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ABREVIATURAS
2D: Bidimensional
3D: Tridimensional
ALI: Interfase aire-liquido (Air-liquid interfase)
ASC: Células madre adultas (Adult stem cells)
BCG: Mycobacterium bovis Bacilo Calmette-Guérin
BSL-3: Laboratorio de bioseguridad nivel 3 (Biosafety level 3)
CGMs: Células gigantes multinucleadas
EVR: Everolimus

G-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos (Granulocyte colony-

stimulating factor)
GFP: Proteina fluorescente verde (Green fluorescent protein)

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos

(Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

IFN-y: Interferon gamma

IGRA: Ensayo de liberacion de interferon (Interferon gamma release assay)
IL: Interleucina

INH: Isoniazida

iPSCs: Células madre pluripotentes inducidas (Inducible pluripotent stem cells)
LTBI: Infeccion tuberculosa latente (Latent tuberculosis infection)

Mabs: Mycobacterium abscessus

MDMs: Macrofagos derivados de monocitos (Monocyte-derived macrophages)



Mtb: Mycobacterium tuberculosis
MOI: Multiplicidad de infeccion (Multiplicity of infection)
OMS: Organizacion mundial de la salud

PBMCs: Células mononucleadas de sangre periférica (Peripheral blood

mononuclear cells)

PGE2: Prostaglandina E2

PMA: Forbol-12-miristato-13-acetato

RFP: Proteina fluorescente roja (Red fluorescent protein)

RIF: Rifampicina

TB: Tuberculosis

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa (Tumor necrosis factor Alpha)
TST: Prueba de la tuberculina (Tuberculin skin test)

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular (Vascular endotelial growth
factor)

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana



RESUMEN

La tuberculosis continua siendo la principal causa de muerte por un agente
infeccioso en el mundo. Su elevada complejidad inmunopatolégica y las
limitaciones de los modelos animales para reproducir fielmente la infeccion humana
han impulsado el desarrollo de nuevos modelos celulares in vitro. Esta revision
bibliografica analiza los avances mas recientes en los dos tipos mas empleados:
los modelos de granuloma y los organoides pulmonares. Los modelos de
granuloma in vitro permiten estudiar en un entorno controlado la formacion vy
evolucion de los granulomas, estructuras multicelulares caracteristicas de la
enfermedad, siendo capaces de simular estados como la latencia bacteriana o la
reactivacion inducida por inmunosupresion. Los organoides, por su parte, son
microtejidos tridimensionales que imitan las caracteristicas estructurales y

funcionales del epitelio respiratorio.

Los resultados obtenidos muestran un interés cientifico creciente por estos
modelos, especialmente por los organoides, recientemente desarrollados, mientras
que los modelos de granuloma cuentan con una trayectoria mas consolidada.
Ambos han demostrado ser utiles para reproducir las etapas iniciales de la
infeccion, permitiendo caracterizar la respuesta inmune o evaluar la eficacia de
terapias. Sin embargo, todavia presentan ciertas limitaciones y hasta el momento
no existe un unico modelo que reuna todos los componentes necesarios para
replicar de forma exacta la complejidad de la infeccion tuberculosa en el pulmoén
humano. En este contexto, es de suma importancia integrar estos modelos con
tecnologias emergentes capaces de suplir y complementar estas carencias, como,
por ejemplo, los sistemas “lung-on-a-chip”. Por otra parte, el cambio hacia el uso
en los modelos de aislados clinicos de Mycobacterium tuberculosis podria ofrecer

una nueva perspectiva en investigaciones futuras.

En conclusién, aunque los modelos celulares actuales permiten reproducir aspectos
clave de la tuberculosis, todavia no existe un sistema que abarque todas las fases
de la enfermedad. El desarrollo de modelos mas complejos, integrales y que
puedan prolongarse durante mas tiempo sera esencial para avanzar hacia nuevas

estrategias terapéuticas y diagnosticas mas eficaces.



Palabras clave: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, Patogénesis, Modelos

celulares, Granuloma in vitro, Organoides.



ABSTRACT

Tuberculosis remains the leading cause of death from a single infectious agent
worldwide. Its high immunopathological complexity, along with the limitations of
animal models in precisely reproducing human infection, has driven the
development of new in vitro cellular models. This literature review analyzes the most
recent advances in the two most widely used types: granuloma models and lung
organoids. In vitro granuloma models allow to study the formation and evolution of
granulomas, multicellular structures characteristic of the disease, in a controlled
environment and can simulate conditions such as bacterial latency or reactivation
induced by immunosuppression. Organoids, on the other hand, are three-
dimensional microtissues that mimic the structural and functional features of the

respiratory epithelium.

The findings show a growing scientific interest in these models, especially in
organoids, which have been more recently developed, while granuloma models
have a more established trajectory. Both models have proven useful in reproducing
the early stages of infection, allowing for the characterization of the immune
response and the evaluation of the effectiveness of therapies. However, they still
present certain limitations, and so far, no single model includes all the necessary
components to accurately replicate the complexity of the tuberculous infection in the
human lung. In this context, the integration of these models with emerging
technologies—such as lung-on-a-chip systems—becomes crucial, as they may help
overcome and complement current limitations. Furthermore, the transition towards
using Mycobacterium tuberculosis clinical isolates in these models could provide a

new perspective for future research.

In conclusion, although current cellular models allow for the reproduction of key
aspects of tuberculosis, there is still no system capable of encompassing all phases
of the disease. The development of more complex, integrative, and long-lasting
models will be essential for advancing toward more effective therapeutic and
diagnostic strategies.

Keywords: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, Pathogenesis, Cellular

models, In vitro granuloma, Organoids.



1. INTRODUCCION
1.1 CONTEXTO EPIDEMIOLOGICO E IMPORTANCIA

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa que se transmite por el aire
causada por organismos del complejo Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Segun el
ultimo informe global de la OMS publicado en 2024, la situacion mundial de la TB
registr6 un aumento significativo en el numero de casos notificados en todo el
mundo en el ano 2023, concretamente 8,2 millones de personas, frente a los 7,5
millones de 2022, 6,4 millones en 2021 y 5,8 millones en 2020. Si bien es posible
que entre los nuevos diagnosticos de 2022 y 2023 se encuentren una cantidad
considerable de individuos que desarrollaron TB en afos previos cuyo diagnostico
se retraso debido a la pandemia por COVID-19, la recuperacion actual en las cifras
pone de manifiesto la necesidad de seguir esforzandose en la prevencion, el
diagnéstico y el tratamiento puesto que, a pesar de ser una enfermedad prevenible
y tratable, sigue siendo la principal causa de muerte por agente infeccioso en

todo el mundo. "

En definitiva, la investigacion continua sobre la TB es esencial para abordar sus
altas tasas de mortalidad actuales, desarrollar nuevas vacunas y tratamientos y
mejorar los métodos de diagndstico para lograr combatir la enfermedad de la

manera mas eficaz.
1.2 HISTORIA NATURAL DE LA ENFERMEDAD @

La infeccion por Mtb implica una compleja interaccion entra la micobacteria y el
sistema inmune del huésped. Pese a que se trata de un patégeno pulmonar, Mtb
es capaz de producir enfermedad en muchas otras partes del cuerpo. A su vez, se
presenta dentro de un espectro dinamico (Figura 1) que va desde una infeccion
asintomatica (clasicamente denominada infeccion tuberculosa latente), en la cual
las micobacterias se aislan dentro de granulomas confiriendo al individuo un estado
asintomatico y no contagioso, hasta la enfermedad pulmonar activa y si
transmisible, donde el paciente puede presentar la clinica caracteristica (tos,

sudoracion nocturna, fiebre, hemoptisis, astenia, pérdida de peso...).



En la historia natural de la TB se distinguen principalmente tres posibles situaciones
condicionadas por las diferentes formas de relacion entre el agente patogeno y el

sistema inmune del huésped, que se describiran brevemente a continuacién.

Infection eliminated Latent TB Subclinical Active
: infection TB disease TB disease

T
With innate or With acquired
immune response* immune response

Mycobacterium
tuberculosis

PN
— —
Granuloma

Lung
Heart
TST Negative Positive Positive Positive Usually positive
IGRA Negative Positive Positive Positive Usually positive
Culture Negative Negative Negative Intermittently positive Positive
Sputum smear Negative Negative Negative Usually negative Positive or negative
Infectious No No No Sporadically Yes
Symptoms None None None Mild or none Mild to severe
Preferred treatment  None None Preventive therapy Multidrug therapy Multidrug therapy

Figura 1: El espectro de la tuberculosis: Desde la erradicacion de la infeccion hasta la enfermedad activa pulmonar. @

1.2.1 Exposicion a la micobacteria tuberculosa.

Mitb entra en el organismo a traveés de la via respiratoria tras la inhalacion de gotas
en aerosol. Una vez inhaladas, estas particulas son capaces de escapar del
aclaramiento mucociliar gracias a su pequefio tamano llegando a alcanzar el
alvéolo donde Mitb interaccionara con el macrofago alveolar que constituye la
primera linea de defensa (inmunidad innata). En muchas ocasiones, esta
primera linea defensiva resulta suficiente para evitar la infeccién, de forma que los
macréfagos alveolares fagocitan al bacilo y lo eliminan en el interior de sus
fagolisosomas sin que llegue a intervenir la inmunidad adaptativa. En esta
situacion, que se trata de un fendmeno bastante habitual, solo se ha producido
una exposicion a la bacteria y las pruebas diagndsticas de la tuberculina (TST, del
inglés Tuberculin Skin Test) y del interferon gamma (IGRA, del inglés Interferon
Gamma Release Assay) son negativas.

Cuando la inmunidad innata no es suficiente para eliminar a Mtb, entra en accion

la inmunidad adaptativa, en la que intervienen las células dendriticas infectadas
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que migran a los ganglios linfaticos donde presentan antigenos del bacilo a los
linfocitos T, activando una respuesta mediada principalmente por células T CD4+
y CD8+. Los linfocitos T CD4+ desempefian un papel crucial en la produccion de
citocinas como el interferon gamma (IFN-y), que potencia la capacidad de los
macrofagos para destruir al bacilo dentro de las fagolisosomas. Por su parte, los
linfocitos T CD8+ pueden inducir la apoptosis de macréfagos infectados y liberar

granzimas y perforinas que contribuyen a la eliminacion de Mtb.

A medida que esta inmunidad se activa, se forman granulomas, estructuras
organizadas compuestas por macrofagos, células epitelioides, células gigantes
multinucleadas y linfocitos, con la finalidad de contener la infeccidén y por tanto
evitar la diseminacion del bacilo (Figura 2). Para lograr la eliminacion completa
de Mtb (lo que se denomina inmunidad esterilizante), se requiere una coordinacion
y eficacia inmunitaria muy alta, en la que los macrofagos no solo contengan, sino

que ademas destruyan todos los bacilos dentro del granuloma.
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parenchyma

space ;

a Latent infection

X Interstitial
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'l \ S . {
—
Mycobacterium —\ \\\ N /// ’ | o\
tuberculosis (9 \ o 2t Ny b p' '
~/ Phagosome —
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Figura 2: Formacioén del granuloma e infeccién latente. ?

