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RESUMEN: Introduccién: El objetivo del presente trabajo fue evaluar mediante técnicas computacionales el
potencial dafio de los polimorfismos de nucledtido tinico no sinénimo del gen MBL2.
Material y Métodos: Se realiz6 un screening de todas las mutaciones presentes en el gen MBL2, encontrandose 176
polimorfismos en la region codificante. Ellos fueron sometidos al analisis de los servidores Panther, i-mutant 3.0,
PROVEAN, MutPred2 y PolyPhen2.
Resultados: Se encontraron quince (15) polimorfismos con respuesta de datos dariina o deletérea en todos los servidores;
de ellos, dos (2) estan ubicados en los sitios activos, en comparacion con los bolsillos enzimaticos que tiene la proteina.
Conclusiones: Los polimorfismos A173D y G131D tiene potencial efecto deletéreo sobre el sitio activo de la proteina, por lo
que se recomienda su evaluacion posterior en ensayos in vivo para corroborar la informacién obtenida.
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ABSTRACT: Introduction: The objective of the present work was to evaluate by means of computational techniques
the potential damage of single nucleotide polymorphisms not synonymous with the MBL2 gene.
Material and Methods: All mutations present in the MBL2 gene were screened and 176 polymorphisms were found in the
coding region. They were submitted to the analysis of the servers Panther, i-mutant 3.0, PROVEAN, MutPred2 and
PolyPhen2.
Results: Fifteen (15) polymorphisms with harmful or deleterious data response were found in all servers; ofthese, two (2) are
located in active sites, in comparison with the enzymatic pockets that the protein has.
Conclusions: The polymorphisms A173D and G131D have a potential deleterious effect on the active site ofthe protein, so it
is recommended to evaluate them later in vivo to corroborate the information obtained.
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INTRODUCCION La lectina fl_Jadora de manosa es una macromolécula
grande que tiene una estructura similar a un ramo.

Mundialmente la tuberculosis es la primera causa de La subunidad estructural basica de MBL es un

muerte por agente infeccioso, en Perd, la reciente Ley de homotrimero de polipéptidos de MBL, entrelazados en

Prevencion y Control de la TB en el Peru (Ley 30287)
declara un tema de interés nacional por la alta tasa de
casos y mortalidad, existe una lucha constante para
combatir esta enfermedad. Se ha demostrado que el gen
MBL2 codifica la lectina de unién a manosa que se

unatriple hélice(5).

Cada cadena polipeptidica tiene cuatro dominios:
a) una regién rica en cisteina N-terminal de 21
aminoacidos involucrada en la oligomerizacion,

encuentra en el suero (1), esta proteina codificada b) un dominio tipo coldgeno de 59 aminoécidos,
pertenece a la familia de la colectina, que es un elemento c) un a de 30 aminoécidos a - helicoidal, dominio
importante del sistema inmunitario innato. Se ha hidrofébico en espiral del cuello en espiral, que es
evidenciado controversialmente la deficiencia de este gen crucial para iniciar la oligomerizacion, y
como un factor protector o inductor a enfermedades d) un dominio de reconocimiento de carbohidratos C-
infecciosas como lo es el mycobacterium (2), ya que se terminal de 188 aminoacidos.
conoce la funcion del gen de opsonizacion del
Mycobacterium (3), para una posterior fagocitosis, y la En el presente estudio se toma como hipotesis el factor
resistencia a mecanismos de proteccion intracelular como protector dado por las mutaciones que presentan
la inhibicién de la maduracion del fagosoma. se podria deficiencia en la codificacion del gen MBL2 (6-8). Se sabe
decir que esta destinado a tener una vida intracelular, y la también que cada gen posee millones de mutaciones. El
autofagia para el control de la infeccion, es incierta(4). objetivo de este trabajo fue crear una herramienta para
reducir el numero total de mutaciones a las mas
Correspondencia: representativas, para que sean protagonistas de préximos
Luis Maximo Villanueva Zuniga estudios mas especificos, se logra simplificar la busqueda
Celular: 920147780 con esta herramienta, todo esto usando mecanica
E-mail: villanuevamaximo1@gmail.com molecular.
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MATERIALES Y METODOS

Diseiio del estudio: Analisis de mutaciones en
servidores.

Espacio y Tiempo: se realizaron los andlisis del 25 de
febrero al 08 de marzo del presente afio; todo el trabajo fue
realizado en el Centro de Investigacion de Ingenieria
Molecular (CIIM-UCSM).

Universo, poblacién y muestra: Se utiliz6 como muestra
todas las mutaciones (2507) del gen MBL2.

Criterios de selecciéon: se tomaron como criterios de
inclusion aquellas mutaciones codificantes Missense y
Nonsense (184)

Recoleccidn, gestidon y analisis de datos: se analizaron
los datos en 5 servidores diferentes:

1. I-Mutant (http://gpcr2.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/
[-Mutant3.0/ I-Mutant3.0.cgi)

. PROVEAN (http://provean.jcvi.org/seq_submit.php)

. MutPred2 (http://mutpred.mutdb.org/#qform)

. PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)

. Panther
(http://www.pantherdb.org/tools/csnpScoreForm.jsp).

