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ABREVIATURAS 

2D: Bidimensional 

3D: Tridimensional 

ALI: Interfase aire-líquido (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: Proteína fluorescente verde (Green fluorescent protein) 

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

(Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) 

IFN-γ: Interferón gamma 

IGRA: Ensayo de liberación de interferón (Interferón gamma release assay) 

IL: Interleucina 

INH: Isoniazida 

iPSCs: Células madre pluripotentes inducidas (Inducible pluripotent stem cells) 

LTBI: Infección tuberculosa latente (Latent tuberculosis infection) 

Mabs: Mycobacterium abscessus 

MDMs: Macrófagos derivados de monocitos (Monocyte-derived macrophages) 
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Mtb: Mycobacterium tuberculosis 

MOI: Multiplicidad de infección (Multiplicity of infection) 

OMS: Organización mundial de la salud  

PBMCs: Células mononucleadas de sangre periférica (Peripheral blood 

mononuclear cells) 

PGE2: Prostaglandina E2 

PMA: Forbol-12-miristato-13-acetato 

RFP: Proteína fluorescente roja (Red fluorescent protein) 

RIF: Rifampicina 

TB: Tuberculosis 

TNF-α: 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 
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RESUMEN 

La tuberculosis continúa siendo la principal causa de muerte por un agente 

infeccioso en el mundo. Su elevada complejidad inmunopatológica y las 

limitaciones de los modelos animales para reproducir fielmente la infección humana 

han impulsado el desarrollo de nuevos modelos celulares in vitro. Esta revisión 

bibliográfica analiza los avances más recientes en los dos tipos más empleados: 

los modelos de granuloma y los organoides pulmonares. Los modelos de 

granuloma in vitro permiten estudiar en un entorno controlado la formación y 

evolución de los granulomas, estructuras multicelulares características de la 

enfermedad, siendo capaces de simular estados como la latencia bacteriana o la 

reactivación inducida por inmunosupresión. Los organoides, por su parte, son 

microtejidos tridimensionales que imitan las características estructurales y 

funcionales del epitelio respiratorio.  

Los resultados obtenidos muestran un interés científico creciente por estos 

modelos, especialmente por los organoides, recientemente desarrollados, mientras 

que los modelos de granuloma cuentan con una trayectoria más consolidada. 

Ambos han demostrado ser útiles para reproducir las etapas iniciales de la 

infección, permitiendo caracterizar la respuesta inmune o evaluar la eficacia de 

terapias. Sin embargo, todavía presentan ciertas limitaciones y hasta el momento 

no existe un único modelo que reúna todos los componentes necesarios para 

replicar de forma exacta la complejidad de la infección tuberculosa en el pulmón 

humano. En este contexto, es de suma importancia integrar estos modelos con 

tecnologías 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 clínicos de Mycobacterium tuberculosis podría ofrecer 

una nueva perspectiva en investigaciones futuras. 

En conclusión, aunque los modelos celulares actuales permiten reproducir aspectos 

clave de la tuberculosis, todavía no existe un sistema que abarque todas las fases 

de la enfermedad. El desarrollo de modelos más complejos, integrales y que 

puedan prolongarse durante más tiempo será esencial para avanzar hacia nuevas 

estrategias terapéuticas y diagnósticas más eficaces. 
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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. 
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1. INTRODUCCIÓN  

1.1 CONTEXTO EPIDEMIOLÓGICO E IMPORTANCIA 

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa que se transmite por el aire 

causada por organismos del complejo Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Según el 

último informe global de la OMS publicado en 2024, la situación mundial de la TB 

registró un aumento significativo en el número de casos notificados en todo el 

mundo en el año 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 diagnósticos de 2022 y 2023 se encuentren una cantidad 

considerable de individuos que desarrollaron TB en años previos cuyo diagnóstico 

se retrasó debido a la pandemia por COVID-19, la recuperación actual en las cifras 

pone de manifiesto la necesidad de seguir esforzándose en la prevención, el 

diagnóstico 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. (1) 

En definitiva, la investigación continua sobre la TB es esencial para abordar sus 

altas tasas de mortalidad actuales, desarrollar nuevas vacunas y tratamientos y 

mejorar los métodos de diagnóstico para lograr combatir la enfermedad de la 

manera más eficaz. 

1.2 HISTORIA NATURAL DE LA ENFERMEDAD (2) 

La infección por Mtb implica una compleja interacción entra la micobacteria y el 

sistema inmune del huésped. Pese a que se trata de un patógeno pulmonar, Mtb 

es capaz de producir enfermedad en muchas otras partes del cuerpo. A su vez, se 

presenta dentro de un espectro dinámico (Figura 1) que va desde una infección 

asintomática (clásicamente denominada infección tuberculosa latente), en la cual 

las micobacterias se aíslan dentro de granulomas confiriendo al individuo un estado 

asintomático y no contagioso, hasta la enfermedad pulmonar activa y sí 

transmisible, donde el paciente puede presentar la clínica característica (tos, 

sudoración nocturna, fiebre, hemoptisis, astenia, pérdida de peso…).  
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En la historia natural de la TB se distinguen principalmente tres posibles situaciones 

condicionadas por las diferentes formas de relación entre el agente patógeno y el 

sistema inmune del huésped, que se describirán brevemente a continuación. 

 

 

Figura 1: El espectro de la tuberculosis: Desde la erradicación de la infección hasta la enfermedad activa pulmonar. (2) 

 

1.2.1 Exposición a la micobacteria tuberculosa.  

Mtb entra en el organismo a través de la vía respiratoria tras la inhalación de gotas 

en aerosol. Una vez inhaladas, estas partículas son capaces de escapar del 

aclaramiento mucociliar gracias a su pequeño tamaño llegando a alcanzar el 

alvéolo donde Mtb interaccionará con el macrófago alveolar que constituye la 

primera línea de defensa (inmunidad innata). En muchas ocasiones, esta 

primera línea defensiva resulta suficiente para evitar la infección, de forma que los 

macrófagos alveolares fagocitan al bacilo y lo eliminan en el interior de sus 

fagolisosomas sin que llegue a intervenir la inmunidad adaptativa. En esta 

situación, que se trata de un fenómeno bastante habitual, solo se ha producido 

una exposición a la bacteria y las pruebas diagnósticas de la tuberculina (TST, del 

inglés Tuberculin Skin Test) y del interferón gamma (IGRA, del inglés Interferon 

Gamma Release Assay) son negativas. 

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

la inmunidad adaptativa, en la que intervienen las células dendríticas infectadas 

Mycobacterium africanum; a minority of cases are due to 
zoonotic members of the M. tu berculosis complex, such as 
Mycobacterium bovis or Mycobacterium caprae32. M. tuber-
culosis has no known environmental reservoir; humans 
are its only known reservoir33. Thus, M. tuberculosis is 
both a pathogen and a symbiont, which has implications 
for our understanding of host–pathogen interactions.

Host–pathogen interactions. Genomic studies have 
shown substantial genetic variability among isolates from 
around the world (several thousand single- nucleotide 
polymorphisms across a genome of 4.4 million base 
pairs), which reflects either accumulated genetic drift 
associated with patterns of human migration or vari-
able pathogenicity of different lineages34. It has been 
proposed that hypervirulent strains exist, based on 
epidemiological studies. If true, genomic study of such 
strains could uncover lineage-specific viru lence factors35 
that can ultimately be used to prioritize patient care and 
infection control decisions. Although several attributes 
of M. tuberculosis, including increased transmissibility in 

humans, drug resistance and mortality in an experimen-
tal model34, have been linked with specific strains, find-
ings were inconsistent between studies, challenging their 
immediate translation into clinical care. Furthermore, 
the interactions between host and M. tuberculosis are 
complex. Thus, studying M. tu berculosis virulence fac-
tors in the absence of host determinants of susceptibil-
ity can obscure synergistic interactions. For instance, 
a specific host–pathogen interaction might explain 
why strains of the East-Asian lineage are highly infec-
tive and pathogenic in Asian populations36 but have a 
normal clinical and epidemiological presentation when 
imported into Canada37 or Switzerland38. Conversely, 
strains that are otherwise unremarkable, according to 
genomic and laboratory characterization, can be associ-
ated with outbreaks given the appropriate social and 
epidemiological setting39.

Virulence. Given that the risk of progression from LTBI 
to active TB disease is many orders of magnitude higher 
than the risk of developing disease from the live vaccine 
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because of anergy that is induced by the disease itself or immune 
suppression caused by comorbid conditions, such as HIV infection or 
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que migran a los ganglios linfáticos donde presentan antígenos del bacilo a los 

linfocitos T, activando una respuesta mediada principalmente por células T CD4+ 

y CD8+. Los linfocitos T CD4+ desempeñan un papel crucial en la producción de 

citocinas como el interferón gamma (IFN-γ), que potencia la capacidad de los 

macrófagos para destruir al bacilo dentro de las fagolisosomas. Por su parte, los 

linfocitos T CD8+ pueden inducir la apoptosis de macrófagos infectados y liberar 

granzimas y perforinas que contribuyen a la eliminación de Mtb.  

A medida que esta inmunidad se activa, se forman granulomas, estructuras 

organizadas compuestas por macrófagos, células epitelioides, células gigantes 

multinucleadas y linfocitos, con la finalidad de contener la infección y por tanto 

evitar la diseminación del bacilo (Figura 2). Para lograr la eliminación completa 

de Mtb (lo que se denomina inmunidad esterilizante), se requiere una coordinación 

y eficacia inmunitaria muy alta, en la que los macrófagos no solo contengan, sino 

que además destruyan todos los bacilos dentro del granuloma.  

Figura 2: Formación del granuloma e infección latente. (2) 

 

1.2.2 Infección tuberculosa latente 

La TB latente (o LTBI por sus siglas en inglés) es la circunstancia en la que la 

acción coordinada de los macrófagos 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 situación se produce una infección que es 

asintomática ya que Mtb está presente en situación de dormancia en el 

organismo. Puesto que las micobacterias no replican y no se liberan al exterior, 

esta fase de la infección no es transmisible. 
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Sin embargo, cabe destacar que, tradicionalmente, se ha denominado LTBI a la 

presencia de una respuesta adaptativa específica frente a Mtb (resultado positivo 

en la prueba del IGRA), independientemente de la presencia de micobacterias 

viables (verdadera infección latente) o no (inmunidad esterilizante). 

1.2.3 Enfermedad tuberculosa subclínica y activa. 

Lo más habitual es que la infección permanezca en estado latente durante toda 

la vida o que llegue a eliminarse. Sin embargo, hay un pequeño porcentaje de 

individuos en los que intervienen factores inmunosupresores y la infección se 

reactiva: las micobacterias replican, dando lugar a la rotura del granuloma y a su 

liberación a las vías respiratorias (Figura 3).  

Al principio esta replicación es lo suficientemente baja para que no haya grandes 

manifestaciones clínicas, es lo que se conoce como enfermedad tuberculosa 
subclínica (fase transitoria). Sin tratamiento, la enfermedad subclínica se 

convertirá rápidamente en enfermedad tuberculosa activa con su espectro 

clínico característico y la posibilidad de transmisión de la infección. 

 
Figura 3: Tuberculosis activa: La replicación bacteriana supera la contención en el granuloma. (2) 
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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 precisión los procesos que ocurren en el organismo humano sigue siendo un 

gran desafío. La complejidad de la interacción entre el patógeno 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 características con 

fidelidad. Durante años, los modelos animales han sido fundamentales para 

entender la patogénesis y poder evaluar y diseñar nuevos tratamientos, pero 

presentan limitaciones debido a las diferencias fisiológicas y genéticas con el ser 

humano, a lo que se añade el inconveniente de que muy pocos modelos han 

permitido reproducir algunas de las fases de la enfermedad, como, por ejemplo, la 

infección latente. 

En este contexto, los nuevos modelos celulares surgen como una herramienta 

prometedora. La implementación de sistemas in vitro permite recrear 

microambientes más cercanos a los tejidos afectados por la TB. Estos modelos no 

solo facilitan la investigación de los mecanismos moleculares y celulares de la 

infección, sino que también podrían servir para ensayar nuevas estrategias 

terapéuticas y diagnósticas.  

Sin embargo, para lograr una verdadera mimetización de la enfermedad humana 

en la experimentación in vitro, es fundamental seleccionar los tipos celulares 
adecuados que imiten el microambiente al que Mtb se enfrenta en el tejido 

pulmonar. Por otro lado, no todas las cepas de Mtb resultan válidas para estos 

modelos. Diferentes cepas pueden presentar variabilidad en virulencia y en la 

respuesta inmune inducida, lo que puede influir en la replicación de los procesos 

patológicos observados en humanos. Por lo tanto, el uso de cepas clínicas 

representativas y la caracterización fenotípica de las bacterias son aspectos 

cruciales para aumentar la fiabilidad de estos modelos celulares. 

Por todo ello, la pregunta central que motiva esta revisión bibliográfica 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 más 

efectivas contra la TB basándose en la literatura existente más reciente. 
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2. OBJETIVOS  

Objetivo general:  

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

Objetivos específicos: 

1. Revisar los diferentes tipos de modelos celulares más actuales utilizados en 

la investigación de la TB humana. 

2. Comparar la capacidad de los nuevos modelos celulares para reproducir las 

etapas tempranas de la infección tuberculosa en humanos. 

