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Diferencias en la fagocitosis de Mycobacterium “habana” TMC 5135 en
cultivos celulares de macrofagos murinos
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La tuberculosis es uno de los mayores problemas que enfrenta la salud mundial en la actualidad. La Unica vacuna
disponible contra esta enfermedad es la BCG, esta protege solo contra la tuberculosis grave de la infancia, lo cual
plantea un reto en la busqueda de nuevos candidatos vacunales. Teniendo en cuenta el antecedente protector de
Mycobacterium “habana” contra la tuberculosis experimental, nos propusimos aportar elementos que avalen el empleo
de M. "habana” TMC 5135 como candidato vacunal contra la tuberculosis, mediante estudios de infeccion en cultivos
celulares de macréfagos murinos. Se caracterizo el proceso de fagocitosis de esta micobacteria por cultivos primarios
de macrofagos peritoneales murinos y por la linea celular RAW 264.7, para lo cual se determind el porcentaje de
fagocitosis y el nimero fagocitico. El presente trabajo demostré que el proceso de fagocitosis de M. “habana” TMC
5135 esta influenciado por la fuente celular empleada como célula hospedadora, asi como por la carga bacteriana
infectante y el tiempo de exposicién a la misma. La presente investigacion contribuye a la caracterizacion de la
infeccidn por esta micobacteria en sus principales células blanco de la inmunidad innata y traza el camino de futuras
investigaciones para evaluar la activacién de mecanismos efectores de la inmunidad innata frente a este candidato.
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Introduccion Dentro de todas estas alternativas, las vacunas vivas
constituyen el principal arsenal en la lucha contra la
TB ya que permiten la expresion de toda una gama de
antigenos micobacterianos y con ello la estimulacién de
diferentes poblaciones de células T (2).

La vacuna de Calmette-Guérin (BCG) es la Unica
disponible para la prevencién de la tuberculosis (TB).
Su principales ventajas se asocian a su un bajo costo
y amplio historial de seguridad, a lo que se suma su ) ) ) )
eficacia protectora de mas de un 80% para las formas ~ EStudios experimentales in vivo demuestran la

graves de la enfermedad en la infancia. Sin embargo, proteccion que ofrece Iavacupaci(’)n con Mycobacterium
estudios demuestran que la proteccion que confiere habana” en modelos murinos luego del reto con
es transitoria, en un rango de 10-20 afios y no brinda M- tuberculosis H37Rv, informando valores de
proteccion contra la enfermedad pulmonar (1). supervivencia 20% superiores al compararlos con los

que ofrece la vacunacion con BCG, bajo las mismas
condiciones experimentales (3, 4). Sin embargo, se debe

; . tener en cuenta que para el desarrollo y aprobacion de
laTB. Estas van desde vacunas de subunidades, deacido  ¢a1quier candidato vacunal vivo es necesario conocer

desoxirribonucleico (ADN), vacunas vivas atenuadas g, comportamiento durante la infeccién in vitro de sus
obtenlda_s apartir de I_a induccion de mutaciones engenes principales dianas celulares.
que codifican para importantes factores de virulencia

de M. tuberculosis hasta micobacterias no tuberculosas ~ E! Presente trabajo evalla el proceso de fagocitosis de
(MNT). M. ‘habana’ al infectar cultivos celulares de macrofagos

(M®) murinos.

Estos inconvenientes han sido la causa del aumento en
la basqueda de nuevas alternativas de vacunacion contra
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Materiales y Métodos

Bacterias: M. "habana” TMC 5135 se sembr¢ en 250 mL
de medio liquido Midlebrook 7H9 (DifcoLabs, Detroit,
EUA) suplementado con &cido oleico-albumina-dextrosa-
catalasa (OADC, Becton Dickinson, EUA). El cultivo se
incubd a 37°C, durante 10 dias en un agitador orbital
(IKA labortechnik) a 300 g (4). La pureza del cultivo
se comprobo a traves de la tincion de Ziehl-Neelsen
(5). Paralelamente se sembrd una alicuota en medio
Agar Sangre de Carnero al 5%, con el fin de descartar
contaminaciones por bacterias de crecimiento rapido.

