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Abstract

Corpora amylacea (CA) are granular bodies that accumulate in the human brain during aging and neurodegener-
ative conditions. These structures act as containers that amass waste substances from the brain and they are
extruded from the central nervous system to the cerebrospinal fluid (CSF). From the CSF, they reach the cervical
lymph nodes, where they can be phagocytosed by macrophages. In this work, human CSF samples and THP-1
derived macrophages were processed by immunofluorescence techniques to study the presence of phagocytosis
inducers on the surface of CA, as well as macrophage surface receptors. The results suggest that CA can be phago-
cytosed by means of the mannose binding lectin, which attaching these bodies would cause a C3b-opsonization.
Furthermore, macrophages derived from THP-1 monocytes present C3b receptors that would recognize the C3b
that opsonize the CA.
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Resumen

Los corpora amylacea (CA) son unos cuerpos granulares que se acumulan en el cerebro humano durante el en-
vejecimiento y condiciones neurodegenerativas. Estas estructuras actiian como contenedores que capturan sus-
tancias de desecho cerebrales y son extruidos desde el sistema nervioso central hacia el liquido cefalorraquideo
(LCR). Desde el LCR, llegan a los ganglios linfaticos cervicales, donde pueden ser fagocitados por macréfagos. En
el presente trabajo, se procesaron muestras de LCR humano y cultivos de macréfagos derivados de monocitos
THP-1 mediante técnicas de inmunofluorescencia para estudiar la presencia de inductores de fagocitosis en la
superficie de los CA, asi como los receptores correspondientes en la superficie de los macréfagos. Los resulta-
dos sugieren que los CA pueden ser fagocitados mediante la lectina de unién a la manosa, que al unirse a los CA
provocaria la opsonizacién de estos con C3b. Por otro lado, los macréfagos de estudio presentan receptores de
C3b, que reconocerian el C3b que opsoniza los CA.

Palabras clave: corpora amylacea, macréfagos, fagocitosis, liquido cefalorraquideo.

Resum

Els corpora amylacea (CA) s6n uns cossos granulars que s’acumulen al cervell huma durant I'envelliment i con-
dicions neurodegeneratives. Aquestes estructures actuen com a contenidors que capturen substancies de rebuig
cerebrals i son extruits des del sistema nervios central cap al liquid cefalorraquidi (LCR). Des del LCR, arriben als
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ganglis limfatics cervicals, on poden ser fagocitats per macrofags. En aquest treball es van processar mostres de
LCR huma i cultius de macrofags derivats de monocits THP-1 mitjangant tecniques d'immunofluorescéncia per
estudiar la preséncia d’'inductors de fagocitosi a la superficie dels CA, aixi com els receptors corresponents a la
superficie dels macrofags. Els resultats suggereixen que els CA poden ser fagocitats mitjangant la lectina d’'uni6
a la mannosa, que en unir-se als CA provocaria la seva opsonitzacié amb C3b. Per altra banda, els macrofags
d’estudi presenten receptors de C3b, que reconeixerien el C3b que opsonitza els CA.

Paraules clau: corpora amylacea, macrofags, fagocitosi, liquid cefalorraquidi

1. Introduccio

L'envelliment és un procés biologic natural que es caracteritza per la perdua progressiva de la integri-
tat fisiologica, que dona lloc a diverses alteracions funcionals i a I'laugment de la vulnerabilitat a la
mort. Aquest deteriorament s’ha descrit com a factor de risc per a les principals patologies humanes,
com el cancer; els trastorns cardiovasculars i les malalties neurodegeneratives (Lopez-Otin et al.,, 2013,
pp. 1194-1217).

El cervell dels mamifers i, per tant, també ’huma, d’acord amb el seu elevat metabolisme i
consum d’oxigen, presenta alteracions addicionals durant la senescéncia respecte als altres organs.
Aquests mecanismes donen lloc a un increment en la produccié d’especies reactives d’oxigen, de les
quals deriva un augment de I'estres oxidatiu, que causa una pérdua progressiva de l'estructura i la
funcié de les neurones i, en conseqiiencia, un declivi de les funcions del cervell tals com la memoria i
I'aprenentatge, aixi com de les funcions motores i sensitives, fet que caracteritza les malalties neuro-
degeneratives. Actualment s’utilitzen diversos tractaments per palliar la simptomatologia associada
a aquests processos neurodegeneratius, pero no existeix cap terapia definitiva per aturar la seva pro-
gressio (Koivisto et al.,, 1995, pp. 741-747; Comas-Herrera et al., 2007, pp. 1037-1045; Sibille, 2013,
pp. 53-65).

