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RESUMEN

Fundamento: la bioinformatica es aplicable al disefio de medicamentos, a la simulacion de efectos
biolégicos y en la comparacién inter-especies de las moléculas implicadas en diversos fendmenos y
enfermedades, como las alergias.

Objetivo: comparar dos moléculas claves en los trastornos alérgicos, por medio de herramientas
bioinformaticas, entre el hombre y otras especies animales.

Métodos: se seleccionaron las moléculas interleucina 4 (IL-4) y el receptor de alta afinidad para la porcion
Fc de la inmunoglobulina E, en las especies: hombre, ratén, rata y conejo. Los datos de los genes se
obtuvieron de la base de datos Gene. La comparacién a nivel gendmico se hizo por medio de Ensembl, la
alineacién multiple de las secuencias se realizd con la herramienta MUSCLE y las matrices de identidad se
generaron a partir de Clustal2.1. Para la representacidon grafica de las alineaciones de secuencia y la
existencia de polimorfismos se usé6 UCSC Genome Browser.

Resultados: se encontré una mayor similitud de las secuencias codificadoras entre el hombre y el conejo
para la IL-4. Las alineaciones multiples para ambas moléculas obtuvieron los mas altos porcientos de
similitud para las secuencias del conejo y las humanas. Los polimorfismos mononucleotidicos predominan en
areas no codificadoras de la IL-4.

Conclusiones: los resultados presentados apoyan la utilidad del conejo como modelo de enfermedades
humanas relacionadas con las alergias, a partir de las similitudes para ambas especies de organismos entre
dos de las moléculas centrales en los fendmenos de hipersensibilidad.

Palabras clave: BIOINFORMATICA; HIPERSENSIBILIDAD; ALERGIA; INTERLEUCINA 4; ANIMALES DE
LABORATORIO.

Descriptores: BIOLOGIA COMPUTACIONAL; HIPERSENSIBILIDAD; INTERLEUCINA-4; ANIMALES DE
LABORATORIO.

ABSTRACT

Background: bioinformatics is applicable to the design of drugs, the simulation of biological effects and in
the inter-species comparison of molecules involved in different phenomena and diseases, such as allergies.
Objective: to compare two key molecules in allergic conditions, by means of bioinformatic tools, between
man and other animal species.

Methods: interleukin 4 (IL-4) and high affinity Fc receptor of immunoglobulin E were selected as target
molecules in species: man, mouse, rat and rabbit. Data from genes were retrieved from Gene database.
Genomic level comparison was carried out by Ensembl, while multiple sequence alignments were done with
MUSCLE tool and identity matrices were generated by Clustal2.1. UCSC Genome Browser was used for the
graphical representation of sequence alignments and the occurrence of single nucleotide polymorphisms.
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Results: a greater similarity was found between coding sequences from man and rabbit for IL-4. Multiple
sequence alignments for both molecules showed the highest scores of similarities in sequences from rabbit
and man. Mononucleotide polymorphisms predominated in non-coding regions of IL-4.

Conclusions: the results reported here support the usefulness of rabbit as a model for human diseases
related to allergies, based on the similarities for both species in terms of the two molecules that are

considered key in hypersensitivity phenomena.

Key words: BIOINFORMATICS; HYPERSENSITIVITY; ALLERGY; INTERLEUKIN 4; LABORATORY ANIMALS.
Descriptors: COMPUTATIONAL BIOLOGY; HYPERSENSITIVITY; INTERLEUKIN-4; ANIMALS, LABORATORY.

