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Estudio del microambiente tumoral: caracterizacion de la interaccion
entre CAFs y células tumorales en modelos 3D de cancer de pulmén.

Resumen

El cancer no es Unicamente un proceso celular intrinseco que afecta a las células
neoplasicas impulsado por una serie de errores genéticos y epigenéticos, sino que también
depende de cambios en su entorno. ElI microambiente tumoral (TME) favorece el
crecimiento, la invasion y la metastasis del tumor. Para el estudio del TME, los modelos 3D
proporcionan un entorno similar al tumor, con gradientes de nutrientes e hipoxia
autoimpuestos que generan un entorno no conseguido mediante los cultivos 2D
tradicionales. Por todo ello, son un enfoque ideal para el estudio de las interacciones tumor-
estroma. Teniendo en cuenta que uno de los componentes principales del TME son los
fibroblastos asociados al tumor (CAFs), el principal objetivo de este trabajo es estudiar
mediante un modelo 3D (tumoresferas) como interaccionan los CAFs con las células
tumorales para obtener una mejor comprension de la interrelacion de ambos tipos celulares
en el nicho tumoral. Para ello se establecieron co-cultivos entre tumoresferas derivadas de
tejido tumoral de pacientes con cancer de pulmén y una linea de CAFs inmortalizada. Para
evaluar los cambios en las células tumorales mediados por la interaccion con los CAFs y
viceversa, se analizaron mediante 3 paneles multiparamétricos por citometria de flujo la
expresion de diferentes biomarcadores (relacionados con propiedades stemness,
inmunomodulatorias y procesos de transicion epitelio mesenquimal (EMT)). Se observé
que los CAFs son capaces de inducir la expresion de marcadores con capacidad
inmunomodulatoria, de modular la capacidad stemness y de inducir la EMT en las células
tumorales. Por otro lado, también se observaron cambios en los CAFs ya que
experimentaron variaciones en la expresion de determinados marcadores en el co-cultivo.
En conclusion, los CAFs y las células tumorales interaccionan entre si y se influencian
mutuamente, aunque dicho efecto puede variar en funcion del origen especifico de las
células tumorales. No obstante, es necesario ampliar la cohorte de cultivos analizados para
corroborar estos resultados.

Abstract

Cancer is not only an intrinsic cellular process affecting neoplastic cells driven by a series
of genetic and epigenetic errors, but also depends on changes in its environment. The tumor
microenvironment (TME) promotes tumor growth, invasion, and metastasis. For the study
of the TME, 3D models provide a tumor-like environment with self-imposed nutrient and
hypoxia gradients that create an environment not achieved with traditional 2D cultures.
Therefore, they are an ideal approach for studying tumor-stroma interactions. Considering
that one of the main components of the TME are cancer-associated fibroblasts (CAFs), the
main objective of this work is to study how CAFs interact with tumor cells using a 3D model
(tumorspheres) to gain a better understanding of the interrelationship between both cell
types in the tumor niche. To achieve this, co-cultures were established between the
tumorspheres derived from tumor tissue of lung cancer patients and an immortalized CAFs
cell line. To evaluate the changes in tumor cells mediated by interaction with CAFs and vice
versa, the expression of different biomarkers (related to stemness properties,
immunomodulatory functions, and epithelial-mesenchymal transition (EMT) processes) was
analyzed using three multiparametric panels by flow cytometry. It was observed that CAFs



can induce the expression of markers with immunomodulatory capacity, modulating
stemness capacity, and inducing EMT in tumor cells. On the other hand, changes were also
observed in CAFs as they experienced variations in the expression of certain markers in
the co-culture. In conclusion, CAFs and tumor cells interact with and influence each other,
although this effect may vary depending on the specific origin of the tumor cells. However,
it is necessary to expand the cohort of cultures analyzed to corroborate these results.
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Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1. CANCER

1.11. Definicion del cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades en las cuales las células crecen y
proliferan de forma descontrolada. Dichas células anormales pueden adquirir la
capacidad de invadir otras partes del cuerpo.

La tumorigénesis es un proceso de multiples efectos en el que las células normales
sufren sucesivas alteraciones génicas que impulsan su transformacion progresiva en
células malignas (1). Se producen mutaciones en una serie de genes implicados en el
control del equilibrio entre la proliferacion celular y la apoptosis, asi como en la integridad
de las vias metabdlicas complejas que garantizan la integridad funcional y estructural
de las células y los tejidos. Estas mutaciones pueden desencadenar un crecimiento
celular descontrolado, la ruptura del tejido celular, la invasion de las células cancerosas
en tejidos adyacentes y finalmente la metastasis.

Ademas, los tumores muestran una complejidad adicional ya que se componen de
otros tipos celulares, creando un ecosistema complejo conocido como el “microambiente
tumoral” (TME, por sus siglas en inglés), el cual tiene un importante papel en la
progresion del cancer al contribuir en la proliferacién e invasién de las células
cancerosas (2).

1.1.2. Bases moleculares del cancer

En el afo 2000, Hanahan y Weinberg propusieron que todos los tipos de tumores
humanos comparten seis capacidades adquiridas durante la tumorigénesis (1)
conocidas como “Hallmarks of Cancer’ que incluyen: capacidad replicativa ilimitada,
independencia de las sefiales de crecimiento, insensibilidad a supresores de
crecimiento, evasion de la apoptosis, angiogénesis mantenida y habilidad para invadir o
metastatizar. En 2011, estos autores afadieron cuatro caracteristicas nuevas
destacando la importancia del microambiente tumoral: la inestabilidad gendmica,
alteracion en el metabolismo energético, capacidad proinflamatoria y evasion del
sistema inmune (2). Once afios mas tarde, Hanahan volvi6 a examinar las
caracteristicas distintivas e introdujo cuatro hallazgos emergentes adicionales
reconociendo el gran progreso realizado en el estudio del cancer a través de los datos
masivos: desbloqueo de la plasticidad fenotipica, la reprogramacion epigenética no
mutacional, el polimorfismo del microbioma y por ultimo las células senescentes del
microambiente tumoral (3) (Figura 1).
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Figura 1. Las 14 caracteristicas distintivas del cancer. Los recuadros azules representan las
seis caracteristicas distintivas del cancer propuestas por Hanahan y Weinberg en el afio 2000.
Los recuadros rojos representan las cuatro caracteristicas distintivas introducidas en 2011. Y,
por ultimo, los recuadros verdes representan las caracteristicas emergentes adicionales
propuestas por Hanahan en 2022. Adaptado de (1,3).

Estas caracteristicas del cancer ponen de manifiesto el papel crucial del TME en el
desarrollo y evolucién de los tumores. La interaccion dinamica entre las células
cancerosas y su microambiente, que se compone tanto elementos celulares como no
celulares como son los vasos sanguineos y linfaticos, las células endoteliales, células
inmunes, fibroblastos, matriz extracelular (MEC) y citoquinas entre otros, es crucial para
inducir la heterogeneidad de las células cancerosas, la evolucion clonal y aumentar la
resistencia a multidrogas, lo que finalmente conduce a la progresion y metastasis de las
células cancerosas.

1.2. CANCER DE PULMON

1.2.1. Epidemiologia y factores de riesgo

El cancer de pulmén es una de las principales causas de muerte por cancer a nivel
mundial. En comparacioén con otros tipos de cancer, el nimero de pacientes afectados
por cancer de pulmon es el mas alto y sigue aumentando constantemente (4). Segun el
Global Cancer Observatory (GCO), la incidencia de cancer de pulmén para ambos sexos
en 2022 fue del 12,4% del total de pacientes con cancer y la mortalidad fue del 18,7%
del total de las muertes por cancer (5) (Figura 2).

La principal causa de cancer de pulmén es el tabaquismo, siendo la causa en
aproximadamente el 80% de los canceres de pulmon (6). No obstante, hay otros factores
de riesgo como el radon, la exposicidn al asbesto, arsénico, radiacion ionizante, el humo
de los combustibles domésticos, infecciones viricas y bacterianas, etc (7,8).
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Figura 2. Distribucion de las muertes de los canceres mas comunes en 2022 para ambos
sexos. Imagen de elaboracion propia (datos de (5)).

1.2.2. Clasificacion histolégica

Histolégicamente, el cancer de pulmon se divide en dos grupos principales: el cancer
de pulmén microcitico, también denominado cancer de pulmén de células pequenas
(CPCP), que representa el 15% de los casos, y el cancer de pulmén no microcitico
también denominado cancer de pulmén de células no pequefias (CPNM) que representa
el 85% restante (4,9).

El CPNM se clasifica a su vez en tres subtipos histolégicos: el adenocarcinoma de
pulmén (ADC), el carcinoma de células escamosas de pulmoén (SCC) y el carcinoma de
células grandes (9). EI SCC, que representa el 30% de los casos, se caracteriza
histologicamente por areas de queratinizacién y la presencia de puentes intercelulares
mientras que el ADC, que representa el 40% de los casos, generalmente muestra una
formacion glandular y estructuras papilares (10).

1.2.3. Perfil molecular

El CPNM es uno de los tumores genéticamente mas diversos, por lo tanto, existe
una variedad de subconjuntos de pacientes caracterizados molecularmente por
conjuntos especificos de mutaciones. En los Uultimos afios, se ha avanzado
considerablemente en la comprension de los procesos moleculares y celulares que
subyacen a la iniciacién, mantenimiento y avance del cancer (11). Los genes mas
comunmente mutados en ADC incluyen KRAS (homélogo del oncogén viral de sarcoma
de rata Kirsten), EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico), y los genes
supresores de tumores TP53, KEAP1, STK11 y NF1 (9,12,13). Asimismo, las
translocaciones en ALK también han sido identificadas en ADCs (13).

Por otro lado, los genes comunmente mutados en SCC incluyen el TP53 (representa
el 90% de los casos), PIBKCA, SOX2, CDK2 y FGFR1 (13). Ademas, CDKN2A que
codifica las proteinas p16INK4A y p14ARF, se inactiva en mas del 70% de SCC
mediante silenciamiento epigenético por metilacién, mutacién inactivadora, omision del
exon 16 o delecion homocigota (12).
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1.24. Tratamiento

El cancer de pulmoén es molecularmente heterogéneo y comprender su biologia es
esencial para el desarrollo de terapias efectivas (12). Su tratamiento ha evolucionado
desde el uso de la terapia citotoxica estandar hacia una medicina personalizada, que
incluye terapias dirigidas para mutaciones conductoras e inmunoterapias (4,12).

En cuanto a los estadios tempranos, la cirugia es la primera opcion, acomparfada
muchas veces de tratamiento adyuvante o neoadyuvante (14).

El manejo del CPNM en estadios avanzados ha experimentado cambios notables
en los ultimos afos. Existen evidencias de que el tratamiento con terapias dirigidas tiene
resultados clinicos superiores a la quimioterapia citotdxica tradicional (9). Actualmente,
las dianas moleculares con terapias dirigida disponible son EGFR, KRAS, AKL, ROST1,
HER2, RET, NTRK, MET y BRAF (15). En los ultimos afios, el panorama del tratamiento
del CPNM ha cambiado drasticamente debido a la inmunoterapia. Por ejemplo, los
inhibidores de los puntos de control inmunoldgico (ICls), pueden bloquear mediante
anticuerpos especificos la interaccion entre la proteina de muerte celular programada 1
(PD-1) y su ligando PD-L1 ya que esta interaccién puede ser explotada por las células
tumorales para evadir la respuesta inmune (14).

