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RESUMEN

La microbiota intestinal juega un papel fundamental en la homeostasis y su alteracion esta
relacionada con patologias como el cancer colorrectal. Esta relacién puede ser estudiada a
través de modelos in vitro 3D, como los esferoides. Su facil produccion y las caracteristicas
propias (morfologia, “core” necrético...) los convierten en una herramienta experimental im-
portante en el estudio del microambiente tumoral.

Con este trabajo se busca establecer un modelo sencillo para el estudio de la influencia de la
flora intestinal sobre el cancer colorrectal, a través de la formacion de esferoides con lineas
celulares propias de colon (esferoides con HCT-116 vs esferoides de HCT116 y HT29-MTX
en proporcién 3:1) y su co-cultivo con una cepa de Escherichia coli. Un modelo en el que
aparecen tanto células tumorales del epitelio intestinal (HCT-116), como una linea productora
de mucina que representa a las células caliciformes de la mucosa (HT29-MTX). Ambas lineas
celulares son esenciales para reproducir el epitelio intestinal a nivel de colon, donde las célu-
las caliciformes se encuentran en mayor proporcion y la mucina juega un papel importante en
el establecimiento de la microbiota intestinal y por tanto para reproducir la relacién microbiota-
tumor. ElI modelo desarrollado servird de base para futuros modelos mas complejos, inclu-
yendo otras cepas bacterianas o incluso muestras de microbiota del paciente.

Los resultados muestran que la adicion de células HT29MTX no afecta ni el tamafio ni la
viabilidad de los esferoides al compararlos con aquellos con Unicamente células HCT116.
Aungue no se pudo constatar la produccion de moco en los esferoides con HT29MTX, se
observo una menor adhesion de E. coli a estos. El co-cultivo de esferoides de HCT116-HT29-
MTX (3:1) y bacterias propias de la microbiota intestinal (E. coli) representa un prometedor
modelo de la relacion microbiota-tumor, si bien se necesita de una mayor profundizacion en
el estudio.

ABSTRACT

The intestinal microbiota plays a fundamental role in homeostasis, and its alteration is related
to pathologies such as colorectal cancer. This relationship can be studied through 3D in vitro
models, such as spheroids. Their easy production and characteristics (morphology, necrotic
core...) make them an important experimental tool in the study of the tumor microenvironment.

The aim of this work is to establish a simple model for the study of the influence of intestinal
flora on colorectal cancer, through the formation of spheroids with colon cell lines (spheroids
with HCT-116 vs. spheroids of HCT116 and HT29-MTX in a 3:1 ratio) and their co-culture with
a strain of Escherichia coli. A model in which both intestinal epithelial tumor cells (HCT-116)
and a mucin-producing line representing mucosal goblet cells (HT-29-MTX) are present. Both
cell lines are essential to reproduce the intestinal epithelium at the colon level, where goblet
cells are found in higher proportion and mucin plays an important role in the establishment of
the intestinal microbiota and therefore to reproduce the microbiota-tumor relationship. The de-
veloped model will serve as a basis for future more complex models, including other bacterial
strains or even patient microbiota samples.

The results show that the addition of HT29MTX cells does not affect either the size or the
viability of the spheroids when compared to those with only HCT116 cells. Although mucus
production could not be observed in the spheroids with HT29MTX, a lower adhesion of E. coli
to the spheroids was observed. The co-culture of HCT116-HT29-MTX spheroids (3:1) and gut
microbiota bacteria (E. coli) represents a promising model of the microbiota-tumor relationship,
although further study is required.



Palabras claves: modelo in vitro 3D, esferoides, cancer colorrectal, epitelio, microbiota
intestinal, Escherichia coli, adhesion, mucina.

Keywords: 3D in vitro models, spheroids, colorectal cancer, epithelium, intestinal microbiota,
Escherichia coli, adhesion, mucin.

1.INTRODUCCION

1.1. Cancer de colon

El cancer colon es la tercera causa de muerte en el mundo por cancer, siendo el tercer cancer
mas diagnosticado en hombres y el segundo en mujeres, con una incidencia a nivel mundial
en 2020 superior a 1,9 millones de nuevos casos y 935.000 muertes segun datos del “Global
Cancer Observatory” (GCO). ®

El colon y el recto representan la porcion final del sistema digestivo y se encargan principal-
mente de absorber liquido para formar las heces. El colon es un conducto muscular de apro-
ximadamente un metro y medio de longitud que consta de 4 secciones: la primera seccion es
el colon ascendente (o también conocido como colon derecho) que comienza con el ciego
donde se une el intestino delgado con el grueso. Esta es la porciéon donde se producen los
canceres mas agresivos debido a que se acumulan mutaciones con mas facilidad y es una
zona “sucia” que alberga mucha microbiota. Por otra parte, estan el colon transverso, el colon
descendente (o izquierdo) y la ultima parte que se denomina sigmoide. La pared esta com-
puesta por cuatro capas: mucosa, submucosa, muscular y serosa. La mucosa es la capa mas
importante y esta formada por enterocitos y una mayor proporcién que en intestino delgado
de células caliciformes. Estas células predominan en unas estructuras caracteristicas de este
6rgano gue son las criptas de Lieberkiihn. Se trata de una zona muy vascularizada pero que
no presenta vellosidades intestinales por lo que no se pueden reabsorber tantas sustancias.
La principal funcién de las células caliciformes es la secrecion de mucina que le permite a las
bacterias de la microbiota adherirse al epitelio intestinal.
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Figura 1. Representacién del desarrollo desde una situacién normal (epitelio sano, 1) a la formacién en diferentes pasos del
carcinoma (desde un pequefio adenoma hasta metastasis, 2). Formacion en las criptas del colon de adenomas que podran seguir
desarrollandose y formar un carcinoma, que si se extravasa y penetra en la circulacién dara lugar a metastasis. @

Existen numerosos factores que se asocian a un aumento del riesgo de padecer este tipo de
cancer. Algunos de ellos se consideran modificables, como la dieta, la obesidad o el estilo de
vida (ejercicio, alcohol, tabaco). Otros factores, sin embargo, no serian modificables, como
pueden ser la historia familiar de pdlipos o cancer de colon o condiciones hereditarias de
inflamacion intestinal. Atender a todos estos factores es importante como prevencion e incluso
para evitar el desarrollo de otro tipo de enfermedades. Sin embargo, no se debe olvidar la
necesidad de realizar un seguimiento prematuro y extendido en el tiempo para poder detectar
esta patologia cuanto antes. ©

El desarrollo del tumor suele ser lento y no produce sintomas, por lo que pasa desapercibido.
Hasta que no alcanza un tamafio adecuado no se producen los sintomas tipicos como: blo-
queo del paso de las heces, dolor abdominal, calambres o incluso sangrado. La mayoria de
los tumores son un proceso que se desarrolla en varios pasos, tal y como se puede observar
en la Figura 1. En el mismo se producen cambios histologicos, morfolégicos y genéticos que
se acumulan a lo largo del tiempo.

El punto de inicio es la formacion de pélipos precancerigenos benignos. Se trata de una agre-
gacion anormal de células localizadas dentro de la mucosa intestinal y que pueden llegar
hasta el limen. Las células en divisién de los pdlipos pueden acumular suficientes cambios
genéticos por los que adquieren la capacidad de invadir la pared del intestino. Si bien, solo un
pequefo porcentaje de los pélipos adquieren rasgos malignos, y la progresion de pdlipo a
cancer suele tardar varios afios o incluso décadas. Los pdlipos se pueden desarrollar a lo
largo de toda la longitud del colon y el recto, aunque, aquellos que se desarrollan en la parte
proximal (colon derecho) que incluye el ciego y el colon transverso y la flexién esplénica, su-
ponen el 42% de todos los casos de cancer de colon en EE.UU. ¥

La deteccion temprana y la reseccion de los pélipos precancerigenos son criticos para inte-
rrumpir el adenocarcinoma y prevenir el desarrollo y propagacion del cancer colorrectal.® Los
polipos proliferan aumentando su tamafio, y van acumulando modificaciones genéticas que
empiezan a acumularse, lo que se refleja en una displasia de las células del colon. Si estos
poélipos no llegan a eliminarse, podran invadir otros tejidos a medida que van creciendo en el
interior de la pared del colon y recto. Con el paso del tiempo puede llegar a formarse nueva
vasculatura que facilitaria la entrada del sistema circulatorio y linfatico al tumor, promoviendo
la propagacién de las células tumorales a otros 6rganos, es decir, la metastasis.