3. Describir las principales innovaciones, ventajas y limitaciones identificadas 

en la literatura científica sobre el uso de los nuevos modelos celulares para 

el estudio de la TB. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS  

La presente revisión bibliográfica narrativa sistematizada comienza con un análisis 

de la literatura científica disponible en la base de datos PubMed, donde se 

realizaron dos búsquedas especificas dirigidas hacia la recopilación de la 

información más reciente sobre los modelos celulares “Granuloma in vitro” y 

“Organoide pulmonar”.  

Para tal propósito, en las respectivas estrategias de búsqueda 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 sí con los operadores 

booleanos “AND” y “OR” (Figura 4). El operador “NOT” no fue utilizado. 

Para garantizar que esta revisión bibliográfica recoge el conocimiento más 

actualizado en este campo, se han seleccionado únicamente los artículos 

publicados en los últimos 10 años (rango temporal desde enero de 2014 hasta 

diciembre de 2024). 

Como criterios de exclusión que dejaron atrás 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 más de un tipo celular. 

C. Publicaciones en idiomas diferentes a inglés o español. 

Entre los artículos restantes, se seleccionaron aquellos correspondientes a 

modelos de granuloma in vitro y organoides más utilizados en el estudio de la TB y 

que permiten obtener una visión global de las ventajas e inconvenientes de los 

mismos. 

Para complementar la búsqueda se consultó en páginas web para identificar 

información más detallada sobre el desarrollo y características principales de los 

modelos celulares seleccionados. A su vez, se revisaron revistas científicas 

disponibles en SciELO y Elsevier y se obtuvo información del Repositorio 

institucional en salud (REPISALUD) del Instituto de Salud Carlos III (ISCIII), así 

como del Global tuberculosis report 2024 de la OMS. 
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Figura 4: Diagrama de flujo de la estrategia de búsqueda y selección de modelos empleada. (Fuente: Elaboración 

propia) 
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Por último, para el desarrollo de esta revisión bibliográfica, se amplió la búsqueda 

para referenciar algunos modelos anteriores que sirvieron de punto de partida para 

los modelos descritos en este trabajo, así como alguna de sus posteriores 

adaptaciones.  
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4. RESULTADOS 

Tras la consulta de bibliografía 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 gráficos de 

barras comparativos representados en la Figura 5, es evidente una clara tendencia 

ascendente en el número 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 últimos 10 años. Este incremento 

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

revisión es no solo de actualidad, sino que está ganando un interés creciente dentro 

de la comunidad científica.  

 

 

 

 

 
 

 

 

 

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

resultados obtenidos, y (B) el número de artículos en cada uno de los años del período seleccionado. (Fuente: Elaboración 

propia) 
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En la Figura 5 se observa asimismo que el número 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 últimos, apenas se encontraban resultados en los años 

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 

número de publicaciones, lo que refleja un creciente interés en su desarrollo y 

aplicación en el estudio de la enfermedad por Mtb. 

4. 1. MODELOS DE GRANULOMA IN VITRO HUMANO 

Antes de comenzar con la presentación de este tipo de modelo celular, es preciso 

contextualizar brevemente el concepto de granuloma, tan relevante en la 

enfermedad infecciosa causada por Mtb. 

Tras la infección por Mtb, es posible que el bacilo consiga evitar su destrucción, 

permitiéndole su multiplicación en el interior del macrófago. Los macrófagos 

alveolares se activan y comienzan a liberar citoquinas proinflamatorias que atraen 

neutrófilos, linfocitos y más macrófagos, generando una respuesta inflamatoria que 

conduce a la formación de un granuloma. Los granulomas son estructuras 

complejas compuestas por diferentes tipos celulares que se agregan de un modo 

organizado. (3) En su parte más interna se encuentra una zona de necrosis central 

circunscrita por macrófagos, células epitelioides, neutrófilos, células dendríticas y 

células gigantes multinucleadas (CGMs). Dicho núcleo 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 infección del resto del organismo. Sin embargo, desde una 

perspectiva bacteriana, supone la disponibilidad de una colección de células 

fagocíticas 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 

investigación. 
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Figura 6: Estructura clásica de un granuloma. (4) 

 

La respuesta inmune del huésped es capaz de ajustarse y responder al estado 

fisiológico de la bacteria causando una modulación de la expresión genética en el 

sitio de la infección. Sin embargo, la erradicación 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 diseminación local y sistémica escapando del mismo. Por tanto, ser 

capaces de descifrar los diversos mecanismos subyacentes implicados en la 

iniciación y mantenimiento de los granulomas darán las claves para conocer las 

estrategias implicadas en el control de la infección y en otros casos, la persistencia 

del patógeno, lo que permitirá 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. (5) 
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Table 2. Cont.

Model Advantages Limits

Co-culture
models

1. integrate immune components (e.g.,
dendritic cells, macrophages, T cells) with
epithelial cells for a comprehensive study of
host–pathogen interactions.

2. allow the analysis of innate and adaptive
immune responses, including cytokine
release and immune cell recruitment.

1. require careful HLA matching between
immune and epithelial cells for advanced
co-culture studies.

2. complexity increases with the addition of
multiple cell types, making
reproducibility and scalability
challenging.

Precision
Lung Slices

1. maintain lung microarchitecture and
function, enabling mechanistic studies in an
ex vivo setup.

2. provide a controlled platform for studying
lung physiology and pathology, including
infection dynamics.

1. limited viability (7–10 days) with gradual
loss of tissue architecture over time.

2. small sample size and variability between
donors can limit the reproducibility and
generalizability of results.

7. In Vitro Granuloma Models of Tuberculosis

Despite extensive research, many fundamental aspects of TB pathogenesis remain
elusive. The intricate interplay between the host and the pathogen, particularly within
multicellular tissue granulomas, is a crucial challenge.

Granulomas are complex structures composed of various cell types. At the core, they
are predominantly mature macrophages surrounded by T cells, B cells, and fibroblasts.
They are formed in response to persistent stimuli (Figure 5).
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Figure 5. Schematic representation of the main cellular component of a granuloma. Created in Bio-
Render. https://BioRender.com/m59m113 (accessed on 18 December 2024). 

While granulomas have been observed for centuries, the mechanisms governing their 
dynamics, behavior, and maintenance are now being elucidated [57]. 

Contrary to traditional views, in which granulomas have always been represented as 
ways of limiting infection, recent findings from the zebrafish model suggest that in Mtb 
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For this reason, understanding the molecular basis of macrophage reprogramming 
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mental factors like nicotine on Mtb infection. These advanced models may provide in-
sights into oxidative stress and other disease mechanisms, supporting the development 
of targeted therapeutic strategies for tuberculosis [58]. 

Figure 5. Schematic representation of the main cellular component of a granuloma. Created in
BioRender. https://BioRender.com/m59m113 (accessed on 18 December 2024).

While granulomas have been observed for centuries, the mechanisms governing their
dynamics, behavior, and maintenance are now being elucidated [57].

Contrary to traditional views, in which granulomas have always been represented as
ways of limiting infection, recent findings from the zebrafish model suggest that in Mtb
infection, they may promote mycobacterial growth and spread.
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Figura 7: El comportamiento del granuloma está influenciado por una interacción dinámica entre factores del huésped y la 
bacteria (5) 

 

A continuación, se describen en detalle aquellos modelos de granuloma in vitro 

seleccionados para su análisis. Un resumen de sus principales características 

puede encontrarse en el Anexo 1. 

4.1.1 MODELO POR GUIRADO et al., 2015  

El grupo liderado por Schlesinger desarrolló un modelo de granuloma in vitro 

humano basado en el uso de células mononucleares de sangre periférica (o PBMCs 

por sus siglas del inglés peripheral blood mononuclear cells) humanas. Este modelo 

se caracteriza por el uso de suero autólogo como una opción estratégica para 

mejorar su relevancia al preservar las características específicas de cada donante, 

de forma que se asemejase más a las condiciones fisiológicas del cuerpo humano. 

Este estudio incluyó una muestra de 28 personas, 14 de las cuales tenían una 

infección 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 infección tuberculosa asintomática 

y las sanas. (3) 

Las PBMCs se infectaron con la cepa de Mtb H37Rv, considerada actualmente 

como la cepa de referencia de este patógeno y, por tanto, la más estudiada en los 

centros de investigación a nivel mundial. Descubierta y aislada por primera vez en 
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el año 1905 y nombrada H37, se mantuvo en cultivo en el laboratorio durante 

muchos años durante los que se seleccionaron aquellas variantes de tipo más 

virulento. La variante rugosa virulenta de H37 bautizada H37Rv se considera la 

cepa estándar 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. (6) En particular, la cepa empleada en este 

estudio estaba genéticamente modificada para expresar la proteína fluorescente 

verde GFP para permitir su visualización. 

El modelo de granuloma in vitro desarrollado se estudió durante 12 días, realizando 

seguimientos diarios que permitieron un análisis 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 asintomática (LTBI) y los de personas no expuestas (naive). Se 

observó que los granulomas de individuos con TB asintomática se desarrollaban 

más rápido (Figura 8). Las PBMCs naive no mostraron evidencia de agregación 

celular hasta el día 6 post-infección, mientras que en el caso de aquellos 

provenientes de individuos con LTBI se observa la formación de agregados ya en 

el 4º día post-infección. Además, generaban una respuesta inmunológica más 

potente, exhibiendo a su vez un mejor control de la carga bacteriana (capacidad 

para contener la infección) en comparación con los individuos sanos (Figura 9). Un 

análisis de citoquinas demostró que los granulomas de individuos con TB 

asintomática presentaban niveles elevados de citoquinas proinflamatorias (TNF-α, 

IL-2, IFN-γ, IL-12p40), indicando una activación inmunológica mayor en ese grupo, 

así como una mayor proliferación celular en los granulomas de los mismos.  
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Figura 8. La formación de estructuras similares a granuloma está acelerada en individuos con infección latente (LTBI) 
frente a individuos no expuestos (naive). (3) Imágenes representativas al microscopio de campo claro del proceso de 

agregación celular, paso inicial en la formación del granuloma. Las PBMCs obtenidas de individuos con LTBI y naive fueron 

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

 
 

 
Figura 9: Las estructuras similares a granulomas (agregados tempranos) de individuos con LTBI ejercen un mejor 
control de la carga bacteriana. (3) En las imágenes de microscopía de fluorescencia se observan los núcleos de las células 

en azul y Mtb H37Rv en verde. 

 

Otro de los hallazgos más relevantes del estudio es la identificación de una firma 

transcripcional específica de Mtb dentro de los granulomas, es decir, la expresión 

de un conjunto particular de genes, que variaba según el estado inmune del 

huésped. En los individuos con TB asintomática ocurría un cambio metabólico, the bacterial load continued to increase over time, the difference
between the two groups existed throughout the course of the stud-
ies. These results provide evidence for a growth-inhibitory effect
present in the granuloma-like structures obtained from LTBI in-
dividuals compared with naive individuals. Importantly, sterility
was never achieved.

The proliferative activity of host cell in vitro granulomas
from LTBI individuals is significantly greater than the activity
seen with naive individuals. Trafficking of cells is the main mech-
anism of cellular accumulation in the granuloma (20), although
proliferation may also play a role (21). The presence of clonal
expansion in mycobacterium-induced granulomas suggests that
local proliferation of T cells might occur and contribute to the
granuloma composition (22, 23). To determine whether host cell
proliferative activity occurred within the granuloma-like struc-
tures, two assays were performed: a total cell count assay and an
EdU assay. Granuloma-like structures were generated as previ-
ously described, and host cell proliferation was studied over time.

First, total cell counts of LTBI and naive groups were per-
formed. Results revealed an increasing number of cells in the LTBI
group (2.43-fold change, n ! 2) compared to the naive group
(1.46-fold change, n ! 2) at day 7 postinfection. Since macro-
phages are terminally differentiated, these data suggested a T cell
proliferation process. Therefore, an Edu labeling index analysis
(an optimized proliferation assay where the thymidine analogue
EdU is efficiently incorporated into newly synthesized DNA and

fluorescently labeled with an Alexa Fluor dye) was performed. The
labeling index was calculated as the mean fluorescence intensity
(MFI) of M. tuberculosis-infected cells minus the basal prolifera-
tion of uninfected cells within granuloma-like structures. The Edu
labeling index values were compared between granulomas from
LTBI individuals and naive individuals. As shown in Fig. 4a and b,
LTBI individuals showed a significantly higher EdU labeling index
(1.8-fold change, n ! 3).

Granuloma-like structures from LTBI individuals produce
greater inflammatory cytokines. Cytokines were determined in
in vitro granuloma cultures and culture supernatants collected
from LTBI and naive individuals over time. The release of gamma
interferon (IFN-!), tumor necrosis factor (TNF), interleukin-12
p40 (IL-12p40), IL-2, IL-10, IL-4, and IL-13 was evaluated by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Fig. 5) and mRNA
expression by quantitative real-time PCR (qRT-PCR) (data not
shown). Expression levels of the various cytokines followed simi-
lar trends in the two studied groups, although the levels were al-
ways significantly higher in the granuloma-like structures from
LTBI individuals. IFN-! levels peaked between days 3 and 12
postinfection and remained constant. IL-12p40 peaked at day 3
postinfection until day 8 postinfection. There was a decrease in the
Il-12p40 level at day 9 postinfection, and it peaked again at day 12.
There was a trend toward an increase in TNF levels over time. IL-2
could be detected only at very early time points postinfection and
was barely detectable in naive individuals compared to LTBI indi-

FIG 3 Granuloma-like structures from LTBI individuals have better control of M. tuberculosis growth over time. PBMCs obtained from LTBI and naive
individuals were infected with M. tuberculosis Rv-lux (MOI 1:1) for up to 9 days. (a and b) RLUs (a) and CFU (b) were determined at several time points after
infection. (c) Confocal microscopy images of the granulomas at day 7 postinfection revealed more bacilli (green) in granuloma-like structures from naive
individuals than in those from LTBI individuals. Naive individuals, light grey bars; LTBI individuals, dark grey bars. Uninfected cells were used as controls. All
images are "60. n ! 3 in triplicate. *, P # 0.05; **, P # 0.01; ***, P # 0.001 (by two-way ANOVA with Bonferroni posttest).