Lligades a I'’envelliment cerebral en humans es troben unes estructures anomenades corpora
amylacea (CA), les quals van ser descrites per primera vegada per J. E. Purkinje en un congrés a Praga
I'any 1837 (Purkinje, 1839, pp. 177-180). Els CA es troben presents al cervell de persones d’edat avan-
¢ada, pero fins fa poques decades no es va considerar que tinguessin cap rellevancia clinica. Aquestes
estructures incrementen en nombre durant I'envelliment en cervells humans sans, pero també ho fan
en diferents zones del cervell en diverses malalties neurodegeneratives com I'Alzheimer, el Parkin-
son, les malalties de Huntington i Pick, aixi com en pacients amb epilépsia del 10bul temporal, entre
d’altres (Cavanagh, 1999, pp. 265-295; Pirici i Margaritescu, 2014, pp. 33-57).

Pel que fa a la seva morfologia, cal destacar que son estructures esferiques i que la seva mida
pot variar segons la seva localitzacié. Poden mesurar entre 2 i 20 um de diametre, tot i que en alguns
casos poden arribar a 50 pm. Al cortex, a I'estriat i a la materia grisa de la medul-la espinal, els CA s6n
més petits que en d’altres zones. Com s’ha comentat anteriorment, en general sén cossos esferics, tot
i que s’han descrit també formes ovalades i elongades. La seva superficie acostuma a ser llisa, perd no
és infreqiient trobar CA que presentin una superficie irregular, com si tinguessin una coberta (Cava-
nagh, 1999, pp. 265-295).

La distribuci6 cerebral dels CA és amplia. De fet, se'n poden trobar a gairebé totes les regions
del sistema nervios central, pero tendeixen a acumular-se en determinades localitzacions. En el cer-
vell, es troben congregats principalment en el recobriment glial que es troba sota el revestiment de
les céllules ependimaries dels ventricles, particularment sota el cos callds i el sostre del tercer i quart
ventricle. A les superficies més externes del cervell, es troben generalment en el recobriment glial
sota la piamater, especialment a la base del cervell, en les superficies medials dels I6buls temporals
i sobre les formacions de I'hipocamp. S’ha descrit també que els CA s’acumulen a les zones perivascu-
lars del cervell huma (Cavanagh, 1999, pp. 265-295; Sakai et al., 1969, pp. 526-544). Cal destacar que
aquestes localitzacions so6n properes al liquid cefalorraquidi (LCR) (figura 1), motiu que ha donat pas
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al fet que diferents autors hagin suggerit al llarg dels anys que els CA sén expulsats cap a 'LCR. L'es-
tudi de Sbarbati et al. (1996, pp. 196-201) suggereix un possible mecanisme d’extrusié dels CA cap a
fora del cervell.

Figura 1. Esquema referent a la distribucié
dels CA en el cervell huma. Els CA tendeixen
a concentrar-se en zones properes a
I'LCR (Sakai et al., 1969, p. 533).

En referéncia a la seva composicio, diferents reaccions histoquimiques indiquen que els CA
estan essencialment formats per polimers de glucosa: donen un marcatge positiu a la tincié de I'acid
periodic de Schiff (PAS) (figura 2a) i, a més a més, la digesti6 prévia del teixit amb a-amilasa redueix
la tincié de PAS. Complementariament, 'analisi bioquimica d’aquestes estructures ha permes deter-
minar que els CA tenen una composici6 del 88 % de polimers de glucosa, 5 % de proteinesi 3 % de
fosfats (Cavanagh, 1999, pp. 265-295; Sakai et al., 1969, pp. 526-544).

S’ha observat que durant la formacié dels CA apareixen uns neoepitops (NEs) que no estan
presents en estructures sanes, i s’ha posat de manifest que aquests poden ser reconeguts per immu-
noglobulines M (IgMs) naturals (Augé et al, 2017, p. 41807) (figura 2b). Aquests anticossos es gene-
ren de manera espontania ja des dels estadis fetals, sense contacte previ amb antigens externs (Cou-
tinho, Kazatchine i Avrameas, 1995, pp. 812-818). Les IgMs participen en '’homedstasi dels teixits i la
regulacio6 de cellules i enzims, i també reconeixen estructures glicosilades o oxidades que resulten de
'estres oxidatiu, un fenomen que es troba incrementat en I’envelliment (Goldin et al., 2006, pp. 597-
605; Lutz, Binder i Kaceri, 2009, pp. 43-51).