No obstante, a pesar de que se han logrado avances significativos en el desarrollo
de tratamientos dirigidos y terapias inmunoldgicas para pacientes con CPNM en los
ultimos afios, muchos desarrollan resistencia al tratamiento, progresan y fallecen.
Aunque la cirugia estandar en etapas tempranas es comun, la recurrencia es alta y
muchos pacientes recaen después de un tratamiento quirurgico aparentemente exitoso.
Esto destaca la necesidad de biomarcadores prondsticos y objetivos terapéuticos
adicionales (16).

1.3. HETEROGENEIDAD TUMORAL

Después de la transformacion maligna, un tumor sigue siendo dinamico y continua
evolucionando, volviéendose mas heterogéneo (17). Al igual que la mayoria de los
tumores, el cancer de pulmén esta compuesto por subpoblaciones de células, o clones,
con caracteristicas moleculares distintas, lo que resulta en una heterogeneidad intra-
tumoral (12,13). Ademas, dicha heterogeneidad tumoral representa un desafio continuo
en el campo de la terapia contra el cancer (18), por ello, una evaluacion precisa es
esencial para el desarrollo de terapias efectivas (17).

Historicamente, se han propuesto dos modelos para explicar la heterogeneidad
dentro de un tumor: el “modelo de evolucion clonal” y la “hipotesis de las células madre
cancerosas” (18,19). El primer modelo, propuesto por Peter Nowell en 1976, explica la
heterogeneidad intra-tumoral como resultado de la seleccion natural. Considera que el
cancer es iniciado por multiples mutaciones escalonadas que ocurren en células
somaticas, y va acompafado por la seleccion natural de aquellos clones con el fenotipo
mas favorable (17-19). Por otro lado, el segundo modelo sugiere que solo un
subconjunto de células cancerosas, llamadas células madre cancerosas (CSCs),



Introduccion

poseen la capacidad de autorrenovacion indefinida para iniciar y mantener el
crecimiento del tumor (18,19).

En los ultimos afios, estos dos modelos han sido propuestos como un modelo
unificado por algunos autores (20). Recientemente, Kreso y Dick propusieron un modelo,
llamado el “modelo de plasticidad”. Este modelo se basa en que las CSCs pueden
adquirir mutaciones y generar nuevas ramas de células madre, mientras que, al mismo
tiempo, las células tumorales en la subpoblaciéon no-CSC pueden experimentar la
transicion epitelial-mesenquimal (EMT) y adquirir caracteristicas similares a las CSC,
contribuyendo a la heterogeneidad tumoral (21,22).

Asimismo, cabe decir que parte de la heterogeneidad intra-tumoral también destaca
la existencia de la heterogeneidad inter-tumoral que se refiere a la heterogeneidad entre
pacientes que albergan tumores del mismo tipo histoldgico (17).

1.4. MICROAMBIENTE TUMORAL DE CANCER DE PULMON
1.4.1. Definicién y composicion

Un tumor es un ecosistema complejo que contiene células tumorales y otros tipos
de células, como células endoteliales, células inmunes infiltrantes y células estromales,
asi como una red compleja de matriz extracelular (MEC), que definen el microambiente
tumoral (TME, por sus siglas en inglés). Concretamente, el TME esta compuesto por
células cancerosas y constituyentes no malignos heterogéneos, que incluyen
fibroblastos, pericitos, células inmunes, células inflamatorias y factores solubles como
factores de crecimiento, hormonas y moléculas de sefalizacion. En las etapas
tempranas del desarrollo del tumor, existe una comunicacién reciproca entre los
componentes del TME y las células cancerosas, promoviendo la angiogénesis, el
suministro de nutrientes y la eliminacion de desechos (23,24) (Figura 3).
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Figura 3. Multiples tipos celulares que forman parte del microambiente tumoral y cuyas
interacciones apoyan el nicho primario tumorigénico. Imagen obtenida de (25).
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Las células tumorales experimentan una proliferacion descontrolada y una tendencia
a la metastasis y resistencia terapéutica debido al apoyo proporcionado por las
complejas organizaciones de tejidos en el TME. La formacion de estos fenotipos
malignos depende tanto de los cambios gendmicos de las células cancerosas como del
microentorno adecuado para su crecimiento (26,27). EI TME, controla la plasticidad
tanto de las células estromales como de las tumorales, modelando asi el contexto celular
complejo, que en ultima instancia forma un entorno pro y anti-tumorigénico (27). Las
interacciones dinamicas entre las células tumorales y el estroma asociado influyen
profundamente en la iniciacion y progresion de la enfermedad, asi como en el prondstico
del paciente (25). En nuestro grupo, hemos analizado la presencia de células T
reguladoras (Tregs) y otras células inmunorreguladoras en el microambiente tumoral, y
encontramos que un mayor porcentaje de estas células en el tumor hace que los
pacientes con CPNM presenten un peor curso clinico de la enfermedad (28-30).

Los fibroblastos activados, también conocidos como fibroblastos asociados al cancer
(CAFs), son el tipo celular predominante dentro del estroma de muchos tipos de tumores
y se sabe que influyen en la patologia de multiples maneras (26,27,31).

1.4.2. Papel de los CAFs en el microambiente tumoral de cancer de
pulmén

Los fibroblastos asociados al cancer (CAFs) son uno de los principales
componentes en el estroma tumoral y pueden tener distintos origenes. Muchos tipos de
células podrian ser reclutadas como precursores de CAFs; (1) fibroblastos de tejidos
residentes, (2) adipocitos peritumorales (3) células madre mesenquimales derivadas de
la médula dsea, (4) células madre hematopoyéticas, (5) células epiteliales (a través de
la transicion epitelial-mesenquimal; EMT) y (6) células endoteliales (a través de la
transicion endotelial-mesenquimal; EndMT) (26,32). Una vez reclutados de las diversas
fuentes, un subconjunto de estos progenitores adquiere el fenotipo de CAFs a través de
diversos procesos de activacion (27). Las células tumorales pueden activar las células
fibroblasticas estromales convirtiéndolas en CAFs mediante la estimulacion de factores
de crecimiento paracrinos (31).

Histologicamente, los CAFs tienen forma de huso con nucléolos prominentes,
reticulo endoplasmico rugoso, aparato de Golgi, uniones de hendidura y miofilamentos
citoplasmaticos (26). Se caracterizan por expresar diferentes proteinas como la a-actina
de musculo liso (a-SMA), la proteina activadora de fibroblastos (FAP), la proteina
especifica de fibroblastos-1 (FSP1), proteina secretada acida y rica en cisteina
(SPARC), la tenascina C y el receptor de factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFR)-a y B (26,27,31). Lamentablemente estos marcadores no son absolutamente
privativos de esta poblacion lo que evidencia dificultades intrinsecas para su aislamiento
y estudio.

En el contexto del microambiente tumoral, los CAFs desempefan un papel
fundamental. En primer lugar, existen evidencias de que estan implicados en la
angiogénesis tumoral. Los CAFs podrian promover la angiogénesis de las células
cancerosas para respaldar el crecimiento, la invasién y la metastasis del tumor,
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mediante la secrecidon al TME de una serie de proteinas sefializadoras pro-angiogénicas
o la produccion de quimioatrayentes para macrofagos proangiogénicos, neutréfilos y
otras células mieloides, entre otros mecanismos (24,31).

En segundo lugar, numerosos estudios han respaldado un papel importante de los
CAFs en el desarrollo de la metastasis debido a la secrecion de varios factores de
crecimiento y citocinas (24,31). Los CAFs facilitan la metastasis de las células tumorales
remodelando la MEC gracias a la sintesis de proteinas estructurales como el colageno
tipo | y IV, proteoglicanos de sulfato de heparina, tenascina-C, la secrecion de factores
de crecimiento del tejido conectivo y la produccion de factores digestivos como las
MMPs y activadores de plasminégeno (32). Ademas, también ensamblan una matriz
extracelular (MEC) rica en fibronectina (Fn) y altamente organizada para promover la
migracion de las células tumorales (27).

En cuanto a la transicién epitelial-mesenquimal (EMT) es un proceso por el cual las
células epiteliales pierden su polaridad celular y la adhesién célula-célula, y adquieren
propiedades migratorias e invasivas para convertirse en células mesenquimales. A
pesar de que no se cuentan con numerosos estudios, se ha visto que los CAFs mejoran
el potencial metastasico de las células de cancer de pulmoén al inducir la EMT y modular
genes relacionados con la metastasis (31,32).

Por otro lado, el caracter inmunosupresor de los CAFs promueve el crecimiento
tumoral al facilitar la evasion inmunitaria. Algunos subconjuntos de CAFs pueden
desactivar directamente el sistema inmunolégico mediante la expresion de ligando de
muerte programada (PD-L)1/2 o la secrecion de prostaglandina E2 (24,26). El efecto
directo de los CAF en la inmunomodulacion consiste en la atenuacién de la funcion de
los linfocitos T CD8+ y el aumento y polarizacion del contenido en células T reguladoras
(Tregs) FOXP3+, las cuales son criticas para mantener la tolerancia inmunoldgica y la
homeostasis del sistema inmunoldgico (26,33). Ademas del efecto directo sobre las
células inmunitarias, los CAFs participan en la construccion de redes de proteinas de la
matriz extracelular (MEC) que sirven como barrera fisica para los farmacos terapéuticos,
asi como para las células inmunitarias, impidiendo que alcancen el tumor (26). Por otra
parte, cabe decir que hay evidencias de que diversas citocinas y quimiocinas derivadas
de los CAFs participan en el mantenimiento de las CSC, promoviendo aun mas la
resistencia a los farmacos (26).

En resumen, los CAFs son componentes cruciales en el TME debido a su
participacion en la remodelacion de la MEC, en la modulacién del metabolismo y la
angiogénesis y en la comunicacion con las células tumorales e inmunes mediante la
secrecion de factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas. Ademas, pueden
favorecer la tumorigénesis, el desarrollo del cancer al crear un TME pro-inflamatorio e
inmunosupresor y la resistencia a diversas terapias. Por ello, los CAFs pueden suponer
una diana terapéutica prometedora para el disefio de nuevas estrategias para el
tratamiento del cancer (Figura 4).
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Figura 4. Los efectos protumorales de los CAFs en el cancer de pulmon de células no
pequeias. Los CAFs secretan multiples citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento para
estimular directamente (A) la proliferacion celular del cancer, (B) la invasion y metastasis, (C) la
angiogénesis, (D) la evasion inmune y (E) la resistencia al tratamiento. Mientras tanto, los CAFs
también moldean el microambiente tumoral remodelando la matriz extracelular (MEC) para
proporcionar un mecanismo de quimiorresistencia. Imagen obtenida de (32).