Guirado et al.
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favoreciendo el uso de ácidos grasos en lugar de azúcares como fuente de energía, 

lo que sugería que la bacteria estaba adaptándose a un ambiente inmunológico 

más hostil dentro del granuloma. Además, se observó una mayor acumulación de 

cuerpos lipídicos en los macrófagos, lo que podría indicar una estrategia para 

sobrevivir en un estado de latencia prolongada, aprovechando los lípidos del 

huésped como fuente de nutrientes. En los granulomas de individuos sanos, Mtb 

mostraba un perfil metabólico diferente, con una mayor expresión de genes 

asociados a la glucólisis (uso de azúcares) en lugar de los genes relacionados con 

la degradación de ácidos grasos mencionados anteriormente. 

Sin embargo, este estudio presentaba algunas limitaciones para reproducir 

plenamente el microambiente del granuloma humano in vivo. La mayoría 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 

neutrófilos, agentes principales que intervienen en la respuesta inicial; de células 

endoteliales, que desempeñan un papel clave en la vascularización del granuloma 

y en la regulación de la respuesta inflamatoria; de fibroblastos, que contribuyen a 

la organización estructural del granuloma; así como la ausencia de células 

dendríticas, lo que podría afectar a la replicación de la presentación antigénica y la 

activación del sistema inmune adaptativo. Además, este modelo en particular 

carece de matriz extracelular, un componente esencial para la organización 

estructural del granuloma.  

4.1.2 MODELO TRIDIMENSIONAL DE MICROESFERAS POR TEZERA et al., 2017 (7,8) 

El estudio de Tezera y colaboradores, publicado en el año 2017, pretendía 

desarrollar un modelo que imitara más fielmente las condiciones fisiológicas 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 colágeno tipo 1 

(principal componente de la matriz extracelular pulmonar) y alginato mediante una 

técnica de ingeniería de tejidos denominada bioelectrospraying (Figura 10). 
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Figura 10: Imagen representativa del dispositivo de Bioelectrospraying y de las microesferas generadas. (8) 
 

Esta técnica de bioelectrospraying o bioelectropulverización consiste en la 

utilización de electricidad de alto voltaje (en vez de aire, como normalmente se 

utilizaría en un spray) para rociar pequeñas gotas de una solución formada por 

material biológico, incluso células vivas. Mediante la aplicación del alto voltaje a la 

mezcla líquida y su paso a través de una aguja muy fina se generan pequeñas 

gotas que se depositan en una solución que permite su solidificación inmediata 

dando lugar a las microesferas. 

Una de las principales aportaciones de este modelo fue demostrar que los cultivos 

3D permitían una mayor supervivencia celular en comparación con los 2D, ya que 

pudo alargarse la investigación hasta 21 días, posicionándose 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 sólo 

podían observarse a partir del día 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 proliferación 

de Mtb.  

La investigación examinó cómo ciertas terapias dirigidas al huésped podrían 

modificar la respuesta inmunitaria frente a Mtb. La adición de prostaglandina E2 

(PGE2) mostró un efecto protector al suprimir el crecimiento de Mtb, pero también 

redujo la viabilidad celular y aumentó la producción de citocinas proinflamatorias, 
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como las interleucinas IL-6 e IL-8, lo que podría causar daño tisular y mayor 

patología. Asimismo, se investigaron las consecuencias de suplementar células T 

específicas para Mtb, las cuales son importantes para controlar la infección. 

Sorprendentemente su adición provocó un aumento del crecimiento de Mtb y una 

exacerbación de la inflamación potencialmente dañina. 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 evaluación, lo que destaca la importancia de utilizar 

modelos celulares más 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 generación de las microesferas requiere de 

un equipamiento especializado, que no está disponible en la mayoría de centros de 

investigación. Esta dependencia tecnológica dificulta su implementación 

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 (9) 

El modelo de granuloma in vitro desarrollado por Mezouar et al. es un modelo en 

2D clásico (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 núcleo 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 macrófagos, para posteriormente polarizarse y 

fusionarse para formar CGMs (Figura 11). En este estudio se observó la cinética de 

formación de granulomas a los 3,6 y 9 días de cultivo. 

Cabe mencionar que el primer modelo en emplear perlas de sefarosa recubiertas 

con extractos micobacterianos para inducir la formación de granulomas in vitro fue 

descrito por Puissegur y colaboradores en el año 2004. (10) Dicho modelo 

estableció 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 aquí descrita.  

 



 27 

 
Figura 11: Imágenes representativas de la formación de granulomas y CGMs. (9) (A) Imágenes correspondientes a la 

cinética de formación granulomatosa: perlas (beads), rosetas y granuloma. (B) Imagen representativa de CGMs aisladas a 

partir de granulomas e identificadas mediante tinción de May-Grünwald-Giemsa. 

 

El objetivo principal del estudio consistía en investigar los efectos de los fármacos 

bloqueantes del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) etanercept y adalimumab. 

Para contextualizar brevemente, el TNF-α cumple un papel fundamental en los 

procesos inflamatorios y en la respuesta inmune, así pues, su bloqueo con este tipo 

de fármacos anti-TNF se ha convertido en una herramienta clave en el control y 

tratamiento de patologías inflamatorias como las espondiloartropatías o la 

enfermedad inflamatoria intestinal entre otras. (11) Por otra parte, el TNF-α juega un 

papel fundamental en la estabilización y organización de los granulomas 

participando, entre otras funciones, en la fusión de los macrófagos para formar las 

CGMs (figura 12).  

 
Figura 12: Ertanercep y Adalimumab inhiben la formación de CGMs. (9) 
 

En el estudio se encontró que etanercept retrasaba la formación del granuloma, 

pero no la impedía y, a su vez, reducía significativamente la generación de CGMs 

esenciales para retener a Mtb, alterando la polarización de los macrófagos hacia 

un perfil proinflamatorio y aumentando la producción de IL-10 e IL-17. Sin embargo, 

al compararlo con adalimumab, se observó que este último también inhibía la 

A B
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formación de CGMs pero mediante un mecanismo diferente, induciendo la 

apoptosis de macrófagos. Estos hallazgos refuerzan la idea de que el tratamiento 

con fármacos contra TNF-α es un factor de riesgo importante en el contexto de la 

TB, pues pueden desorganizar los granulomas y contribuir a la reactivación de la 

infección latente, siendo su resultado biológico variable según el tipo de fármaco 

utilizado. 

Este modelo presenta varias limitaciones importantes. Una de las más 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 agregación celular y simular la estructura del granuloma. Esto se 

debe a que, al no haber micobacterias activas, el proceso de formación del 

granuloma no se desencadena de manera fisiológica. Si bien es cierto que, desde 

el punto de vista del riesgo biológico, permite que el experimento se realice en una 

sala de cultivo celular en lugar de en un laboratorio de contención biológica nivel 3 

(requerido para la manipulación de cepas de Mtb virulentas).  Además, se trata de 

un modelo clásico (en ausencia de matriz extracelular), que permite estudiar la 

formación del granuloma de manera simplificada. 

Por otro lado, desde la propia publicación se destaca la falta de evidencia clínica 

demostrada que vincule la reducción de CGMs con la reactivación de la TB en 

pacientes tratados con bloqueantes del TNF-α, lo que dificulta la interpretación 

directa de los resultados. Además, aunque se analiza el papel de las citocinas IL-

10 e IL-17 en la formación de granulomas, el estudio no aborda el papel de otras 

citocinas relevantes, lo que limita la comprensión del proceso inmunológico en su 

totalidad. Finalmente, el análisis se limita a un periodo corto de tiempo, sin evaluar 

los efectos a largo plazo, la resolución de los granulomas ni su posible reactivación, 

lo cual es crucial para entender la naturaleza crónica de las infecciones 

tuberculosas. 
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4.1.4 MODELO TRIDIMENSIONAL POR ARBUÉS et al., 2020 (12, 14-16) 

Este modelo, explotado por primera vez por Arbués y colaboradores en el año 2020, 

está basado en el uso de PBMCs de donantes sanos infectadas con la cepa 

virulenta de Mtb H37Rv y embebidas en una matriz de colágeno tipo 1 y 

fibronectina, y fue desarrollado por Kapoor et al. en el año 2013. (13) Al igual que 

en el caso del modelo de microesferas de Tezera, una de las grandes ventajas que 

presentó el modelo fue la incorporación de esta matriz simulando las condiciones 

fisiológicas del entorno pulmonar. Asimismo, como se muestra en la Figura 13, otro 

aspecto ventajoso es la posibilidad de recuperar fácilmente tanto células del 

huésped como bacterias, lo que permite un análisis multiparamétrico celular y 

molecular proporcionando información clave para el diseño de nuevas estrategias 

terapéuticas y preventivas. 

 

 
 

Figura 13: Esquema representativo del modelo tridimensional de granuloma in vitro. (12) 
 

Este modelo 3D permitió estudiar las características de Mtb durante el estado de 

latencia. Se describió que cuando Mtb entra en estado de dormancia almacena en 

su interior triacilglicéridos formando inclusiones lipídicas que pueden teñirse con el 

colorante rojo Nilo (Figura 14). Además, se observó que este cambio metabólico 

confería una tolerancia transitoria a los fármacos, ya que la bacteria entra en un 

estado de bajo consumo energético y división celular reduciendo su vulnerabilidad 

a los tratamientos.  

Asimismo, el modelo es capaz de reproducir la resucitación de Mtb inducida por el 

debilitamiento del sistema inmunológico asociado al tratamiento con fármacos 

bloqueantes de TNF-α, como ya había sido descrito por el grupo de Kapoor y 

colaboradores. Por otra parte, en este estudio se evaluó por primera vez el potencial 
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riesgo de reactivación de la TB latente asociado al tratamiento con otros 

inmunomoduladores de uso clínico no dirigidos contra TNF-α, 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 resucitación de Mtb, mientras que secukinumab no. (13) 

Figura 14: Los granulomas imitan las características del estado de latencia. (14) (A) Imágenes representativas de 

granulomas formados 8 días después de la infección, en comparación con PBMCs no infectadas. (B) Porcentajes de Mtb 

metabólicamente activas (Auramina-O positivas, en verde) y en estado de dormancia (rojo Nilo positivas, en rojo) 

cuantificadas por microscopía de fluorescencia antes (1 día post-infección) o después (8 días post-infección) de la formación 

de granulomas. 

 

En el año 2021, (15) los autores realizaron una comparación 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 colágeno y fibronectina). Mientras que en el modelo 2D se observaba 

una formación más rápida y mayor tamaño de los agregados celulares (lo que se 

asocia con una producción temprana de quimiocinas y activación de linfocitos), 

éstos presentaban además una carga bacteriana significativamente más alta. 

Por el contrario, el modelo 3D con matriz, aunque se vio que retrasaba la formación 

de agregados y la activación inicial de las células inmunitarias, favorecía la 

supervivencia de los macrófagos y promovía una mayor liberación de GM-CSF (por 

sus siglas del inglés granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), lo que se 

correlaciona con un mejor control de la replicación de Mtb. Además, la presencia 

de la matriz induce un entorno hipóxico que impulsa a las bacterias a adquirir un 

A B
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fenotipo de dormancia (con acumulación de lípidos), que no se reproduce en el 

modelo 2D.  

Por tanto, este trabajo comparativo demuestra que la incorporación de una matriz 

extracelular no solo mejora la relevancia fisiopatológica del modelo in vitro, sino que 

también permite reproducir aspectos críticos de la respuesta inmune y la 

patogénesis de la TB observados en el contexto clínico. En conclusión, este modelo 

de granuloma in vitro resulta particularmente relevante para los estudios centrados 

en dormancia micobacteriana. Así como para comprender mejor los mecanismos 

involucrados en la reactivación. 

Este modelo 3D comparte la limitación de todos los modelos basados en PBMCs 

de carecer de algunos tipos celulares relevantes, como por ejemplo los neutrófilos. 

A su vez, carece de vascularización y de células no hematopoyéticas, como por 

ejemplo las células epiteliales. Asimismo, presenta algunos desafíos técnicos, 

como la dificultad para añadir 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 estímulos. Esto es debido a la 

encapsulación de las células en la matriz, lo que dificulta la adición de nuevas 

células inmunes una vez el granuloma ha sido formado.  