1.2. Modelos para el estudio del cancer de colon

Los modelos experimentales son herramientas esenciales en el campo de la investigacion
sobre el cancer (Figura 2). Sin embargo, ante la complejidad y la heterogeneidad que presen-
tan los tumores en humanos, no resumen la totalidad de los factores que influyen, siendo
importante atender tanto a los factores genéticos como al microambiente que contribuyen a la
progresion de la enfermedad. ©®

Los modelos in vitro mediante cultivos celulares tradicionales han sido durante muchos afios
la base de la investigacion en la biologia béasica del tumor, y ain ahora continGan siendo
utilizados debido a su disponibilidad, facil manipulacion, reproducibilidad y bajo coste. Sin em-
bargo, los cultivos tradicionales presentan ciertas desventajas como son, la acumulacion de



cambios genéticos impredecibles a nivel celular o la falta de semejanza con la morfologia
celular encontrada in vivo. Por lo que, las lineas de investigacion han cambiado hacia una
nueva perspectiva en la que son necesarios modelos que reproduzcan tanto la heterogenei-
dad como la estructura tumoral. ®

-
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Figura 2. Esquema de las tres categorias de modelos que se utilizan actualmente:
cultivos en 2D tradicionales; modelos 3D donde se incluyen esferoides, organoides
y chips; modelos animales. ©

Los otros tipos de modelos mas utilizados en investigacién en cancer son los modelos anima-
les, a pesar de los inconvenientes que presentan, como su mayor duracion, el alto coste eco-
némico o la mayor complejidad de manejo. Asi, estos modelos han sido ampliamente usados
en investigacion en cancer, ya que permiten recrear el microambiente del tumor.® In vivo, las
células tumorales estan rodeadas de diferentes tipos celulares (células inmunes, células en-
doteliales) y componentes extracelulares que componen el microambiente tumoral. El desa-
rrollo del tumor esta condicionado por el ambiente que le rodea y por la interaccién entre
componentes celulares y no celulares. El estudio de estas interacciones permite conocer me-
jor el comportamiento del tumor, y asi los modelos animales ayudan a incorporar los elemen-
tos necesarios para simular el microambiente tumoral de manera que simule lo maximo posi-
ble lo que encontramos en el organismo. Para el estudio del cancer, el modelo animal més
utilizado es el modelo murino, en el gue ademas se han introducido otras técnicas como los
xenoinjertos derivados de pacientes (Patient Derived Xenografts, PDXs) que permiten una
mayor similitud a lo que encontramos en humanos.®

Los PDXs consisten en inyectar células tumorales humanas en ratones inmunocomprometi-
dos, con lo que se mantiene la proporcion original de células estromales o tumorales. Lo que
conseguimos con esta técnica es obtener una imagen mas aproximada de la estructura real
del tumor, con las caracteristicas propias del paciente del que proviene. No obstante, es un
método complejo y a largo plazo los componentes del estroma del tumor procedentes del
paciente son reemplazados por los del animal, y el perfil genébmico e inmune no coincide con
el humano.

Ademas de los inconvenientes ya comentados, hoy el principal inconveniente de los modelos
animales es que su uso esta cada vez mas limitado por los problemas éticos que suponen.
Esto ha hecho que se estén buscando nuevas estrategias para el estudio del cancer, que
simulen al maximo el microambiente tumoral. Estas nuevas estrategias pasan en gran parte
por el desarrollo de modelos in vitro 3D.



Tabla 1. Diferencias entre los cultivos en 2D y los cultivos en 3D.("

2D 3D
Morfologia Ca,mt?los morfologlcos Mantienen morfol.ogla
Pérdida de polaridad Conservan polaridad

Organizacion 3D mas
aproximada a lo encon-
trado in vivo
Peor reproducibilidad, di-
ficultad para interpretar
resultados, mas dificil

L No mimetiza la estructura del tejido
Imitacion in vivo

0 masa tumoral
Simple, reproducible a largo plazo,

Método de cultivo . .
facil de interpretar

Acceso variable a oxi-

Acceso limitado a oxigeno, nutrien- . .
geno, nutrientes y molé-

Acceso a compuestos ’ ok _
tes y moléculas sefializadoras (a di-

esenciales . . culas sefializadoras (igual
ferencia de lo que ocurre in vivo) o
gue ocurre in vivo)
. . : . . Se forman interacciones
No existen interacciones célula- cé-
. i celulares adecuadas, y se
. lula ni célula-matriz extracelular. No ) )
Interacciones celulares . : . : consigue un microam-
se tiene un microambiente parecido |, .
o biente adecuado para el
al in vivo .
estudio
. Més caro para ciertas téc-
Asequible P .
Coste nicas
Tiempo de cultivo Minutos-horas Horas-dias

Entre los cultivos celulares tradicionales y los modelos animales, se han interpuesto los mo-
delos 3D. En la Tabla 1 se observan las diferencias que estos presentan con los cultivos 2D.
Los modelos 3D permiten estudiar la composicion especifica del tejido del tumor y el micro-
ambiente donde se suele desarrollar, para que las células mantengan las caracteristicas que
suelen presentar in vivo. Dentro de los modelos 3D, aunque ponemos la atencion sobre los
esferoides, hay también otros modelos interesantes como: los “multicellular layers” que se
basan en el cultivo de células tumorales sobre una membrana de colageno; la “matrix embed-
ding tecnique” que consiste en que las células se incrustan en un andamiaje de colageno,
alginato o Matrigel; o los cultivos ex vivo que son explantes de tejido cultivados in vitro.®

Los esferoides, se han utilizado para modelar gran variedad de tumores ya que reproducen el
complejo escenario de un tumor, por estar compuestos de areas especializadas y zonas
donde las células tienen diferentes comportamientos fenotipicos, funcionales y metabdlicos.
Los esferoides son agregados celulares que pueden originarse a partir de diferentes métodos:
basados en suspensiones celulares, métodos de superficies no adherentes, los métodos por
gota colgante o los métodos microfluidicos. ©

La técnica de la gota colgante (“hanging drop”) es un método sencillo de realizar y bien carac-
terizado, en el que los esferoides se forman por agregacion por efecto de la gravedad al estar
dentro de gotas colgantes. Este sistema nos permite controlar el tamafio del esferoide, ya sea



variando el volumen de la gota o la densidad de la suspension celular @9, y permite mantener
los esferoides a largo plazo, siendo Gtil para realizar los ensayos posteriores que se deseen.

El volumen del esferoide aumenta exponencialmente en los primeros estadios, tras lo que
sigue un periodo de estabilizacion donde llegan a un equilibrio, llegando a tener formas mas
redondas y regulares y disminuyendo su volumen. Las células interaccionan unas con otras,
lo que se ve favorecido por la formacion de uniones intercelulares gracias a la activacion de
receptores de adhesion como las e-caderinas o las proteinas de la matriz extracelular. Durante
el crecimiento del esferoide, se establecen gradientes de oxigeno, metabolitos, nutrientes y
pH (Figura 3). Las células cancerigenas bajo condiciones de hipoxia modifican su metabo-
lismo, cambiando la fosforilacion oxidativa por la glucdlisis anaerobia, obteniendo energia de
la conversion de piruvato a lactato. La liberacion de lactato contribuye a la acidificacion de las
areas internas del esferoide que afecta a la eficacia de ciertos anticancerigenos reduciendo
la absorcion intracelular y la penetracion dentro del tejido. Ademas, junto con la falta de oxi-
geno y nutrientes, son responsables del estado quiescente/senescente de las células en las
regiones mas internas. Esas células continian produciendo citoquinas y factores de transcrip-
cién, pero tienen un estado de proliferacion méas reducido, haciéndolas mas resistentes a los
farmacos que se emplean contra células con alto grado de proliferacion. ©
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Figura 3. Esquema del modelo de esferoide. Se representan las principales caracteristicas del
esferoide: diferentes capas celulares, gradiente de oxigeno y pH, interacciones celulares.®

Los esferoides son una herramienta muy importante para el estudio de los tumores, ya que
adquieren caracteristicas que se parecen a aquellas que poseen las células del tumor in vivo.
Permiten ademas realizar co-cultivos con otros tipos celulares como fibroblastos, células en-
doteliales o células inmunoldgicas, para poder estudiar las relaciones que establecen entre
ellas y tener una imagen mas acertada de lo que podria ocurrir en el organismo.