1.5. TUMORESFERAS: UN MODELO 3D PARA EL ESTUDIO DEL
TME

Existen numerosos sistemas de modelos tridimensionales (3D) para el estudio del
TME, que van desde co-cultivos celulares dentro de hidrogeles hasta complejos
sistemas microfluidicos multicompuestos, cada uno con sus propias ventajas y
limitaciones (Figura 5). Los modelos 3D presentan el puente ideal entre los cultivos 2D
simples y los sistemas in vivo complejos (34).

A pesar de que los sistemas en dos dimensiones (2D) han sido fundamentales para
investigar las bases moleculares de la biologia tumoral y facilitar el desarrollo preclinico
de numerosos farmacos contra el cancer a lo largo del tiempo, las restricciones de estos
modelos son evidentes. La complejidad del microambiente tumoral, compuesto por
células malignas y el estroma, es demasiado complejo para ser reproducido en una
monocapa 2D. Una de las opciones disponible actualmente son los modelos in vivo. No
obstante, estos son modelos complejos que no siempre pueden ser utilizados debido a
razones éticas y de costo. En su lugar, los métodos de cultivo en 3D representan una
solucion excepcional ya que permiten que se produzcan los contactos intra-tumorales y
tumor-estroma de tal forma que se asemeja a una masa tumoral real que crece en un
organismo vivo (35).
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En el presente trabajo se van a emplear las tumoresferas como modelo 3D, las
cuales consisten en agregaciones de células con uno o mas tipos celulares que pueden
ser cultivadas en suspension. Estos modelos proporcionan un entorno mas similar al
tumor, con gradientes de nutrientes e hipoxia autoimpuestos que generan un entorno no
conseguido mediante los cultivos 2D tradicionales (34). La creacion de un gradiente de
hipoxia conlleva a que las células cancerosas no estén expuestas homogéneamente a
nutrientes y oxigeno (35). Ademas, estos modelos de tumoresferas pueden formarse en
co-cultivo con CAFs en suspension, pudiendo asi profundizar en el estudio de la
interrelacion entre estos tipos celulares.

Figura 5. Enfoques 3D habituales para modelar el microambiente tumoral. Imagen obtenida

de (34).
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

El TME impulsa el crecimiento, la invasion y la metastasis del tumor. Teniendo en
cuenta que entre los componentes principales del TME se encuentran los CAFs, que
representan alrededor del 80% de la masa de los tumores, la hipétesis de este proyecto
se basa en que los CAFs modularian el comportamiento de las células tumorales
incrementando su capacidad stemness, propiedades inmunomodulatorias y procesos
de transicion epitelio mesenquimal (EMT), favoreciendo aun mas la progresion,
recurrencia, metastasis y resistencias a los tratamientos. Asimismo, las células
tumorales también podrian influir en la expresion de ciertos biomarcadores en los CAFs.
Su estudio derivaria en una mejor comprension de como interaccionan ambos tipos
celulares en el nicho tumoral.

El principal objetivo de este trabajo es establecer co-cultivos entre tumoresferas
(cultivos celulares en 3D) y CAFs con el fin de comprender como interaccionan ambos
tipos celulares en el nicho tumoral. Para ello, se establecieron los siguientes objetivos
concretos:

1) Desarrollar y optimizar diferentes modelos de co-cultivos 3D entre tumoresferas
derivadas de pacientes con cancer de pulmon y CAFs.

2) Identificar la mejor estrategia para separar los CAFs y las células tumorales en
el anadlisis por citometria de flujo.

3) Estudiar el efecto de los CAFs en las propiedades inmunomodulatorias de las
células tumorales. Ademas, se quiere identificar si las células tumorales son
capaces de influir en la expresiéon de marcadores inmunomodulatorios en los
CAFs.

4) Esclarecer si los CAFs son capaces de modular la capacidad stemness de las
células tumorales.

5) Analizar silos CAFs pueden modular procesos de EMT de las células tumorales.
Asimismo, se quiere estudiar si las células tumorales son capaces de alterar la
expresion de marcadores relacionados con la EMT en los CAFs.

6) Integrar los hallazgos mas relevantes del presente trabajo sobre la relacién entre

las interacciones en el microambiente tumoral de las células tumorales y los
CAFs.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. CULTIVOS DE DERIVADOS DE PACIENTES CON CANCER
DE PULMON

Siguiendo el protocolo de disociacion tumoral previamente descrito por nuestro
grupo, muestras de tumores de pacientes resecados fueron establecidas tanto en
cultivos en monocapa como en tumoresferas (16). En el presente trabajo se emplearon
2 cultivos de largo término derivados de pacientes con CPNM, denominados FIS525 de
histologia ADC y FIS435 de histologia adenoescamosa. La informacién clinica y
patologica detallada para cada uno de ellos se resume en la Tabla 1. Los cultivos
celulares se realizaron en condiciones de adherencia en medio Advanced DMEM/F12
(Gibco) suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS), 1% de penicilina-
estreptomicina (P/S) (Gibco) y 1% de L-glutamina (L-glu) (Gibco). Posteriormente, se
utilizé el ensayo de formaciéon de esferas (cultivos 3D) para obtener el modelo de
tumoresferas. Para ello, las células de monocapa con un 70-80% de confluencia fueron
disociadas mediante 1% tripsina-EDTA (Gibco). Las células disgregadas se cultivaron
en medio libre de suero Advanced DMEM/F12, suplementado con 0,4% de albdimina
sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich) y 50 pg/mL EGF (Gibco), 20 ug/mL bFGF (Gibco),
5 pg/mL ITS PREMIX (Gibco), 200 pyg/mL P/S, y 1% de L-glu a baja densidad celular.
En todos los casos, las células se mantuvieron a 37 °C en una atmésfera humidificada
con un 5% de COa..

El estudio se llevd a cabo de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y el comité de
revision ética institucional aprobdé el protocolo. Todos los individuos firmaron un
consentimiento informado para la adquisicion de muestras con fines de investigacion
antes del inicio del presente estudio (mirar Anexo 2).

Tabla 1. Caracteristicas clinico-patolégicas de los cultivos celulares derivados de
pacientes con cancer de pulmén incluidos en el estudio.

ID Género Edad | Estado | Histologia Habito Recurrencia RFS Estado
TNM tabaquico mutacional

435 | Hombre 73 1B Adenoes- | Fumador No 24 KRAS
€amoso p.G12C

PIK3CA

p.H1047R

525 | Hombre 65 MA ADC Ex — SI 1 TP53
fumador p.R273L

CD274

ERBB2

ID: identificador; ADC: adenocarcinoma de pulmoén; RFS: Supervivencia libre de recurrencia; TNM: tumor-

nodos-metastasis.
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FIBROBLASTOS ASOCIADOS A TUMORES (CAFs)

Una linea celular de fibroblastos inmortalizada derivada de un paciente con CPNM,
denominada CAF154-hTERT fue utilizada para realizar co-cultivos con células
tumorales. Esta linea proviene de fibroblastos asociados a tumor, fue proporcionada por
el Dr. Luca Roz (Istituto Nazionale dei Tumori, Italia) y se encuentra caracterizada
exhaustivamente (36). Las células CAF154-hTERT se cultivaron en Medio Basal de
Fibroblastos (FBM) (ATCC). En todos los casos, las células se mantuvieron a 37 °C en
una atmaésfera humidificada con un 5% de CO..

3.3. CO-CULTIVO DE TUMORESFERAS DE CANCER DE

PULMON CON CAFs

Se realizaron 3 técnicas diferentes de co-cultivos entre las tumoresferas y los CAFs.

1)

2)

3)

Co-cultivo de las tumoresferas sobre CAFs en adherencia: Para ello, se
cultivaron 3 x 10° CAFs durante 2 horas con FBM en placas de 6 pocillos
adherentes. Después de 2 horas, se co-cultivaron 10-15 tumoresferas
(previamente formadas a partir de 50000 células) junto con los CAFs en un
medio compuesto por 50% de FBM y 50% de DMEM-F12 SPH (medio de
tumoresferas) durante 48 horas.

Co-cultivo inverso, es decir, primero se sembraron las tumoresferas
(previamente formadas a partir de 50000 células) y posteriormente 3 x 10° CAFs
disgregados en suspension en un medio compuesto por 50% de FBM y 50% de
DMEM-F12 SPH durante 48 horas.

Co-cultivo entre las tumoresferas y los CAFs disgregando ambos modelos y co-
cultivandolos a la vez. Para ello, se generd un co-cultivo en proporcion 1:1 (con
la misma cantidad de células tumorales y de CAFs) y un co-cultivo en proporcién
1:2 (con el doble de CAFs que de células tumorales). Primeramente, se formaron
las tumoresferas en el medio adecuado. Después de 3 dias, se disgregaron y
se co-cultivaron 150000 células tumorales provenientes de las tumoresferas
disgregadas junto con 150000 CAFs disgregados (co-cultivo 1:1). En el caso del
co-cultivo 1:2 se co-cultivaron 150000 células tumorales provenientes de las
tumoresferas disgregadas junto con 300000 CAFs disgregados.

Cabe decir que para estos dos ultimos co-cultivos se emplearon placas de 6 pocillos
con superficie ultra low attachment.

12



Materiales y métodos

3.4. ANALISIS DEL MODELO DE CO-CULTIVO DE
TUMORESFERAS DE CANCER DE PULMON CON CAFs
MEDIANTE CONFOCAL Y MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA

Para observar la interaccion fisica que se produce entre las células tumorales y los
CAFs se llevé a cabo un analisis mediante microscopia confocal y microscopia de
fluorescencia. Para ello, se utilizé el CellTracker™ Green CMFDA para tefiir las células
tumorales a una concentracion de 5 uyM y los CAFs fueron tefiidos mediante el
CellTracker™ Deep Red a 2 pM, concentracién maxima recomendada por la casa
comercial (Thermo Fisher Scientific). Para su analisis por microscopia confocal se utilizé
el microscopio confocal de Leica SP-8 y el software LAS X (Leica Microsystems). Por
otro lado, para su analisis por microscopia de fluorescencia se empled el microscopio
de fluorescencia Leica DM6000B vy el software Leica LAS EZ (Leica Microsystems).

3.5. SEPARACION DE LAS DIFERENTES POBLACIONES
CELULARES PARA SU ANALISIS POR CITOMETRIA DE
FLUJO

Con el objetivo de separar las diferentes poblaciones celulares en el analisis por
citometria de flujo se probaron diferentes metodologias.

1) Empleo de un marcaje con el anticuerpo CD90 para diferenciar la poblacion de
células tumorales (CD90-) respecto a la de CAFs (CD90+), utilizando una cantidad de
1,25 ul de acuerdo con la titulacion realizada previamente.

2) Tincién fluorescente CAFs. Por un lado, se utilizo el CellTracker™ Deep Red
(Thermo Fisher Scientific), testandose varias concentraciones para determinar la
concentracion minima capaz de separar eficazmente las diferentes poblaciones
celulares en el analisis por citometria de flujo (1, 1,25, 1,5y 2 uM). Por otro lado, se
utilizé el CellTracker™ Green CMFDA (Thermo Fisher Scientific), a partir del cual
también se testaron varias concentraciones (0,25, 0,75, 1,5y 2,5 uyM).

