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Resumen

La tuberculosis (TB) prevalece como un problema de salud global. Uno de los
mecanismos que favorecen la persistencia del bacilo es la formacién de macréfagos
espumosos dentro de los granulomas. Sin embargo, se desconoce si las plaquetas
participan en el proceso de generacion de estas células. En este proyecto se realizo
un estudio experimental controlado para evaluar el impacto que tienen las plaquetas
en la diferenciacion de los monocitos hacia un fenotipo tipo espumoso y su papel
durante la infeccion de Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Para lograr este objetivo se
aisl6 monocitos y plaquetas de sangre periférica de donantes sanos y mediante
cultivos de monocitos con plaquetas se observd caracteristicas tipicas de los
macrofagos espumosos: los monocitos desarrollaron abundantes gotas lipidicas
intracelulares, aumento del tamafio celular, morfologia irregular y desplazamiento
nuclear. La presencia de plaquetas incrementd significativamente la formacion de
estas células. Los macréfagos espumosos inducidos sobre expresaron genes clave
del metabolismo lipidico, como CD36 y PPARYy. Al infectarlos con Mtb, presentaron un
perfil de citocinas con disminucion en las proinflamatorias y aumento de las
antiinflamatorias. Ademas, mostraron una mayor capacidad para controlar el
crecimiento intracelular del bacilo. En conjunto, la interaccion plaqueta-monocito
genera macréfagos espumosos con un perfil metabdlico e inmunolégico alterado que,
limita la replicacién bacteriana, abriendo nuevas perspectivas en la inmunopatologia

de la tuberculosis.

Palabras clave: Tuberculosis, macréfagos espumosos, plaquetas, interaccion

celular, inmunometabolismo.
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Abstract

Tuberculosis (TB) remains a global health problem. One of the mechanisms that favors
bacillus persistence is the formation of foam macrophages within granulomas.
However, it is unknown whether platelets participate in the process of generating these
cells. In this project, a controlled experimental study was conducted to evaluate the
impact of platelets on monocyte differentiation toward a foam-like phenotype and their
role during Mycobacterium tuberculosis (Mtb) infection. To achieve this objective,
monocytes and platelets were isolated from peripheral blood of healthy donors, and
through monocyte cultures with platelets, typical characteristics of foamy macrophages
were observed: the monocytes developed abundant intracellular lipid droplets,
increased cell size, irregular morphology, and nuclear displacement. The presence of
platelets significantly increased the formation of these cells. The induced foam
macrophages overexpressed key lipid metabolism genes, such as CD36 and PPARY.
When infected with Mtb, they exhibited a cytokine profile with decreased pro-
inflammatory and increased anti-inflammatory cytokines. Furthermore, they showed an
enhanced capacity to control intracellular bacillus growth of the bacillus. Altogether, the
platelet-monocyte interaction generates foam macrophages with an altered metabolic
and immunological profile that limits bacterial replication, opening new perspectives in

the immunopathology of tuberculosis.

Keywords: Tuberculosis, foam macrophages, platelets, cell interaction,

immunometabolism.
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inmunidad innata, caracterizada por la produccién de citocinas proinflamatorias como TNF-q,
IL-1B, IL-6 e IL-12. 3) Esta respuesta promueve el reclutamiento de mas células. 4)
Posteriormente, se activa la inmunidad adaptativa, particularmente una respuesta tipo Thl. 5)
Las células T CD4+ secretan IFN-y, que activa a los macréfagos para potenciar su capacidad
microbicida. 6) Asimismo, las células T CD8+ participan en la eliminacion de células infectadas.
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por las enzimas ACAT-1 y ACAT-2, que convierten el colesterol libre (CE) en ésteres
de colesterol para su almacenamiento en gotas lipidicas. Por otro lado, la sintesis de
triglicéridos (TAG) depende de la enzima DGAT. El eflujo de colesterol (ABCAL,
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1. Introduccioén

La tuberculosis (TB) es una infeccion, que se manifiesta principalmente en los
pulmones y es causada por el bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mth). Esta
enfermedad continlia siendo una de las enfermedades infecciosas con mayor impacto
en la salud publica a nivel mundial. De acuerdo con el Reporte Global de TB del 2025
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estimaron 1.23 millones de muertes
relacionadas con la enfermedad y un total de 10.7 millones de personas que
contrajeron TB, de las cuales 8.2 millones correspondieron a casos de diagndstico
reciente. Estas cifras ubican a la TB como la principal causa de muerte por un Unico
agente infeccioso, cuya situacién es mas grave en paises de ingresos medios y bajos
(World Health Organization, 2025).

Durante la infeccion, cuando el bacilo es inhalado por el nuevo huésped, este alcanza
los espacios alveolares, donde puede ser reconocido y fagocitado por los macrofagos
residentes, también llamados macréfagos alveolares (Guirado et al.,, 2015). Estas
células son capaces de activar diferentes mecanismos microbicidas y por la
maduracion del fagosoma, logran evitar la infeccion. Sin embargo, Mtb ha desarrollado
multiples estrategias para lograr sobrevivir y replicarse dentro del macréfago (Rohde
et al., 2007). Esta interaccidén entre el bacilo y el huésped, puede desencadenar en
tres posibles escenarios; i) eliminacion de la infeccién, ii) desarrollo de infeccion activa
y iii) la formacion del granuloma. Esta ultima, es una estructura organizada de células
inmunes que contiene la infeccidén, al mismo tiempo que es un nicho de persistencia
bacteriana (Ramakrishnan, 2012), clinicamente, este estadio de la infeccion se conoce

como infeccién latente.

Dentro del granuloma, los macréfagos pueden diferenciarse en diversos fenotipos, uno
de los mas relevantes son los macréfagos espumosos caracterizados por la
acumulacion intracelular de lipidos neutros, lo que altera su metabolismo. En pacientes
con TB, la presencia de macréfagos espumosos se relaciona con un prondstico
desfavorable, permitiendo la diseminacién del bacilo (Peyron et al., 2008; Russell
et al., 2009).
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Los mecanismos que favorecen la formacion de macrofagos espumosos dentro del
granuloma son desconocidos. Algunos autores han demostrado que la captacion de
lipoproteinas modificadas presentes en el microambiente, a través de receptores
scavenger, como CD36, asi como la captacion directa por componentes lipidicos de la
pared bacteriana (Mahajan et al., 2012), pueden contribuir a la diferenciacion de este
tipo celular. Por otra parte, se ha descrito que la interaccion entre los macréfagos y las
plaguetas, en la ateroesclerosis, es determinante para su desarrollo (De Meyer et al.,
2002).

Dentro de la fisiopatologia de la TB, el recuento aumentado de plaguetas en etapas
tempranas se relaciona con un mal pronéstico (Urban-Solano et al., 2022). Ademas
se ha demostrado que las plaquetas presentan un mayor nimero de agregados

plagueta-monocito (PMA), en el sitio de infeccidn. (La Manna et al., 2022).

Las plaguetas son reguladores importantes de la respuesta inmune, méas alla de su
papel en la coagulacién, almacenan y liberan una gran variedad de moléculas
bioactivas, como citocinas, quimiocinas y péptidos antimicrobianos (Semple et al.,
2011). Se ha demostrado que las plaquetas pueden reconocer a Mtb, internalizarlo y
modular la respuesta inflamatoria y la diferenciacién de células inmunes (Ali et al.,
2015; Torres-Juarez et al., 2021). Actualmente se desconoce si la interaccion entre los

monocitos y las plaquetas favorece la generacién de células espumosas en la TB.

