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Resumen

Las microglias son las células del sistema inmunoldgico que residen en el
cerebro y, por lo tanto, actan como la principal defensa inmunolégica contra
patégenos y enfermedades neuroldgicas que afectan el sistema nervioso central
(SNC). La fagocitosis es una de las funciones principales de las microglias, que
implica la endocitosis de agentes grandes (>0,5 um), lo que les permite eliminar
patdgenos y agregados neurotdxicos caracteristicos de diversas enfermedades
neuropatolégicas. Una vez que los agentes dafiinos son ingeridos, las microglias
forman un compartimento especializado llamado fagosoma. A pesar de la
importancia fisiologica del fagosoma, se ha estudiado principalmente en otras células
del sistema inmunolégico, por lo que ha sido poco explorado en las microglias.

De particular relevancia es el citoesqueleto de actina, la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la actividad de ciertas Rho GTPasas, como
RhoA, en el desarrollo y maduracién adecuados del fagosoma. Sin el funcionamiento
adecuado de estos elementos, la digestién y eliminacién de agentes dafiinos no
serian posibles. Por lo tanto, el objetivo de esta tesis fue estudiar la dinamica del
citoesqueleto de actina, la produccion de ROS y la actividad de RhoA en la
maduracion del fagosoma microglial utilizando un modelo de fagocitosis.

Para observar la dindmica de la actina a través de la microscopia confocal,
se emplearon sondas genéticas como LifeAct-GFP y Utrophin-mScarlet. Utilizando
estas sondas, se descubrié un fenédmeno dinamico del actina, denominado "destellos
de actina", en las microglias, que no se habia reportado previamente. Ademas,
mediante el uso de una sonda redox llamada OxyBurst, se construy6 por primera vez
la curva de produccion de ROS intrafagosomal en microglias. Ademas, a través de

ensayos de fagocitosis, se observo por primera vez la naturaleza ciclica y escalonada
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de la produccion de ROS durante el estallido oxidativo. Para explorar una posible
conexion entre los efectores de RhoA y la produccién de ROS, se utilizaron
inhibidores de ROCK, lo que resulté en una disminucion en la magnitud del estallido
oxidativo. Esto sugiere que RhoA esté involucrado en la produccién de ROS a través
de su efector ROCK. Finalmente, mediante el uso de sensores FRET de segunda
generacién, se observé un aumento en la actividad de RhoA durante los destellos de
actina. Los resultados indican que el citoesqueleto de actina, la produccion de ROS
y la actividad de RhoA estan funcionalmente interconectados y son esenciales para
el funcionamiento adecuado de la fagocitosis microglial.

Los hallazgos de este seminario de tesis arrojan luz sobre los mecanismos
moleculares de la maduracién del fagosoma, lo que tiene implicaciones tanto en la
ciencia basica como en la préactica clinica. Las disfunciones en la fagocitosis son
inherentes al proceso de envejecimiento y a la progresién de diversas enfermedades
neurodegenerativas, por lo que comprender la base molecular de este fenédmeno
podria ser util para el desarrollo de nuevas estrategias para tratar numerosas

enfermedades.

Xl



Abstract

Microglia are the immune cells that reside in the brain and, therefore, serve
as the main immune defense against pathogens and neurological diseases affecting
the central nervous system (CNS). Phagocytosis is one of the primary functions of
microglia, involving the endocytosis of large cargoes (>0.5 um), allowing them to
eliminate pathogens and neurotoxic aggregates which are characteristic of various
neuropathologies. Once harmful agents are ingested, microglia form a specialized
compartment called the phagosome. Despite the physiological importance of the
phagosome, it has been primarily studied in other immune system cells and poorly
explored in microglia.

Of particular relevance is the actin cytoskeleton, the production of reactive
oxygen species (ROS), and the activity of certain Rho GTPases, such as RhoA, in
the proper development and maturation of the phagosome. Without the proper
functioning of these elements, digestion and elimination of harmful agents would not
be possible. Therefore, the objective of this thesis was to study the dynamics of the
actin cytoskeleton, ROS production, and RhoA activity in the microglial phagosome
maturation using a model of phagocytosis.

To observe actin dynamics through confocal microscopy, genetic probes such
as LifeAct-GFP and Utrophin-mScarlet were employed. Using these probes, a
dynamic actin phenomenon, termed "actin flashes" was discovered in microglia,
which had not been reported previously. Additionally, by employing a redox probe
called Oxyburst, the curve of intra-phagosomal ROS production by microglia was
constructed for the first time. Furthermore, through phagocytosis assays, the cyclic
and stepped nature of ROS production during the oxidative burst was observed for

the first time. To explore a potential connection between RhoA effectors and ROS
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production, ROCK inhibitors were used, resulting in a decrease in the magnitude of
the oxidative burst. This suggests that RhoA is involved in ROS production through
its effector ROCK. Finally, using second-generation FRET sensors, an increase in
RhoA activity during actin flashes was observed. The results indicate that the actin
cytoskeleton, ROS production, and RhoA activity are functionally interconnected and
essential for the proper functioning of microglial phagocytosis.

The findings from this thesis seminar shed light on the molecular mechanisms
of phagosome maturation, which has implications in both basic science and clinical
practice. Dysfunctions in phagocytosis are inherent in the aging process and the
progression of various neurodegenerative diseases, so understanding the molecular
basis of this phenomenon might be useful for the development of new strategies to

treat numerous diseases
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Introduccidén

Microglias, los macréfagos del cerebro

Las microglias son las Unicas células del sistema inmune (SI) que residen
dentro del parénquima cerebral, tejido constituido principalmente por neuronas y
células gliales en el sistema nervioso central (SNC). Como el cerebro es un tejido
protegido por la barrera hematoencefélica, es resiliente a la infiltracién de células
inmunes periféricas, por lo que las microglias son la principal linea de defensa ante
patégenos y enfermedades (Forrester et al., 2018). Las principales funciones de las
microglias son la vigilancia, la fagocitosis y el soporte a neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos, por lo que son considerados como los macréfagos del cerebro. Las
microglias llegan a constituir mas del 10% de las células en el cerebro, participando
activamente no solo en procesos de defensa celular sino también en una diversidad
de procesos neuronales incluyendo el establecimiento de las sinapsis, la
neurogénesis y la mielinizacién de axones (Borst et al., 2021). Ademas, participan en
una diversidad de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, Parkinson
y esclerosis lateral amiotréfica, donde cumplen roles tanto beneficiosos como
detrimentales para el progreso de la enfermedad (Xu et al., 2020). Sin embargo, hay
mucho que se desconoce sobre las microglias, tanto asi que la definicién de esta ha
sufrido diversos cambios en la historia. Por ende, primero debemos entender a qué

nos referimos cuando hablamos de microglias.



Origen de las microglias

La definicion actual y més aceptada de “microglia” es: células inmunes
residentes del parénquima cerebral. Esta definicidn, por mas simple que suene, ha
tenido un origen controvertido. Las microglias fueron primeramente descritas en 1913
por Santiago Ramon y Cajal (Ginhoux & Prinz, 2015), quien es considerado como el
padre de la neurociencia, el cual las describié como el “tercer elemento” del sistema
nervioso. Sin embargo, en 1919 Pio del Rio Hortega, discipulo de Cajal, descubrid
que su maestro en realidad habia descrito dos tipos celulares distintos:
oligodendrocitos y microglias. Mientras que las primeras tendrian un origen comun
con las neuronas y astrocitos, las segundas compartian un origen totalmente distinto,
es decir, otra ontogenia. Las hipétesis de Pio del Rio Hortega fueron publicadas en
The Lancet en 1939 (Rio-Hortega, 1939), pero fueron ampliamente ignoradas vy el
consenso cientifico de la época aval6 la teoria del origen comun entre todas las
células cerebrales, es decir, una ontogenia comun y ectodermal. No fue hasta 1993
(Lassmann etal., 1993) que se demostré fehacientemente que las microglias
presentan un origen mesodermal, junto con las células hematopoyéticas del sistema
inmune periférico, incluyendo monocitos y macrofagos. Esto representé un cambio
de paradigma, ya que las microglias serian células hermanas de los macréfagos y no
de las neuronas, astrocitos y oligodendrocitos como se creia en la época. Esto es
importante ya que mucho de lo que se asume hoy sobre el funcionamiento de las
microglias viene del estudio de macrofagos.

Sin embargo, aun no estaba resuelto si las microglias provenian de la sangre,
especificamente de monocitos que activamente se infiltran en el cerebro para
diferenciarse en microglias, o mas bien tenian un origen mieloide temprano, es decir,

que su existencia provenia de las primeras “olas” de células mesodermales, por lo



que infiltraban el cerebro en estadios tempranos del desarrollo y no durante la vida
adulta. No fue hasta el afio 2010 cuando se demostro el origen mieloide de las células
microgliales (Ginhoux et al., 2010; Hoeffel & Ginhoux, 2015). De esta forma, se
corroboré que las microglias se diferencian en estadios tempranos del desarrollo y
mantienen un pool auto-proliferativo a lo largo de la vida (Figura 1).

Por tanto, entender el origen de estas células es entender que las microglias
son las células adoptivas del cerebro; los hermanos de los macréfagos en la casa de
las neuronas. El origen explica la riqueza fisioldgica de las microglias y el por qué no
deben ser entendidas como una subpoblacion de macréfagos; no vienen de
monocitos circulantes, si no que se forjan desde el desarrollo embrionario en el nicho

que habitaran de por vida, el cerebro.
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Figura 1: Mapa del linaje de las microglias: A la izquierda, con fondo rosa, se muestran las células
hematopoyéticas, provenientes del mesodermo y a la derecha con fondo azul se muestran las células
del sistema nervioso, donde todas vienen del ectodermo a excepcién de las microglias y macréfagos
periféricos. Las microglias provienen de progenitores mieloides del saco vitelino, en especifico, de la
primera ola hematopoyética en el desarrollo temprano. Por distintas sefiales, migran al cerebro y
establecen su poblacion en conjunto con las neuronas y macroglias. En el cuadrado negro se destacan
las microglias. Imagen adaptada de (Ransohoff & Cardona, 2010).
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Fisiologia de las microglias: Fagocitos especializados

Las microglias cumplen diversas funciones neurofisiolégicas para mantener
la homeostasis del parénquima cerebral. Dentro de los aspectos fisiolégicos mas
importantes de las microglias destaca su condicién de fagocitos especializados, es
decir, pueden sensar y endocitar particulas de gran tamafio (>0.5um) de forma
eficiente (Uribe-Querol & Rosales, 2020). Esta funcionalidad les permite participar en
diversos procesos cerebrales, como la sinaptogénesis, la regulacién de la
neurogénesis hipocampal (Diaz-Aparicio et al., 2020), la regulacién de la apoptosis y
la plasticidad neuronal(Cornell et al., 2021). Para esto, las microglias son capaces de
sensar el medio, responder a la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS),
a las concentraciones extracelulares de ATP, a la dureza del medio (durotaxis) y a
mensajeros bioquimicos (citoquinas).

Las microglias poseen una gran diversidad de receptores fagociticos de
membrana que son principalmente de dos naturalezas distintas. Los primeros
receptores son de tipo opsoénicos, los cuales reconocen como ligando una opsonina
como anticuerpos IgG o la proteina del complemento iC3b, los cuales recubren el
agente a fagocitar. Los segundos son los receptores no opsénicos, como los que
reconocen patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPSs) o dafio (DAMPS).
Estos receptores pueden actuar por si solos o en sinergia para desencadenar el
proceso de fagocitosis (Freeman etal.,, 2014; Uribe-Querol & Rosales, 2020).
Ademas de la fagocitosis, la union de estos ligandos suele iniciar una cascada de
transduccién de sefiales que alteran el fenotipo microglial, proceso cominmente
denominado como “polarizacion”.

Los estados de polarizacibn candnicos generalmente descritos son

antagonicos, pro-inflamatorio M1 y pro-resolutivo M2. Ademas, se suele describir un



tercer estado de “reposo” MO (No confundir con quiescentes o inmoviles). Por lo
general, los ligandos encargados de “visibilizar” patégenos como opsoninas y PAMPs
desencadenan fenotipos proinflamatorios, mientras que la unién de citoquinas
antinflamatorias genera el efecto opuesto (Guo et al., 2022).

Frente a un estimulo fagocitico, suele activarse el fenotipo M1, que genera
cascadas de transduccion de sefiales que aumentan la transcripcion de subunidades
del complejo NADPH oxidase complex 2 (NOX2) y el complejo Nitric oxide synthase
2 (INOS) para aumentar la produccién de ROS y NOS (especies reactivas de
nitrégeno) y crear un ambiente citotdéxico para el agente a fagocitar (Simpson &
Oliver, 2020). También se produce un switch metabdlico, donde se transiciona de
fosforilacion oxidativa, a un estado glicolitico para la obtencion de energia. Ademas,
aumenta la liberacién de citoquinas proinflamatorias con efectos autocrinos (actdan
sobre si mismas) y paracrinos (actian sobre células cercanas) lo que amplifica el
estimulo inflamatorio. Adicionalmente, hay una retraccion de las ramificaciones y un
ensanchamiento del soma, aumentando la capacidad de carga fagocitica, proceso
altamente dependiente del citoesqueleto de actina (Carta & Pisanu, 2013). Todo este
conjunto de respuestas prepara a la célula para efectuar eficientemente su funcion

principal: fagocitar.

La Fagocitosis

Como se menciond anteriormente, la fagocitosis es un proceso complejo que
se encarga de la endocitosis de diversos agentes dafinos, como patégenos, debris,
agregados proteicos y células apoptéticas. En la literatura suele caracterizarse la
fagocitosis en tres pasos: 1, Find me (encuéntrame), 2, Eat me (COmeme) y 3, Digest
me (Digiereme). El primero se refiere a las sefiales que permiten a las microglias

migrar a la zona afectada. El segundo se refiere principalmente a la unién del ligando
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e internalizacién de la particula donde participa activamente el citoesqueleto de
actina. El tercero se refiere a la formacién de una vesicula especializada en la
digestion, llamada fagosoma, la cual se desarrolla mediante un proceso denominado

maduracion fagosomal (Sierra et al., 2013).

1. Encuéntrame: Migracion hacia el estimulo

Hay diversas sefiales que reclutan microglias a zonas afectadas. Una de las
vias mas comunes es la mediada por células apoptoticas. Los fagocitos
especializados como las microglias pueden aproximarse y sensar células en proceso
de muerte celular programada incluso antes de que estén muertas. Algunos factores
solubles como la lisofosfatidilcolina (LPC), esfingosina-1-fosfato (S1P),
microparticulas con Fractalkine/CX3CL1 60kDA (FKN) y nucleétidos (como ATP y
UTP) son liberadas durante el transcurso de la apoptosis (algunos de manera
dependiente de caspasas y otros no) y reconocidos por receptores como los
acoplados a proteinas G (GPCRs), sirviendo como quimioatractantes para los
fagocitos en las proximidades (Medina & Ravichandran, 2016). Uno de los
guimioatractantes mas estudiados en microglias y fagocitos es el ATP (Y sus
derivados, ADP y AMP). Durante la apoptosis, las caspasas 3 y 7 clivan la cola C-
terminal del canal Panx1 activando y fomentando la liberacion de ATP (Medina &
Ravichandran, 2016). El ATP liberado provoca la subsecuente liberacién de més
ATP mediado por astrocitos, lo que genera un gradiente que aumenta hacia la zona
afectada. Esto es reconocido por las microglias cercanas principalmente por el
receptor purinérgico P2Y12, un receptor metabotrépico de tipo GPCR, que activa vias
de sefializacion rio abajo para la polimerizacion del citoesqueleto celular (F-Actina y
microtubulos). El receptor P2Y12 puede actuar en conjunto con P2X4, un receptor

ionotrépico que promueve la entrada de Ca+2, lo que activa la via PI3K, lo que
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también tiene efectos en la morfologia, activacion microglial y dinamica del
citoesqueleto celular (llles et al., 2020). En general, la activacion de estos receptores
contribuye a que las microglias sean células muy maviles, por lo que poseen un
citoesqueleto de actina mucho mas dinamico que otros tipos celulares.

Se ha mostrado que microglias activadas con lipopolisacarido (LPS)
aumentan la exocitosis de ATP, lo que en contextos fisioldgicos significaria un
aumento de la gradiente quimioatractante hacia la zona afectada (Imura et al., 2013),
lo que podria ser independiente de la apoptosis celular. Esto, sumado a la liberacion
de citoquinas quimioatractantes durante la activacion microglial (como TNF-a),
permiten reclutar microglias en otros contextos, ya sea la invasion de patdégenos
como bacterias y levaduras, hasta agregados neurotéxicos, donde no
necesariamente habra apoptosis celular en las zonas “infectadas”. No obstante, hay
que considerar que, a pesar de la sensibilidad de las microglias a su ambiente, estas
también son altamente dindmicas, por lo que también hay mucho reconocimiento
estocastico no mediado por sefales de “encuéntrame” en el reconocimiento de
células apoptéticas y patégenos.

En resumen, el fendmeno de “encuéntrame” esta bien caracterizado y
estudiado en microglias, donde destaca el ATP y ADP como principales moléculas
guimioatractantes. Lo mas destacable es que esto activa una dinamicidad importante

del citoesqueleto de actina, para permitir una migracion rapida a la zona afectada.

2. Comeme: Reconocimiento, Internalizacién y Citoesqueleto de actina

Una vez las microglias son reclutadas a la zona afectada, deben reconocer el
blanco a fagocitar ademas de su naturaleza (células apoptéticas, agregados
proteicos, patdgenos u otros) para generar una respuesta acorde al cargo a fagocitar.