Por último, recientemente en el pasado año 2024, Arbués y colaboradores (16) 

publicaron un nuevo estudio en el que se amplió el uso de este modelo 3D para 

demostrar que la diversidad genética del complejo Mtb afectaba a la interacción con 

las células inmunes humanas. La principal característica del estudio reside en que 

se llevó a cabo utilizando cepas clínicas representativas de cinco linajes, 

demostrando que los linajes modernos (L2 a L4, que suelen asociarse a epidemias 

de TB de propagación global) exhibían tasas de crecimiento superiores y 

generaban respuestas granulomatosas más marcadas que los linajes ancestrales 

(L1 y L5, representativos de cepas endémicas restringidas a un área geográfica 

determinada) (Figura 15). Además, se evidenció que una respuesta inmune 

protectora (caracterizada por la activación de linfocitos T CD4+ y CD8+ y la 

secreción de mediadores clave como la quimiocina CXCL9, la granzima B y el TNF-

α) se correlacionaba negativamente con la proliferación bacteriana, y que la 

diversidad genética influía en la apoptosis de los macrófagos y en la morfología de 
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los granulomas, aportando nuevas perspectivas para el desarrollo de terapias y 

estrategias de vacunación. 

 
Figura 15: La diversidad en las cepas de Mtb se traduce en un espectro de respuestas granulomatosas relacionadas 
con el crecimiento bacteriano. (16) Imágenes representativas de los granulomas al 7º día. 

 

Como se puede observar, este modelo celular descrito ha sido utilizado en diversos 

artículos científicos, asimismo sucede con el modelo de microesferas de Tezera y 

colaboradores, o con el modelo de esferoides de Mukundan (que será descrito con 

mayor profundidad en un apartado posterior), lo que demuestra su relevancia y gran 

potencial en la investigación.  

4.1.5 MODELO MODULAR A MICROESCALA POR BERRY et al., 2020 (17) 

La investigación presenta un modelo modular in vitro de granulomas a microescala 

para estudiar la señalización inmune en la TB. El modelo está 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 fácil interacción entre diferentes capas de células y componentes 

del microambiente (Figura 16). Esta plataforma permite que las células no se 

encuentren adheridas a una superficie sólida (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 microfluídica “Stacks”.(17) 

 

A diferencia de los anteriores modelos propuestos, en este estudio se utilizó la cepa 

Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG) para inducir la formación de 

los granulomas in vitro. Se trata de una cepa de M. bovis, el agente etiológico de la 

TB bovina, atenuada mediante subcultivo que es la vacuna actual contra la TB. Por 

ello, cabe mencionar que la respuesta inmunológica inducida por BCG (tanto en 

estudios in vivo como in vitro) puede diferir significativamente de la provocada por 

las cepas virulentas de Mtb. 

Para la generación de los granulomas se utilizó como modelo celular único 

macrófagos derivados de monocitos (MDMs por sus siglas del inglés monocyte-

derived macrophages), aislados a partir de PBMCs. Además, se incorporó una 

segunda capa, adaptada partir de un modelo de angiogénesis preexistente y 

diseñada específicamente 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 

interacción 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. (17) 

 

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 observó su organización estructural tubular. Estas dos 

capas fueron posteriormente ensambladas compartiendo el medio de cultivo, 

permitiendo así la comunicación mediante factores solubles. Tras 16 horas de co-

cultivo, se analizaron las células endoteliales para evaluar los efectos de la 

interacción con la capa para granulomas. Se observó que aquellas expuestas a 

MDMs infectados (+BCG) formaban estructuras más delgadas y con 

prolongaciones celulares dispersas, mientras que las que estuvieron en contacto 

con MDMs no infectados (−BCG) desarrollaron estructuras más anchas y con redes 

interconectadas (Figura 18).  Dicha diferencia significativa en la morfología vascular 
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entre los cultivos expuestos a MDMs infectados y no infectados sugirió que la 

infección con BCG tiene un impacto en la angiogénesis. 

 

 
Figura 18: El co-cultivo de la capa endotelial junto con la capa para granulomas modifica la forma de las estructuras 
endoteliales multicelulares. (17) En las imágenes se puede ver una capa endotelial tras 16 horas de cultivo con una capa 

que no está infectada (-BCG) (A) y otra que sí lo está (+BCG) (B).  Los núcleos de las células endoteliales están teñidos 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-α mostraron una secreción significativamente mayor en las capas 

infectadas, alcanzando su nivel máximo el primer día post-infección. Por otro lado, 

el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF por sus siglas del inglés vascular 

endotelial growth factor) también se encontró en niveles significativamente más 

altos en las capas infectadas, sin embargo, a diferencia de los otros dos factores, 

su pico de secreción ocurrió en el segundo día post infección. En general, la 

secreción de IL-6, TNF-α y VEGF disminuyó con el tiempo, coincidiendo con la 

formación de agregados celulares (granulomas) a partir del tercer día post 

infección. Estos resultados sugieren que la plataforma utilizada, pese a su 

miniaturización, permite detectar aumentos en la secreción de factores solubles 

inducidos por la infección.  

Tras los resultados anteriores expuestos, resulta evidente que la interacción entre 

la capa para granulomas y la capa endotelial genera cambios en la forma y 

organización de las células endoteliales y desde la publicación se propone que 

estos cambios se deben, al menos en parte, a la secreción 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 

podrían influir en la morfología observada, lo que refuerza la idea de que el 

granuloma no es una estructura aislada, sino que interactúa activamente con su 

entorno. 

El modelo permitió su seguimiento de la formación de granulomas durante un 

máximo de 5 días, lo que constituye el período de estudio más 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 inclusión de células de la 

inmunidad adaptativa (como los linfocitos T), ya que podría desencadenarse una 

respuesta alogénica que comprometería la integridad del modelo. Es por este 

motivo que los investigadores se limitaron a utilizar exclusivamente macrófagos, en 

consecuencia, los agregados celulares no pudieron adquirir la característica 

estructura de granuloma propiamente dicha, puesto que carecían de la capa 

externa de linfocitos que lo rodea. 

Por otra parte, el modelo presentó otras limitaciones que afectaron al alcance de 

los análisis. Aunque el modelo permitió el análisis de factores solubles, debido a la 

limitación en el volumen de sobrenadante disponible, las muestras de varios 

pocillos tuvieron que ser agrupadas para poder llevarlo a cabo, lo que impidió 

obtener datos específicos de un solo pocillo. En segundo lugar, la formación de 

agregados multicelulares de macrófagos (granulomas) en torno a las micobacterias 

en las capas destinadas a la formación de granulomas se observó a partir del tercer 

día post-infección, mientras que el co-cultivo con células endoteliales tuvo que ser 

limitado a sólo 16 horas debido a la inestabilidad de la red de túbulos endoteliales, 

que se descompone a partir de las 18 horas de cultivo. La combinación de estos 

hechos redujo el tiempo de observación de la interacción entre las capas para 

granulomas y las células endoteliales a un breve periodo de tiempo durante el cual 

la formación de granulomas aún no se había producido. 

Se concluye la descripción de este modelo con su principal ventaja, que consiste 

en su miniaturización, ya que reduce el volumen de los cultivos a 4 µL/pocillo, lo 

que supone una disminución de más de 10 veces en el uso de células y reactivos 
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en comparación con modelos anteriores. Cabe destacar además que el modelo 

logra incorporar la interacción con el sistema vascular. Sin embargo, debido a las 

limitaciones temporales impuestas por el diseño del modelo, únicamente es posible 

analizar dicha interacción de los macrófagos infectados de forma individual y no de 

los agregados multicelulares que se asemejan más a granulomas. 

4.1.6 MODELO ESFEROIDE 3D POR MUKUNDAN et al., 2021 (18,19) 

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 Mtb tenían un bajo rendimiento, 

precisaban de matriz extracelular y no se habían utilizado, como en este caso, para 

el estudio de la coinfección con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Así 

pues, este es el primer modelo de granuloma 3D in vitro que demuestra la viabilidad 

de estudiar simultáneamente VIH-TB. 

Los investigadores reportan la generación de un modelo 3D sin matriz, al cual a 

partir de este momento se denominará esferoide 3D, utilizando 

monocitos/macrófagos humanos derivados de células THP-1 junto con BCG 

modificada genéticamente para expresar la proteína fluorescente roja mCherry. 

Las células THP-1, son una línea celular humana derivada de la sangre de un 

paciente con leucemia monocítica aguda, cultivadas y mantenidas en laboratorio 

desde el año de su descubrimiento en 1980. Estas células se asemejan a monocitos 

primarios y pueden ser diferenciadas a macrófagos mediante la estimulación con 

forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), de forma que se utilizan en investigación 

como modelo para estudiar la biología de monocitos y macrófagos 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 infección (MOI, del inglés multiplicity of infection) se traducía en 

un aumento en el tamaño de los esferoides.  
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Figura 19: Formación de esferoides 3D y modelización de la infección micobacteriana. (18) (A) Esquema de la 

formación de esferoides en pocillos con fondo en U. (B) El área del esferoide aumenta con el incremento de la 

multiplicidad de infección (MOI). 

 

Los investigadores mejoraron aún más 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 información sobre el papel de la 

inmunodeficiencia en los granulomas. En el estudio se observó que la presencia de 

VIH aumentaba la expresión de mCherry lo que indicaba una proliferación 

bacteriana activa en los esferoides THP-1. Asimismo, se comprobó que la infección 

por VIH provocaba una interrupción total de la formación correcta de esferoides, 

observando que a medida que aumentaba su concentración la integridad estructural 

de los esferoides se veía comprometida (Figura 20). Esta alteración es importante 

pues puede reflejar el efecto perjudicial del VIH sobre la respuesta inmunitaria y la 

formación de granulomas, esenciales para contener la infección tuberculosa.  

 
Figura 20: Imágenes de células THP-1 coinfectadas con BCG mCherry (rojo) y virus pseudotipado del VIH. (18) 
 

Para determinar la aplicación de este modelo al estudio de los fármacos 

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 fármaco inmunosupresor inhibidor de la vía mTOR que había 

demostrado en estudios anteriores actividad bactericida en agregados de PBMCs 

infectados con Mtb. En este estudio se utilizó con la finalidad de explorar su posible 

acción como molécula terapéutica adyuvante dirigida al huésped en el tratamiento 

de la TB. 

 La vía mTOR es crucial para el crecimiento, proliferación y supervivencia celular y 

su inhibición aumenta el fenómeno de la autofagia. Dado que la autofagia es uno 

de los mecanismos clave involucrados en la eliminación de Mtb por las células del 

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

Se observó que la combinación de los tres fármacos conducía a una reducción 

máxima de la intensidad, en comparación con el uso de uno solo. Así pues, estos 

modelos pueden ayudar a mejorar la comprensión de las interacciones VIH-TB y 

desarrollar mejores estrategias de tratamiento farmacológico. 

 
Figura 21: Evaluación de la respuesta a fármacos mediante citometría de imagen. (18) De izquierda a derecha imágenes 

correspondientes al aumento de la carga bacteriana. De arriba abajo, se muestran imágenes referentes a las diferentes 

condiciones de tratamiento, desde grupo control (sin tratamiento) y los fármacos INH, RIF y EVR. Los esferoides se tiñeron 

con el colorante de autofagia CYTOID (verde) y Hoechst (azul). Se observa la inducción de la autofagia en los esferoides 

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

 

Como limitaciones, no se aborda la importancia del microambiente como factor 

contribuyente en la patogénesis; oxigenación, estructura de tejido o 

vascularización. 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 cronificación de la TB por el momento.  

Por último, 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 población celular heterogénea, representativa del sistema inmunológico real de 

cada sujeto, con la variabilidad inter-individual correspondiente, las THP-1 son una 

línea celular monocítica inmortalizada. (20) Las principales diferencias entre estos 

dos modelos celulares se recogen en la Tabla 1. 

 

 Células THP-1 PBMCs 

Origen Línea celular derivada de 
un paciente con leucemia 
monocítica aguda. 

Células primarias aisladas 
de la sangre periférica de 
donantes. 

Descripción  Monocitos inmortalizados Mezcla de monocitos, 
linfocitos T y B, células 
dendríticas y Natural 
Killers. 

Diferenciación a 
macrófagos 

Tratamiento con PMA.  Estímulos naturales. 

Variabilidad Homogénea (es la misma 
línea celular) 

Variación según el 
donante (heterogeneidad 
inter-individual). 

Importancia en 
investigación de 
TB 

Modelo reproducible, de 
mayor rendimiento. 

Representación fisiológica 
del sistema inmune 
humano. 

 

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

 

En el mismo año, Mukundan y colaboradores publican un segundo artículo en el 

que expanden el uso del modelo esferoide 3D, dejando de lado la coinfección con 

VIH. (19) Para este estudio, además de BCG mCherry, se utilizaron varias cepas 

virulentas de Mtb: H37Rv, la cepa hipervirulenta HN878 y la cepa 

hiperinmunogénica CDC1551. 
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El uso de Mtb H37Rv permitió demostrar que los esferoides reproducían 

características clave de los granulomas tuberculosos en humanos, como la 

formación de un núcleo necrótico central donde se localizaban las micobacterias 

(Figura 22) y la generación de un ambiente hipóxico. Para analizar la respuesta 

inflamatoria se midieron los niveles de citocinas, mostrando que los esferoides 

infectados con la cepa Mtb H37Rv tenían niveles elevados de TNF-α en 

comparación con los controles no infectados. Además, se detectó un aumento en 

la producción de VEGF (fundamental en la angiogénesis) y G-CSF (importante para 

la proliferación y diferenciación de células inmunitarias), dos factores de crecimiento 

relacionados con la hipoxia. Estos resultados confirman que el modelo de 

esferoides no solo reproduce la hipoxia característica de los granulomas 

tuberculosos, sino que también genera una respuesta inflamatoria similar a la 

observada en la TB humana. 

Figura 22: Imagen de microscopía electrónica representativa del esferoide. (19)  A mayor aumento (High mag) se observa 

marcada con flechas blancas la ubicación de BCG dentro de un macrófago. Señalada con flecha roja se destaca un área de 

necrosis. 