Por lo tanto, en el presente trabajo de tesis se planted la siguiente pregunta de
investigacion: ¢La interaccién de las plaquetas con los monocitos promueve su
diferenciacion hacia macréfagos espumosos, altera su perfil metabdlico e
inmunoldgico y en consecuencia, modifica su capacidad para controlar la infeccion
por Mtb?
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2. Antecedentes

Generalidades de la tuberculosis.

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa que ha afectado a la humanidad
por milenios. Actualmente, la TB se posiciona como la enfermedad infectocontagiosa
causada por un unico agente que ocasiona el mayor numero de muertes al afio. (World
Health Organization, 2025). El agente etiolégico responsable de la TB pertenece al
género Mycobacterium, un conjunto de bacilos, denominados el complejo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC), son patégenos intracelulares que infectan una
amplia gama de huéspedes desde humanos hasta animales, en la Tabla 1 se resumen

las principales bacterias que integran el MTBC y su relevancia clinica.

El principal bacilo que afecta a los humanos es Mycobacterium tuberculosis (Mtb),
descubierto en 1882 por Robert Koch (H. Zhang et al.,, 2022). Morfolégicamente,
podemos describir a Mtb, como un bacilo delgado y ligeramente curvado su tamafio es
aproximado a 1-10 ym de largo por 0,2-0,6 ym de ancho. Mtb es un microorganismo
intracelular facultativo, lo que significa que puede infectar, sobrevivir y replicarse en el
interior de las células (Pérez del Molino etal., 2002). Una de sus principales
caracteristicas de Mtb es la composiciébn compleja de su pared celular, constituida
aproximadamente de 20-40% de lipidos, principalmente &cidos micélicos,
lipoarabinomanano, arabinogalactano, entre otros. Esta composicion le confiere su
propiedad de acido-alcohol resistente. Ademas, los lipidos de la pared celular actian
como una barrera que proporciona resistencia natural a una amplia gama de
antibiéticos y contienen componentes esenciales para la virulencia y patogénesis de
la bacteria. Por ejemplo, Mtb puede evadir mecanismos de defensa de los macréfagos
como la fusién fagosoma-lisosoma, la generacion de especies reactivas de oxigeno y
nitrogeno, asi la presentacion antigénica (Mohammadnabi et al., 2024). La complejidad
de la membrana hace que Mtb tenga un crecimiento lento, su ciclo de replicacion es
entre 18 y 24 horas en condiciones Optimas de laboratorio, esta caracteristica tiene

implicaciones en el retraso del diagnéstico y el inicio del tratamiento.
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Tabla 1. Bacterias que pertenecen al MTBC y su relevancia clinica.

Especie

M. tuberculosis

M. bovis

M. africanum

M. microti

M. canettii

M. caprae

M. pinnipedii

Huésped

Humanos

Bovinos y
diversos
mamiferos.

Humanos

Roedor topillo
campesino

Humanos

Cabras

Focasy
pinnipedos

Relevancia clinica Referencia
Principal causante de TB pulmonar (World Health
y extrapulmonar. Organization, 2025)

Principal agente de TB zoondtica,

base de la vacuna BCG (Brosch et al., 2002)

Menos virulento, prevalente en
Africa occidental. Pacientes con
VIH tiene mayor probabilidad de  (De Jong et al., 2009)
progresar de la infeccién a
enfermedad clinica

Raramente causa TB humana,

. (Emmanuel et al.,
ocasional en casos de

. - 2007)
inmunosupresion.
Forma ancestral. Causa
tuberculosis no contagiosa en (Supply et al., 2013)
humanos
TB zoondtica ocasional. Personas
en contacto con cabras infectadas (Prodinger et al.,
o productos lacteos no 2014)
pasteurizados.
Se ha reportado en humanos en '
contacto con estos animales. (Kiers et al., 2008)

Epidemiologia de la tuberculosis.

El reporte Global de TB del 2025 emitido por la Organizacién Mundial de la Salud

(OMS) estimo que la enfermedad causé 1.23 millones de muertes, y aproximadamente

10.7 millones de casos, lo que corresponde a una incidencia de 131 por cada 100 000

habitantes a nivel mundial. El 86% de los casos nuevos se distribuyo por el Sudeste

Asiético, Pacifico Occidental y Africa, concentrando la mayor carga de TB en paises

de medios y bajos ingresos.
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En México, se reportaron 28,301 nuevos casos Yy recaidas por TB en 2023, esta cifra
aproximada reflejo un aumento del 5.7% en comparacion con los 26,511 casos con
una incidencia de 28 por cada 100,000 habitantes y 4,900 fallecidos, del 2022
(Secretaria de Salud, 2023). A pesar de las estimaciones de la Secretaria de Salud, la
OMS reporta cifras superiores debido a la falta de reporte de casos. El ultimo boletin
epidemioldgico de la Secretaria de Salud del 2026, reporté 8,817 casos confirmados
de TB pulmonar en nuestro pais. Concentrados principalmente en los siguientes
estados: Baja California (922), Veracruz (849 casos), Nuevo Ledén (704), Chiapas
(670), Tamaulipas (536), Sinaloa (491), Guerrero (450) , Sonora (463), Jalisco (375),
Chihuahua (342) y Tabasco (308). Esto representé un incremento del 31% con
respecto a lo observado en el afio 2025 en el mismo periodo (Secretaria de Salud,
2026).

En la mayoria de los casos, la respuesta inmunoldgica del individuo afectado es lo
suficientemente efectiva como para evitar la propagacion y el desarrollo de la infeccion.
Esta fase de la infeccion denominada infeccion latente (TBL), permite la supervivencia
bacteriana en el organismo sin desencadenar la manifestacion clinica de la
enfermedad, debido a la formacion de un granuloma. Se ha estimado que cerca de un
cuarto de la poblacion mundial esté infectada por el bacilo en estado de latencia (World
Health Organization, 2025).

Es importante resaltar que las personas infectadas con el bacilo tienen un 10% de
probabilidad de enfermar de TB a lo largo de la vida. Este riesgo se ve incrementado
en personas cuyo sistema inmunolégico esta comprometido, como ocurre en casos de
la infeccion por el VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humano), consumidores de tabaco
y diabetes tipo 2. En este sentido, 5.8% de los casos nuevos y 150,000 muertes,
corresponden a personas con VIH (World Health Organization, 2025). La OMS ha
sugerido enfocar la investigacion e intervenciones en los factores clave que influyen

en la tasa de incidencia de la TB.
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A pesar de los avances en diagndstico y tratamiento, existen retos importantes para el
manejo de la enfermedad, por ejemplo solo el 78% de los casos estimados en 2025
fueron diagnosticados y notificados, dejando a mas de 2 millones de personas sin
tratamiento (World Health Organization, 2025). Aunado a esto, el uso indebido o
incorrecto de la terapia antifimica, sumado a la resistencia natural de las bacterias,
fomenta la aparicion de cepas TB multirresistente (MDR-TB) y extremadamente
resistente (XDR-TB), dificultando el control de la infeccidon. En el reporte de TB del
2025 se estim0 que 390,000 personas desarrollaron resistencia, y esto causo
alrededor de 150,000 muertes a nivel mundial. La aparicion de resistencia en un
paciente implica la extensién de esquemas de tratamiento y aumento en los costos,
representando un reto adicional para los sistemas de salud (World Health
Organization, 2025).

La aparicion de cepas resistentes a farmacos antifimicos en México representa un
factor de riesgo, en un estudio de Borrego-Moreno y colaboradores, identificaron que
en el centro-norte del pais los pacientes con TB con resistencia a la rifampicina tenian
un mayor riesgo de morir, incluso después de considerar otros problemas de salud. De
hecho, casi uno de cada cinco (el 17.6%) no logré sobrevivir, ademas el 33%
fallecieron en menos de veinte meses (Rivas-Santiago et al., 2026). Entender los
procesos biolégicos implicados en el proceso de infeccion, desde la entrada del bacilo
a los pulmones y la participacion de las células reclutadas, representa un primer paso

fundamental en el desarrollo de nuevas terapias.