3.6. TITULACION DE ANTICUERPOS.

Para determinar la cantidad correcta de anticuerpo necesaria se realizo la titulacion
de cada uno de los anticuerpos calculando la concentracién de anticuerpo necesaria
para 250000 células tumorales. Esta se obtuvo a partir de la concentracion maxima
necesaria para un millon de células indicada por el fabricante. Posteriormente, se
testaron 3 concentraciones diferentes para cada anticuerpo indicadas en la Tabla 2.

Para determinar la concentraciéon optima de anticuerpos, se utilizé el indice de
tincion (stain index, por su nombre en inglés), definido como la relacion de separacion
entre la poblacion positiva y negativa dividida por dos veces la desviacion estandar de
la poblacién negativa (Ecuacion 1).
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Ecuacion 1. Férmula para calcular el indice de tincion.

indice de tincién =

Materiales y métodos

(mediana poblacién +) — (mediana poblaciéon —)

2 x (desv.estandar poblacion —)

Para aquellos anticuerpos que no pudieron ser titulados utilizando las células
tumorales debido a una expresién casi nula, se empleé el kit comercial AbC™ Total
Antibody Compensation Bead Kit (Thermo Ficher Scientific), siguiendo las instrucciones
del fabricante.

Tabla 2. Concentraciones testadas de cada anticuerpo para la titulacion de anticuerpos.

Anticuerpos / Fluoréforos Concentraciones testadas
(uL)
EpCAM-AF700 MICA/B-PE PD-L2-BV421 1,25
E-cad-BV605 CD276-BV510 Gal-9-AF647 06
CD44-PE-Cy7 HLAE-PerCP-Cy5.5 Vim-PE ’
CD90-BVv510 CD200-PE-Cy7 B-cat-PE-Cy7 0,3
ICOSL-BV786 PD-L1-BV650
2
CD133-PE 1
0,5
1
Gal-3-AF647 0,5
0,25
5
STAT3-AF647 25
1,25

E-cad: E-cadherina; ICOSL: ligando de la molécula coestimuladora inducible; MICA/B: Secuencia Ay B
relacionada con el polipéptido del complejo mayor de histocompatibilidad de clase |; HLAE: Antigeno
leucocitario humano E; PD-L1: Ligando de muerte celular programada 1; PD-L2: Ligando de muerte celular
programada 2; Gal-9: Galectina-9; Vim: Vimentina; (-cat: B-catenina, Gal-3: Galectina-3; STATS3:
Transductor de sefales y activador de la transcripcion 3. AF: Alexa Fluor; BV: Brilliant Violet; PE:
Ficoeritrina; Cy: Cyanine; PerCP: complejo peridinina-clorofila-proteina.

3.7. CITOMETRIA DE FLUJO

Para analizar las subpoblaciones celulares en base a la expresion de los diferentes
marcadores relacionados con capacidad inmunoreguladora, transicion epitelio-
mesénquima y stemness, se llevaron a cabo diferentes analisis por citometria de flujo
mediante la creacion de tres paneles con diferentes marcadores tanto intracelulares
como de superficie celular (Tabla 3).

Para examinar la expresion de los diferentes marcadores, las tumoresferas y los
CAFs se trataron con TrypLE™ Express Enzime (1X) sin rojo fenol (Gibco) para obtener
una suspension de células unicas. Esta enzima, a diferencia de la tripsina porcina, no
contiene componentes derivados de animales y su pureza aumenta la especificidad
debido a la accion de una sola enzima y reduce el dafio causado por la disociacién de
multiples enzimas presentes en la tripsina y otros extractos. Posteriormente, para los
paneles 1y 2, las soluciones de células individuales se lavaron con tampén de tincién
(PBS 1x + 0,5 % de BSA + 2 mM de EDTA) y se incubaron durante 30 minutos a
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temperatura ambiente en oscuridad con 100 ul de una dilucidon 1:1000 Fixable Viability
Stain 780 (BD Horizon) para la exclusién de las células muertas antes del analisis, junto
con el panel de anticuerpos correspondiente en todas condiciones de -cultivos
analizadas.

Por otro lado, para el panel 3, las soluciones de células individuales se lavaron con
la solucion de tincién y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad con 100 pl de una dilucidon 1:1000 Fixable Viability Stain 780 (BD Horizon).
Posteriormente, se emple6 el kit Transcription Factor Buffer Set (BD Pharmingen™)
siguiendo las instrucciones del fabricante para fijar y permeabilizar la membrana celular.
Finalmente, las soluciones de células se lavaron e incubaron con solucion de lavado 1x
junto con el panel de anticuerpos correspondiente.

Para los controles, se utilizaron los controles de fluorescencia menos uno, o FMOs
(por sus siglas en inglés Fluorescence Minus One) para cada uno de los anticuerpos
analizados en cada panel. En un control FMO se incluyen todos los fluorocromos del
panel, excepto el que se esta midiendo, con el fin de determinar de manera correcta la
poblacion negativa de la positiva para cada uno de los anticuerpos. Este tipo de
controles son importantes al construir paneles de citometria de flujo multicolores, ya que
nos ayudan a determinar correctamente las regiones. Un control de FMO garantiza que
se identifique de manera adecuada cualquier propagacion de los fluorocromos en el
canal de interés.

Todas las sefales fueron adquiridas utilizando un citdmetro de flujo FC500 MPL y el
software CytExpert v2.3 (Beckman-Coulter). Para el analisis post-adquisicion de los
datos se empleo el software de analisis Flow-Jo v10.8.1.

Tabla 3. Paneles utilizados para los analisis mediante citometria de flujo.

Panel Extracelular / Intracelular Anticuerpos / Fluoréforo
EpCAM-AF700
E-cad-BV605
CD44-PE-Cy7
CD90-BV510
CD133-PE
Gal-3-AF647
ICOSL-BV786
MICA/B-PE
CD276-BV510
HLAE-PerCP-Cy5.5
CD200-PE-Cy7
PD-L1-BV650
PD-L2-BV421
Gal-9-AF647
Vim-PE
3 Intracelular B-cat-PE-Cy7
STAT3-AF647
E-cad: E-cadherina; ICOSL: ligando de la molécula coestimuladora inducible; MICA/B: Secuencia Ay B
relacionada con el polipéptido del complejo mayor de histocompatibilidad de clase |; HLAE: Antigeno
leucocitario humano E; PD-L1: Ligando de muerte celular programada 1; PD-L2: Ligando de muerte celular
programada 2; Gal-9: Galectina-9; Vim: Vimentina; [(-cat: B-catenina, Gal-3: Galectina-3; STATS3:
Transductor de sefales y activador de la transcripcion 3. AF: Alexa Fluor; BV: Brilliant Violet; PE:
Ficoeritrina; Cy: Cyanine; PerCP: complejo peridinina-clorofila-proteina.

1 Extracelular

2 Extracelular
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PUESTA APUNTO DE DIFERENTES ESTRATEGIAS DE CO-
CULTIVO ENTRE TUMORESFERAS Y CAFs

Varias técnicas de co-cultivos entre las tumoresferas y los CAFs fueron ensayadas
con el objetivo de determinar las condiciones Optimas para estudiar la influencia de los
CAFs sobre las tumoresferas y viceversa.

La primera aproximacion consistié en realizar un co-cultivo de las tumoresferas
sobre CAFs en condiciones de adherencia (Figura 6A-E). Tras 24 horas en co-cultivo se
observo que la mayoria de las tumoresferas se adherian a la placa y se integraban con
los CAFs (Figura 6 D). Por otro lado, a las 48 horas, se observd como las tumoresferas
se integraban formando una estructura unica con los CAFs (Figura 6 E). En esta
aproximacién no se vio una integracion entre los CAFs y las células tumorales por lo
que se considerd que esta estrategia no era 6ptima para estudiar las interacciones entre
ambos tipos celulares.

Figura 6. Primera aproximacion del co-cultivo entre tumoresferas del cultivo FIS435 sobre
CAFs en adherencia. A) Esferas control a 2 horas. B) CAFs control a las 2 horas. C) Co-cultivo
a las 2 horas. D) Co-cultivo a las 24 horas. E) Co-cultivo a las 48 horas. Imagenes obtenidas
mediante microscopia de contraste de fases. Magnificacion: 5x. Barra de escala: 500 pym.
Flechas rojas: tumoresferas.

16



Resultados y discusion

La segunda aproximacién se baso en realizar un co-cultivo inverso en condiciones
3D (Figura 7A-E). En este caso, tanto a las 24 horas (Figura 7 D) como a las 48 horas
(Figura 7 E) se pudo observar cémo los CAFs fueron capaces de penetrar en las
tumoresferas, aunque algunos de ellos se adherian a la placa.

ﬁw

Figura 7. Segunda aproximaciéon del co-cultivo formado mediante CAFs disgregados
sobre tumoresferas del cultivo FIS435 en suspension. A) Esferas control a 2 horas. B) CAFs
control a las 2 horas. C) Co-cultivo a las 2 horas. D) Co-cultivo a las 24 horas. E) Co-cultivo a las
48 horas. Imagenes obtenidas mediante microscopia de contraste de fases. Magnificacion: 5x.
Barra de escala: 500 um. Flechas rojas: tumoresferas.

Con la finalidad de observar mejor la interaccion entre los CAFs y las tumoresferas
en esta estrategia, se llevd a cabo una visualizacién del co-cultivo por microscopia de
fluorescencia. Cabe destacar que los diferentes colorantes fluorescentes utilizados para
la visualizacién de las células no tuvieron ningun efecto negativo sobre la viabilidad ni
sobre la proliferacion de las células. Se observé que tanto a las 24 horas (Figura 8 A, B,
C) como a las 48 horas (Figura 8 D, E, F) a pesar de que habia una interaccion fisica
entre tumoresferas y CAFs, estos ultimos (tefiidos en rojo) formaban agregaciones en
suspension lo que se traducia en una interaccion no deseada solo por un lado de las
tumoresferas. Al no lograr la interaccion fisica deseada entre los CAFs y las
tumoresferas, se optd por plantear una nueva aproximacion.
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Figura 8. Imagenes de la segunda aproximacioén del co-cultivo obtenidas por microscopia
de fluorescencia. (A, B, C) 24 horas. (D, E, F) 48 horas. (C, F) Fluorescencias fusionadas.
Fluorescencia verde (A, D) y rojo lejano (B, E). CAFs: rojo. FIS435: verde. Espectro
excitacién/emision colorante fluorescente verde: 492/517 nm; rojo lejano: 630/660 nm.
Magnificacion: 20x. Barra de escala: 200 ym

En la tercera y ultima aproximacion, se realizd un co-cultivo entre las tumoresferas
y los CAFs disgregando ambos modelos y co-cultivandolos a la vez en suspensién. En
la Figura 9 se observan las diferentes condiciones de co-cultivo entre el cultivo FIS435
y CAFs. En esta estrategia, a las 24 horas se pudo observar cémo ambos tipos celulares
se integraban formando esferoides tanto en el co-cultivo con proporcion 1:1 (Figura 9 H)
como 1:2 (Figura 9 K). Por otro lado, a las 48 horas se formaron esferoides mas
compactos (Figura 9 I, L). Asimismo, se pudo ver que a las 48 horas habia un menor
numero de células individualizadas, lo cual nos indica que conforme va pasando el
tiempo hay una mayor formacién de esferoides y/o una mayor integracion de las células
a los esferoides ya formados. En cuanto al co-cultivo 1:1 (Figura 9 G, H, I) y 1:2 (Figura
9 J, K, L) se observé que en el co-cultivo 1:2 se formaban esferoides mas grandes y con
una coloracion mas oscura, sobre todo en el interior. Los mismos resultados se
observaron para el cultivo FIS525 (Figura Suplementaria S1).
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Figura 9. Tercera aproximaciéon del co-cultivo formado mediante CAFs y tumoresferas
disgregadas del cultivo FIS435 co-cultivados en suspension. (A, B, C) Tumoresferas del
cultivo FIS435 a las 2h (A), 24h (B) y 48h (C). (D, E, F) CAFs obtenidos tras su disgregacion a
las 2h (D), 24H (E) y 48h (F). (G, H, 1) Co-cultivo proporcion 1:1 a las 2h (G), 24h (H) y 48h (1).
(J, K, L) Co-cultivo proporcion 1:2 a las 2h (J), 24h (K) y 48h (L). Imagenes obtenidas mediante
microscopia de contraste de fases. Magnificacion: 5x. Barra de escala: 500 ym. Flechas rojas:
tumoresferas.