S’ha observat que I'accés de les IgMs naturals al parenquima cerebral queda restringit per la
barrera hematoencefalica (BHE) en condicions fisiologiques. Aixo fa que la unié entre les IgMs i els
NEs dels CA només es pugui produir quan la BHE es veu alterada, permetent aix{ el pas de les IgMs, o
bé quan els CA s6n extruits fora del cervell (Augé et al., 2017, p. 41807).
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Figura 2. a) Imatge representativa de la tincié de PAS que illustra la preséncia
de CA en una seccié d’hipocamp d’'un donant d’AD. b) Imatge representativa
d’immunofluorescencia que il-lustra la presencia de CA marcats amb IgM (verd)
en una seccié cerebral d'un donant d’AD (Augé et al, 2017, p. 41807). Barra
d’escala: 50 um.

Estudis posteriors han posat de manifest que les IgMs dirigides contra els NEs dels CA es tro-
ben sovint com a contaminants en els vials d’anticossos comercials utilitzats en els estudis d'immu-
nohistoquimica. La preséncia d’aquests anticossos provoca falsos marcatges dels CA, i aquests falsos
marcatges han fet que molts dels components descrits en els CA i moltes de les teories publicades
siguin erronies o inconsistents (Augé et al., 2017, p. 41807; Augé et al., 2018, p. 13525).

Actualment, hi ha consens que els CA estan constituits per polimers de glucosa. S’ha proposat
que també contenen glicogen sintasa, que formaria els polimers, aixi com elements residuals o pro-
ductes de degradaci6 i molecules que intervenen en la senyalitzaci6 i degradacié de substrats, com la
ubiqiitina ila p62 (Augé et al, 2017, p. 41807; Augé et al, 2018, p. 13525).

Recentment, s’ha confirmat que els CA sén extruits del cervell cap a I'LCR i, posteriorment,
accedeixen als ganglis limfatics cervicals probablement a través del sistema limfatic meningi (Riba et
al, 2019, pp. 26038-26048). D’acord amb tot aixo0, es postula que aquests cossos poden estar involu-
crats en la captura i el segrest de productes potencialment perillosos i substancies de rebuig.

S’ha comprovat també que algunes cél-lules ganglionars estableixen contacte amb els CA i es
pensa que aquestes podrien ser macrofags. De fet, la fagocitosi dels CA per part de macrofags ha estat
demostrada mitjangant técniques de cultiu in vitro (figura 3), utilitzant macrofags derivats de mono-
cits THP-1 (THP-1") i CA procedents de I'LCR. Es desconeix, pero, el mecanisme pel qual aquesta fa-
gocitosi es porta a terme (Riba et al.,, 2019, pp. 26038-26048).

76

©Universitat de Barcelona



Edusfarm 13 (2021), 73-88
ISSN: 1886-6271

Figura 3. A i B) Seqliencies d’'imatges que mostren un macrofag fagocitant un CA opsonitzat amb IgMh des de di-
ferents punts de vista. Les seqiiéncies es van realitzar després d'una reconstruccié en 3D a partir d’imatges obtin-
gudes per microscopia confocal. Els macrofags estan tenyits amb falloidina (vermell) i els seus nuclis, marcats
amb reactiu de Hoechst (blau). Els CA estan marcats amb a-IgM (verd). C) Imatges de microscopia electronica de
rastreig que mostren també un macrofag engolint un CA opsonitzat amb IgMh. Es van observar alguns fillopodis
emergint dels macrofags i entrant en contacte amb els CA (Riba et al, 2019, pp. 26038-26048).

A la figura 4 es resumeix el procés que seguirien els CA, des de la seva formaci6 als astrocits
fins a la seva degradaci6 als ganglis limfatics cervicals gracies a I'activitat dels macrofags.
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Figura 4. Representacio del recorregut que realitzarien els CA des de les digitacions astrocitiques al cer-
vell, passant per I'LCR i arribant als ganglis limfatics cervicals, on serien degradats per macrofags, parti-
cipant aixi en I'eliminaci6 de substancies de rebuig (Riba et al, 2019, pp. 26038-26048). C3: component
C3 del sistema del complement; C3b: fragment C3b del sistema del complement provinent de I'escissié
de C3; CR: receptor del fragment C3b del sistema del complement; CA: corpora amylacea; CSF: cerebro-
spinal fluid (liquid cefalorraquidi); FcpuR: receptor del fragment Fc de les IgMs; ManR: receptor de man-
nosa; MBL: mannose binding lectin (lectina d’'unié a la mannosa); UPS: ubiquitin-proteasome system (sis-
tema de proteosoma d’ubiqiiitina).
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Tal com s’ha comentat anteriorment, els CA contenen NEs que son reconeguts per IgMs natu-
rals, les quals podrien contribuir a la fagocitosi d’aquests cossos, bé sigui perque aquestes son reco-
negudes pel receptor especific de les [gMs (FcuR o FAIM3) expressat en la superficie de fagocits o bé
perque, unides als NEs dels CA podrien activar el sistema del complement per la via classica provo-
cant I'opsonitzacié dels CA amb C3b. Aquest fragment de proteina podria ser reconegut pel C3bR que
estaria present a la superficie dels macrofags.