Infeccion por tuberculosis.

La infeccion por TB ocurre, en la mayoria de los casos, a través del contacto directo
de persona a persona con la infeccidén activa. Un paciente con la enfermedad activa
genera microgotas que transportan al bacilo, al hablar, toser o estornudar. El
microorganismo, al ser inhalado por un individuo sano, viaja por las vias respiratorias
superiores e inferiores hasta alcanzar el lugar primordial de infeccién: los pulmones,

un ambiente rico en oxigeno, los sitios mas comunes de infeccion en el parénquima
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pulmonar son los segmentos apical y posterior de los I6bulos superiores y los

segmentos dorsales de los I6bulos inferiores (Elkington & Friedland, 2015).

En la mayoria de los casos, el sistema inmune logra contener la infeccién sin eliminar
por completo al microorganismo. Este fenomeno permite que las bacterias coexistan
en el organismo sin desencadenar la manifestacion clinica de la enfermedad (TBL)
(Koch & Mizrahi, 2018). Dentro del granuloma, las bacterias se vuelven
metabdlicamente inactivas, pero conservan capacidad de reactivacion. El desarrollo
de la infeccion depende en general del establecimiento y la proliferacion de bacilos

virulentos, asi como también, de la propia respuesta del huésped (Trauer et al., 2019).

Respuesta inmune contra Mtb.

Nuestro sistema inmune activa esta respuesta desde la entrada del bacilo a través de
las vias respiratorias, donde se enfrenta a una serie de barreras fisicas y quimicas que
constituyen la primera linea de defensa, un ejemplo es el moco que recubre las vias
respiratorias superiores, su funcion es atrapar particulas y patdégenos, mientras que
ayuda a eliminarlos. Sin embargo, aquellas particulas inhaladas con un didmetro
menor a 1-2 ym pueden superar estas barreras y alcanzar el tracto respiratorio inferior,

hasta llegar a los alvéolos (Herrera et al., 2022).

Dentro de los alveolos, células residentes como los macrofagos alveolares, células
dendriticas y el epitelio pulmonar, son las primeras células inmunes innatas en tener
contacto con el bacilo, estableciendo una infeccion primaria. Al reconocer al bacilo, a
través de receptores de reconocimiento, como los tipos Toll (TLR), en especial TLR2,
TLR4y TLR9, y receptores como Dectin-1 y de manosa. Esta respuesta inicial coordina
la respuesta del resto del organismo ante la presencia de un patégeno, promoviendo
la secrecion de citocinas proinflamatorias como: TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12, entre otras
(Rahlwes et al., 2023; Sia & Rengarajan, 2019). El estado proinflamatorio establecido
genera un gradiente que beneficia la atraccion y activacién de mas células inmunes al
sitio de infeccion, por quimiotaxis, para permitir la llegada de monocitos periféricos,
neutrofilos, y también plaquetas, con la finalidad de delimitar el dafio y controlar la
infeccion (Ahor et al., 2024).
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En la respuesta adaptativa, las células dendriticas, internalizan y procesan al antigeno
y migran desde el pulmén a ganglios linfaticos, donde presentan en su superficie
antigenos de Mtb a través del complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (MHC II).
En este sitio se realiza la presentacion antigénica a linfocitos T virgenes (naive), para
la activacion y expansion clonal de una respuesta T especifica contra Mtb. Las células
T CD4+, son importantes para establecer una respuesta Th1 con la produccién de IFN-
Y, para potenciar la respuesta celular y aumentar la capacidad de los macrofagos para
eliminar y limitar la diseminacion del bacilo. Las células T CD8+ se especializan en
reconocer especificamente a epitopos de Mtb unidos a MHC-I en los macréfagos o
células dendriticas, eliminando a las células infectadas.(Flynn & Chan, 2001; Sia &

Rengarajan, 2019).

La activacion de la respuesta inmune, el reclutamiento y aglomeracién de células
inmunes inducido por la inflamacién que ocasiona la infeccion, lleva a la formacién del
granuloma (Fig. 1). Logrando establecer, en la mayoria de los casos, el equilibrio Mtb-
huésped, donde las bacterias quedan encapsuladas en el interior del granuloma, en
estado de latencia, entonces la enfermedad no se desarrolla, no hay sintomas, y

tampoco es contagiosa (Bozzano et al., 2014).
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Figura 1. Respuesta inmune frente a Mycobacterium tuberculosis. 1) La entrada de
Mtb a los alvéolos desencadena la respuesta inmune del huésped. 2) Inicialmente, se
activa la inmunidad innata, caracterizada por la produccion de citocinas proinflamatorias
como TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-12. 3) Esta respuesta promueve el reclutamiento de mas
células. 4) Posteriormente, se activa la inmunidad adaptativa, particularmente una
respuesta tipo Thl. 5) Las células T CD4+ secretan IFN-y, que activa a los macréfagos
para potenciar su capacidad microbicida. 6) Asimismo, las células T CD8+ participan en la
eliminacién de células infectadas. 7) El resultado de esta respuesta coordinada es la
formacién del granuloma, una estructura organizada que permite contener la infecciéon y
limitar su diseminacion. Imagen creada en Adobe llustrator 2026.
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Granuloma.

El granuloma es una estructura multicelular, constituida principalmente por macréfagos
que tiene como funciébn encapsular y contener a la micobacteria, limitando la
diseminaciéon del bacilo (Ramakrishnan, 2012). La formacion y estructura del
granuloma esta mediada por la secrecion de citocinas, donde TNF-a e IFN-y
promueven la respuesta, a través de la atraccion y organizacion de las células
inmunes, asi como de su activacién para promover los mecanismos antimicrobianos.
Sin embargo, citocinas como la IL-10 y TGF-B en altas concentraciones inhiben la
produccion de TNF-a e IFN-y y, limitan la activacion de los macréfagos y células T,

suprimiendo su capacidad de proliferar (Cavalcanti et al., 2012).

Después de la infeccion inicial y debido al aumento en la expresién de citocinas, los
monocitos de sangre periférica migran hacia el sitio de infeccion donde maduran a
macréfagos, estos poseen diversos receptores de la inmunidad innata como
receptores tipo Toll (TLR2, TLR4, TLR9, receptores de lectina tipo C (receptor de
manosa, Dectin-1, DC-Sing), receptores tipo NOD (NOD1, NOD2), entre otros, lo que
les permite reconocer y fagocitar a Mtb y aunque esa es su funcién principal, en el
granuloma no todos estan infectados, los macréfagos no infectados ayudan a contener
la infeccién a través de la produccién de citocinas (ltaliani & Boraschi, 2014). Durante
mucho tiempo, la clasificacion de los macréfagos fue basada en la polarizacién M1/M2,
extremos que representaban la respuesta proinflamatoria y bactericida (M1) y la
antiinflamatoria asociada a la reparacion tisular (M2). Sin embargo, los estudios de
poblaciones de células han demostrado que esta clasificacion no explica toda la
diversidad fenotipica que hay en la polarizacién de los macréfagos en condiciones

fisiol6gicas y patologicas (Murray et al., 2014).

En un estudio de Cooper y colaboradores, demostraron que habia una alta variabilidad
en la estructura de los granulomas formados durante un proceso infeccioso, cada uno
con su propia composicién celular y capacidad de controlar a la bacteria (Cooper et al.,
2024). Por lo tanto, la presencia, activacion y polarizacion de los macréfagos puede

verse comprometida segun el microambiente formado en el granuloma.
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Este escenario se vuelve mas complejo ya que en el granuloma de pacientes con TB,
pueden tener diversos perfiles de latencia metabdlica y fenotipos que acumulan lipidos,
polarizaciones que escapan de la categoria tradicional M1 o M2. Por ejemplo, se ha
observado que la mayoria de los macréfagos presentes en el granuloma se diferencian
en macrofagos epitelioides, células activas con un citoplasma muy grande y una mayor

capacidad de fagocitar a la bacteria (Ahmad et al., 2022).