1.3. Microbiota intestinal

El nimero de microorganismos de un individuo es mayor que el nimero de células presentes
en el cuerpo, en el colon la concentraciéon de bacterias alcanza las 10! bacterias/gramo de
contenido. Esta microbiota varia en cantidad y composicion a lo largo de todo el intestino,
siendo menor en el intestino delgado, donde ademas el riesgo de desarrollar cancer es mucho
menor que en el caso del colon. Lo que permite entender el importante papel que juega la
microbiota en la carcinogénesis del carcinoma colorectal. v



En el cancer colorrectal, existen factores de riesgo como son la dieta o el estilo de vida, que
ademas tienen una influencia directa en la modulacion de las especies microbianas en el in-
testino. La microbiota intestinal mantiene la homeostasis de la mucosa y la funcién de la ba-
rrera intestinal. Una perturbacion en la funcion de barrera intestinal puede llevar a un incre-
mento de la permeabilidad, que esta asociado con una gran variedad de enfermedades intes-
tinales. La disbiosis, es decir, la alteracion en el equilibrio de la microbiota es la que conduce
a crear un microambiente mas favorable para el desarrollo del tumor. 12 Este desequilibrio da
lugar a una respuesta inflamatoria, barrera epitelial afectada y dafios en la mucosa (Figura 4).
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Figura 4. Relacion entre la disbiosis y la respuesta del huésped. Las toxinas bacterianas, los metabolitos o
incluso los mismos microorganismos dafian el epitelio incrementando la permeabilidad y llevando a un estado
inflamatorio que determina el inicio del cancer.

Hay diferentes hipétesis que intentan explicar la influencia de la microbiota en el desarrollo
del tumor. Una de las hip6tesis se basa en la presencia de las conocidas como bacterias
“conductoras” que producen dafios en el DNA de las células epiteliales, que van a contribuir
a la iniciacién del cancer. El crecimiento tumoral favorece la proliferacion de bacterias oportu-
nistas. Esta teoria propone que la progresiéon del tumor causa cambios en el microambiente,
y las bacterias tipicas son reemplazadas por otros géneros que tienen una ventaja competitiva
en estas condiciones, y nutren la progresion del tumor.?% El conocimiento de la relaciéon mi-
crobiota-cancer permitira no solo un mejor conocimiento de este tipo de patologia, sino podra
servir ademas como posible via de prevencion o incluso tratamiento. Por otra parte, su cono-
cimiento también puede resultar util para el diagnéstico, el cual es especialmente importante
que sea prematuro ya que se asocia con un mayor porcentaje de supervivencia.

La hipétesis de una microbiota asociada al cancer se ha visto reforzada por estudios en los
gue se comparaba la microbiota de pacientes de cancer de colon y de individuos sanos como
control.*5 Mediante técnicas de secuenciacion masiva se han identificado especies bacteria-
nas con alta prevalencia en muestras fecales de pacientes con cancer, entre las que destacan:
Streptococcus gallolycticus, Fusobacterium nucleatum, Escherichia coli, Bacteroides fragilis y
Enterococcus faecalis. Por contra, otras géneros como Roseburia, Clostriduym, Faecalibac-
terium y Bifidobacterium no se encuentran en estos pacientes. Alteraciones en la composicion
de bacterias dafiinas como en la de aguellas que se consideran protectoras pueden ser res-
ponsables de la iniciacion y/o progresion del tumor (Figura 5). 19
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Figura 5. Desarrollo del carcinoma a partir de la disbiosis, con un resumen de las espe-
cies que se encuentran incrementadas (+) o reducidas (-) en cada una de las etapas del
proceso que lleva al desarrollo del tumor. 9

Los mecanismos por los que estas especies bacterianas pueden promover el desarrollo del
tumor son variados. En algunos casos se relaciona por la presencia de toxinas que alteran la
estructura de las células epiteliales y pueden activar la expresion de protooncogenes y au-
mentar la proliferacion celular, como la toxina BFT de Bacteroides fragilis. Otro ejemplo, es
una cepa de E. coli del filotipo B2 que se encuentran en grandes cantidades en lesiones de
cancer. Esta cepa es un grupo de microorganismos virulentos, a diferencia de otras especies
de E. coli que son comensales de nuestro intestino. ) Dos cepas importantes que se han
encontrado en biopsias de cancer de colon son: E. coli enteropatogénica (EPEC) y E. coli
enteroinvasiva (AIEC). En el caso de la primera cepa se ha visto que causa dafios en el DNA,
y en la segunda que tiene una alta capacidad para unirse e invadir el epitelio intestinal.(*®

Fusobacterium nucleatum es un bacilo Gram negativo, anaerobio, que se encuentra en la
cavidad oral y tracto gastrointestinal, principalmente. Se ha considerado un patégeno oportu-
nista que se encuentra en muestras de infecciones orales o intestinales. Es una especies
bacteriana muy abundante en los pacientes con cancer colorrectal, cuya presencia esta rela-
cionada con una peor prognosis y puede promover la resistencia a la quimioterapia. Tiene
capacidad de interaccionar con las células a través de adhesinas y promover la organizacion
de los microorganismos en biofilms. Esta facilidad de unirse a células y otros miembros de la
microbiota es uno de los factores de virulencia que pueden intervenir en la progresion del
tumor. Estos resultados y los profundos estudios que se siguen haciendo sobre esta bacteria
pueden ser una oportunidad para el diagnéstico, la prevencién o el tratamiento del cancer de
colon. Se han estudiado diferentes estrategias que tienen como diana a Fusobacterium nu-
cleatum. Por ejemplo, el uso de antibiéticos cuyo principal inconveniente es su amplio espec-
tro de accién, por lo que se requeriria obtener uno especifico para esta especie. Otras estra-
tegias estan basadas en bloquear los factores que llevan a la carcinogénesis, o modular la
composicion de la microbiota a través de prebidticos y probiéticos. 9

El estudio de la composicién de la microbiota en diferentes patologias intestinales ha permitido
desarrollar nuevas estrategias clinicas, tanto de diagnéstico como de medidas de prevencion
y tratamiento. Ante la importancia de un diagndstico prematuro del cancer de colon, la micro-
biota juega un papel esencial que permite detectar individuos con riesgo de padecer esta
enfermedad, y por tanto reducir la mortalidad. La tasa de supervivencia a los 5 afios de ser
diagnosticados es de un 90% para pacientes con un CRC localizado, mientras que aquellos
con metastasis es de un 14%.%2 Modular esta microbiota a través de la dieta, el uso de pre y
probidticos, o estrategias mas especificas como el trasplante de microbiota fecal (FMT) son
herramientas muy prometedoras. Sin embargo, debido a la complejidad de la microbiota, a la



enorme variabilidad interindividual de este ecosistema, y su interrelacion con el sistema in-
mune del paciente, se necesita de modelos que permitan el estudio de su papel en el micro-
ambiente tumoral en el cancer de colon y por tanto en la iniciacion y progresion del tumor, asi
como para el estudio de tratamientos efectivos frente al mismo.

Por todo lo anterior, el presente estudio pretende crear la base de un modelo 3D in vitro sen-
cillo de cancer de colon en presencia de microbiota intestinal, mediante el co-cultivo de una
especie bacteriana caracteristica de la misma, Escherichia coli, y esferoides formados con
lineas celulares de colon (HCT-116 y HT29-MTX, productora de moco), que pueda servir de
punto de partida para poder simular la relacién entre la microbiota y el cancer colorrectal.

2. OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo fue establecer un co-cultivo de esferoides de células tumorales
de colon con una cepa no patogénica de Escherichia coli como modelo de estudio de la rela-
cion entre la microbiota intestinal y el cancer colorrectal.

Para la consecucion de este objetivo, se establecieron los siguientes objetivos parciales:

e Formacion de esferoides en monocultivo de la linea celular de cancer de colon HCT116
y en co-cultivo de la linea HCT116 con células caliciformes, HT29-MTX (productoras
de moco), en una proporcion similar a la encontrada en colon entre enterocitos:células
caliciformes.

e Estudio comparativo de ambos modelos de esferoides (en mono y en co-cultivo), en
cuanto a su viabilidad y tamafio de los esferoides a dia 4 y dia 8.

e Cultivo y estudio del crecimiento de la cepa bacteriana de E. coli (ATCC 25922) tanto
en agar como en caldo de cultivo.

e Co-cultivo de la cepa bacteriana con los esferoides tumorales, tanto de HCT116 como
de HCT116 y HT29-MTX y estudio del crecimiento y adhesién bacteriana.

3. METODOLOGIA

3.1. Mantenimiento de las lineas celulares

Las lineas celulares usadas fueron las lineas de carcinoma colorrectal HCT116 (procedente
de la ATCC) y HT29-MTX (productoras de moco, cedidas por el laboratorio de Estudios con
modelos celulares del centro tecnoldgico AINIA). Las células HCT116 son células de tipo epi-
telial, adherentes que crecen en monocapa procedentes de carcinoma de colon humano. Las
células HT29-MTX son también células epiteliales procedentes de colon humano, que crecen
en monocapa. Esta linea se diferencia desde la linea HT29 a células caliciformes (“globet
cells”) y por tanto productoras de moco, utilizando metotrexato.

