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Resumen

El primer objetivo de este trabajo fue el estudio bibliografico del gen LAIR-1, que codifica un receptor inhibidor
descrito en fagocitos. Para ello se reviso la bibliografia publicada en revistas de investigacién cientifica, asi
como las secuencias depositadas en las principales bases de datos biolégicos disponibles en la red hasta el
momento. Los resultados encontrados revelaron que la informacion depositada en las bases de datos por los
diferentes autores era redundante y presentaba una nomenclatura diferente. Tras estudios de alineamiento
con diferentes herramientas informéticas, pudimos establecer las equivalencias entre los datos publicados.
De las 4 isoformas descritas, generadas por maduracion alternativa del ARN, sélo LAIR-1a y LAIR-1b
coincidieron completamente en las bases de datos consultadas.

El siguiente objetivo fue el estudio de la expresion del gen LAIR-1 mediante gRT-PCR en macro6fagos
peritoneales obtenidos del liquido ascitico de pacientes con cirrosis hepatica, y su comparacion con los
obtenidos para macréfagos de sangre periférica de donantes sanos, como poblaciéon de referencia. Esta
patologia se asocia a un incremento de mediadores inflamatorios y podria estar relacionada con la
desregulacién de algunos de los mecanismos de control del sistema inmunitario. La gRT-PCR realizada con
los cebadores disefiados para estudiar las isoformas LAIR-1a y -1b, revelé que éstas se expresan en ambas
poblaciones de macréfagos. Ademas, los resultados mostraron que los niveles de expresion para los
transcritos que codifican ambas isoformas son menores en la poblacion de macrofagos de pacientes con
cirrosis, en comparacion con los macrofagos de donantes sanos. Se encontraron ademas diferencias
significativas entre ambas poblaciones de macréfagos en la capacidad de respuesta a estimulos activadores
como LPS y C. albicans. Estos resultados podrian contribuir a identificar nuevas dianas terapéuticas o
diagnésticas para prevenir el dafio hepético.

Abstract

Ouir first goal in this work was the bibliographic study of the gene LAIR-1, which encodes an inhibitory receptor
described on phagocytes. To do this, we reviewed the current bibliography from several scientific journals, as
well as the sequences that so far now we can find in the main biological databases on the internet. Our results
showed that the information available in the different databases was redundant and a different nomenclature
was used for unigue sequences. Using alignment studies with different bioinformatic tools, we established
equivalences between the published data. Taking into account the 4 isoforms described, generated by
alternative splicing of the RNA, only LAIR-1a and LAIR-1b matched in the databases reviewed.

Our next objective was to study the expression profile of the gene LAIR-1, using qRT-PCR, on
peritoneal macrophages obtained from ascitic fluid from patients with hepatic cirrhosis, and compared it with
the expression on peripheral blood macrophages from healthy donors, which we used as a referential
population. This pathology is related to an increase of inflammatory mediators that could be produced by a
dysregulation of some control mechanisms involved in immune response. qRT-PCR performance using
specific primers designed for LAIR-la and -1b, showed that these isoforms were expressed on both
macrophage populations. Results also showed significant differences between both macrophage populations
in responsiveness to LPS and C. albicans activators. These results may help to identify new prognostic or
therapeutic targets to prevent hepatic damage.
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Introduccioén

La cirrosis hepatica es una patologia asociada al incremento de mediadores inflamatorios, tales
como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina 6 (IL-6) y la IL-8 (Dasarathy 2008).
La inflamacién hepatica cronica y la fibrosis son las caracteristicas claves asociadas con la
acumulacion de macrofagos en el higado (Ramachandran & Iredale 2012). Estas células pueden
ser la causa de muchos de los eventos fisiopatolégicos asociados con la cirrosis (Heymann et al.
2009), por lo que son buenos candidatos para ser las dianas actuales en la terapia anti-inflamatoria
destinada a evitar la progresién del dafio hepatico.