Ademas, la diferenciacién de los macréfagos depende del microambiente presente,
por ejemplo, los factores como la hipoxia, la disminucion de nutrientes, la limitada
vascularizacion, cambios metabdlicos, acumulacion de restos de células muertas, las
interacciones célula-célula pueden desarrollar fenotipos que no logran describirse del
todo en la clasificacion tradicional (Parbhoo et al., 2022). Un ejemplo clave, son las
alteraciones metabdlicas que facilitan la acumulacion de lipidos y permiten la
formacion de macréfagos denominados espumosos, los cuales pueden actuar como
reservorio de nutrientes para Mtb, contribuyendo a la persistencia de la infeccion y a
la progresion de la enfermedad (Peyron et al., 2008).

Macrofagos espumosos.

Los macréfagos espumosos son un fenotipo que se caracteriza por la acumulacion de
gotas lipidicas en su citoplasma, sus cuerpos lipidicos contienen lipidos neutros como
colesterol, ésteres de colesterol o triglicéridos, otorgandoles una apariencia espumosa
al microscopio. Este tipo de células no son exclusivas de la TB, estan presentes en
diversas enfermedades crénicas e inflamatorias, como la aterosclerosis, y diversos
tipos de cancer (Guerrini & Gennaro, 2019). Este fenotipo posee similitudes en sus
mecanismos de formacion entre etiologias, sin embargo, una propiedad que los
diferencia es el tipo de grasa que almacenan, en enfermedades cardiovasculares como
la aterosclerosis el contenido predominante es el colesterol libre, mientras que en la
TB son formadas principalmente de triacilgliceroles (TAG). En los granulomas de
pacientes con TB avanzada es frecuente encontrar necrosis caseosa en el centro, esta
zona tiene una apariencia blanquecina similar al queso, debido a que contiene grandes

cantidades de triacilgliceroles, colesterol, ésteres de colesterol y lactosilceramida, que
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derivan principalmente de células muertas, convirtiéndose en el componente principal
para el desarrollo de las células espumosas, un cambio metabdlico que puede

representar un beneficio para la infeccion (Agarwal et al., 2021).

El exceso de contenido lipidico en el interior de los macréfagos puede generar cambios
en el metabolismo celular. Esta reprogramacion se ha visto mediada por el aumento
en la expresion de moléculas implicada en la captacion de lipidos como CD36, SR-A,
LOX-1, la activacion de factores de transcripcion PPARy (receptor activado por
proliferador de peroxisomas gamma) y LXR (receptor X hepatico) que regulan el
metabolismo de lipidos en las células. De igual manera, se ha observado el incremento
en la actividad de enzimas implicadas en la sintesis de lipidos intracelulares como
DGAT (Diacilglicerol O-Aciltransferasa 1) y ACAT (Acil-CoA:Colesterol Aciltransferasa
1), ademas de la reduccién de la expresion de trasportadores encargados de eliminar
el exceso de colesterol en la células como ABCAL1 y ABCGL1 (Fig. 2) (Gui et al., 2022;
Wilson et al., 2019).

17 |Pagina



IRecaptura de lipidos

NCEH1 ( CE '>ACAT-1
HSL‘ xS ACA;Z

Esterificacion Colesterol

Figura 2. Metabolismo lipidico en macr6fagos y su relacién con la formacion de
células espumosas. La recaptura de lipidos del entorno aumenta contribuyendo a la
acumulacion intracelular. Se activan factores de transcripcion como LXR y PPARYy,
regulan la expresion de multiples genes involucrados en este proceso, actuando como
sensores del estado lipidico de la célula. La esterificacion del colesterol esta mediada
por las enzimas ACAT-1 y ACAT-2, que convierten el colesterol libre (CE) en ésteres
de colesterol para su almacenamiento en gotas lipidicas. Por otro lado, la sintesis de
triglicéridos (TAG) depende de la enzima DGAT. El eflujo de colesterol (ABCA1,
ABCG1) hacia el exterior celular esta disminuido permitiendo la sobrecarga lipidica.
Imagen modificada de: Gui et al., 2022
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El resultado de esta reprogramacion metabdlica no es solo la acumulacién de grasa,
esta desregulacion tiene como consecuencia principalmente en su funcion
inmunoldgica. Los macréfagos espumosos reducen su capacidad fagocitica e inducir
dafio tisular, favoreciendo la supervivencia y persistencia de Mtb. (Agarwal et al., 2021;
Guerrini & Gennaro, 2019; Ye et al., 2022) Los cuerpos lipidicos que conforman a este
fenotipo no representan solo la acumulacion de grasa, pueden tener funciones como
cualquier otro organelo. En la infeccién por micobacterias se ha observado que pueden
participar en el metabolismo lipidico, almacenar moléculas activas como los
eicosanoides (por ejemplo PGE2), los cuales modulan la respuesta inflamatoria
(disminuyen TNF-a y aumentan IL-10). De manera importante pueden influir en
retencion de proteinas necesarias para la maduracién del fagosoma 'y su futura fusion
con el lisosoma (Almeida et al., 2023). Las proteinas de la familia de las perilipinas,
particularmente PLIN2 (adipophilin/ADRP), son marcadores clasicos de estos
organelos y su expresion esta aumentada en los macrofagos espumosos de
granulomas necréticos de ratones infectados con el bacilo (Seto et al., 2025). Lo
anterior sugiere que los macréfagos espumosos no constituyen UGnicamente un
depadsito lipidico, sino que podrian representar una estrategia de persistencia y evasion

empleada por el bacilo para favorecer su supervivencia y perpetuar la infeccion.

Se ha demostrado que la micobacteria también puede fomentar la formacién de
macrofagos espumosos, principalmente a través de componentes de su pared celular,
que son liberados al medio, un ejemplo son los &cidos micdlicos o el
lipoarabinomanano (ManLAM), los cuales son reconocidos e internalizados por los
macréfagos, desencadenando una sefial interna que promueve la acumulacion de
grasa en los cuerpos lipidicos. Se reporto recientemente que ManLAM, se une a TLR2
y Dectin-2 y activa la via de sefalizaciéon que depende de mTORC1 y PPARYy,
aumentando la acumulacion de lipidos en el citoplasma (Nag et al., 2026).

El exceso de grasa en estas células lleva a la necrosis celular, promoviendo la carga

lipidica ya que se libera todo el contenido lipidico al espacio extracelular, esto
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contribuye directamente a la formacion del centro necrotico en el granuloma (Russell
et al., 2009).

A nivel histologico se ha observado en granulomas de pacientes con TB activa, que
los bacilos se asocian estrechamente a las gotas lipidicas dentro de los macrofagos
espumosos, lo que refuerza la idea de que ese nicho graso es un centro para la
persistencia bacteriana, donde Mtb puede formar inclusiones lipidicas intracelulares
(ILI) pequefias reservas de grasa dentro de la propia bacteria, asociados a la
persistencia bacteriana y su adaptacion a estados de baja actividad metabdlica
(Peyron et al., 2008). El fenotipo espumoso se ha visto asociado a la ruptura del
granuloma, contribuyendo al desarrollo de necrosis caseosa, y posteriormente, a la
generacion de cavitaciones, espacios donde la bacteria se puede multiplicar de
manera activa, lo que favorece la inflamacion, el dafio tisular y la pérdida de contencién
del bacilo, causando su reactivacion y diseminacién (Peyron et al., 2008; Riaz et al.,
2020).

