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RESUMEN

El Lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune con
una marcada incidencia en mujeres, que se desarrolla de forma multisistémica y
potencialmente fatal. Se caracteriza por la hiperactividad de linfocitos Ty B en
donde se desarrolla una respuesta inmune contra autoantigenos, mediante la
produccién de autoanticuerpos contra componentes propios. La hiperactividad
esta mediada por la presentacion de antigenos propios por las células
presentadoras de antigenos (APC), como las células dendriticas y los
macroéfagos.

Las principales funciones de los macréfagos son la fagocitosis de
patégenos o células apoptéticas y la secrecidon de citoquinas y quimioquinas que
influyen directamente en la respuesta inmune de otras células, incluyendo la
regulacién de los linfocitos B. Anormalidades en la fagocitosis de células
apoptoéticas por parte de los macrofagos han sido relacionadas con varias
enfermedades autoinmunes e inflamatorias, incluyendo el LES.

Los macrofagos, junto a los linfocitos B y, especialmente, linfocitos del tipo
Bla, son las principales poblaciones inmunes presentes en la cavidad peritoneal.
Los macréfagos peritoneales son capaces de modular el comportamiento de los
linfocitos B presentes en el peritoneo, por lo cual tiene interés analizar como la
poblacion de macrofagos peritoneales estaria contribuyendo al desarrollo del
LES. La hipotesis de trabajo fue que existen alteraciones fenotipicas y

funcionales en los macréfagos peritoneales en el modelo murino de LES (BWF1)



que favorecen el desarrollo de la enfermedad.

Al estudiar la cavidad peritoneal, encontramos una mayor frecuencia de
macrofagos peritoneales y células Bla en ratones BWF1 enfermos que en
controles de la misma edad. Ademas, los macrofagos de animales enfermos
expresaron niveles mas bajos de marcadores funcionales como CD206, MHC-II
y SIRPa. También encontramos que los macrofagos de animales enfermos
fueron menos eficientes para suprimir la activacion y proliferacién de linfocitos B
activados por LPS en cocultivo en comparaciéon a macréfagos de animales
controles. Los experimentos funcionales demuestran que los macréfagos
peritoneales de ratones BWF1 enfermos secretan niveles mas altos de citoquinas
proinflamatorias cuando se activan con agonistas de TLR7 y TLR9. El analisis de
RNAseq identific6 286 genes expresados diferencialmente en macréfagos
peritoneales BWF1 enfermos en comparacién con ratones control.

En conclusion, en este trabajo demostramos que existen alteraciones en
la frecuencia, fenotipo y funcién de los macréfagos presentes en la cavidad
peritoneal durante el LES que sugieren que los macrofagos peritoneales tendrian

un rol relevante en el desarrollo de esta enfermedad.



ABSTRACT

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autoimmune disease with a
high frequency in women that develops in a multisystemic and potentially fatal
way. It is characterized by the hyperactivity of T and B lymphocytes that develop
an immune response against autoantigens by producing autoantibodies against
their self-components. Hyperactivity is mediated by the presentation of self-
antigens by antigen-presenting cells (APC) such as dendritic cells and
macrophages.

The primary functions of macrophages include the phagocytosis of
pathogens or apoptotic cells and the secretion of cytokines and chemokines that
directly influence the immune response, including regulating B cells.
Abnormalities in the phagocytosis of apoptotic cells by macrophages have been
linked to several autoimmune and inflammatory diseases, including SLE.

Macrophages, B cells, and Bla cells are the main immune populations
present in the peritoneal cavity. Peritoneal macrophages can modulate the
behavior of B lymphocytes present in the peritoneum, making these macrophages
a relevant population to study during the development of SLE. The hypothesis of
this work was that phenotypical and functional alterations of peritoneal
macrophages in lupus-prone mice (BWF1) contributed to the development of
SLE.

In studying the peritoneal cavity, we found a higher frequency of peritoneal

macrophages and Bla cells in diseased BWF1 mice than in age-matched



controls. Furthermore, macrophages from diseased animals expressed lower
levels of functional markers CD206, MHC-II, and SIRPa. We also found that
macrophages from diseased BWF1 mice were less efficient at suppressing LPS-
activated B cell activation and proliferation in co-culture compared to control
animals. Functional experiments demonstrate that peritoneal macrophages from
diseased BWF1 mice secrete higher levels of proinflammatory cytokines when
activated with TLR7 and TLR9 agonists. RNAseq analysis identified 286
differentially expressed genes in diseased BWF1 peritoneal macrophages
compared to control mice.

In conclusion, in this work, we show that there are alterations in the frequency,
phenotype, and function of macrophages present in the peritoneal cavity during
SLE, suggesting that peritoneal macrophages have a relevant role in the

development of this disease.



.  INTRODUCCION

Lupus eritematoso sistémico

El Lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune
multisistémica, potencialmente fatal y crénica. Se desarrolla con una prevalencia
del 90% de los casos en mujeres en edad fértil, disminuyendo su incidencia al
iniciar la menopausia. Se caracteriza por un curso ciclico con remisiones y
recaidas de duraciones variables. Sus manifestaciones clinicas van desde
afecciones leves como decaimiento, artritis, dermatitis, a otras muy graves o
fatales, como por ejemplo compromiso renal, nervioso y circulatorio (Kaul et al.,
2016; MINSAL, 2013). Actualmente, los tratamientos de Ultima generacion para
el LES consideran el uso de terapias biolégicas basados en anticuerpos que
eliminan linfocitos B o el uso de drogas antinflamatorias e inmunosupresoras que
regulan la respuesta inmune. Sin embargo, estos tratamientos son solo paliativos
y el LES continda siendo una enfermedad que aun no tiene cura (Celhar &
Fairhurst, 2017; Gatto et al., 2019).

A nivel celular, el LES se caracteriza por la hiperactividad de linfocitos T y
B autorreactivos que reconocen autoantigenos nucleares, conocidos como
ANAs. Estos anticuerpos pueden reconocer diferentes estructuras como
nucleosomas, histonas, proteinas no histonas asociadas a ADN, proteinas
asociadas al ARN, entre otros componentes. Este reconocimiento desencadena
la respuesta inmune contra estos antigenos propios mediante la produccion de

autoanticuerpos de alta afinidad y de citoquinas proinflamatorias (Sang et al.,



2014; Suarez-Fueyo et al., 2016). Los autoanticuerpos al unirse al autoantigeno
forman complejos inmunes que se depositan en diversos érganos Yy tejidos,
desencadenando el dafio tisular caracteristico de esta enfermedad. En el caso
del rifidn, se produce la nefritis lUpica caracterizada por la deposicion inicial de
complejos mediados por IgG y proteinas del sistema del complemento derivando
en la liberacion de proteinas en la orina y el consecuente desarrollo de proteinuria
(Davidson, 2016).

Aungue los efectos mediados por la inmunidad adaptativa anteriormente
descritos son una parte importante del desarrollo de la enfermedad, estudios en
pacientes y modelos murinos sugieren que células de la inmunidad innata,
incluidas células dendriticas y macrofagos, estan involucrados en la patogenia de

la enfermedad (Herrada et al., 2019; Ushio et al., 2017).
Macroéfagos y LES

Los macréfagos estan involucrados directamente en el inicio de la
respuesta inmune siendo el nexo entre la inmunidad innata y la inmunidad
adaptativa. La funcion principal de los macrofagos es fagocitar patégenos o
células apoptéticas y la presentacion de antigenos (Murray & Wynn, 2011). La
correcta eliminacion de células apoptéticas por los macréfagos evita la liberacion
de mediadores proinflamatorios (Hochreiter-Hufford & Ravichandran, 2013). La
acumulacion de remanentes de células apoptéticas podria ser la causa del inicio
de enfermedades autoinmunes. El mecanismo propuesto se relaciona con la

produccion de Interferén de tipo I, activando una respuesta inflamatoria de



linfocitos By T (Gaipl et al., 2007; Munoz et al., 2010). Aumentos de los niveles
plasmaticos de Interferon de tipo | en pacientes de LES se han relacionado con
el nivel de actividad de la enfermedad (SLEDAI) (Celhar & Fairhurst, 2017).

Existen evidencias de que los macréfagos tienen una capacidad fagocitica
disminuida en pacientes enfermos comparados con controles sanos por lo que
esta deficiencia podria ser una consecuencia de la enfermedad (Bijl et al., 2006;
Tas et al., 2006). Por otro lado, los macrofagos presentan en la superficie
receptores de citoquinas y quimioquinas, al mismo tiempo que ellos mismos son
capaces de producirlas, lo que los faculta para reconocer diferentes sefales del
microambiente e interactuar con otras células del sistema inmune (Murray &
Wynn, 2011).

Recientemente se ha descrito la presencia de macrofagos de origen
embrionario no hematopoyético con capacidades de autorrenovarse en el mismo
tejido (Davies et al., 2013; Ginhoux et al., 2010; Lavin et al., 2014; Schulz et al.,
2012). Este grupo de macrofagos, a los cuales pertenecen los peritoneales,
actuarian como centinelas inmunolégicos eliminando el debris celular resultante
de la respuesta inmune, restableciendo la homeostasis del microambiente de los
tejidos (Davies et al., 2013).