 

El modelo también fue utilizado para evaluar el impacto de la cepa de Mtb en la 

respuesta a los antibióticos INH y RIF. Se observó que los esferoides infectados 

con Mtb HN878 o CDC1551 responden de manera distinta a estos fármacos. En 

particular, la cepa HN878, caracterizada por su mayor virulencia, mostró una mayor 

resistencia a los antibióticos en comparación con la cepa CDC1551. Estos 

resultados indican que el modelo puede ser útil 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 más representativo de la diversidad de tipos celulares presentes en los 
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granulomas tuberculosos. Mediante la adición de fibroblastos pulmonares se logró 

la formación de esferoides más compactos y con una organización 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 desempeñar un papel clave en la estabilización y evolución de la 

estructura granulomatosa. 

 

Figura 23: Imagen representativa de los esferoides de PBMCs en monocultivo (izquierda) o co-cultivo con 
fibroblastos pulmonares (derecha). (19) Tinción con hematoxilina-eosina. Las flechas indican los fibroblastos presentes en 

la periferia. 

 

4.2 ORGANOIDES  

Los organoides son microtejidos multicelulares tridimensionales diseñados en el 

laboratorio con la finalidad de recrear la estructura compleja y la organización 

funcional de un órgano humano, como, por ejemplo, el de un pulmón (Figura 24). 

Consisten en una representación reducida y simplificada del órgano pudiendo llegar 

a tener las mismas características estructurales y funcionales del mismo. (21,6) 

 
Figura 24: Imagen representativa de los principales tipos celulares presentes en el sistema respiratorio. (6) 
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Estos microtejidos 3D son desarrollados in vitro 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 órganos verdaderos in 

vivo. Durante este proceso, las células se autoensamblan en estructuras esféricas, 

como se muestra en la Figura 25. (22) 

 

Figura 25: Imágenes representativas de organoides pulmonares. (21) 

 

A diferencia de los esferoides revisados en apartados previos, los organoides están 

conformados por una estructura celular más compleja, presentan además 

capacidad de autorrenovación y precisan de andamiajes extracelulares (matriz 

extracelular). Aunque los estudios que utilizan dichos modelos en combinación con 

Mtb son actualmente escasos, han resultado ser de gran importancia para 

desentrañar aún más las fases tempranas de la TB.  

En función de las estructuras que van a representar, los organoides pulmonares 

pueden dividirse en diferentes categorías: organoides alveolares, bronquiales, 

bronquioalveolares, pulmonares y traqueoesferas. Como se muestra en la Figura 

26, los organoides bronquiales se asemejan a las vías respiratorias conductoras 

más pequeñas, 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, están formados principalmente 

por neumocitos tipo 1 (AT1) y neumocitos tipo 2 (AT2) (22) 
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Figura 26: Representación esquemática de los principales tipos celulares en organoides bronquiales y alveolares. (22) 
 

Tras la revisión de la literatura, a continuación, se describen los principales y más 

representativos estudios en los que se desarrollaron modelos de organoide para la 

investigación en TB (y sus principales características se resumen en el Anexo 2). 

Sin embargo, cabe destacar que los modelos que han conseguido aplicarse 

específicamente al estudio de esta enfermedad son todavía muy escasos. Esto se 

refleja en un menor número de referencias (si bien todas ellas son de publicación 

muy reciente) en comparación con los modelos de granuloma, cuyo desarrollo ha 

sido más amplio y consolidado en el tiempo. 

4.2.1   ORGANOIDE PULMONAR POR BRAIAN et al., 2015 

En el año 2014 Parasa y colaboradores (23) publican el primer modelo de tejido 

pulmonar descrito para la TB. Completamente innovador, demostró su capacidad 

para replicar aspectos fisiológicos de la infección por Mtb, incluyendo la migración 

de macrófagos y la formación temprana de granulomas. Un año más tarde, el grupo 

de Braian y colaboradores (24), refinaron el modelo desarrollado por Parasa 

adaptándolo hacia la realización de estudios funcionales de la interacción huésped-

patógeno, con un enfoque en la formación temprana de granulomas. Su trabajo se 

dirigió en mejorar la capacidad del modelo anterior para analizar interacciones 

funcionales mediante técnicas de análisis tridimensional y cuantificación de 

imágenes.  

Como se muestra en el panel A de la Figura 27, para la reconstrucción del modelo 

de tejido pulmonar tridimensional in vitro, se partió de una línea celular de 

fibroblastos pulmonares humanos (MRC-5) embebidos en una matriz compuesta 

de colágeno tipo I. Sobre dicha capa se añadió una mezcla de monocitos humanos 

aislados de sangre periférica de donantes sanos anónimos, que se marcaron con 

tinte rojo (PKH26) para el seguimiento celular, y macrófagos (diferenciados a partir 
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de monocitos) que se infectaron con Mtb H37Rv modificada para expresar una 

proteína fluorescente verde (GFP). Finalmente, se sembraron células epiteliales 

bronquiales específicas de pulmón (línea celular 16HBE14o-). 

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 exposición al aire, dejando en la parte inferior una nutrición 

óptima. El mantenimiento de estas condiciones induce la formación de un epitelio 

estratificado, la secreción de mucosidad en la capa expuesta al aire y la secreción 

de proteínas componentes de la matriz extracelular. Se monitoriza la infección y los 

cambios tisulares 7 días después de la implantación de los macrófagos infectados. 

En la Figura 27 (panel B) se muestran imágenes del estudio representativas del 

tejido infectado y no infectado con Mtb. En este modelo la infección experimental 

con Mtb virulenta induce la agrupación de monocitos y macrófagos en el sitio de la 

infección, emulando la formación de granulomas tempranos. 

 
Figura 27: (A) Esquema del modelo de tejido pulmonar. (B) Los monocitos se agrupan alrededor de Mtb virulenta. (24) 
 

Además de la cepa de Mtb virulenta H37Rv, se estudiaron cepas mutantes que 

habían sido genéticamente modificadas para no secretar el factor de virulencia 

ESAT-6 y así establecer un marco comparativo. Se comprobó que las cepas 

mutantes defectuosas en la secreción de ESAT-6 no generan estas estructuras. 
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Este factor de virulencia se ha vinculado a la activación de la respuesta inmune 

innata y adaptativa, promoviendo la atracción de células inmunitarias al sitio de 

infección. Es por ello que las cepas bacterianas deficientes en ESAT-6 son 

controladas mejor por los macrófagos y, por tanto, la inflamación que inducen es 

menor. La compresión 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 atenuación de BCG la actual vacuna contra la TB. (25) 

Aunque el modelo presenta algunas limitaciones, como el uso exclusivo de 

colágeno tipo I y la ausencia de ciertas células inmunitarias (neutrófilos y linfocitos), 

ofrece un microambiente tisular relevante para investigar mecanismos de 

inmunidad innata y procesos de defensa del huésped, siendo aplicable tanto a 

estudios básicos como a investigaciones de diversas enfermedades pulmonares. 

4.2.2   ORGANOIDE BRONQUIOLAR POR IAKOBACHVILI et al., 2022 (26) 

En este estudio se exploró el potencial de los organoides de vías respiratorias 

humanas como sistema en el que poder evaluar los primeros pasos de la infección 

por micobacterias a partir del estudio de la interacción de las mismas con las células 

epiteliales que conforman el modelo. 

El proceso de obtención de estos organoides fue diferente, puesto que se derivaron 

de tejido pulmonar sano obtenido de cinco donantes independientes que estaban 

siendo sometidos a una intervención quirúrgica como parte de su tratamiento para 

el cáncer de pulmón. Además, a diferencia de todos los modelos anteriores en los 

que la infección se llevaba a cabo simplemente mezclando las células con Mtb, en 

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

 

Figura 28: Imagen esquemática representativa de la infección del organoide bronquiolar..(26) 
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Respiratory infections remain a major global health concern. Tuberculosis is one of the
top 10 causes of death worldwide, while infections with Non-Tuberculous Mycobacteria
are rising globally. Recent advances in human tissue modeling o#er a unique opportunity
to grow di#erent human “organs” in vitro, including the human airway, that faithfully
recapitulates lung architecture and function. Here, we have explored the potential of
human airway organoids (AOs) as a novel system in which to assess the very early steps
of mycobacterial infection. We reveal that Mycobacterium tuberculosis (Mtb) and
Mycobacterium abscessus (Mabs) mainly reside as extracellular bacteria and infect
epithelial cells with very low e$ciency. While the AO microenvironment was able to
control, but not eliminate Mtb, Mabs thrives. We demonstrate that AOs responded to
infection by modulating cytokine, antimicrobial peptide, and mucin gene expression.
Given the importance of myeloid cells in mycobacterial infection, we co-cultured infected
AOs with human monocyte-derived macrophages and found that these cells interact with
the organoid epithelium. We conclude that adult stem cell (ASC)-derived AOs can be used
to decipher very early events of mycobacteria infection in human settings thus o#ering
new avenues for fundamental and therapeutic research.
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1 INTRODUCTION
Pulmonary diseases due to mycobacteria cause signi!cant morbidity and mortality to
human health. Although the global burden of tuberculosis (TB) has declined over the last
decades, Mycobacterium tuberculosis is still one of the deadliest infectious agent worldwide
with an estimated 10 million disease cases and 1.4 million deaths in 2019 (World Health
Organization, 2020). By contrast, Nontuberculous Mycobacteria (NTM) infections are rising
globally, especially in developed countries, causing opportunistic pulmonary infections
a#ecting individuals who are immunocompromised and who have underlying health
conditions (Ratnatunga et al., 2020; To et al., 2020). Among them, Mycobacterium abscessus is
considered one of the most antibiotic-resistant mycobacteria and is associated with
pulmonary disease such as cystic !brosis (Johansen et al., 2020).

The lung is the main entry port for mycobacteria and the main site of disease. Bacteria-
containing droplets or aerosols !rst navigate through the respiratory tract interacting with
airway epithelium functions in order for mycobacteria to reach the alveolar space and thrive
in alveolar macrophages (Corleis & Dorhoi, 2020; Leiva-Juárez et al., 2018; Torrelles &
Schlesinger, 2017). However, how mycobacteria interact with the airway to establish a
successful primary infection remains poorly understood. One of the challenges to address
remains the complexity of host–pathogen interactions, particularly within human
multicellular tissue.

Conventional 2D cell cultures of epithelial and immune cells, in vitro human-based 3D
granuloma, and animal models have contributed to deciphering key host–pathogen
mechanisms at play during mycobacterial infection (Bermudez et al., 2002; Bernut
et al., 2014, 2015; Bielecka et al., 2017; Cohen et al., 2018; Elkington et al., 2019; Fonseca et
al., 2017; Parasa et al., 2014; Puissegur et al., 2007; Rampacci et al., 2020; Silva-Miranda
et al., 2015). More recently, in vitro lung models have been developed based on organ-on-
chip and organoid technologies to mimic the structural and biological properties of the in
vivo human lung environment to better replicate human disease and drug pro!les (Cidem
et al., 2020; Dutta & Clevers, 2017; Rossi et al., 2018). Lung-on-chip technology reconstructs
the alveolar epithelium/endothelium interface and has deciphered the crucial role of
surfactant in controlling Mtb replication (Thacker et al., 2020). We, and others, have applied
organoid technology for respiratory infection modeling, including Cryptosporidium (Heo
et al., 2018), RSV (Sachs et al., 2019), in%uenza viruses (Hui et al., 2018; Zhou et al., 2018),
SARS-CoV-2 (Lamers et al., 2020, 2021), and Pseudomonas aeruginosa (Bagayoko et al., 2021)
to decipher pathogen !tness, cell tropism, and host responses.

While the ongoing COVID-19 pandemic has very recently fueled the development of new
human lung organoid models (Salahudeen et al., 2020; Youk et al., 2020), the !rst human
lung organoid model described was derived from lung adult stem cells (ASC’s) and
composed of a polarized, pseudostrati!ed airway epithelium containing basal, secretory,
and multi-ciliated cells, thus reproducing the bronchiolar part of the airway (Sachs
et al., 2019). AOs display functional mucus secretion and ciliate beating (Sachs et al., 2019),
therefore, constituting a human 3D system in which to model host–mycobacteria
interactions (Iakobachvili & Peters, 2017).

Here, we have set out to use AOs as a model in which to study mycobacteria interaction with
airway epithelial cells. Our data demonstrate that mycobacteria can be readily found in the
lumen of AOs with some internalization by airway epithelial cells. While Mtb growth was
overall controlled, Mabs readily replicated in the lumen of AOs. In response to Mtb infection,
we showed that AOs induced the secretion of cytokines and antimicrobial peptides.
Interestingly, both Mabs and Mtb inhibited the expression of mucins which function in
pathogen clearance. The option to model innate cell recruitment by co-culturing human
macrophages with bacteria-injected AOs was demonstrated in this work.

FIGURE 1 Open in !gure viewer PowerPoint

Human airway organoids (AOs) infected with Mtb and Mabs. (a) Experimental scheme and bright-!eld image

of the microinjection procedure. Created with Biorender.com. (b) Confocal microscopy of DsRed-expressing

H37Rv inside AOs, 4 days post-infection. Nuclei are labeled with DAPI (blue); cellular membranes with

CellMask green (green). (c) Confocal microscopy of dTomato-expressing Mabs inside AOs, 4 days post-

infection. Nuclei are labeled with DAPI (blue); cellular membranes with CellMask green (green). (d) AOs were

injected with PBS (grey), H37Rv Mtb (green), or Mycobacterium abscessus (purple), stained with ToPRO3 and

imaged hourly for four consecutive days after embedding in matrigel. Fluorescence intensity from ToPRO3

incorporation, and therefore epithelial cell death, was quanti!ed using Fiji and plotted for each condition.