Preparacion del inéculo bacteriano: Los cultivos se
centrifugaron (Sigma 3-18) a 1731 RCF por 15 min y
la biomasa resultante se resuspendid en tampdn salina-
fosfato (PBS, de sus siglas en inglés) con Tween-80
0,05%. Los agregados celulares se dispersaron mediante
10ciclos de vortex (GENIE 2) de 1 min. Las suspensiones
bacterianas se centrifugaron a 441 RCF (Sigma 3-18)
durante 15 min y el pellet se restituy6 en PBS (4).
El in6culo se ajusto segun el tubo 0,5 de la escala de
McFarland equivalente a 1,5 x 108 células/mL. A partir
del mismo se realizaron las diluciones pertinentes para
obtener las concentraciones celulares que se emplearon
en el proceso de infeccion: multiplicidades de infeccion
(MOI) de 1 y 5 bacilos por M® (MOI 1:1 y MOI
5:1). El in6culo se verifico a través del conteo del
numero de unidades formadoras de colonias (UFC) en
medio Midleebrook 7H10 (DifcoLabs, Detroit, EUA)
enriquecido con OADC.

Cultivos primarios de macrofagos peritoneales
murinos: Se sacrificaron ratones Balb/c, de 8 semanas
de vida y un peso aproximado de 16-20 g, empleando
el método de dislocacién cervical (6). Posteriormente
se retird la piel de la zona abdominal. Se inyectaron
5 mL de medio RPMI (Sigma) frio y estéril en la
cavidad peritoneal y se dio un ligero masaje. Luego se
extrajo el liquido depositado en la cavidad peritoneal
y se pasO a tubos estériles frios. La concentracién
celular se ajustd a 2 x 10° células/mL mediante conteo
en camara de Neubauer (Western Germany), con azul
tripano (Sigma). Las placas de 24 pozos (Greiner bio-
one), previa colocacién de cubreobjetos para cultivos
celulares (THERMANOXTM) en el fondo de los
pocillos, se sembraron con 1 mL de la suspension
celular (7) y se incubaron durante toda la noche a 37°C
en atmosfera de CO, al 5%.

Cultivo de la linea celular de macréfagos murinos
RAW 264.7: Los cultivos celulares de la linea de M®
murinos RAW 264.7 se obtuvieron del Laboratorio

de Cultivos Celulares y Anticuerpos Monoclonales
del Departamento de Sistemas Criticos del Centro de
Investigacidn, Diagnostico y Referencia (CIDR) del
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” de La
Habana (IPK). Las células RAW 264.7 se mantuvieron
en medio Dulbecco Low Glucosa (Sigma) suplementado
con suero fetal bovino (SFB, Labome) inactivado, al
10% sin antibidticos. Se sembraron 2 x 10° células/
pozo en placas de 24 pocillos, previamente dotadas de
cubreobjetos para cultivos celulares. Estas se incubaron
durante toda la noche a 37°C en atmdsfera de CO, al
5% (8).

Caracterizacion del proceso de fagocitosis de M.
"habana” TMC 5135 por cultivos primarios y una
linea celular de macro6fagos murinos: Los cultivos
celulares de M® murinos (Linea celular RAW 264.7 y
M® peritoneales) se inocularon, en paralelo, empleando
las MOI 1:1 y 5:1. Las placas se incubaron a 37°C
en 5% de CO,. Se emplearon dos tiempos de ensayo
posinfeccion para cada MOI (2 hy 16 h). Al cabo de los
tiempos seleccionados, las bacterias no fagocitadas se
eliminaron a través de dos lavados con medio Dulbecco
(para la linea RAW 264.7) o RPMI suplementado con
SFB 10% (para los M® peritoneales). Las células
infectadas se incubaron por 24 h mas, en iguales
condiciones (7).