Una vez reconocido el agente por su receptor, se desencadenan cascadas de
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transduccién que remodelan el citoesqueleto de actina y permiten la endocitosis del
cargo reconocido. Esta acumulacién y polimerizacion secuencial de actina se
enmarca en el modelo mecanistico denominado Zipper model. El modelo propone la
fuerte adhesion de la particula (Figura 2-1), seguida de una acumulacién cortical de
actina en el sitio de adhesién (Figura 2-Il) y la posterior polimerizacion de actina
alrededor de la particula que genera una estructura con forma de anillo denominado
copa fagocitica (Figura 2-111). La copa fagocitica se extiende hasta encontrarse en la
parte posterior del cargo (Figura 2-1V), se cierra y genera la fuerza mecanica
necesaria para impulsar el fagosoma naciente hacia el espacio intracelular (Figura 2-
V). Hay que aclarar que el mecanismo general de la fagocitosis puede variar
ligeramente dependiendo del receptor estimulado. Sin embargo, siempre se requiere
una alta dinamicidad del citoesqueleto de actina que debe ser regulada finamente.
Para esto, es necesario la actividad de ciertas GTPasas pequefas que regulen la
polimerizacion y despolimerizacion del citoesqueleto de actina. Dentro de los
reguladores maestros de la dinAmica de actina, destacan las Rho GTPasas, familia
de proteinas que adquiere un rol protagénico en el proceso fagocitico y es parte

esencial del zipper model.
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Figura 2: Zipper model de la fagocitosis: Este proceso puede ser dividido en 5 etapas, I. El
reconocimiento de la particula por los receptores fagociticos respectivos Il.. La acumulacién de actina
cortical en la zona de union de la particula. Esta actina permite la elongacién de protusiones
dependientes de la actividad de ciertas Rho GTPasas lll. La extension de la membrana, la que es
mediada por actina y forma la copa fagocitica. La actina se acopla a la particula mediante los receptores
de membrana y la adhesion a la particula se vuelve més robusta. IV. Extension hasta la parte posterior
de la particula. En este momento puede iniciar la despolimerizacién de actina en la parte anterior de la
copa fagocitica, a la vez que se recluta mas membrana al sitio. Sin embargo esto no es necesariamente
asi siempre y la despolimerizacién puede iniciar después de la fision de la membrana V. Cierre de la
copa fagocitica. En este momento se produce la fision de la membrana mediada por proteinas como
dinamina. Ademas, se forma la vesicula fagosomal y se despolimeriza totalmente la actina fagocitica
anterior y posterior. Imagen modificada de (Jaumouillé & Waterman, 2020).

2.1 Rho GTPasas: Racl, Cdc42 y RhoA

La familia de las Rho GTPasas esta compuesta por 20 proteinas de las cuales
Racl, Cdc42 y RhoA son las mas estudiadas. Estas proteinas son reguladores
maestros de la dinamica del citoesqueleto de actina, por lo que a cada una de estas
GTPasas se le atribuye un rol distintivo en la formacion de estructuras del
citoesqueleto. Las Rho GTPasas funcionan como switches moleculares, donde al
estar unidas a GTP se encuentran activas y permiten su union a proteinas efectoras
especificas mientras que al hidrolizar GTP a GDP se inactivan. Tanto la unién de
GTP como su hidrolisis a GDP es dependiente de proteinas reguladoras. Las
Guanine exchange factors (GEFs) promueven el intercambio de GDP a GTP mientras
las Guanine activating proteins (GAPs) promueven la hidrélisis a GDP.
Adicionalmente, las Guanosine nucleotide dissociation inhibitor (GDIs) transportan y
secuestran las Rho GTPasas en su forma inactiva (unida a GDP) en la membrana.
Por otro lado, las GDIs displacement factors (GDFs) se encargan de desestabilizar la
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unién con GDIs para liberar la Rho GTPasa para su activacion por GEFs. Una vez
activadas, cada GTPasa regula el citoesqueleto mediante la unién a sus proteinas
efectoras, generando cascadas de sefalizacion que desencadenan en estructuras
de actina de diversa naturaleza (Hodge & Ridley, 2016).

Tras la activacion de Racl, esta RhoGTPasa se puede unir y activar al
complejo WAVE, un efector que a su vez promueve la activacion del complejo Arp2/3,
el cual genera puntos de nucleacién en los filamentos de actina y permite la
ramificacion (branching) de estos, generando estructuras de tipo lamelar. Asi, la
activacion de WAVE via Racl genera polimerizacién ramificada de actina. Ademas,
Racl se puede unir y activar a otro efector llamado PAK, el cual a su vez activa a
LIMK. LIMK puede fosforilar a cofilina, inactivandola. Como cofilina cliva los
filamentos de actina, su inactivacion estabiliza F-actina. De esta forma Racl
estabiliza filamentos de actina mediante la sefalizacion via PAK. De esta forma,
Racl es capaz de crear una red de filamentos de actina de novo denominados
lamelipodios (“manto” de actina) mediante la accion combinada de sus efectores
WAVE y PAK. Adicionalmente, Racl forma parte del complejo NOX2, el cual es
necesario para la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) dependientes
de NADPH. Esta actividad dual de regulaciéon de actina y generacion de ROS es
crucial para la fagocitosis, dado que la formacion del fagosoma precede la del
estallido oxidativo en un espacio temporal bastante acotado. Esto se abordara con
mas detalle en la siguiente seccion.

Cdc42 también tiene como efector a PAK, pero a su vez activa a N-WASP y
WASP, que pueden nuclear actina por si mismas y activar otros nucleadores de
actina, como Arp2/3. Ademas, Cdc42 se une a IRSp53, la cual generalmente bloguea

la polimerizacién de actina. Cuando Cdc42 se une a IRSp53, activa su estado de
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nucleacion de actina, lo que recluta y activa proteinas como ena/VASP. Las proteinas
ena/VASP sirven para reclutar actina monomérica, elongar los extremos (+) y
bloguear las proteinas Cap que detienen la polimerizacién. Ademas, se recluta
fascina la que une filamentos de actina paralelos entre si. Estas proteinas generan la
convergencia de la red lamelipoidal de actina en estructuras filopoidales (“varillas” de
actina).

Por otro lado, RhoA tiene como efector a ROCK, que activa la via de LIMK,
por ende, inhibe cofilina y estabiliza F-actina. Ademas, ROCK fosforila la fosfatasa
de la cadena ligera de miosina (fosfatasa de MLC) inactivandola, de tal forma
aumentan los niveles de MLC fosforilado. Ademas, ROCK es capaz de fosforilar
directamente a MLC. Esto aumenta los niveles de miosina Il activa. Otro efector de
RhoA es la formina mDia. Las forminas son proteinas en forma de anillo que facilitan
la polimerizacion paralela de filamentos de actina. Ademas, mDia contiene dominios
de unién a profilina, lo que acelera la polimerizacién de actina en los barbed ends (+).
La actividad conjunta de ROCK y mDia genera filamentos de actina contractiles o
actomiosina. PAK, el efector de Cdc42 y Racl, inhibe las kinasas de MLC e inhibe la
cadena pesada de miosina (MHC), lo que disminuye la proporcion de miosina Il
activa. Por esta razdn, se dice que Racl y Cdc42 tienen actividades antagénicas con
RhoA, aunque compartan muchas vias de polimerizacion y nucleacion de actina
(Nayak et al., 2013). Todas estas cascadas de sefializacién promueven la formacion
de distintas estructuras de actina. El paradigma establecido es que Cdc42 genera
filopodios (“varillas” de actina), Rac1 lamelipodios (“mantos” de actina) y RhoA fibras
de estrés (Fibras contractiles estructurales), pero la realidad es mas compleja y
algunas RhoGTPasas pueden tener actividades cruzadas y formar estructuras de

actina mas complejas (Steffen etal., 2017). Mas aun, las Rho GTPasas pueden
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regular otros procesos, como la produccion de ROS (Racl y RhoA). La figura 3

resume a grandes rasgos la actividad de estas GTPasas.

signal Rac Caca2d RhoA. & i Iarpo \e
€ ER e aemimiA

signal integrator " WAVE-complex ~ WASP MRCK ROCK ‘
! | Cotinv fa" /
' Myo Il 1 9y
: formins Arp2/3-complex formins formins /
actin regulator \ st/ |
\ &
[ )
’ N \\ ’//// 4
actin structure © lamellipodia @filopodia | © stress fibres NN

---+=@invadolpodosomes «--~ @ adhesions

Figura 3: Principales GTPasas, sus efectores y las estructuras de actina que promueven. Racl
regula la formacién de lamelipodios principalmente por medio de su efector WAVE, el cual es capaz de
estabilizar actina y ademas activar el complejo Arp2/3, capaz de nuclear actina. De esta forma es capaz
de generar la red lamelipoidial durante la migraciéon. En cambio, Cdc42 activa principalmente WASP y
N-WASP, lo que contribuye a la formacién del manto lamelipoidal. Adicionalmente, puede activar
forminas como mbDia directamente o mediante a IRSp53, lo que genera filamentos de novo que
convergen en estructuras filopoidales mediado por proteinas como ena/VASP. RhoA activa su principal
efector, ROCK que activa la formina mDia y ademas promueve la fosforilacion de miosina Il lo que
promueve la formacién de fibras de estrés y adhesiones focales.Imagen modificada de (Steffen et al.,
2017).

2.2 Racl, Cdc42 y RhoA durante la fagocitosis

La actividad de las GTPasas puede variar dependiendo del tipo de ligando
unido al receptor fagocitico. Una forma muy comun del estudio de la fagocitosis es
mediante particulas de levadura inactivadas reconocidas por el receptor dectina-1. El
receptor de dectina-1 es un receptor de la inmunidad innata que es capaz de
reconocer los B-1,3-glucanos de la pared celular de patégenos fungicos, como los
géneros Candida y Saccharomyces. Usar particulas inactivadas de levaduras tiene
la ventaja de que dectina-1 es considerado un receptor bona fide de la fagocitosis,
ya que su activacion es suficiente para desencadenar el proceso. Ademas, la
concentraciéon de (-1,3-glucanos para que el receptor reconozca el ligando es muy
baja (en el orden de los pM). Mas aun, la dinamica de las Rho GTPasas que induce

este receptor han sido bien estudiadas (Adams et al., 2008).
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Durante la fagocitosis mediada por dectina-1, tanto Racl (y Rac2 con funcién
redundante), Cdc42 y RhoA son reclutados a la copa fagocitica. Sin embargo, solo la
actividad de Racl, (Rac2) y Cdc42 es necesaria para la fagocitosis exitosa, como ha
sido probado con versiones dominantes negativas de aquellas. Durante la formacion
de la copa fagocitica (Figura 4A), Cdc42 colocaliza completamente con F-actina,
indicativo de que su actividad es necesaria para la formacion de los pseudépodos
durante la elongacioén de la membrana. En cambio, Racl comienza a aparecer en
periodos mas cercanos al cierre de la membrana, posiblemente por su actividad dual
asociada a la dinamica de actina y la producciébn de ROS (Figura 4B,C).
Interesantemente, se ha visto acumulacion de RhoA posterior a la formacion del
fagosoma (Figura 4D), algo indicativo de que las Rho GTPasas no solo son
esenciales para el éxito de la fagocitosis, sino que también para la maduracién

fagosomal (Mao & Finnemann, 2015).
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Figura 4: Rho GTPasas en la fagocitosis mediada por Dectina-1. A) Inicialmente hay un incremento
en la actividad de Cdc42, la cudl inicia la formacion del pseuddpodo, la curvatura de membrana y la
polimerizacion de actina alrededor del fagosoma. B)-C) Luego hay un aumento de rac 1/2 préximo al
cierre del fagosoma, probablemente por su funcién dual de la dinamica de actina y la produccion de
ROS. D) Finalmente, se ha descrito la acumulacion de RhoA después de la formacion del fagosoma,
indicativo de su relevancia en la maduracion fagosomal. Figura modificada de (Mao & Finnemann, 2015).
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3. Digiéreme, la Maduracién fagosomal

Luego de internalizada la particula, el fagosoma se desarrolla para digerir el
contenido fagocitado hasta convertirse en un “fagolisosoma”. Este proceso se
denomina maduracion fagosomal. La maduracion fagosomal se caracteriza
principalmente por una acidificacién progresiva del fagosoma (pH 7.4 — 4.5) mediada
por V-ATPasas y la generacion abrupta de ROS mediada por NOX2, que en
combinacién generan acido hipocloroso (HOCI) en una reaccion catalizada por
mieloperoxidasas (Figura 5A). El pH acido y la produccion de ROS generan un
ambiente inhOspito para patdgenos e ideal para proteasas. El fagosoma adquiere
distintas marcas moleculares a medida que madura, que incluye Rab5 con la union
de vesiculas endociticas tempranas, Rab7 de vesiculas endociticas tardias y
finalmente Lampl/2 con la unién de lisosomas (Kinchen & Ravichandran, 2008)
(Figura 5B). El destino final del contenido fagocitico ha sido pobremente estudiado y
es bastante desconocido, pero algunos autores mencionan que puede ser reciclado,
liberado por exocitosis o utilizado para presentacion de antigenos (Lancaster et al.,
2021). También puede terminar en la fusion con otras vesiculas endociticas, como el
compartimento recientemente descubierto denominado como gastrosoma (Villani
et al., 2019).

En general, los mecanismos moleculares del proceso de maduracion
fagosomal han sido pobremente estudiadas en las células del sistema inmune,
menos aun en microglias. De igual manera, la produccion de ROS dentro del
fagosoma durante el estallido oxidativo ha sido especialmente poco estudiada en

microglias.
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Figura 5: Maduracién fagosomal. A) La acidificacion del medio y la produccion de especies reactivas
de oxigeno durante la fagocitosis y la formacién del fagosoma naciente. EI complejo NOX2 genera ROS
durante el estallido oxidativo, lo que reaccionan con el H+ bombeado por el complejo enziméatico V-
ATPasa y canales de protones, generando HOCI, un radical altamente toxico para patégenos. Imagen
adaptada de (Vermot et al., 2021) B) Etapas de la maduracion fagosomal. El fagosoma va adquiriendo
distintos marcadores a medida que va madurando, ademas de disminuir progresivamente su pH. Se
divide en fagosoma naciente, fagosoma temprano, fagosoma tardio y fagolisosoma. Por lo general el
estallido oxidativo ocurre dentro de la fagocitosis naciente y temprana, mientras que la V-ATPasa actla
incluso después de la union de los lisosomas. Imagen adaptada de (Lu & Zhou, 2012).
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3.1 Estallido Oxidativo

La produccion abrupta de ROS sucede durante la fagocitosis temprana y se
conoce como estallido oxidativo o respiratorio (oxidative burst). El estallido oxidativo
esta muy conservado en la sefializacion rio abajo de los distintos tipos de receptores
fagociticos y depende principalmente del complejo NOX2. El complejo NOX2 esta
compuesto por Racl, gp9lphox (NOX2), p22phox, p40phox, p47phox y p67phox
(Acevedo & Gonzalez-Billault, 2018). Racl es la Unica RhoGTPasa que participa
directamente en la produccion de ROS. Sin embargo, RhoA y su efector ROCK
también participan indirectamente del estallido oxidativo en la fagocitosis microglial
donde ROCK es capaz de fosforilar p47phox en Ser345 y activarla (Cap et al., 2020).
Una vez activado el complejo NOX2, la subunidad gp91phox oxida NADPH + H* a
NADP* + 2e + 2H+ y p22phox usa los dos electrones para reducir dos moléculas de
oxigeno (0O2) al radical superoxido (02-). Dos moléculas de O2- rapidamente
dismutan a H>O, de forma espontanea o mediante la funcién de la enzima superéxido

dismutasa (SOD). Estas reacciones pueden ser representadas en dos ecuaciones:

1) NADPH + 20; — 20;- + NADP* + H*

2) 20;- + 2H+ — H02 + O2

En negrita se destacan las principales especies reactivas de oxigeno generadas. La
primera reaccion es catalizada por el complejo NOX2 y la segunda sucede de forma
espontdnea o es catalizada por SOD. De esta forma, se produce peroxido de
hidrégeno, la principal especie reactiva de oxigeno que sirve como molécula de

sefalizacion.
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A pesar de que el estallido oxidativo sea un proceso altamente conservado
en la fagocitosis, ha sido principalmente estudiado en macrofagos y pobremente
caracterizado en microglias, en especial su magnitud en el compartimento
intrafagosomal y su duracién. Como se mencionaba anteriormente, esto es
principalmente por la limitacion de las herramientas de estudio, por lo que resulta

imperante utilizar nuevas técnicas para cuantificar el estallido oxidativo y medirlo.

0P @ 967”'?0"‘ 947phox
p40phox)

Figura 6: Reclutamiento de subunidades del complejo NOX2 durante el estallido oxidativo. Las
subunidades del complejo NOX2, racl, p67phox, p47phox y p40phox es transportado en vesiculas a la
membrana, donde ademas puede transportarse gp9lphox y p22phox por rab27, o pueden ya
encontrarse en la membrana. Las distintas subunidades del complejo son activadas y este se ensambla,
transformando NADPH en -O2 que rapidamente dismuta a H202 de forma espontanea o mediada por
SOD. Foto adaptada de (Mortimer et al., 2021).