1.2.2 Infeccion tuberculosa latente

La TB latente (o LTBI por sus siglas en inglés) es la circunstancia en la que la
accion coordinada de los macréfagos y los linfocitos T, predominantemente
CD4+, a pesar de haber sido capaz de contener a la bacteria en el granuloma no
es capaz de eliminarla. En esta situacion se produce una infeccion que es
asintomatica ya que Mib esta presente en situacion de dormancia en el
organismo. Puesto que las micobacterias no replican y no se liberan al exterior,

esta fase de la infeccidon no es transmisible.
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Sin embargo, cabe destacar que, tradicionalmente, se ha denominado LTBI a la
presencia de una respuesta adaptativa especifica frente a Mtb (resultado positivo
en la prueba del IGRA), independientemente de la presencia de micobacterias
viables (verdadera infeccion latente) o no (inmunidad esterilizante).

1.2.3 Enfermedad tuberculosa subclinica y activa.

Lo mas habitual es que la infeccion permanezca en estado latente durante toda
la vida o que llegue a eliminarse. Sin embargo, hay un pequeno porcentaje de
individuos en los que intervienen factores inmunosupresores y la infeccién se
reactiva: las micobacterias replican, dando lugar a la rotura del granuloma y a su

liberacidn a las vias respiratorias (Figura 3).

Al principio esta replicacion es lo suficientemente baja para que no haya grandes
manifestaciones clinicas, es lo que se conoce como enfermedad tuberculosa
subclinica (fase transitoria). Sin tratamiento, la enfermedad subclinica se
convertira rapidamente en enfermedad tuberculosa activa con su espectro

clinico caracteristico y la posibilidad de transmisidn de la infeccion.

\ \\\ Infected
~——— > lymph node !

Figura 3: Tuberculosis activa: La replicacion bacteriana supera la contencién en el granuloma. @
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1.3 ¢ES POSIBLE MODELIZAR LO QUE OCURRE EN EL SER HUMANO?

A pesar de los avances en el estudio de Mtb y la enfermedad que causa, reproducir
con precision los procesos que ocurren en el organismo humano sigue siendo un
gran desafio. La complejidad de la interaccion entre el patdégeno y el huésped, que
incluye la respuesta inmunitaria, las diferentes fases de la enfermedad y el estado
de latencia, requiere sistemas experimentales que reflejen estas caracteristicas con
fidelidad. Durante afos, los modelos animales han sido fundamentales para
entender la patogénesis y poder evaluar y disefiar nuevos tratamientos, pero
presentan limitaciones debido a las diferencias fisioldgicas y genéticas con el ser
humano, a lo que se ainade el inconveniente de que muy pocos modelos han
permitido reproducir algunas de las fases de la enfermedad, como, por ejemplo, la

infeccion latente.

En este contexto, los nuevos modelos celulares surgen como una herramienta
prometedora. La implementacion de sistemas in vitro permite recrear
microambientes mas cercanos a los tejidos afectados por la TB. Estos modelos no
solo facilitan la investigacion de los mecanismos moleculares y celulares de la
infeccion, sino que también podrian servir para ensayar nuevas estrategias

terapéuticas y diagnosticas.

Sin embargo, para lograr una verdadera mimetizacion de la enfermedad humana
en la experimentacion in vitro, es fundamental seleccionar los tipos celulares
adecuados que imiten el microambiente al que Mitb se enfrenta en el tejido
pulmonar. Por otro lado, no todas las cepas de Mtb resultan validas para estos
modelos. Diferentes cepas pueden presentar variabilidad en virulencia y en la
respuesta inmune inducida, lo que puede influir en la replicacion de los procesos
patologicos observados en humanos. Por lo tanto, el uso de cepas clinicas
representativas y la caracterizacion fenotipica de las bacterias son aspectos
cruciales para aumentar la fiabilidad de estos modelos celulares.

Por todo ello, la pregunta central que motiva esta revisidn bibliografica es analizar
en qué medida y de qué manera estos nuevos modelos celulares pueden reflejar lo
que ocurre en el ser humano y contribuir al desarrollo de intervenciones mas

efectivas contra la TB basandose en la literatura existente mas reciente.

13



2. OBJETIVOS

Objetivo general:

Analizar los nuevos avances en modelos celulares para el estudio de la TB humana.

Objetivos especificos:

1.

Revisar los diferentes tipos de modelos celulares mas actuales utilizados en
la investigacion de la TB humana.

Comparar la capacidad de los nuevos modelos celulares para reproducir las

etapas tempranas de la infeccion tuberculosa en humanos.

Describir las principales innovaciones, ventajas y limitaciones identificadas
en la literatura cientifica sobre el uso de los nuevos modelos celulares para

el estudio de la TB.
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3. MATERIAL Y METODOS

La presente revision bibliografica narrativa sistematizada comienza con un analisis
de la literatura cientifica disponible en la base de datos PubMed, donde se
realizaron dos busquedas especificas dirigidas hacia la recopilacion de la
informacion mas reciente sobre los modelos celulares “Granuloma in vitro” y

“Organoide pulmonar”.

Para tal propdsito, en las respectivas estrategias de busqueda se aplicaron como
palabras clave los siguientes términos MeSH: “Tuberculosis, Mycobacterium
tuberculosis, granuloma, 3D culture, in vitro techniques, in vitro granuloma model,
organoids y organoid model” siendo combinados entre si con los operadores
booleanos “AND”y “OR” (Figura 4). El operador “NOT” no fue utilizado.

Para garantizar que esta revision bibliografica recoge el conocimiento mas
actualizado en este campo, se han seleccionado unicamente los articulos
publicados en los ultimos 10 afios (rango temporal desde enero de 2014 hasta
diciembre de 2024).

Como criterios de exclusién que dejaron atras publicaciones no relevantes para

este trabajo se siguieron los siguientes:

A. Publicaciones que no aplicaban modelos celulares para el estudio de Mtb.
B. Publicaciones en cuyos modelos no se haya utilizado mas de un tipo celular.
C. Publicaciones en idiomas diferentes a inglés o espafiol.

Entre los articulos restantes, se seleccionaron aquellos correspondientes a
modelos de granuloma in vitro y organoides mas utilizados en el estudiode la TB y
que permiten obtener una vision global de las ventajas e inconvenientes de los

mismos.

Para complementar la busqueda se consultd en paginas web para identificar
informacion mas detallada sobre el desarrollo y caracteristicas principales de los
modelos celulares seleccionados. A su vez, se revisaron revistas cientificas
disponibles en SciELO y Elsevier y se obtuvo informacién del Repositorio
institucional en salud (REPISALUD) del Instituto de Salud Carlos Ill (ISCIlI), asi
como del Global tuberculosis report 2024 de la OMS.
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TERMINOS MESH OPERADORES BOOLEANOS PERIODO

Tuberculosis 2014-2024
M.tuberculosis AND

3D Culture OR

In vitro techniques

Granuloma

In vitro granuloma

model

Organoids

e  Organoid model

|

| PubMed |
i EXCLUSION
301 RESULTADOS
—
i e No aplican modelo
celular
SELECCION e Solo 1 tipo celular
e Idioma

/\
- —

GRANULOMA ORGANOIDE

o Guirado (2015)

o Tezera (2017) e Braian (2015)

° Mezo%tai’ (2019) o Jakobachvilli (2022)
o Arbués (2020) o Kim (2024)

e Berry (2020)

[ ]

Mukundan (2021)

Figura 4: Diagrama de flujo de la estrategia de busqueda y seleccion de modelos empleada. (Fuente: Elaboracion

propia)
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Por ultimo, para el desarrollo de esta revision bibliografica, se amplio la busqueda
para referenciar algunos modelos anteriores que sirvieron de punto de partida para
los modelos descritos en este trabajo, asi como alguna de sus posteriores

adaptaciones.
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4. RESULTADOS

Tras la consulta de bibliografia en la base de datos Pubmed se obtuvieron un total
de 301 resultados. Si bien se descartaron aquellos que no se ajustaban al enfoque
de este estudio, resulta relevante destacar que, como se observa en los graficos de
barras comparativos representados en la Figura 5, es evidente una clara tendencia

ascendente en el numero de publicaciones relacionadas con el uso de granulomas

in vitro y organoides como modelos celulares para el estudio de la TB,

especialmente en el periodo acotado de los ultimos 10 afos. Este incremento

progresivo en el volumen de publicaciones sugiere que el tema abordado en esta

revision es no solo de actualidad, sino que esta ganando un interés creciente dentro

de la comunidad cientifica.

2014
2015
2016
2017
2018
2019
2021
2020
2022
2023
2024

Year

A

GRANULOMA MODEL

ORGANOID MODEL }

RESULTS BY YEAR

b | | Reset

Publfed”

MY CUSTOM FILTERS [3

4

2014 2024

9,5 19 28,5

Results for Granuloma model

Year
2014
2015
2016
2017
2018
2019
2020
2021
2022
2023
2024

PublfQed®

MY CUSTOM FILTERS [3

RESULTS BY YEAR

7, Reset

o0

2017 2024

0,5 1

Results for Organoid model

1,5

Figura 5: Resultados comparativos de la busqueda en Pubmed. Los diagramas de barras representan (A) el total de

resultados obtenidos, y (B) el nimero de articulos en cada uno de los afios del periodo seleccionado. (Fuente: Elaboracion

propia)
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En la Figura 5 se observa asimismo que el numero de publicaciones en PubMed
relacionadas con los modelos de granuloma in vitro supera significativamente al de
aquellas relacionadas con los organoides en el periodo comprendido entre 2014 y
2024. En cuanto a estos ultimos, apenas se encontraban resultados en los afos
anteriores a 2017, por lo que resulta evidente que se trata de un modelo celular en

creciente desarrollo.

No cabe duda de que ambos modelos presentan una tendencia ascendente en el
numero de publicaciones, lo que refleja un creciente interés en su desarrollo y

aplicacion en el estudio de la enfermedad por Mitb.
4. 1. MODELOS DE GRANULOMA /N VITRO HUMANO

Antes de comenzar con la presentacion de este tipo de modelo celular, es preciso
contextualizar brevemente el concepto de granuloma, tan relevante en la

enfermedad infecciosa causada por Mitb.

Tras la infeccion por Mtb, es posible que el bacilo consiga evitar su destruccion,
permitiéndole su multiplicacion en el interior del macrofago. Los macréfagos
alveolares se activan y comienzan a liberar citoquinas proinflamatorias que atraen
neutrofilos, linfocitos y mas macrofagos, generando una respuesta inflamatoria que
conduce a la formacion de un granuloma. Los granulomas son estructuras
complejas compuestas por diferentes tipos celulares que se agregan de un modo
organizado. @ En su parte mas interna se encuentra una zona de necrosis central
circunscrita por macrofagos, células epitelioides, neutréfilos, células dendriticas y
células gigantes multinucleadas (CGMs). Dicho nucleo central se encuentra
rodeado en la periferia por un anillo de linfocitos (Figura 6).

Este agregado celular que constituye el granuloma se forma alrededor de los
bacilos con la finalidad, desde la perspectiva del sistema inmunitario, de contener
y conseguir aislar la infeccion del resto del organismo. Sin embargo, desde una
perspectiva bacteriana, supone la disponibilidad de una coleccién de células
fagociticas que pueden ser infectadas y en las que replicarse en su interior. Es
debido a esta dualidad que el granuloma ha suscitado un gran interés en la

investigacion.
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Figura 6: Estructura clasica de un granuloma. ¥

La respuesta inmune del huésped es capaz de ajustarse y responder al estado
fisiologico de la bacteria causando una modulacion de la expresion genética en el
sitio de la infeccion. Sin embargo, la erradicacion total del bacilo no se completa
debido a los mecanismos y estrategias desarrolladas por Mtb que le permiten
persistir dentro del granuloma durante largos periodos de tiempo e incluso
permitiendo la diseminacion local y sistémica escapando del mismo. Por tanto, ser
capaces de descifrar los diversos mecanismos subyacentes implicados en la
iniciacion y mantenimiento de los granulomas daran las claves para conocer las
estrategias implicadas en el control de la infeccion y en otros casos, la persistencia
del patogeno, lo que permitira desarrollar nuevas terapias dirigidas contra la TB
(Figura 7).