Transcurrido este tiempo las células se lavaron tres
veces con el medio de cultivo correspondiente para
remover las bacterias extracelulares. Los cubreobjetos
con las células adheridas se fijaron con formalina al
10% durante 1 h y se tifieron empleando la tincion de
Ziehl Neelsen modificada para cultivos celulares (9).
Se determino el porcentaje de fagocitosis (PF) como la
media del nimero de M® con bacterias ingeridas entre
el total de M® por 100% (7). Paralelamente se calcul6
el numero fagocitico (NF) para lo cual se dividieron las
células observadas en cuatro categorias atendiendo a la
presencia y nimero de bacilos en su interior: M® sin
bacilos fagocitados, M® con un bacilo, M® con dos
bacilos y M® con mas de dos bacilos internalizados. El
NF se representd como el porcentaje de M® en cada
categoria.

Analisis estadistico: Se emple6 el programa NCSS,
version 10.0.9 (Number Cruncher Statistical Systems)
para el analisis estadistico de los resultados. Los
experimentos realizados contaron con tres réplicas por
lo que se determin6 la media de los valores obtenidos y
la desviacion estandar correspondiente. La significacion
estadistica de los resultados se calculd a través de
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la prueba t de Student de comparacién de medias
para muestras independientes. En todos los casos se
consideraron diferencias significativas para valores de
p<0,05.

Consideraciones éticas de la investigacion: En el
trabajo con animales de laboratorio se siguié el Principio
de las 3 Rs (Reemplazo, Reduccion y Refinamiento)
(10). El protocolo experimental estuvo en concordancia
con las regulaciones internacionales para el manejo
y cuidado de los animales de experimentaciéon (11)
y las buenas practicas de Laboratorio para estudios
preclinicos (12). El protocolo contd con la aprobacion
del Comité de Etica de la Investigacion del IPK y
el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio (codigo CEI-IPK 46-17).

Resultados y Discusion

Los términos indice, porcentaje y nimero fagocitico se
emplean en la literatura internacional indistintamente: (i)
para designar la relacion entre las células con evidencias
de fagocitosis con respecto al total o a un nimero
previamente establecido (ej. 300 células contadas); (ii)
para agrupar las células fagociticas segin el nimero de
bacilos internalizados y (iii) para determinar la media de
micobacterias por célula fagocitica (7).

En el presente estudio se calcul6 el PF, asi como el NF
para determinar la eficiencia de la cepa M. "habana”
TMC 5135 al infectar M® murinos. La Tabla 1 muestra
los PF tras infectar M® peritoneales, empleando
diferentes MOI y tiempos de fagocitosis.

En el caso de los M® peritoneales, para la MOI 1:1 se
observd una disminucion del PF (de 29,5 a 4,0%) al
aumentar el tiempo de contacto con la micobacteria.
Resultados opuestos se observaron al aplicar una MOI
mayor (5:1). Los resultados obtenidos en el presente

experimento pudieran aparentar ser contradictorios si
tenemos en cuenta que para la MOI 1:1 obtuvimos un
mayor PF a las 2 h de exposicion que a las 16 h. Sin
embargo, atendiendo a que la carga bacilar infectante fue
baja y el tiempo de exposicion el minimo indispensable
para que se produzca el proceso de fagocitosis,
podriamos estar observando a las 2 h practicamente
la totalidad de bacilos que fueron internalizados. En
cambio, cuando el tiempo de fagocitosis se hace mayor,
una parte de los bacilos que fueron internalizados se
encuentran sometidos a los mecanismos efectores de los
M® para lograr su eliminacion, lo que puede repercutir
en el bajo nimero de bacilos observados.