INTRODUCCION

La utilizacidon de modelos animales ha sido esencial
para el avance de las ciencias médicas, pues
permiten comprender las bases bioldgicas de los
procesos de la vida, determinar y diseccionar una
funcion anormal, identificar dianas de accidn
farmacoldgica y estimar el efecto de un tratamiento
especifico. (1, 2) En el caso de las terapias, los
animales de laboratorio constituyen una plataforma
para refinar el empleo de los farmacos desde las
etapas iniciales de los estudios preclinicos. (3)

Las alergias son un importante y creciente problema
de salud, que ha escalado en su magnitud hasta
ubicarse incluso entre las primeras causas de
muerte. (4) Tanto los eventos que tienen lugar a
nivel celular y molecular, como las posibilidades de
su correccion farmacoldgica, han sido abordados por
medio de modelos animales, entre ellos el ratdn, la
rata, el cobayo, el conejo, el cerdo, el perro y el
carnero. (3, 5) La seleccién del biomodelo para el
problema a estudiar depende de multiples factores e
influye luego en la posibilidad de extrapolacién al
humano de los resultados obtenidos.

Las tecnologias 6micas pueden ser de utilidad para
escoger el animal a usar, en la modelacion del
evento en cuestion y en la mejor interpretaciéon y
comprension de los datos resultantes. La
bioinformatica no solo es aplicable al disefio de
medicamentos y la simulacion de efectos bioldgicos,
(2) sino también en la comparacién inter-espedes de
las moléculas implicadas en los fendmenos
estudiados. También, y no menos importante,
contribuye significativamente al principio de las 3R
de la experimentacién animal: reemplazar, reduciry
refinar el empleo de otras especies bioldgicas. (6)

En el presente trabajo se comparan dos moléculas
claves en los fendmenos alérgicos, por medio de
herramientas bioinformaticas, entre el hombre y
otras especies animales.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron como referencia las moléculas
humanas interleucina 4 (IL-4, HGNC:6014) y el
receptor de alta afinidad para la porcion Fc de la
inmunoglobulina E (FceR1a, HGNC:3609), asi como
las especies: hombre (Homo sapiens), ratéon (Mus

musculus), rata (Rattus norvegicus) y conejo
(Oryctolagus cuniculus). Los datos de cada gen para
el humano se obtuvieron de la base de datos Gene
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/).

La comparacidon a nivel gendmico de los genesde las
moléculas seleccionadas entre el humano y los
modelos animales se hizo por medio de Ensembl
(http://www.ensembl.org), en su edicidén 38; (7) se
editaron los gréaficos individuales generados para la
mejor apreciacion de las similitudes y diferencias
entre especies. La alineacién multiple de las
secuencias se realizd con la herramienta MUSCLE
(http://www .ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/), version
3.8.31; las matrices de identidad se generaron por
esa propia herramienta a partir de Clustal2.1.

Para la representacion grafica de las alineaciones de
secuencia y la existencia de polimorfismos se usé
UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu),
edicién 38, de diciembre de 2013 (GRCh38). (8)

ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La importancia del uso de los biomodelos de
laboratorio ha sido extensamente justificada, al igual
que la necesidad de un trato ético y la reduccién en
el nimero de animales. (1, 6) Las manipulaciones
genéticas dan lugara modelos mas refinados, como
también las modelaciones computacionales pueden
acelerar el camino en el conocimiento de los
mecanismos por los que se producen las
enfermedades y cémo controlarlas. (9) En el
presente trabajo se ejemplifica la utilidad de algunas
herramientas computacionales en la comprension de
los procesos basicos en las alergias, particularmente
para justificar la seleccion de uno u otro modelo
animal en los estudios preclinicos.

En el caso del humano el gen de la IL-4 se localiza
en el brazo largo del cromosoma 5, particularmente
en 5g31.1. La disposicidon y estructura en el genoma,
del gen para las cuatro especies seleccionadas,
pueden ser apreciadas en el bloque de la izquierda
de la imagen 1, donde se observa una mayor
similitud en términos de composicidn y ubicacion de
las secuencias codificadoras entre el hombre y el
conejo, a pesar de encontrarse en este Ultimo caso
un numero superior de inserciones/deleciones.
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IMAGEN 1. Disposicion genomica de los genes
imagen ha sido editada a partir de los resultados

de la IL-4 (izquierda) y FceRla (derecha). La
originales obtenidos en Ensembl
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La IL-4 tiene varias funciones que la vinculan con los sido relacionado con la importancia de los

fendmenos alérgicos: polarizacidn de los linfocitos T
hacia el perfil Th2, migracién de estas células y los
eosinofilos hacia los sitios de inflamacion, desarrollo
de células dendriticas mieloides 'y, muy
especialmente, la induccién del cambio de clase en
los linfocitos B hacia la sintesis de IgE. (10)