En este contexto, el desarrollo de nuevos modelos celulares de granuloma in vitro
humano ha resultado ser especialmente relevante, ya que permiten recrear en
condiciones controladas las complejas interacciones moleculares entre Mtb y las
células del huésped, proporcionando un entorno experimental fiable para identificar
los mecanismos implicados en una respuesta inmune eficaz contra las

micobacterias. ©)
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Figura 7: El comportamiento del granuloma esta influenciado por una interaccion dinamica entre factores del huésped y la

bacteria (%

A continuacion, se describen en detalle aquellos modelos de granuloma in vitro
seleccionados para su analisis. Un resumen de sus principales caracteristicas

puede encontrarse en el Anexo 1.
4.1.1 MODELO POR GUIRADO et al., 2015

El grupo liderado por Schlesinger desarroll6 un modelo de granuloma in vitro
humano basado en el uso de células mononucleares de sangre periférica (0 PBMCs
por sus siglas del inglés peripheral blood mononuclear cells) humanas. Este modelo
se caracteriza por el uso de suero autdlogo como una opcion estratégica para
mejorar su relevancia al preservar las caracteristicas especificas de cada donante,
de forma que se asemejase mas a las condiciones fisiologicas del cuerpo humano.
Este estudio incluyé una muestra de 28 personas, 14 de las cuales tenian una
infeccion tuberculosa latente (TST y/o IGRA positivos) y las otras 14 no estaban
infectadas, con el principal objetivo de estudiar y comprender las diferencias en las
respuestas inmunitarias entre las personas con infeccion tuberculosa asintomatica

y las sanas. ®

Las PBMCs se infectaron con la cepa de Mtb H37Rv, considerada actualmente
como la cepa de referencia de este patdgeno y, por tanto, la mas estudiada en los

centros de investigacion a nivel mundial. Descubierta y aislada por primera vez en
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el ano 1905 y nombrada H37, se mantuvo en cultivo en el laboratorio durante
muchos afos durante los que se seleccionaron aquellas variantes de tipo mas
virulento. La variante rugosa virulenta de H37 bautizada H37Rv se considera la
cepa estandar de trabajo ya que mantiene su virulencia en modelos in vivo (a
diferencia de su variante atenuada H37Ra) lo que la hace muy conveniente para el
estudio de la patogénesis de la TB. ® En particular, la cepa empleada en este
estudio estaba genéticamente modificada para expresar la proteina fluorescente

verde GFP para permitir su visualizacion.

El modelo de granuloma in vitro desarrollado se estudi6 durante 12 dias, realizando
seguimientos diarios que permitieron un analisis exhaustivo de los cambios
producidos. Como observaciones clave a lo largo de este periodo se encuentran
las diferencias significativas entre los granulomas derivados de personas con
tuberculosis asintomatica (LTBI) y los de personas no expuestas (naive). Se
observo que los granulomas de individuos con TB asintomatica se desarrollaban
mas rapido (Figura 8). Las PBMCs naive no mostraron evidencia de agregacion
celular hasta el dia 6 post-infeccion, mientras que en el caso de aquellos
provenientes de individuos con LTBI se observa la formacion de agregados ya en
el 4° dia post-infeccion. Ademas, generaban una respuesta inmunolégica mas
potente, exhibiendo a su vez un mejor control de la carga bacteriana (capacidad
para contener la infeccion) en comparacion con los individuos sanos (Figura 9). Un
analisis de citoquinas demostré que los granulomas de individuos con TB
asintomatica presentaban niveles elevados de citoquinas proinflamatorias (TNF-a,
IL-2, IFN-y, IL-12p40), indicando una activacion inmunoldégica mayor en ese grupo,

asi como una mayor proliferacion celular en los granulomas de los mismos.
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Figura 8. La formacion de estructuras similares a granuloma esta acelerada en individuos con infecciéon latente (LTBI)
frente a individuos no expuestos (naive). ® Imagenes representativas al microscopio de campo claro del proceso de
agregacion celular, paso inicial en la formacion del granuloma. Las PBMCs obtenidas de individuos con LTBI y naive fueron

infectadas con Mtb H37Rv y cultivadas durante un periodo de 12 dias.

Figura 9: Las estructuras similares a granulomas (agregados tempranos) de individuos con LTBI ejercen un mejor
control de la carga bacteriana. ® En las imagenes de microscopia de fluorescencia se observan los nucleos de las células

en azul y Mtb H37Rv en verde.

Otro de los hallazgos mas relevantes del estudio es la identificacion de una firma
transcripcional especifica de Mtb dentro de los granulomas, es decir, la expresion
de un conjunto particular de genes, que variaba segun el estado inmune del

huésped. En los individuos con TB asintomatica ocurria un cambio metabdlico,
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favoreciendo el uso de acidos grasos en lugar de azucares como fuente de energia,
lo que sugeria que la bacteria estaba adaptandose a un ambiente inmunolégico
mas hostil dentro del granuloma. Ademas, se observo una mayor acumulacion de
cuerpos lipidicos en los macréfagos, lo que podria indicar una estrategia para
sobrevivir en un estado de latencia prolongada, aprovechando los lipidos del
huésped como fuente de nutrientes. En los granulomas de individuos sanos, Mtb
mostraba un perfil metabdlico diferente, con una mayor expresion de genes
asociados a la glucdlisis (uso de azucares) en lugar de los genes relacionados con
la degradacion de acidos grasos mencionados anteriormente.

Sin embargo, este estudio presentaba algunas limitaciones para reproducir
plenamente el microambiente del granuloma humano in vivo. La mayoria de estas
son comunes a todos los modelos basados en el uso de PBMCs. En particular,
entre estas limitaciones se encuentran la falta de ciertos tipos celulares clave, como
neutrofilos, agentes principales que intervienen en la respuesta inicial; de células
endoteliales, que desempefian un papel clave en la vascularizacion del granuloma
y en la regulacion de la respuesta inflamatoria; de fibroblastos, que contribuyen a
la organizacion estructural del granuloma; asi como la ausencia de células
dendriticas, lo que podria afectar a la replicacion de la presentacion antigénica y la
activacion del sistema inmune adaptativo. Ademas, este modelo en particular
carece de matriz extracelular, un componente esencial para la organizacion

estructural del granuloma.

4.1.2 MODELO TRIDIMENSIONAL DE MICROESFERAS POR TEZERA et al., 2017 "8

El estudio de Tezera y colaboradores, publicado en el afio 2017, pretendia
desarrollar un modelo que imitara mas fielmente las condiciones fisiologicas del
granuloma, esto es, en un entorno tridimensional, con el objetivo de analizar la
respuesta inmunitaria frente a Mtb H37Rv. Para ello, PBMCs de donantes sanos se
encapsularon en microesferas compuestas de una matriz de colageno tipo 1
(principal componente de la matriz extracelular pulmonar) y alginato mediante una

técnica de ingenieria de tejidos denominada bioelectrospraying (Figura 10).
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Figura 10: Imagen representativa del dispositivo de Bioelectrospraying y de las microesferas generadas. ©

Esta técnica de bioelectrospraying o bioelectropulverizacion consiste en la
utilizacion de electricidad de alto voltaje (en vez de aire, como normalmente se
utilizaria en un spray) para rociar pequefas gotas de una solucién formada por
material bioldgico, incluso células vivas. Mediante la aplicacion del alto voltaje a la
mezcla liquida y su paso a través de una aguja muy fina se generan pequenas
gotas que se depositan en una soluciéon que permite su solidificacion inmediata

dando lugar a las microesferas.

Una de las principales aportaciones de este modelo fue demostrar que los cultivos
3D permitian una mayor supervivencia celular en comparacién con los 2D, ya que
pudo alargarse la investigacién hasta 21 dias, posicionandose hasta la actualidad
como el modelo celular de granuloma de mayor durabilidad en el tiempo. Los
resultados mostraron que las condiciones experimentales variaban
significativamente con el tiempo, destacando que muchos de los efectos sélo
podian observarse a partir del dia 7. La matriz extracelular no solo juega un papel
fundamental en la supervivencia celular, sino que también confiere a las células una
mayor capacidad para secretar citocinas y controlar la capacidad de proliferacion
de Mib.

La investigacion examind cémo ciertas terapias dirigidas al huésped podrian
modificar la respuesta inmunitaria frente a Mtb. La adicién de prostaglandina E2
(PGE2) mostré un efecto protector al suprimir el crecimiento de Mtb, pero también

redujo la viabilidad celular y aumento la produccién de citocinas proinflamatorias,
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como las interleucinas IL-6 e IL-8, lo que podria causar dafio tisular y mayor
patologia. Asimismo, se investigaron las consecuencias de suplementar células T
especificas para Mitb, las cuales son importantes para controlar la infeccién.
Sorprendentemente su adicién provocoé un aumento del crecimiento de Mtb y una
exacerbacion de la inflamacién potencialmente dafina. Los estudios mostraron que
las intervenciones terapéuticas tienen efectos complejos y no inmediatos, con
posibles resultados tanto beneficiosos como perjudiciales dependiendo del
contexto y del tiempo de evaluacion, lo que destaca la importancia de utilizar
modelos celulares mas complejos para estudiar estos efectos a largo plazo.

Una de las principales limitaciones de este modelo es su limitada transferibilidad a
distintos laboratorios, debido a que la generacion de las microesferas requiere de
un equipamiento especializado, que no esta disponible en la mayoria de centros de
investigacion. Esta dependencia tecnologica dificulta su implementacion
generalizada y su uso a gran escala en estudios sobre la TB.

4.1.3 MODELO CON PERLAS DE SEFAROSA POR MEZOUAR et al., 2019 )

El modelo de granuloma in vitro desarrollado por Mezouar et al. es un modelo en
2D clasico (no incorpora matriz extracelular) basado en el uso de PBMCs aisladas
de donantes sanos y de perlas de sefarosa (nombre comercial de la agarosa
reticulada en forma de perlas) recubiertas con un lisado preparado a partir de Mtb
H37Rv. Dichas perlas sirven como nucleo central alrededor del cual se agrupan las
PBMCs formando estructuras similares a granulomas, ya que los monocitos migran
a las perlas y se diferencian en macrofagos, para posteriormente polarizarse y
fusionarse para formar CGMs (Figura 11). En este estudio se observo la cinética de
formacion de granulomas a los 3,6 y 9 dias de cultivo.

Cabe mencionar que el primer modelo en emplear perlas de sefarosa recubiertas
con extractos micobacterianos para inducir la formacion de granulomas in vitro fue
descrito por Puissegur y colaboradores en el aiio 2004. (" Dicho modelo
establecio la base para simular la respuesta inmune frente a Mtb utilizando PBMCs
y perlas de sefarosa, y fue adaptado y refinado en investigaciones posteriores,
como la de Mezouar et al., 2019 aqui descrita.
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Figura 11: Imagenes representativas de la formacion de granulomas y CGMs. © (A) Imagenes correspondientes a la
cinética de formacion granulomatosa: perlas (beads), rosetas y granuloma. (B) Imagen representativa de CGMs aisladas a
partir de granulomas e identificadas mediante tincion de May-Grinwald-Giemsa.