Los macréfagos o fagocitos mononucleares son células del sistema inmunitario que residen
en el tejido y proceden de la maduracidon continua de los monocitos circulantes, los cuales
abandonan la circulacién y migran al interior de los tejidos. Estas células inmunitarias tienen la
capacidad de reconocer, fagocitar y eliminar los microorganismos invasores que atraviesan la
barrera epitelial, teniendo asi un papel crucial en la defensa del huésped. Los macréfagos producen
especies reactivas de oxigeno (ROS), citocinas inflamatorias y quimiocinas, provocando la muerte
del microorganismo invasor y el reclutamiento y activacion de células inmunitarias. Sin embargo,
estos mediadores inflamatorios son potencialmente dafinos para el huésped y su produccion debe
estar controlada por diversos mecanismos reguladores. Las enfermedades que se caracterizan por
una inflamacién persistente, como la ateroesclerosis o la cirrosis hepatica (Tapia-Abellan et al.
2012), son un claro ejemplo de la importancia que tiene la regulacién de la sintesis de mediadores
inflamatorios.

Uno de los mecanismos de regulacion de la respuesta inmunitaria es la supresion de la
misma por receptores inhibidores, los cuales han sido establecidos como potentes reguladores
negativos de la respuesta inmunitaria. Los receptores inhibidores se caracterizan por poseer en sus
dominios intracitoplasmaticos la secuencia consenso V/L/I/SxYxxV/L, denominada motivo ITIM
(Motivo Inhibitorio de Inmunoreceptores basado en Tirosina) (Vivier & Daeron 1997). En general,
los receptores inhibidores requieren la interaccion con un ligando antes de llevar a cabo su funcion
inhibidora. A través de la unién al ligando, los motivos ITIM del dominio intracitoplasmatico son
fosforilados por tirosina quinasas de la familia Src, las cuales también fosforilan y activan proteinas
fosfatasas con domino SH2 (SHP-1, SHP-2 o SHIP). Estas fosfatasas son reclutadas por los
motivos ITIM, uniéndose a las tirosinas fosforiladas de dichos motivos. El reclutamiento de las
proteinas SHP-1, SHP-2 o SHIP provoca la inhibicién de la activacion celular a través de la
desfosforilacion de las cascadas de senalizacion positiva (Long 2008). No obstante, el
reclutamiento de las fosfatasas por los receptores inhibidores no es siempre un prerrequisito para
mediar la inhibicién celular (Verbrugge et al. 2006).

Incluido dentro del grupo de receptores inhibidores, se encuentra LAIR-1 (Leukocyte-
associated immunoglobulin-like receptor 1 o CD305). El gen que codifica la proteina LAIR-1, esta
incluido dentro de la superfamilia de las inmunoglobulinas y de la familia de receptores inhibidores
asociados a leucocitos. La expresién del gen ha sido estudiada y establecida en casi todas las
células humanas del sistema inmunitario, incluyendo linfocitos T y B, células NK, monocitos,
eosinofilos y células dendriticas. Dentro del grupo de las células fagociticas humanas, ha sido
determinada la expresion de la proteina LAIR-1 en monocitos y neutréfilos de médula dsea, no
habiéndose determinado la expresion en macréfagos humanos (Meyaard 2008, Steevels &
Meyaard 2011).

Tradicionalmente, la investigacién se ha centrado en el estudio de los receptores inhibidores

en células NK, linfocitos B y linfocitos T, mientras que los estudios de investigacion acerca de la
expresion de estos receptores en células fagociticas tales como neutréfilos, monocitos y
macréfagos son escasos.
Por todo ello, este trabajo se centra en el estudio de la expresion del receptor inhibidor LAIR-1 en
macrofagos, y en el analisis de la posible implicacién de este receptor en el desarrollo de cirrosis
hepatica, patologia asociada a un incremento de mediadores inflamatorios (Ruiz-Alcaraz et al.
2011) que podria estar relacionada con la desregulacion de alguno de sus mecanismos de control.
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Material y métodos

Bases de datos y herramientas bioinformaticas

Para la realizacion de este trabajo se han empleado las siguientes bases de datos y herramientas
bioinforméticas: PubMed (NCBI), GenBank (NCBI), Ensemble (EMBL-EBI), GenPept (NCBI),
UniProtkB (EBI), BLASTnucleotide y BLASTprotein (NCBI), Primer-BLAST (NCBI), Oligocalc y
PerlPrimer.

Pacientes

Los pacientes admitidos en el estudio proceden de la Unidad de Trasplante Hepético del Hospital
Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia (Espafia). La cirrosis fue diagnosticada por hallazgos
histologicos, clinicos, de laboratorio y/o ultrasonogréficos. Estos pacientes presentan cirrosis
hepética descompensada. El protocolo de estudio fue aprobado por los comités éticos pertinentes y
todos los pacientes dieron informe consentido para ser incluidos en el estudio.