Con la finalidad de observar mejor la interaccion fisica entre los CAFs y las
tumoresferas en esta estrategia, se llevé a cabo una visualizacion del co-cultivo por
microscopia confocal. En la Figura 10 se observan las diferentes condiciones de co-
cultivo entre el cultivo FIS435 y CAFs. En general se observo que en ambos co-cultivos
a las 24 horas ya habia una interaccion y una formacion de esferoides con ambos tipos
celulares (Figura 10 A, C). Ademas, a las 48 horas la integracion de ambos tipos
celulares era mucho mayor y con esferoides mas compactos (Figura 10 B, D). En
comparacion con la estrategia anterior, en este caso se pudo observar una interaccion
mas homogénea entre ambos tipos celulares. Los mismos resultados se obtuvieron para
el cultivo FIS525 (Figura Suplementaria S2).

19



Resultados y discusion

Figura 10. Imagenes obtenidas en microscopia confocal de las condiciones de co-cultivo
1:1y 1:2. (A, B) Co-cultivo proporcion 1:1 a las 24h (A) y 48h (B). (C, D) Co-cultivo proporcion
1:2 alas 24h (C) y 48h (D). Fluorescencia verde (a), rojo lejano (b). (c) Fluorescencias fusionadas.
CAFs: rojo. FIS435: verde. Espectro excitacion/emision colorante fluorescente verde: 492/517
nm; rojo lejano: 630/660 nm. Magnificacion: 10x. Barra de escala: 200 pym.

Para el estudio de las interacciones entre el tumor y el estroma, se han descrito
varias aproximaciones; a) el medio condicionado (37,38), b) el co-cultivo indirecto (via
transwell) (39) y c) el co-cultivo directo como en el presente trabajo. Centrandonos en
este ultimo, el grupo de Strating et al., realiz6é un co-cultivo entre pequenos organoides
de cancer de colon en una matriz donde afadieron CAFs en suspension al medio de co-
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cultivo. En este caso, los CAFs se organizaron en un circulo continuo alrededor de la
matriz que contenia los organoides, y entraron en la gota durante los primeros 2-3 dias
organizandose en trayectorias estromales (40).

El grupo de Kuen et al., realizé también un co-cultivo directo 3D en condiciones de
no adherencia entre células tumorales de cancer pancreatico, fibroblastos MRC-5 y
monocitos. Como resultado, observaron una mayor produccién de citocinas
inmunosupresoras que promovieron la polarizacion de los monocitos a macrofagos M2
y células supresoras derivadas de mieloides (41). En este caso, a diferencia de nuestro
modelo se emplearon células inmunitarias para recapitular mejor el microambiente
tumoral.

Por otro lado, Prieto-Garcia et al. también realizaron un co-cultivo directo entre
lineas celulares de tumores pancreaticos y fibroblastos en una proporcion 1:1. No
obstante, en este caso el co-cultivo fue en adherencia. Como resultado observaron que
los fibroblastos se disponian alrededor de las células tumorales, aunque el contacto
entre las células no era tan homogéneo como en nuestro modelo (42).

4.2. ESTRATEGIAS PARA LA SEPARACI()N DE LAS
POBLACIONES EN CITOMETRIA

En la citometria de flujo cada particula es analizada por la dispersion de la luz visible
y por uno o varios parametros de fluorescencia. Por un lado, en cuanto a la luz visible
se mide en dos direcciones diferentes: la direccién frontal (FSC, por sus siglas en inglés
Forward Scatter) que indica el tamano relativo de la célula y a 90° (SSC por sus siglas
en inglés Side Scatter) que indica la complejidad interna de la célula. De acuerdo con
esta premisa, se intentdé separar las dos poblaciones del co-cultivo basandonos en el
tamano y la complejidad de los dos tipos celulares, pero esta estrategia no resulto
optima al no poder distinguir una poblacion de otra debido a que el tamafio de las células
tumorales y CAFs es similar (Figura 11). Por ello, fue necesario elaborar una estrategia
alternativa para separar las dos poblaciones celulares. Esta se basé en emplear el
marcador CD90, molécula expresada por los CAFs, que se probd tanto en los co-cultivos
como en los controles. Previamente, se realizé su respectiva titulacion. Tras el analisis
por citometria de flujo para cada una de las concentraciones se calcul6 el indice de
tincion y se escogié aquella concentracion con un indice mas elevado, que en este caso
fue el volumen de 1,25 uL. Cabe destacar que para todos los volimenes probados se
identificd una poblacién de CAFs CD90- (Figura 12), cuando lo esperado era que esta
poblacion fuera en su totalidad CD90+. Estos resultados nos permitieron deducir que el
CD90 no es un buen marcador para separar las poblaciones de células tumorales y
CAFs correctamente. No obstante, se continué con el experimento para verificar esta
hipotesis.
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COCULTIVO SPH + CAFs

FSC-A

SSC-A

Figura 11. Separacion de las poblaciones del co-cultivo por complejidad y tamaio. FSC-
A: area de dispersion frontal (FSC-A por sus siglas en inglés Forward Scatter Area). SSC-A: area
de dispersion lateral (SSC-A por sus siglas en inglés Side Scatter Area).

A B C D
CAFs 0,3 pL CD90 CAFs 0,6 uL CD90
CAFs CONTROL I — ¥ . CAFs 1,25 uL CDI0

FSC-A
w

€D90- BV510 CD90- BV510 CD90- BV510 CD90- BV510

Figura 12. Resultados de la titulacion del CD90. A) CAFs control a los que no se les ha afiadido
CD90 (poblacién CD90-). B) CAFs a los que se les agregdé 0,3 uL de CD90. C) CAFs a los que
se les agrego 0,6 pL de CD90. D) CAFs a los que se les agrego 1,25 uL de CD90. FSC-A: area
de dispersion frontal (FSC-A por sus siglas en inglés Forward Scatter Area). CD90-BV510: CD90
- Brilliant Violet 510).

El siguiente paso fue analizar la poblacion de CD90+ en el co-cultivo. En las células
tumorales se observo que eran CD90- (Figura 13 A). Por otro lado, en los CAFs se pudo
observar que la mayoria expresaba CD90, aunque habia una parte importante de la
poblacién que era CD90- (Figura 13 B), resultados que concuerdan con la titulacion del
CD90 realizada previamente. En el co-cultivo no hubo una separacion clara entre los
CAFs y las células tumorales que era nuestro principal objetivo (Figura 13 C).
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Figura 13. Segunda estrategia para separar los CAFs de las células tumorales (SPH) en el
andlisis por citometria de flujo. A) Células tumorales a las que se les ha afadido 1,25 pL de
CD90. B) CAFs a los que se les ha anadido 1,25 pL de CD90. C) Co-cultivo al que se le afiadid
1,25 pL de CD90. FSC-A: area de dispersion frontal (FSC-A por sus siglas en inglés Forward
Scatter Area). CD90-BV510: CD90 - Brilliant Violet 510.

Ante estos resultados, se planteé utilizar dos colorantes de fluorescencia diferentes
que retienen la sefal fluorescente de 3 a 6 generaciones, presentan una citotoxicidad
baja (no afecta a la viabilidad ni a la proliferacion) y sirve tanto para células en
adherencia como para células en suspension, segun el fabricante.

En primer lugar, se utilizé un colorante de fluorescencia rojo lejano comercial sobre
los CAFs. De las diferentes concentraciones testadas observamos que a las 48 horas
en todos los casos la poblacién de CAFs presentaba un crecimiento normal del mismo
modo que el control (Figura 14). Posteriormente, decidimos testar la maxima
concentracion en los CAFs para observar su separacion tras el co-cultivo mediante
citometria de flujo. En este caso, se observé que en comparacion con la poblacion sin
tedir (Figura 15 A), la poblacion de los CAFs tenidos con el colorante rojo lejano se
desplazaba hacia la derecha (region de positividad) (Figura 15 B). En cuanto al co-
cultivo, se observd una separacion entre los CAFs tefidos y las células tumorales,
aunque dicha separacién no fue muy pronunciada (Figura 15 C).

23



Resultados y discusion

Figura 14. Efecto del colorante fluorescente rojo lejano sobre los CAFs a las 48 horas. A)
CAFs control sin tefir. B) CAFs tefiidos con 1 uM del colorante fluorescente rojo lejano. C) CAFs
tefiidos con 1,25 uM del colorante fluorescente rojo lejano. D) CAFs tefiidos con 1,5 uM del
colorante fluorescente rojo lejano. E) CAFs tefiidos con 2 uM del colorante fluorescente rojo
lejano. Magnitud: 10x. Barra de escala: 200 ym.
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Figura 15. Andlisis de separacion de las poblaciones por citometria utilizando el colorante
fluorescente rojo lejano sobre los CAFs. A) CAFs control sin tefiir. B) CAFs tefiidos con el
colorante fluorescente rojo lejano. C) Co-cultivo entre CAFs tefiidos con el colorante fluorescente
rojo lejano y las tumoresferas no tefiidas. FSC-A: area de dispersion frontal (FSC-A por sus siglas
en inglés Forward Scatter Area). APC-A: area de fluorescencia emitida por el fluorocromo
Aloficocianina.