Su papel en diversas enfermedades humanas, como
el asma, las parasitosis y la infeccion por
Mycobacterium tuberculosis, ha sido corroborado en
modelos animales y ha sido objeto de estudio desde
su descubrimiento en 1982. (11) Se ha evaluado su
influencia en la evolucion del carcinoma
hepatocelular relacionado con el virus de la hepatitis
B, (12) asi como en los tumores epiteliales y sus
potencialidades en la terapia de las metastasis,
debido a la sobreexpresién de su receptor en el
cancer de ese origen. (13) Ello hace que sea una
diana muy atractiva y objeto de intensa
investigacion en el desarrollo de farmacos para
diversas afecciones. (14)

En el caso del conejo, se han reportado niveles
anormales de IL-4 en un modelo de esta especie
para la purpura de Scholein-Henoch que afecta a los
humanos; (15) se ha insistido en el valor del conejo
como modelo de la esta enfermedad. (5) Las
semejanzas de la patologia pulmonar provocada por
la tuberculosis entre el conejo y el hombre, y el
papel de la IL-4 en el desarrollo de cavidades
pulmonares, han sido igualmente reportadas. (16)

El analisis exhaustivo de las secuencias de la IL-4 y
otras citocinas del perfil Th2 del conejo y su
comparacién con el humano y otras especies
animales ha identificado la conservacién entre ellas,
incluidas las regiones no codificadoras, lo que ha

mecanismos de regulacidon genética de los productos
de estos genes. (16) La IL-4 parece estar muy
conservada en la evolucidon de los vertebrados, pues
se han encontrado genes de su familia, al igual que
otros del perfil de citocinas Th2, desde los peces
0seos. (17)

El gen de la molécula humana FceRla ha sido
ubicado en el brazo largo del cromosoma 1,
especificamente en 1q23.2. El bloque de la derecha
de la imagen 1 muestra que la estructura y la
localizacién de las secuencias codificadoras en el
genoma son muy similares entre los modelos
animales aqui incluidos, si bien en el conejo es
menor el numero de inserciones/deleciones y no se
aprecian inversiones.

FceRla se une con alta afinidad de |Ia
inmunoglobulina E (IgE), evento primario que da
lugar a la transduccién de sefiales al interior de la
célula (18) y es critico para las respuestas de
hipersensibilidad de tipo I. (19) La interaccidn entre
la IgE y su receptor es una de las dianas mas
atractivas para el tratamiento de las alergias, para lo
que se han ensayado anticuerpos monoclonales,
(18) de los cuales el omalizumab se encuentra ya
disponible parala practica clinica en el asma severa
y otras condiciones. (19) Otros reportados son
ligelizumab, MEDI4212 y quilizumab. (10)

Los detalles de la secuencia y otras anotaciones de
FceRla en el conejo y sus ortélogos, incluido el
humano, estan disponibles en bases de datos como
Gene (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1003498
46), Ensembl (http://www.ensembl.org/Oryctolagus
_cuniculus/Gene/Summary?db=core;g=ENSOCUGO00
000022947;r=13:33924333-33932430;t=ENSOCUT
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00000021281) y KEGG (http://www.genome.jp/dbg
et-bin/www_bget?ocu:100349846). También ha sido
estudiada la genética de la IgE del conejo en
comparaciéon con el humano. (15)