Obtencién de macrofagos derivados de monocitos (M-DM) peritoneales de liquido ascitico
El liquido ascitico (LA) se obtuvo en condiciones asépticas mediante paracentesis evacuadora
siempre y cuando estuviera clinicamente indicado y en ningun caso para obtener muestras de
estudio (Runyon 1986). El contenido celular del mismo se obtuvo mediante centrifugacion del LA a
1500 rpm durante 10 min en botes de capacidad de 600 ml cada uno.

Las células obtenidas del LA fueron lavadas en tampén fosfato salino (PBS) y

resuspendidas en DMEM +glutaMAX (GIBCO Invitrogen, Paisley, UK), suplementado con un 10%
de suero de ternera fetal (STF) previamente descomplementado por calentamiento a 56° C durante
30 minutos y con 50 U/ml de penicilina y 50 g/ml de estreptomicina. Este medio serd denominado
posteriormente como MCC.
Se realiz6 contaje celular y previamente al cultivo de la muestra, se determind la proporcion de los
macréfagos en ascitis mediante criterios de tamafio, morfologia y expresion de marcadores de
superficie especificos por citometria de flujo. Una vez conocido el porcentaje de macrofagos
peritoneales presentes en la muestra, éstos fueron sembrados a una concentracion de 1-2 x 10° M-
DM/pocillo en placas de 6 pocillos. Tras incubacion durante la noche a 37°C, las células fueron
lavadas con MCC para eliminar aquellas células no adherentes, quedandonos asi s6lo con la
fraccion de macréfagos que han quedado adheridos al fondo del pocillo. La pureza de M-DM en los
cultivos celulares fue mayor al 95%.

Obtencién de macrofagos derivados de monocitos (M-DM) de sangre periférica
Los macréfagos procedentes de sangre periférica de donantes sanos se usaron como patrén de
referencia con el que comparar los resultados obtenidos en macrofagos de liquido ascitico. Las
muestras de sangre de voluntarios sanos se obtuvieron del Centro de Hemodonacién de la Region
de Murcia. Estas muestras fueron donadas previo descarte por el Centro al no alcanzar el peso
oOptimo necesario para su uso, y su extraccién no se realizd en ningun caso para obtener muestras
de estudio.

La sangre obtenida fue diluida con PBS estéril, en proporcion 1:1 y se depositaron 35 ml de
la mezcla sobre 15 ml de Ficoll (Axis-Shield PoC As Oslo, Norway) en tubos Falcon para llevar a
cabo la separacion de la porcién linfo-monocitica. Esta se realizd mediante centrifugacion a
temperatura ambiente a 2000 rpm durante 20 minutos sin freno, y posteriormente se lavaron y
contaron las células obtenidas. Se empleé una alicuota de esta suspension celular para determinar
la pureza de los macréfagos de la muestra por citometria de flujo mediante criterios de tamafio,
morfologia y expresion de marcadores de superficie celular de monocitos, al igual que en el
apartado anterior. Una vez conocido el porcentaje de macréfagos presentes en la muestra, las
células fueron sembradas a una concentracion 1-2 x 10° M-DM/pocillo en placa de 6 pocillos para
obtencién de ARN. Tras incubacion durante 24h, las células fueron lavadas con MCC como en el
apartado anterior.
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Estimulacion de M-DM

Para la obtencion de ARN se sembraron 1-2 x 10° M-DM en placa de 6 pocillos que fueron
estimulados en presencia o ausencia de LPS a concentracién 0.1 ug/ml o Candida albicans a ratio
1:5 macroéfago:levadura durante un periodo de tiempo de 24 horas con el objetivo de estudiar la
regulacion de la expresion del gen LAIR-1 en respuesta a estos estimulos.

Medida de la expresion génica de LAIR-1a y LAIR-1b

El ARN total de macrofagos fue extraido usando el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
segun las instrucciones del fabricante. EI ADN complementario (ADNCc) fue sintetizado a partir de
10 uL de ARN total usando el kit “Superscript || Reverse Transcriptase” (Invitrogen Co, Camarillo,
CA, USA). La gqPCR se llevo a cabo en un termociclador 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) usando SYBR green PCR master mix (Applied Biosystems) y
parejas de cebadores especificos (Tabla 1).