El objetivo principal del estudio consistia en investigar los efectos de los farmacos
bloqueantes del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) etanercept y adalimumab.
Para contextualizar brevemente, el TNF-a cumple un papel fundamental en los
procesos inflamatorios y en la respuesta inmune, asi pues, su bloqueo con este tipo
de farmacos anti-TNF se ha convertido en una herramienta clave en el control y
tratamiento de patologias inflamatorias como las espondiloartropatias o la
enfermedad inflamatoria intestinal entre otras. (') Por otra parte, el TNF-a juega un
papel fundamental en la estabilizacién y organizacion de los granulomas
participando, entre otras funciones, en la fusion de los macréfagos para formar las
CGMs (figura 12).
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Figura 12: Ertanercep y Adalimumab inhiben la formacién de CGMs. ©

En el estudio se encontré que etanercept retrasaba la formacion del granuloma,
pero no la impedia y, a su vez, reducia significativamente la generacién de CGMs
esenciales para retener a Mtb, alterando la polarizacion de los macrofagos hacia
un perfil proinflamatorio y aumentando la produccion de IL-10 e IL-17. Sin embargo,

al compararlo con adalimumab, se observé que este ultimo también inhibia la
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formacion de CGMs pero mediante un mecanismo diferente, induciendo la
apoptosis de macrofagos. Estos hallazgos refuerzan la idea de que el tratamiento
con farmacos contra TNF-a es un factor de riesgo importante en el contexto de la
TB, pues pueden desorganizar los granulomas y contribuir a la reactivacion de la
infeccion latente, siendo su resultado biologico variable segun el tipo de farmaco

utilizado.

Este modelo presenta varias limitaciones importantes. Una de las mas destacables
es la ausencia de Mtb viable (se trata de un preparado con extractos de Mtb H37Rv
en lugar de bacterias vivas) lo que hace necesario el uso de perlas de Sefarosa
para inducir la agregacion celular y simular la estructura del granuloma. Esto se
debe a que, al no haber micobacterias activas, el proceso de formacion del
granuloma no se desencadena de manera fisiologica. Si bien es cierto que, desde
el punto de vista del riesgo bioldgico, permite que el experimento se realice en una
sala de cultivo celular en lugar de en un laboratorio de contencion biologica nivel 3
(requerido para la manipulacién de cepas de Mtb virulentas). Ademas, se trata de
un modelo clasico (en ausencia de matriz extracelular), que permite estudiar la

formacion del granuloma de manera simplificada.

Por otro lado, desde la propia publicacion se destaca la falta de evidencia clinica
demostrada que vincule la reduccion de CGMs con la reactivacién de la TB en
pacientes tratados con bloqueantes del TNF-a, lo que dificulta la interpretacion
directa de los resultados. Ademas, aunque se analiza el papel de las citocinas IL-
10 e IL-17 en la formacion de granulomas, el estudio no aborda el papel de otras
citocinas relevantes, lo que limita la comprension del proceso inmunoldgico en su
totalidad. Finalmente, el analisis se limita a un periodo corto de tiempo, sin evaluar
los efectos a largo plazo, la resolucion de los granulomas ni su posible reactivacion,
lo cual es crucial para entender la naturaleza crénica de las infecciones

tuberculosas.
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41.4 MODELO TRIDIMENSIONAL POR ARBUES et al., 2020 (12 1416

Este modelo, explotado por primera vez por Arbués y colaboradores en el afio 2020,
esta basado en el uso de PBMCs de donantes sanos infectadas con la cepa
virulenta de Mtb H37Rv y embebidas en una matriz de colageno tipo 1 vy
fibronectina, y fue desarrollado por Kapoor et al. en el afio 2013. ('3 Al igual que
en el caso del modelo de microesferas de Tezera, una de las grandes ventajas que
presentd el modelo fue la incorporacion de esta matriz simulando las condiciones
fisiologicas del entorno pulmonar. Asimismo, como se muestra en la Figura 13, otro
aspecto ventajoso es la posibilidad de recuperar facilmente tanto ceélulas del
huésped como bacterias, lo que permite un analisis multiparamétrico celular y
molecular proporcionando informacion clave para el disefio de nuevas estrategias

terapéuticas y preventivas.
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Figura 13: Esquema representativo del modelo tridimensional de granuloma in vitro.'?

Este modelo 3D permitié estudiar las caracteristicas de Mtb durante el estado de
latencia. Se describié que cuando Mtb entra en estado de dormancia almacena en
su interior triacilglicéridos formando inclusiones lipidicas que pueden tefirse con el
colorante rojo Nilo (Figura 14). Ademas, se observo que este cambio metabdlico
conferia una tolerancia transitoria a los farmacos, ya que la bacteria entra en un
estado de bajo consumo energético y divisién celular reduciendo su vulnerabilidad

a los tratamientos.

Asimismo, el modelo es capaz de reproducir la resucitacion de Mtb inducida por el
debilitamiento del sistema inmunoldgico asociado al tratamiento con farmacos
bloqueantes de TNF-a, como ya habia sido descrito por el grupo de Kapoor y
colaboradores. Por otra parte, en este estudio se evaluo por primera vez el potencial

29



riesgo de reactivacion de la TB latente asociado al tratamiento con otros
inmunomoduladores de uso clinico no dirigidos contra TNF-a, concretamente
ustekinumab (un anticuerpo bloqueante de IL-12 e IL-23), anakinra (una forma
recombinante del antagonista del receptor de IL-1) y secukinumab (un anticuerpo
anti-IL-17). Los resultados obtenidos concluyeron que tanto ustekinumab como

anakinra promovieron la resucitacion de Mtb, mientras que secukinumab no. (3
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Figura 14: Los granulomas imitan las caracteristicas del estado de latencia. ¥ (A) Imagenes representativas de
granulomas formados 8 dias después de la infeccién, en comparacién con PBMCs no infectadas. (B) Porcentajes de Mtb
metabdlicamente activas (Auramina-O positivas, en verde) y en estado de dormancia (rojo Nilo positivas, en rojo)
cuantificadas por microscopia de fluorescencia antes (1 dia post-infeccion) o después (8 dias post-infeccion) de la formacién

de granulomas.

En el afio 2021, (' |os autores realizaron una comparacion directa entre dos
modelos de granuloma in vitro basados en PBMCs infectadas con Mtb, uno en un
entorno bidimensional (2D, sin matriz extracelular) y otro tridimensional (3D, con
una matriz de colageno y fibronectina). Mientras que en el modelo 2D se observaba
una formacién mas rapida y mayor tamafo de los agregados celulares (lo que se
asocia con una produccion temprana de quimiocinas y activacion de linfocitos),

éstos presentaban ademas una carga bacteriana significativamente mas alta.

Por el contrario, el modelo 3D con matriz, aunque se vio que retrasaba la formacion
de agregados y la activaciéon inicial de las células inmunitarias, favorecia la
supervivencia de los macrofagos y promovia una mayor liberaciéon de GM-CSF (por
sus siglas del inglés granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), 1o que se
correlaciona con un mejor control de la replicacion de Mtb. Ademas, la presencia

de la matriz induce un entorno hipoxico que impulsa a las bacterias a adquirir un
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fenotipo de dormancia (con acumulacién de lipidos), que no se reproduce en el

modelo 2D.

Por tanto, este trabajo comparativo demuestra que la incorporacién de una matriz
extracelular no solo mejora la relevancia fisiopatologica del modelo in vitro, sino que
también permite reproducir aspectos criticos de la respuesta inmune y la
patogénesis de la TB observados en el contexto clinico. En conclusion, este modelo
de granuloma in vitro resulta particularmente relevante para los estudios centrados
en dormancia micobacteriana. Asi como para comprender mejor los mecanismos

involucrados en la reactivacion.

Este modelo 3D comparte la limitacion de todos los modelos basados en PBMCs
de carecer de algunos tipos celulares relevantes, como por ejemplo los neutrofilos.
A su vez, carece de vascularizacion y de células no hematopoyéticas, como por
ejemplo las células epiteliales. Asimismo, presenta algunos desafios técnicos,
como la dificultad para afadir nuevas células inmunes, lo que limita la capacidad
de estudiar interacciones celulares en tiempo real o evaluar como la respuesta
inmune evoluciona en presencia de diferentes estimulos. Esto es debido a la
encapsulacion de las células en la matriz, lo que dificulta la adicion de nuevas

células inmunes una vez el granuloma ha sido formado.

Por ltimo, recientemente en el pasado afio 2024, Arbués y colaboradores (¢
publicaron un nuevo estudio en el que se amplié el uso de este modelo 3D para
demostrar que la diversidad genética del complejo Mtb afectaba a la interaccion con
las células inmunes humanas. La principal caracteristica del estudio reside en que
se llevd a cabo utilizando cepas clinicas representativas de cinco linajes,
demostrando que los linajes modernos (L2 a L4, que suelen asociarse a epidemias
de TB de propagacion global) exhibian tasas de crecimiento superiores vy
generaban respuestas granulomatosas mas marcadas que los linajes ancestrales
(L1 y L5, representativos de cepas endémicas restringidas a un area geografica
determinada) (Figura 15). Ademas, se evidencid que una respuesta inmune
protectora (caracterizada por la activacion de linfocitos T CD4+ y CD8+ y la
secrecion de mediadores clave como la quimiocina CXCL9, la granzima B y el TNF-
a) se correlacionaba negativamente con la proliferacion bacteriana, y que la
diversidad genética influia en la apoptosis de los macrofagos y en la morfologia de
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los granulomas, aportando nuevas perspectivas para el desarrollo de terapias y

estrategias de vacunacion.

Figura 15: La diversidad en las cepas de Mtb se traduce en un espectro de respuestas granulomatosas relacionadas

con el crecimiento bacteriano. "® Imagenes representativas de los granulomas al 7° dia.

Como se puede observar, este modelo celular descrito ha sido utilizado en diversos
articulos cientificos, asimismo sucede con el modelo de microesferas de Tezera y
colaboradores, o con el modelo de esferoides de Mukundan (que sera descrito con
mayor profundidad en un apartado posterior), lo que demuestra su relevancia y gran

potencial en la investigacion.
41.5 MODELO MODULAR A MICROESCALA POR BERRY et al., 2020 (')

La investigacion presenta un modelo modular in vitro de granulomas a microescala
para estudiar la sefalizacion inmune en la TB. El modelo estda compuesto por un
sistema innovador que consiste en una plataforma basada en microfluidos de
reciente desarrollo, conocida como “Stacks”, que contiene 24 pocillos individuales
que permiten una facil interaccion entre diferentes capas de células y componentes
del microambiente (Figura 16). Esta plataforma permite que las células no se
encuentren adheridas a una superficie soélida (como ocurre en un cultivo
tradicional), sino que se encuentren suspendidas en un entorno en 3D dentro de

los microcanales, pudiendo moverse e interactuar.
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Figura 16: Plataforma microfluidica “Stacks”.(!?