Ambos tipos celulares se cultivaron en medio DMEM con alto contenido en glucosa (4,5 g/l)
(Lonza), suplementado con un 10% de suero fetal bovino (Gibco), 1% de antibiético (100Ul
penicilina y 100ug estreptomicina /ml, Lonza), 1% de glutamina (Lonza) y 1% de amino&cidos
no esenciales (NEAA, Lonza). Para su mantenimiento las células se cultivaban en frascos de
cultivo celular T25 (Corning) hasta alcanzar el 80% de confluencia, momento en el que se



subcultivaban a ratios 1:4 — 1:8, dependiendo de las necesidades. Para ello, las células se
lavaban 2 veces con PBS sin Ca?* ni Mg?* (200 ul/cm?, Lonza), se les afiadia 2 mL (0,08 ml/
cm2) de una solucion de tripsina-EDTA 1X (Lonza), se incubaban 4 min y se neutralizaban
con la adicion de 6 ml (0,24 ml/ cm2) de medio DMEM completo. Posteriormente, se centrifu-
gaba la suspensioén celular a 200 x g durante 5 minutos y el pellet se suspendia de nuevo en
medio completo para hacer el subcultivo o para contar el nimero de células mediante cAmara
de Neubauer.

Los cultivos se mantuvieron en un incubador a 37°C y una atmdsfera de aire con una concen-
tracion de CO; del 5%. Para la manipulacién de los cultivos, todos los trabajos se realizaron
en condiciones de esterilidad, en campana de flujo laminar de bioseguridad tipo Il (Telstar).

Para los experimentos realizados, las lineas celulares se utilizaron entre los pases 25y 29
para HCT116 y entre 12 y 15 para HT29MTX.

3.2. Congelaciéon y descongelacion de lineas celulares

Para conservar las células, estas fueron congeladas. Para ello, tras la tripsinizacion, el pellet
celular se diluyé en una solucién de medio DMEM completo con un 10% de DMSO (Sigma),
a una concentracion de 1x10° células/ml. EI DMSO, actia como crioprotector, evitando la for-
macion de cristales de hielo en el interior celular y por tanto la ruptura de las membranas
celulares. La suspension celular se llevé a criotubos estériles, que se almacenaron en un
contenedor de congelacién con isopropanol (para asegurar un descenso de temperatura de
1°C por minuto) a -80°C. Transcurridas 24 horas, las células en los criotubos fueron transferi-
das a tanque de N:liquido hasta su descongelacion.

Para la descongelaciéon de las células, se llevaron los crioviales desde el contenedor de N
liquido a un bafio de agua a 37°C, asegurando una descongelacion rapida. Una vez descon-
gelados, para evitar la toxicidad del DMSO, el contenido del criotubo se diluy6 rapidamente
en 5ml medio DMEM completo y se centrifugd a 200xg durante 5 minutos. Se retird el sobre-
nadante y el pellet obtenido se suspendié en medio DMEM completo para poder establecer
de nuevo el cultivo.

3.3. Formacion de esferoides

Para la formacién de esferoides se llevé a cabo el método de la gota colgante. Para esta
técnica, en primer lugar, se prepara una solucion, de la cual el 80% sera la suspension de
células (HCT116 o HCT116-HT29MTX) en medio DMEM completo y el 20% restante serd una
solucion de Methocell (metilcelulosa, Sigma). El Methocell es una solucion que ayuda a agre-
gar las células y permite que las gotas queden adheridas a la superficie de la placa. Para
obtener esta solucion, se autoclavan 6 gramos de polvo puro de metilcelulosa que posterior-
mente se disuelven en 250 ml de medio precalentado a 60°C durante 20 minutos en un agita-
dor magnético. Se afladen 250 ml de medio y la soluciéon se mezcla durante 1-2 horas. Por
ultimo, la solucién se lava por centrifugacion (5000xg, 2 horas) y el sobrenadante viscoso se
usa para la formacion de esferoides.

Tras obtener la suspension celular en Methocell, sobre la tapa de una placa de Petri, se colo-
can mediante micropipeta gotas de 25 pul de la suspensién, donde se formaran los esferoides
por gravedad, como podemos ver en el esquema de la figura 6. Tras esto, la tapa con las
gotas se coloca boca abajo sobre la base, de forma que las gotas pasan a estar colgantes (de
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ahi el nombre de la técnica) y las células por gravedad se deslizan por la gota hasta su parte
final, mas estrecha, donde se agregan y forman el esferoide. Para evitar la deshidratacion de
las gotas se afiaden 20 ml de agua destilada estéril en la base de la placa de Petri.

Created in BioRender.com bio

Figura 6. Esquema del proceso de formacion de esferoides para una tanda de 50 esferoides donde
el 80% de la solucién corresponde a medio y células y el 20% restante a methocell. S afiaden 25 de

esa solucion a la tapa de una placa de Petri. Imagen creada con BioRender.

Tras 48 horas de en el incubador a 37°C y 5% de CO., los esferoides se han formado y se
pueden observar a través del microscopio invertido. Para un manejo mas sencillo de los esfe-
roides, se pueden traspasar a una placa de cultivo celular de 96 pocillos con fondo redondo.
Para ello, primero se utiliza una primera placa de lavado donde se realiza un lavado con PBS
sin Ca?" ni Mg?" y dos lavados en medio DMEM. Se afiaden 200 pl de PBS a los pocillos
necesarios segun el numero de esferoides que se hayan formado, y lo mismo para el medio
DMEM, pero en este caso se hara por duplicado ya que se realizan dos lavados. Tras el tiempo
de incubacién se aspiran las gotas donde se han formado los esferoides con una micropipeta
con puntas de boca ancha y afiade al primer pocillo que contiene PBS. Asi sucesivamente
con todos los esferoides, y posteriormente se traspasan uno a uno de los pocillos de PBS a
los pocillos con medio DMEM. Una vez lavados, en una placa de cultivo celular de 96 pocillos
de fondo redondo (Corning) se afiaden 200 pl de una solucion antiadherente (Anti-Adherence
Rinsing Solution, Stemcell) para evitar que los esferoides se adhieran al fondo del pocillo. Se
trata de un surfactante que reduce la tension superficial e impide la adhesién celular. Una vez
aplicada esta solucion no es necesario dejar tiempo de actuacion, por lo que se retira y se
lavan los pocillos de fondo redondo con PBS sin Ca?* ni Mg?* y se afaden los esferoides que
estan en la placa de lavado. Se aspiran con la micropipeta asegurandose que hemos cogido
el esferoide y se llevan a los pocillos con medio DMEM. Los esferoides en placa se mantienen
en incubador a 37°C y 5% de CO2, cambiando cada 3 dias el medio, aspirando cuidadosa-
mente 100 pl para no llevarnos o dafar el esferoide y afiadiendo la misma cantidad de medio
nuevo.

En cada tanda, se formaron esferoides con células HCT-116 Unicamente y con el co-cultivo
de células HCT116 y células HT29-MTX, en una proporcion 3:1 (similar a la ratio enteroci-
tos:células caliciformes encontrada en el epitelio de colon) con el fin de simular la presencia
de moco en la superficie del tumor tal y como ocurre en in vivo.

Para la comparacion de los esferoides en mono y co-cultivo se realizaron un total de 3 tandas
de esferoides, correspondientes a 3 pases celulares distintos.
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3.4. Estudio de viabilidad de los esferoides

Para estudiar la viabilidad de los esferoides formados se marcaron con calceina y yoduro de
propidio, que son marcadores celulares de células vivas y muertas, respectivamente. Se
realizé una suspension celular en PBS sin Ca?* ni Mg?* con un volumen final de 1 ml en la que
se afadieron 6 pl de yoduro de propidio (2mg/ml) y 4 uL de calceina (1 mg/ml). Los esferoides
previamente lavados en PBS se pusieron en 200 pl de esta solucion, trabajando en oscuridad.
Tras un periodo de incubacion de 30 minutos, se realiz6 el estudio de viabilidad por micros-
copia de fluorescencia (Leica Thunder Imager).

3.5. Marcaje con Vybrant de las lineas celulares HCT116 y HT29

Para la visualizacion del esferoide en co-cultivo con bacterias, se realizé previamente el mar-
caje de las lineas celulares con el marcador molecular Vybrant que penetra las membranas
celulares vy tifie el de DNA mostrando una coloracion verde de las células. Para realizar el
marcaje se tripsinizaron ambas lineas celulares y se obtuvo una suspension de 1 x 10° célu-
las/mL en un tubo falcon, tanto de HCT-116 como de HT29-MTX. A estas soluciones se le
afiadieron 5 pL de Vybrant y se dej6 incubando durante 20 minutos a 37°C. Transcurrido este
tiempo, los tubos se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos. Después se retir6 el sobre-
nadante y se suspendi6 el pellet obtenido en 1 ml de medio. Este paso de lavado por centri-
fugacion se repitio 2 veces.