Estudios recientes relacionados con el papel de los macréfagos en el LES
han mostrado resultados contradictorios, donde la deplecidon farmacolégica de
esta poblacion promueve o retrasa la enfermedad (Chalmers et al., 2015; Li et
al., 2015). Ademas, varios grupos han observado alteraciones en el perfil de

produccion de citoquinas de ratones MRL/Mp y BWF1, dos modelos murinos de



LES (Alleva et al., 1997). Se ha informado que la IL-6 derivada de macréfagos
tiene un papel destacado en la promocion de autoanticuerpos anti-ADN en

ratones BWF1 propensos al lupus (Alarcon-Riquelme et al., 1993).
Cavidad peritoneal y linfocitos B

La cavidad peritoneal se encuentra delimitada por el mesotelio de la pared
abdominal (peritoneo parietal) y su equivalente en cada uno de los 6rganos del
abdomen (peritoneo visceral). Su principal funcidén es facilitar el movimiento de
los drganos intraabdominales y es importante para la regulacion de las
respuestas inflamatorias, intercambio de fluidos y la prevencién de fibrosis en el
abdomen. Alteraciones en estos mecanismos pueden iniciar ascitis, la
generacion de adhesiones fibroticas, peritonitis y carcinomas peritoneales (van
Baal et al., 2017). Las poblaciones mas abundantes presentes en esta cavidad
son los macrofagos y linfocitos B, siendo la poblacibn mas numerosa la de los
linfocitos B donde el tipo Bla es mayoritario (Bain & Jenkins, 2018; Cassado Ados
et al., 2015; Ghosn et al., 2010).

Los linfocitos Bla han sido identificados como productores de
autoanticuerpos naturales IgM y se les ha relacionado con el desarrollo de
enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide (Deng et al., 2016; Duan
& Morel, 2006; Ochsenbein et al., 1999). Esta clase de anticuerpos se encuentran
significativamente aumentados en el modelo murino de Lupus BWF1 (Hayakawa
y col., 1986; 1983). Se ha demostrado que los macréfagos peritoneales modulan

la proliferacion de linfocitos B peritoneales y la migracion a la cavidad peritoneal



via CXCL13 (Ansel et al., 2002; Ito et al., 2004; Okada & Cyster, 2006; Sato et
al., 2004).

En conclusiéon, los macrofagos no solo participan en la fagocitosis y
correcta eliminacion de células apoptoticas sino que ademas regulan la
proliferacion y migracion de los linfocitos B en la cavidad peritoneal, sugiriendo
una compleja relacion entre estas poblaciones celulares.

Pocos estudios han analizado directamente el papel de los macrofagos de
la cavidad peritoneal en el LES. Se ha demostrado captacién anormal de cuerpos
apoptoéticos por macréfagos peritoneales de ratones MRL/Mp y ademas la
expresion disminuida de CD206 y menor actividad fagocitica en el modelo
B6.MRL-Fas'®" (Deng et al., 2015; Potter et al., 2003).

Sin embargo, las propiedades funcionales de los macréfagos peritoneales
en estado estacionario y durante la progresion de esta enfermedad autoinmune
siguen estando mal definidas. Dada la interaccion entre macréfagos y linfocitos
B peritoneales, en este trabajo propusimos estudiar las propiedades funcionales
de los macrofagos peritoneales en el modelo murino de LES BWF1, analizando
en profundidad el perfil fenotipico de los macréfagos peritoneales y su interaccion
con los linfocitos B presentes en el peritoneo durante el desarrollo y progresion

del lupus eritematoso sistémico.



ll.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis
Alteraciones fenotipicas y funcionales de los macrofagos peritoneales en el
modelo murino de LES (BWF1) favorecen el desarrollo de la enfermedad

autoinmune.

2.2 Objetivo general
Caracterizar fenotipica y funcionalmente los macréfagos peritoneales en el
modelo murino del LES (BWF1) durante el desarrollo de la enfermedad

comparandolos con ratones controles sanos.

2.3 Objetivos especificos

1. Caracterizar e identificar los macréfagos y otras células inmunes presentes
en la cavidad peritoneal de ratones BWF1 enfermos y compararlas con
células obtenidas de animales controles sanos, mediante citometria de flujo.

2. Comparar la funcionalidad de los macréfagos peritoneales en ratones BWF1
enfermos y ratones controles mediante ensayos de su perfil de produccién de
citoquinas y capacidad fagocitica.

3. Evaluar in vitro la interaccion de los macréfagos peritoneales con linfocitos B
y su respuesta frente a estimulos tales como LPS, CpG y aCD40+IL-4.

4. Evaluar el perfil transcripcional de macrofagos peritoneales provenientes de

ratones BWF1 enfermos y ratones control sanos mediante ARNseq.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales

Para abordar los objetivos planteados, se utilizaron hembras del modelo
murino de LES [NZBxNZW]F1 (BWFL1) provenientes de Jackson Laboratory (Bar
Harbor, USA). Este modelo ha sido ampliamente utilizado para describir la
enfermedad (Dixon et al., 1978; Richard & Gilkeson, 2018; Tejon et al., 2019).
Como controles se utilizaron hembras de la misma edad de la cruza no
autoinmune [NZWxBALB/c] F1 (control), las cuales presentan el mismo haplotipo
H-2 que los ratones BWF1. Todos los ratones utilizados en este estudio fueron
mantenidos siguiendo los protocolos bioéticos de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile y del bioterio de la Fundacién Ciencia & Vida (Santiago,
Chile). Se utilizaron hembras BWF1 de 3 y 5 meses para describir un estado
previo al desarrollo de la enfermedad autoinmune.

El avance de la enfermedad fue evaluado mediante analisis de proteinuria
utilizando tiras reactivas Combur Test N (Roche Diagnostics, Alemania) en
conjunto con un andalisis en el suero de anticuerpos anti-ADN de doble hebra
mediante un ensayo convencional de ELISA (Sauma et al., 2017). Los ratones
fueron considerados BWF1 enfermos cuando presentaron 5 g/L de proteinuria

durante al menos 3 semanas consecutivas y la presencia de autoanticuerpos.
3.2 Obtencion de células peritoneales

El protocolo de obtencion de las células peritoneales se realizé de la forma

en que se describio anteriormente (Ray & Dittel, 2010). En resumen, se
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inyectaron 10 mL de PBS en la cavidad peritoneal y luego de ser distribuido por
la cavidad con masajes suaves se recuperd utilizando la misma jeringa.
Adicionalmente, se realizan dos lavados del peritoneo con 2 a 3 mL de Verseno
con 2% FBS. La suspension celular se centrifugo a 600 x g por 7 minutos a 4°C.
Se realizo lisis de globulos rojos afiadiendo al pellet 1 ml de tampon RBC
(Biolegend) e incubando en hielo por 5 minutos. Luego de lavar las células, estas
fueron resuspendidas en RPMI 1640 10% FBS para el analisis por citometria de
flujo o separacién mediante cell sorting.

3.3 Citometria de flujo multiparamétrica

La suspensidn de células peritoneales se distribuyé para realizar el
marcaje de las proteinas a analizar mediante citometria de flujo. Las células
fueron incubadas en Verseno 2% FBS con el anticuerpo CD16/32 como
bloqueador de receptores FcRyll/lll e incubadas en hielo por 10 minutos para
posteriormente ser incubadas en Verseno 2% FBS durante 20 minutos a 4°C y
oscuridad con las correspondientes combinaciones de los anticuerpos obtenidos

de Biolegend (San Diego, USA), mostrados en Tabla 1.

Antigeno | Fluorocromo Clon Antigeno | Fluorocromo | Clon
B220 APC RA3-6B2 CD4 PE RM4-5
CD11b PE M1-170 CD5 PE-Cy7 53-7.3
CD138 PE 281-2 CD8a APC/Fire750 | 53-6.7

CD16/32 - 93 F4/80 APC-Cy7 BM8

CD19 FITC 6D5 F4/80 APC BM8
CD19 BVv421 C068c2 IA-d AF 647 39-10-8
CD206 PE-Cy7 C068c2 SIRPa APC 15-414

CD3e eFluor 660 17A2

Tabla 1: Listado de anticuerpos utilizados para citometria de flujo en este trabajo.
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Se utilizo el reactivo Fixable Viability Dye eFluor 780 (eBioscience, EE. UU.) o
yoduro de propidio (PI) para la discriminacién de células vivas/muertas.

La toma de datos se realiz6 en un citometro FACSCanto 1l o FACSAria 1l Cell
Sorter (BD Biosciences), y el analisis de datos se realiz6 con el software FlowJo

(Tree Star, Inc., Ashland, OR, EE. UU.).

3.4 Purificacién de células del peritoneo mediante cell sorting

Macréfagos y linfocitos B obtenidos de la cavidad peritoneal fueron
purificados mediante cell sorting. Estas células fueron marcadas utilizando los
anticuerpos CD19 BVv421, CD11b PE y F4/80 APC para distinguir a ambas
poblaciones celulares: Macrofagos (F4/80*, CD11b*, CD19) y los linfocitos B
definidos como (CD11b™™, F4/80-, CD19"). Para realizar el cell sorting, las células
peritoneales se resuspendid en 3 mL de RPMI 10% FBS, y las células se
separaron en el cell sorter a una velocidad aproximada de 3.000 eventos por
segundo, utilizando el nozzle de 100 ym obteniendo de esta forma una pureza
mayor al 95%.

3.5 Estimulacion de macroéfagos in vitro

Los macréfagos peritoneales obtenidos mediante cell sorting fueron
lavados con penicilina 300 U/ml y estreptomicina 0,3 mg/ml para evitar cualquier
contaminacion de los cultivos y se resuspendieron en medios de cultivo (RPMI
1640 con FBS al 10 % + B-mercaptoetanol 0,055 uM + Fungizona 0,5 pg /mL).