En segundo lugar, se utilizé un colorante fluorescente verde comercial sobre los
CAFs. Se comprobd que dicho colorante no tenia ningun efecto sobre la fisiologia de los
CAFs a las 48 horas (Figura 16). En cuanto a los resultados de la citometria de flujo, se
testaron tanto la maxima concentracién como la minima, y al igual que en la estrategia
anterior se observd un desplazamiento hacia la derecha de los CAFs tefiidos con el
colorante fluorescente verde en comparacion con los CAFs control no tefidos (Figura
17). Utilizando la concentracion mas baja de 0,25 uM del colorante fluorescente verde,
se visualizdé una buena separacion de las poblaciones a una ganancia de 100, ya que
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se podian distinguir las células tumorales a la izquierda y los CAFs tefiidos a la derecha
del grafico (Figura 18 A). Por otro lado, en cuanto a la concentraciéon de 2,5 uM a una
ganancia de 100 se observo que la poblacion se desplazaba fuera del grafico (Figura 18
B) y para conseguir una buena visualizacion hacia falta disminuir la ganancia a un valor
de 20 (Figura 18 C). Cabe decir que la ganancia hace referencia a la amplificacion de la
sefal fluorescente detectada por el citometro. Dado que esta técnica permitié una mejor
separacion de las poblaciones y a la concentracion de colorante fluorescente mas baja
testada (0,25 uM), la presente estrategia fue la seleccionada para los siguientes
experimentos.

Figura 16. Efecto del colorante fluorescente verde sobre los CAFs a las 48 horas. A) CAFs
control sin tefir. B) CAFs tefiidos con 0,25 uM del colorante fluorescente verde. C) CAFs tefiidos
con 0,75 uM del colorante fluorescente verde. D) CAFs tefiidos con 1,5 uM del colorante
fluorescente verde. E) CAFs tefiidos con 2,5 uM del colorante fluorescente verde. Magnitud de
10x. Barra de escala: 200 uym.

A CAFs CONTROL B CAFs VERDES

GREEN+(0,00 %)

GREEN-(99,40 %)

(x10%
800
L
(x10%

800
L

GREEN-(0,04 %) GREEN+(99,14 %)

600
L
600
L

FSC-A
400

FSC-A
400

200
L

° T T T T T T b T T T T T T
0 10° 104 10° 10° 107 0 10* 10 10° 10° 107

COLORANTE FLUORESCENTE VERDE FITC-A  COLORANTE FLUORESCENTE VERDE FITC - A

Figura 17. Resultados del analisis por citometria empleando el colorante fluorescente
verde sobre los CAFs. A) CAFs control sin tefir. B) CAFs tefiidos con el colorante fluorescente
verde. FSC-A: area de dispersion frontal (FSC-A por sus siglas en inglés Forward Scatter Area).
FITC-A: area de fluorescencia emitida por el fluorocromo isotiocianato de fluoresceina.
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Figura 18. Analisis de separacion de las poblaciones por citometria empleando diferentes
concentraciones del colorante fluorescente verde sobre los CAFs. A) Co-cultivo con CAFs
tefiidos con el colorante fluorescente verde a 0,25 uM. Ganancia: 100. B) Co-cultivo con CAFs
tefiidos con el colorante fluorescente verde a 2,5 uM. Ganancia: 100. C) Co-cultivo con CAFs
tefidos con el colorante fluorescente verde a 2,5 yM. Ganancia: 20. FSC-A: area de dispersion
frontal (FSC-A por sus siglas en inglés Forward Scatter Area). FITC-A: area de fluorescencia
emitida por el fluorocromo isotiocianato de fluoresceina.

En cuanto a los CAFs, se han descrito varios biomarcadores para su identificacion,
pero ninguno de ellos es selectivo para esta poblacion celular. EI CD90 es una proteina
de superficie celular con una fuerte N-glicosilacion que se expresa en una variedad de
células tumorales y tipos celulares normales y se ha demostrado que media
interacciones célula-célula al unirse a integrinas en diversos contextos tisulares (43). En
un estudio donde se emplearon CAFs de pacientes con diferentes subtipos de CPNM
se observd que el CD90 estaba sobreexpresado en los fibroblastos tumorales en
comparacion con fibroblastos aislados del tejido pulmonar adyacente no canceroso. No
obstante, en este mismo estudio se encontraron 5 subtipos de CAFs, los cuales no eran
especificos del paciente, sino que habia una heterogeneidad de los CAFs dentro de los
pacientes. Dos de los subtipos de CAFs tuvieron una expresion del CD90 media-alta
mientras que otros dos subtipos tuvieron una expresion del CD90 baja y el otro subtipo
restante era CD90 negativo (44). Esto respalda nuestros resultados donde observamos
esta poblacion negativa por lo que el CD90 no es un buen biomarcador para separar los
CAFs de las células tumorales en el analisis por citometria de flujo en el presente trabajo.

En cuanto a la segunda y tercera aproximacion, se plantearon dado que Conti et al.
utilizaron los mismos colorantes fluorescentes comerciales CellTracker™ Green CMFDA
Dye y Deep Red Dye para tefiir los CAFs y las células tumorales respectivamente con
buenos resultados. No obstante, en este caso se emplearon para visualizar las
diferentes poblaciones celulares en un ensayo de invasion de esferoides
tridimensionales. Concretamente, las poblaciones celulares que usaron fueron CAFs de
carcinoma ductal invasivo de mama humano que habian sido inmortalizados y células
HCC1806, una linea celular de cancer ductal de mama humano (45).
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4.3. TITULACION DE ANTICUERPOS

En este trabajo se realizo la titulacion de los anticuerpos utilizados en los ensayos
de citometria de flujo, siguiendo las normas de buenas practicas para este tipo de
analisis. La titulacion se realizd sobre 250000 células (suficiente para testar 10.000
eventos) y los resultados se muestran en la Tabla 4.

Hay que tener en cuenta que el uso del kit comercial basado en microesferas tiene
una mayor sensibilidad a la concentracion de anticuerpos en comparacion con las
células. Por este motivo, en el HLAE-PerCP-Cy5.5 se seleccion6 0,6 uL en lugar de 0,3
uL con el objetivo de garantizar una marcacion adecuada de todas las células tumorales,
minimizado asi la posibilidad de que alguna se quedase sin marcar por una
concentracion insuficiente de anticuerpo.

En cuanto al CD44-PE-Cy7, se seleccion6 el volumen de 0,6 yL dado que la
diferencia del valor del indice de tincién era minima con respecto del volumen de 0,3 pL.
De esta forma, nos garantizamos una marcacion adecuada de las células tumorales.

El objetivo de la titulacion de anticuerpos marcados con fluoréforos es determinar la
cantidad optima para un par anticuerpo-fluorocromo determinado, que permita la mejor
separacion posible entre las poblaciones de células positivas y negativas. Ademas, esta
titulacion es esencial ya que emplear una cantidad mayor de la necesaria podria producir
una saturacion del anticuerpo, aumentando el ruido de fondo debido a uniones no
especificas (46). Adicionalmente, calcular la cantidad especifica permite ahorrar costos
dado que estos anticuerpos tienen un elevado coste. En conclusion, la titulacion de
anticuerpos es imprescindible para obtener unos resultados favorables y optimizar el
uso de los anticuerpos.
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Tabla 4. indice de tincién calculado para cada uno de los volimenes testados en cada
anticuerpo. Azul: volumen seleccionado. (*): Anticuerpos titulados con el kit comercial.

Anticuerpos-fluoréforos

Volumenes testados (uL)

indice de tincién calculado

EpCAM-AF700

0,6 61,64
0,3 42,30
E-cad-BV605
0,6 26,02
0,3 24,94
CD44-PE-Cy7 1,25 60,47
0,3 62,33
CD90-BV510
0,6 11,01
0,3 9,86
ICOSL-BV786 *
0,6 20,09
0,3 22,85
MICA/B-PE
0,6 19,5
0,3 15,37
CD276-BV510
0,6 4,28
0,3 4,42
HLAE-PerCP-Cy5.5 * 1,25 60,11
0,3 107,68
CD200-PE-Cy7
0,6 2,71
0,3 2,63
PD-L1-BV650
0,6 41,96
0,3 45,06
PD-L2-BV421
0,6 5,59
0,3 5,72
Gal-9-AF647*
0,6 69,02
0,3 57,79
Vim-PE
0,6 20,76
0,3 14,41
B-cat-PE-Cy7 1,25 72,15
0,3 65,50
CD133-PE*
1 457,09
0,5 61,52
Gal-3-AF647
0,5 20,43
0,25 13,31
STAT3-AF647*
2,5 18,5
1,25 9,56
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4.4. ANALISIS DE MARCADORES CELULARES EN LAS
DIFERENTES CONDICIONES DE CULTIVOS

En este estudio se analizaron las subpoblaciones celulares en funcién de la
expresion tanto de marcadores de membrana como de marcadores intracelulares.

Un objetivo frecuente del analisis por citometria de flujo es determinar la proporcion
de células positivas y/o negativas para un marcador dado y para ello es necesario
seleccionar y definir la poblacién de estudio. Para el analisis, el primer paso es
seleccionar unicamente las células individuales (single cells, en inglés) con la finalidad
de excluir los agregados y restos celulares (Figura 19 A). Posteriormente, hay que
aplicar una region de viabilidad para eliminar las células muertas del analisis (47) (Figura
19 B). Posteriormente, se selecciona el tipo celular que se pretende analizar: por un
lado, se seleccionan las células tumorales provenientes de esferas que se encontraran
a la izquierda del grafico y por otro lado se seleccionan los CAFs que se encontraran a
la derecha del grafico al estar tefiidos con el colorante fluorescente verde. Esta seleccion
se realiza tanto para el co-cultivo 1:1 (Figura 19 C) como para el co-cultivo 1:2 (Figura
19 D). Una vez realizado este procedimiento se procede con el anadlisis de los
marcadores para cada poblacion y condicion.

A B C SPHFIS435 + CAFs 1:1 D SPHFIS435 + CAFs 1:2

s.0M~f 5.0 =f

LIVE CELLS

Single Cels
72 a1 40M =

40 =

30M = 30 =

FSC-A

20M =

1.0m =

|
a, D a

v T P et ot v L T Ty ,.
1] Iﬁ‘ 105 0 10 0 0 0w 10

FSC-A APC-A750-A COLORANTE FLUORESCENTE VERDE FITC - A COLORANTE FLUORESCENTE VERDE FITC - A

Figura 19. Seleccion de poblaciones para el analisis de los datos obtenidos en citometria
de flujo. A) Células individuales (single cells por su nombre en inglés). B) Células vivas (live cells
por su nombre en inglés). C) Células tumorales provenientes de tumoresferas (SPH) y CAFs
presentes en el co-cultivo 1:1. D) Células tumorales provenientes de tumoresferas (SPH) y CAFs
presentes en el co-cultivo 1:2. FSC-H: altura de dispersion frontal (Forward Scatter Heigh en
inglés). FSC-A: area de dispersion frontal (Forward Scatter Area en inglés). APC-780-A: area de
fluorescencia emitida por el fluorocromo Aloficocianina-eFluor 780. FITC-A: area de fluorescencia
emitida por el fluorocromo isotiocianato de fluoresceina.