Con estas suspensiones celulares se formaron esferoides tanto en mono como en co-cultivo.

3.6. Inmunofluorescencia para Muc-2

Para determinar la produccién de mucina por las células HT29-MTX en los esferoides se de-
termind la presencia de mucina 2 (Muc-2) mediante inmunofluorescencia. Para ello se fijaron
los esferoides en paraformaldehido al 4% en pocillos de fondo redondo. Una vez lavados los
esferoides en PBS, se retir6 y se afiadieron 100 ul de paraformaldehido al 4%, dejandolo
incubar durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo, se realizaron tres lavados con 200 uL
de PBS sin Ca?* ni Mg?*.Tras la fijacion, se realiz6 la permeabilizacién con Tritén al 0,1%,
dejandolo actuar durante 10 minutos a temperatura ambiente y se realizaron 3 lavados con
Tween 0,05%. El siguiente paso fue el bloqueo de inespecificidades para prevenir la unién no
especifica de los anticuerpos. Para ello se cubrieron los pocillos con BSA 3% (Bovine Serum
Albumin), dejandolo actuar durante 1 hora. Posteriormente, se retiré con cuidado y se afiadio
el anticuerpo primario Mucin2 (mouse monoclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology) a una dilu-
cion 1:100 en BSA 0,5%. dejandolo en incubacion “overnight” a 4°C.

Tras la incubacion overnight con el anticuerpo primario se realizaron 5 lavados con BSA 0,5%
y se afiadi6 el anticuerpo secundario (Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG, Invitrogen) a una
dilucién 1:500 en BSA 0,5%. Se dej6 incubar 3 horas y posteriormente se realiz6 un lavado
con BSA 0,5% y 2 lavados con PBS. El ultimo paso fue la tinciéon de los nucleos con Hoechst
a una concentracion de 8 pg/ml, el cual se dej6 incubar durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Una vez teflidos con Hoechst se observaron las muestras bajo microscopia de fluo-
rescencia (Leica Thunder).
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3.7. Cepas bacterianas

Para el co-cultivo con los esferoides se utilizo la cepa de Escherichia coli no patogénica, ATCC
25922. Para su cultivo y crecimiento, se crecia la bacteria en agar desde stocks congelados
en glicerol a -20°C. Para ello, se descongelaba el vial bajo atmdésfera del mechero Bunsen y
con un asa de siembra estéril se sembraba por agotamiento (figura 7) en placas de Petri
(Corning), dejandose crecer en estufa a 37°C durante 24 horas. Tras el tiempo de incubacion
se obtenian colonias aisladas de la cepa de interés.

Figura 7. Siembra por agotamiento de la cepa bacteriana E. coli ATCC25922 en Triptona Soja Agar donde se
observan colonias aisladas.

3.8. Preparacion de medios para el cultivo bacteriano

Para preparar las placas de agar se disolvia en agua destilada la cantidad de agar triptona
soja (VWR chemicals) necesaria y se esterilizaban en autoclave a 121°C durante 20 minutos.
Es importante, que tras la esterilizacion se afiada el agar liquido a las placas antes de que
éste se enfrie por debajo de 50°C y no gelifique antes de tiempo. El llenado de placas se
realizaba por decantacion bajo atmésfera de llama de mechero Bunsen, cubriendo el fondo
de las placas Petri de 100mm de diametro. Una vez rellenadas las placas, se dejaban enfriar
y posteriormente se conservaban a 4°C hasta su uso.

Para preparar el caldo de cultivo se disolvia la cantidad necesaria de caldo de triptona soja
(TSB, Oxoid) en agua destilada, tras lo cual, como en el agar sélido, se esterilizaba en el
autoclave a 121°C durante 20 minutos y se conservaba a 4°C hasta su uso.

3.9. Determinacion del crecimiento bacteriano y contaje de UFC

Para determinar las UFCs (unidades formadoras de colonias)/ml de suspensién bacteriana y
asi conocer los ml a co-cultivar con los esferoides para alcanzar una determinada tasa de
bacterias/célula se realizé una prueba de crecimiento con la cepa elegida

Tras obtener colonias aisladas de la cepa en agar en placa, tal y como se ha explicado ante-
riormente, se tomé una de las mismas para realizar un cultivo “overnight” en 5 ml de caldo de
cultivo TSB. Con un asa de siembra estéril y bajo mechero Bunsen, se tom6 una colonia de
la placa y se transfirié a un tubo de cristal de fondo redondo estéril (figura 8) conteniendo 5ml
medio de caldo de cultivo TSB, que se incub6 con agitacion (140rpm) en orbital (Lan Technics)
a 37°C “overnight”, durante 16-18 horas (para asegurar la fase estacionaria de crecimiento de
la cepa bacteriana). Transcurrido el tiempo, en un nuevo tubo de cristal de fondo redondo
estéril con 4 ml de caldo de cultivo, se diluyd 1 ml del cultivo “overnight”, dejandolo incubar
durante 4 horas en orbital, con agitacion a 140 rpom y 37°C.
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Figura 8. Cultivo “overnight” por duplicado a partir de una colonia aislada tras 16-18 horas de incubacion en agitacion a

37°C.
A las 4 horas del cultivo, habiendo alcanzado la fase de crecimiento exponencial de la cepa,
se realizaron diluciones seriadas del cultivo bacteriano en PBS estéril y se sembraron en pla-
cas de agar TSB, por triplicado. Se incubaron las placas durante 24 horas en estufa a 37°C,
tras las cuales observamos y contamos las colonias formadas (en aquella diluciéon que nos
permitié el contaje de colonias asiladas) a partir de una Unica colonia inicial (figura 9). Las
unidades formadoras de colonias por ml (UFC/ml) se calcularon al dividir la media del nimero
de colonias por el volumen de cultivo sembrado y multiplicandolo por el factor de dilucion.

UFC X . ‘s — . . .
= % - factor de dilucion X = media del nimero de colonias

V= volumen de cultivo sembrado

Todos los cultivos en agar y caldo de cultivo se realizaron por duplicado, y las UFCs se deter-
minaron en 3 tandas diferentes de cultivos

Figura 9. Diluciones seriadas a partir de un cultivo en medio liquido de la cepa de E. coli ATCC25922 en placas
con Agar triptona soja (TSA). En la imagen de la izquierda se observan las diluciones desde 10! hasta 10y en
la imagen de la derecha se observan las diluciones desde 10°hasta 10,

3.10. Co-cultivo de esferoides con cepa E. coli ATCC 25922

Para estudiar el co-cultivo de los esferoides con la bacteria E. coli, se establecia el cultivo
bacteriano “overnight” durante 18 horas y transcurrido este tiempo se diluia 1 ml de este cultivo
en 4 ml de medio de cultivo, que se deja incubar durante 4 horas en agitacion. Se traspasaba
el cultivo a un tubo falcon de 15 ml, que se centrifugaba a 2000 rpm durante 5 minutos. El
pellet obtenido se lavaba con 5 ml de PBS y se volvia a centrifugar, tras lo cual se suspendia
el pellet en 5 ml de medio de cultivo celular sin antibidticos.
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A partir de esta solucién, se calculaban las UFC necesarias para tener 5 veces mas de bac-
terias que de células en cada pocillo. Teniendo en cuenta que teniamos aproximadamente
1000 células por pocillo (1 esferoide/pocillo), se necesitaban 5000 UFC por pocillo. Partiendo
del dato obtenido en la determinacion del crecimiento bacteriano se calcul6 el volumen nece-
sario que se debia poner en cada pocillo. Se estableci6 el co-cultivo a 4 y 24 horas por tripli-
cado para los esferoides de HCT116-HT29MTX y HCT116. Ademas, se mantuvieron 3 pocillos
como control sin células para cada condicién.

Tras 4 horas de incubacion, se realizaron diluciones seriadas de los tres controles (bacterias
sin esferoides) desde la dilucion 1/10 hasta 1/10.000. Por otra parte, se determind la adhesion
bacteriana a los esferoides en el resto de los pocillos. Para ello cada pocillo se traté con 20 pl
de una solucién de Tritdn 1% tras haberlos lavado con PBS sin Ca?" ni Mg?*. Se dejaron 10
minutos con el detergente y se afiadieron 180 pl de PBS resuspendiendo bien para romper el
esferoide. Con esta solucion se realizaron diluciones seriadas desde 1/10 hasta 1/1000 para
los esferoides en mono y co-cultivo.