3.2 Crosstalk entre ROS y RhoGTPasas

Interesantemente, la oxidacién de las GTPasas mediada por ROS es una
importante modificacion postraduccional (PTMs), lo que da cuenta del robusto
crosstalk que existe entre la regulacion de la dindmica de actina y la produccion de
ROS. La oxidacién funcional ha sido descrita para Racl, Cdc42 y RhoA, pero la de
Racl es la mas estudiada. La oxidacion de Racl en su cisteina 18 genera un
aumento de ~200 veces en el intercambio de GDP/GTP, lo que se conoce como una

version fast cycling (Hobbs et al., 2014). RhoA también es activable por su oxidacion
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en sus cisteinas 16 y 20, con la diferencia que, debido a su proximidad, algunos
agentes oxidantes como NO pueden generar un puente disulfuro entre ambas
cisteinas lo que inactiva RhoA (Heo et al., 2006). Hay estudios que sugieren que otras
PTMs, como la fosforilacién de la-Tyr42 en RhoA (PTM gque a la vez es inducida por
la oxidaciéon de Src por ROS), son necesarias para la activacion de RhoA mediada
por ROS (Kim et al., 2017), mientras otras sugieren que la oxidacion también puede
generar una version fast cycling analoga a Racl-oxCys18 (Hobbs et al., 2014). A
pesar de que la fagocitosis debe ser la instancia mas robusta donde coincide la
actividad de las Rho GTPasas con la produccion de ROS, el crosstalk entre ambas
no ha sido abordado nunca en este modelo de estudio hasta donde tiene

conocimiento el autor.

3.3 Los destellos de actina

En el afio 2004 se describié por primera vez que los fagosomas de células
epiteliales sufrian procesos de polimerizacion y despolimerizacion ciclica de actina,
lo que fue denominado como actin flashes (Destellos de actina) (Yam & Theriot,
2004). EIl 2009 se realiz6 una primera descripcion de esto en la linea celular de
macréfagos Raw264.7, donde se describe que una subpoblacién de fagosomas sufre
este fendmeno y es capaz de retardar la maduracion fagosomal en fagocitos
sobrecargados con particulas inactivadas de levadura al evitar la unién de lisosomas
(Liebl & Griffiths, 2009). Recién el afio 2020 se caracterizO con mas detalle este
fendmeno, dando evidencia de lo comun del fenédmeno en fagocitosis mediada por
integrinas (iC3b), que RhoA esta involucrada en este proceso, ademas de FAK,
Talina, miosina Il y Arp2/3 (Poirier et al., 2020).

La evidencia anterior corresponde a lo Unico descrito sobre el fenbmeno de

los destellos de actina, estudiado mayoritariamente en lineas celulares de
18



macréfagos y no en microglias. Mas aun, la funcion y relevancia fisiol6gica del
fendbmeno permanece un misterio. En articulo del 2020 se hipotetiza que la
acumulacién transitoria de actina seria analoga a la masticacién, sin embargo, no se
aborda porgue tendria preponderancia en algunos tipos de fagocitosis y en otros no,
su mecanismo de sefializaciébn y menos aun la relevancia clinica de un fenomeno
robusto. Mas aun, su prevalencia en células microgliales jamas ha sido descrita, lo
gue podria ser fundamental puesto que la fagocitosis mediada por integrinas
prepondera en procesos fisiolégicos en un tejido inmunoprivilegiado como lo es el
cerebro.

En general, la dinamica de actina, incluyendo estos destellos, podrian ser
fundamentales para entender la maduracion fagosomal, pero han sido pobremente
estudiadas.

En definitiva, muy poco ha sido estudiado de la fagocitosis y maduracién

fagosomal en microglias:

1) No se ha estudiado en detalle la dindmica del citoesqueleto de actina durante
la fagocitosis y maduracion fagosomal en microglias

2) No se ha medido la produccién de ROS intrafagosomal durante la
maduracion fagosomal en modelos de microglias

3) Se desconoce la actividad de RhoA asociada a actina durante la maduracién

fagosomal en microglias.
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Hipotesis:
Durante la maduracién fagosomal participan el citoesqueleto de actina, la

produccién de ROS y la Rho GTPasa RhoA en células microgliales

Objetivo general:

Evaluar la participacion del citoesqueleto de actina y la produccién de ROS

durante la maduracion fagosomal en modelos de microglias

Objetivos especificos

1. Estudiar la dinamica de actina durante la maduracion fagosomal en microglias
2. Estudiar la producciéon de ROS durante la maduracién fagosomal en
microglias

3. Evaluar la actividad de RhoA durante la maduracién fagosomal en microglias
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Materiales y Métodos:

1. Cultivo celular

1.1 Cultivo primario de Microglias de Rata

Co-Cultivo: El cultivo primario de microglias se obtiene a partir de un co-cultivo con
astrocitos. Para ello, se utilizaron neonatos (P1-3) de ratas Wistar. El aislamiento y
cultivo primario de microglias se realizé en los protocolos ya descritos (Schildge et al.,
2013). Brevemente, los neonatos fueron sacrificados por inhalacién de isofluorano.
Luego de la diseccion cerebral, las cortezas fueron enzimatica y mecanicamente
disociadas. El conjunto de células obtenidas a partir de la disociacion (principalmente
neuronas, astrocitos y microglias) fueron sembradas en placas plasticas de cultivo
celular T-75 tratadas previamente con Poli-D-lisina (0.1mg/ml) en medio de cultivo
DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado con 10% de suero
fetal bovino (FBS) y con 1% de antibiéticos (penicilina, estreptamicina y anfotericina).
En estas condiciones de cultivo celular solo prevalecen los astrocitos y microglias.
Las células se mantuvieron a 37°C en una atmésfera himeda con 95% de aire y 5%
de CO2 durante 10 a 14 dias. Después de este periodo se obtuvo una monocapa de
astrocitos al 100% de confluencia sobre la cual crecieron predominantemente
microglias.

Purificacion de células microgliales: Las microglias se separaron de los astrocitos
y otras células adherentes utilizando dos protocolos, uno de agitacion suave (P1) y
otro de agitacion agresiva (P2).

Agitacién Suave (P1): El co-cultivo se mantuvo en agitaciéon a 240 rpm por 90
minutos a 37 °C. Luego de la agitacion suave, el sobrenadante conteniendo

principalmente células microgliales fue recuperado, se cuantifico la densidad celular
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y se sembraron sobre cubreobjetos de vidrio previamente tratados con poli-d-lisina
(Img/ml) en placas de cultivo con medio fresco DMEM/F12 suplementado con 10%
FBS. Después de 2 horas de la siembra, se realizé un cambio de medio, para eliminar
oligodendrocitos contaminantes.

Agitacion Agresiva (P2): El co-cultivo se mantuvo en agitacion a 240 rpm por 24
horas a 37 °C y fue suplementado con Hepes. Luego se golped vigorosamente 2-3
veces la placa e inmediatamente se recuperé el sobrenadante conteniendo
principalmente células microgliales. La determinacién de la densidad celular, la
siembra y las condiciones de mantenimiento celular fueron las mismas tal como se

indico en el método de la agitacion suave.

1.2 Cultivos de lineas celulares microgliales BV2

Las células BV2 fueron proporcionadas amablemente por el laboratorio del
Dr. Marco Tulio Nufiez. Esta linea celular fue mantenida en medio DMEM 10% FBS
y 1% antibidticos, a 37°C y en un ambiente humidificado con 5% CO2. Para la
mantencién de las células BV2, éstas fueron subcultivadas al alcanzar 70%-80% de

confluencia en proporcién ~1:4, utilizando Tripsina 0,05%.

2. Tratamientos

El cultivo primario de microglias aisladas mediante el protocolo 2 se
sembraron en placas de cultivo estdndar previamente tratadas con poli-D-lisina
(Img/ml) y se adhirieron durante 24 horas. Posteriormente, las células fueron
tratadas con LPS a concentraciones de 50 ng/ml y 100 ng/ml durante 24 horas,
mientras que las células del grupo control fueron tratadas con el vehiculo (0,5 ul de
PBS 1X) en condiciones de cultivo estandar. Finalmente, se fijaron las células con

para formaldehido al 4% para evaluar su morfologia.
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Para llevar a cabo la inhibicibn de ROCK con ROCK kinase inhibitor
(SigmaAldrich Cat. No 555550) y medir su efecto en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), se trataron células de microglias primarias con
concentraciones de 50 yM y 100 yM durante 2-3 horas con dicho inhibidor. En el caso
de las células control, se les agregd el vehiculo (DMSO). Posteriormente, se

realizaron ensayos de fagocitosis con beads acoplados a Oxyburst.

3. Transfecciones y expresion ectopica de plasmidios

Contrario a lo esperado, obtuvimos una baja eficiencia de transfeccion de
células BV2 utilizando el método estandar de transfeccion con Lipofectamina 2000,
por lo que se implementaron diversas estrategias para optimizar las condiciones de
transfeccion en cada experimento y plasmido. En particular, se opt6 por utilizar dos
métodos quimicos de Lipofeccion, TurboFect transfection reagent y Lipofectamine
3000 (Ambos Thermo Fisher Scientific), ya que demostraron ser los métodos mas
eficaces para transfectar las células BV2. Se utilizé6 TurboFect para la transfeccion
de LifeAct-GFP debido a su rendimiento superior en comparacion con otros métodos
(Figura 7E). Por otro lado, Lipofectamina 3000 fue utilizada y optimizada para las co-
transfecciones de Utrophin mScarlet y RhoA-FRET 2G.

Para la transfeccién con LifeAct-GFP, las células se sembraron en placas de
35mm el dia previo a la transfeccién para alcanzar una confluencia de ~80%. Para
la generacion de los complejos, se siguieron las indicaciones del fabricante. Se

realizo el cambio de medio a las 4 horas de incubacién con los complejos.
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Para las co-transfecciones de Utrophin mScarlet y RhoA-FRET 2G con
Lipofectamine 3000, se utilizaron las mismas condiciones de cultivo. Sin embargo, se
optimizé la cantidad de DNA utilizada y el tiempo de incubacion con los complejos
para aumentar la viabilidad y eficiencia de la transfeccién. Especificamente, se
encontré que 8 pg de DNA y 3 horas de incubacion fueron las condiciones éptimas
para la transfeccién. Pasadas las 3 horas, se cambi6 el medio de cultivo con medio

fresco.

LifeAct-GFP

Effectene Lipofectamina 3000

Turbofect

Nucleofector

Figura 7: Transfeccion LifeAct-GFP de células BV2 con distintos métodos. A) Transfecciones con
effectene de acuerdo a indicaciones del fabricante, B) Transfecciones con lipofectamina 3000, con
cambio de medio a las 4h C) Transfecciones con Lipofectamina 2000 con cambio de medio a las 4h,
D) Transfecciones con Nucleofector (Lonza, programa CM-158, Kit SF), E) Transfecciones con
Turbofect con cambio de medio a las 4h.

4. Generacion de Beads fagocitables

Preparacion de Beads

La linea de levaduras Saccharomyces cerevisiae S288C fue proporcionada
amablemente por el laboratorio de la Dra. Jennifer Alcaino. Se aislaron colonias y
crecieron por 24 horas a 27°C en 20 ml de medio YPD, con una agitacion constante
a 220 rpm. Las levaduras se aislaron, se resuspendieron en agua destilada y se
inactivaron por 60 minutos a 95 °C. Los agregados de levaduras muertas se filtraron

utilizando un cell strainer (tamafio de malla de 40 um) y se centrifugaron a 1100 g por
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5 minutos. Luego, el pellet conteniendo las levaduras inactivas se resuspendid en
buffer bicarbonato 0.1M a pH 8.3 y se determind el numero celular (desde ahora
“beads”) en una camara de Neubauer. La suspensién se ajust6é a una concentracion
de 109 beads/ml. Se prepararon alicuotas de 200 pl y se guardaron a -20 °C para su

uso posterior.

Preparacion de Beads fluorescentes

Para el acoplamiento (marcaje) de las beads con el fluoréforo Alexa Flior 488
NHS, las alicuotas de las beads se lavaron 2 veces con buffer bicarbonato 0.1M a pH
8.3 y se incubaron con exceso de la sonda Alexa Fluor 488 NHS por 60 minutos en
agitacion rotatoria, obteniendo el marcaje fluorescente de las beads. Para remover el
exceso de tincién, se realizaron 5 lavados de 1 ml por 10 minutos con buffer Tris 1M
a pH 8.0 por centrifugacién a temperatura ambiente y en un rotador de tubos.
Finalmente, las beads fluorescentes fueron resuspendidas en 200 ul de buffer
bicarbonato 0.1M a pH 8.3 y se prepararon alicuotas de 50 pl en tubos Eppendorf de

1,5 ml. Las alicuotas se guardaron a -20°C para usos posteriores.

Preparacion de Beads acopladas a OxyBURST

Para el acoplamiento de las beads con la sonda OxyBURST™ Green
H2DCFDA, SE (Thermo Fisher Scientific; D2935), se resuspendié 5mg de la sonda
en 500ul de DMSO (Bajo campana y en oscuridad) y se prepararon 10 alicuotas de
50 pl en tubos ambar de 1,5 mL. Luego, se realizé una rapida inyeccién de N2 para
eliminacion del oxigeno y las alicuotas se guardaron a -20°C. Posteriormente se
realizé la eliminacion del oxigeno del buffer bicarbonato 0.1M (pH 8.3), del buffer Tris

1M (pH 8.0) y de la solucion de PBS 1X mediante 60 minutos burbujeo con N2.
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Rapidamente se realizaron 3 lavados de una alicuota de beads con 200 ul de buffer
bicarbonato 0.1M a pH 8.3 desgaseado. Luego, las beads fueron incubadas con la
sonda OxyBURST durante 60 minutos en agitacion rotatoria a temperatura ambiente.
Con el fin de eliminar el exceso de la sonda, las beads fueron lavadas 4 veces por 10
minutos cada uno con 200 ul de buffer Tris 1M pH 8.0 en agitacion rotatoria, para
bloguear los grupos NHS (Figura 8a) a temperatura ambiente. Luego, se realizaron
multiples lavados adicionales de 1 ml de PBS 1X desgaseado, entre 5-6, recuperando
el sobrenadante y verificando la presencia de la sonda en exceso con un
transiluminador UV (Figura 8b). Se realizé un lavado de 16h con 1ml de PBS 1X
desgaseado en el rotador de tubos. Al dia siguiente se realizaron 4-5 lavados
adicionales hasta que el sobrenadante presentase un minimo de fluorescencia
(Figura 8c). Se hicieron 4 alicuotas de 50 pl de beads conjugadas con OxyBURST y

se guardaron a -20°C para futuros usos.

Figura 8: Fluorescencia del sobrenadante para lavados de particulas con OxyBURST.A)
Sobrenadante de particulas lavadas con ~200 pl de buffer Tris 1M pH 8.0 desgaseado, iluminados con
luz UV. La flecha indica el aumento en el nimero de lavados. Con los primeros lavados no se observé
una disminucion significativa de la fluorescencia, lo que implica la presencia de exceso de la sonda. B)
Sobrenadante de particulas lavadas con ~1ml de PBS 1X desgaseado, iluminados con UV. La flecha
indica el aumento en el nimero de lavados. Se observé una disminucién progresiva de la fluorescencia,
indicativo de que se esta reduciendo el exceso de la sonda. De todas formas, se dej6 lavando por 16h.
C) Sobrenadante de particulas lavadas con ~1ml de PBS 1X desgaseado el segundo dia, iluminados
con UV. El tubo de la izquierda corresponde al sobrenadante del primer lavado mientras que el tubo de
la derecha corresponde al sobrenadante del dltimo lavado.
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5. Inmunofluorescencia

5.1 Muestras:

Se utilizaron células aisladas con ambos protocolos de purificacién de

microglias primarias de rata, que provenian de neonatos entre PO - P3.

5.2 Anticuerpos:

Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-IBA1 (Rabbit, 1:200), CD11b
(Rat, 1:50), p-actina (Mouse, 1:200) y Rab5 (Mouse, 1:200). Los anticuerpos

secundarios utilizados fueron Alexa Fluor 488, 546 y 670.

5.3 Procedimiento:

Las células se cultivaron sobre vidrio en placas de cultivo estandar y se fijaron
con paraformaldehido al 4% durante 15 minutos. Después de la fijacién, se realizaron
tres lavados por 5 minutos con PBS 1X. Se permeabilizdé con una solucion de Triton
X-100 al 0,2% durante 5 minutos. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS 1X
y luego, para evitar la unién inespecifica del anticuerpo primario, se bloqueé con BSA
5% previamente filtrado y disuelto en PBS durante 1 h a temperatura ambiente. A
continuacion, se realiz6 la respectiva dilucion del anticuerpo primario en PBS 1X con
1% de BSA y se incub6 durante 16 horas a 4°C en camara humeda. Después de la
incubacion con el anticuerpo primario, se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS
1X y se afiadi6 el anticuerpo secundario en la solucion PBS 1X con 1% de BSA. Se
incubd durante 45 min a temperatura ambiente y, finalmente, se realizaron tres
lavados de 5 minutos con PBS 1X. De corresponder, el primero de los ultimos 3
lavados se realiz6 con DAPI en oscuridad y a temperatura ambiente para marcar el

nucleo celular.
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6. Microscopia de células fijadas

6.1 Ensayo de fagocitosis temprana

Para identificar células durante fagocitosis temprana, se plaguearon 50.000
microglias primarias de rata en pocillos p24 y al dia siguiente, se afiadieron 106
beads acoplados a un Alexa Fluor 488. Después de 15 minutos, se realiz6é un lavado
para que solo los beads adheridos a las microglias permanecieran en el campo.
Luego, se permitié que continuara la fagocitosis por 15 minutos para posteriormente
fijar las células con 4% de para-formaldehido. De esta forma, se esperaba observar

fagosomas con 15-30 minutos de vida (Fagosomas tempranos).

6.2 Adquisicién de imagenes

Para ambos métodos de purificacion de microglias primarias de neonatos de
rata, se realizaron adquisiciones con los laseres 405, 488, 546 y 670 para ver las
distintas inmunotinciones en un microscopio confocal Zeiss LSM 710 a una resolucién
de 1024 x 1024 y una profundidad de 16 bits. Se adquirieron de 10-20 campos
aleatorios a una magnificacion de 40X de cada condicién.

Las mismas condiciones de adquisicién se utilizaron para los destellos de
actina en células fijadas de microglias primarias. Ademas, se adquirieron Z Stack con
20-25 planos por imagen, con un pinhole de 0.5 unidades de Airy para obtener la

mejor resolucion en Z.