La importancia de las regiones no codificadoras para
FceRla puede ejemplificarse en la influencia de los
factores de transcripcion PU.1 y GATA1l sobre el
promotor del receptor, lo que convierte esta
interaccion en una diana atractiva para los
trastornos alérgicos relacionados con FceR1a. (20)

Para dilucidar mejor las similitudes de secuencia
entre todas las especies estudiadas, se ejecutaron
alineaciones multiples para ambas moléculas. En la
tabla 1 se observa que el conejo obtuvo los mas
altos porcientos con relacién a las secuencias
humanas, tanto para IL-4 como para FceRla. Asi
pueden considerarse estos resultados como parte de
los argumentos que justifican la utilizacion del
conejo como modelo de diversas afecciones
humanas: queratitis, (21) osteoartritis, (22) alergias
alimentarias, (23) entre otras muchas.

TABLA 1. Matriz de identidad (%) entre secuencias, generada por Clustal2.1 en la herramienta

MUSCLE
IL-4 FceR1la
Conejo Hombre Ratoén Rata Conejo | Hombre Ratoén Rata
Conejo 100 64,89 55,14 54,15 100 71,14 60,34 59,35
Hombre 64,89 100 61,37 62,97 71,14 100 62,70 63,23
Ratdn 55,14 61,37 100 83,27 60,34 62,70 100 81,90
Rata 54,15 62,97 83,27 100 59,35 63,23 81,90 100

Una perspectiva mas grafica de la similitud entre
especies se obtuvo para la IL-4 con UCSC Genome
Browser (imagen 2); en esta herramienta no fue
posible disponer de un analisis similar para FceR1a.
Ademas de la ubicacién en el cromosoma 5, puede
verse que las similitudes con el conejo cubren
regiones mas amplias, tanto codificadoras como no
codificadoras. También es de destacar que los
polimorfismos mononucleotidicos (SNP, de single
nucleotide polymorphism) predominan en areas no
codificadoras.

Los polimorfismos en el gen de la IL-4 han sido
relacionados con la ocurrencia de dermatitis atopica.
(24) La produccion descontrolada de IL-4 es una de
las causas que se invocan para explicar la elevacion
de la IgE en los sindromes que cursan con su
sintesis incrementada. (25) Sin embargo, en una
muestra de pacientes asmaticos iranies los
polimorfismos en la IL-4 no mostraron efectos
consistentes para esta alergia. (26) La variante -
590C>T, porsu parte, se asocia con mayor riesgo de
carcinoma hepatocelular por el virus de la hepatitis
C, particularmente en poblaciones asiaticas. (27) Ese
mismo polimorfismo, sin embargo, no mostrd
relacibon con el cdncer gastrico en sujetos de
ascendencia asiatica o caucasica. (28)

Los SNP deben también tenerse en cuenta para los
farmacos en uso o en desarrollo que tienen como
diana a esta molécula, entre los que estan los
anticuerpos monoclonales pascolizumab y VAK694,
vacunas anti-IL-4 y oligonucledtidos antisentido.
(10, 29) Pascolizumab no reporté beneficios clinicos
en asmaticos no controlados, a pesar de sus buenos

resultados en los ensayos con primates no humanos.
(29) Dupilumab, en cambio, es otro monoclonal que
ha mostrado efectos positivos en el control del asma,
la mejoria de los sintomas respiratorios y de la
funcion pulmonar. (30)

Aunque no fueron evaluados los polimorfismos para
FceRla por no estar disponible en UCSC Genome
Browser, siempre que sea posible deben ser también
tenidos en cuenta, pues se han descrito varios con
influencia en sus funciones. Por ejemplo, rs2427837
y rs2251746 se consideran un factor de riesgo para
los niveles incrementados de IgE; (31) el mismo
efecto tiene rs3760687, aunque de magnitud
moderada. (32) Algunos estudios han extendido tal
influencia sobre la IgE para asociarlo con el asma
bronquial. (33) La explicacién para tales resultados
podria relacionarse con el aclaramiento plasmatico
por la internalizacion que se produce tras la
interaccion entre el anticuerpo y su receptor en la
superficie de las células sanguineas. (34)