Una vez se tuvieron todas las diluciones preparadas, en placas de agar se sembraron 10 pl
de cada dilucién por triplicado. Las placas se dejaron incubando durante 24 horas en estufa a
37°C. Tras las 24 horas de incubacién del co-cultivo con bacterias se realiz6 lo mismo que en
el caso de 4 horas. Se prepararon diluciones seriadas desde 1/10 hasta 1/10.000 y se dejaron
incubar 24 horas en estufa a 37°C.

Transcurrido el tiempo de incubacién en estufa para ambos co-cultivos se realizo el contaje
de las colonias crecidas en las placas para cada dilucién y condicion. Se calcularon las ufc/ml
obtenidas que nos permitian conocer la adhesién bacteriana a los esferoides.

3.11. Tincion con Hoechst del co-cultivo con esferoides marcados con Vybrant

Los esferoides marcados con Vybrant se llevaron a co-cultivo con la cepa de Escherichia coli
ATCC 25922 de la misma manera que los esferoides sin marcar. Tras 24 horas de incubacion
se realizo la tincién con el colorante Hoechst (8 pg/ml), afiadiendo a cada pocillo 50 pl. Tras
30 minutos de incubacion se visualizé mediante microscopia de fluorescencia (Leica).

3.12. Andlisis estadistico

El analisis estadistico a partir de los datos obtenidos se realizé mediante el paquete estadis-
tico R. Se obtuvo la media y el error estandar y con estos datos se realizaron las graficas
comparativas de los diferentes ensayos presentadas en el apartado de Resultados. Para ob-
tener la significacion estadistica de los grupos de datos obtenidos experimentalmente, se com-
probé en primer lugar si los datos seguian una distribucién normal con la prueba F de Fisher
de comparacion de varianzas. Si p>0,05 se consideran varianzas iguales, y por tanto se puede
realizar la prueba T de Student para comparar las medias de ambas poblaciones y ver si se
alcanzaba la significacion estadistica.

Para comprobar el aumento del tamafio de los esferoides de dia 8 frente a dia 5 se utilizé una
prueba t de Student de valores pareados. En caso de obtener p<0,05 se podia confirmar que
el tamafo aumentaba entre ambas medidas.

Para el co-cultivo de esferoides con Escherichia colino se realiz6 el andlisis estadistico debido
a la falta de datos para ambas condiciones, por lo que no se obtuvo significacion para esta
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parte experimental. Se compararon graficamente las medias obtenidos con las datos. Sin em-
bargo, para los controles se realiz6 el andlisis estadistico con una prueba T de Student para
comprobar el crecimiento a 24 horas frente a 4 horas del cultivo bacteriano.

Las 6rdenes utilizadas para realizar el andlisis estadistico se recogen en el Anexo.

4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion de los esferoides

Con el objetivo de estudiar si la incorporacién de HT29MTX (células caliciformes) en la forma-
cion de los esferoides modificaba las caracteristicas propias de los esferoides de HCT116, se
realizaron dos tandas de esferoides de HCT116 y de HCT116 con HT29-MTX, que se carac-
terizaron en funcién de su tamafio y viabilidad. Para ello, se tomaron medidas del diAmetro de
los esferoides a dia 5 y dia 8 para cada condicion.

Tamanfo de los esferoides
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Figura 10. Comparacioén del diametro (um) de los esferoides para cada condicion a dia 5y dia 8.

Ya adia 5, los esferoides de ambas condiciones presentaban la morfologia esférica esperada,
gue se mantuvo hasta el dia 8, aumentando de tamafio de forma significativa (p=0,017). En
la Figura 10 se representan las medias para cada condiciéon. Aunque se observa que a dia 5
los esferoides en co-cultivo son mas pequefios que los de monocultivo, las diferencias no
alcanzaron la significacién. De hecho, estas diferencias a dia 8 ya no se observan, mostrando
un tamafo similar en ambas condiciones. Por tanto, la adicién de la linea celular HT29MTX
no afecto al tamafio de los esferoides, de forma que no se apreciaron diferencias significativas
en el didmetro de estos ni al dia 5 ni al dia 8 de formacion (p>0.05).

Se estudio también la viabilidad de los esferoides en los mismos dias que se midio el tamafio
mediante la tincién con calceina y yoduro de propidio y su visualizacion mediante microscopia
de fluorescencia. Las imagenes de microscopia de fluorescencia (figuras 11 y 12) nos mues-
tran la periferia del esferoide en fluorescencia verde que corresponde a las células vivas (te-
fiidas con calceina) y las células muertas en el interior, fluorescencia en rojo, (tefiidas con
yoduro de propidio).
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Figura 11. A: esferoide HCT116 a dia 5. B: esferoide HCT116+HT29-MTX a dia 5. C: esferoide HCT116 a dia 8.

D: esferoide HCT116+HT29-MTX a dia 8.
Mientras que a dia 5 (imagenes A y B de la figura 9) solo se observaron algunas células
muertas aisladas en el interior del esferoide en ambos tipos de esferoides, (imagenes Cy D
de la figura 9) en la segunda medida (dia 8), la cantidad de células muertas en el interior de
los esferoides aumenté significativamente para ambas condiciones (HCT116 y HCT116-
HT29MTX), formandose en ambas el “core necrético” propio de estos esferoides tumorales.

En general, en las diferentes imagenes tomadas, se pudo observar una mayor muerte celular
en el interior del esferoide y por tanto un mayor “core” necrético en los esferoides en mono-
cultivo. Sin embargo, como se observa en las imagenes de la figura 12 podemos observar la
muerte celular en el interior del esferoide donde en ambos casos se llegé a formar “core”
necrotico.

Figura 12. A: esferoide HCT116 a dia 8. B: esferoide HCT116+HT29MTX a dia 8.
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4.2. Co-cultivo esferoides con cepa E.coli ATCC 25922

Se realiz6 el co-cultivo de los esferoides de HCT116 y de HCT116+HT29MTX con la cepa de
Escherichia coli para observar la adhesion celular tras 4 y 24 horas. Se establecieron controles
para determinar la poblacion bacteriana sin células (figura 13) bajo las misma condiciones de
incubacion y poder determinar la adhesion producida a las 4 y a las 24 horas de co-cultivo.

Controles

9,00E+08
8,00E+08
7,00E+08
6,00E+08
5,00E+08 4h

H24h

UFC/ml

4,00E+08
3,00E+08
2,00E+08

1,00E+08 I

0,00E+00

Figura 13. Poblacién bacteriana (UFC/ml) en los pocillos control tanto a 4 como a 24 horas.

El crecimiento a 24 horas fue mayor que a las 4 horas de incubacién como cabia esperar
(p=0,017).

Cocultivo de 4 horas

9,00E+05
8,00E+05
7,00E+05
6,00E+05

5,00E+05 mHCT 116

UFC/ml

4,00E+05 B HCT116+HT29MTX
3,00E+05
2,00E+05

1,00E+05

0,00E+00

Figura 14. Comparacioén de la adhesion bacteriana en el co-cultivo de 4 horas para ambos tipos de esferoides.

Se comparan en las Figuras 14 y 15 los co-cultivos a 4 horas para cada condicion y los co-
cultivos a 24 horas. En el caso de 4 horas, observamos en la Figura 14 que la adhesion bac-
teriana en el caso de los esferoides de HCT116 es muy superior a lo que ocurre con los esfe-
roides con HT29MTX. Lo mismo ocurre para el co-cultivo a 24 horas (Figura 15), aunque como
cabia esperar debido al mayor tiempo de incubacion, la poblacién bacteriana es mayor. No se
pudo realizar el andlisis estadistico pertinente que nos permitiese saber si existen diferencias
significativas entre ambos tipos de esferoides en el co-cultivo a 4 y 24 horas. Por ejemplo, en
el caso del co-cultivo a 4 horas no se obtuvieron los suficientes datos debido a que no se
obtuvo crecimiento en varias de las placas de adhesién del co-cultivo con esferoides con
HTC116-HT29MTX.
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Cocultivo de 24 horas
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Figura 15. Comparacioén de la adhesion bacteriana en el co-cultivo de 4 horas para ambos tipos de esferoides.

Con las medias calculadas en la Tabla 2 se estableci6 el porcentaje de adhesién respecto a
la poblacién control que se recoge en la Tabla 3. Aunque los porcentajes de adhesién no son
muy elevados se observa que aumenta en el cultivo de 24 horas respecto al cultivo de 4 horas.
Ademas, se produce mas adhesién en el caso del monocultivo que en el co-cultivo

Tabla 2. Porcentaje de adhesién respecto ala poblacién control.