Es importente resaltar que durante la formacion del granuloma este presenta una
composicién celular heterogénea y en constante cambio, en este microambiente, las
interacciones entre los distintos tipos celulares y las sefales que estos generan
modulan la diferenciacién metabdlica y funcional de los macréfagos, promoviendo
diversos fenotipos. Las plaquetas se encuentran presentes en los granulomas
tuberculosos donde interactian estrechamente con monocitos y macrofagos (Ali et al.,
2015; Torres-Juarez et al., 2021). Ademas, en la ateroesclerosis, las plaquetas pueden
promover la transformacion de monocitos en células espumosas, lo que plantea la
posibilidad de que las plaguetas desempefien un papel relevante en la generacion y

mantenimiento de los macréfagos espumosos durante la TB.

Plaguetas

Las plaquetas son fragmentos anucleados derivados de los megacariocitos, conocidas
principalmente por su papel como reguladores de procesos hemostaticos, células que
a pesar de que carecen de nucleo tienen la capacidad de sintetizar proteinas ya que

pueden traducir ARNm derivado de sus precursores, los megacariocitos (Weyrich
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et al., 2009). Las plaquetas pueden contener moléculas bioactivas, como factores de
coagulacion (V, XXII, vWF, fibrindgeno) factores angiogénicos y de crecimiento (TGF-
B, VEGF, PDGF), citocinas y quimiocinas (IL-1p3, CCL2, CCL3), moléculas de adhesion
(P-selectina), histamina, ATP, calcio, entre otras; almacenadas en el interior de los tres
tipos de granulos que posee: alfa, densos y lisosomales, esas moléculas pueden ser
liberadas después de su activacion (Huilcaman et al., 2022). También se ha descrito
que tienen la capacidad de reconocer patdgenos a través del reconocimiento de
proteinas tales como C3a , Cha, proteina C reactiva y trombospondina-1, ademas
expresan en su superficie receptores tipo toll (TLR) como TLR-1, TLR-4, TLR-2, TLR-
6, estos receptores son capaces de montar una respuesta antimicrobiana efectora,
incluyendo la produccion de citocinas (TNF-a), especies reactivas de oxigeno (ROS) y
proteinas microbicidas de plaquetas (PMP) como la kinocidina (Ebermeyer et al.,
2021). Estas caracteristicas han establecido que las plaguetas son células

inmunoloégicamente activas.

Una de sus funciones es la capacidad para modular la respuesta de otras células
inmunes, ya sea mediante contacto directo o a través de la secrecion de moléculas
bioactivas. Las plaquetas pueden inducir el reclutamiento de neutréfilos y aumentar la
produccion de trampas extracelulares de neutréfilos (NETS), también promueven la
maduracion de células dendriticas, regulan la polarizacion y el tipo de respuesta de los
linfocitos T, el cambio de isotipo y generacion de linfocitos B de memoria, ademas de
interaccionar con monocitos fomentando y modulando su diferenciacion a macréfagos
(Ebermeyer et al., 2021). Dado estas caracteristicas actualmente hay investigaciones
que se han enfocado en su papel en procesos inflamatorios, enfermedades
metabdlicas como la aterosclerosis y su papel como inmunomoduladores en procesos

infecciosos.

En el contexto especifico de la TB, la evidencia sobre la participacion plaquetaria ha
crecido en los ultimos afios. Torres-Juarez y colaboradores demostraron en un modelo
murino de infeccién con Mtb H37Rv, que hay un nivel basal de plaguetas marcado con

CD41+ sin infeccion, que el reclutamiento de plaqueta al sitio de infeccién se da en
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fases tempranas y tardias, y estas se pueden ver asociadas con células inmunes.
Ademas las plaquetas pueden interactuar directamente con Mtb, internalizando al
bacilo. A pesar de que observaron la produccién de péptidos antimicrobianos (RNasa
7, HBD2, hPF-4) y su asociacion con la micobacteria, no hubo un efecto en la
disminucién de la carga bacteriana (Torres-Juarez etal.,, 2021). Al parecer las
plaguetas son reclutadas al sitio de infeccion, tienen la capacidad de asociarse con
elementos del sistema inmune y las bacterias, sin embargo se desconoce su papel o

funcién activa ante la infeccion.

Estudios clinicos en pacientes con TB activa han reportado que la trombocitosis,
aumento de plaquetas, es un hallazgo presente en hasta el 50% de los pacientes
infectados con Mtb, en comparacion con aquellos que presentan micobacteriosis o con
individuos no infectados. Ademas, la presencia simultdnea de granulomas vy
trombocitosis en los pacientes se ha asociado a una mayor probabilidad de obtener
una tincién positiva para bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) (Renshaw & Gould,
2013). A nivel molecular, la participacion de las plaquetas en la TB se ha observado
en la firma transcriptomica de pacientes con TB activa, el analisis del tejido de
granulomas humanos revel6 la sobreexpresién de 53 genes relacionados con la
activacion plaquetaria en comparacién con tejido pulmonar sano (La Manna et al.,
2022). Esto indica la presencia y activacion de las plaquetas en la infeccién por TB,
pero nuevamente no nos habla del papel que estan desarrollando en la infeccion, y
porque su aumento se ve relacionado de manera negativa con la enfermedad, ademas
Su presencia y activacion es en granulomas necroéticos, esto asociado a un estado de

reactivacion de la enfermedad.

Entre todas las interacciones que establecen las plaquetas con el sistema inmune, una
de las mas relevantes es la que ocurre con los monocitos. Esta relacion ha sido bien
documentada en enfermedades como la aterosclerosis, donde promueven la
formacion de macrofagos espumosos, sin embargo, en la TB donde se ha reportado

su presencia en los granulomas de pacientes y asociacion con células del sistema
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inmune, aun no se ha demostrado, aunque varios antecedentes sugieren que podria

estar ocurriendo algo similar.

Interaccién entre plaquetas y monocitos fomenta la formacién de
macrofagos espumaosos.

De las relaciones inmunologicas descritas entre las plaquetas y el sistema inmune, es
importante resaltar la asociacion célula-plaqueta descrito en diferentes enfermedades
inflamatorias, no solo por la frecuencia en la que ocurre, si no por sus funciones que

podria desarrollar.

La interaccion monocito-plagueta, se ha estudiado principalmente en la enfermedad
de aterosclerosis y otras enfermedades inflamatorias crénicas, ya que se ha reportado
que las plaquetas pueden influenciar la diferenciacion de los monocitos hacia un
fenotipo espumoso. En placas ateroscleréticas la fagocitosis de plaquetas por
macrofagos activa a estas células y promueve su transformaciéon en espumosos, un
proceso que implica el procesamiento proteolitico de la proteina precursora amiloide
derivada de las plaquetas, esto induce la expresion de la enzima iNOS, es decir, la
fagocitosis de las plaquetas genera una reprogramacion funcional que orienta al

macrofago hacia un fenotipo pro-aterogénico (De Meyer et al., 2002b).

De manera similar, cuando una plaqueta interacciona con otra célula, no solo se pega
a su superficie, tiene la capacidad de dar sefiales que modifican su respuesta y su
diferenciacion. Se ha observado que las células progenitoras CD34* cultivadas en
presencia de plaquetas, se ve inducida su diferenciacion a macrofagos espumosos en
un periodo de 5 dias (Daub et al., 2007). Ademas en modelos in vitro se ha observado
que la agregacion de plaguetas y monocitos aumentan la captaciéon de lipidos (LDL
oxidada), gracias a esto el agregado formado podria extravasar con mayor facilidad
hacia el endotelio donde se fomentaria su diferenciacion a macréfagos espumosos
(Badrnya et al., 2014a).