6.3 Anédlisis de Imagenes

Para el analisis y montaje de las imagenes se utilizé el software ImageJ de
Fiji, donde comparando los marcajes en el canal de DAPI e IBA1 se estimo la pureza

de los cultivos. Para el andlisis de colocalizacion entre IBA1 con B-actina y DAPI, se
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utilizé el plugin de imageJ Coloc 2 sin mascara ni ROI, sino que con el campo
completo, utilizando campos de microglias aisladas. Se utilizé el umbral Bisection
para estimar el coeficiente de correlacién de Pearson, umbral que se basa en la
mediana de la distribucion de intensidad de pixeles en cada canal de imagen por lo
que es menos susceptible a las variaciones en la intensidad de cada canal en
comparacion con el comiunmente usado umbral Costes. Esto es especialmente
importante dado la saturacion de la sefial de IBA1 en el nicleo. Los coeficientes de
Pearson obtenidos sobre el umbral fueron agrupados por andlisis de colocalizacion
(IBA1 con DAPI e IBA1 con B-actina) contra cada tratamiento (Control, LPS 50ng/ml,
LPS 100ng/ml) en GraphPad Prism y analizados estadisticamente mediante Two-
Way Anova utilizando un nivel de significancia de p <0.05 y una correccion post-hoc
de Tukey para comparaciones multiples entre los tratamientos. Los resultados fueron
graficados mediante el mismo programa. Como se utilizé el campo completo en el
andlisis de colocalizacién, se aplic6 una correccién post-hoc basada en la
contribucién ponderada de cada campo de acuerdo a su respectivo nimero de
células, para asi determinar si habia cambios importantes. Sin embargo, como no
hubo variaciones importantes en el promedio, se consideré que los resultados de
campo completo representan adecuadamente la contribucion de las células que ellos
contienen. De todas formas, los promedios ponderados se encuentran
transparentados en el Anexo I.

Para cuantificar los destellos de actina, se realizaron proyecciones en Z y se
analizaron los planos uno por uno, definiendo los ROIs de interés para la

cuantificacion.
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7. Microscopia de células vivas

7.1 Modelo in vitro

Se utiliz6 como modelo principal células BV2 y microglias primarias de rata,

aunque se experimentd puntualmente con las lineas celulares COS7 y C8D1A.

7.2 Ensayos fagociticos, Dinamicay destellos de actina

Las células se sembraron en placas con fondo de vidrio de 35 mm a una
densidad del ~80%. Para la adquisicion de imagenes, se utiliz6 un microscopio
confocal Zeiss LSM 710, donde se utilizé6 campo claro, un filtro de excitacién de 458
nm, 488 nm y 546 nm dependiendo del ensayo. Con el objetivo de monitorear los
procesos dinamicos del citoesqueleto se realizaron Timelapses en intervalos
regulares de entre 15 y 60 minutos, con la adquisicion de imagenes cada 15
segundos para todos los experimentos. También se utilizd una resolucion de 1024 x
1024 y una profundidad de 16 bits en todas las adquisiciones. Para ver la dinamica
de actina en células transfectadas con LifeAct-GFP, se utiliz6 campo claro y
excitacion de 488 nm. En cuanto a la adquisicion de las células co-transfectadas con
Utrophin-mScarlet y el sensor FRET de RhoA, se utilizé excitacién 546 nm y 458 nm
respectivamente. Para el sensor se registré simultdneamente el espectro de emision
de CFP (458-490nm) e YFP (503-532nm). Adicionalmente, se realizaron
adquisiciones puntuales de células COS7 y C8D1A en condiciones similares, con
excitacion de 488 nm (para visualizar beads acoplados a AF488) y campo claro.

Previo a cada ensayo de fagocitosis con células BV2 previamente
transfectadas, se realizaron adquisiciones preliminares para evaluar la dinamica
normal de actina y/o actividad de RhoA, verificando ausencia de fototoxicidad,

photobleaching, sefiales de estrés celular y/o apoptosis con los parametros de

30



adquisicion. Después de asegurar que las condiciones fuesen 6ptimas, se agregaron
6 yL de la suspension calibrada a una densidad de 109 beads/mL, previamente
disgregadas y diluidas en 200 uL del medio de cultivo, para una difusion rapida, todo
realizado in situ. Después de agregar las beads, comenzaron de inmediato los
registros, con un tiempo total aproximado de 6-7 horas por réplica. Para garantizar la
viabilidad celular en estos prolongados periodos de adquisicién, se mantuvieron las
condiciones de temperatura a 37 °C con una cadmara de incubacioén y la presencia de

tampdn Hepes para controlar la acidificacion.

7.3 Ensayos fagociticos, Estallido Oxidativo:

Para el analisis del estallido oxidativo, se utilizaron 50.000 células por pocillo
en placas de cultivo estandar de 24 pocillos (p24) y se agregaron 106 beads
acopladas a OxyBurst (por pocillo), los cuales fueron previamente disgregados y
diluidos en 200 pL de medio en condiciones de esterilidad. Inmediatamente las
células fueron trasladadas al microscopio de epifluorescencia automatizable
LionHeart FX. El microscopio se configurd previamente para adquirir imagenes con
una magnificacion de 20X, con registros tomados cada 15 segundos y una excitacion
de 488 nm mas contraste de fase. Las adquisiciones se realizaron manteniendo las
condiciones de temperatura a 37°C con 5% de CO2 y en un ambiente humidificado
para asegurar la viabilidad celular.

Para determinar el rango dindmico de las beads, se realiz6 un ensayo de
fotooxidacion en microscopio confocal Zeiss LSM 710 con la lampara en luz verde
(modo de epifluorescencia). Para esto, el campo completo fue excitado por ~60s con
longitud de onda de 488 nm. Se compararon los campos fotooxidados con los no-
excitados para determinar el rango dindmico del OxyBurst. Los resultados se

encuentran en el Anexo IV.
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7.4 Andlisis de iméagenes

Para el andlisis de los ensayos de la evaluacion de la dinamica y destellos de
actina en células vivas expresando el sensor Lifeact-GFP se utilizo principalmente el
software ImageJ. Para la cuantificacién de la fluorescencia durante los destellos de
actina, se definieron manualmente las regiones de interés (ROIs) para cada
fotograma y se normalizaron utilizando el valor minimo del registro. Los resultados
de intensidad media normalizada se graficaron con respecto al tiempo utilizando
GraphPad Prism. Se calcul6 la duracion de los destellos como la diferencia de tiempo
entre los picos de intensidad de fluorescencia en cada uno de los registros. Las
imagenes representativas de los destellos también se montaron en ImageJ. El
fendmeno de CaAR fue cuantificado también con ImageJ, mediante ROls manuales
para el fagosoma y el nucleo, pero mediante threshold y filtros binarios para tomar
los bordes de la célula y cuantificar la actina cortical.

Para el reescalado de las imagenes seleccionadas y montadas en ImageJ
(Figura 11) se utiliz6 un interfaz de aplicacion de programacion (API) de
superresolucion disponible de forma online en la pagina de DeepAl, el cual se basa
en el modelo de Super Resolution Generative Adversarial Network entrenado en
PyTorch (Torch-SRGAN) y pre-entrenado por la misma compaiiia. El modelo de
escalado SRGAN fue utilizado solo para mejorar la definicion de las estructuras, sin
embargo, las imagenes son solo representativas, pero no son cuantificables y las
subestructuras no son reales. En el Anexo Il estan las imagenes crudas.

Para determinar la eficiencia del FRET, se utilizd el método de sensitized
FRET (SE-FRET) basado en la emisién de aceptor y donor al excitar solo el donor

calculado de la siguiente manera:

1) FRET = w7
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donde FAD es la fluorescencia del aceptor al excitar el donor y FD es la fluorescencia
del donor al excitar el donor. Con imageJ, se realizé un threshold del aceptor para
determinar las intensidades de fluorescencia a tomar. Con este, se cre6 una mascara
binaria y se dividié por la suma de los canales segin se muestra en la ecuacion 1.
Las imagenes fueron posteriormente cuantificadas usando ROIs.

Para analizar las imagenes del estallido oxidativo, se utilizé el plugin Time
series analyzer V3 de imageJ, se definieron los ROIs con la opcién de auto ROI, se
definieron los recenter parameters con limite de convergencia de 0.1 pixeles, 241
iteraciones (una para cada frame) y 0.5 el valor del factor maximo de reescalado. Se
midié el mean gray value con la opcion get average y se graficaron los resultados
individuales de cada ROI vs el tiempo en Graphpad Prism. La curva promedio con su
respectivo error asociado fue graficada. Se realizé un fit de una curva logistica del
promedio junto con su coeficiente de correlacion de Pearson al cuadrado (R2) para
posterior analisis. En el mismo GraphPad Prism se obtuvo la primera derivada (sin
smooth) del fitting de la curva, la cual fue graficada. Adicionalmente, se calculé la
derivada discreta de los datos brutos (sin smooth) y se graficaron. Adicionalmente,
se realizé un smooth a las derivadas, pero a posteriori, para eliminar el ruido por
pequefios cambios de foco. Es importante destacar que, para no generar artefactos,

los ROIs se definieron siguiendo los siguientes criterios:

1) La sefial de fluorescencia de un ROI no debe solaparse con otro ROI durante todo

el registro.

2) No se deben incluir beads que tengan cambios de foco muy abruptos.
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3) No deben elegirse ROIs dentro de cumulos de beads. El recentrado no discrimina
facilmente entre cada bead del cimulo y su movimiento, lo que dificultara el
seguimiento y alterara las mediciones.

4) El registro debe dar muestras claras de fagocitosis en el bead medido y este debe
estar dentro de la célula por al menos 30 minutos. Un aumento de la fluorescencia
sobre el ruido es indicativo de interiorizacién, ya que las esterasas removieron los
grupos protectores del Oxy-Burst y el bead comenzé a oxidarse por accién de ROS

intrafagosomal.

8. Generacion de Mutantes de RhoA y Racl 2G-FRET

8.1 Partidores

Para generar las mutantes de Racl y RhoA, se disefaron los partidores
apropiados con SnapGene (Tabla 1) utilizando como templado los plasmidos
obtenidos en addgene; RhoA WT (Addgene 15899), RhoA GFP (Addgene 12965),
RhoA FRET-2G (Addgene 40176) y Racl FRET-2G (Addgene 66110). Se trataron

de cumplir los siguientes parametros para el disefio de partidores:

1.- Los partidores deben ser complementarios entre ellos.

2.- Longitud de al menos 10-20 nucle6tidos no mutados en ambos extremos.
3.- De preferencia, las bases mutadas deben estar en el centro.

4.- El contenido de GC debe ser del 40%-70%.

5.- La Tm debe estar entre 75-85 °C excluyendo la zona mutada.

6.- El partidor debe empezar y terminar con al menos una G o C.
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Cuando no era posible generar un partidor que cumpliera todas las
condiciones, se priorizé en el orden establecido (1 mas importante, 6 menos

importante).

Partidor Secuencia Tm (°C)| %GC

Racl_Q61L_F GGGATACAGCTGGACTAGAAGATTATGACAGATTACGCCCCC 66.0 50,0%

Racl_Q61L_R GGGGGCGTAATCTGTCATAATCTTCTaGTCCAGCTGTATCCC 66.0 50,0%

Racl_T17N_F GGGAGACGGAGCTGTAGGTAAAAATTGCCTACTGATCAG 64.9 48,7%
Racl_T17N_R CTGATCAGTAGGCAATTTTTACCTACAGCTCCGTCTCCC 64.9 48,7%
RhoA_C16A_F |GATTGTTGGTGATGGAGCCgcTGGAAAGACATGCTTGCTC 68.2 52,5%
RhoA_C16A_R |GAGCAAGCATGTCTTTCCAgcGGCTCCATCACCAACAATC 68.2 52,5%
RhoA_C16/20A_F |GGAGCCGCTGGAAAGACAGCCTTGCTCATAGTTAACAGCA 68.5 52,5%
RhoA_C16/20A_R |TGCTGTTAACTATGAGCAAGGCTGTCTTTCCAGCGGCTCC 68.5 52,5%

Tabla 1: Secuencias de partidores utilizados para las mutagénesis sitio dirigida con su
respectivo plasmido base, Tmy % de GCs

8.2 Procedimiento

Para la mutagénesis sitio dirigida, se usé como referencia el método de dos
single primer reactions in parallel (SPRINP) elaborado por (Edelheit et al., 2009) con
ligeras modificaciones (Tabla Il). Con un termociclador MultiGene™ Mini (TC020-24-
230V), se realizdé un PCR con una denaturacion inicial de 3 minutos a 95°C seguida
de 30 ciclos de 40s 95°C, 40s a 58°C y 5 min a 72°C. Finalmente se realizé una
elongacién de 30 min a 72°C. Ambos productos corridos en paralelo se combinaron
en un solo tubo y se realiz6 el reannealing aleatorio disminuyendo paulatinamente la
temperatura (Tabla Ill). La digestion del ADN plasmidial metilado se realiz6 con 30U
de enzima Dpnl (BioLabs R0176S) por 16h a 37°C. Se transformaron en bacterias
competentes Escherichia coli DH5-a con 3 uL de producto y se sembraron en placas
LB-Agar a 37°C por 16h. Se aislaron colonias y crecieron en LB liquido en agitacion
por 16h a 37°C. Finalmente se purificé el ADN plasmidico mediante un kit Mini Prep
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(Thermo Fisher), cuyo resultado fue verificado mediante secuenciacion de Sanger

mediante el uso de partidores universales.

Componente Reaccion 1 | Reaccién 2
DNA plasmidial ~500 ng ~500 ng
Forward primer (10uM) 1,25 ul -
Reverse primer - 1,25 pl
dNTPs (10mM) 0,5 ul 0,5 ul
Platinum™ SuperFi™ (2U/uL) 0,25 ul 0,25 ul
5X SuperFiTM GC Enhancer (opcional) Sul Sul
5X SuperFiTM Buffer Sl Sl
Volumen final (H20) agua ultrapura 25 ul 25 ul

Tabla 2: Materiales necesarios por reaccion

Paso T°C Tiempo (min)
1 95 5
2 90 1
3 80 1
4 70 0.5
5 60 0.5
6 50 0.5
7 40 0.5
8 37 Holding

Tabla 3: Tiempos para Re-annealing
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Resultados

Objetivo 1:
Estudiar la dinamica de actina durante la maduracion fagosomal de

microglias BV2

1. Caracterizacion y estandarizacion de ensayos fagociticos en células

microgliales.

1.1 Modelos de estudio de células microgliales

Debido a que los ensayos de fagocitosis no se habian realizado previamente
en el laboratorio, se estandarizé un protocolo para evaluar la fagocitosis microglial.
Para esto se utiliz6 como modelo de estudio la linea celular de microglias BV2, que
se originan de microglias primarias de ratones C57/BL6 que fueron inmortalizadas
con los factores de transcripcién v-raf y v-myc en el afio 1990 (Blasi et al., 1990). Las
células BV2 son la linea de microglias mas utilizada y caracterizada a la fecha, por lo
gue hay mas literatura sobre esta en comparacion a otros tipos celulares, como las
lineas N9 y HAPI (Timmerman et al., 2018). Ademas, las células BV2 poseen una
respuesta inflamatoria similar a las células microgliales primarias (Henn et al., 2009).
Finalmente, a diferencia de otros modelos como las células HCM3, las células BV2
expresan funcionalmente el complejo NOX2, esencial para los procesos de

fagocitosis y maduracion fagosomal (Li et al., 2009).
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Generacion de Beads fagocitables

Para los ensayos fagociticos, se generaron particulas inactivadas de
levaduras Saccharomyces cerevisiae de la cepa S288C tal como se detalla en la
seccion de materiales y métodos, referidas en este trabajo como “beads”. Las beads
de levadura presentan ventajas importantes respecto a las beads de latex
comunmente usados en ensayos de fagocitosis. Las beads de levadura presentan
una rigidez relativamente baja de 5,09 1,51 mPa (Chang et al., 2021) (md&dulo de
Young) comparado con ~3000 mPa (Segun Ficha técnica de Thermo Fisher) de
beads de latex, lo que las hace digeribles. Sin embargo, siguen siendo mas rigidas
gue otros tipos de cargo como RBCs o restos apoptoticos (Vorselen et al., 2020).
Ademds, las levaduras poseen patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs), que permiten reconocer las particulas sin opsonizaciéon. Lo méas destacable
de utilizar beads con levaduras, es que es posible conjugar distintas sondas
fluorescentes a las aminas primarias de sus proteinas de membrana, algo esencial
para el marcaje fluorescente. Aprovechado esta cualidad, se conjugaron los beads
generados con un Alexa Flior 488 NHS para caracterizarlos por microscopia
confocal. Se evalu6 el didmetro de Feret de las beads (diametro entre los dos puntos
mas lejanos) el cual fue alrededor de 4 um, con la mayoria de las particulas
concentradas entre los 4-5 uym (Figura 9C, D). Esto representa una baja
heterogeneidad y es importante ya que se ha reportado que no hay diferencias
significativas entre la mecéanica fagocitica de particulas entre 3 y 9 um de diametro

(Vorselen et al., 2020).
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Minimum 1.992
25% Percentile 4.085
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Range 5.291
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Std. Error of Mean 0.06335
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Figura 9: Caracterizacion de Beads Fluorescentes. A) Resultados estadisticos de distintas

mediciones de particulas individuales. B) Grafica del diametro de Feret de particulas de levadura.