El analisis de las graficas proporciond varias conclusiones, que se mostraran a
continuacion, al comparar el porcentaje de células positivas de los diferentes
marcadores de las células tumorales y de los CAFs presentes en los co-cultivos con la
expresion de las células tumorales y CAFs control, respectivamente. Estas
comparaciones se realizaron tanto para el cultivo FIS435 como para el cultivo FIS525.
Ademas, se llevaron a cabo dos réplicas para cada panel y cultivo a excepcion del panel
3 en el que unicamente se realizé una réplica.
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4.4.1. Analisis de marcadores relacionados con la EMT y stemness

En las células tumorales de la FIS435 los marcadores EpCAM, E-cad, CD44 y Gal-
3 permanecieron practicamente constantes y positivos para la mayoria de las células en
todas las condiciones. En cuanto a la Vim y la B-cat, se vio un aumento de células Vim+
que fue mayor en el co-cultivo 1:1 y un ligero aumento de células -cat+ que permanecio
en niveles similares en ambos co-cultivos. No obstante, en las células tumorales de la
FIS525 se observé una disminucion de la poblacién positiva para E-cad y un aumento
de la Gal-3+, viéndose ambos cambios acentuados en el co-cultivo 1:2. Sin embargo,
es importante mencionar que en el caso de la Gal-3, se aprecidé una elevada barra de
error tanto en el caso de las células tumorales provenientes de las tumoresferas control
como en las del co-cultivo 1:1 debido a una considerable dispersion de los datos.
Ademas, se observd un aumento de células positivas para la Vim que fue mas
predominante en el co-cultivo 1:2 pero no hubo ninguna variacion en el caso de la B-cat.
Por otro lado, no se observé ninguna poblacion positiva para los marcadores CD90,
CD133 y STAT3 en ninguno de los casos. Estos resultados han sido representados
graficamente en la Figura 20. Cabe destacar que el analisis de Vim, B — cat y STAT3
solo se pudo realizar una vez por lo que estos resultados deben ser validados en un
analisis posterior.
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Figura 20. Representacion del porcentaje de células positivas de los marcadores
relacionados con la EMT y stemness en las células tumorales provenientes de
tumoresferas. Aquellos marcadores que tenian una expresion nula no han sido representados.

La E-cadherina (E-cad) es una molécula de adhesion celular dependiente del calcio
que tiene un papel fundamental en el comportamiento de las células epiteliales (48).
Concretamente, se encarga de mantener la interaccién célula-célula intacta y un
citoesqueleto estabilizado, evitando asi la movilidad de las células tumorales y su
posterior diseminacion. La transicion epitelio mesénquima (EMT) es un proceso
biolégico en el cual una célula epitelial no motil cambia a un estado mesenquimal con
capacidades invasivas. La EMT asociada al cancer contribuye al aumento de la invasion
y metastasis, la resistencia a las terapias y la generacién de poblaciones celulares con
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caracteristicas similares a las de las células madre, y por lo tanto esta profundamente
involucrada en la progresion tumoral. La caracteristica distintiva de la EMT es la pérdida
de marcadores superficiales epiteliales, principalmente la E-cad, y la adquisicion de un
fenotipo mesenquimal con propiedades migratorias (49,50). Por ello, una disminucién
de la poblacién positiva de células tumorales del cultivo FIS525 para E-cad puede indicar
que los CAFs son capaces de inducir la EMT en dichas células tumorales. Ademas, en
un estudio se observé que organoides de adenocarcinoma ductal pancreatico mostraron
un aumento en la expresion de genes EMT en un co-cultivo 3D con CAFs (51). Estos
resultados respaldan nuestros resultados.

La Gal-3, es una proteina de unién a carbohidratos con afinidad por residuos de N-
acetillactosamina. Esta regula procesos asociados con la progresion tumoral y la
metastasis, tales como la proliferacion celular, la agregacion homotipica/heterotipica, la
migracién e invasion, la supervivencia y la apoptosis. A pesar de que la asociacion de
la Gal-3 con el fendmeno de la "stemness" tumoral no se ha esclarecido todavia, existe
suficiente evidencia directa de sus roles regulatorios en los fenotipos y vias de
sefializacién asociados con las CSCs (52). Por otro lado, la Gal-3 contribuye a la
inmunosupresion en cancer (53). Por ello, un aumento de células Gal-3+ en el co-cultivo
sugiere que los CAFs son capaces de aumentar la poblacion de CSCs y los mecanismos
de inmunosupresion en el cultivo FIS525.

La vimentina (Vim) es una proteina intermedia del citoesqueleto que se encuentra
en células mesenquimales y es reconocida por su importante papel en la estabilizacion
de la estructura intracelular (54). En consonancia con los resultados observados en el
cultivo FIS525, otros autores han revelado que, durante la EMT, las células epiteliales
pierden marcadores epiteliales (como la E-cad) y comienzan a expresar marcadores
mesenquimales (como la Vim) (50). No obstante, algunos tumores se caracterizan por
una EMT incompleta, donde las células tumorales adquieren caracteristicas
mesenquimales, pero retienen sus marcadores epiteliales, en particular, la E-cad (50).
Esto explicaria por qué hay un aumento de la vimentina en el co-cultivo de la linea
FIS435, pero no hay una disminucion de la E-cad como observamos anteriormente.
Ademas, en un estudio donde se realizé un co-cultivo entre CAFs y una linea celular de
CPNM se observé un aumento de los niveles de expresion de la Vim en las células
tumorales del co-cultivo en comparacién de las células tumorales control (55), lo cual
sustenta aun mas nuestros hallazgos. Por ello, se puede concluir que en nuestro modelo
de estudio los CAFs podrian promover la EMT en las células tumorales a través de la
Vim.

La B-catenina (B-cat) es una proteina multifuncional con un papel central en la
homeostasis fisiologica. La sefializacion de Wnt/B-cat es una via evolutivamente
conservada cuya activacion aberrante da lugar a la acumulacién de B-cat en el nucleo y
promueve la transcripcion de muchos oncogenes. Como resultado, contribuye a la
carcinogénesis y la progresion tumoral de varios canceres, incluyendo el cancer de
pulmoén (56). Una acumulacion de -cat estimula la EMT (57). Por ello, un aumento de
la expresion de dicho marcador en nuestro modelo de estudio indicaria que los CAFs
son capaces de inducir la EMT en las células tumorales a través de esta molécula, lo
cual facilitaria la progresion tumoral.
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Con respecto al analisis de las poblaciones celulares en funcion de la expresion de
los diferentes marcadores en la poblacion de CAFs, se observé que, en esta poblacion,
tras el co-cultivo con tumoresferas con ambos cultivos celulares, habia una disminucién
de células CD90+. En estos casos, no se detectaron diferencias considerables entre el
co-cultivo 1:1 y 1.2. Por otro lado, se detectaron diferencias en el porcentaje de células
Gal-3+. En los CAFs del co-cultivo con tumoresferas de la FIS435 se aprecié una
disminucion de la poblacion positiva para Gal-3, siendo mas llamativa en el co-cultivo
1:1. Por el contrario, en los CAFs del co-cultivo con tumoresferas de la FIS525 hubo un
aumento de la poblacion positiva para Gal-3, siendo mas notable en el co-cultivo 1:2.
En cuanto a la Vim y la B-cat, en los CAFs del co-cultivo con tumoresferas de la FIS435
se observé un aumento tanto de células Vim+ como de B-cat+ en ambas condiciones
de co-cultivo siendo mas notable en el co-cultivo 1:1 en comparacion con los CAFs
control. En cuanto a los CAFs del co-cultivo con tumoresferas de la FIS525 se observo
el mismo resultado, pero para ambos marcadores el aumento fue mas notable en el co-
cultivo 1:2. Por otro lado, no se observo ninguna poblacién positiva de EpCAM, E-cad,
CD133 ni STAT3 en los CAFs. Estos resultados han sido representados graficamente
en la Figura 21.
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Figura 21. Representacion del porcentaje de células positivas de los marcadores
relacionados con la EMT y stemness en los CAFs. Aquellos marcadores que tenian una
expresion nula no han sido representados.

En diversos estudios se ha demostrado que los CAFs son negativos para los
marcadores EpCAM y E-cad (58,59), lo que esta en consonancia con los resultados
obtenidos.

En cuanto al CD90 (Thy-1), se ha estudiado que tiene una expresion mas elevada
en el estroma del cancer en comparacion con el tejido normal (60). Dado que ciertos
autores han identificado la existencia de CAFs CD90- (44), nuestros resultados podrian
indicar un cambio fenotipico de dicho tipo celular al ser co-cultivados con células
tumorales.

Por otro lado, y acorde con nuestros resultados, se ha demostrado que el CD44 se
expresa abundantemente en los CAFs contribuyendo al mantenimiento de las
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poblaciones de CSCs en el TME (61), por lo que la expresion de dicho marcador puede
indicar un sostenimiento de la poblacién stem en nuestro modelo de estudio.

La Gal-3 afecta a la progresion del tumor y a la polarizacion de la superficie celular
al expresarse tanto en las células tumorales como en los CAFs. Tiene tanto funciones
intracelulares (efecto anti-apoptotico, regulaciéon de la transduccion de sefiales
intracelulares, expresion génica y regulacion del ARNm) como extracelulares
(regulacion de la adhesion celular, la angiogénesis y la regulacion inmunolégica). En los
ultimos afos, se ha demostrado que la Gal-3 expresada por los CAFs puede afectar a
todos estos mecanismos (62). Este es el primer estudio hasta la fecha que analiza el
efecto de las células tumorales en la expresion de la Gal-3 en los CAFs. En nuestros
resultados observamos efectos contrarios al co-cultivar los CAFs con dos cultivos
derivados de pacientes diferentes. El aumento de la poblacién Gal-3+ en los CAFs co-
cultivados con células tumorales provenientes de tumoresferas de la linea FIS525 podria
promover la progresion del cancer al alterar los procesos mencionados. Por el contrario,
la disminucién de la poblacion Gal-3+ en los CAFs co-cultivados con células tumorales
provenientes de tumoresferas de la linea FIS435 podria tener el efecto contrario.

La expresion de la Vim en los CAFs esta relacionada con los procesos de
tumorigénesis, metastasis, recurrencia, resistencia a los medicamentos y mal pronodstico
en pacientes de varios tipos de cancer (63). Por ello, un aumento de la Vim en los CAFs
de nuestro modelo de estudio puede indicar que las células tumorales son capaces de
promover los procesos comentados.

En un estudio en el que se empled un modelo de co-cultivo tumoral 3D in vitro, se
observd que los CAFs deficientes en B-cat perdieron la capacidad de apoyar el
crecimiento de las células de melanoma (64). Por ello, un aumento de la expresion de
la B-cat en los CAFs puede indicar un mayor crecimiento de las células tumorales.