Este efecto se ha visto conservado en enfermedades inflamatorias como la

enfermedad arterial coronaria (CAD), donde el co-cultivo de monocitos y plaquetas de
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paciente con CAD, en comparacion del co-cultivo libre de plaquetas, presentaban una
mayor formacion de macrofagos espumosos un aumento de marcadores implicados
en el metabolismo lipidico (CD36, SR-A, LXR y la enzima ACAT) (Mehrpouri et al.,
2019).

Como se ha mencionado previamente, las plaguetas estan presentes en el sitio de
infeccion. Mediante inmunohistoquimica se ha observado la localizacion de las
plaguetas en lesiones granulomatosas de los pulmones, y su contacto con macrofagos.
Esta interaccion puede ser mediada por los factores solubles secretados por las
plaguetas, por ejemplo, la produccion de TGF-B que es el principal responsable de la
inhibicién de la respuesta de los linfocitos T, inhibiendo la proliferacién y la produccion
de IFN-y inducido por BCG, mientras que la produccion del h-PF4 potenciaba la
actividad microbicida de los macrofagos, observado por la inhibicion del crecimiento
de Mtb (La Manna et al., 2022).

Por otra parte, el aumento de agregados plaqueta-monocito (CD14*CD41%) en
pacientes con TB activa, se vio asociado con el incremento en la expresion de TLT-1
(un receptor de la familia TREM), P-selectina y CD40L, receptores de adhesion
presentes en las plaquetas, ademas de que se describié que esta interaccion
promueve la activacion de los monocitos de los paciente con la TB activa, en
comparacioén con los control (Wang et al., 2022), y en estudios similares se observaron
gue disminuia la produccion de citocinas proinflamatorias (IL-18, TNF-a, IL-6 e IFN-y)
y aumentaba la de citocinas antinflamatorias IL-10 (Kullaya et al., 2018). Por lo tanto,
las plaguetas cumplen una funcion dentro de la fisiopatologia de la TB ya sea por
sefales activas o por el contacto directo, sin embargo, este campo ha sido poco

estudiado.
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3. Planteamiento del problema

A pesar de que los macrofagos espumosos se han identificado en los granulomas de
pacientes con tuberculosis y su presencia se asocia con un mal prondstico, los
mecanismos que inducen su formacion en el contexto de la infeccion por Mtb ain no
se comprenden completamente. En otras enfermedades inflamatorias, como la
aterosclerosis, se ha demostrado que las plaquetas inducen directamente la
transformacién de monocitos en macréfagos espumosos a través del contacto célula-
célula y sefales bioactivas. En la TB, aunque se ha reportado la presencia de
plaguetas dentro de los granulomas, no se ha evaluado si la interaccién plaqueta-
monocito es suficiente para generar macrofagos espumosos, tampoco se ha
caracterizado si este fenotipo inducido por las plaquetas permite alteraciones en su
perfil metabdlico (expresion de CD36, PPARYy), en su respuesta inmunolégica (perfil
de citocinas) ni lo més relevante, su capacidad para controlar la replicacién bacteriana.
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4. Justificacion

A pesar de los avances, la tuberculosis sigue siendo una de las enfermedades
infecciosas mas letales del mundo, cada afio millones de personas enferman y mas de
un millén muere, lo que demuestra que el conocimiento actual aun no ha logrado
controlarla. Por lo tanto, entender los mecanismos que permiten al bacilo persistir
dentro del huésped es una necesidad urgente. Uno de esos mecanismos es la
formacion de macréfagos espumosos, células que actian como un nicho lipidico para
la bacteria, sin embargo, los mecanismos que convierten a un macrofago en una célula
espumosa en la TB no se conocen por completo, en particular, qué papel juegan las
plaguetas en ese proceso. Comprender el papel de las plaquetas en la formacién de
macrofagos espumosos durante la infeccion, es fundamental para avanzar en el
conocimiento de la fisiopatologia de la enfermedad. Este nuevo conocimiento brindaria
la posibilidad de identificar nuevas dianas terapéuticas orientadas a inhibir la
interaccidon plagueta-monocito y asi evitar la formacion de estas células que actian
como un nicho lipidico para la bacteria. Ademas, permitiria plantear biomarcadores

predictivos asociados a mal pronéstico de la TB.
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5. Hipotesis
La interaccion de plaguetas con monocitos promueve su diferenciacion hacia

macrofagos espumosos, alterando su perfil metabdlico e inmunolégico frente a

Mycobacterium tuberculosis, alterando la capacidad de controlar la infeccion.

6. Objetivos

Objetivo General

Evaluar si la interaccion plaqueta-monocito modula la diferenciacion de los monocitos
hacia un fenotipo espumoso y su reprogramaciéon metabodlica asociada, y si estos
macrofagos espumosos, tras la infeccion con Mycobacterium tuberculosis, presentan
una respuesta inflamatoria alterada y su capacidad en controlar la replicacion de la
bacteria.

Objetivos Especificos

e Evaluar si el co-cultivo de monocitos con plaquetas (relacion 1:100) induce la
formacién de macrofagos espumosos, mediante tincion con Oil Red O y
cuantificacion del porcentaje de células positivas, comparando con monocitos
cultivados en condiciones estandar de diferenciacion.

e Evaluar el perfil metabdlico de los macréfagos espumosos inducidos por
plaquetas, mediante la cuantificacion de la expresion relativa de los genes CD36
y PPARy por RT-gPCR, comparando los niveles de expresién con los
macrofagos control .

e Evaluar el perfil de citocinas de los macréfagos espumosos inducidos por
plaguetas tras la infeccion con Mth, mediante la cuantificacion de la expresion
relativa de los genes IL-18, TNF-a (proinflamatorias), IL-10 y TGF-B
(antiinflamatorias) por RT-gPCR a las 24 horas post infeccion, comparado con
macrofagos control infectados en las mismas condiciones.

e Evaluar la capacidad de los macréfagos espumosos inducidos por plaquetas

para controlar el crecimiento intracelular de Mtb, mediante el recuento de
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unidades formadoras de colonia (UFC) a las 0 y 24 horas post infeccién,

comparando con los macréfagos control infectados.

28| Pagina



7. Material y métodos

Obtencion de monocitos partir de muestras de sangre periférica.

A los seis individuos sanos incluidos dentro del experimento se les entregd el
consentimiento informado, una vez firmado se tomaron aproximadamente 50 mL de
sangre periférica en tubos con citrato de sodio para vacutainer (Beckton Dickinson,
Franklin Lakes, USA). Los donadores clinicamente sanos que cumplian con los
criterios de inclusion y exclusion (Tabla 2).

Tabla 2. Criterios para considerar a los donadores de banco de sangre.

Criterios para considerar a los donadores

Inclusion Exclusion
Individuos clinicamente sanos No firmar el consentimiento informado
18-40 afos Diabetes mellitus tipo I

Tratamiento inmunosupresor
Enfermedades autoinmunes
HIV positivos

Enfermedades metabodlicas

La sangre obtenida se diluyé con RPMI 1640 (Corning cellgro, Manassas, VA, USA) y
las células mononucleares (PBMCs) se aislaron por gradiente de densidad utilizando
Lymphosep (Stemcell Technologies, Vancouver, CA). Posteriormente, los monocitos
se obtuvieron por su capacidad de adherencia; para esto se colocaron 2.5x108 PBMCs
por pozo en placas de 48 pozos (Costar, Corning, NY, USA). Las células fueron
incubadas durante dos horas a 37°C con 5% de CO2 para permitir la adherencia de los
monocitos. Pasado este tiempo se lavaron con PBS 1X (Corning cellgro, Manassas,
VA, USA) para remover las células no adheridas. Las células adheridas fueron
incubadas durante siete dias mas, a 37°C con 5% de CO:z para permitir su
diferenciacion a macrofagos en medio RPMI 1640 (Corning cellgro, Manassas, VA,
USA) suplementado al 10% con suero humano (SH) descomplementado, 100 pg/mL
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de antibiotico penicilina-estreptomicina (Corning cellgro, Manassas, VA, USA) 2mM de

L-glutamina (Corning cellgro, Manassas, VA, USA) y 10 ng/mL de M-CSF.

