a un 37.2% (n = 35) de mujeres.



RESULTADOS

HYPA y LYPB son los més frecuentes entre los siete haplotipos y genotipos de MBL representados
en Andoas. Cada individuo puede presentar hasta dos versiones de los siete haplotipos conocidos en
los seres humanos, en esta muestra poblacional s6lo encontramos cinco haplotipos: HYPA, LYPA,
LXPA, LYQA Y LYPB (ver Tabla NQ 02)

TABLA N° 02

Frecuencias de Haplotipos MBL en Andoas-Loreto

Haplotipos | HYPA | LVPA | LXPA |LYQA|LVPB|LYQC|HYPD| Total

Val. Abs. 124 8 2 7 |47 | 0 0 188

Val. Rel.
(%)

66 425| 1.06 [3.72| 25 | O 0 100

HYPA, LYPA. LXPA Y LYQA. son haplotipos normales.
LYPB, LYQC, e HYPD, son haplotipos deficientes

Respecto a la distribucion en el total de 94 individuos, los 188 de haplotipos del gen MBL se
repartieron de la siguiente manera: el haplotipo HYPA fue el mas prevalente con 66% (n = 124),
seguido de un 25% (n = 47) de la variante deficiente LYPB, el 4.25% (n = 8) fue LYPA, un 3.72% (n =
7) de LYQA Yy 1.06% (n = 2) de LXPA.

Segun el test de Hardy-Weinberg, las frecuencias genotipicas se encuentran en equilibrio sin indicios
de seleccidn negativa o positiva en la poblacion. Respecto a los genotipos del gen MBL en todos los
individuos estudiados (n = 94) fueron: 44.7% homocigotos (n = 42) HYPA / HYPA, 33% de individuos
heterocigotos (n = 31) HYPA / LYPB, 6.4% de individuos homocigotos de la variante deficiente (n = 6)
LYPB / LYPB, 4.3% (n = 4) fueron HYPA / LYPA, 3.2% (n = 3) heterocigotos LYQA / LYPB, 3.2% (n =
3) fueron HYPA / LYQA, 2.1% (n = 2) HYPA / LXPA, 1.1% (n = 1) LYPA / LYQA, 1.1% fue (n = 1)
LYPA /LYPA,y 1.1% (n = 1) heterocigoto LYPA / LYPB (Tabla N° 03).

TABLA N° 03

Andlisis descriptivo de los genotipos MBL

Genotipos Observado Esperado Porcentaje
HYPNHYPA 42 40.89 44.7
HYPMYPB 31 31 33
LYPBILYPB 6 5.88 6.4
LYQMYPB 3 1.75 3.2
LVPMYQA 1 0.30 1.1
HYPMYQA 3 4.62 3.2
LYPMYPA 1 0.17 1.1
HYP.AILXPA 2 1.32 21
LYPMYPB 1 2 1.1
HYPMYPA 4 5.28 4.3
TOTAL 94 93.21 100
1 HYPN/HYPA, LYPA/LYQAM HYPA/!_YQA, LYPA/LYPA, Test Hardy-Wein-
e g oo e |1
" heterocigotos normales Pearson chi2 (10)
3 LYPB/LYPB, es genotipo homocigoto mutante. =9.15P <0.05

Para simplificar el estimado estadistico de las variantes del gen MBL con respecto a su
funcionalidad, tenemos las versiones normales HYPA, LYPA, LYQA y LXPA agrupadas (A) y la
deficiente LYPB (B) en el total de individuos estudiados. El 56.4% (n = 53) son A/A, seguido del
37.2% (n = 35) A/B, y 6.4% (n = 6) de B/B (ver Tabla N° 04).



TABLA N° 04

Andlisis descriptivo de las variantes del gen MBL

VARIANTES OBSERVADO | PORCENTAJE
Homocigoto normal A/A 53 56.4
Heterocigoto .A/B 35 37.2
Homocigoto defectuoso B/B 6 6.4
TOTAL 94 100

A/A = Variante homocigoto normal.
A/B = Variante heterocigote.
B/B = Variante homocigoto mutante.