A diferencia de los anteriores modelos propuestos, en este estudio se utilizé la cepa
Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG) para inducir la formacion de
los granulomas in vitro. Se trata de una cepa de M. bovis, el agente etiologico de la
TB bovina, atenuada mediante subcultivo que es la vacuna actual contra la TB. Por
ello, cabe mencionar que la respuesta inmunoldgica inducida por BCG (tanto en
estudios in vivo como in vitro) puede diferir significativamente de la provocada por

las cepas virulentas de Mib.

Para la generacion de los granulomas se utilizd6 como modelo celular unico
macréfagos derivados de monocitos (MDMs por sus siglas del inglés monocyte-
derived macrophages), aislados a partir de PBMCs. Ademas, se incorporoé una
segunda capa, adaptada partir de un modelo de angiogénesis preexistente y
disefada especificamente para el cultivo de células endoteliales humanas
procedentes de la vena umbilical sobre una matriz extracelular (matrigel), con el
objetivo de replicar in vitro un entorno angiogénico que permitiera el estudio de la
interaccidn entre los compartimentos vascular y granuloma. En concreto, se
prepararon individualmente la capa de granuloma y la capa de células endoteliales

como se muestra en el esquema representado en la Figura 17.
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Figura 17: Esquema del flujo de trabajo para el co-cultivo de las capas de granuloma y endotelial. ('”

Mientras que los MDMs fueron infectados con BCG e incubados durante 24 horas
(capa para granulomas), la capa de células endoteliales fue sembrada 2 horas
antes del ensamblaje y se observd su organizacion estructural tubular. Estas dos
capas fueron posteriormente ensambladas compartiendo el medio de cultivo,
permitiendo asi la comunicacién mediante factores solubles. Tras 16 horas de co-
cultivo, se analizaron las células endoteliales para evaluar los efectos de la
interaccidn con la capa para granulomas. Se observo que aquellas expuestas a
MDMs infectados (+BCG) formaban estructuras mas delgadas y con
prolongaciones celulares dispersas, mientras que las que estuvieron en contacto
con MDMs no infectados (-BCG) desarrollaron estructuras mas anchas y con redes
interconectadas (Figura 18). Dicha diferencia significativa en la morfologia vascular
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entre los cultivos expuestos a MDMs infectados y no infectados sugirié que la

infeccion con BCG tiene un impacto en la angiogénesis.

A Uninfected (Coculture - BCG) B Infected (Coculture + BCG)

Figura 18: El co-cultivo de la capa endotelial junto con la capa para granulomas modifica la forma de las estructuras
endoteliales multicelulares. (') En las imagenes se puede ver una capa endotelial tras 16 horas de cultivo con una capa
que no estd infectada (-BCG) (A) y otra que si lo esta (+BCG) (B). Los nucleos de las células endoteliales estan tefiidos en

azul y su citoesqueleto de actina en verde.

Asimismo, se analizaron tres factores solubles proinflamatorios y se compararon
los resultados entre capas infectadas y no infectadas. Por un lado, las citocinas IL-
6 y TNF-a mostraron una secrecion significativamente mayor en las capas
infectadas, alcanzando su nivel maximo el primer dia post-infeccion. Por otro lado,
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF por sus siglas del inglés vascular
endotelial growth factor) también se encontré en niveles significativamente mas
altos en las capas infectadas, sin embargo, a diferencia de los otros dos factores,
su pico de secrecidn ocurrio en el segundo dia post infeccion. En general, la
secrecion de IL-6, TNF-a y VEGF disminuyd con el tiempo, coincidiendo con la
formacion de agregados celulares (granulomas) a partir del tercer dia post
infeccion. Estos resultados sugieren que la plataforma utilizada, pese a su
miniaturizacidn, permite detectar aumentos en la secrecion de factores solubles

inducidos por la infeccion.

Tras los resultados anteriores expuestos, resulta evidente que la interaccidn entre
la capa para granulomas y la capa endotelial genera cambios en la forma y
organizacion de las células endoteliales y desde la publicaciéon se propone que

estos cambios se deben, al menos en parte, a la secrecion aumentada de factores
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solubles como el VEGF, una molécula clave en la angiogénesis. Sin embargo, los
autores reconocen que pueden existir otros factores no medidos que también
podrian influir en la morfologia observada, lo que refuerza la idea de que el
granuloma no es una estructura aislada, sino que interactua activamente con su

entorno.

El modelo permitié su seguimiento de la formacién de granulomas durante un
maximo de 5 dias, lo que constituye el periodo de estudio mas corto entre los
modelos seleccionados. Sin embargo, una de las principales limitaciones a destacar
radica en que las células endoteliales y las PBMCs utilizadas no proceden del
mismo donante, de manera que no es posible la inclusion de células de la
inmunidad adaptativa (como los linfocitos T), ya que podria desencadenarse una
respuesta alogénica que comprometeria la integridad del modelo. Es por este
motivo que los investigadores se limitaron a utilizar exclusivamente macrofagos, en
consecuencia, los agregados celulares no pudieron adquirir la caracteristica
estructura de granuloma propiamente dicha, puesto que carecian de la capa

externa de linfocitos que lo rodea.

Por otra parte, el modelo present6 otras limitaciones que afectaron al alcance de
los analisis. Aunque el modelo permitio el analisis de factores solubles, debido a la
limitacion en el volumen de sobrenadante disponible, las muestras de varios
pocillos tuvieron que ser agrupadas para poder llevarlo a cabo, lo que impidio
obtener datos especificos de un solo pocillo. En segundo lugar, la formacion de
agregados multicelulares de macréfagos (granulomas) en torno a las micobacterias
en las capas destinadas a la formacion de granulomas se observo a partir del tercer
dia post-infeccién, mientras que el co-cultivo con células endoteliales tuvo que ser
limitado a solo 16 horas debido a la inestabilidad de la red de tubulos endoteliales,
que se descompone a partir de las 18 horas de cultivo. La combinacion de estos
hechos redujo el tiempo de observacion de la interaccion entre las capas para
granulomas y las células endoteliales a un breve periodo de tiempo durante el cual

la formacion de granulomas aun no se habia producido.

Se concluye la descripcion de este modelo con su principal ventaja, que consiste
en su miniaturizacion, ya que reduce el volumen de los cultivos a 4 yL/pocillo, lo

que supone una disminucion de mas de 10 veces en el uso de células y reactivos
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en comparacién con modelos anteriores. Cabe destacar ademas que el modelo
logra incorporar la interaccidn con el sistema vascular. Sin embargo, debido a las
limitaciones temporales impuestas por el disefio del modelo, unicamente es posible
analizar dicha interaccion de los macréfagos infectados de forma individual y no de

los agregados multicelulares que se asemejan mas a granulomas.
4.1.6 MODELO ESFEROIDE 3D POR MUKUNDAN et al., 2021 (1®19

El modelo propuesto en este estudio supone un cambio de enfoque significativo
pues, hasta ahora, el desarrollo de modelos tridimensionales que imitasen los
eventos tempranos de la patogénesis de Mib tenian un bajo rendimiento,
precisaban de matriz extracelular y no se habian utilizado, como en este caso, para
el estudio de la coinfeccion con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Asi
pues, este es el primer modelo de granuloma 3D in vitro que demuestra la viabilidad
de estudiar simultaneamente VIH-TB.

Los investigadores reportan la generacion de un modelo 3D sin matriz, al cual a
partr de este momento se denominara esferoide 3D, utilizando
monocitos/macrofagos humanos derivados de células THP-1 junto con BCG

modificada genéticamente para expresar la proteina fluorescente roja mCherry.

Las células THP-1, son una linea celular humana derivada de la sangre de un
paciente con leucemia monocitica aguda, cultivadas y mantenidas en laboratorio
desde el afio de su descubrimiento en 1980. Estas células se asemejan a monocitos
primarios y pueden ser diferenciadas a macrofagos mediante la estimulacion con
forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), de forma que se utilizan en investigacion
como modelo para estudiar la biologia de monocitos y macréfagos in vitro.

En este modelo las células THP-1 se cultivaron en presencia de BCG mCherry en
una placa con fondo en U tratada para evitar la adherencia de las células,
permitiendo de esta forma que pudieran agregarse y formar esferoides
tridimensionales (Figura 19). Los investigadores observaron que el incremento de
la multiplicidad de infeccion (MOI, del inglés multiplicity of infection) se traducia en

un aumento en el tamano de los esferoides.
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Figura 19: Formacion de esferoides 3D y modelizacién de la infeccion micobacteriana. ('® (A) Esquema de la
formacién de esferoides en pocillos con fondo en U. (B) El area del esferoide aumenta con el incremento de la
multiplicidad de infeccion (MOI).

Los investigadores mejoraron aun mas el modelo al coinfectar los THP-1 tanto con
BCG mCherry como con VIH seudotipado, con un objetivo claro: estudiar las
interacciones entre TB y el VIH para proporcionar informacion sobre el papel de la
inmunodeficiencia en los granulomas. En el estudio se observo que la presencia de
VIH aumentaba la expresion de mCherry lo que indicaba una proliferacion
bacteriana activa en los esferoides THP-1. Asimismo, se comprobd que la infeccion
por VIH provocaba una interrupcion total de la formacion correcta de esferoides,
observando que a medida que aumentaba su concentracion la integridad estructural
de los esferoides se veia comprometida (Figura 20). Esta alteracion es importante
pues puede reflejar el efecto perjudicial del VIH sobre la respuesta inmunitaria y la

formacion de granulomas, esenciales para contener la infeccién tuberculosa.
HIV
100 pL

10 puL 50 pL

Figura 20: Imagenes de células THP-1 coinfectadas con BCG mCherry (rojo) y virus pseudotipado del VIH. ('®

Para determinar la aplicacion de este modelo al estudio de los farmacos

antituberculosos se utilizaron nuevamente las mediciones de intensidad del
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marcador fluorescente en respuesta a isoniazida (INH) y rifampicina (RIF) junto con
Everolimus (EVR), un farmaco inmunosupresor inhibidor de la via mTOR que habia
demostrado en estudios anteriores actividad bactericida en agregados de PBMCs
infectados con Mtb. En este estudio se utilizé con la finalidad de explorar su posible
accion como molécula terapéutica adyuvante dirigida al huésped en el tratamiento
de la TB.

La via mTOR es crucial para el crecimiento, proliferacion y supervivencia celular y
su inhibicién aumenta el fendbmeno de la autofagia. Dado que la autofagia es uno
de los mecanismos clave involucrados en la eliminacién de Mtb por las células del

huésped se analizaron los esferoides con marcadores de autofagia (Figura 21).

Se observd que la combinacion de los tres farmacos conducia a una reduccion
maxima de la intensidad, en comparacién con el uso de uno solo. Asi pues, estos
modelos pueden ayudar a mejorar la comprension de las interacciones VIH-TB y

desarrollar mejores estrategias de tratamiento farmacoldgico.

MOl =) 1 10 50 100

RIF INH DMSO

EVR

Figura 21: Evaluacién de la respuesta a farmacos mediante citometria de imagen. ('® De izquierda a derecha imagenes
correspondientes al aumento de la carga bacteriana. De arriba abajo, se muestran imagenes referentes a las diferentes
condiciones de tratamiento, desde grupo control (sin tratamiento) y los farmacos INH, RIF y EVR. Los esferoides se tifieron
con el colorante de autofagia CYTOID (verde) y Hoechst (azul). Se observa la induccion de la autofagia en los esferoides

infectados con BCG mCherry con el tratamiento farmacoldgico, especialmente en el grupo tratado con EVR

Como limitaciones, no se aborda la importancia del microambiente como factor
contribuyente en la patogénesis; oxigenacion, estructura de tejido o
vascularizacion. Por otro lado, siguen faltando datos de seguimiento a largo plazo
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de estos modelos a consecuencia de la limitada viabilidad celular y, por tanto, no

han conseguido simular la cronificacion de la TB por el momento.