Los macréfagos se activaron con 1 uyg/mL de LPS de E. coli O111:B4

(Sigma-Aldrich), 1 pg/mL de R848 Resiquimod o 10 ug/mL de CpG ODN 1585
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(Invivogen) durante la noche a 37°C, en condiciones de atmosfera y humedad
controlada al 5% de CO2. Después de la activacion, los sobrenadantes se
recolectaron y analizaron con el kit CBA Mouse inflammation (BD Bioscience) de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.
3.6 Ensayo de fagocitosis de timocitos apoptdticos in vivo

Timocitos provenientes de ratones controles jovenes fueron cultivados por
12 horas con dexametasona 0,1 mM para inducir la apoptosis. El nivel de
apoptosis fue controlado realizando marcaje anexina V/PI donde utilizamos
timocitos que presentaban al menos el 80% de las células en apoptosis temprana
(Anexina V/PI doble positivas). Los timocitos apoptoticos se tifieron con CellTrace
Violet (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se inyectaron
5x108 Timocitos marcados a ratones BWF1 enfermos y controles de la misma
edad. Después de 45 min, se obtuvieron las células peritoneales y se marcaron

con anticuerpos para el andlisis por citometria de flujo.
3.7 Cocultivo de linfocitos B y macréfagos peritoneales

Macrofagos peritoneales de animales BWF1 enfermos o controles de la
misma edad y linfocitos B peritoneales controles fueron purificados mediante cell
sorter y activados en presencia de estimulos para inducir la proliferacion y
diferenciacion de los linfocitos B. Como control se utilizaron linfocitos B sin la
presencia de macrofagos asi como también cocultivos sin la presencia de
estimulos. Las células fueron preventivamente descontaminas con RPMI

suplementado con Penicilina 300 U/mL y Estreptomicina 0,3 mg/mL por 2
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minutos, luego se lavaron con RPMI + 10% FBS y se centrifugaron a 600 x g por
7 minutos a 4°C. Posteriormente, los macrofagos fueron resuspendidos en medio
de cultivo RPMI 10% FBS + 3-Mercaptoetanol 0,055 yM + Fungizona 0,5 pg/mL.
La concentracion de macrofagos fue ajustada a 400.000 células por mL para
poner 50 uL de la suspension celular por pozo (20.000 macréfagos) en placa P96
de fondo plano.

Los linfocitos B fueron resuspendidos en PBS para ser marcados con Ester
de succinimidil-carboxifluoresceina (CFSE). Para esto, se ajust6 la concentracion
a 10x10°8 células por mL y se incubaron durante 10 minutos a temperatura
ambiente y agitacion suave con una concentracion final de 5 uyM de CFSE.
Finalmente, las células ya marcadas se resuspendieron ajustando su
concentracion a 2x108 linfocitos B por mL. Se plaquearon en la placa P96 a razén
de 50 pL (100.000) de Linfocitos B por pozo donde se encontraban los
macroéfagos.

Los estimulos utilizados, ademas de la condicién control no tratada (NT),
fueron 2 ng/mL LPS de E. coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich), 1 yg/mL CpG ODN 1826
(Invivogen) o 2 yg/mL aCD40 + 2 ng/mL IL-4 (Biolegend) para inducir la activacion
y diferenciacion de los linfocitos B (Goldman et al., 2017; Krieg et al., 1995; Pone
et al., 2015). Las células se cultivaron durante cuatro dias y luego se marcaron
para citometria de flujo con CD19, CD138 y colorante de viabilidad para excluir
las células muertas. Los ciclos de proliferacion se analizaron por citometria de

flujo mediante la dilucién del colorante fluorescente CFSE.
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3.8 ARNseq

El ARN de macrofagos peritoneales aislados por cell sorting se extrajo con
el reactivo TRIzol (Life Technologies) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La cantidad de ARN purificado se cuantificé con el ensayo Qubit RNA
HS (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific) y la determinacién de la
integridad de la muestra se midi6 con el kit de andlisis de ARN de alta sensibilidad
(Advanced Analytical Technologies). Las bibliotecas de secuenciacion se
prepararon utilizando el kit KAPA Stranded mRNA-Seq de acuerdo con el
protocolo del fabricante (lllumina). La longitud de las bibliotecas se determind
mediante electroforesis capilar utilizando el kit de andlisis de fragmentos NGS de
sensibilidad estandar (Advanced Analytical Technologies). Las bibliotecas se
cuantificaron usando el KAPA Library Quantification Kit (Kappa Biosystem)
usando el sistema Eco PCR (lllumina), siguiendo el protocolo del fabricante. Las
bibliotecas se secuenciaron en una plataforma Miseq (lllumina). El analisis
posterior de las lecturas se realiz6 en R utilizando el paquete Deseg2 para
normalizar los datos. Los genes expresados diferencialmente se identificaron
utilizando un valor de corte de p ajustado de 0,05 y una tasa de cambio mayor a
1,5 veces.

Los datos discutidos en esta publicacion han sido depositados en Gene
Expression Omnibus de NCBI y son accesibles a través del nimero de acceso

GEOQO Series GSE167108.
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3.9 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizo6 utilizando el programa Graph Pad Prism
v9.1.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). La distribucion normal de los datos
se evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Las diferencias entre los grupos
de datos se calcularon utilizando un ANOVA de una via o prueba de Freedman o
Kruskal-Wallis segun corresponda. Las diferencias entre dos grupos se
calcularon utilizando t-test no pareado o test no paramétrico de Mann-Whitney.
La significancia estadistica se representé mediante *p<0,05, **p<0,01,

***p < 0,001 y ****p <0,0001.
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V. RESULTADOS

4.1 Identificacidén de poblaciones de células inmunes en el
peritoneo

La cavidad peritoneal posee una gran variedad de células del sistema
inmune con funciones esenciales en el control y mantencién de la homeostasis
tisular. Dentro de estas células, las principales son los macréfagos y los linfocitos
B peritoneales (Bain & Jenkins, 2018). Alteraciones en la frecuencia de las
poblaciones de las células del sistema inmune podrian relacionarse con el LES
por lo cual estudiamos su dinamica durante el desarrollo de la enfermedad.

La Tabla 2 muestra los detalles de la cohorte de estudio, en donde se

describen los grupos de estudio utilizados en este trabajo.

Control BWEL
Control 3m | BWF13m | Control 5m | BWF1 5m misma
enfermos
edad
N 3 4 7 4 31 23
Edad
(meses) 2,76 3,42 5,36 5,08 7,36 7,17
Mediana (2,2-3,78) | (3,06-3,78) | (4,8-5,82) | (5,03-5,28) | (6,64-7,66) | (6,74-7,63)
IQR
Edad
(meses) 291 + 3,42+ 531+ 513+ 7,36 + 7,33+
Promedio + 0,801 0,416 0,539 0,141 0,958 0,732
SD

Tabla 2: Datos de la cohorte de animales analizados. Se muestra la Mediana de edad
(en meses, m) con el respectivo rango intercuartilico (IQR), ademés del promedio de
edad con su desviacion estandar (SD).

A través de citometria de flujo, identificamos las poblaciones de
macroéfagos, linfocitos B y T dentro de las células obtenidas de la cavidad

peritoneal utilizando la estrategia de analisis mostrada en la Figura 1.
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Figura 1: Estrategia de andlisis de las poblaciones celulares presentes en la
cavidad peritoneal de los animales de experimentacion. Para la identificacion de las
distintas poblaciones celulares nos basamos en la expresion de marcadores especificos
de cada poblacion mediante citometria de flujo. En A se muestra el total de células del
peritoneo, en B las células vivas (PI). En C de muestran los linfocitos B (CD19%), en D
los macrofagos (CD11b*y F4/80%) y en E la estrategia para los linfocitos T. Las figuras
mostradas corresponden a resultados representativos de un ratbn BWF1 enfermo,
analizados con FlowJo.

Del total de células vivas, es decir, yoduro de propidio negativas, (Figura 1B),
se determino la frecuencia de macrofagos (Figura 1D), la frecuencia de linfocitos

B (Figura 1C) y de linfocitos T CD4 y CD8 presentes en el peritoneo (Figura 1E).
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4.1.1 Identificacion de Macréfagos peritoneales

Los macrofagos constituyen la segunda mayor poblacion celular descrita en
la cavidad peritoneal (Ghosn et al., 2010; Ito et al., 2004). En este trabajo se
identificaron por el fenotipo CD11b*, CD19" y F4/80%, siguiendo la estrategia de
analisis descrita en la Figura 1.

En la Figura 2A se presenta un grafico que muestra el porcentaje de
macrofagos peritoneales en los diferentes grupos de animales de
experimentacion. Se observa que los ratones BWF1 a partir de los 5 meses
presentan una frecuencia significativamente mayor de macréfagos peritoneales
(22,2 + 5,2%) en comparacién a los animales controles (14,1 = 1,8%). Estas
diferencias se acentuan a casi el doble al momento de desarrollar la enfermedad,
en donde la frecuencia de macréfagos en los ratones enfermos es de 27,0 +
11,6%, mientras que la frecuencia obtenida en controles de la misma edad es de
15, 9 £ 4,9%.

Cuando evaluamos los macréfagos peritoneales con el transcurso de la edad,
observamos que los ratones controles presentan significativamente menos
frecuencia de macrofagos peritoneales (Figura 2B), mientras que en los ratones

BWF1 esta diferencia no es significativa (Figura 2C).
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Figura 2: La cavidad peritoneal de ratones BWF1 enfermos tienen mayor
frecuencia de macrofagos peritoneales. Porcentaje de macréfagos presentes en la
cavidad peritoneal de ratones BWFL1 (rojo) y controles (blanco) obtenidos a las edades
indicadas. Cada punto representa un ratén, con la barra indicando el promedio y se
muestra el error estandar (SD). En A se muestra la totalidad de los animales analizados
mientras que en B y C se muestra el detalle para los ratones controles y los BWF1,
respectivamente. Utilizando el analisis de ANOVA de una via o Kruskal-Wallis segun
corresponda, se obtiene la significancia mostrada. NUmero de ratones por grupo en tabla
2. Valores de P: ns, p>0,05; *, p<0,05; **, p<0,01; ****, P<0,0001.