Barra de escala: 30 ym

1.2 Ensayos de Fagocitosis en células BV2.

Luego de haber generado y caracterizado las beads fluorescentes de
levadura, se realizaron ensayos de fagocitosis en las células BV2. Mediante
microscopia de epifluorescencia y contraste de fase, se registr6 el proceso de
fagocitosis. Tras la aplicacion de las beads de levaduras, las células BV2 fueron
capaces de fagocitar rapidamente estas particulas fluorescentes de levadura en un
corto periodo de tiempo (menor a 5 min) (Figura 10A). Ademas, durante este proceso

se observd la extensién de estructuras celulares que podrian corresponder a

pseudopodos y a la formacién de la copa fagocitica (Figura 10C).
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Figura 10: Ensayo Fagocitosis en la linea celular microglial BV2. A) Imagenes representativas de
fagocitosis de beads inactivados de levadura. Las flechas blancas indican el bead interiorizado. En t =
3:00 minutos, se ve la formacion de una estructura que parece ser la copa fagocitica (Cuadrado
punteado). B) Esquema representativo del ensayo fagocitico desarrollado. Las particulas inactivadas de
levaduras poseen proteinas de membrana, cuyos aminoécidos fueron acoplados a un AF 488, NHS en
sus aminas primarias. El receptor de Dectina-1 reconoce los B-1,3-glucanos de la pared de las
levaduras, iniciando una cascada de transduccion que induce la fagocitosis, el estallido oxidativo y un
fenotipo pro-inflamatorio. C) Acercamiento de lo que parece ser la formacion de la copa fagocitica
caracteristica del zipper model, donde debiese haber polimerizacion de F-actina, como se ve en el
esquema.

Por otra parte, como control y especificidad del proceso de fagocitosis se
evalud la capacidad de incorporacion de beads de células no fagociticas. Para esto,
se utilizé la linea celular COS7 vy la linea celular de astrocitos C8D1A ya que se ha
reportado que los astrocitos cooperan en la labor microglial realizando bystander
phagocytosis, que es el nhombre que se le da a la fagocitosis poco eficiente que
pueden hacer células no fagociticas para asistir en la respuesta inmune. Se observo
que no hubo eventos de fagocitosis con ninguno de estos tipos celulares (Figura 9A,
B), lo que sugiere que la fagocitosis de patégenos fungicos puede ser especifico para

fagocitos especializados como microglias, al menos de levaduras inactivadas.
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Figura 11: Células COS7 y C8D1A no realizan fagocitosis de beads fluorescentes A) Imagenes
representativas de timelapses de células COS7 desafiadas con particulas de levaduras inactivadas. B)
Imagenes representativas de timelapses de células C8D1A desafiadas con particulas de levadura.
Barra de escala: 30 ym

1.3 Dinamica de Actina durante la fagocitosis

Considerando la capacidad fagocitica de las células BV2 y las estructuras
celulares observadas (mediadas principalmente por el citoesqueleto de actina) en el
proceso fagocitico, se evaluoé la estructuracion y dinamica del citoesqueleto de actina
durante la fagocitosis de los beads. Para ello, se realizd la transfeccion de células
BV2 con Lifeact-GFP, un sensor fluorescente del citoesqueleto de actina y se registré
del proceso de fagocitosis microglial de beads de levadura (beads sin marcaje).
Como se muestra en la figura 12, durante el procesos de fagocitosis se observo la
adherencia de los beads (Figura 12.1), seguida de la acumulacién de actina cortical
(Figura 12.2), la extension y retraccién de protusiones filopodiales correspondientes
a la formacion de la copa fagocitica (Figura 12.3,4), el cierre de la copa fagocitica
sobre la particula (Figura 12.5,6), la formacion del fagosoma (Figura 12.7) y
finalmente la despolimerizacion secuencial de actina desde la parte anterior a
posterior del fagosoma (Figura 12.8-16), consistente con el zipper model de la

fagocitosis (Tollis et al., 2010). Estos datos corroboran la capacidad fagocitica de las
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células BV2 y sugieren que el citoesqueleto de actina participa activamente y es

fundamental durante este proceso en células microgliales.

Figura 12: Dindmica del citoesqueleto de actina durante la fagocitosis de células microgliales
BV2. Imagenes representativas del registro de la dindmica del citoesqueleto de actina durante la
fagocitosis. A) En verde se observa LifeAct-GFP para visualizar F-actina en células vivas. Desde el
registro se observa la adhesién y acumulacion de actina cortical (1,2), la formacion de la copa fagocitica
(3,4), el encuentro de la membrana en la parte posterior de la particula para el cierre (5,6), el cierre de
la copa que conlleva la escisiobn de la membrana y formacion del fagosoma (7) y finalmente la
despolimerizacion secuencial de actina desde la parte anterior a posterior.del fagosoma, en
concordancia con el zipper model. B) Se hizo un acercamiento de solo el canal GFP para la mejor
visualizacion de la dinamica de actina. Barra de escala: 10um
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2. Dinamica de actina durante la maduracién Fagosomal

2.1 Destellos de actina

En adicion a la participacion del citoesqueleto de actina durante la fagocitosis
de las beads, se observé que alrededor de las particulas de levadura ya
internalizadas (Fagosomas) permanecia una cubierta de actina (sefial de Lifeact-
GFP) consistente con lo observado en macréfagos (Liebl & Griffiths, 2009). Ademas,
interesantemente, se observé que en algunas particulas tal presencia de la cubierta
de actina fue dindmica debido a que la sefial de Lifeact-GFP incrementaba vy
disminuia en el tiempo, lo que corresponde a una polimerizacion y despolimerizacién
de actina de naturaleza ciclica (Figura 13A,B), proceso intracelular ya reportado en
macroéfagos denominado “destellos de actina” (Actin Flashes) (Poirier et al., 2020),
pero que no ha sido descrito en células microgliales. Los destellos de actina
ocurrieron en etapas tempranas de la fagocitosis de forma regularmente espaciadas
en el tiempo, principalmente con una duracion de ~2 minutos entre picos de
incrementos de seflal de actina (Figura 13D). Ademas, algunos fagosomas
presentaron pocos destellos (3-5 destellos) mientras que en algunos casos los
destellos de actina fueron muchos mas (>10). Esto significa que los destellos pueden
extenderse entre los primeros 4-5 minutos (Figura 13B), hasta las etapas mas finales
de la fagocitosis temprana, es decir, hasta los 20-25 minutos (Figura 13C). Sin
embargo, tanto su naturaleza ciclica (polimerizacion y despolimerizacién de actina)
como el espaciamiento temporal se mantuvieron relativamente conservados
independientemente de la duracion total del proceso. Estos datos, sugieren que la
dinamica de actina esta finamente coordinada durante los destellos, probablemente

mediante la accién de ciertas RhoGTPasas involucradas en la maduracion fagosomal
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como RhoA (Mao & Finnemann, 2015) y que su duracion total es heterogénea, pero

que abarca la fagocitosis temprana.
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Figura 13: Destellos de actina en lalinea celular BV2. A) Imagenes representativas de los destellos
de actina en la linea celular BV2. En verde se muestra la sefial de LifeAct-GFP y en gris el campo claro.
Las flechas blancas indican los picos de fluorescencia durante los destellos de actina B) Fluorescencia
relativa de LifeAct-GFP durante el tiempo de la imagen A). Se ve una fuerte acumulacién de F-actina de
forma ciclica y regularmente espaciado en el tiempo. C) Destellos de un bead con 9 eventos de destellos,
con una duracion total de ~20 minutos D) Cuantificacion del tiempo promedio entre puntos maximos de

intensidad de actina. N=3. Barra de escala 5um
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Objetivo 2:
Estudiar la produccion de ROS durante la maduracion fagosomal de

microglias BV2

3. Produccién de ROS durante la maduracién fagosomal: Estallido

oxidativo

El estallido oxidativo se caracteriza por un aumento generalizado de ROS en toda
la célula, pero en especial dentro del fagosoma con el fin de convertirse rapidamente
en una vesicula citotoxica y eliminar agentes patdégenos o restos celulares, resultando
en un incremento sustancial, pero controlado, de la produccién de ROS. Sin embargo,
la produccién de ROS intrafagosomal en microglias no ha sido caracterizada. Esto
se debe especialmente a las pocas herramientas disponibles para estudiar espacio-
termporalmente este fendbmeno. Para sobrepasar este problema y poder caracterizar
la temporalidad del estallido oxidativo intrafagosomal en microglias, se acoplé un
sensor redox (OxyBurst) a las particulas de levaduras inactivadas. EI OxyBurst
consiste en una molécula sensible a las ROS (DCF) con grupos protectores para
evitar su oxidacion (grupos que son removidos por esterasas intracelulares) y
ademas un grupo NHS, que permite su acople a aminas primarias de las proteinas
de la pared celular de las levaduras. De esta forma, logramos medir solo las ROS
intrafagosomales, ya que la sonda queda en el interior del fagosoma, por lo que se
reconoce especificamente el ROS generado hacia el lumen de esta vesicula. El

funcionamiento y procedimiento de acople se ilustra en la Figura 14A, B.
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Figura 14: Caracterlstlcas de la sonda OxyBurst. A) Estructura quimica de la sonda acoplada alas
beads. La sonda se basa en un sensor de diclorofluoresceina, la cual en este caso posee dos grupos
ésteres protectores (ovalos) que protegen la sonda de la oxidacion antes del ensayo. Estos son
removidos por esterasas intracelulares después de la fagocitosis. La sonda ademas contiene un grupo
NHS, el cual se acopla a las aminas primarias en las particulas de levadura. B) En 1.- se muestra el
modo de acoplamiento de la sonda a aminas primarias mediante la conjugacion estable con un enlace
amida. 2.- se muestra el mecanismo de oxidacion de la sonda. Primero se remueven los grupos éster
por esterasas intracelulares, lo que permite su oxidacion, haciéndola altamente fluorescente.

Una vez acoplada la sonda a las beads, se realiz6 un ensayo de fagocitosis
en células BV2 y, mediante microscopia de fluorescencia, se estudié la produccion
de ROS intrafagosomal mediante la cuantificacién de la fluorescencia de las beads
(Figura 15). Luego de la internalizacion de las beads, se observo un incremento
significativo de la intensidad de la sonda a lo largo del tiempo. Las beads que no
fueron fagocitadas por las células mantuvieron estable su sefial fluorescente (Figura
15), sugiriendo una pronunciada produccion de ROS (estallido oxidativo) durante la

fagocitosis en células microgliales BV2.

|

t=100:00 t=10:00 t=20:00

Phase Contrast Composite

OxyBurst

Figura 15: Imagenes representativas de la produccién de ROS intrafagosomal en microglias BV2.
Las microglias fueron desafiadas con beads acoplados a OxyBurst y se registré la fluorescencia a lo
largo del tiempo. Se muestra la progresion del estallido oxidativo a los 0, 10, 20 y 30 minutos.
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Se procedié a cuantificar y graficar los datos, donde se determind que el
estallido oxidativo tiene una duracion de ~20 minutos hasta llegar a un maximo,
siguiendo un comportamiento sigmoideo o de funcion logistica (Figura 16A), algo
similar a lo reportado en macréfagos (Vander Ven et al., 2009). Al realizar un ajuste
de una funcién logistica, se obtuvo una curva bastante coherente y con un R? ~0,66
(Figura 16B). Debido a que la sonda no es reversible ni ratiométrica, no es posible
determinar la disminucion (reduccion) del contenido de ROS intrafagosomal, por lo
que solo se pueden observar incrementos acumulativos de ROS a lo largo del tiempo.
No obstante, con el fin de identificar adecuadamente la produccion de ROS en el
tiempo, se calculé la primera derivada de la funcidn del ajuste logistico, para obtener
la tasa de cambio de la fluorescencia en el tiempo como un indicativo referencial de
la tasa de la produccién de ROS (Figura 20C). De forma global, se observa que, la
tasa de produccion de ROS alcanza su maximo nivel a los ~5 minutos y disminuye la
tasa de produccion entre los ~20-30 minutos (Figura 16C), reflejando el término del
estallido oxidativo. Por otra parte, interesantemente, al calcular la derivada discreta
0 numérica, se observa una produccion de ROS ciclica (Figura 16D). En conjunto,
estos datos sugieren que luego de la internalizacion del sensor OxyBurst, se produce
el estallido oxidativo caracterizado por un incremento ciclico de la producciéon de ROS

en el compartimento intrafagosomal.
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Figura 16: Produccion de ROS intrafagosomal durante la fagocitosis de microglias BV2. A)-B)
Curva respresentativa del estallido oxidativo. Se cuantifico la fluorescencia para calcular la produccion
intrafagosomal de ROS y se realizé un ajuste con una curva logistica. La duracion del estallido es de 20
minutos.C) Derivada dx/dt del ajuste realizado en A), indicando la dinamica de la produccion de ROS
medido como la tasa de cambio en la fluorescencia. D) Derivada discreta obtenida directamente de los
datos brutos y suavizada para eliminar el ruido. Los numeros representan maximos locales de
produccién de ROS. n=7, N=3

Por otra parte, existe un subconjunto de datos obtenidos desde los registros
gue muestran un comportamiento marcadamente escalonado en la dinamica de la
fluorescencia (Figura 17A). Al calcular la derivada directa de estos datos y suavizarlos
para eliminar el ruido, se observa claramente la naturaleza ciclica de la produccion
de ROS (Figura 17B). Es notable que la naturaleza ciclica de la produccion de ROS
se comporta de forma muy similar a los destellos de actina. Ademas, debido a su
relacion de co-ocurrencia espacial y temporal, estos datos sugieren un posible

crosstalk entre ambos procesos durante la maduracién fagosomal.
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Es importante indicar, que es la primera vez que se reporta la produccién de
ROS intrafagosomal de células microgliales, y es la primera vez que se resuelve la

naturaleza ciclica del estallido oxidativo.
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Figura 17: Produccion Ciclica de ROS intrafagosomal en microglias. A) Bead representativo de la
produccién de ROS ciclica durante la maduracion fagosomal. La linea azul indica la cuantificacion de la
fluorescencia mientras que la produccion de ROS se muestra en rojo, como la derivada de la
fluorescencia B) Derivada directa de la fluorescencia suavizada para eliminar ruido. Los nimeros indican
la cantidad de maximos locales en la produccion de ROS, con un promedio de ~2,6 minutos entre
maximos.

Como era de esperar, la temporalidad del estallido oxidativo calza con el
desarrollo de los destellos de actina, lo que permite especular que posiblemente haya
mecanismos de sefializacién que aprovechen esta abrupta produccién de ROS para
generar las cascadas de sefializacion necesarias para la maduracion del fagosoma.
De hecho, se ha descrito que la inhibicién de RhoA disminuye la produccién de ROS
(Global, no intrafagosomal) durante el estallido oxidativo en la linea celular BV2

(Scheiblich & Bicker, 2017). RhoA activa a su principal efector; ROCK, el cual es
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capaz de fosforilar p47phox para promover su activacion y unién con el complejo
NOX2 (Tlili et al., 2023), principal generador de ROS durante el estallido oxidativo
intrafagosomal. Para explorar esta hipétesis, se cuantifico la produccion de ROS
intrafagosomal, esta vez en presencia de un inhibidor de ROCK (ROCK kinase
inhibitor, SigmaAldrich) en distintas concentraciones. Se observo una disminucion
significativa en la fluorescencia del Oxyburst entre los 7-18 minutos en las microglias
tratadas (Figura 18A). Al obtener la derivada del ajuste logistico, se ve que la curva
de produccién de ROS se “aplana” en los grupos tratados al compararlas con el grupo
control (Figura 18B). Esto implica que la fase exponencial de produccion de ROS se
vuelve menos pronunciada y por ende la produccion de ROS es menor en los minutos

iniciales del estallido oxidativo en presencia del inhibidor.
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Figura 18: Produccion intrafagosomal de ROS en presencia de un inhibidor de ROCK. A)
Cuantificacion de la fluorescencia de los beads, como medida de la produccion intrafagosomal de ROS
y ajuste con una curva logistica. Las células BV2 fueron sometidas a concentraciones de 50 uM (n=9),
100uM (n=8) y DMSO (Vehiculo; n=8) por 3h previo al ensayo. Los cambios significativos son indicados
en la figura (p < 0,05). B) Produccion de ROS con 50 puM y 100uM de inhibidor de ROCK. Calculado a
partir de la derivada del ajuste logistico realizado en A). N=3
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Objetivo 3:

Evaluar la actividad de RhoA en la fagocitosis

4. Actividad de RhoA durante destellos de actina

Se ha reportado la acumulacién de la RhoGTPasa RhoA junto con la
acumulacioén de actina en fagosomas tempranos en células Raw264.7, sin embargo,
no se ha evaluado la actividad de tal RhoGTPasa en microglias, lo que reflejaria su
activacion o inactivacion. Por ende, mediante la utilizacién de sensores bioldgicos de
RhoA basados en FRET de segunda generacién, se evalué la actividad de esta Rho
GTPasa durante los destellos de actina que ocurren luego de la internalizacion de
particulas durante la fagocitosis

Se observéd no solo una acumulacion de la sefial del sensor de RhoA sino
también un incremento robusto en la activacion del sensor FRET de RhoA de un
~29,8% durante los destellos de actina en comparacién con particulas sin destellos
(Figura 19C), lo que sugiere una activacion localizada de RhoA alrededor de las

beads durante los destellos de actina
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Figura 19: La actividad de RhoA aumenta durante los destellos de actina. A) Imagenes
representativas de un destello de actina y la eficiencia del SE-FRET de RhoA por pixel. Se observa que
la actividad del SE-FRET aumenta durante los destellos de actina (flecha blanca) alrededor del
fagosoma y el aumento local de actividad de RhoA colocaliza con la acumulacién de F-actina. B) En la
grafica de intensidad de fluorescencia durante el tiempo se muestran las cuantificaciones de la sefial de
Utrophin-mScarlet y RhoA-FRET mostradas en A). B) Andlisis de covarianza, donde se obtuvo una alta
probabilidad de que la intensidad de las sefiales esten correlacionadas en el tiempo (R2 ~0,75, P <
0,0001; 21 datos). Barra de escala: 5 ym C) Se cuantificé la intensidad de Utrophin-mScarlet (F-Actina)
y la eficiencia del SE-FRET (Actividad de RhoA) durante los destellos de actina y se comparé con la
sefial basal. La eficiencia del SE-FRET aumenta un ~29,8% en relacién al control. P< 0,005, n=30; N=3.