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 10 min 95° C, 40 ciclos de 15 seg a
95° C y 60° C durante 1 min. La reaccion se realizé en un volumen final de 20 pl. La especificidad
de los cebadores se comprob6 por analisis de las curvas de disociacion. Los datos se recogieron y
analizaron usando el software 7500 System SDS 1.4 (Applied Biosystems). Cada muestra se
analizé por triplicado para después calcular la media de los Ct obtenidos y hacer el calculo de la
expresion génica normalizada con el control endégeno GAPDH vy relativizada a la muestra
calibradora mediante la férmula 2" (Livak & Schmittgen 2001). Los productos de qPCR se
separaron mediante electroforesis en gel de agarosa y se visualizaron tras tincién con bromuro de
etidio en un transiluminador de luz ultravioleta.

Tabla 1. Descripcion de los cebadores utilizados para la amplificacion de LAIR-1a y LAIR-1b por gRT-

PCR.
Nombre Secuencia (5'3') Tam_ar}o del = Numero de
amplicén (pb) acceso

LAIR-Fa (forward) TGCTGGTGAAAGAAACCTCT 104 NM 002287
LAIR-R (reverse) AATATACAGATGCTCAGCTTT -
LAIR-Fb (forward) TGCTGGTGAAAGGACCCAC 54 NM 021706
LAIR-R (reverse) AATATACAGATGCTCAGCTTT -
GAPDH-F (forward) CATGTTCCAATATGATTCCACC 100 NM_002046
GAPDH-R (reverse) CCTGGAAGATGGTGATGG

Anélisis estadistico

Para la representacién grafica de los resultados y el tratamiento estadistico de los datos, se empleé
el programa GraphPad Prism version 5.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego
California USA, www.graphpad.com.

Los resultados se representaron mediante diagramas cajas donde la parte superior e inferior

de la caja se corresponde con el percentil 25 y 75 respectivamente y la banda dentro de la caja se
corresponde con el percentil 50, es decir, la mediana. Las lineas verticales que sobresalen de la
caja, denominadas bigotes, se extienden respectivamente hasta el valor minimo y maximo del
conjunto de datos, siempre que estos valores no difieran en mas de una vez y media del rango
intercuartilico. Los datos atipicos se mostraron como circulos fuera de las cajas.
Para determinar la existencia de diferencias significativas se aplicaron los test estadisticos: U de
Mann-Whitnney, cuando se compararon los niveles de expresion basal de la molécula en ambas
poblaciones de macrofagos, y el test de la t de student cuando se compararon los niveles de
expresion de la molécula en respuesta a la activacion respecto a su basal. Los valores de
probabilidad (P) por debajo de 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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Resultados

Informacion general del gen LAIR-1 y de los transcritos alternativos

LAIR-1 es un receptor inhibidor de la funcién inmunitaria codificado en humanos por el gen que
recibe el mismo nombre. LAIR-1 se localiza en el Complejo de Receptores Leucocitarios (LRC) en
el cromosoma humano 19g13.4. El LRC comprende un nimero de diversos genes y grupos de
genes que codifican receptores inhibidores pertenecientes a la superfamilia de las
inmunoglobulinas (IgSF), incluyendo LILRs (leukocyte Ig-like receptors), KIRs (killer Ig-like
receptors), FcaR (Fc-alpha-receptors) y LAIRs (leukocyte-associated lg-like receptors). Es de
destacar que LAIR-1 es estructuralmente similar a estos receptores (Meyaard et al. 1997), lo que
sugiere que estas moléculas evolucionaron de un gen ancestral comun (Barten et al. 2001; Martin
et al. 2002).

El gen LAIR-1 contiene 10 exones. La secuencia completa ha sido depositada en la base de
datos GenBank bajo el codigo NC_000019, que se corresponde con la secuencia gendémica
depositada en la base de datos Ensembl bajo el cédigo ENSG00000167613. LAIR-1 muestra una
homologia considerable a LAIR-2 (CD306). El gen LAIR-2 codifica a una proteina 84% homdloga a
LAIR-1 que carece de dominio transmembrana e intracelular, lo que sugiere que es una proteina
secretada (Meyaard et al.1997; Meyaard et al. 1999). Los genes LAIR-1 y LAIR-2 se sitlan
préximos en el LCR y son transcritos en direcciones opuestas, lo que sugiere que un locus surgio a
partir de otro por duplicacion inversa gendémica (Wende et al. 2000).