The experiment was performed three times independently. (e) Representative %ow cytometry dot plots of

cells associated with H37Rv after 4 (left) or 24 hr (middle) incubation with AOs-derived single cells or 7 days

incubation in whole organoids (right). (f) Representative image of a sorted epithelial cell with intracellular

DsRed-expressing Mtb, scale bars = 5 µm. (g) Colony-forming unit (CFU) counts from individual organoids on

the day of microinjection (day 0), 7 and 21 days post-infection. Each dot represents one organoid. Lines

indicate median CFU counts. The experiment was performed at least three times independently. p < .001

by a two-tailed Mann-Whitney test

FIGURE 2 Open in !gure viewer PowerPoint

Mycobacteria-induced host responses in AOs. (a) Heat map displaying modulation of cytokines, antimicrobial

peptides, and mucins in AOs in response to Mtb H37Rv or Mabs injection compared to mock-injected

organoids. As positive controls, AOs were treated with recombinant IL-1β and IFNβ. The experiment was

performed four times independently. (b) Statistically signi!cant expression changes of IL-8, β-defensin-1,

MUC5B, and MUC4 as determined by RT-qPCR at 48 hr post-infection. p < .05 by a two-tailed Mann-Whitney

test. (c) ELISA quanti!cation of IL-8 secretion by H37Rv-infected AOs at 48 hr post-infection. IL-8 secretion in

H37Rv-infected AOs was almost signi!cantly (p = .053 by two-tailed Wilcoxon matched-pairs signed-rank test),

recIL-1β-treated AOs (recIL-1β) was used as positive control. The experiment was performed three times

independently. (d) Expression changes of IL-8 and GM-CSF as determined by RT-qPCR at 72 hr after

conditioning with cmCTR and cmMTB, de!ned as conditioned media from non-infected and Mtb-infected

macrophages, respectively. The experiments were performed two times independently with pooled

conditioned medium from three independent donors

2 RESULTS AND DISCUSSION
First of all, we evaluated the morphology and cell composition of AOs. As shown in Figure S1,
AOs displayed a cystic structure (Figure S1a) and are composed of basal cells lined with
ciliated and goblet cells on the lumen facing side (Figure S1b and Movie S1). AOs presented
functional ciliate beating (Movies S2 and S3) and evident from the live-cell imaging is the
functional mucociliary system where cilia beat secreted mucus and cell debris around the
lumen (Movie S4).

Due to the innate cystic structure of AOs, where the pathogen-sensing apical side faces the
lumen, DsRed-expressing H37Rv Mtb or dTomato-expressing Mabs were microinjected via a
BSL-3- or a BSL-2-approved custom-made micro-injection system (Figure 1a). Mycobacteria
could be found in the lumen of AOs and occasionally making contact with epithelial cells but
without causing obvious alterations to organoid architecture and ultrastructure
(Figures 1b,c, S2 and Movie S5–S7). We evaluated whether mycobacteria infection could
trigger cell death and found neither Mtb nor Mabs infection triggered additional cell death
compared to uninfected AOs, which undergo regular cell turnover (Figure 1d).

Mtb is known to infect bronchial epithelial cells in 2D conditions (Reuschl et al., 2017), and
pneumocytes in vitro (Ryndak et al., 2015) and in vivo (Cohen et al., 2018), but with low
e$ciency. To determine whether Mtb could infect airway epithelial cells, Mtb-infected AOs
were dissociated and analyzed by %ow cytometry to quantify cells positive for Mtb in an
unbiased manner. Only 2% of the cells composing the organoid were positive for Mtb
(Figure 1e). As mucociliary movement could minimize bacteria interaction with epithelial
cells, to favor optimal contact between epithelial cells and bacteria, AOs were dissociated,
and single cells were infected with Mtb and analyzed by %ow cytometry. Approximately 13%
and 15% of epithelial cells were found associated with bacteria after 4 and 24 hr of infection,
respectively (Figure 1e), con!rming that Mtb has a low tropism for epithelial cells as already
described with primary bronchial cells (Reuschl et al., 2017). To evaluate bacterial
internalization by epithelial cells, double positive cells sorted after %ow cytometry were
imaged by confocal microscopy. As shown in Figure 1f, epithelial cells containing Mtb could
be found, suggesting cell invasion by a yet unknown mechanism and con!rming that the
majority of mycobacteria are extracellular in the lumen of AOs. The functioning mucociliary
system within AOs is likely responsible for preventing mycobacterial contact with, and
internalization by, epithelial cells (Leiva-Juárez et al., 2018; Whitsett & Alenghat, 2015).

We next investigated mycobacterial survival in AOs. Bacteria-infected AOs were collected
individually, lysed and analyzed for bacterial load by CFU assay. Mtb demonstrated a bi-
phasic curve, with a signi!cant decrease of bacterial load after 7 days followed by an
increase at 21 days post-infection back to the initial load, without a#ecting AO viability
(Figure 1d). This suggests an early stage of Mtb control by the AO microenvironment
followed by bacterial adaptation and proliferation, with cell debris present in the lumen
which could foster bacterial replication, as already shown in macrophages (Mahamed
et al., 2017). By contrast, Mabs growth displayed a 2-day lag phase followed by signi!cant
bacterial replication and an increase in bacterial burden over 6 days (Figure 1g). These
results also con!rm that the airway constitutes a hospitable microenvironment for Mabs to
thrive, compared to Mtb that establishes its replicative niche in alveolar macrophages
(Corleis & Dorhoi, 2020; Johansen et al., 2020).

Next, we determined whether AOs mounted an in%ammatory/antimicrobial response to
mycobacteria infection. Mtb- or Mabs-infected AOs were collected and subjected to RT-qPCR
analysis to evaluate cytokine, antimicrobial peptide, and mucin gene expression (Figure 2a).
Mtb induced signi!cant gene expression of IL-8 (Figure 2b), a immune cell chemoattractant
(Baggiolini & Clark-Lewis, 1992), while IL-8 secretion did not reach signi!cance (Figure 2c).
Non-signi!cant expression of IP-10, GM-CSF, and CCL5, cytokines mediating the
accumulation of neutrophils and macrophages for optimal granuloma formation and control
of Mtb (Domingo-Gonzalez et al., 2016) was observed. The antimicrobial peptides β-
defensin-1 and 2, lactoferrin, hepcidin, and RNAse7 were enhanced upon Mtb infection,
being signi!cant for only β-defensin-1 (Figure 2b). β-Defensin-1 and RNAse7 may participate
in Mtb restriction during early infection, promoting pore formation on the bacteria cell
membrane (Arranz-Trullén et al., 2017; Torres-Juarez et al., 2018), while β-defensin-2
improves the chemoattraction of macrophages (Rivas-Santiago et al., 2005; Semple &
Dorin, 2012). Interestingly, β-defensin-3 and 4, which are related to long-term control of
mycobacterial infection (Dong et al., 2016) were downregulated. The upregulation of
Hepcidin and Lactoferrin could contribute to decrease the transmembrane transport of iron
(Sow et al., 2007, 2009) and modulate its extracellular pool by hijacking it (Schaible
et al., 2002), making the airway microenvironment more hostile for Mtb survival (Boelaert
et al., 2007).

By contrast, Mabs infection did not enhance the expression of cytokines and antimicrobial
peptides (Figure 2a). This could be due to the presence of glycopeptidolipids on the surface
of its cell wall (Johansen et al., 2020), which mask other lipids and prevent the interaction of
Mabs with pattern recognition receptors expressed by host cells (Rhoades et al., 2009),
resulting in overall low responsiveness of lung epithelial cells to bacterial challenge
(Matsuyama et al., 2018). Surprisingly, both Mabs and Mtb signi!cantly downregulated the
expression of mucins, including MUC5B and MUC4 (Figure 2b). Mucin expression and
secretion are normally enhanced in response to in%ammatory challenge and form part of an
e$cient clearance system for pathogen removal from the airway (Leiva-Juárez et al., 2018;
Ridley & Thornton, 2018; Whitsett & Alenghat, 2015). Our data also showed that
mycobacterial infection is associated with downregulation of NFkB-regulated genes such as
IL-1b and IL-6 (Figure 2a), which could participate in mucin expression impairment as IL-1b is
a powerful inducer of mucin expression in the airway (Chen et al., 2019). Pathogens such as
Helicobacter pylori have been shown to downregulate the expression of mucin genes to
promote stomach tissue colonization (Cooke et al., 2009). How downregulation of mucin
expression by mycobacteria might interfere with mucociliary function and infection outcome
remains to be elucidated.

Upon Mtb infection, macrophages mount an in%ammatory response that modulates the
lung microenvironment (Fonseca et al., 2017; Lastrucci et al., 2015). AOs were stimulated
with the supernatant of Mtb-infected human macrophages (cmMTB) and analyzed for gene
expression compared to stimulation with the supernatant of non-infected macrophages
(cmCTR). As shown in Figure 2d, the expression of IL-8 and GM-CSF, major cytokines for
macrophage control of Mtb infection, were signi!cantly enhanced in cmMTB-stimulated AOs
compared to those treated with cmCTR which mimics the paracrine macrophage-epithelial
signaling naturally occurring during lung Mtb infection (Reuschl et al., 2017).

Finally, due to the essentiality of macrophages in TB disease (Cadena et al., 2016; Corleis &
Dorhoi, 2020), we co-cultured human monocyte-derived macrophages, alongside
mycobacteria-injected organoids, and observed hourly by confocal microscopy over the
course of 4 days. Due to the complex nature of this experiment, it was optimized and set up
under BSL-2 conditions using Mycobacterium bovis BCG. Human macrophages were found to
migrate within the collagen matrix and in some instances, moved towards organoids
containing mycobacteria (Movie S8). While we found no evidence of macrophages being able
to traverse the basal side and enter the organoid lumen to clear mycobacteria, we did
observe macrophages migrating to and interacting with the basal edge of the AO, capturing
and ingesting bacteria (Movie S8). This resembles the natural process of peri-bronchiolar
macrophage migration to the site of infection and phagocytosis of pathogenic material
(Cambier et al., 2014).

Using AOs as a human 3D system to study the early steps of mycobacterial infection, we
have shown that Mtb remains viable for up to 21 days within the lumen of AOs, while Mabs
actively replicated over 7 days (Figure 1g). During this timeframe, while AO integrity
remained uncompromised (Figures 1b,c, S2 and Movies S5 and S6), molecular interactions
began as early as 48 hr after injection with the modulation of cytokines and antimicrobial
peptides, and the inhibition of mucin expression (Figure 2b–d). Within 72 hr, innate immune
cells can be recruited to the surface of infected AOs (Movie S8). Together, these data indicate
that AOs o#er a valuable 3D system to assess early interactions of mycobacteria with the
human airway.

The ability to model these early timeframes in a responsive, multicellular and functionally
similar system to the human airway, but without the complications, monetary and ethical
restrictions of animal research, constitutes a major advance for the !eld. Organoid
technology provides a complementary strategy to model in vitro human tissues, and
infection by human-related pathogens. Organoids based on lung ASC’s are advantageous as
they generate AOs via a one-step proliferation and di#erentiation protocol and naturally
self-organize in 3D to recapitulate the complexity of the lung epithelium. The resulting
epithelium comprises all the di#erent cell types and related secreted products (mucus,
surfactant proteins), thus providing a reductionist system to assess host–pathogen
interactions at the tissue level. Due to the self-renewal of ASC’s, one of the most important
advantages of organoids is that they are a genetically stable during long-term culture,
allowing for their cryopreservation in biobanks.

One of the main limitations of the organoid system comes from the absence of air-liquid-
mucosa interface due to their closed, cystic structure. Very recent advances in bioprinting
and micro%uidic approaches allowed intestinal organoid-based tissue engineering to create
tube-shaped epithelia and a continuous lumen (Nikolaev et al., 2020), with the potential of
extending such an approach to airway models. Lung-on-a-chip technology also constitutes
an alternative approach to reproduce the air-liquid-mucosa interface and model
mycobacterial infection (Huh et al., 2013; Thacker et al., 2020). However, lung-on-chips are
generally developed using induced Pluripotent Stem Cells (iPSC) or epithelial cell lines,
require complex expertise in both iPSC cultures based on long stepwise di#erentiation
protocols, and in nano-micro fabrication for chip devices. Therefore, organoids and on-chip
organs are complementary approaches that provide alternatives to animal experimentation
thus complying with the “3R′s”—Replacement, Reduction, Re!nement—which call for in vitro
or a alternatives to model functional organs and pathologies (Gkatzis et al., 2018).

As mycobacteria, especially Mtb, establish their replicative niche in the alveolar part of the
lung, another limitation comes from the absence of pneumocytes in the AO model. Recent
advances in modeling the human alveolar part of the human lung as organoids (Salahudeen
et al., 2020; Youk et al., 2020) will allow further modeling of the mycobacterial replicative
niche. Finally, the ability to introduce human macrophages allows functional modeling of a
key cell type and its cellular network, overcoming another limitation of organoid systems.
Extension of the BALO technology, combining connected airway with alveoli and
engraftment of macrophages (Vazquez-Armendariz et al., 2020), to human stem cells could
open new venues for mycobacterial infection modeling. We believe that this work forms a
starting point for modeling a wide range of human respiratory pathogens using lung
organoids, as exempli!ed with SARS-CoV-2, (Lamers et al., 2020, 2021; Salahudeen et al.,
2020; Si et al., 2021; Thacker et al., 2021), but also respiratory infections driven by host
disorders such as cystic !brosis.