Debido a que RhoA regula la estructuracion del citoesqueleto de actina en
una manera especifica, se evalu6 la relacion entre la actividad de RhoA vy la
acumulacion del citoesqueleto de actina alrededor de los fagosomas. Pare ello, se
midio la intensidad de la sefial de F-actina con el sensor fluorescente Utrophin-
mScarlet y la actividad de RhoA en el transcurso del tiempo. Se observé un
incremento de RhoA en los bordes del fagosoma al mismo tiempo que ocurria el
destello de actina (Figura 19A). Interesantemente, el incremento de la actividad de
RhoA durante todo el destello de actina permanecié alto mientras también se
mantuvo alta la sefial de F-actina, sugiriendo una relacién funcional entre la actividad
de RhoA y la acumulacion de F-actina. Por tanto, se realizé un test de correlacion
para evaluar si la actividad de RhoA-FRET estaba relacionada a la sefial de Utrophin-
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mScarlet. Se encontré que hay una alta correlacién de la actividad de RhoA y la
polimerizacion de F-Actina durante los destellos, presentando un R2 de ~0,75 (Figura
15B). Por otra parte, durante el destello de actina, se observé una rotacion del bead
de levadura inactivada lo que reveld que éste tenia una yema desde un proceso de
gemacion fangica. Durante el timelapse, el destello “rompié” su simetria hacia la
unién de esta gemacién como se ve en la Figura 19A, extendiendo la duracién del
destello. Este particular fendmeno fue observado en mas de un registro, fendmeno
que también se reportdé durante la fagocitosis de levaduras en la linea celular de
macréfagos Raw264.7 en el articulo de Liebl and Griffiths (2009).

En adicion a la correlacién entre la actividad de RhoA y la acumulacion del
citoesqueleto de actina durante los destellos, se observé que hay una pequefia pero
significativa reduccién en la actividad de RhoA previo a su robusto incremento
durante el destello de actina (Figura 20), sugiriendo que la modulaciéon del
citoesqueleto de actina dependiente de RhoA no solo ocurre durante los destellos,
sino que incluso antes, donde otros mecanismos moleculares podrian estar
involucrados rio arriba del proceso, generando una disminucién en la actividad de
RhoA. Esta disminucion de la actividad de RhoA previo a la acumulacion de F-actina
probablemente se debe a una inhibicion compensatoria que se manifiesta incluso
antes del aumento sostenido de RhoA, que podria ser mediado por p190RhoGAP, la
cual se acumula durante los destellos de actina (Poirier et al., 2020). De esto se
puede inferir que la sefializacion rio arriba para la activacion de RhoA precede
temporalmente a los destellos de actina y se expresa primeramente como una
regulacién a la baja en la actividad de RhoA. En la Figura 19B también se observa

una pequefia disminucion del SE-FRET previo al destello de actina
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Figura 20: Caida de la actividad de RhoA antes de los destellos de actina. Se cuantificé la
fluorescencia del sensor de F-actina (Utrophin-mScarlet) y la actividad de RhoA (eficiencia de SE-FRET)
en el tiempo durante los destellos de actina. En el grafico, se muestra un destello de actina
representativo. La linea punteada vertical indica la caida del SE-FRET y marca el comienzo del destello
de actina, mientras la linea punteada horizontal muestra la actividad basal del sensor previo al destello.

4.1 Mecanotransduccién por destellos de actina

En adicion a los cambios localizados en la actividad de RhoA alrededor del
fagosoma y su relacion con los destellos de actina, se observaron algunos eventos
relacionados al citoesqueleto de actina en otros compartimentos intracelulares
esenciales. Durante los ensayos fagociticos se observd (en 3 registros distintos
realizados con mayor resolucién espacial) una polimerizacion ciclica de actina o
destellos alrededor del nucleo celular. Se ha descrito que este fendmeno esta muy
relacionado con la mecanotransduccion y se caracteriza por una fuerte acumulacion
de actina perinuclear, denominado como “reseteo de actina dependiente de calcio” o
CaAR (por sus siglas en inglés) que desencadena en la transcripcion de genes
especificos mediante mecanismos de mecanotransduccion (Wales et al, 2016). En
estos registros puntuales se observaron varias de las caracteristicas descritas de
este proceso, incluyendo una abrupta acumulacion de actina alrededor del nucleo y

una disminucién de la actina cortical (Figura 21,22). Ademas, se observo una fuerte
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disminucion en la sefal de F-actina rodeando el fagosoma durante el transcurso de
la acumulacién de actina perinuclear, lo que result6 en la detencién completa de los
destellos de actina fagosomales. En conjunto, estas observaciones sugieren una
relacién funcional entre los fagosomas y la funcién nuclear mediante un mecanismo
de mecanotransduccién dependiente del citoesqueleto de actina. Sin embargo, los
efectos especificos en la transcripcidn y el trigger que produciria este fenémeno se

desconocen.

Destellos del Fagosoma Destellos del nucleo

Figura 21: CaAR durante destellos de actina. Imagenes representativas de acumulacion
perinuclear de actina durante destellos fagosomales. A la izquierda se agrupan imagenes de
destellos fagosomales mientras que a la derecha agrupan los eventos de acumulacion perinuclear de
actina en el tiempo. La flecha blanca indica como disminuye la actina fagosomal de izquierda a derecha,
la flecha azul indica el aumento de actina perinuclear de izquierda a derecha y el cuadrado gris indica
la disminucion de la sefial de actina cortical de izquierda a derecha. De tal forma, se ve una distribucion
de la actina distinta en los cuadros a la izquierda en comparacion a la derecha. Barra de escala: 10 pm.
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Figura 22: F-actina cortical, perinuclear y fagosomal. La figura representa la cuantificacion de la
figura 17. En rojo con tridngulos invertidos se muestra la dindmica de actina del fagosoma, con los
destellos de actina numerados del 1-10. En cuadrados verdes se muestra la actina cortical y en circulos
azules la actina perinuclear. Con numeros del 1-3, se enumeran las acumulaciones de actina
perinucleares que coinciden con la caida de actina cortical y fagosomal (Flechas negras).

5. Generacién de Mutantes de RhoA

Debido a que tanto los destellos de actina como la produccion de ROS
intrafagosomal durante la fagocitosis de beads en células BV2 presenta una
naturaleza ciclica, proceso en el que participa la actividad de RhoA, se propuso que
la generacion de ROS intrafagosomal pudiera sefializar hacia al citoplasma y regular
la actividad de RhoA mediante modificaciones oxidativas. Asi, para estudiar la
oxidacion de RhoA durante los destellos de actina, se disefiaron y generaron
mutantes insensibles a la oxidacion. Para ello, se utilizaron los siguientes plasmidos
codificantes para RhoA humana: myc-RhoA WT, EGFP-RhoA WT y RhoA 2G-FRET,
con el fin evaluar los efectos de estas mutantes de RhoA en células fijadas (mediante
el tag c-myc), en células vivas (por el marcador EGFP) y evaluar su contribucion en
el destello de actina por FRET, respectivamente. RhoA posee dos cisteinas en su
zonha catalitica que interaccionan directamente con GTP. Se ha reportado que, en
sistemas bioldgicos, la oxidacion de estos aminoacidos (Cys 16/20) puede generar
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una version fast cycling de RhoA, lo que se traduce en un mayor intercambio de GTP
y GDP, que por el exceso de GTP en el medio intracelular desplazan el sistema hacia
una versiéon activa de la Rho GTPasa (Aghajanian et al., 2009). Para estudiar esta
modificacién post-traduccional en los destellos de actina, se propuso generar las
mutantes C16A, C20A y C16/20A en los plasmidos ya mencionados, mediante
mutagénesis sitio dirigida. Hasta el momento, se ha generado la mutacién C16A de
RhoA de forma exitosa, la cual fue validada por secuenciacion (Figura 23). Ademas,
se ha descrito que la mutacién de un residuo de cisteina por un acido aspartico podria
generar una version oxo-mimética (Hobbs et al., 2014). Esto se ha realizado para
estudiar la oxidacion en otras GTPasas, como Racl (C18D). Sin embargo, RhoA
posee 2 cisteinas muy cercanas dentro del dominio de unién a GTP, cuya oxidacion
no ha sido caracterizada. No sabemos qué efectos conformacionales podria conllevar
la mutacion C16/20D en RhoA y si efectivamente generaria una versién oxo-
mimética. Mas aun, la formacion de un puente disulfuro entre estas cisteinas no se
mimetizaria con estas mutantes, por lo que su generacion sale del alcance de este

estudio.
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Figura 23: Validacion de mutagénesis sitio dirigida por secuenciacién de Sanger. A) Mutante de
RhoA C16A. En azul se ve el codon y aminoacido de RhoA WT y en rojo se marca la mutacion doble
gue cambia Cisteina por Alanina.
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Ensayos preliminares con Microglias Primarias de Rata

6. Cultivos primarios de microglias.

6.1 Estandarizacion y caracterizacion de cultivos primarios de microglias de

rata.

Se estandarizé un método reproducible para aislar y estudiar microglias in
vitro basado en protocolos descritos previamente (Lian, Roy, etal.,, 2016). Se
generaron dos variantes de este protocolo, uno de alta pureza y bajo rendimiento
(P1) y otro de pureza media pero alto rendimiento (P2) (ver materiales y métodos
1.1). Los cultivos primarios de microglias obtenidos con ambos métodos fueron
fijados y se caracterizaron mediante ensayos de inmunofluorescencia con
marcadores microgliales (IBA1 o CD11b) y de citoesqueleto de actina para evaluar la
pureza y morfologia celular, respectivamente. Se adquirieron imagenes de
fluorescencia desde campos aleatorios y se cuantific6 el porcentaje de pureza
(células positivas para marcadores microgliales). Se encontré que el protocolo P1
presentd una pureza de 98% mientras que el protocolo P2 presentd una pureza de
91% (Figura 24C). A pesar de que Pl presentdé una mayor pureza, mostré un
rendimiento significativamente menor (menor nimero de microglias obtenidas en el
cultivo) (Figura 24D) por lo que los posteriores cultivos primarios fueron realizados
con el protocolo P2. Por otra parte, en adicion a la estandarizacion de los métodos
de purificacién y rendimiento, se caracterizaron las microglias primarias por medio de
ensayos de inmunofluorescencia y microscopia confocal (Figura 24 Ay B). Como era
de esperar, las células fueron positivas para los marcadores microgliales especificos

IBA1l y CD11b. La distribucion de CD11b se observé en el citoplasma y en el nicleo
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mientras que IBA1 se distribuy6 en el citoplasma, el nlcleo y en la regién perinuclear
(similar a lo descrito en la literatura) con ambos métodos (Figura 24A, B), indicando
una adecuada obtencion y cultivo de microglias primarias. Ademas, la morfologia
observada fue predominantemente circular, presentando pocas ramificaciones en
comparacion con lo descrito en estudios de microglias in vivo, lo que sugiere la
activacion de estas microglias. No obstante, la presencia de microglias activadas en
cultivos in vitro es normal, donde la rigidez del sustrato, la presencia de suero y la
ausencia de otros tipos celulares pueden activar ligeramente a estas células cultivo,

generando una morfologia predominantemente reactiva (Montilla et al., 2020).
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Figura 24: Métodos de purificacion de microglias. A) Ensayos de inmunofluorescencia con CD11b,
IBA1 y DAPI de microglias purificadas con el protocolo 1 (P1). Se observa una fuerte acumulacion
nuclear de IBA1 y una marca poco especifica de CD11b, la cual marcé células IBA1 negativas y debiese
concentrarse en la membrana (Integrina), sugiriendo una baja afinidad del anticuerpo a su blanco
(almenos para rata) B) Ensayos de inmunofluorescencia de f-actina, IBA1 y DAPI de microglias
purificadas con el protocolo 2 (P2). Al igual que en P1, se ve una marcada acumulacion de IBA1 nuclear
y perinuclear. En este caso no se utilizé el anticuerpo contra CD11b por su inespecificidad. C)
Cuantificacién de pureza obtenida con ambos protocolos (P1; n=554, IBA1+ = 535, P2; n= 393, IBA1+
= 357), donde con P1 se obtuvo la mayor pureza. D) Numero de células viables obtenidas (contadas
con camara de Neubauer y azul de tripano), donde se obtuvo mayor rendimiento en P2, con un leve
compromiso en la puridad. Nimero de microglias estimado con %pureza obtenidos en C). Niumero de
replicas, N=1.
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6.2 Prueba Funcional de Microglias Primarias

Ademas de confirmar y caracterizar el cultivo primario de microglias, se
evalué la capacidad de estas microglias a responder a insultos proinflamatorios
canénicos con el fin confirmar su funcionalidad y su posible capacidad fagocitica in
vitro..Para ello, las células fueron tratadas con LPS a concentraciones de 50 ng/ml
o de 100 ng/ml por 24h. Luego, las células fueron fijadas y sometidas a ensayos de
inmunofluorescencia. Se observé un aumento significativo del area celular (Figura
25A, C) e indice de circularidad (Figura 25A, D) en las células tratadas en
comparacion con el vehiculo. Estos datos sugieren que las microglias aisladas son
capaces de activarse, ya que se observa una disminucién de procesos, lo que es
concordante con la morfologia ameboide del fenotipo fagocitico proinflamatorio de
tipo M1 (Figura 25A). Ademas, se evaluo la distribucion de IBA1 durante este proceso
de activacién con LPS. Se observé que la acumulacién nuclear se mantuvo constante
en presencia de los tratamientos con LPS (Figura 25E). Sin embargo, la
colocalizacién de IBA1 con B-actina disminuyd en presencia de LPS (Figura 25E).
IBA1 es un Crosslinker de actina en microglias y macréfagos (Sasaki et al., 2001).
Sin embargo, cuando se activa el fenotipo proinflamatorio, IBA1 es translocado al
nacleo. Debido a que existe una gran acumulacién de IBA1l en el nucleo en
microglias, la adquisicion de imagenes de fluorescencia para determinar la
distribucion de IBAL1 en el citoplasma requeria que se saturara la sefial nuclear.
Probablemente los cambios observados en la colocalizacion de IBA1 con B-actina se
deban a que con el tratamiento con LPS mas IBA1 transloca al ndcleo, resultando en
gue menos IBAL esté unido a actina en el citoplasma y que este aumento esperado

de IBAL en el nacleo no se refleje dado que la sefial ya esté saturada, lo cual podria
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solucionarse al cambiar los parametros de adquisicion y evaluar la sefal
citoplasmaética y nuclear por separado. Interesantemente, hubo una disminucion de
células no microgliales negativas para IBA1 después del tratamiento con LPS (100
ng/ml) (Figura 25B), lo que podria deberse a una competencia por el sustrato donde
el aumento de area de las microglias desplazé a los otros tipos celulares, por
toxicidad directa por LPS (100 ng/ml) en otras células o por la muerte inducida por
mediadores proinflamatoria de las microglias. A pesar de que no se midio la viabilidad
de las células después del tratamiento con LPS, se observaron varios tipos no
microgliales con caracteristicas apoptéticas previo a los lavados, por lo que nos
inclinamos a pensar que hubo muerte celular fagoptética (apoptosis inducida por los
fagocitos).

A pesar de que se observo una respuesta dosis dependiente en la circularidad
con el tratamiento de LPS, esta no fue significativa entre ambas concentraciones
(Figura 25A, D). Sin embargo, la heterogeneidad morfologica, medida con los
coeficientes de varianza y desviacidon estandar de la circularidad y redondez,
disminuy6 considerablemente con 100 ng/mL de LPS respecto a 50 ng/ml (Figura
25D), consistente con la idea de estados intermedios entre microglias vigilantes y
reactivas, mejor conocidos como los estados canénicos MO y M1, donde las
condiciones de cultivo podrian estar activando ligeramente las células, generando
estados intermedios y una morfologia mas heterogénea, mientras que las microglias
tratadas con altas concentraciones de estimulos proinflamatorios como el LPS,
transicionan totalmente a morfologias tipo M1 mas homogéneas y estables en el
tiempo. Sin embargo, se ve que hay un claro cambio morfol6gico indicativo de una
respuesta robusta al estimulo proinflamatorio, lo cual es necesario para observar

cambios en ensayos fagociticos. De ser necesario en otras condiciones
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experimentales, se podria evaluar el uso de medios condicionados y sustratos menos
rigidos para simular condiciones in vivo y disminuir la activacion basal de los cultivos

primarios de microglias.
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Figura 25: Anédlisis funcional de microglias primarias de rata estimuladas con LPS. A) Imagenes
representativas de inmunofluorescencia de células tratadas con vehiculo (PBS 1X), LPS 50 ng/mly LPS
100 ng/ml. Las flechas blancas indican la presencia de células no microgliales (IBA1-), probablemente
oligodendrocitos por su morfologia. Ademas, se ve un evidente aumento del area y la circularidad. B)
Pureza del cultivo al tratar con LPS (Control; n = 393, IBA1+ = 357, LPS 50 ng/ml; n = 116, IBAl+ =
107, LPS 100 ng/ml; n = 123, IBA1+ = 119). El tratamiento con LPS aumenta la pureza del cultivo. C)
Cambios relativos de area con distintas concentraciones de LPS. El tratamiento con 50 ng/ml de LPS
aumento6 en ~2,6 veces el area respecto al control (N = 21, P = 0,0013) mientras que el tratamiento con
100 ng/ml de LPS aument6 en ~2,75 veces el area respecto al control (N = 42, P > 0,0001). D)
Circularidad con distintas concentraciones de LPS. El tratamiento con LPS 50 ng/mly 100 ng/ml resulté
en un aumento significativo de la circularidad de ~0,47 a ~0,67 (n =21, P >0,0001) 0 ~0,73 (n=42,P
> 0,0001), respectivamente. A pesar de que el aumento de 50-100 ng/ml de LPS no fue significativo
entre ambas concentraciones, se observé una evidente disminucion de la varianza (Control = 42,7%,
LPS 50 ng/ml 20,2%, LPS 100 ng/ml = 16,9%). E) Analisis de colocalizacion medido con el coeficiente
de correlacion de Pearson. Aunque no se ven cambios significativos entre IBA1 y DAPI con el
tratamiento, se observa una clara disminucién de la colocalizacion de IBA1 y B-actina tanto con 50 ng/ml,
de ~0,35a ~0,23 (n = 6, P = 0,0001). Con 100 ng/ml hubo una mayor disminucién de ~0,35 a ~0,2 (n =
8, P > 0,0001) respecto al control. Barra de escala: 50 ym. N=1
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6.3 Destellos de actina en microglias primarias

Luego de caracterizar funcionalmente las microglias primarias, se realizaron
ensayos de fagocitosis con el fin de determinar si también presentaban destellos de
actina. Para esto se elabordé un ensayo de fagocitosis temprana, basado en el
protocolo utilizado en (Poirier et al., 2020) con ligeras modificaciones (Materiales y
Métodos, 6.1), para ver destellos de actina en células fijadas. A pesar de que el
protocolo evita que tengamos beads en proceso de fagocitosis y asi evitar confundir
los destellos de actina con la copa fagocitica de actina, de igual manera realizamos
una inmunotincion contra Rab5, un marcador de endosomas y fagosomas
tempranos, para distinguir entre beads en proceso de fagocitosis y beads ya
fagocitados. Bajo esta logica, cualquier bead con sefial de Rab5, debiese estar dentro
de la célula. Ademas, utilizamos los beads acoplados a Alexa 488, para asegurarnos
que efectivamente los fagosomas observados fuesen de los beads generados.
Mediante microscopia confocal, fue posible identificar estructuras de actina que
rodeaban los fagosomas conteniendo los beads (Figura 26C). Luego, mediante
proyecciones en el eje Z y modelamiento en 3D, se vislumbré que la actina formaba

una cubierta que envolvia la totalidad del fagosoma (Figura 26A, B, C).