Estos hallazgos se corresponden con la visualizacion, en
las laminas correspondientes a este tiempo, de bacilos
fragmentados como prueba de la accion bactericida de
los M®. EI aumento del porcentaje de M® sin bacilos
internalizados para las 16 h, acompafiado por una
reduccion en los pertenecientes a las restantes categorias
(con uno, dos y mas de dos bacilos) corroboran el
planteamiento anterior (Fig. 1).

El anélisis de la infeccion con una MOI 5:1 revel6 el
efecto contrario al descrito anteriormente (Tabla 1).
En nuestra opinién, esta observacion se debe a que
la carga bacilar infectante fue cinco veces mayor con
respecto a la MOI 1:1. Los M® reconocen patrones
moleculares presentes en los microorganismos a través
de sus receptores de membrana. La presencia de un
mayor numero de bacterias a ser reconocidas por
estos receptores pudiera ser la causa de impedimentos
estéricos que retarden el proceso de ingestion de las
bacterias por los M®, observandose a las 2 h solo un
9% de células con bacilos internalizados. Este valor
aumenta con el aumento del tiempo de exposicion,
indicando la ingestion de un mayor namero de bacilos,
independientemente de que para las 16 h ya deben estar

Tabla 1. Porcentaje de fagocitosis en macrofagos peritoneales murinos infectados con Mycobacterium “habana”
TMC 5135, empleado diferentes tiempos de exposicion y multiplicidades de infeccion.

Macrofagos peritoneales infectados con M. “habana’

Tiempo de fagocitosis MOI 1:1 MOI 5:1

........... MedlaiDEPF(O/c))MedlaiDEPF(%)
2 horas 129+94,8 29,5 36+14 9
16 horas 15+28 4 323,51 152,03 34,5

MOI: multiplicidad de infeccion
PF: Porcentaje de fagocitosis

*PF: Macrofagos con bacilos internalizados x 100 / Total de Macrdfagos



Valdés-Hernandez I, et al. VacciMonitor 2018;27(1):1-7

E2h

m16h

Porcentaje de macréfagos

1 2
MOI 5:12h

Numero de bacilos por macréfago

Fig. 1. Namero fagocitico relativo por categorias: macréfagos sin infectar (cero bacilos), macréfagos con un bacilo, macréfagos
con dos bacilos y macréfagos con mas de dos bacilos internalizados, en macrofagos peritoneales murinos infectados con
Mycobacterium "habana” TMC 5135 a razén de uno y cinco bacterias por macréfago, a diferentes tiempos de infeccion.

activados los mecanismos microbicidas de los fagocitos
infectados.

Estos resultados se confirman al observar un menor
porcentaje de M® sin infectar a las 16 h (Fig. 1),
aparejado de un aumento en el NF de aquellas células
con uno, dos y mas de dos micobacterias internalizadas.
Para esta Ultima categoria se observd una duplicacion
del NF lo cual estuvo influido por el enfrentamiento de
los M® a una carga bacteriana mayor.

Como se muestra en la Tabla 2, la linea celular de M®
murinos RAW 264.7 infectada con una MOI 1:1 mostrd
similar PF al compararla con M® peritoneales, en
iguales condiciones de infeccion (29% vs. 29,5%); sin
embargo, en la primera se observo un mayor NF para
aquellos M® con mas de dos bacilos internalizados,
lo que pudiera constituir un marcador de una mayor
eficiencia en el proceso de reconocimiento e ingestion

(Fig. 2). Laingestion es una fase que distingue al proceso
de digestion fagocitica. La union de la particula a la
membrana plasmatica de los M® es necesaria pero no
suficiente para su englobamiento, requiriéndose cambios
importantes en el citoesqueleto celular para que se lleve
a cabo la internalizacion de los microorganismos (13).
Estos cambios dependen de la naturaleza de la célula
infectada y a pesar de que no existen referencias que
avalen este planteamiento, en este mecanismo pudiera
radicar el comportamiento diferente entre los M®
peritoneales y los pertenecientes a la linea RAW 264.7.