Consideraciones éticas y diseminacion: el presente

trabajo no requiere aprobacion de un comité de ética.

a b~ WODN

METODOLOGIAPROCEDIMENTAL

1.- Obtencion de la secuencia

La secuencia de nucleétidos del gen humano MBL2 se
obtuvo a partir de la pagina web del National Centre for
Biotechnology Information (NCBI). La secuencia de
aminoacidos de la proteina MBL2 fue obtenida en formato
FASTA a partir de la base de datos UniProt
(http://www.uniprot.org/).

2.-Mapeo de los polimorfismos

Todos los SNPs reportados del gen MBL2 se obtuvieron
de la base de datos NCBI dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Se mapeé un total de
2507 SNPs activos en humanos en la secuencia del gen
MBL2. El numero de SNPs de diferentes clases
funcionales es reportado en la Fig. 1. En la regiéon no
codificante se mapearon 84 SNPs, 676 en la region
3'UTR, 52 en laregion 5'UTR, 956 en la region intronica y
176 fueron en la region codificante y otros 563 SNPs
activos en humanos.

3.-Analisis por medio del servidor Panther

El servidor PANTHER (Analisis de proteinas a través de
relaciones evolutivas)
(http://pantherdb.org/tools/cSNPscoreForm.jsp) calcul6 la
duracion de un aminoacido dado que se ha conservado
evolutivamente entre varias especies y predice el efecto
de ese cambio especifico de aminoacidos sobre el efecto
estructural y funcional sobre la proteina.

4.- Analisis utilizando el i-mutant 3.0

Este servidor
(http://gpcr2.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/I-
Mutant3.0/I-Mutant3.0.cgi) se basa en el algoritmo de la
Maquina de vectores de soporte (SVM) para predecir la
estabilidad de la proteina debido a las variaciones de
aminoacidos individuales. Puede predecir cambios en la
estabilidad de las proteinas mediante el uso de
secuencias o estructuras de proteinas. Tiene una
precision general del 77% cuando la prediccién se basa en
la secuencia de proteinas.
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5.- Prediccion de daiio basado en la homologia de la
secuenciausando PROVEAN

PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer)
(http://provean.jcvi.org) es una herramienta de prediccion
basada en las secuencias que estima el efecto de una
variacion en la secuencia proteica con respecto a la
funcién de la proteina. Las coordenadas en el cromosoma
para cada uno de los SNP fueron obtenidas a partir de
dbSNP para el analisis PROVEAN. El formato de entrada
fue un sistema de coordenadas basado en los residuos
separados por coma (numero del cromosoma,
coordenadas del SNP, orientacion, sustituciéon de
nucleétido). Se predice que un nsSNP presente en la
region codificante de un gen es “perjudicial” si el puntaje
de prediccion esta por debajo del valor-2.5, y “neutral” si el
puntaje es superior a dicho valor.

6.- Prediccion de dano utilizando MutPred 2

Este servidor es una herramienta
(http://mutpred.mutdb.org/) que detecta el efecto de las
mutaciones sin sentido en la estructura de la proteina al
proporcionarle la secuencia de la proteina en un formato
FASTA, posicion de mutacion, tipos silvestres y mutantes.
El resultado contiene el puntaje Mutpred2, que es la
probabilidad de que la sustitucion del aminoacido sea
patégena (> 0.50 se considera patdgena), también nos
muestra los valores de PROSITE y ELM afectados, y una
tabla con los cambios estructurales que se produjeron en
la pérdida/ganancia de una hélice, una hebra o un bucle.
Ademas, proporciona informacion sobre otros cambios
estructurales, en su caso, y un valor P.

7.- Prediccion de daiio basado en la homologia de la
estructura usando PolyPhen-2

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping-2)
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) es una
herramienta web parala anotacion de SNPs no sinébnimos.
La herramienta emplea una regla empirica especifica la
cual abarca tanto las consideraciones fisicas como las
comparativas para predecir las posibles consecuencias
funcionales de la sustitucion de un aminoacido en la
estructura y funcién de una proteina humana. PolyPhen-2
utiliza la secuencia de la proteina en formato FASTA como
archivo de entrada y estima la influencia de un SNP en
particular o la variacion de un aminoacido en una posicion
dada en la secuencia. La herramienta calcula el puntaje
del conteo independiente de posicion especifica (PSIC)
para cada una de las variantes y calcula el puntaje de la
diferencia entre las variables.

RESULTADOS

Se evaluaron 176 mutaciones correspondientes nsSNP,
quienes cumplian con los criterios de inclusion para el
estudio.

En la figura 1 se aprecia la distribucién de los tipos de
polimorfismos ubicados en todo el gen MBL2; pudiendo
observar que la mayoria de los polimorfismos se
encuentra en la zona intronica, correspondiente a una
frecuencia cercana a la mitad del gen; seguido de esto se
encontrélazona 3'UTR.