Se ha descrito la existencia de cuatro variantes generadas por maduracion alternativa del

ARN de LAIR-1, que dan lugar a diferentes isoformas del receptor (Xu et al. 2000). LAIR-1b, en
comparacion con LAIR-1a, pierde el exdn interno 4. LAIR-1c es idéntico a LAIR-1b, excepto por la
pérdida de un triplete de nucleétidos del exdn 1. LAIR-1d pierde gran parte del exon 10.
En la Tabla 2 aparecen los codigos de las secuencias de los transcritos alternativos de LAIR-1
depositados en las bases de datos de GenBank y Ensembl. Es de destacar que, el motivo de
eleccion del estudio de los transcritos alternativos LAIR-1a y LAIR-1b se debe a la existencia de un
consenso entre las secuencias depositadas en ambas bases de datos para ambos transcritos. Esto
se refleja en la existencia de identificadores CCDS (Consensus Coding Sequences).

Tabla 2. Cdodigos de secuencia de los transcritos alternativos de LAIR-1 depositados en las
bases de datos de GenBank y Ensembl.

GenBank (NCBI) Ensembl (EMBL-EBI) CCDS
ARNm LAIR-1a NM_002287 ENST00000391742 CCDS12891
ARNm LAIR-1b NM_021706 ENST00000348231 CCDS12892
ARNm LAIR-1¢ AF251509 ENST00000391743 -
ARNm LAIR-1d AF251510 - -

Informacién general de la proteina LAIR-1. Estructura, sefializacion celular y funcion
LAIR-1 es una glicoproteina transmembrana tipo | de 287 aminoacidos que contiene un Unico
dominio Ig extracelular tipo C2 y dos motivos ITIM en su dominio citoplasmatico.

Como ya se ha mencionado, se han descrito varias isoformas de LAIR-1 (Fig. 1). LAIR-1b
pierde, con respecto a LAIR-1a, 17 aminoacidos en la region comprendida entre el dominio
extracelular tipo Ig y el dominio transmembrana (regién sefialada en rojo en la Fig. 1). Esto puede
afectar a su glicosilacion, asi como a la afinidad de la isoforma por su ligando. La expresion de la
isoforma LAIR-1c ha sido descrita en células T (Jurkat) y difiere de LAIR-1b por la pérdida del
aminoacido en posicion 23. LAIR-1d pierde gran parte del dominio intracelular, incluidos los motivos
ITIM y su expresiéon no ha sido determinada.
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| LAIR-1d

|
” ’ﬂ Dominio Ig tipo C2
\.ﬂ
Figura 1. Isoformas de LAIR-1. Los 17 aminoacidos que pierde LAIR-1b se

representan en rojo. Como LAIR-1b y LAIR-1c difieren Gnicamente en un
aminoacido, éstos se han representado en conjunto.

Tabla 3. Cddigos de secuencia de las isoformas proteicas de LAIR-1 depositados en las
bases de datos de GenPept, Ensembl y UniProtKB.

GenPept (NCBI) Ensembl (EMBL-EBI) UniProtKB
LAIR-1a NP_002278 ENSP00000375622 Q6GTX8
LAIR-1b NP_068352 ENSP00000301193 Q6GTX8-2
LAIR-1c AAF71274 ENSP00000418998 Q6GTX8-3
LAIR-1d AAF1275 - Q6GTX8-4

En la Tabla 3 aparecen los codigos de las secuencias de las isoformas proteicas de LAIR-1
que han sido depositadas en las bases de datos GenPept (NCBI), Ensembl y UniProtKB. Los
alineamientos de las secuencias proteicas, realizados mediante la herramienta del NCBI
BLASTprotein, revelaron una equivalencia entre las secuencias depositadas en las tres bases de
datos.