***

*

3 METHODS
3.1 Ethic statements

The collection of patient data and tissue for AO generation was performed according to the
guidelines of the European Network of Research Ethics Committees following European and
national law. In the Netherlands and France, the responsible accredited ethical committees
reviewed and approved this study in accordance with the Medical Research Involving Human
Subjects Act. Human lung tissue was provided by the Primary Lung Culture Facility (PLUC) at
MUMC+, Maastricht, The Netherlands. Collection, storage, use of tissue and patient data
were performed in agreement with the “Code for Proper Secondary Use of Human Tissue in
the Netherlands” (http://www.fmwv.nl). The scienti!c board of the Maastricht Pathology
Tissue Collection approved the use of materials for this study under MPTC2010-019 and
formal permission was obtained from the local Medical Ethical Committee (code 2017-087).
The CHU of Toulouse and CNRS approved protocol CHU 19 244 C and Ref CNRS 205782. All
patients participating in this study consented to scienti!c use of their material; patients can
withdraw their consent at any time, leading to the prompt disposal of their tissue and any
derived material.

Human bu#y coats were obtained from volunteers with informed consent via Sanquin
(NVT0355.01) or établissement français du sang (Agreement 21PLER2017-0035AV02).

3.2 Organoid culture

Healthy tissue from !ve independent donors receiving surgical treatment for lung cancer
were used to derive organoids. AOs were characterized as described (Sachs et al., 2019).

3.3 Bacterial culture and microinjection

DsRed-WT H37Rv Mtb strains were obtained by complementation with the pMRF plasmid
containing a DsRed cassette, and were cultured in the continuous presence of 20 μg/ml of
the selective antibiotic hygromycin under BSL-3 conditions (Simeone et al., 2015). Mtb
strains (BSL-3) and GFP expressing M. bovis BCG (BSL-2) were grown under the selection of
20 μg/ml Kanamycin in BSL-2 conditions. M. abscessus sensu stricto (Mabs) strain CIP104536T
(ATCC19977T) morphotype Smooth (S) carrying pASTA3 plasmid (Addgene, plasmid 24,657)
that express red %uorescent protein (tdTomato), was cultured in presence of 500 μg/ml of
the antibiotic hygromycin B as previously described (Bernut et al., 2014). All the bacterias
were prepared for microinjection as described (Lastrucci et al., 2015). Bacterial density was
adjusted to OD  = 1, and phenol red was added at 0.005% to visualize successful
microinjection (Bartfeld & Clevers, 2015). Pulled borosilicate capillaries (1.2 mm diameter,
Harvard Apparatus Ltd.) were back!lled with the bacterial suspension using Microloader
Tips (Eppendorf) and the tapered end broken o# using tweezers until the smallest size
droplet could be injected using a Femtojet micro-injector (Eppendorf). We determined the
CFU of these droplets that were destined for organoids by injecting them into 100 µl media
and plating directly onto agar for enumeration. This was a reproducible way to quantify the
initial bacterial load at the start of our experiments. An in-house custom-made Raspberry Pi-
controlled digital camera was used to observe organoids and the capillary. The capillary was
attached to a TransferMan micro-manipulator (Eppendorf) to facilitate semi-automated
injection. Injected organoids were allowed to recover for 2 hr at 37°C, individually collected,
washed to remove extracellular bacteria and re-seeded into fresh matrix for subsequent
analysis.

3.4 Microscopy

For time-lapse imaging, injected organoids were seeded in IBIDI 4 well chambers (IBIDI) and
stained with CellMask™ Green Plasma Membrane Stain (1/1000, Molecular Probes) for
30 min at 37°C. Organoids were washed and fresh medium containing TOPRO-3 Iodide
(1/1000, Molecular Probes) was added. Organoids were imaged using a FEI CorrSight at
Maastricht University (BSL-2) or Andor/Olympus Spinning Disk Confocal CSU-X1 (10× Air 0,4
NA, 3,1 mm WD) at IPBS (BSL-3). Z-stacks were acquired every hour for the duration of
experiments and data analyzed using Fiji/Image J and IMARIS. The %uorescent labels used in
this work are summarized in Table 2.

For transmission electron microscopy (TEM), injected AOs were !xed in 4% PFA for a
minimum of 3 hr at RT prior to removal from the containment lab and embedding in epon
blocks as described in (Bartfeld & Clevers, 2015; Lamers et al., 2020). TEM data was collected
autonomously as virtual nanoscopy slides on a 120 kV FEI Tecnai Spirit T12 Electron
Microscope equipped with an Eagle CCD camera.

3.5 Colony-forming unit (CFU) assay

Four to six Mtb or Mabs-injected organoids were collected manually using a 200 µl pipette,
washed in PBS, seeded into 24-well plates, and cultured in complete AO medium for 2–
21 days. At the relevant timepoint, organoids were lysed in 100 µl of 10% Triton X100 in
water, serial dilutions were plated on 7H11 agar plates for Mtb or LB agar plates for Mabs
and cultured for 3 weeks or 6 days respectively at 37°C.

3.6 RT-qPCR

Uninfected control and Mtb- or Mabs-infected AOs (15 per condition) were collected at 48 hr
post-infection, lysed in 1 ml of TRIzol Reagent (Invitrogen) and stored at −80°C for 2 days. As
positive controls, AOs were stimulated with 0.02 µg/ml of human IL-1β (Invivogen) or
0.1 µg/ml of IFNγ (PeproTech) for 48 hr. Total RNA was extracted using the RNeasy mini kit
(Qiagen) and retrotranscribed (150 ng) using the Verso cDNA Synthesis Kit (Thermo
Scienti!c). mRNA expression was assessed with an ABI 7,500 real-time PCR system (Applied
Biosystems) and the SYBRTM Select Master Mix (ThermoScienti!c). Relative quanti!cation
was determined using the 2  method and normalized to GAPDH. Primer sequences are
provided in Table 1.

TABLE 1. List of primers used for RT-qPCR experiments on airway organoids

3.7 Enzyme-linked immunosorbent assay

Between 20 and 30 organoids were embedded in fresh BME Cultrex and cultured with 800 µl
complete media. After 48 hr, the supernatant was collected, sterilized through double
0.22 µm !lters and stored at −80°C until analysis. IL-8 ELISA was performed according to
manufacturer instructions (Qiagen).

3.8 Flow cytometry and cell sorting

Organoids were washed out of Matrigel and dissociated into single cells using TrypLE for
5 min at 37°C. A minimum of 5 × 10  cells/ml were incubated with dsRED expressing Mtb at
an MOI of 10 in complete organoid media. After 4 or 24 hr for single cells, or 7 days for
whole intact organoids, samples were washed with PBS, stained with CellMask Deep Red
(1:30.000) to highlight all cells composing the organoid and !xed in 4% paraformaldehyde
overnight at 4°C. Cells were pelleted and resuspended in PBS supplemented with 2% FCS.
Samples were !ltered just before analysis and sorted using a BD FACS ARIA Fusion. Cells
were selected on their FSC-A/SSC-A pro!le, doublets were excluded on FSC-W/FSC-H and
SSC-W/SSC-H parameters. Finally, double positive cells were gated based on Cell Mask Deep
Red staining and DsRED-expressing Mtb. The population of cells from P5 (positive for
GFP/bacteria and APC/ organoid cells) was pooled and imaged by confocal microscopy to
determine if bacteria was intracellular. The %uorescent dyes used are summarized in
Table 2.

TABLE 2. Summary of %uorescent markers used for %ow cytometry and microscopy

3.9 CmMTB preparation and macrophage co-cultures

Peripheral blood mononuclear cells were enriched from bu#y coat using RosetteSep human
monocyte enrichment cocktail according to the manufacturer’s instructions (Stem Cell
Technologies). Monocytes were puri!ed by density gradient centrifugation using
Lymphoprep (Stem Cell Technologies) according to the manufacturer’s protocol. Monocytes
were di#erentiated into macrophages by addition of 5 ng/ml macrophage colony-stimulating
factor (Sigma Aldrich) for 6 days. cmCTR and cmMTB were prepared and used as previously
described (Lastrucci et al., 2015). Organoids were stained with CellMask Deep Red plasma
membrane dye as previously described, and macrophages stained with 20 µM CellTracker
Blue CMAC dye (ThermoFisher Scienti!c) for 1 hr in serum-free media. Microinjected
organoids and macrophages were resuspended in freshly prepared Rat Tail Collagen type 1
(Thermo!sher, 1 mg/ml) and polymerized in a 4-well, glass-bottom µ-slide (Ibidi) at 37°C for
30 min and imaged for 96 hr under a FEI CorrSight microscope.
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−ΔΔCt

Cytokines and chemokines

CCL5 (NM_002985) F- CCTCATTGCTACTGCCCTCT In-house

R- CGGGTGACAAAGACGACTGC

GM-CSF (NM_000758) F- CCTGAACCTGAGTAGAGACACT In-house

R- CCTTGAGCTTGGTGAGGCTG

IL-1β (NM_000576) F- AGCTACGAATCTCCGACCAC In-house

R- GGGAAAGAAGGTGCTCAGGTC

IL-6 (NM_000600.5) F: ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG PrimerBank

R: CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG

IL-8 (NM_000584) F- TACTCCAAACCTTTCCACCCC In-house

R- CTTCTCCACAACCCTCTGCA

IP-10 (NM_001565) F- GTGGCATTCAAGGAGTACCTC In-house

R- GATTCAGACATCTCTTCTCACCC

Antimicrobial peptides

β-Defensin 1 (NM_005218) F- ATGGCCTCAGGTGGTAACTTTC In-house

R- GGTCACTCCCAGCTCACTTG

5

DAPI 1 µg/ml Nuclei Microscopy

CellMask deep red 1/30000 Cell

membranes

Microscopy and Flow

Cytometry

CellMask Green 1/1000 Cell

membranes

Microscopy

TOPRO-3 iodide 1/1000 Dead cells Microscopy

CellTracker CMAC

blue

20 µM Cell cytosol Microscopy
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Para generar este organoide bronquiolar, se utilizaron ASC que estaban 

presentes en el epitelio de las vías respiratorias, que proliferaron y se diferenciaron 

en células del epitelio bronquial: basales, secretoras y ciliadas. Sin embargo, como 

característica 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 replicación de 

Mtb, la región bronquial es el principal punto de entrada del patógeno. Por lo 

tanto, este modelo de organoide se centra en los eventos tempranos de la 

infección en la vía 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 infección y la interacción de la micobacteria 

con el epitelio. Por un lado, se utilizaron Mtb H37Rv (que expresaba la proteína 

fluorescente roja DsRed para facilitar su visualización) y BCG (con el objetivo 

principal de poder estudiar la interacción entre macrófagos y organoides infectados 

en el contexto de un modelo de menor riesgo). Por otro lado, se incluyó la 

micobacteria no tuberculosa Mycobacterium abscessus (Mabs), que causa 

infecciones pulmonares en individuos vulnerables con patologías pulmonares 

previas (como, por ejemplo, la fibrosis quística), si bien no son frecuentes en 

individuos sanos, cuya incidencia a nivel mundial se está viendo incrementada y 

que tiene la característica añadida de que es una de las más resistentes a 

antibióticos. 

Los resultados obtenidos mostraron que las micobacterias se podían encontrar 

fácilmente en el lumen de los organoides con cierta internalización por las células 

epiteliales de las vías respiratorias (Figura 29). Si bien el crecimiento de Mtb estuvo 

controlado, Mabs replicó muy fácilmente. En respuesta a la infección por Mtb se 

demostró que en los organoides se indujo la expresión de ciertos péptidos 

antimimicrobianos y, curiosamente, tanto Mtb como Mabs inhibieron la producción 

de mucinas que funcionan en la eliminación de patógenos. En cuanto al uso de 

BCG, utilizada para modelar la interacción organoide-macrófago, se observó que 

estos últimos migraban hacia el organoide e interaccionaban con el borde basal 

rodeándolo 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 acción directa de 
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los macrófagos 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 infección. 