Figura 26: Caracterizacion tridimensional de destellos de actina en microglias de rata. A)
Reconstruccion tridimensional de proyecciones en Z. Se ve claramente un bead cuyo fagosoma esta
completamente rodeado de actina (gris) B) Secciones en el eje Z de la cobertura de actina sobre el
bead. C) Proyecciones en Z (suma de planos) de los marcadores analizados. 10 yum. N=1
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Ademas, se eligieron campos aleatorios y se vié una prevalencia bastante
elevada de destellos de actina, donde un 30% del total de fagosomas cuantificados
y un 30,7% de fagosomas por célula, fueron actina-positivos en todo el eje Z (Figura
27). Este resultado estd muy por sobre a lo reportado en macréfagos en células

fijadas (<15%) (Poirier et al., 2020).
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Figura 27: Cuantificacion de cobertura de actina en el eje Z en microglias de rata. A) Imagenes
representativas de microglias con beads positivas para actina alrededor de todo el fagosoma. En las
imagenes, se ve la proyeccion en Z de las distintas inmunotinciones. Con flechas blancas se ejemplifica
la marca positiva de actina que recubre el bead en todo el eje Z. B) Cuantificacién del total de fagosomas
positivos para actina (n=15; fagosomas=280) para todo el eje Z. Se ve que un gran porcentaje (30%) de
los fagosomas estaba rodeado completamente por actina. C) Cuantificacion de la cantidad de
fagosomas por célula con actina positiva para todo el eje Z. Se obtiene un valor muy similar a lo obtenido
en B). Escala: 10 ym, n=280, N=1

Més aln, la cantidad de fagosomas que tenian actina (marcada con faloidina)

alrededor (al menos en un plano en Z) fue mucho mayor, donde el 60.4% de los
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fagosomas totales fueron actina-positivos y un 57,8% de los fagosomas por célula
fueron actina positivos (Figura 28B, C). En la Figura 28A, se ejemplifica un plano
donde se ven 6 fagosomas positivos para la marca de actina, mientras que la

proyeccion en Z de la misma célula (Figura 28A), rodea solamente dos fagosomas.
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Figura 28: Cuantificacion de beads con marcaje de actina positivo en al menos un plano del gje
Z en microglias de rata. A) Imagenes representativas de beads actina positivos. Se muestran las
distintas inmunotinciones adquiridas en un solo plano. Como se puede observar con las flechas blancas,
los filamentos de actina rodean a los beads de levadura en el plano confocal. Esto en contraste a los
beads con actina alrededor de todos los planos confocales, como se observa en los circulos punteados.
B) Cuantificacion de fagosomosas positivos para actina en algun plano en Z. C) Cuantificacién de
fagosomas actina positivos por célula. Escala: 20 ym, n=280, N=1
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6.3 Produccion de ROS intrafagosomal en Microglias Primarias de Rata

Se realizé el mismo ensayo de fagocitosis en microglias primarias de rata y
se obtuvieron resultados similares en duracion (aproximadamente 30 minutos) y en
magnitud (cambio relativo de aprox 2,3 veces) (Figura 29A). Ademas, el peak de
produccién de ROS se produjo alrededor de los 5 minutos, al igual que en células
BV2 (Figura 29B). De esta forma, se determind que las microglias primarias son
funcionales y generan una respuesta oxidativa similar a la linea BV2 durante el

estallido oxidativo de la fagocitosis.
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Figura 29: Produccién de ROS intrafagosomal durante la fagocitosis de microglias primarias de
rata. A) Cambio relativo de la fluorescencia de OxyBurst en microglias primarias de rata. Se realiz6é un
ajuste de curva logistica, donde se observa una fase lineal, exponencial y una meseta, al igual que en
la linea celular BV2. Sin embargo, la meseta se alcanza a los 30 minutos aproximadamente y con un
cambio de magnitud de aproximadamente 2,3 veces la fluorescencia basal. B) Derivada de la funcién
logistica correspondiente a la produccién de ROS en unidades arbitrarias. Se observa que, al igual que
en la linea celular BV2, hay un peak de produccion de ROS a los 5 minutos, que decrece
progresivamente con el tiempo. n=7, N=1
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Discusion

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar distintos componentes de la
maduracion del fagosoma microglial en un modelo de fagocitosis. Entre los objetivos
especificos a abordar, se encontraba evaluar la dinamica del citoesqueleto de actina,
la produccién de especies reactivas de oxigeno y la actividad de RhoA. La hipétesis,
gue planteaba que estos tres componentes participaban en la maduracién del
fagosoma, fue validada, puesto que se evidencié su presencia en fagosomas de
células microgliales BV2 y de forma preliminar, en microglias primarias de rata. Mas
aun, los resultados obtenidos sugieren que existe una comunicacion entre el
citoesqueleto de actina, las ROS y la actividad de RhoA. Sin embargo, esta
comunicacion cruzada esta fuera del alcance de este estudio, aunque se generaron
herramientas genéticas que permitiran esclarecer esta comunicacién cruzada en un
futuro cercano. Actualmente, gran parte de lo que se conoce de la fagocitosis
microglial fue extrapolado de estudios realizados en macréofagos (Liebl & Griffiths,
2009; Poirier et al., 2020; Yam & Theriot, 2004) u otros fagocitos especializados. Sin
embargo, imagenes de alta resolucion espacial del citoesqueleto de actina, evidencia
directa de la produccion de ROS intrafagosomal, y actividad de RhoA, no han sido
realizado en modelos microgliales hasta la fecha. Los resultados obtenidos en el
presente estudio no solo corroboran lo que se asumia a partir de la evidencia
existente en otros modelos, sino que también muestran nuevas aristas que permiten
esgrimir conclusiones que se basan en evidencia obtenida directamente de la

fenomenologia microglial y no de otros modelos.
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Objetivo 1:
Estudiar la dinamica de actina durante la maduracion fagosomal de

microglias BV2

1. Ensayos fagociticos

Para estudiar la fagocitosis, se utiliz6 un modelo ampliamente empleado en
otros fagocitos especializados, que consistia en usar levaduras inactivadas. Este
modelo es especialmente conveniente por dos cosas:

1.- Las proteinas en la membrana de las levaduras permiten conjugar sondas
a sus aminas primarias. Gracias a esto, fue posible generar y caracterizar los beads
acoplados a Alexa 488 (Figura 9) u OxyBurst (Anexo 1V). Esto no es facil de hacer en
otros modelos, como beads de latex o polyester.

2.- Las microglias reconocen los 3-1,3-glucanos de la pared celular mediante
Dectina-1, un receptor bonna fide de la fagocitosis, por lo que opsonizar los beads
fue innecesario. La opsonizacion no es estable en el tiempo y puede ser desigual
entre particulas.

Al realizar los ensayos de fagocitosis con células BV2, se evidencié una
dinamica de actina consecuente con el zipper model de la fagocitosis (Figura 12), lo
que se condice con la literatura actual respecto al mecanismo fagocitico mediado por
dectina-1. Adicionalmente, durante los ensayos con la linea celular de astrocitos
C8D1A, no vimos fagocitosis. Se ha reportado que los astrocitos expresan CR3 (P
et al., 1996), otro receptor fagocitico que podria estar involucrado en la fagocitosis de
patégenos. Sin embargo, los astrocitos no expresan dectina-1. Los astrocitos también
son capaces de secretar C3 y opsonizar agentes dafiinos (Lian, Litvinchuk, et al.,

2016). Que no haya habido fagocitosis en los ensayos con células C8D1A sugiere
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que probablemente no hay opsonizacién ni a priori ni in situ con iC3b durante los
ensayos. Si hubiese opsonizacion, los astrocitos podrian realizar bystander
phagocytosis y veriamos internalizacion de los beads. Esto sugiere, al menos en
modelos in vitro, que la fagocitosis fingica esta mediada por microglias y no por
astrocitos. Esto tiene relevancia bioclinica, ya que las respuesta inmune ante la
encefalitis fingica, una afeccién con mortalidad de hasta un 100%, es orquestada
precisamente por las microglias (Snarr et al., 2020).

Las beads de levadura han sido ampliamente utilizadas para estudiar la
fagocitosis en otros fagocitos especializados, pero escasamente en microglias, con
la notable excepcion de la utilizacion de C.albicans en un modelo murino de
microglias de la retina (Maneu et al., 2011). De esta forma, ademas de ser un modelo
bonna fide de la fagocitosis, las beads de levadura demostraron ser una herramienta

Unica por su versatilidad y alta eficiencia fagocitica durante el desarrollo experimental.

2. Dinamica de actina durante la maduracién fagosomal

Existe mucha literatura que evidencia la alta dinamicidad del citoesqueleto de
actina durante la formacion de la copa fagocitica y la fagocitosis. Durante la
fagocitosis microglial, aumenta Pl 4,5-P2 que asiste en la polimerizacion de actina
activando Arp2/3 y la actividad de Racl para la extension de seudépodos. Pl 4,5-P2
se transforma rapidamente en Pl 3,4,5-P3, de la mano de la caida en la
polimerizacién de actina y empieza a predominar el clivamiento de actina, mediado
por cofilina (Desale & Chinnathambi, 2021). Se cree que este proceso es necesario
para la unién a endosomas y lisosomas durante la maduracion fagosomal. Sin
embargo, este paradigma ha sido desafiado por la evidencia de polimerizacién de
novo de la cubierta de actina en algunos modelos de fagocitosis (Liebl & Griffiths,

2009; Poirier et al., 2020; Yam & Theriot, 2004). Esto es interesante, ya que refleja
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que, en realidad, la dinAmica de actina forma parte activa de la maduracion
fagosomal.

Durante los ensayos de fagocitosis se observé por primera vez en microglias
la polimerizacion de novo de la cubierta de actina fagosomal, referido en el presente
estudio como "destellos de actina”. Estos resultaron ser regularmente espaciados en
el tiempo, ocurriendo cada 2 minutos entre destello aproximadamente (Figura 13),
consistente con lo reportado en macréfagos Raw 264.7. Esto es indicativo de que el
proceso estad altamente regulado y no es estocastico. Ademas, los destellos no
ocurren en todos los fagosomas, sino que en una subpoblacion de aquellos, lo que
segun lo reportado en otros estudios, puede llegar a abarcar mas del 30% de los
fagosomas. Proyectamos a partir de estos resultados que ensayos futuros se utilicen
tanto beads de latex, como otros cargos de relevancia patolégica, como oligomeros
de Tau, material apoptético y bacterias, para ver si cambia la naturaleza de los
destellos por el cambio en el receptor estimulado y la dureza del cargo.

A pesar de que se desconoce la funcion de los destellos de actina en la
fisiologia de los fagocitos, las posibles vias y mecanismos en accién se discutiran
mas adelante, ademas de los mecanismos moleculares que los podrian

desencadenar.
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Objetivo 2:
Estudiar la produccion de ROS durante la maduracion fagosomal de

microglias BV2

3. Produccién de ROS durante la maduracién fagosomal: Estallido

oxidativo

El estallido oxidativo es esencial para la eliminacién de patégenos y para la
respuesta inmunolégica primaria ante agente dafiinos e infecciosos. Sin embargo,
sorprendentemente, la duraciéon y magnitud de la produccién de ROS intrafagosomal
durante el estallido oxidativo no ha sido descrito ni caracterizado en microglias. En
este trabajo se reporta por primera vez la magnitud y duracion del fenémeno.

Los resultados obtenidos son similares a lo observado en macrofagos
(VanderVen etal.,, 2009). La curva de fluorescencia tiene un comportamiento
logistico, que se estanca entre aproximadamente 3-4 veces la fluorescencia basal.
Mas aun, la producciéon de ROS parece ser de naturaleza ciclica, en especial en
algunos fagosomas, donde se ve un marcado aumento escalonado de la
fluorescencia. Este comportamiento ciclico es muy parecido al comportamiento de la
sefial de actina durante los destellos, por lo que no seria extrafio pensar que existe
un crosstalk entre ambos procesos. Mas aun, haciendo una pequefia revision
bibliogréfica, se encontrdé que muchas cuantificaciones de diversos tipos de fagocitos
(No microglias ya que no hay literatura), tienen un aumento de fluorescencia
escalonado al usar particulas de levadura acopladas a OxyBurst (El Chemaly et al.,
2014; Steinckwich et al., 2011; Tlili et al., 2011). Sin embargo, este comportamiento

no es abordado por los autores. El manejo matematico de este trabajo permitio
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visualizar por primera vez esta naturaleza ciclica, pero cabe dilucidar los mecanismos
moleculares detras de este fendmeno y si son reproducibles en otros modelos.

Al utilizar inhibidores de ROCK, se observo una disminucion de la fluorescencia
en las etapas iniciales de la fagocitosis (Figura 18). Sin embargo, el efecto se observa
solo durante los primeros minutos del estallido oxidativo. Al observar la gréfica de la
produccién de ROS (Figura 18B), vemos que se aplana la curva con el inhibidor, lo
que se condice con la “linearizacion” de la curva de fluorescencia (Figura 18A).
Recientemente, se reportdé que ROCK es capaz de fosforilar las serinas 304, 315,
320, 328 y 345 de p47phox para inducir la produccion de especies reactivas de
oxigeno mediadas por el complejo NOX (Tlili etal., 2023). Sin embargo, existen
diversas quinasas capaces de fosforilar estos residuos. Esto sugiere que la inhibicién
de ROCK inhibe la fosforilacién acelerada de p47phox, pero esta fosforilacion es
compensada posteriormente por la actividad de otras quinasas, como PKC, AKT y
ERK1/2 que son capaces de fosforilar estos residuos (El-Benna et al., 2009). Mé&s
aun, p47phox es considerado el organizador citosélico del complejo NOX, por lo que
su fosforilacién condiciona la uniébn a p22phox y, por ende, a la formacion del
complejo.

Una limitacion de los ensayos con OxyBurst es que las largas grabaciones
pueden generar pequefios cambios de foco que alteran la medicion de fluorescencia.
Esto explica el alto ruido que hay al generar la derivada discreta. Otra limitacion de
la medicion es que no sabemos si se mantiene alta la concentracion de ROS
intrafagosomal después de la produccion abrupta de ROS, o si esta va en
disminuciéon por mecanismos compensatorios, ya que la sonda no es reversible.
Ademés, no sabemos qué proporcion de las especies reactivas de oxigeno

permanecen dentro del compartimento fagosomal y cuantas difunden hacia el
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citoplasma, incluso durante el mismo estallido. Estos problemas se podrian superar

con una sonda genética ratiométrica de ROS como Hyper 7.

Objetivo 3:

Evaluar la actividad de RhoA en la fagocitosis

4. Actividad de RhoA durante destellos de actina

La literatura sobre la participacion de RhoA durante la maduracion fagosomal es
escasa y muchas veces contradictoria. Como discutimos anteriormente, existen
reportes sobre la contribucién de RhoA al estallido oxidativo mediante la fosforilacion
de la subunidad del complejo NOX2 p47phox, mediante la actividad quinasa de su
efector ROCK. Sin embargo, esto no ha sido abordado en microglias. Como
observamos una disminucién de ROS al inhibir ROCK durante el estallido oxidativo,
nos preguntamos si la actividad de RhoA también esta presente durante la
maduracion fagosomal. Para nuestra sorpresa, no observamos mayores cambios en
la actividad durante la fagocitosis, no asi durante los destellos de actina, donde
aumenté considerablemente. Mas aulin, se vio una alta correlaciéon con la sefial de
actina y la actividad de RhoA. A pesar de que la correlacién entre la actividad de
RhoA vy la polimerizacién de actina no indica causalidad, es una fuerte evidencia de
que el fenébmeno es RhoA dependiente. Sin embargo, experimentos que incluyan
inhibidores de RhoA o mutantes dominantes negativas puede ser mas conclusiva en
determinar la dependencia de los destellos de actina de la actividad de RhoA.