LAIR-1 se expresa en la mayoria de leucocitos de sangre periférica, incluyendo células NK,
linfocitos T y B, monocitos, eosindfilos y células dendriticas, asi como en la mayoria de timocitos y
células progenitoras hematopoyéticas CD34" (Meyaard et al. 1997, Ouyang et al. 2003, Poggi et al.
1995, Verbrugge et al. 2003). Ademas, el receptor se expresa de manera inducible en neutréfilos
de sangre periférica y de manera diferencial respecto al grado de maduracién en linfocitos B (Van
der Vuurst de Vries et al. 1999) y linfocitos T (Jansen et al. 2007; Maasho et al. 2005). La expresion
del receptor es nula en neutréfilos maduros en estado de reposo, plaguetas o células no
hematopoyéticas (Meyaard et al. 1997).

De acuerdo con la presencia de dos motivos ITIM, LAIR-1 funciona como un receptor
inhibidor. El entrecruzamiento del receptor resulta en la fosforilacion de los motivos ITIM por
quinasas de la famila Scr (SFK) y en el posterior reclutamiento de fostasas con dominio SH2 (SHP-
1y SHP-2) y Csk. El reclutamiento de Csk para inhibir la respuesta inmunitaria se realiza cuando la
actividad fosfatasa es limitada (Verbrugge et al. 2006).

El entrecruzamiento del receptor por anticuerpos monoclonales (mAbs) puede inhibir la
funcion de varias células inmunitarias in vitro. Asi, el entrecruzamiento de LAIR-1 inhibe la actividad
citolitica de células NK y linfocitos T, donde también interviene en la modulacion de la produccién
de citocinas (Meyaard et al. 1999). En el caso de los linfocitos B, LAIR-1 modula la produccion de
inmunoglobulinas e inhibe la movilizacion de calcio inducida por el entrecruzamiento del receptor de
células B (BCR) (Van der Vuurst de Vries et al. 1999). Ademas, LAIR-1 inhibe la diferenciacion de
monocitos a células dendriticas (Poggi et al. 1998). LAIR-1 es asi un receptor inhibidor
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ampliamente expresado que modula potencialmente muchos aspectos de la funcién celular
inmunitaria.

Con respecto al ligando de LAIR-1, recientemente se ha demostrado que algunos tipos de
colageno transmembrana y extracelular son ligandos para LAIR-1 (Lebbink et al. 2006). Esta unién
es de elevada afinidad y dependiente de la repeticiébn del tripéptido Gly-P-O (glicina-prolina-
hidroxiprolina) en la molécula de colageno. Clq, el primer componente del complemento, ha sido
recientemente establecido como ligando funcional de LAIR-1. La porcion fibrilar tipo colageno de
Clg se asocia con LAIR-1 en monocitos, inhibiendo la diferenciacion de monocitos a células
dendriticas (Son et al. 2012). La interaccion de LAIR-1 con su ligando es regulada negativamente
por LAIR-2 (CD306), que interacciona también con la molécula de colageno.

En un paciente con cirrosis hepatica, el contenido total de coldgeno se incrementa en 8
veces lo normal, siendo los tipos de colageno | y Il los més abundantes (Arthur 2000; Wells 2000).
Estos tipos de coldgeno son ligandos establecidos del receptor LAIR-1, por lo que dicho receptor
podria estar implicado en la patologia de cirrosis hepéatica.

Desarrollo y optimizacion de la gRT-PCR

Para el estudio de la expresion génica de las isoformas LAIR-1a y LAIR-1b mediante gRT-PCR se
disefiaron un total de 3 cebadores con un tamafio entre 19 y 22 nucleétidos y una temperatura de
disociacion de alrededor de 60°C. La seleccion se realiz6 en base a la secuencia de ADNc de
LAIR-1 (Numero de acceso de la base de datos GenBank BC027899), asi como en base a las
secuencias de ARNm de LAIR-1a (Numero de acceso de la base de datos GenBank NM_002287) y
LAIR-1b (Numero de acceso de la base de datos GenBank NM_021706). Se verifico la
especificidad de las secuencias elegidas mediante la herramienta Primer-BLAST del National
Center for Biotechnology Information (NCBI, National Library of Medicine, National Institutes of
Health, EE.UU.) A continuacion se llevé a cabo una evaluacion teérica de las distintas parejas,
consistente en la busqueda de de homologias entre las secuencias de los cebadores disefiados y
las diversas secuencias de LAIR-1, mediante el programa de libre acceso PerlPrimer. Asimismo, se
evaluo la capacidad de formacion de estructuras secundarias de solapamiento de cada uno de
estos cebadores mediante la herramienta OligoCalc (Kibbe 2007). Las secuencias de los
cebadores utilizados en el presente trabajo se indicaron en la Tabla 1. La localizacién de los
cebadores para LAIR-1a y LAIR-1b se pueden observar esquematizados en la Figura 2.