HCT116 HCT116-HT29MTX
4 HORAS 24 HORAS 4 HORAS 24 HORAS
0,36% 5,21% 0,01% 1,12%

4.3. Tincion de Hoechst de los esferoides marcados con Vybrant

Por otra parte, se realiz6 de la misma manera el co-cultivo de la cepa de Escherichia coli
ATCC 25922 con los esferoides marcados con Vybrant. Tras el co-cultivo Unicamente de 24
horas, se realiz6 una tincién con el colorante Hoechst y se observé por microscopia de fluo-
rescencia (Figura 16). Esto nos permitiria diferenciar los nicleos de las bacterias adheridas al
esferoide, al diferenciar la fluorescencia esferoides con el marcaje con Vybrant.

Se realizaron imagenes de un esferoide sin bacterias de cada condicibn de manera que se
pudiese comparar con el co-cultivo con la cepa bacteriana. Se observa la fluorescencia verde
gue corresponde a las células del esferoide tefiidas con Vybrant, y por otro lado la fluorescen-
cia azul que corresponde con la tincion de ndcleos con Hoechst. Sin embargo, aunque se
observa fluorescencia azul alrededor del esferoide no se pudo diferenciar las bacterias con
claridad. Lo que nos interesaba era diferenciar las células (en verde y azul) de las bacterias
(solo en azul), para observar la adhesioén bacteriana sobre la superficie del esferoide. Sin
embargo, debido a problemas técnicos con el microscopio de fluorescencia no se alcanzo la
resolucioén suficiente para verlo.
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Figura 16. A: esferoide HCT116 sin bacterias. B: esferoide HCT116 con bacterias. C: esferoide HCT116+HT29MTX sin bacte-
rias. D: esferoide HCT116+HT29MTX con bacterias.

En la Figura 16, se observa que la fluorescencia azul es mas intensa en la imagen B que en
la imagen A, lo que se deberia a la presencia de bacterias adheridas. También se vieron
ligeras diferencias también en intensidad de fluorescencia azul entre el co-cultivo con esferoi-
des HCT116 y con esferoides HCT116-HTMTX29 (imagen B y C de la figura 16, respectiva-
mente). Estos resultados encajan con lo obtenido a nivel cuantitativo en la adhesion de los
esferoides de HCT116-HT29MTX.

4.4. Inmunofluorescencia para Muc-2

Las pruebas de deteccion de Muc-2 por las células HT29-MTX de los esferoides en co-cultivo
fueron fallidas por lo que no pudieron obtenerse resultados. El protocolo requeria lavados
sucesivos en los pocillos que contenia el esferoide por lo que es posible que se perdiesen en
alguno de los tratamientos previos a la deteccion por fluorescencia, ya que al final no se pudo
visualizar ninguno.

Las mucinas son glicoproteinas de alto peso molecular que contienen sitios de unién para
bacterias patogénicas y comensales. Son producidas por las células caliciformes que se en-
cuentran en una proporcién 1:3 en el intestino. Hay diferentes mucinas producidas por las
células caliciformes y entre ellas se utilizo6 MUC-2 para realizar la inmunohistoquimica. La
deteccién por inmunofluorescencia de esta proteina nos hubiese dado una vision de la canti-
dad de mucina producida por las células HT29-MTX y la presencia de este tipo célula en el
esferoide.

’
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5. DISCUSION

La caracterizacion de los esferoides en cuanto a tamafio y viabilidad nos mostré que a dia 8
los esferoides aumentaban de tamafio y la presencia de “core” necrético frente a dia 5, donde
apenas se aprecia muerte celular. Lo cual se correspondia con lo esperado y ademas se ha
visto en otros estudios sobre esferoides de HCT116, tanto para el tamafio como para la viabi-
lidad. %21 A nivel cuantitativo, las diferencias de tamafio entre ambas condiciones no resul-
taron significativas (p>0,05). En las imagenes tomadas, no se observan claras diferencias
entre la morfologia de ambos tipos celulares, aunque es cierto que en otro estudio se ha ob-
servado que los esferoides de HCT116 cuentan con un contorno mas regular y continuo, asi
como tamafio superiores. En este estudio lo comparan con esferoides Unicamente de HT29
pero no se especifica el nimero de células que utilizan, pero se observan tamafios mas pe-
quefios y mas irregularidades en cuanto a forma.®? En nuestro caso, queriamos comprobar
si la adicion de la linea celular HT29-MTX, para realizar un esferoide mas parecido al epitelio
intestinal a nivel de colon, modificaba el tamafio y la viabilidad de los esferoides. Es cierto que
a dia 5 los esferoides en co-cultivo crecieron menos que los esferoides en monocultivo (si bien
las diferencias no llegaron a la significacion estadistica), pero a dia 8 los tamafios se igualaban,
por lo que podemos concluir que la incorporaciéon de HT29-MTX en la formacién de esferoides
de HCT116, en la proporcion 3:1, no afecta el tamafio de estos.

El “core” necrético se forma en el interior del esferoide debido a que en estas zonas existe
una diferente distribucién de los nutrientes y el oxigeno. En el “core” necrotico se establecen
unas condiciones de hipoxia debido a la proliferacion de las capas celulares externas, lo que
cambia el comportamiento metabdlico y fenotipico de las células de esta zona.® Esto sucede
en las fases mas tardias del crecimiento del esferoide, cuando el diametro es >500um, lo que
corresponde con lo que se observa en nuestros resultados. La presencia de muerte en el
interior aumentaba claramente de dia 5 a dia 8. La mayor proliferacion por parte de las células
HCT116 podria indicar una aparicion mas intensa y temprana de este “core”. Sin embargo,
para ambos tipos de esferoides no se observaron muchas diferencias en cuanto a viabilidad
y se formo el “core” necrético.Las ratios de crecimiento entre ambas lineas en cultivo celular
no eran los mismos y quiza esto influya en la formacion de los esferoides. Se ha utilizado la
proporcion que se encuentra in vivo de células epiteliales (enterocitos) y células caliciformes
(3:1) en intestino grueso, para representar el epitelio de colon, por lo que quiza necesiten mas
tiempo para crecer de manera correcta ya que como hemos observado a dia 8 presentaban
un tamafio similar a los esferoides de HCT116. Hemos observado que la adicién de esta linea
celular no afecta al tamafio y en cuanto a la viabilidad, no tenemos datos cuantitativos que
nos indiquen si las diferencias entre ambos modelos son significativas.

Con la caracterizacion de los esferoides de lineas celulares de cancer de colon se buscaba
establecer diferencias entre los esferoides de HCT116-HT29MTX y los esferoides en mono-
cultivo de HCT116 en cuanto a tamafio y viabilidad. Se buscaba afiadir una caracteristica
fundamental del epitelio intestinal que presenta células caliciformes cuya funcion es la pro-
duccioén de esta sustancia como barrera protectora del epitelio y que puede influir en la adhe-
sion de la flora bacteriana. Sin lugar a duda, la realizacion de mas tandas de esferoides para
poder obtener unos datos mas normalizados podria ayudar a extraer mas conclusiones en la
caracterizacion de ambos modelos.

Escherichia coli es una bacteria comensal de la flora intestinal que colonizan el intestino desde
el nacimiento. Sin embargo, estas bacterias pueden adquirir factores de virulencia y ser pato-
génicas. Se han descubierto varios patdégenos de esta especie bacteriana cuyas toxinas y
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factores de virulencia permiten invadir las células del epitelio intestinal.?® Tanto las bacterias
patogénicas como las comensales presentan fimbrias que les permiten adherirse a las células
del intestino, aunque en el caso de las bacterias comensales tienen una menor proporcion de
fimbrias. Las fimbrias actiian como factores de virulencia ya que su unién a los enterocitos es
el primer paso para la internalizacion de los patégenos. ?¥ Sin embargo, hay que tener en
cuenta la presencia de las barreras que tiene el tracto gastrointestinal. La mucosa intestinal
esta separada por una capa de moco que se secreta por las células del epitelio cuyos com-
ponentes mayoritarios son las mucinas. Se conocen hasta 20 de estas glicoproteinas de alto
peso molecular y la mas importante es MUC-2, proteina secretora producida por las células
caliciformes. La secrecion de MUC-2 genera una capa protectora contra la colonizacién de
patégenos ya que no se pueden adherir a los enterocitos. %