4.4.2. Analisis de marcadores inmunomoduladores

En las células tumorales de ambos cultivos se observé un aumento en ambos co-
cultivos de células ICOSL+ y CD200+ (viéndose un mayor aumento en el co-cultivo 1:2
para ambos casos) mientras que para el CD276 no hubo cambios relevantes. En cuanto
al PD-L1, no se observé ninguna variacion para las células tumorales de la linea FI1S435.
Sin embargo, en la linea FIS525 se observé un aumento de células PD-L1+ en el co-
cultivo, sin diferencias relevantes entre ellos. Por otro lado, las células tumorales de la
linea FIS435 tuvieron una expresion nula del MICA/B a diferencia de la linea FIS525
donde se vio una elevada positividad en las células tumorales control que disminuia en
los co-cultivos (sin diferencias destacables entre los dos tipos de co-cultivos). Ademas,
en la FIS525, no se observo ninguna positividad para el PD-L2 ni para la Gal-9 mientras
que en la FIS435 se vio un aumento de células positivas para ambos biomarcadores
que fue mas notable en el co-cultivo 1:2. Por ultimo, en ningun caso se aprecié una
expresion del HLAE. Estos resultados comentados se representan graficamente en la
Figura 22.
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Figura 22. Representacion del porcentaje de células positivas de los marcadores
inmunomoduladores en las células tumorales provenientes de tumoresferas. Aquellos
marcadores que tenian una expresion nula no han sido representados

Las moléculas con capacidad inmunoreguladora ICOSL, CD276, CD200, Gal-9, PD-
L1y PD-L2 son expresadas por las células tumorales como un mecanismo de escape
inmunoldgico (65). Se ha reportado que los CAFs estan asociados con una mayor
expresion de moléculas inmunoreguladoras, ya sea en su propia superficie o al
aumentar la expresion de estas moléculas en otras ceélulas, como en las células
tumorales (66,67). Por ejemplo, en un estudio se demostrd6 que los CAFs influian
indirectamente en la inmunidad tumoral al aumentar la expresion de PD-L1 en las
células de adenocarcinoma pulmonar (68). Asimismo, Lou et al. (2023) revelaron que
los CAFs aumentaron la expresion de PD-L1 en células de cancer gastrico (69).
Nuestros resultados corroboran que los CAFs son capaces de aumentar la expresion de
las moléculas inmunoreguladoras comentadas lo cual puede resultar en la supresion de
las células inmunitarias y, en ultima instancia, en el crecimiento y la progresion del
tumor. Cabe destacar que los niveles constantes de la poblacion PD-L1+ del cultivo
FIS435 pueden deberse a que el paciente poseia unos niveles iniciales de expresion
tisular del 90% (datos obtenidos por determinacion inmunohistoquimica realizada por el
servicio de anatomia patologica del Hospital General de Valencia). Por el contrario, el
paciente FIS525 poseia unos niveles de expresion del 60%.

En cuanto MICA y MICB son proteinas relacionadas con el complejo que funcionan
como sefiales de estrés celular, interactuando con el receptor NKG2D, activando las
respuestas citoliticas de las células T yd y las células asesinas naturales (NK) contra las
células tumorales epiteliales (70). Por ello, en nuestro estudio, la disminucion de MICA/B
en la superficie celular de las células tumorales FIS525 en el co-cultivo puede indicar
que los CAFs son capaces de provocar un mayor estado de inmunosupresion y una
menor capacidad citolitica de las células efectoras en cancer de pulmon. Ademas, en
un estudio se realizé un analisis por citometria de flujo que revelé que una linea celular
de cancer de pulmoén derivada de un paciente no expresaba MICA/B, mientras que otra
linea celular derivada de otro paciente lo expresaba en gran medida. Tras realizar un
analisis de la secuencia del ADN del gen MICA observaron que el alelo del dominio
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transmembrana era diferente entre las dos lineas celulares derivadas de pacientes (71).
Estos resultados podrian explicar que la FIS525 tenga una elevada expresion de
MICA/B mientras que para la FIS435 sea nula.

Con respecto al analisis de la poblacion de CAFs, en el co-cultivo con ambos cultivos
se observo un aumento de células CD276+ y una disminucion de células ICOSL+,
MICA/B+, CD200+, PD-L1+ y PD-L2+. Ademas, en todos los casos esta tendencia fue
mayor en el co-cultivo 1:2 a excepcion del CD276 y del MICA/B, donde fue similar en
ambos co-cultivos. Por otro lado, la expresion del HLAE y de la Gal-9 fue nula en todos
los casos. Estos resultados han sido representados graficamente en la Figura 23.
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Figura 23. Representacion del porcentaje de células positivas de los marcadores
inmunomoduladores en los CAFs. Aquellos marcadores que tenian una expresion nula no han
sido representados.

Previamente se ha observado que una interaccién directa entre células cancerosas
y CAFs conllevaba a una expresion mutuamente aumentada del PD-L1 tanto in vitro
como in vivo (72). No obstante, en nuestro caso los resultados han sido discrepantes.
El co-cultivo ha mostrado un aumento de las moléculas con capacidad
inmunoreguladora en las células tumorales a medida que la expresion en los CAFs se
veia disminuida (a excepcion del CD276).

CD276 (también conocido como B7-H3) pertenece a la familia de moléculas B7 y
actua principalmente como una molécula co-inhibidora para promover la progresion
tumoral (73). En un estudio se observé que los CAFs CD276+ promovian la invasion y
metastasis en cancer renal (74). Nuestro estudio sugiere que las células tumorales
promoverian un aumento de dicha molécula, resultando en un incremento de la invasion
y metastasis.

Dado que MICA/B son ligandos de NKG2D, un receptor activador presente en

células NK, células T CD8+ y células T yd (75), una disminucion de este biomarcador
en la superficie de los CAFs puede indicar un incremento de la inmunosupresion.
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En resumen, se encontré que los CAFs pueden inducir la expresién de marcadores
inmunomoduladores, modular la stemness e inducir la EMT en las células tumorales.
Ademas, las células tumorales también son capaces de inducir cambios en la expresién
de ciertos marcadores en los CAFs. Estas variaciones evidencian una influencia mutua,
aunque el impacto puede variar segun el origen especifico de las células tumorales. Sin
embargo, es necesario validar estos hallazgos en un mayor nimero de muestras. Cabe
destacar, que el presente trabajo es uno de los primeros estudios realizados empleando
modelos 3D de co-cultivo con varios tipos celulares. En comparacioén con los cultivos
celulares tradicionales en monocapa 2D nuestro modelo proporciona un entorno que se
asemeja mas a una masa tumoral real. Este enfoque nos ha permitido obtener una vision
mas detallada de las interacciones entre los CAFs y las células tumorales, aportando
una perspectiva novedosa. No obstante, se podria utilizar una mayor variedad de tipos
celulares con el objetivo de recapitular mejor el microambiente tumoral.
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1)

2)

Conclusion y perspectivas futuras

CONCLUSIONES

La estrategia seleccionada de co-cultivo entre las células tumorales y los CAFs
se basa en disgregar ambos modelos y co-cultivarlos a la vez en condiciones
3D.

El colorante fluorescente verde comercial sobre los CAFs a una concentracion
de 0,25 pM resultd en la estrategia mas Optima para la separacién de los CAFs
y las células tumorales. Dicho colorante fluorescente no tuvo ningun efecto
negativo sobre la fisiologia de las células.

Los CAFs son capaces de inmunomodular a las células tumorales al aumentar
la expresion de todas las moléculas con capacidad inmunoreguladora
estudiadas (ICOSL, CD276, CD200, PD-L1, PD-L2, Gal-9, Gal-3). Ademas, las
células tumorales también producen una inmunomodulacién sobre los CAFs
aunque en este caso, se produce una disminucion de la poblacién positiva para
estas moléculas.

Los CAFs modularian la capacidad stemness de las células tumorales al
aumentar la expresion de biomarcadores relacionados con las CSCs como la
Gal-3.

Los CAFs inducirian la transicion epitelio mesénquima en las células tumorales
al disminuir la expresion de E-cad y aumentar la expresion de Vim y B-cat. Por
otro lado, las células tumorales también tienen un efecto sobre los CAFs ya que
producen un aumento de la Vim y de la B-cat en estos.

Los CAFs y las células tumorales interaccionan entre si y se influyen
mutuamente, aunque dicho efecto es diferente en funcion del cultivo celular. No
obstante, hay que validar estos resultados en un mayor numero de muestras.
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Anexos

Figura S 1. Tercera aproximacion del co-cultivo formado mediante CAFs y tumoresferas
disgregadas del cultivo FIS525 co-cultivados en suspension. (A, B, C) Tumoresferas del
cultivo FIS525 a las 2h (A), 24h (B) y 48h (C). (D, E, F) Co-cultivo proporcion 1:1 a las 2h (D),
24h (E) y 48h (F). (G, H, 1) Co-cultivo proporcion 1:2, a las 2h (G), 24h (H) y 48h (I). Imagenes
obtenidas mediante microscopia de contraste de fases. Magnificacion: 5x. Barra de escala: 500
pUm. Flechas rojas: tumoresferas.
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Figura S 2. Imagenes obtenidas en microscopia confocal de las condiciones de co-cultivo
1:1 y 1:2. (A, B) Co-cultivo proporcion 1:1 a las 24h (A) y 48h (B). (C, D) Co-cultivo proporcion
1:2 a las 24h (C) y 48h (D). (a, b) Fluorescencia verde (a), rojo lejano (b). (c) Fluorescencias
fusionadas. CAFs: rojo. FIS525: verde. Espectro excitacion/emision colorante fluorescente verde:
492/517 nm; rojo lejano: 630/660 nm. Magnificacion: 10x. Barra de escala: 200 ym.
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Lo que comunico a efectos oportunos a jueves,
30 de marzo de 2017:

1 CICiGuv
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7.3. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE

DESARROLLO SOSTENIBLE DE LA AGENDA 2030

A. Indicar el grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible

(ODS).

Tabla S 1. Grado de relacién del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Alto Medio Bajo No
procede

ODS 1. Fin de la pobreza X
ODS 2. Hambre cero X
ODS 3. Salud y bienestar X
ODS 4. Educacion de calidad X
ODS 5. Igualdad de género X
ODS 6. Agua limpia y saneamiento X
ODS 7. Energia asequible y no contaminante X
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento X
econémico
ODS 9. Industria, innovacion e X
infraestructuras
ODS 10. Reduccion de las desigualdades X
ODS 11. Ciudades y comunidades X
sostenibles
ODS 12. Produccion y consumo responsables X
ODS 13. Accion por el clima X
ODS 14. Vida submarina X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones solidas X
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X
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B. Describir brevemente la alineacién del TFG/TFM con los ODS, marcados en la
tabla anterior, con un grado alto.

En primer lugar, este TFG contribuye en gran medida al ODS 3 (salud y
bienestar) ya que obtener una mejor comprensién de la interaccion entre los
CAFs y las células tumorales en el nicho tumoral puede ser util para desarrollar
nuevas estrategias terapéuticas. De esta forma, se podrian reducir las
enfermedades no trasmisibles (meta 3.4).

Por otro lado, este trabajo también contribuye significativamente al ODS 17
(alianzas para lograr objetivos) dado que se ha colaborado con diferentes
servicios del Hospital General Universitario de Valencia (Anatomia Patoldgica,
Oncologia y Cirugia Toracica) para la adquisicion de muestras y datos con fines
de investigacion. Ademas, también se ha colaborado con el Dr. Luca Roz del
Dipartimento di Oncologia Sperimentale e Medicina Molecolare de
la Fondazione IRCCS Istituto Nazionale dei Tumori di Milano, quien nos ha
prestado la linea celular CAF154-hTERT. Concretamente, se promueve la meta
17.17 (fomento de alianzas publico-privadas).
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