Cada uno de los servidores utiliza diferentes criterios, los
cuales se ven reflejados en la variabilidad y estrategia
computacional que utilizan; por ello se pueden obtener
diferentes resultados en cada uno de ellos.
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Fig. 1 Distribucion de los polimorfismos en los
diferentes segmentos del MBL2
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En la tabla 1 se presentan los valores diagnésticos
obtenidos segun cada servidor.

Tabla 1. Frecuencia de los valores diagnéstico de
cada uno de los servidores

Servidor Frecuencia Porcentaje
PANTHER

Posiblemente dafinas 45 23.6%
Probablemente dafiinas 59 30.9%
Probablemente benignas 87 455%
I-Mutant (SMV3)

Gran disminucion de la 83 43.5%
estabilidad

Gran incremento de la 2 1.0%
estabilidad

Estabilidad neutral 106 55.5%
PROVEAN

Deletéreo 112 58.6%
Neutral 79 41.4%
MutPred2

Patogénico 56 29.3%
Normal 135 70.7%
PolyPhen2

Probablemente dafino 85 44 5%
Posiblemente dafiino 26 13.6%
Benigno 80 41.9%

En la figura 2 se muestran las redes de las isoformas de
empalme o las modificaciones posteriores a la traduccién
estan colapsadas, es decir, cada nodo representa todas
las proteinas producidas por un Unico locus de genes
codificantes de proteinas. Los nodos coloridos son los que
forma la primera capa de interacciones, los blancos son
los que componen la segunda capa de interacciones.

Las mutaciones que fueron reconocidas como dafinas o
que se encontraban alteradas su funcién fueron: F246L,
D221A, W208G, F195L, G185S, F183C, A173D, E170G,
T164P, V151G, G131D, R52C, G45S,L12Ry L10P.

Se hizo la busqueda del sitio activo de la proteina, asi
mismo se busco la coincidencia de aminoacidos que se
encuentren en este sitio.

Se encontr6 que dos mutaciones: A173D y G131D han
sido ubicadas en este lugar. Por lo que estas mutaciones
son recomendadas para su empleo en estudios
poblacionales para corroborar la informacion obtenida en
el trabajo.
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Fig. 2 Nodos de interaccion de la proteina MBL2

La figura 3 corresponde a la proteina nativa en sus dos
vistas: superior lateral e inferior.

Fig. 3 Estructura tridimensional de la proteina MBL.
A) Vista superior, B) Vista lateral, C) Vista inferior.
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En la figura 4 se muestran imagenes de las estructuras
proteinas con sus respectivos pockets, se han identificado
tres bolsillos con puntajes iguales, cada uno
correspondiente a las interacciones de las proteinas para
conformar el complejo. Vistas superior, lateral e inferior.

Fig. 4 Ubicacion de los bolsillos en la estructura

tridimensional de la proteina MBL.
A) Vista superior, B) Vista lateral, C) Vista inferior.
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DISCUSION

Exitosamente se encontraron 15 polimorfismos que
mostraban una funcion alterada en cuanto al andlisis en
los distintos servidores (F246L, D221A, W208G, F195L,
G185S, F183C, A173D, E170G, T164P, V151G, G131D,
R52C, G45S, L12R y L10P), pero descartando las
mutaciones en comparacion del sitio activo obtenemos 2
mutaciones A173D y G131D, que demuestran una
correlacion de aminoacidos con la secuencia original.

Los polimorfismos en este gen han sido vinculados a la
aparicion y variabilidad de diversas enfermedades. El

trabajo de Rantala(9) ha demostrado una asociacién entre
los niveles de la proteina MBL y las infecciones del tracto

respiratorio en jovenes (10); dando pie a la interpretacion
de posibles polimorfismos en el gen MBL2 que estén

determinando esto(9).

También se han vinculado polimorfismos del gen MBL2
como un factor de riesgo para la transmision vertical del
VIH-1(11).

En lo que respecta a tuberculosis, estudios demuestran
que el coddn 57, podrian considerarse como factor de

riesgo para el desarrollo de tuberculosis(12).

Desde hace algun tiempo se ha venido manteniendo la
idea de la relacion entre esta proteina MBL y los
polimorfismos de su gen MBL2 en la susceptibilidad para
la tuberculosis. Un meta-analisis en el 2010 ha sugerido
que existe una pobre caracterizacion de los genotipos de
MBL2 reportados, y que no estan directamente asociados
con la susceptibilidad a la infeccion pulmonar de
tuberculosis; sin embargo, en estos pacientes hay una

presencia elevada de MBL(13). Un estudio realizado en la

India encontré que el alelo “B” del MBL esta asociado a la
proteccién contra la infeccién de MT, sin embargo, no hubo

influencia sobre la tasa de conversion en el esputo(14).

Lo que obtiene a partir del trabajo, es la especificidad en
futuras mutaciones que pueden ser favorables o
desfavorables a la infeccién por mycobacterium, el
presente articulo fomenta a futuras investigaciones en
medir ambas mutaciones y determinar su acciéon agonista
y antagonista, en una poblacion real.

CONCLUSION

Se han encontrado 2 mutaciones clave A173D y G131D,
las cuales se recomienda utilizar un estudio experimental
in vivo para corroborar su dafio potencial.
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