NM_002287 CEL}\_EL;H E3 7\4 54_>1 £5 hﬁ}@@uﬁ E10. >
— —
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NM_021706‘ija'L.Ez.:)‘L E3 >{ E5 '\A ‘-5—;*-57-:’@1—59—5‘ E10 N
| 4
— D R—
5’-LAIR-Fb 3’-LAIR-R

Figura 2. Mapa de localizacién de los cebadores en las secuencias de ARNm de LAIR-1a
(NM_002287) y LAIR-1b (NM_021706). LAIR-Fa hibrida en la unién entre el exén 3 y el exén
4, no presente en LAIR-1b. LAIR-Fb hibrida en la unién entre el exén 3 y el exdon 5. LAIR-R
hibrida en el exén 6, presente en ambas isoformas.

La eficiencia de amplificacion se evalu6 empleando diluciones del ADNc obtenido a partir de
1 ug de ARN total (1:2, 1:10, 1:100 y 1:1000), obteniendo eficiencias de amplificacion de 82.9 %
(LAIR-1a), 86.7% (LAIR-1b) y 92.8% (GAPDH).

Para analizar como varia el ACt con la dilucion de ADNc y comprobar asi la eficiencia de
amplificacion, se represent6 el log de los pg de ARN total empleados frente a ACt (Ct LAIR-1a/b —
Ct GAPDH) y se calculé el valor de la pendiente. El valor de la pendiente obtenido fue cercano a 0
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para LAIR-1a y LAIR-1b, por lo que la férmula 2**°* puede ser empleada para la cuantificacién de
los transcritos LAIR-1ay -1b.

La expresion génica a nivel basal de LAIR-1a y LAIR-1b es menor en M-DM de ascitis de
pacientes con cirrosis hepatica

Mediante gRT-PCR se analiz6 la expresion relativa de LAIR-la y LAIR-1b a nivel basal (sin
estimulacién) en M-DM de donantes sanos y en macréfagos peritoneales de pacientes con cirrosis
y ascitis. Los macrofagos se cultivaron durante 24 horas antes de la extraccion de ARN total y se
compararon los niveles de expresion basal de LAIR-1 en ambas poblaciones de macroéfagos.

Los resultados (Fig. 3) mostraron que los M-DM de ascitis de pacientes con cirrosis tienen
un menor nivel de expresion de LAIR-1a y -1b que en donantes sanos, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (0,3513 = 0,007099 y 1,303 + 0,2572, respectivamente; P=0.0024)
solo en el caso de LAIR-a.

Existen diferencias significativas entre ambas poblaciones de macréfagos en la capacidad
de respuesta a estimulos activadores como LPS y C. albicans

Mediante gRT-PCR se analiz6 la expresion relativa de LAIR-1a y LAIR-1b en respuesta a la
estimulacién con LPS y C. albicans a ratio 1:5 macréfago:levadura. Los resultados para LAIR-1a
(Fig. 4A) mostraron un incremento significativo de la expresién en repuesta a LPS en M-DM de
donantes sanos (2,097 + 0,2887 frente a 1,023 + 0,05863; P= 0,0040). La estimulacion con C.
albicans indujo un incremento no significativo de la expresion relativa de LAIR-1a (1,053 + 0,1148
frente a 1,023 = 0,05863; P= 0,824). Los resultados mostrados en la Figura 4B, revelaron un
incremento significativo de la expresion de LAIR-1b en repuesta a LPS (1,896 + 0,2813 frente a
1,022 + 0,06717; P= 0,0145). La estimulacion con C .albicans indujo un descenso de la expresién
relativa de LAIR-1b no significativo (0,8236 + 0,1030 frente a 1,022 + 0,06717; P= 0,1484).

Los resultados para LAIR-1a en macréfagos peritoneales de pacientes con cirrosis (Fig. 5A),
no mostraron cambios significativos en respuesta a LPS y C. albicans durante 24 horas. En el caso
de LAIR-1b (Fig.5B), los resultados mostraron un incremento significativo de la expresion al
estimular los M-DM con LPS durante 24 horas (1,407 + 0.07368 frente a 1,013 = 0,05332;
P=0.076).