4.1.2 Identificacion de Linfocitos B

Los linfocitos B son la poblacion mas numerosa de la cavidad peritoneal
(Ghosn et al., 2010). Los linfocitos B fueron identificados mediante citometria de
flujo, utilizando los marcadores CD19+, CD11b™" y F4/80-, como se muestra en
la Figura 1. Al evaluar los linfocitos B durante el desarrollo de la enfermedad,

observamos en la Figura 3, que existen significativamente menos linfocitos B en
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los ratones BWF1 enfermos (64,6 + 12,0%) que en ratones controles de la misma
edad (73,9 £7,2%). Esta diferencia solo se observa cuando comparamos los
ratones al momento de desarrollar la enfermedad, ya que tanto a los 3 como a

los 5 meses no existen diferencias significativas en el nimero de linfocitos B

totales.
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Figura 3: El peritoneo de ratones BWF1 enfermos presenta un mayor porcentaje
de linfocitos Bla pero un menor porcentaje de linfocitos B totales en comparacion
a ratones controles. Frecuencia de linfocitos B presentes en el peritoneo de ratones
BWF1 (rojo) y controles (blanco) obtenidos a las edades indicadas. Cada punto
representa un ratén, con la barra indicando el promedio y se muestra el error estandar
(SD). En A se muestra la totalidad de los animales analizados mientras que en By C se
muestra el detalle para los ratones controles y los BWF1, respectivamente. En D se
muestran los valores obtenidos al analizar el marcador CD5, indicativo de células Bla.
Utilizando el analisis de ANOVA de una via o Kruskal-Wallis segun corresponda, se
obtiene la significancia mostrada. Numero de ratones por grupo en tabla 2. Valores de
P: ns, p>0,05; *, p<0,05; ***, p<0,001; **** P<0,0001.
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Una poblacion relevante de estudio en el contexto de las enfermedades
autoinmunes son los linfocitos Bla ya que estas células producen anticuerpos
naturales, sin la participacion de un antigeno conocido, asociando su fenotipo con
la produccion de autoanticuerpos (Duan & Morel, 2006; Tumang et al., 2005; Xu
et al., 2004). Utilizando el marcador de superficie CD5, es posible identificar los
linfocitos Bla del peritoneo. Como se muestra en la Figura 3D, la mayor parte de
los linfocitos B presentes en los ratones BWF1 enfermos corresponden a la
poblacién de linfocitos Bla (69,9 + 15,61%), siendo este valor significativamente

mayor a la encontrada en los controles de la misma edad (46,5 + 13,1%).

4.1.3 lIdentificacion de Linfocitos T

Los linfocitos T representan menos del 10% de las células del peritoneo. Esta
frecuencia es distinta a la encontrada en otros 6rganos linfoides como el bazo,
timo o linfonodos donde se han identificado variaciones dependientes de la cepa
estudiada (Composto et al., 2011). Utilizando la estrategia de andlisis mostrada
en la Figura 1, a través del uso de los marcadores caracteristicos CD4 y CD8, es
posible identificar estas diferentes poblaciones de linfocitos T. Como muestra la
Figura 4A, en el caso de los linfocitos T CD4* solo existen diferencias
significativas al momento del desarrollo de la enfermedad, teniendo
significativamente menos frecuencia de linfocitos T CD4* en el peritoneo de

animales BWF1 (1,7 + 1,4%) al comparar con los ratones controles (3,2 + 1,8%).
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Figura 4: Analisis de linfocitos T en la cavidad peritoneal. Determinacién del subtipo
de linfocito T presente en la cavidad peritoneal de ratones BWF1 (rojo) y controles
(blanco) a las edades especificadas. Se muestra el detalle para los linfocitos T CD4* y
CD8*, mostrados en Ay B, respectivamente. En C se muestra la razén entre la frecuencia
de los subtipos analizados calculada entre TCD4/TCD8. Cada punto representa un raton,
con la barra indicando promedio y mostrando la desviacién estandar (SD). Utilizando el
analisis de ANOVA de una via o Kruskal-Wallis segun corresponda, se obtiene la
significancia mostrada para las comparaciones propuestas. NUmero de ratones por
grupo en tabla 1. Valores de P: ns, p>0,05; *, p<0,05; **, p<0,01.

Al analizar lo que sucede con los linfocitos T CD8* (Figura 4B), existe una
diferencia significativa a los 5 meses, en donde los ratones BWF1 5m tienen una
menor frecuencia de linfocitos T CD8* (0,3 + 0,1%) en comparacion a los
peritoneos controles (0,8 + 0,2%). Sin embargo, debido a las dinamicas
poblacionales al momento del desarrollo de la enfermedad, esta diferencia se
pierde en ratones mas viejos (mayores de 7 meses).

Una forma de comparar la distribucién de los dos tipos principales de
linfocitos T es la propuesta por Composto y col.,, en donde se compara la
proporcion de las frecuencias de las poblaciones TCD4*/TCD8* (Composto et al.,
2011). En nuestros datos (Figura 4C), esta proporcion fue significativamente
menor en los BWF1 al momento de presentar la enfermedad, en donde la razén
es de 2,6 + 1,3 en comparacion a la encontrada en los ratones controles que es

3,8 + 1,1. En el trabajo de composto, para las cepas ahi estudiadas es menor a
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3, excepto en la cepa deficiente de linfocitos B, BALB.xid, con un valor superior

a 4 de razén TCD4*/TCD8" en el peritoneo (Composto et al., 2011).
4.2 Caracterizacion de los macrofagos peritoneales

4.2.1 Alteraciones fenotipicas

Con el objetivo de caracterizar a los macrofagos presentes en la cavidad
peritoneal, en paralelo a su identificacion, analizamos diferentes marcadores
funcionales mediante citometria de flujo. Entre otros, analizamos la expresién de
SIRPa, MHC-II y CD206, los cuales estan relacionados con la capacidad de
fagocitosis de células apoptodticas, la presentacion de antigenos y el perfil de
activacion, respectivamente.

Como se mostr6 en los antecedentes, SIRPa esta relacionada con la
fagocitosis de células apoptéticas mediante la interaccion con CD47 produciendo
la inhibicion de la sefial de fagocitosis. Al comparar los grupos, observamos que,
si bien no existen diferencias en la frecuencia de macréfagos que expresan el
marcador, hay una expresion significativamente menor de SIRPa en los ratones
BWF1 enfermos (1137 + 547,3) en comparacion a los controles sanos (1908 +
811), como se muestra en la Figura 5A.

Diferencias en la expresion de las moléculas de histocompatibilidad de clase
dos (MHC-Il) pueden estar relacionadas con una capacidad diferencial de
presentacion antigénica, siendo relevante su analisis en el contexto de las
enfermedades autoinmunes. En los ratones analizados (Figura 5B), hay

significativamente menor frecuencia de macrofagos peritoneales que expresen
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MHC-Il en los ratones BWF1 (17,2 = 15,8%), comparado

controles (27,7 + 18,6%).
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Figura 5: Macrofagos peritoneales de ratones enfermos son fenotipicamente
distintos a los obtenidos de ratones controles. En A se muestra la expresion de
SIRPa mediante la intensidad media de fluorescencia (IMF) de manera representativa.
La linea negra punteada corresponde al control FMO, el histograma negro a los
macréfagos controles mientras que el histograma rojo corresponde a ratones BWF1
enfermos. En B se muestran analisis de citometria representativos de las poblaciones
de macro6fagos que expresan los marcadores MHC-II (arriba) y CD206 (abajo), junto con
la respectiva comparacion estadistica. Cada punto representa un raton, las barran
muestran los promedios con la desviacion estandar (SD), siendo las blancas controles y
las rojas BWF1. Utilizando analisis no paramétrico t-test o Mann-Whitney, segun
corresponda se obtiene la significancia mostrada para las comparaciones propuestas.
Valores de P: *, p<0,05; ***, p<0,001.

Para CD206, marcador de polarizacion hacia macrofagos M2 o
alternativamente activados, encontramos que los ratones BWF1 enfermos
presentan significativamente menos macrofagos CD206* (30,8 + 25,8%) en
comparacion al peritoneo de animales controles (68,1 + 27,6%).

Estos resultados demuestran que los macrofagos de la cavidad peritoneal de
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ratones enfermos de lupus tienen alteraciones fenotipicas significativas en

comparacion a los existentes en ratones controles.

4.2.2 Produccion de citoquinas

Los macrofagos se caracterizan por producir una amplia variedad de
citoquinas que varian en relacion con el microambiente en donde se encuentran.
Los defectos en el patron normal de citoquinas pueden afectar la defensa del
hospedero e inducir el desarrollo de enfermedades inflamatorias (Kany et al.,
2019). Utilizando macréfagos separados mediante cell sorting, analizamos el
perfil de expresion de citoquinas al exponer las células a LPS, R848 y CpG,
conocidos agonistas de los TLR4, TLR7/8 y TLR9 respectivamente.

Al analizar los sobrenadantes de la activacion mediante CBA (Figura 6), se
observa que los macrofagos de ratones enfermos BWF1 activados con CpG
producen significativamente mas MCP-1 e IL-6 que los ratones controles. Al
evaluar la activacién de los TLR7/8 con el uso de R848, observamos que los
macrofagos peritoneales de ratones BWF1 enfermos producen mas MCP-1, IL-6
e IL-10 en comparacion con los ratones de control. No observamos resultados
estadisticamente significativos al estimular con LPS ni encontramos significancia
al evaluar la secrecién de TNF.