En pacientes chinos el SNP rs2298804 de FceRla
parece ser un factor protector para el lupus
eritematoso sistémico, la proteinuria, la fiebre y la
hipocomplementemia, pero incrementa el riesgo
para la fotosensibilidad y las vasculitis. (35) También
en pobladores de ese pais asiatico la presencia de
rs2298805 se asocia con urticaria cronica
espontanea e, incluso, repercute en la eficacia
terapéutica de los anti-histaminicos que se emplean
para esa afeccién. (36) De manera similar,
rs10156191 afecta la respuesta a los farmacos
antiinflamatorios no esteroideos. (37)
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IMAGEN 2. Disposicion genomica y alineacion

multiple del gen de la IL-4, obtenida con UCSC

Genome Browser. La ultima linea contiene la distribucion de los polimorfismos (SNP)

UCSC G Genome Browser on Human Dec. 2013 (GRCh38 hg38) Assembly
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No se pretende reducir la complejidad de los eventos
bioldgicos, que implican numerosas estirpes
celulares y mediadores quimicos, a las similitudes
estructurales a nivel génico y gendmico de dos
moléculas, sino mostrar las posibilidades de las
tecnologias dmicas, como herramientas al servido de
la experimentacién y sus potencialidades para
aportara los reclamos de un modelo integracionista,
que reconozca al ser vivo en toda su complejidad.
(1) De hecho, tanto la IL-4 como FceR1la se integran
en su influencia sobre los niveles séricos totales de
la IgE, de acuerdo con estudios de asociacion de
genoma completo que han identificado ambas
regiones genodomicas, 1923 y 5q31, con las
concentraciones de este anticuerpo. (38, 39)

El conejo, con los resultados de mayor similitud para
las dos moléculas estudiadas, ha sido utilizado para
modelar diversas afecciones y condiciones que
afectan al humano y que tienen como base
fendmenos atdépicos. Para la rinitis alérgica se
incrementaron los niveles de IgE sérica tras la
inmunizacion con ovoalbimina intranasal e
intraperitoneal. (40) Para esa misma condicidon ha
sido un biomodelo, empleado en la evaluacién del
efecto antiinflamatorio de la fototerapia. (41) La
respuesta de IgE contra una proteina del frijol de
soya en varios animales, incluido el conejo, ha
permitido caracterizar los antigenos con potencial
alergénico y compararlos con la respuesta en el
humano. (42)

Para el caso de la IL-4, su secuencia nucleotidica en
el conejo ha sido caracterizada desde inicios del
presente siglo y las variaciones encontradas se
presumen que no afectan la funcion molecular. (43)
Igualmente ha sido reportada la conservacion de los
residuos de cisteina y la identificacidén de un mismo
sitio potencial de N-glicosilacién para esta citocina en
los lagomorfos. (44) Como modelo de la purpura de
Schénlein-Henoch, en el conejo se han encontrado
recientemente niveles anormales de IL-4, ademas de
simular los sintomas, la patologia y otras
alteraciones inmunitarias. (45) La elevacién de las
concentraciones séricas de IL-4 es una caracteristica
compartida porelconejo y la rata, como modelos de
esta variante de purpura. (5)

CONCLUSIONES

Los resultados presentados aqui apoyan la utilidad
del conejo como modelo de enfermedades humanas
relacionadas con las alergias, a partir de las
similitudes para ambas especies de organismos
entre dos de las moléculas centrales en los
fendmenos de hipersensibilidad. La integracidon de
las herramientas bioinformaticas, las tecnologias
genomicas, la biologia de sistemas y otras disciplinas
emergentes aportaran mucho a la comprensién mas
acabada de los procesos relacionados con la vida.
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