Convé ressaltar que els CA son reconeguts també per la concanavalina A (ConA) (Cavanagh,
1999, pp. 265-295), una lectina d’origen vegetal que reconeix determinades hexoses, entre les quals
destaca la mannosa (Varki et al., 2017). Aquesta hexosa podria ser reconeguda pel receptor de la
mannosa (ManR o CD206) present a la membrana plasmatica de macrofags i activar el procés de fa-
gocitosi.

Addicionalment, la mannosa també pot ser reconeguda per la mannose binding lectin (MBL)
humana com a activadora de la via de la lectina del sistema del complement (Barnum, 1995, pp.
132-146).

L'activaci6 del sistema del complement, tant mitjangada per anticossos (via classica) com per
MBL (via de la lectina), convergeix en I'escissi6 de la proteina C3 en els fragments C3a i C3b, i aquest
ultim podria opsonitzar els CA. A més a més, el C3b pot ser resultat d'una escissi6 espontania de C3
coneguda com la via alternativa (Sarma i Ward, 2011, pp. 227-235).

Tots aquests mecanismes podrien desencadenar la fagocitosi dels CA per part dels macrofags,
tal com es resumeix a la figura 5.

Considerant que I'LCR no conté IgMs en condicions fisiologiques, pero que si que conté MBL i
diverses proteines del sistema del complement (Barnum, 1995, pp. 132-146; Lanzrein, Jobst i Sim,
1998, pp. 1491-1495), l'activacié del sistema del complement i 'opsonitzaci6é dels CA amb C3b es
podrien produir ja a 'LCR. Aixi doncs, és interessant estudiar si aquests components intervenen en la
fagocitosi dels CA per part de THP-1".

Figura 5. Esquema representatiu de les possibles vies de fagocitosi dels CA per part dels macro-
fags. Veure I'explicacié detallada al text. CA: corpora amylacea, CH: Carbohidrat, IgM: immunoglo-
bulina M, FAIM3 o FcpuR: receptor de [gMs en macrofags, C3: component C3 del sistema del comple-
ment, C3b: fragment C3b generat des de C3, CD35 o C3bR: receptor de C3b en macrofags, Man:
mannosa, MBL: mannose binding lectin, CD206 o ManR: receptor de mannosa en macrofags. 1: via
classica, 2: via de la lectina, 3: via alternativa.
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2. Material i metodes
2.1. Obtencio de mostres de sediment d’LCR

Les mostres de sediment d’LCR utilitzades en aquest estudi, proporcionades pel Banc de Teixits Neu-
rologics (Biobanc de 'Hospital Clinic-IDIBAPS de Barcelona) van procedir de 7 casos de malalties
neurodegeneratives (taula 1).

Les mostres d’'LCR van ser extretes post mortem de liquid ventricular i, immediatament des-
prés de I'extracci6, el Banc de Teixits Neurologics va aplicar un protocol de neteja de les mostres que
es basa en una centrifugacié de I'LCR a 4000 g i 4 °C durant 10 minuts. Considerant que els CA ja
precipiten a 650 g (Sakai et al., 1969, pp. 526-544), aquests es troben al sediment obtingut d’aquesta
centrifugacio. Per tant, és el sediment el que es va utilitzar en el present estudi.

Els sediments d’LCR es van mantenir a -80 °C des de la seva obtenci6 fins a arribar al labora-
tori, on es van descongelar i es van resuspendre en un volum de phosphate buffered saline (PBS, pH
= 7,2) corresponent al volum inicial d’LCR abans de la centrifugacié a 4000 g, i se’n van generar ali-
quotes de 500 pL. Aquestes aliquotes van ser conservades a -80 °C fins a la seva manipulacio.

Els experiments es van realitzar d’acord amb I'aprovacié del Comiteé Etic de la Universitat de
Barcelona.

TAULA 1. EDAT, SEXE, DIAGNOSTIC CLINIC I HORES DE RETARD
DESPRES DE LA MORT (POST MORTEM DELAY, PMD) EN HORES:
MINUTS DELS DIFERENTS CASOS UTILITZATS PER A LESTUDI DE L'LCR.