Al aumentar la carga bacilar (MOI 5:1) se observé un
68% de células infectadas, luego de 2 h de exposicién
al inéculo bacteriano, lo cual difirié significativamente
de lo observado para este mismo tiempo en los M®
peritoneales. De igual forma, al aumentar el tiempo de
exposicion se observaron resultados significativamente

Tabla 2. Porcentaje de fagocitosis de la linea de macr6fagos murinos RAW 264.7 infectados con Mycobacterium
"habana” TMC 5135 empleando diferentes multiplicidades de infeccion (MOI) y tiempos de exposicion.

Macréfagos murinos RAW 264.7 infectados con M. "habana’

Tiempo de fagocitosis MOI 1:1 MOI 5:1
v PF(%) .................... I T PF(%) ........

2 horas 68 + 4,24 29 185,5+ 48,8 68

16 horas 560 + 21,2 51 372 +240,4 445

MOI: multiplicidad de infeccion
PF: Porcentaje de fagocitosis

*PF: Macro6fagos con bacilos internalizados x 100 / Total de Macrofagos
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Fig. 2. Fagocitosis de macrofagos pertenecientes a la linea celular RAW 264.7 infectada con Mycobacterium “habana” TMC
5135 a razén de uno y cinco bacterias por macrofago, a diferentes tiempos de infeccion. EI nimero fagocitico se categorizo en:
macrofagos sin infectar (cero bacilos), macro6fagos con un bacilo, macréfagos con dos bacilos y macréfagos con més de dos

bacilos internalizados.

diferentes. Welin y Lerm atribuyen la obtencion de
resultados contradictorios en este sentido, al efecto de
multiples factores (14).

La fuente de los cultivos primarios o de las lineas
celulares, la MOI empleada y el tiempo de infeccion
pueden influenciar decisivamente en el resultado
de la infeccion experimental (14). En opinion de
varios expertos, el estado de activacion de los M®
constituye un factor trascendental en la determinacion
de como el hospedero puede controlar el crecimiento
micobacteriano (15).

Teniendo en cuenta estas evidencias, las diferencias
entre los protocolos de aislamiento/diferenciacion y la
variacion en la robustez de las lineas celulares, resulta
en una permisibilidad diferencial a la infecciéon. En
este caso pudimos observar NF que no variaron de
manera significativa en las diferentes categorias en
correspondencia con el tiempo de infeccion (Fig. 2).

Adicionalmente, los M® pertenecientes a la linea celular
RAW 264.7 mostraron una morfologia diferente a la
observada en los M® peritoneales. Se pudo constatar
la presencia de M® vacuolados (Fig. 3B*) y células
multinucleadas (Fig. 3C). Llama la atencion que la
mayoria de las células infectadas mostraron méas de dos
bacilos (Fig. 3A-C) y en algunas de ellas estos bacilos se
encontraban formando globis (Fig. 3B).

La observacién de M® vacuolados en el presente
experimento constituye una muestra de la activacién
de los mecanismos microbicidas innatos de este tipo
celular ante la presencia de M. "habana’. Estos juegan
un papel crucial en la eliminacion de las micobacterias.
Estas células también se describen en el curso de la
infeccion tuberculosa y se ha demostrado que en el
proceso de formacién de los granulomas pulmonares
en individuos infectados, los M® se diferencian a
células epitelioides, mostrandose altamente vacuolados
o0 incluso fusionandose para formar células gigantes
multinucleadas (16).

De igual forma, se pudo demostrar la presencia de
celulas multinucleadas en el curso del experimento
al emplear la linea RAW 264.7. Estudios previos
demuestran que estas no solo desempefian una funcion
inmunorregulatoria sino que también depolimerizan las
estructuras protéicas xenogénicas ingeridas.