Al comparar la capacidad de respuesta a LPS entre ambas poblaciones, los resultados
mostraron diferencias significativas para LAIR-1a, siendo este incremento menor en el caso de M-
DM de ascitis de pacientes con cirrosis hepéatica (1,079 + 0,1143 y 2,097 + 0,2887,
respectivamente; P= 0,0106), no observandose diferencias significativas para LAIR-1b. Al comparar
la capacidad de respuesta a C. albicans se encontraron diferencias significativas entre ambas
poblaciones de macréfagos, sélo para LAIR-1b, siendo mayor el incremento registrado en M-DM de
ascitis de pacientes con cirrosis hepética respecto a donantes sanos (1,202 + 0,1181 frente a
0,8236 * 0,1030, respectivamente; P= 0,0463).

Discusioén

Los macrofagos juegan un papel crucial en la patogénesis de las enfermedades crénicas del
higado (Dasarathy 2008; Heymann et al. 2009; Ramachandran & Iredale 2012). Por lo tanto, es de
importancia la investigacion de la regulacién de los mediadores inflamatorios producidos por estas
células inmunitarias en este escenario clinico.

La modulacion farmacoldgica de la respuesta inmunitaria pro-y anti-inflamatoria tiene un
gran interés como herramienta terapéutica para muchas enfermedades crénicas, tales como la
artritis reumatoide, la cirrosis y la enfermedad intestinal inflamatoria crénica, entre otras.

En este trabajo nos propusimos estudiar la posible implicacién de LAIR-1, un receptor
inhibidor, en la regulacién del proceso inflamatorio en pacientes con cirrosis hepatica.
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Figura 3. Expresion relativa de LAIR-1a (A) y LAIR-1b (B) en M-DM de sangre periférica de
donantes sanos (N=5) frente a macréfagos peritoneales de pacientes con cirrosis y ascitis (N=4).

Los resultados se expresan como niveles de expresion relativos (unidades arbitrarias). Prueba U
de Mann-Whitney: ** P<0.01.
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Figura 4. Expresion relativa de LAIR-1a (A) y LAIR-1b (B) en M-DM de sangre periférica de
donantes sanos no estimulados (Control 24h=calibrador) frente a M-DM de sangre periférica de
donantes sanos estimulados durante 24h (N=5). Los resultados se expresan como niveles de
expresion relativos (unidades arbitrarias). Test de la t de student pareado: *P<0.05 y **P<0.01.
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Figura 5. Expresion relativa de LAIR-1a (A) y LAIR-1b (B) en macréfagos de LA de pacientes con
cirrosis no estimulados (Control 24h= calibrador) frente a macréfagos de LA de pacientes con
cirrosis estimulados durante 24h (N=4). Los resultados se expresan como niveles de expresion
relativos (unidades arbitrarias). Test de la t de student pareado: ** P<0.01.
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Los resultados muestran una menor expresion basal de LAIR-1a y LAIR-1b en macréfagos
de pacientes con cirrosis y ascitis respecto a la expresion en M-DM de donantes sanos. Ademas,
se encontraron diferencias significativas en la capacidad de respuesta a estimulos activadores para
las dos isoformas en ambas poblaciones de macrofagos. La expresion de LAIR-1a, se modula en
respuesta a LPS siendo la capacidad de respuesta menor en M-DM de ascitis de pacientes con
cirrosis hepatica, no registrandose diferencias significativas en respuesta a C. albicans. Sin
embargo, en el caso de LAIR-1b, la capacidad de respuesta a LPS no fue estadisticamente
diferente entre ambas poblaciones, pero se registrd6 un mayor incremento en M-DM de ascitis de
pacientes con cirrosis hepética en respuesta a la estimulacién con C. albicans. Estos datos
demuestran que existe una regulacion diferencial del transcrito codificado por el gen LAIR-1, que
madura selectivamente hacia una u otra isoforma en funcion del estimulo recibido.

Estos resultados podrian contribuir a identificar nuevas dianas terapéuticas o diagndsticas
para prevenir el dafio hepéatico. No obstante, seria necesario ampliar el nUmero de muestras
clinicas en el estudio para comprobar que la significancia estadistica es mantenida.
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