Por ultimo, las células THP-1 no son representativas completamente del sistema
inmune. A diferencia de las PBMCs, que como ya se ha detallado en modelos
anteriores de granuloma in vitro, se obtienen directamente de donantes, aportando
una poblacion celular heterogénea, representativa del sistema inmunoldgico real de
cada sujeto, con la variabilidad inter-individual correspondiente, las THP-1 son una
linea celular monocitica inmortalizada. ?° Las principales diferencias entre estos

dos modelos celulares se recogen en la Tabla 1.

Origen

Descripciéon

Diferenciacion a
macrofagos

Variabilidad

Importancia en
investigacion de
B

Células THP-1

Linea celular derivada de
un paciente con leucemia
monocitica aguda.

Monocitos inmortalizados

Tratamiento con PMA.

Homogénea (es la misma
linea celular)

Modelo reproducible, de
mayor rendimiento.

PBMCs

Células primarias aisladas
de la sangre periférica de
donantes.

Mezcla de monocitos,
linfocitos T y B, células
dendriticas 'y  Natural
Killers.

Estimulos naturales.

Variacion segun el
donante (heterogeneidad
inter-individual).

Representacion fisiologica
del sistema inmune
humano.

Tabla 1: Principales diferencias entre células THP-1 y PBMCs. (Fuente: elaboracién propia)

En el mismo afio, Mukundan y colaboradores publican un segundo articulo en el
que expanden el uso del modelo esferoide 3D, dejando de lado la coinfeccidn con
VIH. (" Para este estudio, ademas de BCG mCherry, se utilizaron varias cepas
virulentas de Mitb: H37Rv,
hiperinmunogénica CDC1551.

la cepa hipervirulenta HN878 y la cepa
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El uso de Mtb H37Rv permiti6 demostrar que los esferoides reproducian
caracteristicas clave de los granulomas tuberculosos en humanos, como la
formacién de un nucleo necrético central donde se localizaban las micobacterias
(Figura 22) y la generacion de un ambiente hipdxico. Para analizar la respuesta
inflamatoria se midieron los niveles de citocinas, mostrando que los esferoides
infectados con la cepa Mtb H37Rv tenian niveles elevados de TNF-a en
comparacién con los controles no infectados. Ademas, se detecté un aumento en
la produccion de VEGF (fundamental en la angiogénesis) y G-CSF (importante para
la proliferacion y diferenciacion de células inmunitarias), dos factores de crecimiento
relacionados con la hipoxia. Estos resultados confirman que el modelo de
esferoides no solo reproduce la hipoxia caracteristica de los granulomas
tuberculosos, sino que también genera una respuesta inflamatoria similar a la

observada en la TB humana.

Figura 22: Imagen de microscopia electrénica representativa del esferoide. ' A mayor aumento (High mag) se observa
marcada con flechas blancas la ubicacién de BCG dentro de un macréfago. Sefialada con flecha roja se destaca un area de

necrosis.

El modelo también fue utilizado para evaluar el impacto de la cepa de Mtb en la
respuesta a los antibidticos INH y RIF. Se observd que los esferoides infectados
con Mtb HN878 o CDC1551 responden de manera distinta a estos farmacos. En
particular, la cepa HN878, caracterizada por su mayor virulencia, mostré una mayor
resistencia a los antibidticos en comparacion con la cepa CDC1551. Estos
resultados indican que el modelo puede ser util para estudiar la efectividad de
tratamientos antituberculosos y la influencia de la variabilidad bacteriana en la
respuesta terapéutica.

Finalmente, los investigadores adaptaron el modelo esferoide para incluir PBMCs
y que fuera mas representativo de la diversidad de tipos celulares presentes en los
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granulomas tuberculosos. Mediante la adicién de fibroblastos pulmonares se logré
la formacion de esferoides mas compactos y con una organizacion celular que
imitaba la fibrosis que se observa en los granulomas humanos (Figura 23). La
presencia de fibroblastos en la periferia de los esferoides sugiere que este tipo de
células puede desempenar un papel clave en la estabilizacion y evolucion de la

estructura granulomatosa.

100 pm 100 ym

Figura 23: Imagen representativa de los esferoides de PBMCs en monocultivo (izquierda) o co-cultivo con
fibroblastos pulmonares (derecha). ('® Tincion con hematoxilina-eosina. Las flechas indican los fibroblastos presentes en

la periferia.

4.2 ORGANOIDES

Los organoides son microtejidos multicelulares tridimensionales disefiados en el
laboratorio con la finalidad de recrear la estructura compleja y la organizacion
funcional de un 6rgano humano, como, por ejemplo, el de un pulmoén (Figura 24).
Consisten en una representacion reducida y simplificada del 6rgano pudiendo llegar

a tener las mismas caracteristicas estructurales y funcionales del mismo. 21-6)

Bronchioles to alveoli

Figura 24: Imagen representativa de los principales tipos celulares presentes en el sistema respiratorio. ©
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Estos microtejidos 3D son desarrollados in vifro a partir de células madre
pluripotentes inducidas (con las siglas en inglés iPSCs) o células madre adultas
(ASC por sus siglas del inglés adult stem cells) capaces de proliferar y diferenciarse
hacia células especializadas similares a las que forman los 6rganos verdaderos in
vivo. Durante este proceso, las células se autoensamblan en estructuras esféricas,

como se muestra en la Figura 25. ?2)

Figura 25: Imagenes representativas de organoides pulmonares. ?"

A diferencia de los esferoides revisados en apartados previos, los organoides estan
conformados por una estructura celular mas compleja, presentan ademas
capacidad de autorrenovacion y precisan de andamiajes extracelulares (matriz
extracelular). Aunque los estudios que utilizan dichos modelos en combinacién con
Mtb son actualmente escasos, han resultado ser de gran importancia para
desentrafiar aun mas las fases tempranas de la TB.

En funcion de las estructuras que van a representar, los organoides pulmonares
pueden dividirse en diferentes categorias: organoides alveolares, bronquiales,
bronquioalveolares, pulmonares y traqueoesferas. Como se muestra en la Figura
26, los organoides bronquiales se asemejan a las vias respiratorias conductoras
mas pequenfas, por lo que las células basales, ciliadas y productoras de moco se
encuentran principalmente en los mismos. En cambio, los organoides alveolares se
asemejan a la estructura de los alvéolos y, por tanto, estan formados principalmente

por neumocitos tipo 1 (AT1) y neumocitos tipo 2 (AT2) (2

43



Alveolar organoid

Alveolar type 2 cell
(EPCAM, pro-SPB, pro-SPC)
%@"ﬂ @ .~ Alveolar type 1 cell

d‘%@ (AQPS, PDPN)
S | cell
\eY <4 Somalce

Bronchiolar organoid

eV
% % Secretory cells

(SCGB1A1, MUCSAC)

Ciliated cells
% @ (acetylated a-Tubulin) % ‘*
PP =
ﬁ «& Basal cells @g

(KRTS, NGFR, ITGA6)

Figura 26: Representaciéon esquematica de los principales tipos celulares en organoides bronquiales y alveolares. 2

Tras la revision de la literatura, a continuacion, se describen los principales y mas
representativos estudios en los que se desarrollaron modelos de organoide para la
investigacion en TB (y sus principales caracteristicas se resumen en el Anexo 2).
Sin embargo, cabe destacar que los modelos que han conseguido aplicarse
especificamente al estudio de esta enfermedad son todavia muy escasos. Esto se
refleja en un menor numero de referencias (si bien todas ellas son de publicacion
muy reciente) en comparacion con los modelos de granuloma, cuyo desarrollo ha

sido mas amplio y consolidado en el tiempo.
4.21 ORGANOIDE PULMONAR POR BRAIAN et al., 2015

En el afio 2014 Parasa y colaboradores 3 publican el primer modelo de tejido
pulmonar descrito para la TB. Completamente innovador, demostré su capacidad
para replicar aspectos fisiologicos de la infeccion por Mtb, incluyendo la migracion
de macrofagos y la formacion temprana de granulomas. Un afio mas tarde, el grupo
de Braian y colaboradores %, refinaron el modelo desarrollado por Parasa
adaptandolo hacia la realizaciéon de estudios funcionales de la interaccidén huésped-
patogeno, con un enfoque en la formacion temprana de granulomas. Su trabajo se
dirigi6 en mejorar la capacidad del modelo anterior para analizar interacciones
funcionales mediante técnicas de analisis tridimensional y cuantificacion de

imagenes.

Como se muestra en el panel A de la Figura 27, para la reconstruccion del modelo
de tejido pulmonar tridimensional in vitro, se parti6 de una linea celular de
fibroblastos pulmonares humanos (MRC-5) embebidos en una matriz compuesta
de colageno tipo I. Sobre dicha capa se afiadié una mezcla de monocitos humanos
aislados de sangre periférica de donantes sanos anénimos, que se marcaron con

tinte rojo (PKH26) para el seguimiento celular, y macréfagos (diferenciados a partir
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de monocitos) que se infectaron con Mtb H37Rv modificada para expresar una
proteina fluorescente verde (GFP). Finalmente, se sembraron células epiteliales

bronquiales especificas de pulmén (linea celular 16HBE140-).

Una vez que las células epiteliales conforman una capa adecuada en el interior del
sistema, se realiza la retirada de una parte del medio de cultivo en la zona apical
para garantizar la exposicion al aire, dejando en la parte inferior una nutricion
optima. El mantenimiento de estas condiciones induce la formacion de un epitelio
estratificado, la secrecion de mucosidad en la capa expuesta al aire y la secrecion
de proteinas componentes de la matriz extracelular. Se monitoriza la infeccién y los
cambios tisulares 7 dias después de la implantacion de los macrofagos infectados.
En la Figura 27 (panel B) se muestran imagenes del estudio representativas del
tejido infectado y no infectado con Mtb. En este modelo la infeccidn experimental
con Mtb virulenta induce la agrupacion de monocitos y macrofagos en el sitio de la

infeccion, emulando la formacion de granulomas tempranos.

B

0

+ KH26*' monocytes

Figura 27: (A) Esquema del modelo de tejido pulmonar. (B) Los monocitos se agrupan alrededor de Mtb virulenta. 2%

Uninfected

M. tuberculosis

Ademas de la cepa de Mtb virulenta H37Rv, se estudiaron cepas mutantes que
habian sido genéticamente modificadas para no secretar el factor de virulencia
ESAT-6 y asi establecer un marco comparativo. Se comprobd que las cepas

mutantes defectuosas en la secrecion de ESAT-6 no generan estas estructuras.
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Este factor de virulencia se ha vinculado a la activacion de la respuesta inmune
innata y adaptativa, promoviendo la atraccion de células inmunitarias al sitio de
infeccidn. Es por ello que las cepas bacterianas deficientes en ESAT-6 son
controladas mejor por los macrofagos y, por tanto, la inflamacion que inducen es
menor. La compresion de este papel ha abierto oportunidades para el desarrollo de
terapias dirigidas, constituyendo la deficiencia en ESAT-6 en una de las bases de
la atenuacion de BCG la actual vacuna contra la TB. (%)

Aunque el modelo presenta algunas limitaciones, como el uso exclusivo de
colageno tipo | y la ausencia de ciertas células inmunitarias (neutrofilos y linfocitos),
ofrece un microambiente tisular relevante para investigar mecanismos de
inmunidad innata y procesos de defensa del huésped, siendo aplicable tanto a

estudios basicos como a investigaciones de diversas enfermedades pulmonares.
4.2.2 ORGANOIDE BRONQUIOLAR POR IAKOBACHVILI et al., 2022

En este estudio se exploré el potencial de los organoides de vias respiratorias
humanas como sistema en el que poder evaluar los primeros pasos de la infeccidn
por micobacterias a partir del estudio de la interaccién de las mismas con las células

epiteliales que conforman el modelo.