DISCUSION

La distribucién de variantes de muchos genes se ha mostrado heterogénea y a veces se debe a
una seleccion positiva de ciertos alelos mutantes protectores contra ciertos patégenos o
condiciones del medio ambiente™. El ejemplo clasico es la prevalencia de mutaciones en las
cadenas de hemoglobina que en homocigosis producen las enfermedades sanguineas de la
anemia falciforme y varias talasemias en las zonas tropicales de Africa, Asia y Europa. Estas
mutaciones a su vez tienen efecto protector contra malaria cortando el ciclo del Plasrrwdium en
heterocigotos, por lo que tienen mayor prevalencia en estas poblaciones'®. Se ha visto que los
alelos defectuosos de MBL también tienen distribucion preferencial. Asi, en Asia, Europa y
América, el alelo mutado predominante es. B, en Africa es e, mientras que en Australia las
variantes defectuosas estan practicamente ausentes®* (ver Tabla N° 01).

La historia natural del hombre sudamericano indica que nuestros ancestros migraron desde Asia
por el Estrecho de Behring. Por lo tanto en América debemos tener similitud genética con los
asiaticos. Estudios previos realizados en poblaciones esquimales de Groenlandia y nativos
argentiréos, muestran una predominancia del alelo normal A y luego del defectuoso B, como ocurre
en Asia’.

En el grupo de individuos amazonicos de Andoas, la frecuencia para el alelo B es de 0.25, mas alto
gue en poblaciones europeas, africanas, asiaticas y australianas con una frecuencia de 0.13, 0.01,
0.17 y 0.00, respectivamente (ver Tablas N° 01 y 04). En este estudio no se detecté alelos C ni D,
gue se encuentran en poblaciones europeas y africanas (ver Tabla N° 01). A pesar que la
frecuencia del alelo deficiente B es mas alta que las poblaciones descritas, esta todavia por debajo
de otras poblaciones peruanas estudiadas previamente, como por ejemplo en algunas islas del
Lago Titicaca’™.

En todo caso, como en otras poblaciones peruanas, en Andoas encontramos una alta incidencia del
alelo defectuoso B, quizas indicando que es frecuente en la regién andina y su vecindad, incluyendo
la regiébn amazonica y costera.

Esto ha sido corroborado en Junin en los Andes centrales; San José, Lambayeque en la costa;
Pucallpa en la selva peruana; nativos Cayapas y Colorados de la zona tropical de Ecuador (ref. 10,
Sandoval, Fujita y colaboradores, en preparacion).

Lo que hace interesante a la poblacion de Andoas es su localizacion selvatica, zona endémica de
muchas enfermedades infecciosas y los datos epidemiolégicos bien estudiados. Segun la Oficina
General de Estadistica (OGE) del Ministerio de Salud del Perd (MINSA - Pert), del recopilado de
atenciones por consultorio externo de la Direccion de Salud de Loreto (DISA - Loreto) y el Andlisis Si-
tuacional de la Salud ASIS DISA - Loreto; reporta para los afios 2002, 2003 y 2004 una morbilidad en
primer lugar para las enfermedades infecciosas, destacandose malaria, dengue, leishmaniasis,
tuberculosis e infecciones dermatolégicas, entre otras. En segundo lugar se reporta desnutricion y
anemia, mientras que en tercer lugar se encuentran las enfermedades cardiovasculares y cancer®.

Por tanto, ante la evidencia de estudios que relacionan las variantes del gen MBL con susceptibilidad,
resistencia a infecciones, enfermedades autoinmunes o cardiovasculares es importante corroborar
este fenémeno en las poblaciones a riesgo®**?*#. En Andoas, nosotros contamos con una poblacién



interesante para estos estudios: la prevalencia del alelo defectuoso B es méas alta que en otras
latitudes y es una zona selvética que epidemiolégicamente es afectada por multiples enfermedades
infecciosas. Por ejemplo, Andoas es la segunda region endémica de malaria en nuestro pais.
Estudios realizados en otros continentes muestran que malaria ha sido asociada a variantes de
MBL™?#%_ La busqueda de asociacién de la variante defectuosa B con las enfermedades
mencionadas, en una poblacion bien caracterizada, nos permitird determinar el rol de las variantes
genéticas. En el futuro, estos estudios de caracterizacion genético-molecular de susceptibilidad o
resistencia a enfermedades seran de utilidad para el manejo de la salud publica de nuestra poblacion.

Ph.D. Ricardo Fujita Alarcén
Facultad de Medicina Humana
Universidad de San Martin de Porres
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