Home 12:00 Demencia no filiada
2 69 Dona 07:08 Esclerosi lateral amiotrofica
3 68 Dona 10:20 Alzheimer presenil
4 64 Home 09:48 Alzheimer presenil
5 69 Home 09:15 Parkinsonisme
6 69 Dona 13:15 Alzheimer presenil
7 83 Home 14:45 Paralisi supreanuclear progressiva

2.2. Marcatge de CA d’'LCR amb ConA

Es van deixar descongelar aliquotes de 500 pL de sediment d'LCR resuspes amb PBS de cada un dels
diferents casos. Seguidament, es van realitzar 6 centrifugacions a 700 g durant 10 minuts, descartant
el sobrenedant després de cada una d’elles i resuspenent el sediment amb 500 uL de PBS a excepcié
de la darrera centrifugacié, la sisena, en la qual el sediment es va resuspendre amb 300 uL d'una di-
luci6é de ConA marcada amb fluoresceina, en PBS (taula 2). Les mostres es van deixar 21 hores en agi-
taci6 a 4 °C1i protegides de la llum.
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TAULA 2. CARACTERfS:[‘IQUES DEL MARCADOR EMPRAT EN LEXPERIMENT.
ES CONCRETA LA DILUCIO UTILITZADA, EL FLUOROCROM I LA CASA COMERCIAL.

MARCADOR DILUCIO FLUOROCROM CASA COMERCIAL

ConA 1/250 Fluorescein Vector Laboratories, Burlingame, EUA

Posteriorment, es va realitzar una centrifugaciéo més a 700 g durant 10 minuts, es va descartar
el sobrenedant, es va resuspendre amb 1000 uL de PBS i es va deixar 10 minuts en agitacio a la foscor.
A continuaci6 es va fer una ultima centrifugacié a 700 g durant 10 minuts, es van descartar els sobre-
nedants i es van resuspendre amb 40 pL de PBS.

Es van posar els 40 pL de cada una de les mostres en diferents portaobjectes i es van deixar
assecar a temperatura ambient protegides de la llum.

Es va procedir a dibuixar un pou amb el retolador hidrofob als portaobjectes, es van muntar les
preparacions utilitzant 120 pL de Fluoromount (Electron Microscopy Sciences, PA, EUA) i es van dei-
xar assecar a temperatura ambient, en un ambient sec i tancat i protegides de la llum.

2.3. Marcatge d’'MBL dels CA d’'LCR

Es van deixar descongelar aliquotes de 500 pL de sediment d'LCR resuspes amb PBS de cada un dels
diferents casos. Seguidament, es van realitzar 6 centrifugacions a 700 g durant 10 minuts, descartant
el sobrenedant després de cada una d’elles i resuspenent el sediment amb 500 pL de PBS, a excepcié
de la darrera centrifugacid, la sisena, en la qual el sediment es va resuspendre amb 300 pL d’anticos
primari aMBL-FITC diluit en PBS (taula 3).

Les mostres es van deixar 21 hores en agitacié a 4 °C i protegides de la llum.

TAULA 3. CARACTERISTIQUES DE LANTICOS EMPRAT EN LEXPERIMENT.
ES CONCRETA L'HOSTE, SI HA ESTAT PURIFICAT, LA DILUCIO UTILITZADA,
EL FLUOROCROM I LA CASA COMERCIAL.

ANTICOS | HOSTE | PURIFICACIO | DILUCIO | FLUOROCROM CASA COMERCIAL

Biorbyt, Cambridge,

aMBL Conill Si 1/100 FITC Ftege Uit

Posteriorment, es va realitzar una centrifugacié a 700 g durant 10 minuts, es van descartar els
sobrenedants, es van resuspendre els sediments amb 1000 uL de PBS i es van deixar les mostres 10 mi-
nuts en agitacié i protegides de la llum. Es va tornar a realitzar una centrifugacié a 700 g durant
10 minuts, es van descartar els sobrenedants i es van resuspendre amb 40 pL de PBS.

Es van posar els 40 pL de cada una de les mostres en diferents portaobjectes i es van deixar
assecar a temperatura ambient protegides de la llum.

Es va procedir a dibuixar els pous amb el retolador hidrofob als portaobjectes, es van mun-
tar les preparacions utilitzant 120 pL de Fluoromount (Electron Microscopy Sciences) i es van deixar
assecar a temperatura ambient i a la foscor en un ambient sec i tancat.