Algunos estudios han demostrado que la infeccién de
M® multinucleados con micobacterias va seguida por la
induccion de apoptosis, a través de la activacion de las
cascadas de caspasas, catepsinas y serina proteasas con
propiedades antimicrobianas (16).

II'in y colaboradores reportan el estudio de la funcién
fagocitica de células mononucleares y multinucleares
infectadas con BCG y demuestran que estas difieren
significativamente en su PF, siendo el mismo
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Fig. 3. Linea celular RAW 264.7 infectada con Mycobacterium “habana” TMC 5135. A: Macrofago infectado con mas de dos
bacilos; B: Formacidn de globis micobacterianos y macrdfagos vacuolados (*); C: Células multinucleadas. Aumento: 1000X.

1,3 y 1,5 veces mayor para las células con 2 y 3
nlcleos, respectivamente, en relacion con las células
mononucleadas. Resultados similares se obtuvieron en
la variacion del NF, con un incremento de este con el
aumento del nimero de nucleos (17).

Adicionalmente, reportes recopilados de la literatura
internacional revelan que la virulencia de las
micobacterias fagocitadas por M® multinucleados
puede decrecer significativamente luego de la muerte
celular por apoptosis. Algunos autores postulan que la
apoptosis de las células multinucleadas infectadas es un
componente de los mecanismos de defensa del sistema
inmune para delimitar el crecimiento bacteriano, pero la
misma se asocia también con un alto riesgo de cambios
destructores en los 6rganos dafiados (17).

Orme en 2014 postul6 la hip6tesis del impacto de la
agregacion celular de M. tuberculosis en la interaccion
patégeno-hospedero (18). Por su parte Mahamed
y colaboradores demostraron que los agregados
intracelulares de M. tuberculosis no se eliminan tras
la muerte de los macréfagos infectados y crecen
rapidamente en el interior de la célula muerta (19).

En nuestro estudio, la observacion de agregados
micobacterianos (globis) en el interior de los M®
infectados con M. "habana” TMC 5135 permite inferir el
destino de estos y la posible repercusién en la dinamica
de la respuesta inmune a la infeccién.

Entre los criterios generales que permiten establecer la
calidad de un nuevo producto vacunal se encuentran los
datos que se obtienen a partir del uso de sistemas in vitro
de cultivos celulares (20). En el largo camino que implica
la demostracion del potencial vacunal de M. “habana’,
la presente investigacion demostré que el proceso de
fagocitosis de Mycobacterium "habana” TMC 5135 esta

influenciado por la fuente celular empleada como célula
hospedadora, asi como por la carga bacteriana infectante
y el tiempo de exposicion a la misma.

Dichos aspectos contribuyen a la caracterizacion de
la infeccidn por esta micobacteria en sus principales
células blanco de la inmunidad innata y traza el camino
de futuras investigaciones preclinicas para evaluar la
activacion de mecanismos efectores de la inmunidad
innata frente a este candidato.
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Differences in phagocytosis of Mycobacterium “habana” TMC 5135 by murine macrophages

cellular cultures
Abstract

Tuberculosis remains as a major problem in the global health. BCG is the available vaccine against tuberculosis
but only protects against severe form of disease during childhood, so the search for new vaccine candidates is a
challenge. Taking into account the protective capacity of Mycobacterium "habana” against experimental tuberculosis,
we proposed in vitro experiments using murine macrophages (peritoneal macrophages and cell line Raw 264.7) to
characterize phagocytic process of this candidate. Phagocitic index and phagocytic number were calculated. The
present work demonstrated that the phagocytosis process of M. ‘habana” TMC 5135 is influenced by the cellular
source used as host cell, as well as by the infecting bacterial load and the time of exposure. The present investigation
contributes to the characterization of the infection by this mycobacteria in its main target cells of innate immunity
and it suggest future investigations to evaluate the activation of effector mechanisms of the innate immunity against

this candidate.
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