Estos resultados demuestran que los macrofagos peritoneales de ratones
BWF1 enfermos secretan mas citoquinas proinflamatorias que los ratones

control, teniendo un perfil de secrecion significativamente distinto.
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Figura 6: Perfil de produccion de citoquinas de ratones BWF1 enfermos
comparado a controles. Macréfagos peritoneales provenientes de ratones enfermos
(barras rojas) y ratones controles (barra blanca) fueron cultivados por 20 horas en
ausencia (NT) o presencia de los activadores mencionados. Cada punto representa un
raton (n=3 por grupo). Mediante ANOVA de una via o Kruskal-Wallis segun corresponda,
se obtiene los resultados estadisticamente significativos mostrados Valores de P: *,
p<0,05; **, p<0,01.

4.2.3 Fagocitosis de células apoptoéticas

La fagocitosis de células y material apoptotico constituye una funcién principal
de los macrofagos. Deficiencias en esta actividad han sido relacionadas con el
desarrollo de enfermedades autoinmunes (Bijl et al., 2006; Gaipl et al., 2007).
Para evaluar la capacidad de fagocitosis de los macrofagos peritoneales,
realizamos un ensayo in vivo. Timocitos apoptéticos, medidos por marcaje
anexina V/PI, provenientes de animales controles marcados con fluorescencia
(CellTrace Violet), fueron transferidos mediante inyeccion intraperitoneal (i.p.) a

ratones BWF1 enfermos y a ratones controles de la misma edad. Luego de 45
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minutos, se evaluo la fagocitosis de timocitos y la frecuencia de macréfagos que
absorbieron células apoptoticas.

Las células recuperadas de la cavidad peritoneal se marcaron con
anticuerpos F4/80, CD19, CD4 y CD8. Usando esta estrategia, los timocitos
marcados con CTV+ que han sido internalizados por los macrofagos no se tefiran
con anticuerpos anti-CD4 y CD8, ya que estan dentro de las células y los
antigenos CD4 y CD8 no estaran disponibles para la tincién. Por otro lado, los
timocitos CTV+ que solo se peguen o se unan a macrofagos seran positivos tanto
para F4/80 como para CD4 y CD8. Finalmente, los timocitos CTV+ libres se
marcan con anticuerpos CD4 y CD8, pero seguiran siendo negativos para F4/80.

Como se muestra en la Figura 7, no existen diferencias significativas en el
porcentaje de timocitos apoptaticos internalizados por los macréfagos en ratones
BWF1 enfermos comparado a los controles. Tampoco existe diferencia
significativa en el porcentaje de timocitos unidos a macréfagos o los que quedan
libres en el peritoneo. Al analizar la frecuencia de fagocitosis por parte de los
macrofagos peritoneales, tanto controles como en el peritoneo de ratones BWF1
enfermos, no encontramos diferencias significativas mediante el ensayo

realizado.
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Figura 7: Macréfagos peritoneales de ratones BWF1 enfermos y controles no
presentan diferencias significativas en su capacidad fagocitica. Ensayo de
fagocitosis de timocitos apoptéticos de ratones controles marcados con CellTrace Violet
(CTV). En A se muestran graficos representativos del porcentaje de timocitos
internalizados o unidos a macréfagos o libres en el peritoneo. El grafico resume el
resultado de timocitos internalizados por macréfagos en el peritoneo control (barra
blanca) o en ratones BWF1 enfermos (barra roja). En B se muestra andlisis
representativo de macréfagos CTV+ que han internalizado timocitos apoptéticos
marcados. El andlisis de barras resume los macréfagos marcados para el peritoneo
control (barra blanca) o BWF1 enfermo (barra roja). Cada punto representa un raton
(n=3-4 ratones por grupo), la barra representa el promedio con su respectiva desviacion
estandar (SD). T-test paramétrico fue utilizado para el analisis estadistico. ns, p>0,05.

Estos resultados sugieren que, al menos en nuestras condiciones
experimentales in vivo, no hay diferencias en la capacidad fagocitica de los
macrofagos peritoneales de ratones BWF1 comparado con ratones controles de

la misma edad.
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4.3 Evaluacion in vitro de la interaccion de macréfagos con

Linfocitos B peritoneales

Los macrdéfagos provenientes del peritoneo de ratones BWF1 enfermos son
fenotipica y funcionalmente distintos en comparacion con los obtenidos de
animales controles. Fue interesante estudiar el efecto que pueden ejercer sobre
el grupo mas numeroso de células presentes en la cavidad peritoneal, como son
los linfocitos B. Desarrollamos cocultivos de macrofagos aislados mediante cell
sorting de peritoneos de ratones BWF1 enfermos y ratones controles en conjunto
con linfocitos B controles, en presencia y ausencia estimulos normalmente
utilizados para la activacion de los linfocitos B. El efecto lo medimos a través del
impacto en la diferenciacién de los linfocitos B a células preplasméticas (CD19+
y CD138+) y en la proliferacion medida con la dilucion de CFSE.

Como se observa en la Figura 9, solo LPS muestra resultados
significativos en donde los macrofagos provenientes de animales BWF1
enfermos son capaces de reducir significativamente la diferenciacion de linfocitos
B (Figura 9A) e inhibir la proliferacion de las células marcadas (Figura 9B). Los
macrofagos provenientes de animales controles redujeron significativamente la
proliferacion de los linfocitos B pero no asi su diferenciacion, en donde se observa
solo la tendencia a la baja. Se observa también que los macrofagos provenientes
de ratones enfermos BWF1 son significativamente menos eficientes en suprimir
la proliferacién de los linfocitos B en presencia de LPS que los macréfagos de

animales controles.
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Figura 8: Cocultivo de Macrofagos peritoneales y linfocitos B en presencia o
ausencia de estimulos. Linfocitos B de peritoneo control fueron cocultivados en
ausencia (barra gris), con macréfagos aislados de animales controles (barras blancas) o
ratones BWF1 enfermos (barra roja). En A se muestra el porcentaje de células
CD19%/CD138* en el cultivo luego de 4 dias. En B se muestra la evaluacion de la
frecuencia de linfocitos B proliferando a través de la dilucion de CFSE. En ambos gréficos
los puntos representan un cultivo independiente (n de 3 0 4), con la barra representando
el promedio y se muestra la desviacion estandar (SD). Utilizando el analisis de t-test
multiples se obtiene la significancia mostrada. Valores de P: ns, p>0,05; *, p<0,05; **,
p<0,01; *** p<0,001.
En el cultivo de linfocitos B, observamos que en presencia de LPS y CpG los
linfocitos B se activan y se inducen cambios tanto en la diferenciacion como en
la proliferacion. Cuando se cocultivan los linfocitos B con macréfagos
peritoneales se suprime la diferenciacién y proliferacién de estos linfocitos en
estas condiciones.

Dado que durante un proceso inflamatorio, tanto los linfocitos B como los

macréfagos peritoneales estaran expuestos a diferentes estimulos presentes en

el microambiente del peritoneo, por lo tanto estudiarlos en contexto donde el
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estimulo puede afectar a ambas poblaciones es relevante para entender la

dindmica de regulacion que se puede estar dando en la cavidad peritoneal.
4.4 Evaluacion del perfil transcripcional de los macréfagos

peritoneales

Como se pudo mostrar en las secciones anteriores, existen diferencias
significativas en la frecuencia y el fenotipo de los macréfagos de la cavidad
peritoneal de animales BWF1 enfermos comparados con controles. Se analizo
mediante RNAseq los patrones de expresion génica de macrofagos peritoneales
comparandolos entre ambos grupos, control y BWF1 enfermos. El analisis de
expresion diferencial considerando una tasa de cambio igual o mayor a 1,5x y un
valor de probabilidad ajustado de 0,05 (p-value ajustado), nos lleva a identificar
106 genes regulados al alza y 180 genes regulados a la baja en los macréfagos
peritoneales provenientes de ratones BWF1 enfermos, comparado a ratones
controles de la misma edad (Figura 9A y material anexo).

Como se muestra en la Figura 9B, el andlisis de RNAseq nos permite confirmar
gue existe una expresion diferencial de CD206 (gen mrcl), estando regulado a
la baja en macréfagos peritoneales de los ratones BWF1 enfermos al compararlo

con los controles sugiriendo una polarizacion que se alejaria del fenotipo tipo M2.
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Figura 9: Macrofagos Peritoneales de ratones BWF1 enfermos presentan un perfil
transcripcional distinto a controles. Andlisis de RNAseq de macréfagos obtenidos
desde la cavidad peritoneal de ratones BWF1 enfermos o ratones controles. En A se
muestra el mapa de calor de los genes diferencialmente expresados en conjunto con el
total de genes analizados mostrados en el volcano-plot en donde rojo significa que estan
mas expresados que la comparacion correspondiente. En B se muestran los conteos
normalizados para las moléculas diferencialmente expresadas seleccionadas. Cada
punto representa un raton (con n=3), mostrando los ratones BWF1 en la barra roja y los
controles en la barra blanca.

Sin embargo, al analizar los genes caracteristicos de M1 como CD86,
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CD38, receptor acoplado a proteina G 18 (gprl8), receptor de péptido formilo 2
(fpr2), statl o los genes exclusivos de M2 como Argl, proteina de respuesta de
crecimiento temprano 2 (egr2) , staté y c-Myc (Jablonski et al., 2015) no se
observaron diferencias de expresion génica, por lo cual no se puede determinar
gue exista una polarizacion diferencia entre ratones BWF1 enfermos y ratones
controles.