 
 

Figura 29:  Imagen esquemática de organoides de las vías respiratorias humanas infectados con Mtb y Mabs.  En la 

imagen inferior se muestra la presencia de Mtb (marcada con la proteína fluorescente roja DsRed) dentro de los organoides 

bronquiolares cuatro días después de la inyección. (26) 

 

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 intervención quirúrgica; por otro lado, la necesidad 

de un sistema de microinyección para la infección hace que en muchos laboratorios 

no pueda implementarse. A su vez, al tratarse de una estructura quística cerrada, 

es notable la ausencia de una interfase aire-líquido (ALI por sus siglas en inglés) 

de forma que carece de la exposición directa a un entorno gaseoso, como ocurre 

con el epitelio respiratorio pulmonar en condiciones fisiológicas. Esta exposición es 

crucial para modelar con precisión ciertos aspectos de la fisiología pulmonar, como 

por ejemplo el comportamiento del moco, ya que se produce y se moviliza en 

respuesta al contacto con las partículas 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 interacción de las micobacterias con los alveolos. 
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4.2.3 ORGANOIDE ALVEOLAR POR KIM et al., 2024  (27) 

Este estudio presenta un modelo de infección por Mtb H37Rv utilizando 

organoides pulmonares alveolares creados a partir de células madre 

pluripotentes humanas diferenciándolas en células epiteliales pulmonares que 

incluyeron AT1, AT2 y secretoras de moco, así como una menor proporción de 

células representativas de las vías respiratorias inferiores: células club, caliciformes 

y basales. Como mantenimiento y soporte para el cultivo inicial se utilizó una matriz 

extracelular sintética conocida como Matrigel, cuyo componente principal es el 

colágeno tipo IV. El modelo incorporó macrófagos humanos obtenidos a partir de la 

línea celular THP-1, marcados con GFP para su visualización, que fueron micro-

inyectados junto con Mtb modificada para expresar una proteína fluorescente roja 

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

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

de la infección en el modelo. Panel B: Imágenes de fluorescencia del organoide. (27) 

 

Este sistema, con estructura 3D, permitió observar la interacción de Mtb con los 

macrófagos. El modelo facilitó el cultivo a largo plazo manteniendo la estructura 

y la infección durante múltiples pasajes (en total 4), un procedimiento clave para 

el mantenimiento y la expansión 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 mecánicamente en grupos 

de células más pequeños 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 

multiplicación celular y la obtención de un mayor número de organoides 

infectados, lo que es esencial para la realización de múltiples experimentos. 

Además, prolongan la vida del modelo, permitiendo la evaluación de tratamientos 

y la dinámica de la enfermedad durante periodos extensos, como se demostró en 

este estudio donde se logró mantener durante 4 semanas realizando pasajes 

cada 7 días (Figura 31). 

 
Figura 31: Representación de un modelo de infección por Mtb H37Rv de larga duración (31 días) utilizando 
organoides. (27) (A) Esquema del desarrollo temporal experimental, realizando pasajes cada 7 días. (B) Imágenes 

microscópicas de los organoides infectados. (C) determinación de la carga bacteriana de Mtb H37Rv tras cada 

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

 

A su vez se utilizó para evaluar la eficacia de los fármacos antituberculosos RIF 

y bedaquilina, así 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. Además, ambos fármacos redujeron la producción de 

citocinas inflamatorias como IL-6, IL-10 y TNF-α, lo que indica una disminución 

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 combinación de los tres mostró 



 51 

un efecto sinérgico, disminuyendo aún más la carga bacteriana. En conclusión, 

se observó que las terapias dirigidas al huésped en combinación con fármacos 

anti-TB, podrían 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 aún carece de una representación completa de 

células inmunitarias como células dendríticas o células B y T, cruciales para 

representar con más precisión la patología tuberculosa. Además, las células que se 

utilizan son una línea de origen tumoral que no se diferencia mediante un estímulo 

fisiológico sino mediante un compuesto químico. Por otra parte, este sistema 

requiere la microinyección de los macrófagos directamente dentro del lumen del 

organoide, lo que no consigue representar completamente el reclutamiento y 

agregación 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 fármacos anti-TB y terapias dirigidas al huésped y muestra 

un gran potencial para estudiar la latencia y reactivación de TB debido a esa 

capacidad de mantener la infección y viabilidad durante un tiempo prolongado.  
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5. DISCUSIÓN 

La TB sigue siendo la principal causa de muerte por enfermedad infecciosa a nivel 

mundial. La patogénesis de esta enfermedad se caracteriza por la formación en los 

pulmones de granulomas, estructuras celulares organizadas que contienen 

macrófagos infectados, CGMs, linfocitos y otras células inmunitarias. Aunque 

tradicionalmente los granulomas se consideran como un mecanismo de defensa 

del huésped para contener la infección, también suponen un nicho protector para 

la persistencia bacteriana y la diseminación posterior. Por lo tanto, comprender la 

dinámica compleja de la formación, el mantenimiento y la resolución del granuloma 

es crucial para desarrollar estrategias eficaces contra la TB. (28,29) 

En los últimos años el desarrollo de nuevos modelos experimentales in vitro ha 

transformado la investigación biomédica, proporcionando herramientas 

innovadoras, más precisas y éticamente más responsables. En el ámbito de la 

investigación 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 precisión y fidelidad las 

interacciones celulares y la inmunopatología de la enfermedad, en un entorno 

controlado y reproducible. Estos dos modelos no solo están permitiendo a los 

investigadores superar algunas de las limitaciones asociadas a la experimentación 

animal como, por ejemplo, la incapacidad de replicar aspectos concretos de la 

biología humana, sino que están contribuyendo a la identificación de nuevas 

estrategias terapéuticas más efectivas para el tratamiento de la TB. Todo ello sin 

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

Si bien estos modelos in vitro han experimentado un gran avance en los últimos 

años, es importante destacar que, hasta el momento, ningún modelo único ha 
conseguido recapitular por completo la complejidad de la TB humana. Todos 

los modelos revisados se centran en las primeras etapas de la formación del 

granuloma y la respuesta inmunitaria frente a Mtb, con duraciones variables de los 

experimentos entre los 7 y los 31 días. Por tanto, modelizar las etapas posteriores 

de la enfermedad sigue siendo un desafío.  

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

la complejidad del microambiente que Mtb encuentra en el pulmón y no tienen en 
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cuenta la dinámica del sistema inmunitario ni la heterogeneidad de las poblaciones 

celulares. En este sentido, la última y novedosa incorporación al estudio de la TB 

son los modelos de "pulmón en un chip" (del inglés lung-on-a-chip) que ofrecen 

un gran potencial que podría llegar a suplir algunas de las carencias encontradas 

en los modelos actuales. (30) Estos dispositivos microfluídicos permiten un control 

preciso del microambiente celular, así como el co-cultivo de diferentes tipos de 

células pulmonares e inmunitarias. Además, una gran ventaja que aportan es que 

pueden diseñarse para imitar las fuerzas mecánicas o movimientos que se 

producen en los pulmones durante la respiración, proporcionando un entorno 

fisiológicamente similar para el estudio de la TB. Asimismo, pueden recrear la ALI, 

lo que permite el estudio de la exposición apical de las células epiteliales a los 

patógenos y la dinámica del moco, o también permiten incorporar vascularización 

en 3D gracias a la ingeniería de redes vasculares, lo que facilita el reclutamiento 

continuo de células inmunitarias transmitidas por la sangre y reconstituye más 

fielmente el entorno dinámico de los granulomas reales. Aunque esta tecnología 

aún está en desarrollo, ya se han realizado co-cultivos con Mtb. (31) 

Por otro lado, la investigación con Mtb es todo un desafío 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 capacitación 

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 inmunológica inducida por estas últimas puede diferir 

significativamente de la provocada por las cepas virulentas de Mtb. 

Uno de los resultados sorprendentes en la revisión fue la llamativa escasez de 
modelos que utilizan aislados clínicos de Mtb, puesto que en su mayoría utilizan 

la cepa de laboratorio H37Rv. Estos aislados clínicos exhiben una diversidad 

genética y fenotípica significativa, lo cual puede influir en la respuesta del huésped, 

la virulencia, la capacidad de entrar en latencia y la respuesta a los fármacos. Por 

tanto, la incorporación de aislados clínicos en los modelos in vitro, como ya se han 

utilizado en el estudio de Arbués et al., 2024 (15), podría 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 desentrañar la compleja interacción entre Mtb, las células 

inmunitarias y el microambiente pulmonar. Con vistas al futuro, sería interesante 

que los estudios se dirigieran hacia el desarrollo de modelos más complejos y 

fisiológicamente 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 

diagnósticas y terapéuticas más eficaces. (32,33) 
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6. CONCLUSIONES 

A lo largo de esta revisión bibliográfica se han descrito diversos modelos celulares 

que han resultado relevantes para el estudio de la TB en los últimos diez años. 

Aquellos más desarrollados hasta el momento han sido los granulomas in vitro, que 

han proporcionado valiosos conocimientos sobre los mecanismos moleculares y 

celulares implicados en la infección tuberculosa y han contribuido a evaluar la 

efectividad de diversos tratamientos. Por su parte, los organoides, aunque con un 

desarrollo mucho más reciente y un número muy reducido de estudios aplicados a 

la TB, ofrecen un gran potencial para comprender y modelizar más fielmente las 

etapas de la infección.  

La revisión 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 fenómenos clave 

como la interacción inicial entre Mtb y las células del huésped, la activación del 

sistema inmune que da lugar a la formación de estructuras granulomatosas, o los 

fenómenos de dormancia y resucitación micobacterianas. para comprender los 

mecanismos de respuesta inicial frente a la infección. 

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 evolución.  

El reto principal se encuentra en definir cuáles son las características 

imprescindibles con las que debe contar un modelo celular in vitro para representar 

de forma más fiel los eventos in vivo. A modo de aportación personal, y de cara al 

desarrollo de futuros modelos celulares capaces de suplir las carencias 

identificadas en esta revisión, encuentro esencial la incorporación de los siguientes 

elementos: una matriz extracelular, fundamental para simular las condiciones 

fisiológicas 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 

interacción de Mtb con el epitelio pulmonar; vascularización, para facilitar el 
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reclutamiento continuo de las células del sistema inmune y representar más 

fielmente el entorno pulmonar; cepas clínicas representativas de la diversidad 
de Mtb, como ya se ha descrito previamente; y una interfase aire-líquido, para 

simular la exposición real al aire del epitelio respiratorio. Finalmente, es prioritario 

el desarrollo de modelos que puedan prolongarse durante periodos de tiempo más 

largos. 

Como una posible línea de investigación 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 más representativa el 

microambiente pulmonar, integrando tipos celulares de los que carecen los 

anteriores modelos e incluso imitando las fuerzas mecánicas del tejido y su 

vascularización, ofreciendo una alternativa para el estudio de la TB en condiciones 

que simulen mejor el entorno fisiológico in vivo. 

En conclusión, el desarrollo de un modelo celular capaz de abarcar todas las fases 

de la enfermedad continúa siendo un desafío que abre la puerta a futuras 

investigaciones orientadas a perfeccionar dichos modelos. El objetivo es obtener 

herramientas experimentales que reflejen de la manera más completa posible la 

complejidad de la TB en el ser humano y, en consecuencia, posibiliten el diseño de 

intervenciones terapéuticas y diagnósticas más efectivas. Sólo se logrará el control 

de la TB si se alcanza a comprender plenamente su patogénesis y para ello, los 

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

AUTORES TIPOS CÉLULARES CEPA 
OTRAS 

CARACTERÍSTICAS DEL 
MODELO 

APORTACIONES SEGUIMIENTO 

Guirado et al., 
2015 

Peripheral blood mononuclear 
cells (PBMCs: monocitos, células 
natural killer y linfocitos T y B) y 

derivados 

Mtb H37Rv 
(GFP) 

Suero humano autólogo Diferencias en la respuesta 
inmunitaria en sanos e individuos con 

TB asintomática 

12 días 

Tezera et al., 
2017 

PBMCs y derivados Mtb H37Rv 3D en matriz de colágeno-
alginato (encapsulación en 

microesferas-bioelectrospray)  

Incorporación de matriz extracelular 21-24 días 

Mezouar et al., 
2019 

PBMCs y derivados (incluidas 
células gigantes multinucleadas) 

Sin Mtb viable Perlas de Sefarosa Efecto de los anti-TNF-α en el 
granuloma 

9 días 

Arbués et al., 
2020 

PBMCs y derivados Mtb H37Rv 

Aislados 
clínicos de Mtb 

3D en matriz de colágeno y 
fibronectina 

 

Características de latencia 
micobacteriana y reactivación bajo 

inmunomodulación 

8 días 

Berry et al., 2020 Macrófagos derivados de 
monocitos 

+ Células endoteliales cordón 
umbilical 

BCG Plataforma microfluídica 
(Stacks) 

Miniaturización 
Estudio de los procesos de 

vascularización 

5 días 

Mukundan et al., 
2021 

Monocitos/macrófagos humanos 
THP-1 (línea celular) 

BCG (mCherry) 

Mtb H37Rv, 
HN878 y 
CDC1551 

Modelo esferoide 3D sin 
matriz extracelular 

Mayor rendimiento 
Estudio de la interacción VIH-Mtb 

14 días 
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ANEXO 2: MODELOS DE ORGANOIDE IN VITRO 

 

 

AUTORES TIPOS CELULARES CEPA 
OTRAS 

CARACTERÍSTICAS DEL 
MODELO 

APORTACIONES SEGUIMIENTO 

Braian et al., 2015 Fibroblastos pulmonares humanos 
Células epiteliales bronquiales 

humanas 
Monocitos/macrófagos 

Mtb H37Rv 
(GFP) 

Mtb deficiente 
en ESAT-6 

Matriz de colágeno tipo 1 

 

Inclusión de fibroblastos y células 
epiteliales e incorporación de 

interfase aire-líquido 

7 días 

Lakobachvili et al., 
2022 

Células epiteliales pulmonares 
derivadas de ASC 

Macrófagos derivados de 
monocitos humanos 

Mtb H37Rv 
(DsRed) 

BCG 

Mabs  

Estructura quística Diferencias entre Mtb y Mabs. 
Interaccion macrófago-organoide 

21 días 

Kim et al., 2024 Células epiteliales pulmonares 
derivadas de PSC 

Macrófagos humanos THP-1 

Mtb H37Rv 
(RFP) 

Matrigel Tratamiento con bedaquilina y 
terapias dirigidas contra el huésped 

4 semanas 