2.4. Marcatge de C3b dels CA d’LCR

Es van deixar descongelar aliquotes de 500 pL de sediment de LCR resuspés amb PBS de cada un dels
diferents casos. Seguidament, es van realitzar 6 centrifugacions a 700 g durant 10 minuts, descartant
el sobrenedant després de cada una d’elles i resuspenent el sediment amb 500 pL de PBS, a excepcié
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de la darrera centrifugacio, la sisena, en la qual el sediment es va resuspendre amb 300 pL d’anticos
primari aC3b diluit en PBS (taula 4).

Per tal d’obtenir controls negatius, es va incubar una mostra de sediment de cada un dels
casos amb PBS en comptes de I'anticos primari.

Les mostres es van deixar 21 hores en agitacio a 4 °C.

A continuacio, es va realitzar una centrifugacié a 700 g durant 10 minuts, es van descartar els
sobrenedants, es van resuspendre les mostres amb 1000 pL de PBS i es van deixar 10 minuts en agi-
taci6. Es va tornar a realitzar una centrifugacié a 700 g durant 10 minuts, es van descartar els sobre-
nedants de totes les mostres i es van resuspendre amb 300 uL d’anticos secundari algG2b de ratoli
diluit en PBS (taula 4).

TAULA 4. CARACTERISTIQUES DE LANTICOS PRIMARI I LANTICOS SECUNDARI

EMPRATS EN LEXPERIMENT. ES CONCRETA L'HOSTE, SI HA ESTAT PURIFICAT,
LA DILUCIO UTILITZADA, EL FLUOROCROM I LA CASA COMERCIAL.

ANTICOS HOSTE PURIFICACIO DILUCIO FLUOROCROM CASA COMERCIAL

aC3b Abcam, Cambridge,
(algGyy) Ratoli Si 1/100 - e Uik
algG,, de ; Alexa Fluor 555 Life Technologies,

ratoli Cabra St 1/250 (AF555) Eugene, EUA

Es van deixar les mostres en agitacié durant 1 hora protegides de la llum i a temperatura
ambient.

Seguidament, es va realitzar una centrifugacié a 700 g durant 10 minuts, es van descartar els
sobrenedants, es van resuspendre amb 500 pL de PBS i es van deixar en agitacié durant 10 minuts
protegides de la llum. Es va fer una ultima centrifugacié a 700 g durant 10 minuts, es van descartar
els sobrenedants i es van resuspendre amb 40 pL de PBS.

Es van posar els 40 pL de cada una de les mostres en diferents portaobjectes i es van deixar
assecar a temperatura ambient protegides de la llum.

Es va procedir a dibuixar un pou amb el retolador hidrofob als portaobjectes, es van muntar les
preparacions utilitzant 120 pL de Fluoromount (Electron Microscopy Sciences) i es van deixar asse-
car a temperatura ambient i a la foscor en un ambient sec i tancat.

2.5. Marcatge de C3b dels CA d’'LCR

Es van utilitzar THP-1’, els quals es van obtenir seguint el protocol descrit per Martin et al. (2017). Els
macrofags es van cultivar i diferenciar sobre cobreobjectes rodons introduits en els pous de plaques
amb 24 pous.

Per procedir amb I'estudi d'immunofluorescencia, en ambdds casos, es va fixar la mostra amb
paraformaldehid al 4 % durant 15 minuts i es va rentar amb PBS dues vegades durant 5 minuts. Es va
procedir al bloqueig i la permeabilitzacié de la mostra amb una solucié preparada amb Trit6-X-100
(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanya) al 0,1 % en tamp6 de bloqueig (blocking buffer, BB: 1 % d’al-
bumina sérica bovina —Sigma-Aldrich— en PBS) durant 20 minuts a temperatura ambient.

Després de rentar-les dues vegades amb PBS, durant 5 minuts cada rentat, es van incubar les
mostres amb I'anticos primari diluit en BB durant 21 hores a 4 °C (taula 5).
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TAULA 5. CARACTERISTIQUES DELS ANTICOSSOS PRIMARIS EMPRATS
EN LEXPERIMENT. ES CONCRETA L'HOSTE, SI HA ESTAT PURIFICAT,
LA DILUCIO UTILITZADA, EL FLUOROCROM I LA CASA COMERCIAL.

ANTICOS ISOTIP HOSTE PURIFICACIO DILUCIO CASA COMERCIAL

aManR IgG Conill 1/600 Abcam

aC3bR 1gG, Ratolf S 1/40 The”ﬁ‘;:ﬁ;:g Egzntlﬁc’

Es van rentar amb PBS dues vegades, durant 5 minuts cada rentat, i, posteriorment, es van in-
cubar amb I'anticos secundari diluit en BB (taula 6). Per protegir el marcatge de la llum, es va cobrir
la placa amb paper d’alumini. L'anticos secundari es va deixar incubar durant una hora, i en els tltims
5 minuts es va afegir una solucié de 10 Ug/mL de Hoechst (Fluka, Madrid, Espanya) per tal de mar-
car els nuclis cellulars.