Por otro lado, los macrofagos pueden responder a su entorno mediante el
empleo de numerosos receptores involucrados en el reconocimiento de
moléculas derivadas de patdgenos, células apoptéticas y moléculas solubles
capaces de inducir programas de activacion especializados (Murray & Wynn,
2011). El andlisis de RNAseq mostré diferencias significativas en algunos de
estos receptores. Entre todos los resultados encontrados, observamos regulados
ala baja, es decir, diferencialmente menos expresados en BWF1 en comparaciéon
a controles, a los receptores CD209 (DC-SIGN), Colecl12, CD68 y el receptor de
manosa CD206 (Figura 9B). En el grupo de genes expresados en mayor medida
en los macrofagos peritoneales de ratones BWF1 enfermos encontramos a la
proteina de reconocimiento de péptidoglicano 1 (Pglyrpl), la proteina de unién a
lipopolisacéaridos (Lbp) y receptor de lipoproteinas de baja densidad 1 (Olrl).

Estos datos sugieren que los macrofagos peritoneales presentan un perfil
transcripcional alterado, lo que puede tener efecto en la forma en que perciben
su microambiente y en como interactian con el resto de las células de la cavidad

peritoneal.
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V. DISCUSION

El Lupus eritematoso sistémico es una enfermedad autoinmune que se
caracteriza por la produccién de autoanticuerpos que derivan en estructuras
denominadas inmunocomplejos que se depositan en diversos O6rganos
induciendo dafio tisular (Kaul et al., 2016). Creciente literatura ha mostrado la
necesidad de estudiar el rol del sistema inmune innato en las enfermedades
autoinmunes, dominadas por investigaciones ligadas a trastornos de los linfocitos
Ty B. Los macrofagos estan involucrados en muchas enfermedades debido a su
funcion como encargados de la limpieza de las células apoptoticas y el debris
celular (Alarcon-Riquelme et al., 1993; Arango Duque & Descoteaux, 2014; Gaipl
et al., 2007).

Variados estudios indican que los macréfagos de pacientes enfermos de LES
serian menos efectivos en la limpieza del debris celular de células apoptéticas,
prolongando la exposicién de células del sistema inmune autorreactivas frente a
potenciales autoantigenos (Bijl et al., 2006; Tas et al., 2006). Estos estudios han
sido realizados en macrofagos derivados de monocitos presentes en la sangre
periférica u obtenidos con el tratamiento de tioglicolato, que son fenotipica y
funcionalmente diferentes de los macrofagos residentes (Pavlou et al., 2017; Zajd
et al., 2020). En este trabajo, nos enfocamos en analizar el fenotipo y la funcion
de los macréfagos de la cavidad peritoneal durante la homeostasis y el desarrollo
de enfermedades autoinmunes en el modelo murino de lupus BWFL1.

Encontramos que la frecuencia de macréfagos en el peritoneo de los ratones
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BWF1 enfermos es mayor en comparacion a los ratones controles (Figura 2A),
incluso antes de que los ratones desarrollen la enfermedad (ratones de 5 meses).
Esta mayor frecuencia podria deberse a que el peritoneo de los ratones BWF1
se encuentra inflamado, con sefiales especificas que pueden promover la
proliferacion y supervivencia de los macrofagos. Que el cambio sea significativo
desde los 5 meses, en donde los ratones BWF1 no presentan proteinuria o dafio
renal, sugeriria que este fendmeno antecede el inicio de la enfermedad. Por otra
parte, la frecuencia de macrofagos peritoneales disminuye significativamente con
la edad tanto en ratones controles como en BWF1 (Figura 2B y Figura 2C),
siguiendo el comportamiento anteriormente descrito asociado al envejecimiento
(Linehan et al.,, 2014). Sin embargo, se necesitan mas experimentos para
demostrar la participacion de los macréfagos peritoneales en el inicio del LES.
Los linfocitos B corresponden a la poblacion mas numerosa de la cavidad
peritoneal, con una frecuencia que puede sobrepasar el 60% de las células
inmunes presentes (Cassado Ados et al, 2015; Goldman et al., 2017).
Encontramos que en el peritoneo de los ratones BWF1 existe significativamente
menor frecuencia de linfocitos B totales en comparacion a animales controles
(Figura 3A). Al mismo tiempo, observamos una frecuencia significativamente
mayor de la subpoblacion Bla en la cavidad peritoneal de animales BWF1
enfermos en comparacion con los ratones control. Estos linfocitos Bla han sido
relacionados con una serie de enfermedades autoinmunes como la anemia
hemolitica autoinmune (AHA), el sindrome de Sjogren’s y la artritis autoinmune

debido a la directa correlacion entre el aumento en la frecuencia de estos
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linfocitos y la aparicion de la enfermedad (Dauphinee et al., 1988; Deng et al.,
2016; Hayakawa et al., 1983). El grupo de Murakami informé que la eliminacion
de linfocitos Bla de la cavidad peritoneal en ratones NZB y BWF1 redujo los
anticuerpos anti-ADN en suero y redujo los signos patolégicos de LES en el rifidn
(Murakami et al., 1995).

Los linfocitos Bla peritoneales presentan mayor expresion del receptor
CXCRS5, que se une a la quimioquina CXCL13 que se propone como producida
principalmente por macréfagos de la cavidad peritoneal (Ansel et al., 2002). Esta
sobreexpresion ha sido descrita en el microambiente de riflones BWF1 que han
desarrollado nefritis lapica (Ishikawa et al., 2001). Una alta expresion en el
plasma sanguineo de CXCL13 se ha correlacionado de manera directa con el
indice de actividad del Lupus, proponiendo su potencial uso como marcador
temprano de la reactivacion de la enfermedad (Wong et al., 2010).

Es posible que la mayor frecuencia de macrofagos peritoneales en ratones
BWF1 pueda explicar la acumulacion de células Bla observada en esos ratones.
Sin embargo, el analisis realizado mediante ARNseq mostro que los macrofagos
de animales BWF1 enfermos tienen una expresion significativamente mas baja
de CXCL13 (material Anexo). Es necesario analizar en conjunto este resultado
con las dinamicas presentes en las poblaciones de linfocitos B debido a que, al
incluir el analisis del receptor CXCR5, sera posible evaluar de manera correcta
el eje de quimioquinas observado. Alteraciones en este eje han sido observadas
en trabajos previos de nuestro laboratorio, en donde se observo la acumulacion

de linfocitos B en el timo de los ratones BWF1 enfermos en comparacion a los
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ratones controles (Hidalgo et al., 2020).

Al analizar a los linfocitos T, los ratones enfermos presentan
significativamente menos linfocitos T CD4* que los ratones controles en el
peritoneo. En cambio, en linfocitos T CD8* solo se observan diferencias previo al
desarrollo de la enfermedad (Figura 4). El grupo de Composto en el 2011 realizé
un estudio comparativo en las cepas C57BL/6J, Balb/c, DBA/2J y la cepa
deficiente de linfocitos B Balb.xid. Este estudio mostré que existen diferencias
significativas entre cada una de las cepas, variando el porcentaje y la proporcion
CD4/CD8 dentro de los linfonodos, bazo y peritoneo. Adicionalmente, este
estudio determin6 que en el peritoneo existe una mayor proporcion de linfocitos
T de memoria y efectores al comparar con el bazo o linfonodos (Composto et al.,
2011).

Al analizar el fenotipo de los macréfagos peritoneales, encontramos
significativamente menos expresion de SIRPa, MHC-11 y CD206 en los animales
BWF1 enfermos comparado con los controles. La significativamente menor
Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) de SIRPa es relevante ya que se une a
la molécula CD47 previniendo la fagocitosis de células propias sanas y el dafio
tisular (Oldenborg, 2013). Al analizar la expresion de MHC-II encontramos que
en la cavidad peritoneal de ratones BWF1 enfermos existe una frecuencia
significativamente menor de macréfagos MHC-II+ que en la cavidad peritoneal
control. Esto podria dar cuenta de alteraciones en la presentacion antigénica,
como ha sido demostrado en pacientes con LES (Tsokos et al., 1996). En el caso

de CD206, encontramos significativamente menos macréfagos que expresen
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este receptor de manosa en el peritoneo de animales BWF1 enfermos en
comparacion a los controles. Se ha reportado que este receptor esta disminuido
en macréfagos peritoneales y renales de ratones B6.MRL-Fas/lpr en
comparacion con ratones de control. Ademas, el mismo grupo ha demostrado
gue los macréfagos en pacientes con LES expresan niveles mas bajos de CD206
en comparacion con los controles sanos (Deng et al., 2015).

Los macrofagos son los principales productores de citoquinas y quimioquinas.
Su patrén de secrecion esta ampliamente ligado al microambiente donde se
encuentran produciendo una amplia variedad de citoquinas. Estudiamos las
citoquinas producidas por macrofagos aislados mediante cell sorter en respuesta
a diferentes estimulos incluidos los activadores de TLR7 y TLR9 relacionados
con el LES (Christensen et al., 2006; Wirth et al., 2019), encontrando que
secretan significativamente mas MCP-1 e IL-6 los macrofagos provenientes de
peritoneos BWF1 en comparacion a ratones controles, lo que confirma un
fenotipo mas proinflamatorio en los macréfagos de animales enfermos. En la
literatura se ha informado que la IL-6 esta elevada en la sangre de pacientes con
LES al mismo tiempo que se ha asociado con la produccidén de autoanticuerpos
y el desarrollo de la enfermedad (Jacob & Stohl, 2011; Ripley et al., 2005). Por
otro lado, el aumento de MCP-1 se harelacionado y propuesto como biomarcador
de dafio renal para la nefritis lupica (Lee & Song, 2017). Dado el papel de estas
citoquinas en el desarrollo del LES, es posible relacionar el perfil diferencial de
produccion de citoquinas de los macréfagos peritoneales con el desarrollo de la

enfermedad.
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Debido a las diferencias observadas en el fenotipo y en la produccién de
citoquinas de los macrofagos peritoneales, nos preguntamos si existen
diferencias en la capacidad fagocitica de estas células. Deficiencias en este
mecanismo han sido ligadas a enfermedades inflamatorias y autoinmunes como
el LES (Herrmann et al., 1998). Sin embargo, en el experimento de fagocitosis de
células apoptoticas desarrollado, no observamos diferencias significativas en la
captacion de células por parte de los macroéfagos peritoneales de la misma edad,
enfermos o controles. Se ha especulado en la literatura que la capacidad
fagocitica diferencial puede deberse a elementos solubles en el suero como
componentes del sistema de complemento, que permiten las diferencias
significativas reportadas (Bijl et al., 2006). Es necesario destacar que la mayor
parte de los estudios comparando la capacidad fagocitica de las células se
desarrollan in vitro, utilizando a los macréfagos derivados de monocitos de
medula 6sea que se han descrito como funcional y fenotipicamente distintos a
los presentes en los tejidos (Zajd et al., 2020).