Obtencion de plaquetas partir de muestras de sangre periférica.

Las plaguetas se aislaron a partir de sangre periférica, obtenida de donadores con
grupo sanguineo, factor RH y sexo similar a los donadores de los monocitos, para
obtener plaguetas homdlogas. Se recolectaron 20 mL de sangre en tubos con buffer
acido-citrato-dextrosa (a-clorohidrina). El tubo se centrifugé a 100g por 15 min para
obtener el plasma rico en plaquetas (PRP), el cual se diluyé en una proporcion 1:1 con
un coctel de inhibicién de la activacion plaquetaria (EDTA 3mM, PGE1 1mM y &cido
acetil salicilico a 195 pM, diluido en buffer ACD (Acido citrico-citrato de sodio-
Dextrosa)). Posteriormente las plaguetas fueron aisladas por gradiente de densidad a
1.063 gr/mL utilizando Optiprep (Sigma Aldrich, San Luis, EE.UU), y se centrifug6 a
350g durante 20 minutos para recuperar la fraccion de plaquetas, después se
centrifugé a 800g durante 20 minutos para obtener el pellet plaguetario. Se lavé el
pellet con buffer Tyrodes (HEPES 2.5 mmol/L, NaCl 150 mmol/L, KCI 1 mmol/L,
NaHCO3 2.5 mmol/L, NaH2P0O4 0.36 mmol/L- glucosa (Glc) 5.5 mmol/L, BSA 1 mg/ml,
pH 6.5). Después de remover el sobrenadante el pellet fue re suspendido en buffer
Tyrodes (pH 7.4) para el conteo de las plaquetas en camara de Neubauer. Se evallo
el aislamiento de las plaquetas con CD41-Alexa Fluor 488 y la activacién de las
plaguetas con CD62P-APC, mediante citometria de flujo en un FACS CANTO Il

(Beckton Dickinson).

Determinacién de la pureza del cultivo celular.

Los monocitos aislados por medio de adherencia en placa con una densidad de
2.5X10° por pozo en placas de 48 pozos (Costar, NY, USA) en medio RPMI, con 10%
Suero humano descomplementado, 1% de L-glutamina y antibidtico, fueron tratados
con Tripsina para despegar las células del pozo. Con el fin de evaluar la pureza celular
del cultivo, se marcd la poblacién de monocitos con CD14-PerCP y las plaguetas con
CD41-Alexa Fluor 488, y se analizé por citometria de flujo en un FACS CANTO I
(Beckton Dickinson).
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Co-cultivo Monocitos-plaquetas.

Después de la separacion de ambas células, los monocitos fueron co-cultivados con
plaquetas homologas en una relacion 1:100 monocito/plaqueta, bajo condiciones
estandar de cultivo a 37°C con 5% de CO2. Después de un cultivo total de siete dias
las células flotantes o plaquetas fueron removidas y se lavé con PBS el cultivo de

macrofagos obtenido.

Tincion con Oil Red O de macréfagos espumosos.

Después del co-cultivo de monocitos en presencia de plaquetas se evalud el
porcentaje de macrofagos que desarrollaron el fenotipo espumoso por medio de la
tincion de lipidos neutros vacuolares Oil Red O. Siete dias post incubacion se realizo
un lavado con PBS 1X y se fijaron las células con PFA al 4% durante 15 minutos,
posterior a ello, se enjuago rapidamente con isopropanol al 60 % ya que los lipidos se
pueden solubilizar. Las células cultivadas fueron teflidas con Oil Red O (Sigma-Aldrich,
USA) al 0.4% durante 30 minutos. Para eliminar cualquier residuo de tincion en las
células se utilizé isopropanol al 60% y se realizé un lavado con agua bidestilada.
Posteriormente las células se contra tifieron con Hematoxilina durante 4 minutos y se
realizaron dos lavados con agua bidestilada. Se agregod carbonato de litio durante 1
minuto, el cual actia como agente azulante y se realiz6 un lavado con agua bidestilada.
Los macrofagos espumosos se determinaron en base a la positividad al colorante
lipidico Oil Red O. El porcentaje de macréfagos espumosos se determind contando
cinco campos al azar por pozo, con un conteo minimo de 200 macréfagos totales. Los

recuentos fueron realizados por dos personas independientes y se promediaron.

Numero de macrdéfagos teiiidos Oil Red O

%Macrofagos espumosos = ( )x100

Numero de macréfagos totales

Extraccion de RNA total
Para la extraccion de RNA total del co-cultivo monocito-plaqueta, se retiré el medio de
cultivo y se colocaron 200 uL/pozo de Trizol (Invitrogen, Auckland Nueva Zelanda), se

dej6é reposar 5 min, posteriormente los fragmentos celulares fueron recolectados en
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tubos eppendorf de 1.5 mL (Axygen-scientific, Union, CA, USA) y se almacenaron a -
70°C hasta su procesamiento. Pasado el tiempo de estabilizacion con Trizol, los tubos
se homogeneizaron en vortex. La extraccion de RNA total se realiz6 agregando a cada
tubo 40 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) (Sigma-Aldrich, Missouri, USA);
posteriormente se homogeneizo en vortex y se centrifugd durante 20 minutos a 13,000
rom a 4°C; se recupero la fase acuosa y se les anadieron 50 yL de isopropanol frio
(Sigma-Aldrich, Missouri, USA), dejandolo precipitar a -70°C por una hora. Posterior a
esto, las muestras se centrifugaron por 16 minutos a 13,000 rpm a 4°C y se retir6 el
sobrenadante con cuidado de no llevarse el pellet formado. Se le agregé 200 pL de
etanol frio al 75% (Sigma-Aldrich, Missouri, USA), se mezclo por inmersién cinco veces
y en seguida las muestras se centrifugaron por 16 minutos a 13,000 rpm a 4°C,
nuevamente se desecho el sobrenadante. Las muestras se colocaron en el Speed Vac
Concentrator (Thermo Fisher Scientific, Lithuania, EU) por 12 minutos a una velocidad
de drenado media para remover el etanol al 75% restante. Finalmente, el RNA
obtenido fue re suspendido en 11 pyL de agua dietilpirocarbonato (DEPC) para

continuar con la sintesis de cDNA.

Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA se realizé en el termociclador AppliedBiosystems siguiendo las
especificaciones de la enzima utilizada. Para esto se colocaron, en tubos eppendorf
de 200 pL (Axygen-scientific, Union, CA, USA) 0.5 pL de Oligo-dT (Thermo Fisher
Scientific, Lithuania, EU) y los 11 puL del RNA previamente extraido y re suspendido en
agua DEPC. Las muestras se colocaron en el termociclador inicialmente por 10 min a
72°C seguido de 5 min a 4°c, tiempo en el que se anadieron 5 pL de Buffer 5x (Thermo
Fisher Scientific, Lithuania, EU), 1 yL de dNTP’s 10 mM (Invitrogen, Auckland Nueva
Zelanda). Posteriormente las muestras se incubaron a 25°c por 5 min, seguido de otro
ciclo a 4°C donde se agregaron 0.5uL de la enzima Transcriptasa reversa (Thermo
Fisher Scientific, Lithuania, EU). Después de esto, se procedio con la incubacion de
las muestras siguiendo un ciclo de 42°C por 50 min y el ciclo final de 70°C durante 15

min. El cDNA sintetizado se cuantific6 en el NanoDrop® ND-100 (NanoDrop
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Technologies, Inc, USA) colocando 2 uL de cada muestra. Las lecturas de cDNA se
realizaron a una longitud de onda de 260 nm para determinar la concentracion en
ng/pL. Ademas se determind la relacion 260/280 nm y 260/230 nm para verificar la
pureza. A partir de las concentraciones obtenidas de cada muestra, se realizaron
alicuotas de trabajo a una concentracion de 75ng/uL, las cuales se almacenaron a -

20°C hasta su uso.