Se utilizé la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 para realizar el estudio de adhesion a los
esferoides tanto de HCT116 como de HCT116+HT29MTX. En un principio, se esperaba que
la bacteria se adhiriese a la mucina producida por la linea celular HT29-MTX, ademas de a
los enterocitos, por la presencia de algun tipo de adhesina.®® Sin embargo, para ambos tiem-
pos destaca la escasa adhesion producida en estos esferoides, siendo mas abundante en el
caso de HCT116. Como hemos comentado, Escherichia coli es capaz de unirse a los entero-
citos por las fimbrias y la presencia de mucina impediria esta unién. No se pudo comprobar la
produccién de mucina por inmunofluorescencia, si bien en los resultados obtenidos en el co-
cultivo con la cepa de Escherichia coli comprobamos que hubo mayor adhesién en los esfe-
roides sin la linea HT29-MTX. Ademas, en las imagenes de la tincion con Hoechst se observa
mayor fluorescencia azul en los esferoides de HCT116, en comparacion con los esferoides en
cocultvio, lo que indica la adhesién bacteriana producida en el primer caso. En la bibliografia
se ha observado adhesién de esta cepa a la linea HT29-MTX, pero el estudio se realiz6é en
monocapa Unicamente con estas células. Esto contrasta con nuestros resultados, donde la
adhesion ha sido escasa, pero hay que tener en cuenta que se ha usado un modelo diferente
con dos lineas celulares y en vez de monocapa, hay un esferoide. Ademas, se compara la
adhesion a la mucina con diferentes especies bacterianas, resultando nuestra cepa, muy
usada como referencia, en una baja adhesion a esta barrera producida por las células HT29-
MTX.?" también se ha comprobado que ante la presencia de mucina, la adhesion de esta
cepa al epitelio intestinal es menor. las diferencias de adhesion al epitelio intestinal de esta
cepa ante la presencia de mucina. Esto mismo sucede en nuestros resultados, la adhesiéon a
los esferoides de HCT116 es mayor que a los esferoides HCT116+HT29MTX. 8

Con lo visto en nuestros resultados y contrastado con la bibliografia es muy importante la
presencia de una capa mucina que proteja al epitelio de la invasion por especies patdgenas.
La pérdida de esta barrera puede llevar a una mayor adhesion e internalizacion de bacterias
en el tejido y en muchas ocasiones la pérdida de estas propiedades esta estrechamente rela-
cionada con los tumores. Por ello es esencial la presencia de este tipo celular en modelos que
como el presente simulen el epitelio intestinal y su relacion con la microbiota y mas en zonas
donde su proporcién es mayor como es el caso del colon. ¢

A pesar de que hubiese sido importante realizar mas tandas experimentales para alguno de
los ensayos, se ha conseguido estudiar a escala pequefia la interaccion de una cepa bacte-
riana presente en la flora intestinal con un modelo celular de cancer de colon. Los esferoides
tanto en co-cultivo como en monocultivo han permitido una mayor similitud con lo que se en-
cuentra in vivo, y por primera vez se ha conseguido estudiar la adhesién bacteriana a esferoi-
des de colon. La presencia de la linea celular productora de mucina (HT29-MTX) en la pro-
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porcion adecuada ha permitido enriguecer el ensayo y obtener una representacién mas biomi-
mética de lo que se encuentra en este tramo intestinal. El estudio del microambiente tumoral
de cancer de colon en el que se incluye la flora intestinal presenta muchos enfoques y permite
obtener modelos que se asemejen a lo que ocurre en la patologia.

Este modelo experimental representa un punto de partida para el desarrollo de un modelo de
cancer de colon 3D con la presencia de la microbiota intestinal. Con esto, se busca estudiar
el microambiente tumoral del cancer de colon donde la flora intestinal es un factor muy impor-
tante en el desarrollo del tumor

6. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

e A dia 8, los esferoides aumentaron de tamafio frente a dia 5, y ademas se observo
mas muerte celular y la presencia de un “core” necrético evidente tanto en los esferoi-
des en monocultivo como en co-cultivo.

e La adicion de la linea celular HT29-MTX no afect6 al tamafio de los esferoides, ni
tampoco ni a la viabilidad de ambos modelos.

e La cepa de Escherichia coli ATCC 25922 se adhirié mas a los esferoides en monocul-
tivo, aunque se necesitarian mas tandas experimentales para comprobar los datos
obtenidos. Como cabia esperar la adhesion bacteriana aument6 a 24 horas frente a 4
horas de co-cultivo.

e La produccion de mucina podria evitar la adhesién de la cepa de Escherichia coli de-
bido a su funcion protectora de la barrera intestinal donde esta bacteria es capaz de
unirse a los enterocitos mediante fimbrias.

e Este modelo es una buena aproximacion experimental para el estudio del microam-
biente tumoral en el colon donde la flora intestinal juega un papel fundamental en la
homeostasis del tejido.

e At day 8, spheroids increased in size compared to day 5. Besides, more cell death
and the presence of an evident necrotic core were observed in both monocultured
and cocultured spheroids.

e The addition of the HT29-MTX cell line did not affect spheroid size or viability in either
model.

e The Escherichia coli strain ATCC 25922 adhered more to the spheroids in monocul-
ture, although more experimental runs would be needed to verify the obtained data.
As expected, bacterial adhesion increased at 24 h versus 4 h of co-culture.

e The production of mucin could prevent the adhesion of the Escherichia coli strain due
to its protective function of the intestinal barrier where this bacterium is able to bind to
enterocytes by means of fimbriae.

e This model is a good experimental approach for the study of the tumor microenviron-
ment in the colon where the intestinal flora plays a fundamental role in tissue homeo-
stasis.
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ANEXO

1. Ordenes de R para la realizacion del analisis estadistico, y resultados.
> library(readxl)
> EsfComp <- read_excel("C:/Users/puert/Downloads/EsfComp.xIsx")
> EsfComp
# Atibble: 7 x 4
'D5-29° "D8-29" 'D5-116" "D8-116

605. 734. 599. 831

544. 753. 579. 692

528. 703. 724. 552.

418. 724. T794. 684.

376. 564. 357. 585.

399. 486. 368. NA

~N o o0~ W N P

NA 602. 351 NA

> mean(EsfComp$'D5-29', na.rm=TRUE)
[1] 478.3783

> mean(EsfComp$'D5-116', na.rm=TRUE)
[1] 538.8657

> mean(EsfComp$'D8-29', na.rm=TRUE)
[1] 652.27

> mean(EsfComp$'D8-116', na.rm=TRUE)
[1] 668.684

> library(sciplot)

> se(EsfComp$'D5-29', na.rm=TRUE)

[1] 37.97683

> se(EsfComp$'D5-116', na.rm=TRUE)

[1] 69.42817

> se(EsfComp$'D8-29', na.rm=TRUE)

[1] 38.48832

> se(EsfComp$'D8-116', na.rm=TRUE)



[1] 48.82697

> var.test(EsfComp$'D5-29',EsfComp$'D5-116")

F test to compare two variances
data: EsfComp$"D5-29" and EsfComp$"D5-116"
F =0.25646, num df = 5, denom df = 6, p-value =0.1569
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1
95 percent confidence interval: 0.04283206 1.78949983
sample estimates: ratio of variances

0.2564598

> t.test(EsfComp$'D5-29',EsfComp$'D5-116',var.equal=T, alternative = "less")
Two Sample t-test

data: EsfComp$"D5-29" and EsfComp$"D5-116"

t=-0.72744, df = 11, p-value = 0.2411

alternative hypothesis: true difference in means is less than 0

95 percent confidence interval:  -Inf 88.84299

sample estimates: mean of x mean of y

478.3783 538.8657

> var.test(EsfComp$'D8-29',EsfComp$'D8-116")
F test to compare two variances

data: EsfComp$"D8-29" and EsfComp$"'D8-116"

F =0.86989, num df = 6, denom df = 4, p-value =0.8352

alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1

95 percent confidence interval:0.09458136 5.41697153

sample estimates: ratio of variances

0.8698942

> t.test(EsfComp$'D8-29',EsfComp$'D8-116',var.equal=T, alternative = "less")
Two Sample t-test

data: EsfComp$"D8-29" and EsfComp$"D8-116"

t=-0.2674, df = 10, p-value = 0.3973

alternative hypothesis: true difference in means is less than 0



95 percent confidence interval: -Inf 94.84127
sample estimates: mean of x mean of y
652.270 668.684
> Tamanyo <- read_excel("C:/Users/puert/Downloads/Tamanyo.xIsx")

> t.test(x = Tamanyo$'D5', y = Tamanyo$'D8', alternative = "two.sided", paired = TRUE,
conf.level = 0.95)

Paired t-test
data: Tamanyo$D5 and Tamanyo$D8 t = -2.8548, df = 10, p-value =0.01711
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval: -223.97959 -27.61314
sample estimates: mean of the differences

-125.7964

> control <- read_excel("C:/Users/puert/Downloads/control.xIsx")
> t.test(control$’4 h™,control$ 24h", var.equal = T, alternative = "less")
Two Sample t-test
data: control$’4 h™ and control$ 24h
t=-3.1272, df = 4, p-value = 0.01764
alternative hypothesis: true difference in means is less than 0
95 percent confidence interval:
-Inf -161367503
sample estimates: mean of x mean of y

136666667 643666667