Se ha descrito una clasificacion de los macréfagos en base a su forma de
activacion, las moléculas que presentan y las citoquinas que producen. Esta
clasificacion divide a los macrofagos en dos grupos, proinflamatorios clasicos
(M1) o antiinflamatorios alternativos (M2). In vitro, los macréfagos M1 y M2
muestran esta polaridad gracias a las citoquinas utilizadas para generarlos,
mientras que in vivo existe un espectro de fenotipos con M1y M2 en los extremos
(Accarias et al., 2016; Mantovani et al., 2013). En nuestros datos, se observa que

el marcador M2 CD206 significativamente regulado a la baja en ratones
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enfermos, sin embargo no existen diferencias en otros marcadores comunmente
asociados al fenotipo M1 o M2 (Jablonski et al., 2015; Martinez et al., 2006). Este
resultado respalda la existencia de un amplio espectro de macréfagos
dependientes de los estimulos del microambiente peritoneal.

Con el objetivo de evaluar la influencia de los macréfagos sobre los linfocitos
B, analizamos cocultivos de linfocitos B méas macréfagos peritoneales en
presencia de distintos estimulos. Observamos que los macrofagos son capaces
de suprimir la proliferacion de linfocitos B, pero los provenientes del peritoneo de
ratones BWF1 enfermos fueron menos eficientes.

Se ha demostrado en la literatura que los macréfagos peritoneales son
capaces de suprimir la proliferacién de linfocitos B inducida por LPS mediante la
produccion de IL-10 y prostaglandinas. Este efecto no se produce, como en
nuestros resultados, al activar a los linfocitos B a través de CD40 (Goldman et
al., 2017). Esto sugiere que la inhibicion de la proliferacion de linfocitos B por
parte de los macrofagos depende de las vias de sefializacion por las que son
activados los linfocitos B.

Ademas del receptor de manosa CD206, en el andlisis de RNAseq se
encuentran otros receptores de patdogenos o restos moleculares diferencialmente
expresados. Detectamos que CD209, Colecl2 y CD68 estaban regulados a la
baja en macrofagos de ratones BWF1 enfermos en comparacion a los controles.
La lectina de tipo C CD209 esta involucrada en el reconocimiento de virus y otros
patdogenos, mientras que Colecl2 y CD68 son receptores que reconocen

objetivos de origen exdégeno como productos bacterianos y alterados como
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moléculas oxidadas o acetiladas (Canton et al., 2013). Dentro de los genes
regulados al alza en los ratones BWF1 en comparacion a los controles, es decir,
los genes que tienen sobreexpresion en contexto de la enfermedad en ratones
encontramos a Pglyrpl, Lbp y Olrl. En muestras de suero de pacientes con LES,
se ha reportado la sobreexpresion de Pglyrpl y también se ha asociado con otras
enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide (Luo et al., 2019).
Adicionalmente, la severidad del lupus se ha asociado a la sobreexpresion de

OlIrl (Sagar et al., 2020).

El conjunto de los resultados analizados sugiere que en la cavidad peritoneal
de los ratones BWF1 enfermos, los macrofagos tienen un comportamiento
significativamente distinto al observado en los animales controles. Los
macrofagos peritoneales de ratones enfermos se compartan de manera mas
inflamatoria, con la secrecién de citoquinas y quimioquinas que contribuyen a la

alteracion homeostatica de los linfocitos B observada en la enfermedad.
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VI. MODELO RESUMEN VISUAL
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En este modelo se recogen los principales hallazgos aportados por este trabajo.
Observamos como existen diferencias en la cantidad y frecuencias de las células
peritoneales, asi como también las alteraciones fenotipicas de los macréfagos.
También se observan las diferencias del perfil de citoquinas producido, en cuanto

a su cantidad representativa y la alteracion del eje de quimioquinas

CXCR5/CXCL13.
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VIl. RESUMEN RESULTADOS

Ratones BWF1 enfermos presentan frecuencia significativamente mayor
de macréfagos peritoneales y de linfocitos Bla pero un menor porcentaje
de linfocitos B totales en comparacién a ratones controles.

Los linfocitos TCD4* peritoneales de ratones BWF1 enfermos son menos
frecuentes que en ratones controles de la misma edad a la vez que existe
una menor tasa de linfocitos T CD4*/CD8* al desarrollar la enfermedad.
Macréfagos peritoneales de ratones enfermos son fenotipicamente
distintos a los macréfagos de ratones controles, en donde tienen menor
expresion de SIRPa, y presentan menor proporcion de macréfagos MHC-
[I*y CD206".

Los macréfagos peritoneales de ratones BWF1 producen
significativamente mas de las citoquinas proinflamatorias MCP-1 y IL-6
gue los animales controles en respuesta a CpG y R848.

Macrofagos peritoneales de ratones BWF1 y controles no tienen
diferencias significativas en su capacidad fagocitica.

Los macrofagos peritoneales suprimen la proliferacion mediada por LPS
de linfocitos B peritoneales de ratones controles, siendo los macréfagos
provenientes de animales controles mas eficientes que los BWF1
Macréfagos peritoneales de ratones BWF1 enfermos presentan un perfil
transcripcional distinto a controles, con 286 genes diferencialmente

expresados.
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VIIl.  CONCLUSIONES

El conjunto de los resultados presentados permite concluir que existen
diferencias significativas en la poblacién de algunas células del sistema inmune
presentes en la cavidad peritoneal de ratones BWF1 respecto a ratones controles
al momento de desarrollar la enfermedad de lupus eritematoso sistémico (LES).

Las alteraciones respecto a la forma en la cual los macrofagos peritoneales
interacttan con los linfocitos B, los niveles mas altos de citoquinas inflamatorias,
el aumento de la frecuencia de macréfagos y las diferencias mostradas en su
fenotipo en ratones BWF1 sugieren que en estos animales los macrofagos
peritoneales se desplazan hacia un estado mas proinflamatorio, que en conjunto
con la acumulacién preferencial de linfocitos Bla puede promover la progresion
de la enfermedad.

El LES es una de enfermedad modelo de autoinmunidad que, por su
complejidad, cualquier entendimiento en ella puede contribuir a comprender todo
el espectro de enfermedades autoinmunes expandiendo los beneficios de

continuar realizando esfuerzos en investigar su desarrollo.
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X.  ANEXOS

Tabla anexa 1: Lista de los 106 genes sobre expresados en macrofagos
peritoneales BWF1 en comparacion a controles de la misma edad.

MGI log2FC | adj. P.Val MGI log2FC | adj. P.Val MGI log2FC | adj. P.Val
Cnbd2 4,120 1E-74 Orml 5,982 2,E-03 Appl2 0,874 2,E-02
Cavinl 4,382 8,E-48 Ahcy 5,081 2,E-03 Ikbke 0,790 2,E-02

Tmem154 3,998 1,E-23 ler2 0,747 2,E-03 Phc3 0,675 2,E-02
Slpr5 1,405 7,E-16 F7 0,707 2,E-03 Pogz 5,871 3,E-02

Cd52 3,460 8,E-16 Corola 2,409 2,E-03 Ckap5 7,869 3,E-02
Slicla5 1,846 9,E-12 Fmnil 1,209 3,E-03 Orm2 4,024 3,E-02

Sell 2,065 2,E-11 Dyrkla 6,289 3,E-03 Clec4de 0,550 3,E-02

Hp 1,995 6,E-10 Lbp 1,316 3,E-03 Prcp 0,505 3,E-02
Col22al 8,954 4,E-09 H13 1,015 3,E-03 Chsyl 1,859 3,E-02
Slc4a5 8,232 1,E-07 Siglece 1,684 4,E-03 Arll4ep 1,212 3,E-02
Gprl32 8,141 2,E-07 Gigyf2 1,138 4,E-03 Rassf5 0,600 3,E-02
Mmp14 3,221 6,E-07 Rsadl 6,433 5,E-03 Fblim1 1,270 3,E-02
Tstd2 8,227 1,E-06 Fosb 7,058 5,E-03 Arid3a 0,931 3,E-02
Pglyrpl 3,261 3,E-06 Sla 1,125 5,E-03 Sh3pxd2a 7,114 3,E-02

Tmem176b 1,206 4,E-06 Rnf150 3,066 6,E-03 Ntn4 1,996 4,E-02

Junb 0,854 8,E-06 Tgm2 1,207 6,E-03 Itgh5 3,626 4,E-02
Leng8 0,625 3,E-05 C3 1,222 7,E-03 Rps6 1,032 4,E-02
Sbno2 1,016 3,E-05 Zfp420 6,195 7,E-03 Enpp4 1,195 4,E-02