TAULA 6. CARACTERISTIQUES DELS ANTICOSSOS SECUNDARIS EMPRATS
EN LEXPERIMENT. ES CONCRETA L'HOSTE, SI HA ESTAT PURIFICAT,
LA DILUCIO UTILITZADA, EL FLUOROCROM I LA CASA COMERCIAL.

ANTICOS HOSTE PURIFICACIO | DILUCIO FLUOROCROM CASA COMERCIAL

algG-de Ase Si 1/250 AF555 Life Technologies
conill

I8y ‘?e Cabra Si 1/250 AF555 Life Technologies
ratoli

Un cop transcorreguda 'hora sencera, es van rentar les mostres amb PBS dues vegades, durant
5 minuts cada rentat. Seguidament, es van treure els cobreobjectes del pou amb unes pinces i es van
collocar sobre diferents portaobjectes juntament amb medi de muntatge Prolong Gold® (Thermo
Scientific, Rockford).

Les mostres es van deixar assecar a temperatura ambient, amb esferes dessecants i protegides
de la llum.

2.6. Obtencio d’'imatges

Les imatges d'immunofluorescencia van ser obtingudes amb un microscopi optic de fluorescencia
(BX41, Olympus) utilitzant el software CellB (Olympus) i guardades en format TIF. En cada condicié
experimental, les imatges van ser adquirides utilitzant els mateixos ajustos de laser i software. El
temps d’exposicié va ser adaptat a cada marcatge i les imatges del respectiu control van ser obtingu-
des al mateix temps d’exposici6. Lanalisi i el tractament de les imatges es van dur a terme amb el pro-
grama Image ] (National Institute of Health, EUA). Algunes imatges van ser modificades amb contrast
i brillantor per tal de millorar-ne la visualitzacid; en aquests casos, els seus respectius controls van
ser tractats de la mateixa manera.

3. Resultats i discussio
3.1. Preséncia de mannosa als CA d’LCR

Per determinar la preséncia de mannosa als CA de I'LCR, es van realitzar estudis de marcatge amb
ConA dels CA d’LCR. Es van analitzar mostres dels 7 casos d’estudi, d’edats compreses entre els 64 i
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83 anys. En els 7 casos estudiats hem observat que hi ha CA i que aquests presenten marcatge, com
mostren les imatges representatives de la figura 6.

Figura 6. Imatges de mostres d’LCR dels casos d’estudi 4, 5, 6 i 7 (A-D, respectivament),
obtingudes per microscopia de fluorescéncia, que mostren la preséncia de CA marcats
amb ConA (fletxes) en 'LCR. Barra d’escala: 100 um.

El fet que a les imatges B i D s’observi un fons amb fluorescéncia més intensa no fa referencia
en cap cas a un marcatge més intens dels CA, sin6 que podria ser que la mostra contingués altres
restes tissulars que provoquessin un soroll de fons superior al de les altres mostres.

Com ja havia estat publicat en estudis previs (Sarma i Ward, 2011, pp. 227-235; Pirici i Marga-
ritescu, 2014, pp. 33-57), aquesta lectina s’uneix a la mannosa, la qual provocaria posteriorment
'activacié del sistema del complement per la via de 'MBL (o via de la lectina) o bé podria induir fa-
gocitosi mitjancada per ManR.

Per tant, aquests resultats suggereixen que els CA tenen mannosa, pero, com que la ConA de-
tecta també altres hexoses, encara que amb menor afinitat, no es pot descartar que el marcatge sigui
degut a la interaccid de la ConA amb altres hexoses, com, per exemple, la glucosa.

3.2. Preséncia d’MBL als CA d’'LCR

Un cop es va suggerir amb el marcatge amb ConA la presencia de mannosa als CA, com que I'LCR con-
té MBL, es pot hipotetitzar que els CA de 'LCR ja presenten MBL recobrint-los. Per tal de verificar-ho,
es va procedir a fer un estudi d'immunofluorescéncia amb I'anticos primari aMBL conjugat amb el
fluorocrom FITC en la resuspensi6 del sediment d’LCR seguint el protocol detallat al punt 2.3. A con-
tinuacid es mostren imatges representatives obtingudes dels diversos casos estudiats.
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Figura 7. Imatges representatives de mostres d’'LCR dels casos d’estudi 1 (AiB) i3 (CiD),
obtingudes per microscopia de fluorescéncia que mostren el marcatge dels CA amb
aMBL-FITC (fletxes). Barra d’escala: 50 um.