El proceso de obtencion de estos organoides fue diferente, puesto que se derivaron
de tejido pulmonar sano obtenido de cinco donantes independientes que estaban
siendo sometidos a una intervencién quirurgica como parte de su tratamiento para
el cancer de pulmoén. Ademas, a diferencia de todos los modelos anteriores en los
que la infeccion se llevaba a cabo simplemente mezclando las células con Mtb, en

este caso se requiere el uso de un micro-inyector (Figura 28).

Human bronchiclar airway organcid Readouts:
T

vEE .
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Figura 28: Imagen esquematica representativa de la infeccién del organoide bronquiolar-.®
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Para generar este organoide bronquiolar, se utilizaron ASC que estaban
presentes en el epitelio de las vias respiratorias, que proliferaron y se diferenciaron
en células del epitelio bronquial: basales, secretoras y ciliadas. Sin embargo, como
caracteristica diferencial de este modelo, al contrario que las iPSCs que se han
utilizado en otros modelos de organoide, las ASC no tienen capacidad para dar
lugar a neumocitos. Si bien los neumocitos son importantes para la replicacion de
Mtb, la regién bronquial es el principal punto de entrada del patégeno. Por lo
tanto, este modelo de organoide se centra en los eventos tempranos de la

infeccion en la via aérea, pero no en el nicho replicativo en el alvéolo.

Fueron estudiadas dos especies de micobacterias diferentes con el objetivo de
observar la respuesta del organoide a la infeccion y la interaccion de la micobacteria
con el epitelio. Por un lado, se utilizaron Mtb H37Rv (que expresaba la proteina
fluorescente roja DsRed para facilitar su visualizacion) y BCG (con el objetivo
principal de poder estudiar la interaccion entre macrofagos y organoides infectados
en el contexto de un modelo de menor riesgo). Por otro lado, se incluyo la
micobacteria no tuberculosa Mycobacterium abscessus (Mabs), que causa
infecciones pulmonares en individuos vulnerables con patologias pulmonares
previas (como, por ejemplo, la fibrosis quistica), si bien no son frecuentes en
individuos sanos, cuya incidencia a nivel mundial se esta viendo incrementada y
que tiene la caracteristica anadida de que es una de las mas resistentes a
antibioticos.

Los resultados obtenidos mostraron que las micobacterias se podian encontrar
facilmente en el lumen de los organoides con cierta internalizacion por las células
epiteliales de las vias respiratorias (Figura 29). Si bien el crecimiento de Mtb estuvo
controlado, Mabs replico muy facilmente. En respuesta a la infeccion por Mtb se
demostré que en los organoides se indujo la expresion de ciertos péptidos
antimimicrobianos y, curiosamente, tanto Mtb como Mabs inhibieron la produccion
de mucinas que funcionan en la eliminacion de patégenos. En cuanto al uso de
BCG, utilizada para modelar la interaccion organoide-macréfago, se observo que
estos ultimos migraban hacia el organoide e interaccionaban con el borde basal
rodeandolo y fagocitando a las micobacterias, sin embargo, no fueron capaces de
atravesar la base para internalizarse en el lumen de los organoides. Esto

demuestra que, al no encontrarse las bacterias expuestas a la accion directa de
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los macrofagos en el lumen, permanecen en un entorno relativamente protegido
donde pueden persistir y proliferar, especialmente en el caso de Mabs, por lo
tanto, resalta la importancia de la necesidad de otros mecanismos de control de

la infeccion.

BSL-2

Lteovornod
3

biopsy

Mycobacteria-infected
airway organoids

Figura 29: Imagen esquematica de organoides de las vias respiratorias humanas infectados con Mtb y Mabs. En la
imagen inferior se muestra la presencia de Mtb (marcada con la proteina fluorescente roja DsRed) dentro de los organoides

bronquiolares cuatro dias después de la inyeccion. @®

Es importante destacar las principales limitaciones de este sistema: en primer lugar,
la disponibilidad del material de partida (tejido pulmonar de donante sano) es muy
limitada ya que requiere de una intervencion quirurgica; por otro lado, la necesidad
de un sistema de microinyeccion para la infeccion hace que en muchos laboratorios
no pueda implementarse. A su vez, al tratarse de una estructura quistica cerrada,
es notable la ausencia de una interfase aire-liquido (ALI por sus siglas en inglés)
de forma que carece de la exposicidon directa a un entorno gaseoso, como ocurre
con el epitelio respiratorio pulmonar en condiciones fisioldgicas. Esta exposicion es
crucial para modelar con precision ciertos aspectos de la fisiologia pulmonar, como
por ejemplo el comportamiento del moco, ya que se produce y se moviliza en
respuesta al contacto con las particulas inhaladas y el aire inspirado. Finalmente,
como se ha comentado previamente, el modelo carece de neumocitos, por lo que

no puede simular al completo la interaccion de las micobacterias con los alveolos.
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4.2.3 ORGANOIDE ALVEOLAR POR KIM et al., 2024 "

Este estudio presenta un modelo de infeccion por Mtb H37Rv utilizando
organoides pulmonares alveolares creados a partir de células madre
pluripotentes humanas diferenciandolas en células epiteliales pulmonares que
incluyeron AT1, AT2 y secretoras de moco, asi como una menor proporcion de
células representativas de las vias respiratorias inferiores: células club, caliciformes
y basales. Como mantenimiento y soporte para el cultivo inicial se utilizé una matriz
extracelular sintética conocida como Matrigel, cuyo componente principal es el
colageno tipo IV. El modelo incorporé macréfagos humanos obtenidos a partir de la
linea celular THP-1, marcados con GFP para su visualizacion, que fueron micro-
inyectados junto con Mtb modificada para expresar una proteina fluorescente roja

(RFP) en el lumen de los organoides (Figura 30).

19s-GFP H37Rv-RFP

—
——

Figura 30: Establecimiento de un modelo organoide con infeccion por Mtb H37Rv. Panel A: esquema representativo

de la infeccién en el modelo. Panel B: Imagenes de fluorescencia del organoide. ?”

Este sistema, con estructura 3D, permitié observar la interaccién de Mtb con los
macrofagos. El modelo facilitd el cultivo a largo plazo manteniendo la estructura
y la infeccion durante multiples pasajes (en total 4), un procedimiento clave para
el mantenimiento y la expansion del modelo. Este proceso implica dividir y cultivar
nuevamente los organoides para asegurar su viabilidad a largo plazo, siendo
necesarios puesto que, con el tiempo, pueden crecer demasiado o perder su
estructura y funcionalidad. Durante los pasajes, los organoides se extraen de la
matriz de Matrigel en la que se cultivan, se fragmentan mecanicamente en grupos

de células mas pequefios y luego se reinyectan en nuevo Matrigel fresco
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mezclado con medio de cultivo. Este procedimiento no solo mantiene la
estructura tridimensional de los organoides, sino que también permite la
multiplicacion celular y la obtencion de un mayor numero de organoides
infectados, lo que es esencial para la realizacion de multiples experimentos.
Ademas, prolongan la vida del modelo, permitiendo la evaluacion de tratamientos
y la dinamica de la enfermedad durante periodos extensos, como se demostré en
este estudio donde se logr6 mantener durante 4 semanas realizando pasajes
cada 7 dias (Figura 31).
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Figura 31: Representacion de un modelo de infecciéon por Mtb H37Rv de larga duracién (31 dias) utilizando
organoides. ?”) (A) Esquema del desarrollo temporal experimental, realizando pasajes cada 7 dias. (B) Imagenes
microscopicas de los organoides infectados. (C) determinacion de la carga bacteriana de Mtb H37Rv tras cada

pase mediante el analisis de unidades formadoras de colonias (CFU).

A su vez se utilizé para evaluar la eficacia de los farmacos antituberculosos RIF
y bedaquilina, asi como terapias dirigidas al huésped mediante el silenciamiento
de genes MFN2 y HERPUD1. Los resultados que se obtuvieron mostraron que
tanto RIF como bedaquilina redujeron significativamente la supervivencia
intracelular de Mtb. Ademas, ambos farmacos redujeron la produccién de
citocinas inflamatorias como IL-6, IL-10 y TNF-qa, lo que indica una disminucion
de la respuesta inflamatoria. En cuanto a las terapias dirigidas al huésped, el
silenciamiento de los genes MFN2 y HERPUD1 también redujo la supervivencia
intracelular de Mtb y la respuesta inflamatoria. La combinacién de los tres mostro
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un efecto sinérgico, disminuyendo aun mas la carga bacteriana. En conclusién,
se observo que las terapias dirigidas al huésped en combinacidén con farmacos
anti-TB, podrian ser una estrategia prometedora para mejorar el tratamiento de
la TB, y que este modelo es valioso para evaluar nuevas estrategias terapéuticas
contra la TB.

Como limitaciones, este modelo aun carece de una representacion completa de
células inmunitarias como células dendriticas o células B y T, cruciales para
representar con mas precision la patologia tuberculosa. Ademas, las células que se
utilizan son una linea de origen tumoral que no se diferencia mediante un estimulo
fisiolégico sino mediante un compuesto quimico. Por otra parte, este sistema
requiere la microinyeccion de los macrofagos directamente dentro del lumen del
organoide, lo que no consigue representar completamente el reclutamiento y

agregacion natural que ocurre in vivo.

A pesar de estas limitaciones, el modelo ofrece varias ventajas como el
mantenimiento de la estructura 3D durante el cultivo a largo plazo y la capacidad
de evaluar la eficacia de farmacos anti-TB y terapias dirigidas al huésped y muestra
un gran potencial para estudiar la latencia y reactivacion de TB debido a esa
capacidad de mantener la infeccidn y viabilidad durante un tiempo prolongado.
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5. DISCUSION

La TB sigue siendo la principal causa de muerte por enfermedad infecciosa a nivel
mundial. La patogénesis de esta enfermedad se caracteriza por la formacion en los
pulmones de granulomas, estructuras celulares organizadas que contienen
macrofagos infectados, CGMs, linfocitos y otras células inmunitarias. Aunque
tradicionalmente los granulomas se consideran como un mecanismo de defensa
del huésped para contener la infeccion, también suponen un nicho protector para
la persistencia bacteriana y la diseminacion posterior. Por lo tanto, comprender la
dinamica compleja de la formacion, el mantenimiento y la resolucion del granuloma

es crucial para desarrollar estrategias eficaces contra la TB. (2829

En los ultimos afos el desarrollo de nuevos modelos experimentales in vitro ha
transformado la investigacibn biomédica, proporcionando herramientas
innovadoras, mas precisas y éticamente mas responsables. En el ambito de la
investigacion en TB, los nuevos modelos celulares como los Granulomas in vitro
humanos o los Organoides, entre otros, han surgido como herramientas
prometedoras que permiten simular con mayor precision y fidelidad las
interacciones celulares y la inmunopatologia de la enfermedad, en un entorno
controlado y reproducible. Estos dos modelos no solo estan permitiendo a los
investigadores superar algunas de las limitaciones asociadas a la experimentacion
animal como, por ejemplo, la incapacidad de replicar aspectos concretos de la
biologia humana, sino que estan contribuyendo a la identificacion de nuevas
estrategias terapéuticas mas efectivas para el tratamiento de la TB. Todo ello sin

pasar por alto el avance que suponen hacia una ciencia mas ética y sostenible.