RT-gPCR

Para realizar la amplificacién de los genes de interés se utilizé un intercalante de cDNA:
Eva Green (Biotium, California, E.U) y primers especificos, para citocinas
proinflamatorias, como IL-1B3, TNF-a, y antiinflamatorias, como TGF- e IL-10, asi

como reguladores metabodlicos como CD36 y PPARYy.

La amplificacion del cDNA de cada muestra se realizé por duplicado en placas de 96
pocillos (Roche LifeScience, USA) colocando 8uL de la mezcla de reaccién (0.2 uL
enzima , 5 uL Buffer 2X PCR, 0.25 pL Primer reverse, 0.25 yL Primer forward y 0.5 uL
EvaGreen, 1.8 pL de agua DEPC) y 2 uL de cDNA por pozo. Cada uno con
concentracion final de 150 ng/uL, a excepciodn del control negativo donde se colocaron

2 yL de agua DEPC en sustitucion de la muestra.

Una vez que la placa es cargada en su totalidad, se sell6 y centrifugé a 1200 rpm
durante 2 min. Finalmente se colocé en el termociclador Lyght Cycler® 480 (Roche
Life Science, USA).

El andlisis de las curvas de amplificacion para la determinacion de los puntos de
cruzamiento (crossing point, CP’s) se realiz6 en el Lightcycler software 4.05 (Roche
Applied Science), para normalizar los valores promedios de CP se utilizo el valor de
CP del gen constitutivo HPRT. Para el calculo de la expresion relativa se utilizo el

método AACt descrito Livak y Schmittgen, siguiendo la ecuacion:

Expresion relativa=2—-AACp
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Evaluacion de la interaccion monocito-plaqueta mediante microscopia
confocal.

Para evaluar la interaccion entre plaguetas y monocitos, las plaquetas aisladas (segun
se describié previamente) se centrifugaron y el pellet se resuspendié en una solucién
de CFSE (carboxifluoresceina diacetato succinimidil éster) a una concentracion final
de 5 uM en PBS. La suspension se incubé durante 20 minutos a 37 °C en oscuridad
para permitir el marcaje intracelular. Transcurrido este tiempo, las plaquetas se lavaron
dos veces con PBS para eliminar el CFSE libre no incorporado. Posteriormente, las
plaguetas marcadas con CFSE se co-cultivaron con los monocitos aislados en una
proporcion 1:100 (monocito:plagueta) durante 24 horas a 37 °C. Finalizado el tiempo,
las células se lavaron con PBS para eliminar las plaquetas que no habian interactuado
con los monocitos. Las células se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% durante
20 minutos a 4 °C. Se permeabilizaron utilizando el reactivo PermiFix (Thermo Fisher
Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para reducir las uniones
inespecificas y minimizar la fluorescencia de fondo, las células se bloquearon con
albumina sérica bovina (BSA) al 5% diluida en PBS durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Las muestras se lavaron nuevamente con PBS y los nucleos de los
monocitos se tifieron con DRAQ7 a una concentracion de 3 uM durante 30 minutos a
4 °C en oscuridad. Finalmente, las células se lavaron con PBS para eliminar el exceso
de colorante. La adquisicibn de imagenes bidimensionales se realiz6 con el

microscopio confocal Leica DM2500.

Cultivo de Mycobacterium tuberculosis

La cepa de referencia Mtb H37Rv (ATCC 27294) fue cultivada en cajas de cultivo de
25 cm? con 10 mL de medio Middlebrook 7H9 (DIFCO, USA) suplementado al 10% de
acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa (medio de enriquecimiento OADC; BBL,
Becton Dickinson), 0.5% de Tween 80 y 0.2% de glicerol, incubada a 37°C de
temperatura y 5% de CO:2 hasta obtener la concentracion de cultivo deseada en
suspension. La densidad optica (DO 600 nm) se midio todos los dias para evaluar la

curva de crecimiento de Mtb. Una vez en fase logaritmica se centrifugd para obtener
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el pellet y se le agregé medio Middlebrook 7H9 suplementado con OADC al 10%
(Becton Dickinson and Co, USA), se realizaron las alicuotas de trabajo de 1 mL con
una concentracion final de 1x108 micobacterias por vial, verificando la concentracién
por unidades formadoras de colonias (UFC), las bacterias se sembraron en agar 7H10

antes y después de cada experimento.

Infeccion de macrofagos espumosos con Mtb.

Se realiz6 un modelo de infeccion in vitro, los macréfagos espumosos inducidos por el
cultivo de monocitos con plaquetas fueron infectados con Mtb cepa de referencia
H37Rv (ATCC 27294) a una multiplicidad de infeccién de 5:1, proporcion bacilos:
células. Después de 2 horas de infeccion, las células se lavaron para eliminar las
bacterias extracelulares. A las 24 horas post infeccion a las células se les afiadio Trizol
para el analisis transcripcional de las citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias. En
otro ensayo independiente se evalu el control del crecimiento micobacteriano en cada

condicion a través de la determinacion de unidades formadoras de colonia.

Determinacién de Unidades Formadoras de Colonia (UFCs)

Una vez cumplido el tiempo de infeccion de los macrofagos espumosos, se retird el
medio de cada pozo y de forma independiente se lisaron las células adicionando 50
pL de SDS al 0.01% (Boehringer Mannheim, Indianépolis, EE. UU.) durante 10 min,
posteriormente se anadi®6 50 pL de medio Middlebrook 7H9 (DIFCO, USA)
suplementado al 20% de albumina sérica bovina (BSA, Sigma-Aldrich, Germany) para
detener la reaccién de lisis. Se procedié a realizar 4 diluciones seriadas por cada
condicion: para esto se prepararon 4 pozos con 270 uL de medio Middlebrook 7H9
(DIFCO, USA) y se tomaran 30 uL de la primera dilucion (1:10) continuando
sucesivamente hasta el cuarto pozo. Por ultimo, se tomaron 10 pyL de cada dilucién y
se sembraron por triplicado en cajas Petri preparadas con medio sélido Middlebrook
7H10 (DIFCO, USA) que fueron incubadas durante 14 dias a 37 °C y 5% CO2. Una
vez cumplido el tiempo, se conté el nimero de colonias formadas y se multiplico por el

factor de dilucién correspondiente. Los valores fueron reportados como UFCs/mL.
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Anélisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por duplicado con al menos seis repeticiones
experimental independientes. Se utiliz6 una prueba de bondad de ajuste de
Kolmogérov-Smirnov para determinar si los datos tenian una distribucion normal. El
analisis de comparacion de grupos para los datos de PCR tiempo real para la
comparacion de los grupos se realizé para los datos paramétricos la prueba t de
Student no pareada, en el caso de los datos no paramétricos se aplico la prueba U de
Mann Whitney. En el caso del andlisis del ensayo UFCs entre grupos y diferentes
tiempos se realiz6 una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con post hoc de Dunn.
Se considero para todos los analisis un valor estadisticamente significativo cuando p
<0.05. El analisis estadistico de los datos se llevo a cabo mediante el uso del paquete
estadistico GraphPAD Prism 6.1 (GraphPad software, La Jolla, CA, USA).
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