Ids 2,384 3,E-05 Efnb2 0,882 8,E-03 Rflnb 3,197 4,E-02

Sh3bgrl3 0,678 4,E-05 Bacel 6,039 8,E-03 Zfp595 2,089 4,E-02
Rpl30 1,345 5,E-05 Acvrl 1,011 8,E-03 Casp8ap2 0,664 4,E-02
Itga5 1,507 7,E-05 Rps6kal 0,740 8,E-03 Ptprv 2,687 4,E-02

Rps6kbl 2,486 9,E-05 Ptprs 1,920 8,E-03 P2rx1 1,471 4,E-02

Ptges 1,014 9,E-05 Fos 2,104 9,E-03 Myol18a 1,237 4,E-02
Wipfl 0,676 1,E-04 Rfx1 1,456 1,E-02 Ccdc88b 0,929 4,E-02

Cd9 1,421 1,E-04 Marveldl 0,785 1,E-02 Smad5 0,731 4,E-02

Chill 8,676 2,E-04 Nhirc2 2,123 1,E-02 Prr14l 4,590 4,E-02
Thbs1 2,877 2,E-04 Htra3 0,714 1,E-02 Tmem176a 0,963 5,E-02
Pixnd1 1,099 2,E-04 Cdcl4a 1,147 1,E-02 Clecba 2,300 5,E-02

Hnrnpa2bl 0,871 3,E-04 Bicra 2,990 1,E-02 Dlg3 1,867 5,E-02
S100a6 1,688 3,E-04 Arhgap26 7,507 2,E-02 Lyl1 0,826 5,E-02
Rnf217 2,253 6,E-04 Rpl6 0,707 2,E-02 Prok2 3,444 5,E-02
Rasgrp2 6,164 7,E-04 Ace 1,956 2,E-02 Gmip 0,733 5,E-02
Tspan32 1,562 8,E-04 Nckapl 5,978 2,E-02 Gtf3c4 0,596 5,E-02
Mknk2 1,337 9,E-04 Olrl 1,427 2,E-02
Slcl6a3 1,583 1,E-03 Serpinel 3,730 2,E-02
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Tabla anexa 2: Lista de los 180 genes con menos expresion en macréfagos
peritoneales BWF1 en comparacion a controles de la misma edad.

MGI log2FC | adj. P.val MGI log2FC | adj. P.vVal MGI log2FC | adj. P.Vval
Ppfibpl -1,961 1,E-27 Cep290 -6,384 3,E-04 Serpinb8 -0,616 1,E-02
Cgnll -3,825 1,E-27 Tceanc2 -2,291 3,E-04 Bankl -0,710 1,E-02
Zfp991 -3,747 3,E-14 Zscan25 -6,711 3,E-04 Ccl24 -1,608 1,E-02
Apoc?2 -4,346 7,E-14 Rrebl -2,585 3,E-04 Aplbl -1,715 1,E-02
Dpp7 -1,793 1,E-12 Tfe3 -0,937 4,E-04 Rab31 -0,494 1,E-02
Hal -2,231 1E-12 Hexa -0,743 5,E-04 Calm2 -0,667 1,E-02
Epasl -1,815 3,E-12 Rablla -0,605 5,E-04 Glmp -0,571 1,E-02
Pmp22 -0,752 4,E-12 Renbp -1,226 5,E-04 Gjal -3,538 1,E-02
Glbl -2,623 4,E-12 Rtf2 -0,623 6,E-04 Wwp2 -0,818 1,E-02
Cd209a -4,336 1E-11 Micul -0,848 6,E-04 Rab3d -1,541 1,E-02
Hpse -0,984 4,E-10 Cbr2 -2,629 7,E-04 Histlh2bc | -2,146 1,E-02
Fcgr2b -2,226 4,E-10 Nagk -1,144 7,E-04 Gla -0,986 2,E-02
Lgalsl -2,275 3,E-09 P2ryl4 -1,203 7,E-04 Slc36al -0,958 2,E-02
Dnase2a -1,120 1,E-08 Ctsd -0,941 1,E-03 Ergic3 -0,724 2,E-02
Zfp984 -1,868 4,E-08 Voppl -0,868 1,E-03 Hebpl -0,974 2,E-02
Uaplll -1,453 6,E-08 Atp6v0al -0,880 1,E-03 Mfsd1 -0,655 2,E-02
Ifi44l -9,170 9,E-08 Lgmn -0,928 1,E-03 Cd300Id3 -0,713 2,E-02
Atp6vilia -0,668 9,E-08 Igfl -1,787 1,E-03 Sfrpl -1,941 2,E-02
Lilrdb -1,023 2,E-07 Trf -0,819 2,E-03 Haus2 -0,807 2,E-02
Dynitlc -1,243 4 E-07 Wifdcl17 -1,219 2,E-03 Pyroxd2 -0,717 2,E-02
Anxa? -0,776 4,E-07 Lancll -1,069 2,E-03 Fcna -0,749 2,E-02
Atp6v1b2 -0,621 4,E-07 Ivnslabp -0,806 2,E-03 Gnaq -0,479 2,E-02
Grn -0,615 6,E-07 Arg2 -4,321 2,E-03 Cdkn2b -1,693 2,E-02
Gm15922 -0,907 1,E-06 Gba -1,095 3,E-03 Icam?2 -0,573 2,E-02
Pianp -1,723 1,E-06 Enppl -3,928 3,E-03 Acssl -1,034 2,E-02
Rftnl -1,259 3,E-06 Palld -3,065 3,E-03 Pilrb1 -1,265 2,E-02
Oxctl -0,944 5,E-06 Cd63 -1,525 3,E-03 Rora -1,001 2,E-02
Mrcl -1,061 6,E-06 P4ha2 -1,157 3,E-03 wWnt2 -1,297 2,E-02
Nxpe5 -1,921 8,E-06 Soatl -0,739 3,E-03 Plekhm1 -0,765 3,E-02
Serpinb6a | -1,040 1,E-05 Acinl -1,243 3,E-03 Snx11 -0,914 3,E-02
Agtrap -0,829 2,E-05 Mmp27 -3,349 3,E-03 Miph -3,708 3,E-02
Fabp3 -2,687 2,E-05 Ndufs5 -5,325 3,E-03 Fam129b -0,641 3,E-02
Clec4g -7,781 2,E-05 Washcb -0,687 3,E-03 PId3 -0,829 3,E-02
Hgd -7,536 3,E-05 Cndp2 -0,651 3,E-03 Cc2 -2,718 3,E-02
Ctsb -0,661 3,E-05 Camkl -0,513 4,E-03 Tspo -0,587 3,E-02
Scnlb -1,065 3,E-05 Pusl -1,441 4,E-03 Snx24 -1,175 3,E-02
Gnpdal -1,188 3,E-05 Anxab -0,857 4,E-03 Anxab -0,605 3,E-02
Hpgd -2,014 3,E-05 Cstb -1,249 4,E-03 Ralgps2 -6,235 3,E-02
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Cd209b -2,618 4,E-05 Rnaset2a -0,737 4,E-03 Neol -2,439 3,E-02
Colec12 -1,781 5,E-05 Blvrb -0,572 5,E-03 Vatl -0,634 3,E-02
Emb -4,095 9,E-05 Hnrnphl -0,947 5,E-03 Fam213b -0,939 3,E-02
Ifnar2 -0,704 1,E-04 Gyg -0,984 6,E-03 Itga7 -6,301 3,E-02
Atp6v0e2 -6,963 1,E-04 Pricklel -1,807 6,E-03 Tgofbi -1,027 3,E-02
Sh3bgrl2 -3,381 1,E-04 Cxcl13 -1,459 6,E-03 Plod1 -0,644 4,E-02
Itm2b -0,475 1,E-04 Rin2 -0,667 6,E-03 Hpn -1,671 4,E-02
Prdx1 -0,641 1,E-04 Lampl -0,522 6,E-03 Ppm1f -8,193 4,E-02
Galc -1,117 1,E-04 Entpdl -0,595 7,E-03 P2rx4 -0,569 4,E-02
Naglu -0,832 1,E-04 Naga -0,756 7,E-03 Por -0,590 4,E-02
Clga -0,859 1,E-04 Bloc1s3 -7,156 7,E-03 Ipoll -1,113 4,E-02
Aldh2 -0,639 1,E-04 Amdhd2 -1,354 7,E-03 Pf4 -1,143 4,E-02
Abcd4 -1,332 1,E-04 C130026121Rik | -1,119 8,E-03 Tnkslbpl | -8,142 4,E-02
Gfra2 -4,129 1,E-04 Cdk8 -1,093 8,E-03 wdr4l -0,591 4,E-02
Ctsa -0,935 2,E-04 ClIn5 -0,616 8,E-03 Selenow -0,573 4,E-02
Prr13 -0,523 2,E-04 AW554918 -6,692 8,E-03 Mcu -0,674 4,E-02
Clqc -0,777 2,E-04 Prnp -0,520 8,E-03 Col23al -1,474 4,E-02
Adk -0,933 2,E-04 Ehbp1 -6,120 1,E-02 TIr7 -0,916 4,E-02
Crtap -1,012 2,E-04 Fam19a5 -6,341 1,E-02 Cin8 -0,622 5,E-02
Selenop -1,348 2,E-04 Pnpla7 -0,805 1,E-02 Mdm1 -0,869 5,E-02
Cd68 -1,080 3,E-04 Blnk -1,301 1,E-02 Carl3 -1,776 5,E-02
Galnt9 -5,610 3,E-04 Tppl -0,556 1,E-02 Hipl -1,810 5,E-02

56