Si bien estos modelos in vitro han experimentado un gran avance en los ultimos
afnos, es importante destacar que, hasta el momento, ningun modelo unico ha
conseguido recapitular por completo la complejidad de la TB humana. Todos
los modelos revisados se centran en las primeras etapas de la formacién del
granuloma y la respuesta inmunitaria frente a Mtb, con duraciones variables de los
experimentos entre los 7 y los 31 dias. Por tanto, modelizar las etapas posteriores
de la enfermedad sigue siendo un desafio.

A su vez, muchos de los modelos in vitro no consiguen reproducir completamente

la complejidad del microambiente que Mtb encuentra en el pulmén y no tienen en
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cuenta la dinamica del sistema inmunitario ni la heterogeneidad de las poblaciones
celulares. En este sentido, la ultima y novedosa incorporacion al estudio de la TB
son los modelos de "pulmén en un chip” (del inglés lung-on-a-chip) que ofrecen
un gran potencial que podria llegar a suplir algunas de las carencias encontradas
en los modelos actuales. 3% Estos dispositivos microfluidicos permiten un control
preciso del microambiente celular, asi como el co-cultivo de diferentes tipos de
células pulmonares e inmunitarias. Ademas, una gran ventaja que aportan es que
pueden disefiarse para imitar las fuerzas mecanicas o movimientos que se
producen en los pulmones durante la respiracion, proporcionando un entorno
fisiolégicamente similar para el estudio de la TB. Asimismo, pueden recrear la ALlI,
lo que permite el estudio de la exposicion apical de las células epiteliales a los
patégenos y la dinamica del moco, o también permiten incorporar vascularizacion
en 3D gracias a la ingenieria de redes vasculares, lo que facilita el reclutamiento
continuo de células inmunitarias transmitidas por la sangre y reconstituye mas
fielmente el entorno dinamico de los granulomas reales. Aunque esta tecnologia

aun esta en desarrollo, ya se han realizado co-cultivos con Mtb. @1

Por otro lado, la investigacion con Mtb es todo un desafio puesto que requiere
estrictas medidas de bioseguridad debido a su naturaleza infecciosa. Esto
puede limitar la capacidad de realizar experimentos de alto rendimiento y manipular
el microambiente del granuloma. Por ejemplo, los laboratorios de nivel de
bioseguridad 3 (BSL-3 por sus siglas en inglés) son necesarios para trabajar con
cepas virulentas de Mtb lo que requiere una infraestructura y una capacitacion
especializadas. Es por ello por lo que en algunos de los modelos analizados se ha
optado por el uso de cepas no virulentas. Sin embargo, es necesario tener en
cuenta que la respuesta inmunoldgica inducida por estas ultimas puede diferir

significativamente de la provocada por las cepas virulentas de Mtb.

Uno de los resultados sorprendentes en la revision fue la llamativa escasez de
modelos que utilizan aislados clinicos de Mtb, puesto que en su mayoria utilizan
la cepa de laboratorio H37Rv. Estos aislados clinicos exhiben una diversidad
genética y fenotipica significativa, lo cual puede influir en la respuesta del huésped,
la virulencia, la capacidad de entrar en latencia y la respuesta a los farmacos. Por
tanto, la incorporacién de aislados clinicos en los modelos in vitro, como ya se han

utilizado en el estudio de Arbués et al., 2024 ("5, podria ofrecer una nueva
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perspectiva en futuras investigaciones, para comprender mejor la heterogeneidad

de la TB humana.

En definitiva, los modelos celulares in vitro se han consolidado como herramientas
esenciales para desentrafiar la compleja interaccion entre Mitb, las células
inmunitarias y el microambiente pulmonar. Con vistas al futuro, seria interesante
que los estudios se dirigieran hacia el desarrollo de modelos mas complejos vy
fisioldgicamente relevantes, capaces de modelizar la patogénesis de la enfermedad
en todas sus fases y no solo las etapas tempranas, con el objetivo de comprenderla
mejor, identificar nuevos objetivos terapéuticos y desarrollar estrategias

diagndsticas y terapéuticas mas eficaces. (32:3%)
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6. CONCLUSIONES

A lo largo de esta revision bibliografica se han descrito diversos modelos celulares
que han resultado relevantes para el estudio de la TB en los ultimos diez afos.
Aquellos mas desarrollados hasta el momento han sido los granulomas in vitro, que
han proporcionado valiosos conocimientos sobre los mecanismos moleculares y
celulares implicados en la infeccidn tuberculosa y han contribuido a evaluar la
efectividad de diversos tratamientos. Por su parte, los organoides, aunque con un
desarrollo mucho mas reciente y un numero muy reducido de estudios aplicados a
la TB, ofrecen un gran potencial para comprender y modelizar mas fielmente las

etapas de la infeccion.

La revision de la literatura ha permitido responder a la pregunta que motivaba este
trabajo, confirmando que es posible modelizar aspectos de la TB en el ser humano
mediante estos sistemas in vitro. Dichos modelos, ya sean basados en PBMCs,
esferoides 3D u organoides, han logrado reproducir con éxito fendmenos clave
como la interaccion inicial entre Mtb y las células del huésped, la activacion del
sistema inmune que da lugar a la formacion de estructuras granulomatosas, o los
fendbmenos de dormancia y resucitacion micobacterianas. para comprender los

mecanismos de respuesta inicial frente a la infeccién.

Sin embargo, es importante resaltar que, aunque estos sistemas suponen una
herramienta valiosa que ha permitido profundizar en los eventos que ocurren en las
fases iniciales de la patogénesis, hasta la fecha, presentan limitaciones para recrear

la complejidad total de la enfermedad en toda su evolucion.

El reto principal se encuentra en definir cuales son las caracteristicas
imprescindibles con las que debe contar un modelo celular in vitro para representar
de forma mas fiel los eventos in vivo. A modo de aportacion personal, y de cara al
desarrollo de futuros modelos celulares capaces de suplir las carencias
identificadas en esta revision, encuentro esencial la incorporacién de los siguientes
elementos: una matriz extracelular, fundamental para simular las condiciones
fisiolégicas del entorno pulmonar; diversos tipos de células de la inmunidad
innata y adaptativa, preferiblemente primarias para representar la variabilidad
inter-individual; células epiteliales, como los neumocitos, para simular la

interaccion de Mtb con el epitelio pulmonar; vascularizacidén, para facilitar el
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reclutamiento continuo de las células del sistema inmune y representar mas
fielmente el entorno pulmonar; cepas clinicas representativas de la diversidad
de Mtb, como ya se ha descrito previamente; y una interfase aire-liquido, para
simular la exposicion real al aire del epitelio respiratorio. Finalmente, es prioritario
el desarrollo de modelos que puedan prolongarse durante periodos de tiempo mas

largos.

Como una posible linea de investigacion orientada a ser capaz de suplir las
carencias de los modelos actuales, se propone el novedoso modelo de lung on-a-
chip, con capacidad para recrear de una forma mas representativa el
microambiente pulmonar, integrando tipos celulares de los que carecen los
anteriores modelos e incluso imitando las fuerzas mecanicas del tejido y su
vascularizacion, ofreciendo una alternativa para el estudio de la TB en condiciones

que simulen mejor el entorno fisiolégico in vivo.

En conclusion, el desarrollo de un modelo celular capaz de abarcar todas las fases
de la enfermedad continua siendo un desafio que abre la puerta a futuras
investigaciones orientadas a perfeccionar dichos modelos. El objetivo es obtener
herramientas experimentales que reflejen de la manera mas completa posible la
complejidad de la TB en el ser humano y, en consecuencia, posibiliten el disefio de
intervenciones terapéuticas y diagnosticas mas efectivas. Solo se lograra el control
de la TB si se alcanza a comprender plenamente su patogénesis y para ello, los

modelos celulares avanzados desempefian un papel fundamental.
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ANEXO 1: MODELOS DE GRANULOMA IN VITRO

OTRAS
AUTORES TIPOS CELULARES CEPA CARACTERISTICAS DEL APORTACIONES SEGUIMIENTO
MODELO
Guirado et al., Peripheral blood mononuclear Mtb H37Rv Suero humano autélogo Diferencias en la respuesta 12 dias
2015 cells (PBMCs: monocitos, células (GFP) inmunitaria en sanos e individuos con
natural killer y linfocitos Ty B) y TB asintomatica

derivados
Tezera et al., PBMCs y derivados Mtb H37Rv 3D en matriz de colageno- Incorporacién de matriz extracelular 21-24 dias
2017 alginato (encapsulacion en

microesferas-bioelectrospray)
Mezouar et al., PBMCs y derivados (incluidas Sin Mtb viable Perlas de Sefarosa Efecto de los anti-TNF-a en el 9 dias
2019 células gigantes multinucleadas) granuloma
Arbués et al., PBMCs y derivados Mtb H37Rv 3D en matriz de colageno y Caracteristicas de latencia 8 dias
2020 . fibronectina micobacteriana y reactivacion bajo
Aislados inmunomodulacion
clinicos de Mtb

Berry et al., 2020 Macrofagos derivados de BCG Plataforma microfluidica Miniaturizacién 5 dias

monocitos (Stacks) Estudio de los procesos de

+ Células endoteliales cordon vascularizacion

umbilical

Mukundan et al., Monocitos/macréfagos humanos BCG (mCherry) Modelo esferoide 3D sin Mayor rendimiento 14 dias

2021

THP-1 (linea celular)

Mitb H37RYv,
HN878 y
CDC1551

matriz extracelular

Estudio de la interaccion VIH-Mtb
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ANEXO 2: MODELOS DE ORGANOIDE IN VITRO

Macréfagos humanos THP-1

OTRAS
AUTORES TIPOS CELULARES CEPA CARACTERISTICAS DEL APORTACIONES SEGUIMIENTO
MODELO
Braian et al., 2015 Fibroblastos pulmonares humanos Mtb H37Rv Matriz de colageno tipo 1 Inclusién de fibroblastos y células 7 dias
Células epiteliales bronquiales (GFP) epiteliales e incorporacion de
Monoc;zg;r;isréfa , Mib deficiente interfase aire-liquido
: en ESAT-6

Lakobachvili et al., Células epiteliales pulmonares Mtb H37Rv Estructura quistica Diferencias entre Mtb y Mabs. 21 dias
2022 derivadas de ASC (DsRed) Interaccion macréfago-organoide

Macrofagps derivados de BCG

monocitos humanos
Mabs
Kim et al., 2024 Células epiteliales pulmonares Mtb H37Rv Matrigel Tratamiento con bedaquilina y 4 semanas
derivadas de PSC (RFP) terapias dirigidas contra el huésped
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