Les imatges mostren el marcatge dels CA amb aMBL-FITC, fet que indica la preséncia d’'MBL
recobrint els CA d’LCR.

A més amés, launié de 'MBL als CA reforca la idea de la preséncia de mannosa als CA, tot i que
alguns estudis indiquen que I'MBL, a part d’unir-se a la mannosa, també s’uneix a altres hexoses, i
llavors no es pot descartar que aquesta lectina s’uneixi a altres sucres presents als CA.

3.3. Preséncia de C3b als CA d’'LCR

Considerant la preséncia d’'MBL en els CA, i sabent que I'MBL pot activar la via del complement, tam-
bé es va procedir a fer un estudi d'immunofluorescéncia en la resuspensi6 del sediment d’'LCR amb
I'anticos primari aC3b dels casos 2, 3 i 7 seguint el protocol detallat al punt 2.4.

A continuacié, es mostren les imatges representatives obtingudes pels diversos casos estu-
diats.
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Figura 8. Imatges representatives de mostres d’'LCR dels casos d’estudi 3 (AiB), 2 (C)i7
(D), obtingudes per microscopia de fluorescencia que mostren la presencia de C3b en els CA
(fletxes) d’LCR mitjangant el marcatge amb I'anticos aC3b (vermell). Barra d’escala: 50 pm.

El marcatge dels CA amb I'anticos aC3b confirma que els CA de I'LCR estan opsonitzats amb C3b.

L'opsonitzacio podria ser causada per la prévia uni6é de I'MBL, fenomen que desencadenaria
I'activacid del sistema del complement per la via de la lectina, o podria produir-se directament per
'escissié de C3 per la via alternativa. En I'LCR, la uni6 de C3b a la superficie dels CA no podria ser
derivada de 'activacié del sistema del complement mitjancant la via classica (per unié de les IgMs),
ja que aquestes no sén presents a I'LCR.

3.4. Presencia de ManR en macrofags THP-1’

Un cop suggerida la preséncia de mannosa en els CA mitjancant el marcatge dels cossos amb ConA i
aMBL-FITC, es van portar a terme estudis d'immunofluorescéncia en macrofags, seguint el protocol
detallat al punt 2.5., que permetessin determinar-hi la preséncia de ManR.

A continuacid, es mostren les imatges representatives obtingudes pels diversos casos estudiats.

Figura 9. Imatges representatives de mostres de cultius de macrofags, obtingudes per
microscopia de fluorescéncia, que mostren la preséncia de ManR, en color vermell, en la
superficie dels macrofags. El marcatge en blau correspon al reactiu de Hoechst que mar-
ca els nuclis dels macrofags. Barra d’escala: 100 pm (A) i 50 um (B).
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Les imatges mostren un marcatge positiu pel que fa al receptor ManR, el qual permet indicar
que els macrofags serien capacos de fagocitar els CA degut al fet que aquests podrien contenir man-
nosa.

3.5. Preséncia de C3bR em macrofags THP-1’

Un cop es va confirmar el marcatge de C3b en els CA d’LCR, es van dur a terme estudis d’'immunoflu-
orescéncia en macrofags, seguint el protocol detallat al punt 2.5., que permetessin determinar-hi la
preséncia de C3bR.

A continuaci6, es mostren les imatges representatives obtingudes pels diversos casos estudiats.

Figura 10. Imatges representatives de mostres de cultius de macrofags, obtingudes per
microscopia de fluorescéncia, que mostren la presencia d’aC3bR, en color vermell, en la
superficie dels macrofags. El marcatge en blau correspon al reactiu Hoechst que marca
els nuclis dels macrofags. Barra d’escala: 100 pm (A) i 50 um (B).

Les imatges mostren un marcatge positiu pel que fa al C3bR, el qual permet indicar que els
macrofags serien capacos de fagocitar els CA que han estat opsonitzats pel component C3b del
sistema del complement.

4. Conclusions
Del present treball se n’extreuen les segiients conclusions:

¢ Els CA d’LCR estan recoberts per la proteina MBL.

e Els CA d’LCR estan opsonitzats amb C3b.

e Els THP-1’ tenen C3bR en la seva superficie.

e Lafagocitosi dels CA d’LCR per part de THP-1’ podria ser desencadenada per I'activacié del
sistema del complement i 'opsonitzacié dels CA amb C3b.

e Els THP-1’ tenen ManR en la seva superficie.

¢ No es pot descartar que els CA d’LCR continguin mannosa i que la fagocitosi es produeixi
per la presencia de ManR a la superficie dels macrofags.
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