En cuanto a la ausencia de actividad de RhoA durante la fagocitosis, esto puede

deberse a que la sensibilidad del sensor no permitié detectar cambios significativos.
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Otra posibilidad, es que la contribucién de RhoA a la produccion de ROS suceda
precisamente durante los destellos de actina, donde si aumenta de forma robusta la
actividad de RhoA. Esto ademdas calza espacio temporalmente con su contribucion a
la produccion de ROS, como se determiné con el uso de inhibidores de ROCK. A
pesar de lo tentadora de esta conclusion, se requieren estudios mas especificos para
esgrimir una conclusién como esta, lo que esta fuera del alcance de este estudio.

Hay que destacar que estos resultados no descartan que otras RhoGTPasas,
como Racl o Cdc42 puedan estar incidiendo en este fendmeno, sumandole alin mas
complejidad. Algo muy importante, es mejorar la calidad de la transfeccién de las
microglias, ya que la relacion sefial/ruido era muy alta, por lo que métodos como
transduccién lentiviral podrian ser mas eficientes y fiables, lo que probablemente
permitiria un rango dinamico més grande del sensor.

La bajada y posterior subida de la actividad de RhoA nos da un indicio de loops
de retroalimentacion. La proteina p190RhoGAP, que promueve el estado inactivo de
RhoA (Unido a GDP), se ha reportado en estos destellos de actina, pero su
temporalidad no fue descrita. Interesantemente, esta bajada y posterior subida de
actividad se ha reportado en mecanotransduccion de sefiales mediada por RhoA en
adhesiones focales (Burridge et al., 2019). Esto sugiere una posible comunicacion
fagosoma-nucleo mediada por los destellos de actina. Mas adn, la polimerizacion de
actina alrededor del ndcleo que presenciamos durante la adquisicion de imagenes
(Figura 21,22) es indicativo directo de un proceso de mecanotransducciéon. Sin
embargo, falta experimentacion para obtener un panorama mas completo de la
funcién de estas estructuras de actina y si reflejan realmente un cambio a nivel

transcripcional, lo que sale del alcance de este estudio.
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5. Generacion de Mutantes de RhoA

Los datos obtenidos sugieren que hay una correlacion entre el citoesqueleto
de actina, la produccién de ROS vy la actividad de RhoA. Por ende, se procedio a
generar herramientas que permitieran comprobar las hipétesis ya esgrimidas. Para
esto, se disefiaron mutantes de RhoA insensibles a los ROS y que lamentablemente
no estan disponibles comercialmente. Esta mutantes incluyen a RhoA C16A y/o C20A
y C16 y/o 20D. Ademas, se disefiaron con la intencion de incorporar estas
mutaciones en sensores FRET (Como RhoA-2G), lo que nos permite evaluar
directamente los cambios de actividad subcelular que generan estas mutantes por
microscopia en sistemas bioldgicos y asi evitar tener que aislar compartimientos
subcelulares para su estudio in vitro.

Las mutantes generadas a la fecha incorporan la sustitucion C16A en distintos
plasmidos, y fue realizada mediante mutagénesis sitio dirigido y validadas por

secuenciacion (Materiales y Métodos, 8).
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Ensayos preliminares con Microglias Primarias de Rata

6.1 Protocolos de purificacion

Para la purificacion de microglias, se utiliz6 primeramente un protocolo
estandar (Lian, Litvinchuk, et al., 2016) que correspondia al protocolo 1. Sin embargo,
la eficiencia de este protocolo era muy baja y muchas microglias permanecian en el
co-cultivo original (Figura 24D). Por esta razon, generamos un protocolo mas
agresivo (protocolo 2), donde la agitacion fue realizada por mas tiempo. A pesar de
que vimos signos de activacidon con ambos protocolos, no realizamos una prueba
funcional con el primer protocolo, en parte por la baja cantidad de células obtenidas.
Sin embargo, no vimaos signos de activaciéon mas alla de lo esperado por dejar el co-
cultivo en agitacién por mas tiempo. Alun creemos que el mayor factor de activacion
en los cultivos es el medio con 10% suero como se ha reportado en la literatura
(Montilla et al., 2020), por lo que seria bueno evaluar la necesidad de usar medios
condicionados de composicion mas fisiologica, para evitar la activacion.

El segundo protocolo aumenta ~4 veces la eficiencia comprometiendo en solo
un 7% la pureza (~91%) (Figura 24), lo que, para los experimentos realizados, es una
pureza bastante razonable, por lo que se opto por el segundo protocolo para realizar
los analisis funcionales. Sin embargo, es bueno tener ambos protocolos para

experimentos que exijan mas o menos pureza.

6.2 Andlisis funcional con LPS:

Los andlisis funcionales con LPS en las concentraciones utilizadas son muy
similares a lo reportado en otros estudios, con un ensanchamiento del soma y
retraccion de ramificaciones similares en microglias primarias de rata (He et al.,

2021). También se ha reportado que IBA1 transloca al ndcleo durante la activacion,
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lo que tiene sentido con la disminucién en la co-localizacion de actina con IBAL. Por
ende, se ven claros signos de activacion a un fenotipo M1 con el tratamiento con
LPS.

Como se adelantaba en la introduccién, los fenotipos M1 y M2 son los dos
estados canodnicos de polarizacion, donde el primero representa un fenotipo
proinflamatorio mientras el segundo representa un fenotipo pro-resolutivo o
antiinflamatorio. El Lipopolisacéarido (LPS), una endotoxina constitutiva de la
membrana externa de bacterias gram negativa, es ampliamente utilizado para inducir
la polarizacién tipo M1. EI LPS se une a los receptores tipo toll (TLR4), lo que activa
dos rutas M1 principales: NF-kB: A traves de la ruta canonica p50 por la liberacion de
NF-kB (p50) y RelA (p65) y MAPK a través de la fosforilacion del factor de
transcripcion AP-1 (Figura 30). Esto genera la transcripcibon de genes
proinflamatorios que cambian la morfologia de una ramificada a una ameboide,
promueve la produccion de ROS y el cambio metabdlico a un fenotipo glucolitico,
como ya se habia mencionado anteriormente. De esta forma, el fenotipo M1
observado en los resultados (Figura 25A) se condice con la literatura y demuestra la
funcionalidad de las microglias aisladas, por lo que pueden ser sometidas a ensayos
de fagocitosis. Para determinar de forma mas especifica el fenotipo microglial, se
podrian cuantificar mediante RT-gPCR los niveles de transcrito de ciertas
interleuquinas (ej. IL-1) o subunidades de NOX2 para determinar el grado de

“activacion” respecto a la concentracién de tratamiento utilizado. Ademas, el
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tratamiento con interleuquinas antiinflamatorias puede ser usado para activar el

fenotipo opuesto, es decir, M2.
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Figura 30: Principales vias de sefalizacion para la induccién del fenotipo M1y M2. La union de
PAMPs, como el LPS por el receptor tipo toll TLR4, desencadena cascadas de transduccién que activan
la via candnica de NF-kB y AP-1, induciendo la transcripcion de genes pro-inflamatorios que inducen el
fenotipo M1. La unién de ciertas interleuquinas pro-inflamatorias a los receptores de citoquinas también
pueden fomentar la via candnica de NF-kB. Ademas, paralelamente la sefializacion mediada por el
sistema JAK/STATS, es suficiente para inducir la transcripcién de genes pro-inflamatorios mediados por
factores de transcripcion STAT (ej. 1 y 3). Por otro lado, interleuquinas anti-inflamatorias como IL-4/13
también activan la via candnica JAK/STAT, pero mediante el factores de transcripcion que promueven
el fenotipo M2, como STAT6 y PPAR-y. Imagen de (Guo et al., 2022).

6.3 Destellos de actina en microglias primarias

A diferencia de la linea celular BV2, las microglias primarias no son
transfectables, por lo que se ide6 una forma de ver los destellos de actina en células
fijadas mediante inmunotincion, como se muestra en Materiales y Métodos (6.1).
Mediante este método se observd una gran prevalencia del fenémeno, donde 30%
de los fagosomas dieron positivo para una cubierta total de actina alrededor de todo
el fagosoma, en comparacion con el <15% observado en macréfagos por (Poirier

et al., 2020). Mas aun, si cuantificamos la cantidad de fagosomas rodeados de actina
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en al menos un plano del eje Z, se obtienen mas de un 60% del total. Como los
destellos de actina son un fendbmeno dinamico, es de esperar que no todos sean
captados, por lo que la prevalencia debe ser ain mayor. Esto da cuenta de que el
fendmeno puede ser mas recurrente en microglias que en macréfagos. Sin embargo,

un mayor namero de réplicas biologicas se requiere para llegar a esta conclusion.

6.4 Estallido Oxidativo en microglias primarias

Se logré cuantificar la magnitud y duracion del estallido oxidativo de las
microglias primarias de rata la cual result6 ser similar a lo obtenido en BV2, con una
duracién un poco mas larga, de 30 minutos aproximadamente y un cambio relativo
un poco mas bajo, de 2,3 veces la fluorescencia basal. Sin embargo, el peak de
produccién de ROS fue muy parecido (aproximadamente a los 5 minutos) y la
naturaleza logistica de la curva se mantuvo, por lo que en este respecto los datos de
los cultivos primarios son bastante congruentes con los datos extraidos de las lineas

celulares.

Las lineas celulares tienen limitaciones en cuanto a recapitular las
caracteristicas de las microglias primarias. De esta forma, obtener tantos destellos
de actina y la curva de produccion de ROS intrafagosomal durante el estallido
oxidativo en un cultivo primario, dan respaldo a los resultados obtenidos en el modelo
de lalinea celular, lo que sugiere que, al menos la fenomenologia general observada,
es extrapolable a otros modelos. Sin embargo, hace falta aumentar el nimero de
réplicas biolégicas en estos cultivos primarios para poder afirmar con certeza que la

cuantificacion sea certera.
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Resultados y Conclusiones

Durante el desarrollo de este trabajo, se logré evaluar la participacion del
citoesqueleto de actina, la produccion de ROS intrafagosomal y la actividad de RhoA
durante la fagocitosis de beads en células BV2 y microglias primarias.

1. Durante la maduracion fagosomal ocurren destellos de actina, por lo que existe
una alta dinamicidad del citoesqueleto de actina en fagosomas de células BV2 y en
microglias primarias

2. Durante los destellos de actina, aumenta la actividad de RhoA en células BV2.
Ademads, la actividad de RhoA disminuye previo al destello de actina, para luego
aumentar.

3. El estallido oxidativo en células BV2 se caracteriza por la produccién abrupta de
ROS intrafagosomal durante los primeros 20 minutos de la fagocitosis. Ademas, esta
produccién presenta un aumento ciclico de alta y baja produccion de ROS.

4. La actividad de RhoA, la polimerizacion F-Actina y la produccion de ROS
comparten la misma dinamica ciclica y espacio temporalidad en el fagosoma, lo que
sugiere que existe un crosstalk entre ellas, lo que parece ser esencial para la

maduracion fagosomal de microglias BV2.

A partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que la dinamica de
actina, el estallido oxidativo y la actividad de RhoA estan funcionalmente conectados
durante la maduracién fagosomal. Esta conexién funcional desencadena en los ya
descritos destellos de actina, cuya funcién aun es desconocida. Sin embargo, los
datos obtenidos sugieren que tendrian un rol sefializador, mediado por

mecanotransduccién, que podrian mejorar la digestion del contenido fagosomal.
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Anexo

Anexo |: Tablas de datos obtenidos por la colocalizacion

Control (vehiculo 1)
. Contribucioén al Contribuci(?n
#Foto IBA1+DAPI | IBAl+beta Actin | #cells promedio (DAPI) al promedm
(Actina)
1 0.81 0.32 4 0,0139 0,0055
4 0.83 0.34 20 0,0712 0,0292
6 0.82 0.35 21 0,0739 0,0315
7 0.83 0.36 22 0,0784 0,0340
8 0.84 0.35 26 0,0937 0,0391
9 0.81 0.31 17 0,0591 0,0226
10 0.84 0.3 33 0,1190 0,0425
Control (vehiculo 2)
2 0.75 0.38 19 0,061 0,031
8 0.80 0.45 24 0,082 0,046
9 0.78 0.37 18 0,060 0,029
10 0.81 0.36 29 0,101 0,045
;Oer]s;:raa‘izss 0,811 0,354 233 0,814 0,355
LPS 50ng/ml
#Foto IBAL+DAPI | IBAL+beta Actin | #cells ifg:g;“:&?: (;?3:221”:(;?:
1 0.84 0.28 10 0,102 0,034
3é3ttzjgya 0.78 0.32 12 0,114 0,047
4 0.81 0.23 13 0,128 0,036
5 0.88 0.19 10 0,107 0,023
7 (Glia cortada) 0.81 0.18 8 0,079 0,018
8 0.81 0.21 11 0,109 0,028
9 (glia cortada) 0.78 0.23 18 0,171 0,050
Eoe:;;aa‘:j%ss 0,816 0,234 82 0,811 0,237
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LPS 100ng/ml

#Foto IBAL+DAPI IBA1+peta scells Contnbucpn Contrlbucpn
Actin al promedio | al promedio
1 (Excluyendo 0.79 0.13 11 0,081 0,013
glia)
2 (Excluyendo 0.85 0.16 11 0,087 0,016
glia)
3 0.75 0.25 14 0,098 0,033
4 0.81 0.24 15 0,114 0,034
5 0.84 0.11 11 0,086 0,011
6 (Excluyendo 0.71 0.3 9 0,060 0,025
lisis)
8 0.81 0.11 11 0,083 0,011
9 0.77 0.23 11 0,079 0,024
10 (excluyendo 0.75 0.29 14 0,098 0,038
glia)
Resultados 0,787 0,202 107 0,787 0,206
ponderados

Anexo Il: Imagenes Originales representadas en la figura 11

92




Anexo lll: Determinacién del rango dindmico del FRET-2G

Para ver el rango dinamico del sensor, generamos una variante
constitutivamente activa (Q61L) y dominante negativa (T17N) del mismo constructo
con la GTPasa Racl mediante mutagénesis sitio dirigida. Los resultados fueron
validados por secuenciacion de sanger (Figura 31A,B) y probados en la linea celular
COS7, donde se obtuvo aproximadamente un ~33% de variacion entre el sensor
activado y el sensor control, pero no grandes diferencias en el control negativo
(Figura 31C). Esto es indicativo de que la actividad basal de las RhoGTPasas al
medir la célula completa no es detectable como lo podria ser al medir zonas

especificas (Lamelas por ejemplo)

T17N Q61L
A) gctgtaggtaaaaAttgcctactgatc B) gatacagctggacTagaagattatgac Q) *kokk
J + 1 4 Il J 4 } 3 1
T + 1 t T T T i T T
cgacatccattttTaacggatgactag ctatgtcgacctgAtcttctaatactg 20_
iy 18 i 20 " . . 60 L . 65 SRR
Ala val Gly Lys Cys Leu Leu Ile Asp Thr Ala Gly IH Glu Asp Tyr Asp
o
2 1.5 |
Plasmido Base Plasmido Base “a' ° °
E %
[ ]
1.0
9
gctgtaggtaaaaAttgcctactgatc gatacagctggacTagaagattatgac e}
GCTGTAGGTAAAAATTGCCTACTGATC GATACAGCTGGACTAGAAGATTATGAC g 0 5_
o ol | N
\ o (32} [ce]
, S| |=f |2
f M aan Irann = — o
) ﬂ Il I\ AN
VY I\ | ’)‘ nl‘U“\ I\ 0‘0 1 1 1
T T AN
- : FONN N
. - & O
Mutagénesis Mutagénesis [e)
9)

Figura 31: Determinacion del rango dinamico del sensor FRET-2G mediante variantes
constitutivamente activas y dominante negativo. A) Secuencia de mutante T17N, arriba se ve el
plasmido base con la mutacion esperada (codén en gris) y abajo el resultado de la mutagénesis (gris),
con la calidad de secuenciacion. La A mayuscula indica el mismatch esperado. B) Secuencia de la
mutante Q61L, donde arriba se ve el plasmido base con la mutacion esperada (codén en azul) y abajo
el resultado de la mutagénesis (azul) con la calidad de la secuenciaciéon. La T mayuscula indica el
mismatch esperado. C) Cambio relativo de la eficiencia del FRET entre el grupo control, la mutante
constitutivamente activa (Q61L) y la dominante negativa (T17N). El aumento en la Q61L sobre el control
esta dentro de lo esperado, al igual que una baja no significativa en la dominante negativa, lo que
responde a una actividad basal no detectable al medir la célula completa.

93



Anexo IV: Determinacién del Rango dindmico del OxyBurst

Para evaluar si el cese de la produccién de ROS no era un artefacto generado
por la saturacion de la sonda, se estimo el rango dindmico de la fluorescencia de las
levaduras respecto a su fluorescencia basal mediante la fotooxidacién de la misma
Figura 22D). A pesar del abrupto aumento de ROS, la sonda esté lejos del punto de

saturacion (Figura 22C).

A)  Rango Dindmico OxyBurst B)

20+

14 Veces

15 Fotooxidacién
10

5

Cambio Relativo Fluorescencia

0-

Control  Fotooxidado

Figura 32: Caracteristicas de la sonda OxyBurst. A) Rango dinamico del OxyBurst determinado
mediante la fotooxidacion de beads. El rango dindmico de fluorescencia es de ~14 veces B) Imagen
representativa del rango dinamico del OxyBurst, donde solo la mitad del campo fue fotooxidado. A la
izquierda se muestra la fluorescencia del Oxyburst y a la derecha el campo claro.
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